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AUTOREFERAT

1. Imig¢ i nazwisko

Katarzyna Szczepanska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania

oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

doktor nauk przyrodniczych w zakresie immunologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet
Warszawski, 10.01.1994

tytut rozprawy: "Udzial komoérek jednojadrowych i interleukiny-1 w patogenezie
poadiuwantowego wielostawowego zapalenia u szczurow".

promotor: Prof. dr hab. Alicja Ryzewska

magister biologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, 27.03.1987

tytut rozprawy: "Zachowanie si¢ jader plemnikdw w cytoplazmie partenogenetycznych jaj
myszy hodowanych w obecnos$ci kolcemidu"”

promotor: Prof.dr hab. Andrzej Krzysztof Tarkowski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

2015 — do dzi§ asystent Uniwersytet Warszawski, Wydzial Biologii, Instytut Zoologii,
Zaktad Embriologii

2000 — 2015  adiunkt  Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Instytut Zoologii,
Zaktad Embriologii

1999 -2000  adiunkt Katedra i Zaktad Biochemii Akademii Medycznej w Warszawie,

1987 — 1999  adiunkt Zaktad Patofizjologii i Immunologii Instytutu Reumatologicznego
w Warszawie
1987 — 1994  asystent Zaklad Patofizjologii i Immunologii Instytutu Reumatologicznego

w Warszawie
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4. Wskazanie osiggni¢cia wynikajacego 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. nr
65, poz. 595 ze zm.):

a) tytut osiagnig¢cia naukowego:

Mechanizmy roznicowania trofektodermy w przedimplantacyjnym zarodku myszy

b) publikacje wchodzace w sktad osiagni¢cia naukowego

1. Szczepanska, K., Stanczuk, L., and Maleszewski, M. (2011). Oct4 protein remains in
trophectoderm until late stages of mouse blastocyst development. Reprod Biol 11, 145-56.
(IF=1,921; punkty MNiSW=15, cytowan 6)

Wklad habilitantki - 60%. Autor korespondencyjny. Zaplanowanie do§wiadczen, czynna
opieka nad oznaczeniami wykonanymi przez studenta, interpretacja wynikow, napisanie

manuskryptu.

2. Szczepanska, K., Stanczuk, L., and Maleszewski, M. (2011). Isolated mouse inner cell
mass is unable to reconstruct trophectoderm. Differentiation 82, 1-8. (IF=2,807; punkty
MNiSW-30, cytowan 5)

Wklad habilitantki - 60%. Autor korespondencyjny. Zaplanowanie do§wiadczen, czynna
opieka nad oznaczeniami wykonanymi przez studenta, interpretacja wynikow, napisanie

manuskryptu

3. Kondratiuk, 1., Bazydlo, K., Maleszewski, M., and Szczepanska, K. (2012). Delay of
polarization event increases the number of Cdx2-positive blastomeres in mouse embryo.
Dev Biol 368, 54-62. (IF=3,868, punkty MNiSW- 35, cytowan 5)

Wklad habilitantki - 70%. Autor korespondencyjny. Zaplanowanie do§wiadczen, czynna
opieka nad oznaczeniami wykonanymi przez studenta, interpretacja wynikow, napisanie

manuskryptu
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4. Humiecka, M., Szpila, M., Klos, P., Maleszewski, M., and Szczepanska, K. (2017). Mouse
blastomeres acquire ability to divide asymmetrically before compaction. PLoS One 12,
e0175032. (IF=2,806 , punkty MNiSW- 40, cytowan 0)

Wklad habilitantki - 80%. Autor korespondencyjny. Zaplanowanie doswiadczen,
wykonanie czesci dos§wiadczen, czynna opieka nad oznaczeniami wykonanymi przez

studentow, interpretacja wynikow, napisanie manuskryptu

Laczny IF publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia: 11,40; punkty MNiSW: 120.

c) omowienie celu naukowego prac i osiaggnietych wynikow wraz z omodwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Jednym z najwazniejszych procesdéw w rozwoju przeimplantacyjnym zarodka ssaka
jest wytworzenie dwoch typow komorek — trofektodermy (TE) i wezta zarodkowego (ICM od
ang. inner cell mass), ktore zasadniczo rdznig si¢ potencjalem rozwojowym. Komoérki TE sg
pierwsza wyroznicowang tkanka pozazarodkowa, umozliwiajaca implantacje¢ zarodka w
$cianach macicy a potem wchodzaca w skiad tozyska. Natomiast komérki ICM zachowuja
pluripotencje 1 po implantacji wyksztatcajag wszystkie tkanki zarodka oraz wigkszos$¢ bton
ptodowych. Pigtego dnia rozwoju, kiedy zarodek ma posta¢ pecherzyka zwanego blastocysta,
komoérki TE stanowig jego zewnegtrzng warstwe, natomiast ICM to grupa komorek
potozonych wewnatrz, z jednej strony przylegajaca do TE a z drugiej kontaktujac si¢ z

ptynem wypetniajagcym jamke blastocysty (Ryc.1).

8-kom. 8-kom. 16- 32-kom. blastocysta
kompaktny

Ryc.1. Zmiany morfologiczne zarodka myszy podczas tworzenia blastocysty.

W stadium 8-komérkowym zarodek wulega kompakcji na skutek tworzenia obwoddek
przylegania pomigdzy komoérkami. Od stadium 16-komoérkowego komorki zewngtrzne zarodka staja
si¢ prekursorami trofektodermy (TE). Tworzace si¢ mi¢dzy nimi polgczenia $ciste umozliwiajg
tworzenie jamki i stopniowe przeksztatcanie si¢ w blastocyste. (Zdjecia - E.Borsuk i D.Maluchnik)
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Mechanizmy lezace u podstaw wyodrgbniania si¢ komorek TE nie s3 do konca
wyjasnione. Kluczowym momentem s3g zmiany zachodzace w blastomerach zarodka w
stadium 8-komoérkowym (Fleming i wsp., 1986; Johnson i Ziomek, 1981b; Reeve i Ziomek,
1981). Zarodek przechodzi wtedy kompakcje, polegajaca na zwickszeniu przylegania
blastomerow na skutek aktywacji i przemieszczeniu bialek, takich jak E-kadheryna i [3-
katenina, do bocznych bton komorek. Tworzy si¢ wtedy nowy typ polaczen miedzy
komorkami - obwodki przylegania (ang. adherent junctions)(Collins i Fleming, 1995; Fleming
i Johnson, 1988). Scislejszemu przyleganiu i sptaszczeniu komorek towarzyszy ich
polaryzacja — w szczytowej czesSci komorek, kontaktujacej si¢ ze sSrodowiskiem zewnetrznym,
powstaje tzw. domena apikalna. Przemieszczajg si¢ do niej biatka takie jak aktyna i ezryna,
ktore stabilizujg utworzone tam skupienia mikrokosmkow (Louvet i wsp., 1996). Po kolejnym
podziale bruzdkowania, w stadium 16-komoérkowej moruli, zarodek sktada si¢ z dwoch typow
komorek: zewnetrznych, ktore od strony domeny apikalnej kontaktuja si¢ z otoczeniem i
wewnetrznych, ktore stykajg si¢ z innymi blastomerami na catej swojej powierzchni (Johnson
I Ziomek, 1981a; Johnson i Ziomek, 1983). Komorki zewngtrzne stajg si¢ prekursorami TE i
zaczynajag eksprymowaé czynnik transkrypcyjny Cdx2 (caudal-related homeobox 2),
charakterystyczny marker komoérek TE, ktoéry warunkuje rozwdj tej linii komorkowej (Ryc.2)
(Jedrusik i wsp., 2004; Ralston and Rossant, 2008; Strumpf i wsp., 2005). Komorki
wewnetrzne wejda w sklad przysziego wezta zarodkowego (ICM), ktérego charakteryzuje
ekspresja czynnikow pluripotencji takich jak Oct4, Nanog i Sox2 (Albert i Peters, 2009;
Avilion i wsp., 2003; Dietrich and Hiiragi, 2007; Niwa i wsp., 2005). Od stadium 32-
komorkowego zarodek zaczyna przeksztatca¢ si¢ w blastocyste. Jest to zwigzane z procesem
kawitacji, czyli powstawaniem wewnatrz zarodka jamki wypetnionej ptynem. Kawitacja jest
uwarunkowana formowaniem potgczen Scistych (ang. tight junctions) w szczytowych
czes$ciach bton laczacych komorki zewngtrzne (Collins i Fleming, 1995). Tworzone sg z
udziatem bialek takich jak okludyna, cyngulina, ZO-1, ZO-2 czy Rab13, ktorych gromadzenie
rozpoczeto si¢ juz w czasie kompakcji w zarodku 8-komoérkowym. Polaczenia Sciste, petnigc
funkcje uszczelniajaca, warunkujg nablonkowy charakter powstajacej trofektodermy (Collins
i Fleming, 1995). Podczas formowania blastocysty dochodzi do przestrzennego oddzielenia
od siebie komodrek TE i1 komoérek ICM. Komoérki TE stanowig pojedynczg warstwe
spolaryzowanych komorek potagczonych za pomocg potaczen Scistych i obwddek przylegania,
natomiast ICM to niezroéznicowane, pluripotentne komorki zlokalizowane wewngtrznie na

jednym z biegunéw jamki blastocysty (Johnson i Ziomek, 1981a).
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8-kom. 16-kom. 32-kom blastocysta

Ryc.2. Ekspresja biatka Cdx2 podczas przedimplantacyjnego rozwoju zarodka myszy. Biatko Cdx2,
charakterystyczny marker TE, jest ekprymowany przez zewnetrzne komorki zarodka od stadium 16-
komoérkowego. Zdjecia przedstawiajg lokalizacje biatka Cdx2 badano metoda immunofluorescencji
posredniej z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej. (Fot.K.Szczepanska)

Zrozumienie mechanizméw regulujacych wyodrgbnianie si¢ pierwszej linii
komorkowej jaka jest TE jest przedmiotem badan od wielu lat (Beck i wsp., 1995; Niwa i
wsp., 2005; Palmieri i wsp., 1994; Strumpf i wsp., 2005). Uwaza si¢, ze w roéznicowaniu
komorek TE znaczenie ma zar6wno zewngtrzna pozycja blastomerow w zarodku (Tarkowski i

Wroblewska, 1967) jak i ich polaryzacja, (Johnson i Ziomek, 1981b).

Badania przedstawione w pracach wchodzacych w sktad osiggnigcia habilitacyjnego dotycza
mechanizmoéw wyodrebniania si¢ trofektodermy w zarodku myszy, zarowno we wczesnych
etapach jej réznicowania, kiedy powstaja prekursory komorek trofektodermalnych (prace 3 1
4) jak 1 w ostatnim stadium przedimplantacyjnym, czyli blastocyscie (prace nr 1 i 2).

Opis badan przedstawiono w kolejnosci publikacji wymienionych w pkt.4 b)

Okreslenie stadium rozwoju blastocysty, w ktorym w trofektodermie zanika czynnik

pluripotencji Oct4

Szczepanska, K., Stanczuk, L. and Maleszewski M., Oct-4 protein remains in trophectoderm
until late stages of mouse blastocyst development. Reprod. Biol. 2011,
145-56.

Wprowadzenie: Rozwoj trofektodermy (TE) jest kontrolowany przez czynnik
transkrypcyjny Cdx2 (caudal-related homeobox 2) (Beck i wsp., 1995; Strumpf i wsp., 2005),

ktory pojawia si¢ juz w stadium 8-komorkowym we wszystkich komoérkach, ale od stadium



Katarzyna Szczepanska
Zatgcznik 2. Autoreferat (jez.polski)

16-komoérkowej moruli jego ekspresja jest duzo wyzsza w zewngtrznych blastomerach (Beck
I wsp., 1995; Strumpf i wsp., 2005). W dalszym rozwoju zwigkszajaca si¢ ekspresja Cdx2 w
komorkach zewngtrznych jest przyczyng wygaszania ekspresji genu pluripotencji Oct4 w
tych komoérkach (Niwa i wsp., 2005), co w rezultacie prowadzi do wystepowania biatka Cdx2
wylacznie w TE a biatka Oct4 wytacznie w ICM rozwinigtej blastocysty. Wiadomo, ze
stopniowe wygaszanie ekspresji Oct-4 w trofektodermie jest zwigzane z antagonistycznym
dzialaniem biatka Cdx2, od ktorego zalezy prawidtowe roznicowanie komoérek TE. Mutanty
cdx2”, pomimo utworzenia prawidlowej pod wzgledem morfologicznym blastocysty, nie
implantuja si¢ w endometrium macicy, a w ich trofektodermie nie dochodzi do obnizenia
ekspresji Oct-4 (Strumpf i wsp., 2005). Z kolei czynnik Oct4 jest niezbedny do utrzymania
pluripotencji komorek ICM i ich roznicowania, dlatego rozwijajace si¢ blastocysty mutantéw
Oct4-/-, obumieraja krotko po implantacji (Nichols i wsp., 1998). Zaobserwowane zalezno$¢
pomigdzy biatkami Cdx2 i Oct-4, polegajaca na wzajemnej inhibicji jest warunkiem rozwoju
prawidtowej blastocysty, w ktorej Oct-4 wystepuje wytacznie w komodrkach ICM a Cdx2
tylko w TE. Zanim jednak dojdzie do przestrzennego zrdéznicowania ekspresji biatek Oct-4 i
Cdx2, wspotwystepuja one przez jaki§ czas w trofektodermie rozwijajacej si¢ blastocysty
(Dietrich and Hiiragi, 2007; Nichols i wsp., 1998; Palmieri i wsp., 1994; Ralston i wsp.,
2010).

Celem moich badan bylo doktadne okreslenie stadium rozwoju blastocysty, w ktorym
trofektoderma nie wykazuje juz ekspresji czynnika pluripotencji Oct-4. Badania prowadzono
metoda immunofluorescencji posredniej, analizujac lokalizacje 1 poziom ekpresji biatka Oct-4
na wszystkich stadiach rozwoju blastocysty, czyli od stadium 32-komoérkowego, kiedy
rozpoczyna si¢ kawitacja 1 powstaje jamka blastocysty az do stadium okotoimplantacyjnego,
kiedy zarodek zbudowany jest ze 130-140 komorek. Dzigki doktadnej analizie udalo si¢
okresli¢ korelacje migdzy zmniejszajacg si¢ ekspresjg Oct-4 i stadium rozwoju blastocysty,
mierzonej liczbg komoérek. Wyniki moich badan pokazaly, ze ekspresja biatka Oct4
zmniejsza si¢ stopniowo w trofektodermie rozwijajacej si¢ blastocysty az do stadium podznej
blastocysty, czyli wtedy gdy zarodek zbudowany jest ze 120-130 komoérek. Wykazatam, ze
wygaszanie ekspresji Oct-4 w trofektodermie manifestuje si¢ zarbwno poprzez zmniejszajaca
si¢ stopniowo ekspresja tego czynnika w TE a takze zmniejszajaca si¢ liczbg komorek, ktore

go eksprymuja (Ryc.3A).
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Ryc.3. A) Stopnie ekspresji biatka Oct-4 w trofektodermie: I- wysoka ekspresja Oct-4 w TE , 1I-
ekspresja Oct-4 mniejsza w TE niz w ICM, III- Oct-4 obecny tylko w niektorych komorkach TE, IV-
calkowity brak Oct-4 w komorkach TE. (biate strzatki - Oct-4 , r6zowe strzatki- Oct-4 w ICM).
Lokalizacje¢ biatka Oct-4 badano metoda immunofluorescencji posredniej z zastosowaniem
mikroskopii konfokalnej. B) Zalezno$¢ migdzy liczba komoérek zarodka a eksopresjg biatka Oct-4 w
komorkach TE. (LILIIL. IV - stopnie ekspresii Oct-4 przedstawione w punkcie A).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze pierwsze oznaki zmniejszenia ilo$ci Oct-4 w TE wystepuja w

blastocystach 50-60-komorkowych, jednakze w tych stadiach rozwoju ten czynnik

transkrypcyjny jest ciggle obecny we wszystkich jadrach komoérek TE (Fig.3B). Dopiero w

stadium 70-komérkowym mozna zauwazy¢, ze Oct-4 jest eksprymowany tylko w niektorych

komorkach TE 1 od tego stadium obecno$¢ OCT-4 zaczyna ograniczac si¢ stopniowo tylko do

komorek ICM.
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Najwazniejszy osiagnieciem opisywanej pracy bylo wykazanie, ze catkowite zakonczenie
ekspresji Oct-4 w TE nastepuje dopiero w stadium okotoimplantacyjnym, czyli wtedy gdy
blastocysta jest zbudowana z okoto 130-140 komorek. Co interesujace, moje badania po raz
pierwszy pokazaty, ze okoto 25% tych blastocyst wykazuje jeszcze niewielka ekspresje
biatka Oct-4 w niektorych komoérkach TE. Mozna wnioskowa¢, ze catkowite wyciszenie
ekspresji czynnika pluripotencji Oct-4 nie jest konieczne do rozwoju TE. Co wigcej, badania
wskazuja, ze w stadium 32-komoérkowym, kiedy komorki prekursorowe TE wykazuja jeszcze
bardzo wysoki poziom ekspresji Oct-4, sg one juz zdeterminowane do tworzenia linii
pozazarodkowej (Suwinska i wsp., 2008). Wydaje si¢ wiec, ze o roznicowaniu TE decyduje
wzrastajacy poziom ekspresji czynnnika Cdx2 w tych komorkach a obecnos¢ czynnika Oct-4
niec ma wplywu na hamowanie tego procesu. Oct-4 jest jedynym spos$rod czynnikow
pluripotencji pozostajacym w komorkach TE az do stadium okotoimplantacyjnego, poniewaz
Nanog 1 Sox2, sa wyciszane w TE juz w stadium 64-komoérkowym i ich ekspresja jest
wykrywana wyltacznie w ICM (Cockburn and Rossant, 2010; Plusa i wsp., 2008). Co
cieckawe, w zarodkach innych ssakoéw rowniez wykazano dlugo utrzymujaca si¢ wysoka
ekspresj¢ Oct-4 w komoérkach TE przez caty czas rozwoju blastocysty (Kuijk i wsp., 2008).
W blastocystach $wini i krowy, ekspresja Oct-4 w TE jest tak samo wysoka jak w
komorkach ICM, co wskazuje, ze czynnik ten nie jest u tych gatunkoéw istotny w
wyodrebnianiu si¢ tych dwoch linii komoérkowych a raczej, jak si¢ sugeruje, uczestniczy w
zapobieganiu zbyt wczesnemu roznicowaniu TE . Nie znana jest dotychczas rola jaka petni

Oct-4 w rozwijajacej si¢ TE blastocysty myszy i zagadnienie to wymaga dalszych badan.

Zbadanie jak dlugo komorki ICM zachowujg zdolno$¢ do tworzenia trofektodermy

Szczepanska, K., Stanczuk, L. and Maleszewski M., Isolated mouse inner cell mass is

unable to reconstruct trophectoderm. Differentiation 2011 82, 1-8

Woprowadzenie: Komoérki TE sa spolaryzowane i eksprymuja czynnik Cdx2, ktory
determinuje rozwoj i funkcjonalnos¢ tej linii komorkowej w czasie implantacji blastocysty w
$luzowce macicy (Beck i wsp., 1995; Strumpf i wsp., 2005). Komoérki wezta zarodkowego
(ICM) pochodza z niespolaryzowanych komorek wewnetrznych zarodka 1 eksprymuja
czynniki pluripotencji: Oct-4, Nanog i Sox2 (Cockburn i Rossant, 2010). Wyr6znicowanie
tych dwoch linii  komdrkowych zachodzi stopniowo, poczawszy od stadium 16-

komoérkowego, kiedy po raz pierwszy powstaja komorki wewngtrzne i zewnetrzne zarodka,
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bedace odpowiednio prekursorami komoérek ICM i TE (Johnson i Ziomek, 1981a). Jednakze
w tym stadium zarodka komorki nie sg jeszcze ostatecznie zdeterminowane do tworzenia
wylacznie danej linii komodrkowej 1 kierunek ich réznicowania mozna eksperymentalnie
zmieni¢ poprzez zmiang ich pozycji w zarodku (Suwinska i wsp., 2008; Ziomek i wsp., 1982).
Okazuje sie¢, ze jezeli komodrki wewnetrzne zarodka 16-komoérkowego, ktore w normalnym
rozwoju sa prekursorami ICM, zostang po wyizolowaniu umieszczone zewngtrznie w
eksperymentalnie utworzonym zarodku, to ulegaja one polaryzacji, eksprymuja Cdx2 i
przeksztatcajg sie w komoérki TE w rozwijajacej si¢ blastocys$cie. Podobnie komorki
zewnetrzne 16-komorkowego zarodka, bedace prekursorami TE, po eksperymentalnym
ulokowaniu wewnatrz zarodka, rozwijaja si¢ w komoérki ICM. Stopien zdeterminowania losu
komorek w pdzniejszych stadiach rozwoju zarodka, czyli od momentu powstania wczesnej
blastocysty, byt przedmiotem badan od wielu lat, ale wyniki tych doswiadczen s3 czesto
sprzeczne (Beddington i Robertson, 1989; Eckert i wsp., 2004; Fleming i wsp., 1984; Nichols
i Gardner, 1984; Pierce i wsp., 1988). Sugeruje si¢ jednak, ze komoérki ICM dhuzej pozostaja
plastyczne rozwojowo niz komoérki TE, ktorych réznicowanie juz od stadium 32-
komorkowego jest ograniczone tylko do tej jednej linii pozazarodkowej. Wykazano bowiem,
7e agregaty ztozone wylacznie z komoérek TE tego stadium nie sg juz w stanie odtworzy¢
blastocysty, podczas gdy podobnie skonstruowane eksperymentalnie zarodki, ale zbudowane
wylacznie z komorek ICM, rozwijaty si¢ w prawidtowe blastocysty (Suwinska i wsp., 2008) .
O plastycznosci komorek ICM w stadium 32-komoérkowym §wiadcza réwniez doswiadczenia,
w ktorych z zarodkow w tym stadium usuwano komorki TE. Wykazano, ze wyizolowany w
ten sposob ICM odtwarzal na swojej powierzchni komorki TE (Suwinska, niepublikowane).
Wydaje si¢ wiec, ze komorki ICM przynajmniej do stadium 32-komoérkowego zachowuja
totipotencje, rozumiang jako zdolno$¢ do utworzenia struktur zaréwno zarodkowych jak i
pozazarodkowych. W dalszych etapach rozwoju blastocysty dochodzi do wyrdznicowania w
obrebie ICM dwoch kolejnych linii komorkowych - pierwotnej endodermy (PE), ktora jest
linig pozazarodkowa wchodzaca po implantacji w sklad pecherzyka zottkowego oraz
epiblastu (EPI), budujacego gtownie struktury zarodkowe oraz wspditworzacego blony
ptodowe. Te dwie linie komorkowe wyodregbniaja si¢ w rozwinigtej blastocyscie tuz przed jej
implantacja w $cianie macicy, ale komoérki prekursorowe dla PE i EPI, z charakterystycznymi
dla nich czynnikami transkrypcyjnymi, GATA6 i1 Nanog, wystepujg w obrebie ICM juz w
stadium 64-komorkowym (Chazaud i wsp., 2006). Wyniki wielu badan wskazuja, ze w tym
stadium rozwoju blastocysty komorki ICM nadal moga odtworzy¢ trofektoderme, ale dane na

ten temat nie sa jednoznaczne (Eckert i wsp., 2004; Handyside, 1978; Hogan i Tilly, 1978a;
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Hogan i Tilly, 1978b; Johnson, 1979; Nichols i Gardner, 1984; Nishioka i wsp., 2009; Pierce i
wsp., 1988; Rossant i Lis, 1979).

Autorzy wymienionych prac zaktadali bowiem, ze za pomoca metody immunochirurgicznej
usuwane sa wszystkie komorki TE, wobec tego zrodtem nowopowstajacej TE sg
przeprogramowane komoérki ICM. Nie weryfikowano jednak w zaden sposob skutecznosci
uzytej metody, wobec tego istnieje prawdopodobienstwo, ze w tych eksperymentach TE
odtwarzala si¢ z "oryginalnych" komorek TE, ktore otaczaly ICM i nie zostaty skutecznie

usunigte.

Celem naszych badan bylo sprawdzenie do jakiego stadium rozwoju blastocysty komorki
ICM zachowuja totipotencje¢, czyli moga roéznicowa¢ w komorki TE. Opieratam si¢ na
zatlozeniu, ze w od momentu wyrdéznicowania TE nastepuje stopniowe zmniejszenie
potencjatu rozwojowego komorek ICM, od totipotencji charakteryzujacej ICM wczesnej (32-
komorkowej) blastocysty az do pluripotencji, kiedy komorki ICM traca zdolnos$¢ do
tworzenia TE i mogg roznicowac juz tylko w EPI i PE. Do usuwania komoérek TE z blastocyst
w roznych stadiach rozwoju (od 40- do 90-komorek) zastosowatam zmodyfikowang metode
immunochirurgii. W naszych do$wiadczeniach jako pierwsi zastosowalismy fluorescencyjne
znakowanie komorek TE przed ich usunieciem. Takie podejscie eksperymentalne pozwolito
nam zweryfikowa¢ skuteczno$¢ metody immunochirurgii i zidentyfikowa¢ pochodzenie
komorek, z ktorych odtwarzana byta TE (Ryc.4). Wyizolowany wezet zarodkowy byt
hodowany in vitro, a komérki TE byly identyfikowane na podstawie obecnosci czynnika

Cdx2, bedacego markerem tej linii komorkowe;.

Ryc.4. A) Procedura usuwania komorek TE (3) byta poprzedzona ich wyznakowaniem za pomoca
kulek fluorescencyjnych (1- blastocysta w $wietle przechodzgcym, 2- komérki TE wyznakowane
kulkami fluorescencyjnymi — obraz z mikroskopu konfokalnego). Wyizolowany we¢zet zarodkowy (4)
byt hodowany in vitro przez okoto 26 godzin. B) W odtworzonych blastocystach badano lokalizacjg
biatka Cdx2 metodg immunofluorescencji posredniej z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej. (1-
chromatvna. 2-Cdx2. 3- kulki fluorescencvine, 4- natozenie zdie¢). (Fot.K.Szczepanska)
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WykazaliSmy, ze wezty zarodkowe wyizolowane z blastocyst zawierajacych od 40 do
90 komorek nie wykazuja juz totipotencji, gdyz ich komoérki nie sg zdolne do réoznicowania w
komorki TE. Udowodnilismy, ze odtworzenie TE, obserwowane po hodowli niektorych
izolowanych ICM, jest mozliwe tylko z komoérek oryginalnej TE, ktore czgsto pozostajg na
powierzchni ICM po zastosowaniu metody immunochirurgii (Ryc.4). W $§wietle naszych
badan mozemy wigc wnioskowaé, ze obserwowane przez innych autorow odtwarzanie TE
przez komorki ICM pochodzace ze stadium pozniejszego niz 32-komoérkowe byto skutkiem
niecalkowitego usuwania komorek TE z blastocysty. Nasze wyniki rzucaja nowe $wiatto na
mechanizmy roznicowania i determinacj¢ losu komoérek w obrgbie ICM. WykazaliSmy, ze
przed wyodrebnieniem kolejnej linii pozazarodkowej, jaka jest PE, kiedy komdrki ICM
stanowig jeszcze heterogenng pule prekursorow PE 1 EPIL, dochodzi do ograniczenia ich

potencji rozwojowych 1 utraty zdolnosci do réznicowania w TE.

Okreslenie roli pozycji i polaryzacji w roznicowaniu komorek prekursorowych
trofektodermy.

Kondratiuk, 1., Bazydto K, Maleszewski, M., Szczepanska, K. Delay of polarization event
increases the number of Cdx2-positive blastomeres in mouse embryo. Dev. Biol. 2012, 368,
54-62.

Od momentu, gdy zarodek zaczyna by¢ zbudowany z komorek zewnetrznych i
wewnetrznych, czyli od stadium 16-komorkowego, rozpoczyna si¢ zréznicowana ekspresja
czynnikow transkrypcyjnych w obydwu populacjach komorek. Prekursory trofektodermy,
czyli komorki zewnetrzne, eksprymuja biatko Cdx2, natomiast w komorkach wewnetrznych,
ktore stang si¢ komorkami ICM, dominujg czynniki pluripotencji, takie jak Sox2, Nanog i
Oct-4 (Albert i Peters, 2009; Avilion i wsp., 2003; Dietrich i Hiiragi, 2007).

Jedna z teorii thumaczacych wyodrebnianie si¢ komorek prekursorowych TE zaktada,
ze momentem kluczowym dla pdzZniejszego zroznicowania komodrek zewnetrznych i
wewnetrznych jest spolaryzowanie blastomerow, ktoére ma miejsce w stadium 8-
komorkowym podczas kompakcji (Johnson i Ziomek, 1981b). Miedzy blastomerami tworza
si¢ wtedy obwodki przylegania a w czesci apikalnej komoérek zarodka formuje si¢ domena
kortykalna, gdzie skupiaja si¢ mikrokosmki stabilizowane przez filamenty aktynowe i ezryne
(Louvet 1 wsp., 1996). Dochodzi wtedy do asymetrycznego rozlokowania bialek
polaryzacyjnych PAR (Partitioning defective) (Ahringer, 2003) w taki sposob, ze biatko Parl
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znajduje si¢ w bocznych btonach komorek, natomiast biatka Par3 i Par6 razem z kinaza
biatkowa aPKCC tworzg kompleks, ktory umiejscawia si¢ w czesci apikalnej blastomerdéw

(Ryc.5) (Dard i wsp., 2009; Plusa i wsp., 2005; Vinot i wsp., 2005).

mikrokosmki

domena
polarna

Par3/Par6/aPKC(

potaczenia
Sciste

obwédki
przylegania \

AN

Ryc.5. Polaryzacja blastomerow zarodka 8-komorkowego. W apikalnej czgsci komorek tworzy sig
domena polarna, w ktorej mikrokosmki stabilizowane sa przez filamenty aktynowe i ezryne.
Polaryzacje blastomeréw reguluje kompleks biatek Par3/Par6/aPKCC, lokalizujacy si¢ w apikalnej
czesci komorek. (zmodyfikowany schemat wg (Cockburn i Rossant, 2010)

Gdy spolaryzowane blastomery zarodka 8-komorkowego dzielg si¢ (Johnson and
Ziomek, 1981b), ich komorki potomne dziedziczg w nierdbwnomierny sposéb informacje o
polarnosci w postaci domeny apikalnej. Jezeli komorka dzieli si¢ w sposdb symetryczny, to
obydwie komoérki potomne dziedzicza domene apikalng 1 staja si¢ komodrkami
spolaryzowanymi, zlokalizowanymi zewnegtrznie w zarodku. Jezeli komorka dzieli si¢ w
sposOb asymetryczny, to powstaje jedna spolaryzowana komorka zewnetrzna i jedna komorka
wewnetrzna, niespolaryzowana. Po dwoch rundach podzialéw asymetrycznych i
symetrycznych (stadia 8—16 i 16—32) zarodek zbudowany jest ze spolaryzowanych
komorek zewngtrznych, ktore eksprymujg biatko Cdx2 i stajg si¢ prekursorami trofektodermy
oraz niepolarnych komoérek wewnetrznych, ktore staja si¢ komérkami wezta zarodkowego w

tworzacej si¢ blastocyscie (Ryc.6)
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Ryc.6. Powstawanie prekursorow TE i ICM podczas podzialdow symetrycznych i asymetrycznych
spolaryzowanych blastomeréw 8-komorkowego zarodka myszy. Komorki dziedziczace domeng polarng
stajg si¢ prekursorami TE. Komorki niepolarne wejda w sktad przysziego ICM blastocysty. Schemat wg
(Cockburn i Rossant, 2010)

Pozycja jaka komorki zajmuja w zarodku od dawna wydawala si¢ by¢ waznym
czynnikiem decydujagcym o ich przeznaczeniu. Model ,outside-inside” (Tarkowski i
Wroblewska, 1967) wskazywal, ze odmienne otoczenie w jakim znajdujg si¢ komorki
zewnetrzne 1 wewnetrzne moze by¢é przyczyng ich zrdznicowanego rozwoju. Model
pozycyjny poparty wyniki badan, w ktoérych zmieniona pozycja komorek w zarodku 16- i 32-
komoérkowym powodowata determinacje ich losu zgodng z nowym potozeniem (Suwinska i
wsp., 2008; Tarkowski i wsp., 2010; Ziomek i Johnson, 1982; Ziomek i wsp., 1982). Rol¢
informacji pozycyjnej w réznicowaniu komorek zostal ostatnio uzupelniony o nowe dane
wskazujace, ze wyodrebnianie si¢ komorek TE w zarodku zwigzane jest z udziatem $ciezki
sygnalizacyjnej Hippo (Ota i Sasaki, 2008), ktorej aktywno$¢ zalezy od liczby kontaktow
migdzykomorkowych. Wykazano, ze ekspresja biatka Cdx2 w komorkach zewnetrznych
zarodka jest zwigzana z zahamowaniem aktywnosci $ciezki Hippo 1 Ze $ciezka ta jest aktywna
tylko w komoérkach wewnetrznych (Nishioka i wsp., 2009). Lokalizacja komoérek w zarodku
wydaje si¢ wigc by¢ waznym czynnikiem decydujacym o determinacji ich losu.

Jednak komorki zewnetrzne 1 wewnetrzne rdznig si¢ nie tylko lokalizacja w zarodku,
ale sg rowniez rézne pod wzgledem jakosciowym. Poniewaz, jak wspomniano wczesniej, sg
generowane w czasie asymetrycznych podzialow blastomeréw zarodka 8-komoérkowego,

dziedzicza w nier6wnomierny sposob domen¢ polarng. Wykazano, ze jej obecnos¢ w
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komorkach zewnetrznych zarodka warunkuje ekspresje biatka Cdx2. Komorki, w ktorych
obnizono aktywnos$¢ elementow kompleksu polaryzacyjnego, takich jak Par6 lub aPKCC,
eksprymuja mniej biatka Cdx2 (Alarcon, 2010) lub czgsciej dzielg si¢ asymetrycznie, co
prowadzi do powstawanie wigkszej liczby komorek ICM (Plusa i wsp., 2005).

Poniewaz zwigzek pomiedzy pozycja komoérki w zarodku, jej polaryzacjg i ekspresja
biatka Cdx2 nie jest do konca jasny, celem moich badan byto okreslenie roli tych czynnikow
w czasie wyroznicowania prekursoréw trofektodermy. Aby to osiggnaé pozycja komodrek w
zarodku byta eksperymentalnie zmieniana lub/i zaburzano ich polaryzacje, po czym oceniano
jak wplynie to na ekspresje markera trofektodermy - biatka Cdx2 w powstatych komoérkach
potomnych. Badania prowadzone byly na pojedynczych blastomerach wyizolowanych z
zarodka 8-komorkowego (zwanych 1/8), ktore jak wiadomo (Dietrich i Hiiragi, 2007)
zachowuja zdolnos¢ do przechodzenia podziatow symetrycznych i asymetrycznych w czasie
hodowli in vitro. Taki uktad eksperymentalny zapewniat zmian¢ pozycji komorek wobec tej,
ktéra ma miejsce w zarodku, poniewaz zapobiegal powstawaniu komorek wewnetrznych w
stadium 16-komorkowym (Ryc.7A). W naszych doswiadczeniach  blastomery 1/8
przechodzity in vitro dwie kolejne rundy podziatowe, tworzac 4-komorkowe fragmenty
zarodka odpowiadajace stadium 32-komorkowemu (zwane 4/32). WykazaliSmy, ze w
kompletach 8 fragmentow 4/32 pochodzacych ze wszystkich blastomeréw zarodka 8-
komorkowego (Ryc.7B) liczba komorek eksprymujacych biatko Cdx2 jest taka sama jak w
catym zarodku 32-komérkowym (Ryc.2).

A B C

1/8 ® _@' 18 O
A/ v

2n6 () /‘CC’ i 8@

Ryc.7. A) Schemat eksperymentu, w ktorym pojedyncze blastomery zarodka 8-komérkowego
przechodzity podzialy symetryczne i asymetryczne. Przedstawiona jest pierwsza runda podziatow
(blastomer 1/8 — para blastomerow 2/16). Na zielono zaznaczono domeng polarng. Czerwona strzatka
wskazuje blastomer, ktorego pozycja zostata zmieniona z wewngtrznej na zewnetrzng w porownaniu z
zarodkiem 16-komoérkowym. B) Komplet 8 fragmentow 4-komoérkowych powstatych po dwoch rundach
podziatoéw - (blastomer 1/8 — para blastomerow 2/16 — fragment 4/32). Lokalizacj¢ biatka Cdx2
badano metoda immunofluorescencji posredniej z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej. C) Schemat
eksperymentu, w ktorym polaryzacja blastomerow nastgpowata po pierwszej rundzie podziatow
blastomer 1/8 — para blastomeréw 2/16.
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Mozna wigc wnioskowac, ze ekspresja biatka Cdx2 zalezy nie od samego potozenia
blastomeru w zarodku, ale od dziedziczonej w trakcie podzialdéw domeny polarne;.
Uzyskalismy rowniez dodatkowy dowod przemawiajgcy za kluczowa rolg polaryzacji w
wyodrebnianiu komoérek prekursorowych trofektodermy. W doswiadczeniach, w ktorych
izolowano blastomery stadium 8-komoérkowego na tyle wczesnie, ze nie byly to jeszcze
komorki spolaryzowane, po nastgpnym podziale uzyskiwalismy fragmenty 2/16, w ktorym
obydwie komorki ulegaty polaryzacji (Ryc.7C) . W ten sposob opo6zniliSmy polaryzacje do
stadium 16-komoérkowego a dodatkowo w tym modelu wszystkie blastomery odpowiadajace
temu stadium zarodka byty spolaryzowane, co nigdy nie zachodzi w calym zarodku.
Zaobserwowane po nastepnej rundzie podziatlowej, czyli we fragmentach 4/32, zwickszenie
liczby komorek eksprymujacych bialtko Cdx2, potwierdzito nasze przypuszczenia, ze
polarno$¢ komoérek jest gldwnym czynnikiem odpowiedzialnym za wyodrgbnianie sie

prekursorow trofektodermy.

Waznym osiggni¢ciem naszej pracy bylo tez dokladne scharakteryzowanie wzoroéw
ekspresji biatka Cdx2 w uzyskanych fragmentach 4/32 oraz zwrdécenie uwagi na
zroznicowang morfologi¢ tworzacych je komoérek (Ryc.8). StwierdziliSmy, ze najczesciej
powstajacym fragmentem 4/32 jest taki, w ktorym wystepuja dwie duze komorki
eksprymujagce biatko Cdx2, otaczajace dwie mniejsze Cdx2-negatywne komorki.

ZauwazyliSmy rowniez, ze op6znienie polaryzacji do stadium 16-komorkowego zwigkszyto

czgstos¢ powstawania fragmentow 4/32, w ktorych wszystkie komorki eksprymuja biatko
Cdx2.

Ryc.8. Wzory ekspresji biatka Cdx2 uzyskane we
fragmentach 4/32 powstaltych po dwoch rundach
podziatow (blastomer 1/8 — para blastomeréw 2/16 —
fragment 4/32). Oznaczenia wzorow ekspresji: 2/4 -
dwie komorki eksprymujace Cdx2, 3/4 - trzy komorki
Cdx2, 4/4 - cztery komoérki Cdx2. Lokalizacje biatka
2/4 3/4 4/4 Cdx2 badano metodg immunofluorescencji posredniej z
zastosowaniem mikroskopii konfokalnej.

Aby wyjasni¢ sposob powstawania wszystkich wzorow ekspresji biatka Cdx2 w uzyskanych

eksperymentalnie 4-komorkowych fragmentach zarodkow, stworzyliSmy model dziedziczenia
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domeny polarnej podczas dwoch rund podzialéw (blastomer 1/8 — para blastomeréw 2/16 —
fragment 4/32) z uwzglednieniem wszystkich mozliwych podziatow symetrycznych i
asymetrycznych (Ryc.9). Dzieki naszemu modelowi mogli§my na podstawie czestosci
uzyskiwania fragmentow 4/32 z r6znymi wzorami ekspresji Cdx2, przeanalizowaé liczbe i
kolejnos¢ podziatlow symetrycznych i asymetrycznych przebiegajacych od blastomeru 1/8 do
fragmentu 4/32. Szczegdtowa analiza pozwolita nam wnioskowa¢, ze informacja o polarnosci
jest dziedziczona nie tylko w czasie podziatu 8—16, ale roéwniez w nastepnej rundzie
podziatlowej 16—32, co jest odzwierciedlone w liczbie komorek prekursorowych

trofektodermy eksprymujacych biatko Cdx2.

podziat symetryczny podziat asymetryczny
1/8

NolNolNol Eo R
a6 K3 (b{} ‘in) X C:XE)
w 3 @B |@ €8| s

22% 15.2% 62.8% 0%
] Cdx2

B domena polarna

Ryc.9. Model dwoch rund podziatow: blastomer 1/8 — para blastomeréw 2/16 — fragment 4/32.
Ekspresja Cdx2 zalezy od dziedziczenia domeny polarnej przez komorki potomne powstajace w czasie
podziatdow symetrycznych i asymetrycznych. Najczesciej powstajacy fragment, z dwiema komorkami
eksprymujgcymi Cdx2 (wzor 2/4), moze powsta¢ zardwno z symetrycznego jak i asymetrycznego
podziatu blastomeru 1/8.

Podsumowujac, w tej pracy udowodniliSmy ze czynnikiem decydujagcym o
powstawaniu prekursorow trofektodermy jest polaryzacja komodrki a nie jej potozenie w
zarodku. Co wigcej, zwrdciliSmy uwage na sposob oddziatywania blastomerow we
fragmentach 4/32, co przejawialo si¢ czegsto obrastaniem mniejszych komorek przez wigksze,
ktore eksprymowaty biatko Cdx2.

Nasze wnioski zostaty pozniej poparte przez innych badaczy, ktorzy wykazali, ze komorki,

ktore w trakcie podzialu asymetrycznego dziedziczg domene polarng, r6znig si¢ wlasnosciami

biomechanicznymi od komdrek niespolaryzowanych, co wptywa na ich wzajemne interakcje
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decydujace o pdzniejszej lokalizacji w zarodku (Anani i wsp., 2014; Lorthongpanich i
Issaragrisil, 2015; Maitre i wsp., 2015; Maitre i wsp., 2016; Samarage i wsp., 2015).
Wykazano, ze na skutek réznic w kurczliwosci korteksu, komoérki spolaryzowane maja
zdolno$¢ obrastania komorek apolarnych, ktére w wyniku tego sa przemieszczane do srodka
zarodka. Determinacja losu komorek trofektodermy jest wigc zwigzana z obecnoscig domeny
polarnej a potozenie komorki w zarodku wydaje si¢ by¢ sprawa wtorng.

Rolg polaryzacji w wyrdznicowaniu komorek trofektodermy potwierdzity rowniez badania, w
ktérych wykazano w jaki sposob kompleks polaryzacyjny PAR3-PARG6-aPKC{ wptywa na
ekspresj¢ biatka Cdx2 poprzez hamowanie $ciezki Hippo (Chazaud i Yamanaka, 2016; Hirate
i wsp., 2013; Lorthongpanich i Issaragrisil, 2015). Wykazano, ze biatko AMOT
(angiomotyna), ktore jest istotne w aktywacji $ciezki Hippo 1 w komorkach wewnetrznych
zlokalizowane jest w polaczeniach adhezyjnych, jest inaczej ulokowane w komorkach
zewngtrznych. Na skutek interakcji z kompleksem bialek polaryzacyjnych AMOT wiaze si¢ z
domeng polarng, uniemozliwiajac aktywacje Sciezki Hippo w tych komorkach, co sprzyja

ekspresji biatka Cdx2 i roznicowaniu komorek TE (Hirate i wsp., 2013).

Zbadanie kiedy komorki przedimplantacyjnego zarodka uzyskuja zdolnos¢ do

przechodzenia podzialow roznicujacych

Humigcka M., Szpila M., Kto$ P., Maleszewski M., Szczepanska K. Mouse blastomeres
acquire ability to divide asymmetrically before compaction. PLoS One, 2017, 12, e0175032.

Podziaty réznicujgce (asymetryczne), jakie przechodza spolaryzowane blastomery
zarodka 8-komorkowego, daja poczatek dwom populacjom komorek o réznym przeznaczeniu
- komoérkom prekursorowym trofektodermy i komoérkom wezta zarodkowego (Johnson i
Ziomek, 198la; Yamanaka i wsp., 2006). Podstawg podzialow roznicujacych jest
nieréwnomierne dziedziczenie domeny polarnej przez komorki potomne zarodka 8-
komorkowego, decydujace rowniez o odpowiedniej pozycji w zarodku. Komorki
spolaryzowane lokalizuja si¢ zewnetrznie, podczas gdy komorki niespolaryzowane stajg si¢
komorkami wewnetrznymi zarodka. Na podstawie sredniej liczby blastomerow wewngtrznych
w stadium 16-komérkowym ustalono, ze przynajmniej 5 blastomerow zarodka 8-

komorkowego przechodzi podziat asymetryczny, natomiast reszta dzieli si¢ w sposob
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symetryczny, dajagc wytacznie blastomery zewngtrzne (Anani i wsp., 2014; Handyside, 1981,
Suwinska i wsp., 2008).

Do tej pory nie wiadomo co decyduje o sposobie podziatu blastomeréw zarodka 8-
komorkowego. Przypuszcza si¢, ze blastomery dzielg si¢ symetrycznie lub asymetrycznie w
sposob losowy (Dard i wsp., 2009), ale sg tez dane przemawiajgce za pewng predeterminacja
rodzaju podzialdéw. Moze ona wynika¢ z heterogennosci blastomeréw pod wzgledem ilosci
bialek kompleksu polaryzacyjnego Par3/Par6/aPKCCL (Jedrusik i wsp., 2008) lub/i
zroznicowanej ekspresji gendw regulujacych pluripotencje, takich jak Sox-21 (Goolam i wsp.,
2016). Wykazano, ze zmniejszenie ilosci biatek Par3 lub aPKC powoduje zwigkszenie
czestotliwosci  podzialdéw asymetrycznych, powodujac zwigkszenie liczby komorek
wchodzacych w sktad ICM (Plusa i wsp., 2005), podczas gdy wzrost ekspresji Cdx2 koreluje
z podniesieniem ekspresji aPKC 1 wzrostem liczby podzialow symetrycznych (Jedrusik i
wsp., 2008). Jednoczesnie pokazano, ze obnizenie ekspresji czynnika pluripotencji Sox21
prowadzi do zwigkszenia ekspresji Cdx2 w stadium 8-komorkowym i powstawania wigkszej
liczby komorek tworzacych lini¢ pozazarodkowa (Goolam i wsp., 2016).

Wyniki naszych badan opisanych w poprzedniej publikacji (Kondratiuk i wsp., 2012)
wskazuja, ze liczba podzialdéw symetrycznych i asymetrycznych jakie przechodza blastomery
od stadium 8-komoérkowego do 32-komorkowego podlega kontroli, niezaleznie od tego czy
podzialy odbywaja si¢ w catlym zarodku czy we fragmentach zarodka powstatych z
pojedynczych blastomerow wyizolowanych z zarodka 8-komorkowego, o czym $wiadczy

podobna liczba powstatych komorek eksprymujacych biatko Cdx2.

Celem pracy bylo okreslenie kiedy zostaje ustalony wzor podziatdw blastomerow i w jakim
stopniu zalezy on od polaryzacji w osi bazalno-apikalnej, jakg uzyskuje blastomer w czasie
kompakcji zarodka. Ponadto chcieli§my poszerzy¢ nasze obserwacje dotyczace oddziatywan
blastomeréw we fragmentach 4/32 1 wustali¢ jak wygladaja interakcje komorek
spolaryzowanych 1 niepolarnych w parach bastomeréw 2/16, czyli po pierwszej rundzie
podziatowej blastomeru 1/8. Aby to osiggna¢ badania prowadzone byty na pojedynczych
blastomerach izolowanych z zarodkow 8-komorkowych zarowno przed jak i po kompakcji.
PrzeprowadziliSmy szczegbtowa analiz¢ czestoSci  podziatdw  symetrycznych 1
asymetrycznych, identyfikujac rodzaj podziatu w uzyskanych parach blastomerow 2/16 na
podstawie obecnosci fosforylowanej ezryny, ktora lokalizuje si¢ apikalnie tylko w komodrkach
spolaryzowanych. WykazaliSmy, ze blastomery wyizolowane z zarodkéw przed kompakcja

dzielg si¢ gléwnie symetrycznie (66%), natomiast po kompakcji prawie wszystkie (90%)
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dzielg si¢ w sposob asymetryczny. Co wigcej, wyizolowane blastomery przechodzg duzo
cze$cie] asymetryczne podzialy niz blastomery calych zarodkdéw podczas normalnego
rozwoju. Mozemy wigc wnioskowaé, ze na skutek oddziatywan przestrzennych liczba
podziatéw asymetrycznych jest redukowana w zarodku do najbardziej optymalnej. Waznym
osiggnieciem opisywanych badan bylo réwniez wykazanie, ze zanim dojdzie do kompakcji
zarodka i zwigzanej z nig polaryzacji blastomeréw, czg$¢ blastomerow (34%) ma juz
zdolno$¢ do przejScia podzialu asymetrycznego. Wskazuje to na wyksztalcanie sig
mechanizmu kontrolujacego wzér podziatu, zaleznego prawdopodobnie od polaryzacji
cytoplazmy komorki zachodzacej zanim nastapi polaryzacja warstwy kortykalne;.

W badaniach prowadzonych na wyizolowanych blastomerach mielisSmy mozliwo$¢
przesledzenia w jaki sposob powstale w podziatach symetrycznych i asymetrycznych pary
blastomerow 2/16 oddziatywuja ze soba i tworza po kolejnym podziale fragmenty 4/32 o
okreslonych wzorach ekspresji biatka Cdx2. Do tej pory wiadomo bylo, ze podziaty
asymetryczne  generuja dwie populacje komoérek o roéznych  wlasciwosciach
biomechanicznych, co powoduje obrastanie komorki apolarnej przez komorke spolaryzowang
(Anani i wsp., 2014; Maitre i wsp., 2016). W naszej analizie wzi¢liSmy pod uwagg nie tylko
rodzaj podziatu, ale rowniez wielko$¢ powstajacych komoérek potomnych 1 wykazaliSmy jako
pierwsi, ze obydwa rodzaje podzialow - symetryczne i asymetryczne, moga by¢ rGwnomierne

jak 1 nierdwnomierne (Ryc.10).

ezryna

|/./—\

Ryc.10. Oddziatywania w parze blastomerow 2/16. A) 1. Podziat symetryczny rbwnomierny. 2.
Podzial asymetryczny réwnomierny. 3. Podzial asymetryczny nierownomierny. B) Podziat
asymetryczny nierownomierny. 1,2,3 kolejne etapy obrastania matej niepolarnej komorki przez
wigksza spolaryzowang.

Biorac pod uwage wszystkie mozliwe oddzialtywania wystepujace pomiedzy
komorkami apolarnymi a spolaryzowanymi w parach 2/16, moglismy uzupehi¢ wyniki
uzyskane w poprzedniej pracy (Kondratiuk i wsp., 2012) i wyjasni¢ dlaczego zwigkszona

czestos¢ podziatdéw asymetrycznych w blastomerach zarodka kompaktnego manifestuje si¢
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zwickszong tendencja do tworzenia fragmentow 4/32, gdzie dwie komorki z czterech
eksprymujg biatko Cdx2 (wzor ekspresji 2/4). Jednocze$nie, dzigki stworzonemu przez nas
modelowi podziatow, wskazaliSmy na roéznorodno$¢ morfologii komoérek budujacych ten
fragment w zaleznos$ci od wielkosci komoérek (Ryc.11). Podobna analiza dotyczgca podzialow
blastomerow wyizolowanych z zarodka przed kompakcja pokazata zwigzek miedzy wysoka
czestoscig podziatdéw symetrycznych a powstawaniem fragmentdéw 4/32, w ktérych wszystkie
komorki eksprymuja biatko Cdx2. WykazaliSmy, ze na sposdb oddziatywania komorek
wplywa przede wszystkim obecno$¢ domeny polarnej dziedziczonej podczas dwoch

obserwowanych podzialéw a nie wielko$¢ oddziatywujacych ze soba komorek.

symetryczne 2/16 asymetryczne 2/16
€0 60 0|0 =
rownomierne
B F R AB ~
€O-eD 0|0
nierdwnomierne
I

@ - ekspresja Cdx2 w komorce z domeng polarng

Ryc.11. Model dwoéch rund podziatow: blastomer 1/8 — para blastomeréw 2/16 — fragment 4/32.
Ekspresja Cdx2 zalezy od dziedziczenia domeny polarnej przez komorki potomne powstajace w czasie
podzialow symetrycznych i asymetrycznych. Uwzglgdniono réznice wielko$ci komorek.
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PODSUMOWANIE

Poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za wyodr¢bnianie si¢ linii komorek TE
ulegajacych specjalizacji z komoérek pierwotnie niezréznicowanych i totipotentnych ma
kluczowe znaczenie dla zrozumienia jak w zarodku ssaka jest determinowany i realizowany
jego wzoOr rozwoju. Badania nad roznicowaniem komodrkowym zachodzacym podczas
tworzenia blastocysty moga réwniez poméc w lepszym zrozumieniu natury komorek
pluripotentnych znajdujacych si¢ w ICM, ktéore moga by¢ zrddlem linii zarodkowych
komorek macierzystych (ES - z ang.: Embryonic Stem Cells), dajacych ogromne nadzieje dla
medycyny regeneracyjnej. Moje badania wpisuja si¢ w te zagadnienia a ich wyniki
rozszerzyty nieco wiedze na ten temat.

W publikacjach wchodzacych w sklad Osiaggnigcia skupiam si¢ na mechanizmach
roznicowania trofektodermy na kolejnych etapach rozwoju przedimplantacyjnego zarodka

myszy. Za najwazniejsze osiggni¢cia przedstawionych prac uwazam:

e okreslenie stadium blastocysty, w ktorym komorki ICM traca totipotencj¢ i nie moga juz

roznicowaé w komorki TE

e wykazanie, ze rozw¢j trofektodermy w blastocyscie odbywa si¢ w obecnosci czynnika
pluripotencji Oct-4 a jego catkowite wyciszenie nastgpuje dopiero w stadium

okotoimplantacyjnym

e pokazanie, ze polaryzacja komodrki a nie jej pozycja jest glownym czynnikiem

prowadzacym do tworzenia prekursorow trofektodermy

e wykazanie, ze w trakcie kompakcji wszystkie blastomery uzyskuja zdolno$¢ do
przechodzenia podziatow asymetrycznych, jako wynik stopniowej, asynchronicznej

polaryzacji komorek
e utworzenie modelu podzialow blastomerow od stadium 8-komorkowego do stadium 32-

komorkowego z uwzglednieniem oddziatywan komoérkowych wplywajacych na ekspresje

biatka Cdx2
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Nalezy podkresli¢, ze zastosowany przez mnie uktad ekperymentalny polegajacy na hodowli
in vitro pojedynczych blastomeréw przechodzacych kolejne podzialy bruzdkowania, pozwolit
na obserwacje¢ 1 wnikliwg analiz¢ oddziatywan migdzy powstajacymi komorkami potomnymi,

co nie byloby mozliwe podczas badania catego zarodka.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Na moj dorobek naukowy sktada si¢ w sumie 20 publikacji. £aczny Impact Factor moich prac
wynosi 49,21 , Indeks Hirscha 8, liczba cytowan (bez autocytowan) — 287, punkty MNiSW —
371. W latach 2005-2008 bytam kierownikiem Grantu KBN (2PO4C 136 29) ,,Rola biatek
polaryzacyjnych PAR w przebiegu oogenezy i pierwszych etapach rozwoju zarodkowego
myszy”. W latach 2000-2016 wykonawca tacznie w 8 grantach o réznych zrédtach
finasowania (KBN, MNiSW i FNP).

Moja praca magisterska, wykonywana w Zaktadzie Embriologii UW pod kierunkiem
Prof. Dr hab. A.K.Tarkowskiego, dotyczyla strukturalnych zmian jader plemnikow w
cytoplazmie partenogenetycznych oocytow mysich. Po zakonczeniu studiow podjetam prace
Zaktadzie Patofizjologii i Immunologii Instytutu Reumatologicznego w Warszawie, gdzie
mogltam rozwija¢ drugi nurt moich zainteresowan naukowych jakim jest immunologia
ssakow. W pierwszym okresie mojej dziatalnosci zawodowej zajmowatlam si¢ patogeneza

reumatoidalnego zapalenia stawow u ludzi, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli aktywacji
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limfocytow T i interleukiny-1 w przebiegu choroby. W ramach prac badawczych
prowadzonych przez Zaktad Patofizjologii i Immunologii IR zajmowalam si¢ aktywacja
limfocytow w chorobach reumatoidalnych t.j. mtodzienczym przewleklym zapaleniu stawow
(mpzs) 1 reumatoidalnym zapaleniu stawow (rzs), dokonujac oceny wystepowania markerow
aktywacji na limfocytach T (DR/DP i IL-2R) oraz na limfocytach B (CD5). W badaniach
fenotypowych ocenialam réwniez obecno$¢ markerow réznicowania CD4 1 CD8 na
limfocytach T od chorych z réznym stopniem aktywnoS$ci r.z.s. Zajmowalam si¢ rowniez
badaniem niektorych parametrow odporno$ci komorkowej u chorych na mpzs (m.in.

reaktywnoscia limfocytdw na stymulacje za pomoca PHA).

Stopien doktora nauk przyrodniczych uzyskalam w roku 1994 na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego. Tematem mojej rozprawy doktorskiej byta rola komorek
jednojadrowych i interleukiny-1 w patogenezie poadiuwantowego wielostawowego zapalenia
u szczurdow, zwierzecego modelu reumatoidalnego zapalenia stawow. W ramach moich badan
scharakteryzowatam fenotypowo komorki patogenne in situ i w $ledzionie oraz ocenitam
aktywnos$¢ IL-1 podczas przebiegu choroby.

Wyniki moich badan z tego okresu zostaly opublikowane w 4 pracach:

o K.Szczepanska, ,Rola limfocytow T 1 makrofagow w rozwoju poadiuwantowego
wielostawowego zapalenia u szczuré6w na podstawie badan fenotypowych.” (1992). Reumatologia,

T XXX, 3/4, 210-216.

o E.Kontny, J. Nowak, K. Szczepanska, M. Ziotkowska, T. Juszczyk, H. Maldykowa, A. Ryzewska,
,Zaburzenia fenotypowe limfocytow T i B zalezne od wieku chorych z réznym stopniem

aktywnosci choroby.”(1993). Reumatologia, T XXXI, 35-43.

e K. Szczepanska, "Involvement of interleukin-1 in the pathogenesis of adjuvant arthritis in
rats”.(1994). Polish Journal of Immunology, XIX, 4, 313-325.

o K.Szczepanska, ,Udzial komoérek jednojadrowych i interleukiny-1 w patogenezie

poadiuwantowego wielostawowego zapalenia u szczurow”. (1994). Reumatologia, T XXXII, 2,

125-132.

W roku 1995 odbytam roczny staz na Uniwersytecie w Newecastle upon Tyne dzigki
stypendium przyznanego przez brytyjskie Royal Society. W ramach stazu badalam rolg
superantygendéw bakteryjnych w patogenezie reumatoidalnego zapalenia stawow, okreslajac
ekspresje genow dla cytokin typu Thl i Th2 po stymulacji ludzkich komérek jednojadrowych

z krwi obwodowej za pomocg superantygenu SPEA pochodzacego z patogennego szczepu
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Streptococcus pyogenes. W powyzszych badaniach stosowalam innowacyjng wowczas
metode ilosciowej kompetycyjnej RT-PCR, z uzyciem standardow wewngtrznych, ktoéra
wdrozylam w Zaktadzie Patofizjologii IR po powrocie do kraju. Ten okres mojej dziatalnosci
naukowej (lata 1996-2000), zwigzany z badaniami nad rolg cytokin w rozwoju

reumatoidalnego zapalenia stawow, zaowocowat 3 publikacjami.

e Szczepanska, K., Chrzanowska-Lightowlers, Z., Degnan, B. A., Diamond, A. G., Robson, T.,
Ryzewska, A., and Goodacre, J. A. (1999). Thil-type cytokine mRNA in rheumatoid arthritis
mononuclear cells induced by streptococcal pyrogenic exotoxin A. Rheumatology (Oxford) 38,
1022-4.

o Kontny, E., Kurowska, M., Szczepanska, K., and Maslinski, W. (2000). Rottlerin, a PKC isozyme-
selective inhibitor, affects signaling events and cytokine production in human monocytes. J Leukoc
Biol 67, 249-58.

e Kontny, E., Szczepanska, K., Kowalczewski, J., Kurowska, M., Janicka, I., Marcinkiewicz, J., and
Maslinski, W. (2000). The mechanism of taurine chloramine inhibition of cytokine (interleukin-6,
interleukin-8) production by rheumatoid arthritis fibroblast-like synoviocytes. Arthritis Rheum 43,
2169-77.

Moje doswiadczenie zawodowe wykorzystalam rowniez organizujac pracowni¢ biologii
molekularnej w Zaktadzie Fizjologii Klinicznej i Do$wiadczalnej Akademii Medyczne; w
Warszawie i uczestniczac w prowadzonych tam badaniach nad ekspresja gendéw receptorow
wazopresynowych w przebiegu nadci$nienia, czego efektem byto wspotautorstwo w dwoch

publikacjach.

e Gozdz, A., Szczepanska-Sadowska, E., Szczepanska, K., Maslinski, W., and Luszczyk, B. (2002).
Vasopressin V1a, V1b and V2 receptors mMRNA in the kidney and heart of the renin transgenic
TGR(mRen2)27 and Sprague Dawley rats. J Physiol Pharmacol 53, 349-57

e (Gozdz, A., Szczepanska-Sadowska, E., Maslinski, W., Kumosa, M., Szczepanska, K., and
Dobruch, J. (2003). Differential expression of vasopressin VV1a and V1b receptors mRNA
in the brain of renin transgenic TGR(mRen2)27 and Sprague-Dawley rats. Brain Res Bull

59, 399-403.

W roku 2000 rozpoczetam prace w Zakladzie Embriologii Wydziatu Biologii UW, wracajac
do moich zainteresowan naukowych z okresu wykonywania pracy magisterskiej, czyli
rozwoju przeimplantacyjnego zarodkow ssakow. Dzieki zdobytemu wcze$niej do§wiadczeniu

wprowadzitam do Zaktadu Embriologii techniki biologii molekularnej, co pozwolilo na
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rozszerzenie warsztatu badawczego tej jednostki o mozliwos¢ badania ekspresji genow we

wczesnym okresie rozwoju przedimplantacyjnego.

Moje zainteresowania naukowe skupity si¢ poczatkowo na najwczesniejszym okresie rozwoju
zarodka ssaka, tuz po zaptodnieniu. Badajac mechanizm powstawania bloku przeciwko
polispermii na poziomie oolemmy wykazatam, ze nie uczestniczy w tym procesie biatko

CD9. Wyniki moich badan zostaty opublikowane w 2003 roku.

e Komorowski, S., Szczepanska, K., and Maleszewski, M. (2003). Distinct mechanisms
underlie sperm-induced and protease-induced oolemma block to sperm penetration. Int J Dev

Biol 47, 65-9.

W ciagu nastgpnych lat mojej dziatalno$ci zawodowej uczestniczylam w szeregu badan
prowadzonych w Zakladzie Embriologii oraz Zakladzie Cytologii UW, zwigzanych z
okreslaniem ekspresji gendw podczas rozwoju przedimplantacyjnego zarodka myszy a takze,
w ramach wspolpracy z The CReATe Fertility Centre w Toronto, przedimplantacyjnych

zarodkoéw ludzkich. Efektem moich badan byto wspoétautorstwo w 5 publikacjach.

e Archacka, K., Ajduk, A., Pomorski, P., Szczepanska, K., Maleszewski, M., and
Ciemerych, M. A. (2008). Defective calcium release during in vitro fertilization of

maturing oocytes of LT/Sv mice. Int J Dev Biol 52, 903-12

e Bielak-Zmijewska, A., Kolano, A., Szczepanska, K., Maleszewski, M., and Borsuk, E.
(2008). Cdc4z2 protein acts upstream of IQGAP1 and regulates cytokinesis in mous oocytes
and embryos. Dev Biol 322, 21-32.

e Ciemerych, M. A, Yu, Q., Szczepanska, K., and Sicinski, P. (2008). CDK4 activity in
mouse embryos expressing a single D-type cyclin. Int J Dev Biol 52, 299-305.

e Balakier, H., Xiao, R., Zhao, J., Zaver, S., Dziak, E., Szczepanska, K., Opas, M., Yie, S.,
and Librach, C. (2013). Expression of survivin in human oocytes and preimplantation

embryos. Fertil Steril 99, 518-25.

e Krupa, M., Mazur, E., Szczepanska, K., Filimonow, K., Maleszewski, M., and 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
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cells). Dev Biol 385, 136-48.

Gtéwnym nurtem moich zainteresowan naukowych stata si¢ polaryzacja komérek, zaréwno
podczas oogenezy jak i w trakcie rozwoj przedimplantacyjnego zarodka myszy. Badania
dotyczace roli biatek polaryzacyjnych PAR w czasie przebiegu mejozy w oocycie myszy
prowadzitam jako kierownik grantu finansowanego przez KBN. Udowodnitam, ze biatko
LKBI, analog biatka polaryzacyjnego Par4, zlokalizowane jest na wrzecionie podziatowym
oocytu, przez co uczestniczy w polaryzacji oocytu i regulacji przebiegu asymetrycznego
podziatu komorki, podobnie jak biatka Par3 i Par6. Wyniki moich badafh zostaty
opublikowane w 2005 roku, wpisujac si¢ w nurt badain nad mechanizmem migracji wrzeciona

podzialowego podczas oogenezy u ssakdw.

o Szczepahska, K., and Maleszewski, M. (2005). LKB1/PAR4 protein is asymmetrically localized in

mouse oocytes and associates with meiotic spindle. Gene Expr Patterns 6, 86-93.

W nastepnych latach rozszerzylam moje zainteresowania naukowe dotyczgce polaryzacji
komorek, badajgc mechanizm wyodrgbniania si¢ pierwszych linii komdrkowych podczas
przedimplantacyjnego rozwoju zarodka myszy. Wyniki moich badan na ten temat stanowia
przedmiot Osiggnigcia przedstawionego do oceny (4 publikacje) i zostaty szczegétowo

omowione w punkcie 4c.

e Szczepanska, K., Stanczuk, L., and Maleszewski, M. (2011a). Isolated mouse inner cell mass is

unable to reconstruct trophectoderm. Differentiation 82, 1-8.

e Szczepanska, K., Stanczuk, L., and Maleszewski, M. (2011b). Oct4 protein remains in

trophectoderm until late stages of mouse blastocyst development. Reprod Biol 11, 145-56.

e Kondratiuk, I., Bazydlo, K., Maleszewski, M., and Szczepanska, K. (2012). Delay of polarization

event increases the number of Cdx2-positive blastomeres in mouse embryo. Dev Biol 368, 54-62.

e Humiecka, M., Szpila, M., Klos, P., Maleszewski, M., and Szczepanska, K. (2017). Mouse

blastomeres acquire ability to divide asymmetrically before compaction. PLoS One 12, 0175032
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