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WPROWADZENIE

Weczesne etapy rozwoju ssakow tozyskowych to czas réznicowania pierwszych linii
komorkowych - pluripotentnego epiblastu (EPI), oraz pozazarodkowych linii endodermy
pierwotnej (ang. Primitive Endoderm, PrE) i trofektodermy (TE). Prawidtowe réznicowanie i
segregacja tych linii jest warunkiem koniecznym do dalszego rozwoju, a btedy w tym procesie
moga skutkowa¢ zahamowaniem rozwoju i obumarciem zarodka juz na etapie implantacji. Komorki
epiblastu dajg poczatek wszystkim tkankom ptodu, a takze - w hodowli- zarodkowym komorkom
macierzystym. Linie pozazarodkowe - odpowiedzialna za implantacj¢ trofektoderma oraz
wspottworzaca btony ptodowe endoderma pierwotna - nie biorg udzialu w tworzeniu ciata
przysztego organizmu, jednak poniewaz rozwdj tozyskowcdéw odbywa si¢ wewnatrz organizmu
matki, ich prawidlowe roznicowanie jest konieczne do podtrzymania rozwoju. Endoderma
pierwotna jest rowniez zrodlem sygnaldéw kierujgcych réznicowaniem epiblastu we wezesnych

stadiach poimplantacyjnych.

Rozwdj osobniczy ssakow rozpoczyna si¢ w momencie zaptodnienia, kiedy to powstaje pierwsza
komorka organizmu — zygota. Komorka ta jest w petni totipotentna, to znaczy zdolna do utworzenia
wszystkich linii komérkowych i tkanek. W trakcie dalszego rozwoju zygota dzieli si¢ dajac
poczatek kolejnym komorkom organizmu, ktore z czasem tracg totipotencje 1 ulegaja réznicowaniu,

zyskujac wlasciwosci specyficzne dla poszczegodlnych linii i tkanek.
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Fig. 1 Schematyczne przedstawienie blastocysty mysiej okoto 4.0 dnia rozwoju, wraz z

przedstawienie zaleznosci linii zarodkowych i1 pdzniejszych tkanek ptodu

Poczatkowo sadzono, ze r6znicowanie endodermy pierwotnej i epiblastu jest bezposrednio zalezne
od umiejscowienia komorek w wezle zarodkowym. Rzeczywiscie, na etapie implantacji zarodka
mysiego (4.0-4.5 days post coitum, dpc) komorki PrE utozone sg w jedng warstwe ‘przylegajaca’
do jamy blastocysty, natomiast komorki EPI tworza agregat otoczony PrE z jednej 1 TE z drugiej
strony (figura 1). Co wigcej, na tym etapie (4.5 dpc) przeniesienie komorek pochodzacych z tych
dwoch warstw w inng okolice zarodka pozwolito dowies¢, ze sa to linie juz zroznicowane (Gardner
1 Rossant, 1979). Dodatkowym funkcjonalnym potwierdzeniem tej teorii byt dla badaczy fakt, ze
kule zarodkowe (ang. embryoid bodies) powstate wskutek agregacji zarodkowych komoérek
macierzystych (ang. embryonic stem cells, ESCs), spontanicznie tworzyty strukturg w ktorej
zewnetrzna warstwa roznicowala w kierunku pochodnych endodermy pierwotnej (Becker i wsp.,

1992; Martin and Evans, 1975; Murray and Edgar, 2001).

Badania prowadzone przez grupg badawcza dr Janet Rossant wykazaty takze, ze komorki
prekursorowe linii EPI 1 PrE znajduja si¢ w wezle zarodkowym myszy juz na stadium $redniej
blastocysty, okoto 3.5 dnia rozwoju. Stwierdzono, ze nie sg one utozone w dwie wyrazne warstwy,
ale tworza pozornie przypadkowa mozaike w ktorej ekspresja czynnikow transkrypeyjnych Nanog
(EPI) i Gata6 (PrE) wzajemnie si¢ wyklucza- takie utozenie nazwano ,,s6l-i-pieprz” (ang. salt-and-
pepper) (Chazaud i wsp., 2006; Rossant i wsp., 2003). (figura 2). Fakt zr6znicowania komorek juz
na tym etapie zostal potwierdzony poprzez wyznakowanie pojedynczych komorek wezta
zarodkowego (ang. Inner Cell Mass, ICM), a nastgpnie analize ich dalszych losow. Poniewaz kazda

komorka brata udziat w tworzeniu linii EPI lub PrE, a nigdy obu linii, stwierdzono, ze komorki te



juz na etapie $redniej blastocysty (3.5 dpc) sa zréznicowane, 1 dopiero pozniej ulegaja segregacji w

dwie warstwy (Chazaud i wsp., 2006).
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Fig. 2 Schematyczne przedstawienie blastocysty mysiej okoto 3.5 dnia rozwoju, w stadium sol-i-

pieprz

Prace wchodzace w sklad mojego osiagniecia naukowego przedstawiajg szczegolowq analize
wybranych mechanizméw réznicowania linii epiblastu i endodermy pierwotnej w zarodkach
ssakow- myszy i krélika. Tematyka ta zainteresowatam si¢ podczas odbywania stazu
podoktorskiego w laboratorium dr Anny-Kateriny Hadjantonakis w Sloan Kettering Institute w
Nowym Jorku. Przedstawione prace sa w cz¢$ci wynikiem badan prowadzonych w czasie tego
stazu. W ostatnich latach kontynuowatam badania nad tg tematyka, rozszerzajac ja o badania

porownawcze z uzyciem innego modelowego gatunku ssaka, tj. krolika

1. Plusa, B.*, Piliszek, A.*, Frankenberg, S.*, Artus, J., Hadjantonakis, A-K. (2008) Distinct
sequential cell behaviours direct primitive endoderm formation in the mouse blastocyst
Development 135: 3081-3091, Pkt MNiSzW=40, IF= 6,812, cytowania = 269

Aby przesledzi¢ przebieg réznicowania EPI i PrE, w pracy Ptusa i wsp, 2018, zbadalismy
zmiany w ekspresji czynnikow transkrypcyjnych zwiazanych z tymi liniami w zarodkach
przedimplantacyjnych myszy, na poziomie biatka, a takze zastosowalismy technike obrazowania

przyzyciowego w zarodkach mysich hodowanych in vitro.

Identyfikacja PDGFRa jako markera linii PrE. Analiza mikromacierzowa przedimplantacyjnych
zarodkoéw mysich (Kurimoto i wsp., 2006) wykazata, ze gen kodujacy receptor alfa
plytkopochodnego czynnika wzrostu (platelet-derived growth factor receptor alpha, Pdgfra)
wyrozniatl si¢ posrod gendw zwigzanych z PrE; jego ekspresja zostala réwniez stwierdzona w
komorkach XEN (ang. extraembryonic endoderm, endoderma pozazarodkowa; komorki
macierzyste endodermy pierwotnej) (Kunath i wsp., 2005). Powigzanie biatka PDGFRa z linig
endodermy pierwotnej potwierdziliSmy za pomocg jednoczesnego barwienia

immunofluorescencyjnego wykrywajace biatko GATA4 i biatko PDGFRa - oba biatka



wykrywali§my w tych samych komoérkach w zarodku myszy na stadium pdznej blastocysty (4.0
dpc).

W dalszym etapie badan wykorzystaliémy istniejgca linie myszy Pdgfra H2B-GFP (Hamilton i
wsp., 2003), w ktorej sekwencja genu kodujacego biatko zielonej fluorescencji (ang. green
fluorescent protein, GFP) zostata potaczona z sekwencja kodujacg ludzki histon H2B. Sekwencja
taka zostala nastepnie wprowadzona w locus Pdgfra. Dzigki temu wszystkie komorki, w ktorych
gen Pdgfra byt eksprymowany, byty widoczne dzigki ekspresji biatka GFP. Fuzja GFP z biatkiem
histonowym H2B powodowata dodatkowo lokalizacje GFP w aktywnej chromatynie/jadrach
komoérkowych (dzigki H2B), co dodatkowo pozwolito na lepsza rozdzielczo$¢ sygnatu i skuteczne

§ledzenie zachowania komorek.

Aby potwierdzi¢ uzyteczno$¢ tej linii jako linii markerowej, przeprowadziliSmy szczegdlowa
analizg ekspresji reportera GFP w zarodkach przed- i okotoimplantacyjnch. Stwierdzilismy, ze w
zarodkach PdgfraH2B-GFP biatko GFP na stadium 4.0-4.5 dpc zlokalizowane jest w tych samych
komorkach co natywne biatko PDGFRa, a jego ekspresja pokrywa si¢ rowniez z lokalizacjg innych
biatek typowych dla endodermy pierwotnej (GATA4, GATAG, DAB2). Taka samg zalezno$¢
zaobserwowali§my rowniez w rozrostach powstatych z hodowli p6znych blastocyst przez 72

godziny in vitro.

Zmiany w ekspresji reportera PdgfraH2B-GFP sa zwigzane z etapem rozwoju zarodka
Potwierdziwszy, ze linia reporterowa PdgfraH2B-GFP moze stuzy¢ jako marker endodermy
pierwotnej, przeprowadziliémy szczegdtowa analize lokalizacji biatka GFP w zarodkach tej linii
(Hamilton 1 wsp., 2003). W tym celu zarodki uzyskiwane byty na stadiach od 2.75 do 4.75 dpc co
2-3 godziny, 1 przyzyciowo obrazowane z uzyciem mikroskopu konfokalnego. Obecnos¢ stabego
sygnatu GFP stwierdziliSmy w niektérych komorkach zarodka juz na etapie moruli, w stadium 16-
32 komorek, a w stadium 32-64 komorek sygnat ten byt silniejszy i zlokalizowany zarowno w
zewnetrznych, jak i w wewngtrznych komodrkach. W stadium wczesnej blastocysty (29-63 komorek;
~70-84 hours post coitum (hpc)), GFP bylo zlokalizowane tylko w ICM mniej wigcej w potowie
zarodkow (18/30), natomiast w pozostatych — zar6wno w TE jak i w ICM. W stadium $rednie;j
blastocysty (64 ~79 komorek, ~87-96 hpc,), GFP byto zlokalizowane prawie wylacznie w ICM, a
utozenie komorek GFP-pozytywnych przypominato mozaikowy rozktad typu pieprz-i-sol opisany
wczesniej dla innych markerow PrE (Chazaud i wsp., 2006; Gerbe i wsp., 2008), oczywiscie z tym
zastrzezeniem, ze mamy tu do czynienia z wyznakowaniem tylko jednego komponentu, a nie

dwoch. W wigkszo$ci zarodkéw w stadium poznej blastocysty (>80 komorek, ~96-114 hpc),



komorki GFP-pozytywne zlokalizowane byly wytacznie w warstwie PrE przylegajacej do jamy
blastocysty. Stwierdzilismy réwniez, ze w zarodkach linii reporterowej na wezesnych stadiach
poimplantacyjnych (5.5 dpc) GFP zlokalizowane jest w pochodnych PrE, tj. w linii endodermy
proksymalnej (lub e. trzewnej, ang. Visceral Endoderm, VE) i endodermy dystalnej (lub e. §ciennej,
ang. Parietal Endoderm, PE).

Analiza ekspresji reportera PdgfraH2B-GFP pozwolita nam zatem stwierdzi¢ wystgpowanie kilku
wyraznych faz rozwoju zarodkow przedimplantacyjnych. Poniewaz czas uzyskania zarodkow po
zaptodnieniu nie byl wyraznie skorelowany z etapem rozwoju, zarowno morfologicznie jak i pod
wzgledem ekspresji reportera, zastosowaliSmy sposob okreslania stadium za pomoca liczby
komorek. Metoda ta zostala po raz pierwszy zastosowana konsekwentnie do zarodkéw myszy na
stadium blastocysty wlasnie w tej publikacji, i od tego czasu jest powszechnie stosowana przez

innych badaczy.

Zastosowanie linii reporterowych w polaczeniu z technika mikroskopii konfokalnej pozwala
na analize losu i zachowania komorek w zywych zarodkach hodowanych in vitro. Wykorzystanie
linii reporterowej PdgfraH2B-GFP pozwolito nam w dalszym etapie badan na przesledzenie losow
komorek PrE w zarodkach hodowanych in vitro i obrazowanych za pomoca filmow poklatkowych.
W zarodkach obrazowanych co 15 minut zaobserwowalismy takie same stadia, jak w naszej
wczesniejszej analizie zarodkow izolowanych ex vivo co 2-3 godziny, zatem hodowla in vitro i
obrazowanie konfokalne nie wptyneto na ich rozwdj. Brak negatywnego wptywu na rozwoj
zarodkowy zostal dodatkowo potwierdzony przez analiz¢ morfologii i ekspresji innych markerow w
zarodkach utrwalonych po 17h hodowli z obrazowaniem, a takze poprzez transfer takich zarodkoéw

do matek zastepczych, co skutkowato normalnym rozwojem i urodzeniem zdrowych zwierzat.

Szczegotowa analiza uzyskanych filméw pozwolita nam stwierdzié, Ze przejscie ze stadium w
ktorym zarodki wykazuja losowy, mozaikowy (typu sol-i-pieprz) rozktad komoérek PrE, do stadium
w ktorym wyr6zni¢ mozemy jedng, wyrazng warstwe PrE (GFP-pozytywng), zachodzi bardzo
szybko, czgsto w czasie zaledwie 15 min. Po wysortowaniu tej warstwy, pojedyncze komorki GFP-
pozytywne pozostawaty czasem w glebszych (dalszych od jamy blastocysty) warstwach ICM,
jednak w poznych blastocystach (powyzej 128 komorek) komoérki GFP- pozytywne nie byty juz
widoczne poza warstwg PrE, w ktorej jednoczes$nie zwigkszyt si¢ w tym czasie poziom
fluorescencji GFP.

Ukierunkowana zmiana lokalizacji i apoptoza komérek GFP-pozytywnych przyczynia si¢ do
sortowania komorek podczas tworzenia warstwy PrE

Wczesniejsze publikacje sugeruja, ze sortowanie prekursorow PrE 1 EPI prowadzi do powstania

przestrzennie rozdzielonych linii endodermy pierwotnej i epiblastu.



(Rossant i wsp., 2003; Chazaud i wsp., 2006). Aby zbada¢ przebieg tego procesu,
przeanalizowali§my zachowanie 90 GFP-pozytywnych komodrek w szes$ciu zarodkach mysich
podczas przejscia ze stadium wczesnej do sredniej blastocysty (32 do 64 komorek) oraz 150
zarodkoOw w czasie przejscia od stadium Sredniej do pdznej blastocysty (64 do 128 komorek).
Oznaczylismy wyj$ciowa pozycje kazdej komorki jako (a) bedaca w kontakcie z jama blastocysty
(b) bedaca w glebszych warstwach ICM. Nastepnie oznaczyliSmy w ten sam sposob pozycje
komorki (lub komodrek potomnych, jesli uleglty podziatowi) po zakonczeniu filmu. Prawie potowa
GFP-pozytywnych komorek w blastocystach ze stadium wczesnego/sredniego (42/90) oraz 1/3
komorek w blastocystach ze stadium poznego (52/150) osiggneta ostatecznie pozycje inng, niz ta
ktoéra zajmowala na poczatku filmu (lub inng do pozycji ktora zajmowaty komorki rodzicielskie,
jesli zaszedt ich podziat).

W filmach ze wezesnego stadium, wigkszos¢ komorek GFP-pozytywnych ktore poczatkowo
znajdowaty si¢ w warstwie bedacej w kontakcie z jama blastocysty, utrzymata t¢ pozycje (72.5%,
n=40) natomiast komoérki GFP-pozytywne znajdujace si¢ w warstwach oddalonych od jamy
blastocysty tylko w 34% (n=47) utrzymaty swa pozycje (nalezy zaznaczy¢, ze na tym wczesnym
etapie nie dochodzi jeszcze do ostatecznego sortowania warstwy PrE). Oznacza to, ze ruch komorek
prekursorowych PrE moze odbywac si¢ w dowolnym kierunku, ale przewaza jednak ruch w
kierunku jamy blastocysty, a zatem ich ostatecznej pozycji.

Na p6zniejszym etapie (stadium 64-128 komorek), wszystkie komorki GFP-pozytywne znajdujace
si¢ w kontakcie z jama blastocysty (100%, n=64) utrzymaty swoja pozycje¢, natomiast w przypadku
komorek znajdujacych si¢ w glebszych warstwach ICM byto to tylko 15.8% (n=57). Po wyraznym
uformowaniu warstwy PrE komorki pozostajace w glebszych warstwach ICM obnizaty poziom
ekspresji GFP lub ulegaty apoptozie.

Stwierdzilismy takze, ze komorki zarodkdéw przed stadium $redniej blastocysty (mniej niz 64-
komorki) nie ulegajg apoptozie — we wezesniejszych zarodkach nie stwierdzilismy ani jednej
komorki apoptotycznej (n=90), natomiast w pdzniejszych stadiach liczba komorek ulegajacych
apoptozie rosta wraz z ogdlng liczbg komorek zarodka. Dodatkowo zaobserwowalismy, ze
czgstotliwos¢ apoptozy w GFP-pozytywnych komorkach w glebszych warstwach ICM byta wyzsza
niz w warstwie bedacej w kontakcie z jamg blastocysty (48.2%, n=27 vs 8.1%, n=123 cells).
Obserwacja apoptozy w zywych zarodkach byta mozliwa dzigki temu, iz biatko fuzyjne H2BGFP
zlokalizowane jest w chromatynie, 1 skutecznie uwidacznia fragmentacj¢ jadra komorkowego
zwigzang z apoptoza. Obserwacje przyzyciowe potwierdziliSmy nastgpnie testem TUNEL oraz
barwieniem immunofluorescencyjnym przeciwko aktywnej kaspazie -3. Apoptoza moze by¢ wigc
dodatkowym mechanizmem eliminujgcym przede wszystkim te komorki, ktore nie znalazty si¢ we

wlasciwej lokalizacji, 1 przyczyniac si¢ do ostatecznego wysortowania warstw PrE 1 EPI.



ZaobserwowaliSmy i wyrdzniliSmy rozne typy zachowan komoérek GFP-pozytywnych, a nast¢pnie
ustaliliSmy procentowy udziat kazdego z nich w tworzeniu endodermy pierwotnej. Nasze badania

wskazuja, ze zmiana pozycji komorek w ICM podczas sortowania linii PrE i EPI moze wynikaé w
gloéwnej mierze z pasywnego przemieszczania si¢ komorek spowodowanego m.in. przez

zwiekszanie rozmiaru jamy blastocysty i zmian w utozeniu komoérek wynikajacych z ich podziatu.

Ekspresja czynnikow transkrypcyjnych specyficznych dla linii PrE i EPI nie wyklucza sie

wzajemnie na stadium moruli

Aby wyjasni¢ znaczenie wczesnej ekspresji PdgfroH2B-GFP, zbadali$my lokalizacj¢ biatek
zwigzanych z liniami epiblastu i endodermy pierwotnej. Ekspresja Gata6 zostata wczesniej opisana
w blastocystach mysich (Chazaud i wsp., 2006; Koutsourakis i wsp., 1999), a takze na stadium
p6znej moruli (Rossant i wsp., 2003), natomiast ekspresja NANOG byla opisana juz na stadium 8-
komorkowym (Dietrich and Hiiragi 2007). ZbadaliSmy réwniez lokalizacje czynnika
transkrypcyjnego GATA4, ktorego wspotekspresja z innymi czynnikami PrE byta wykazana za
pomocg analizy mikromacierzowej (Kurimoto i wsp., 2006). W celu okreslenia wieku (stadium
rozwojowego) zarodkow uzylismy catkowitej liczby komoérek zarodka, poniewaz z naszych
obserwacji wynikalo, ze zarodki uzyskane w tym samym czasie po zaptodnieniu, nawet z tego
samego miotu, r6znig si¢ liczba komorek jak 1 profilem ekspresji kluczowych czynnikow

transkrypcyjnych.

StwierdziliSmy obecnos¢ GATA6 w wigkszosci zarodkow juz w stadium 8 komorek (9/11) 1 w
niektorych komorkach w 4-komorkowych zarodkach (2/9). Jest to najwczesniejsza ekspresja
stwierdzona dla dowolnego markera specyficznego dla PrE. W zgodzie z wcze$niejszymi
badaniami (Dietrich i Hiiragi 2007), stwierdzili$my obecnos$¢ biatka NANOG w wiekszosci
zarodkow 8-komorkowych (10/11). Ekspresje GFP wykrylismy w stadium 16-komérkowym w
czesci komorek zarodkow linii PdgfraH2B-GFP, gdzie od samego poczatku pokrywata si¢ z
ekspresja GATAG (ryc. 3A). Na etapie moruli NANOG (n=33) i GATAG6 (n=12) byly wykrywalne
w prawie wszystkich nie dzielacych si¢ komorkach wewnetrznych i zewnetrznych (88.8% z 770
komorek bylo NANOG-pozytywne, a 92.2% z 380 komorek byto GATA6-pozytywne), zgodnie z
wczesniejszymi obserwacjami (Strumpf i wsp., 2005). Co ciekawe, lokalizacja tych dwdch
czynnikow na tych wczesnych etapach pokrywata sig, a nie wykluczata si¢ wzajemnie. Podobny
wzor ekspresji tych dwoch czynnikéw wystepowat na stadium wcezesnej blastocysty (do 33
komorek). Wcezesniejsze badania prezentowaly jedynie lokalizacj¢ tych czynnikow w mozaikowo
utozonych komdrkach na pdzniejszych etapach rozwoju blastocysty (Chazaud i wsp., 2006; Gerbe i

wsp., 2008), jest to zatem pierwsze doniesienie prezentujace wspotwystgpowanie tych czynnikow w



tych samych komorkach na wezesniejszych etapach rozwoju. Aby zbadac korelacje ekspresji
GATAG6 i NANOG w jadrach poszczegdlnych komorek obliczylismy wspotczynniki korelacji. W
zarodkach o liczbie komoérek mniejszej niz 30 nie stwierdziliSmy korelacji pomiedzy ekspresja
GATAG6 i NANOG. Wraz ze wzrostem liczby komorek, wzrastata czgsto$¢ pozytywnej korelacii,
jesli wzieto pod uwage wszystkie komorki zarodka. Kiedy jednak obliczenia przeprowadzilismy
tylko dla komorek o najsilniejszym sygnale (okoto 25% komorek), wykryliSmy silng korelacje

negatywna, ktora wzrastata wraz ze wzrostem liczby komoérek w zarodku.

Mozna wigc stwierdzi¢, ze pozytywna korelacja w komorkach o niskim poziomie ekspresji
badanych czynnikow moze wynika¢ ze wzrostu poziomu ekspresji we wszystkich komorkach na
tym stadium, natomiast korelacja negatywna w komoérkach o wysokim poziomie ekspresji moze
sugerowac iz efekt wzajemnej inhibicji programow réznicowania PrE 1 EPi wzrasta wraz ze

wzrostem poziomu ekspresji tych czynnikow.

Zmiany w ekspresji genéw podczas przejscia ze stadium 32 do 64 komorek

Zaobserwowali$my malejacy udziat komorek NANOG- i GATAG6-pozytywnych (63.3% z 2303
komorek uzyskanych w 54 zarodkach) i 62.7% z 346 komorek odpowiednio w 8 zarodkach) w
blastocystach, ktore rozpoczely nastepny cykl podziatéw komoérkowych (od 33 do 63 komorek).
Podczas tego etapu wzorzec ekspresji GATA6 i NANOG wskazywat na ich coraz silniejsze
wzajemne wykluczanie (n=8). W blastocystach powyzej 36-komoérek ekspresja NANOG nie byta

juz obserwowana we wszystkich komorkach zarodka.

Poczatek ekspresji GATA4 zaobserwowali§my w zarodkach ktore miaty przynajmniej 58 komorek.
StwierdziliSmy obecnos¢ tego czynnika w 60% (n=15) zarodkoéw posiadajacych 58-63 komorek.
Liczba komorek GATA4-pozytywnych w zarodkach w tym stadium byta zmienna (2-13 komorek).
Co ciekawe, stwierdziliSmy rowniez, ze w przeciwienstwie do GATA6, komorki GATA4-
pozytywne rzadko wykazywaty wspotekspresje NANOGu (tylko 15% komoérek GATA4-
pozytywnych bylto takze NANOG-pozytywne (n=45), podczas gdy 48.5% komorek GATA6-
pozytywnych bytlo NANOG-pozytywne (n=268)).

W stadium 64-komérek w lokalizacji czynnikow specyficznych liniowo zaszla dramatyczna
zmiana.

Liczba zarodkow, w ktorych stwierdzono komoérki GATA4-pozytywne znaczaco wzrosta pomigdzy
stadium 64- a 80-komorek (81.5%, n=27). W zgodzie z wczes$niejszymi obserwacjami innych
czynnikow typowych dla PrE (Chazaud i wsp., 2006; Gerbe i wsp., 2008), komorki GATA4-

pozytywne byty utozone w losowy, niejednolity wzor w wezle zarodkowym.



Podobnie do zmian pomig¢dzy stadium 32- a 64- komdérkowym, zaobserwowaliSmy jedynie
niewielkie wspotwystgpowanie sygnatu GATA4 i NANOG w komorkach zarodkow 58-79
komorkowych (7.8%). Mozna zatem stwierdzi¢, ze GATA4 jest bardziej specyficznym markerem
linii PrE niz GATA6. W zwigzku z tym w dalszych etapach naszych badan uzywaliSmy przede

wszystkim czynnika GATA4 do wyznakowania linii PrE.

Okoto polowa zarodkéw w stadium 80-100 komoérek wykazywala czesciowe lub calkowite
wysegregowanie komorek GATA4-pozytywnych do warstwy PrE, a komorek NANOG-
pozytywnych do warstwy EPI (53.1%; n=32), podczas gdy pozostate komorki wcigz byty utozone
mozaikowo (sol-i-pieprz). Jednak nawet w tych niewysortowanych komorkach ekspresja GATA4 i
GFP (PdgfraH2B-GFP) prawie nigdy nie wspotwystepowata z ekspresja NANOG. W zarodkach w
ktorych PrE bytg czeSciowo wysegregowana (tj. w ktorych widoczna bytg warstwa PrE ale
pojedyncze komorki GATA4-pozytywne pozostawaty w glebszych warstwach ICM) , komorki
GFP-pozytywne w glebszych warstwach charakteryzowaty si¢ nizszym poziomem fluorescencji.
W 80.2% zarodkow o liczbie komorek > 100 (n=96), komodrki GATA4-pozytywne znajdowaty sie
wylacznie w warstwie PrE, a w zarodkach o liczbie komorek > 155 (n=8), tworzenie jednolitej
warstwy PrE byto juz catkowicie zakonczone.

Stwierdzili$my rowniez, ze liczba komérek GFP-pozytywnych wzrastata mniej wigcej liniowo. Co
istotne, w zarodkach PdgfraH2B-GFP o liczbie komorek >64, GATA4 byto eksprymowane
wylacznie w komorkach GFP-pozytywnych, chociaz jednocze$nie na tym stadium wystgpowaty
wcigz komoérki GFP-pozytywne a GATA4-negatywne. Sugeruje to, ze komorki prekursorowe PrE
sg rekrutowane z populacji Pdgfra-pozytywnej na stadium 64-komorek.
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Fig. 3. A-H Kolokalizacja NANOG i GATA4 w zarodkach mysich podczas sortowania linii PrE i
EPI; E-F Sortowanie linii PrE w zarodkach PdgfraH2B-GFP; | — zmiany w przestrzennym utozeniu

komorek wraz ze wzrostem liczby komorek w zarodku (Phusa i wsp., 2008)

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze jest to pierwsza publikacja ktéra szczegodtowo analizuje
ekspresje czynnikow transkrypcyjnych w fazie poprzedzajacej roznicowanie prekursoréw PrE 1
EPI, i pierwsza w ktorej zachowanie komorek linii PrE zostalo przesledzone przyzyciowo za

pomoca filmoéw poklatkowych.

2. Piliszek, A., Kwon, G.S. and Hadjantonakis, A.-K. (2011) Ex utero culture and live imaging of

mouse embryos. W: Vertebrate Embryogenesis: Embryological, Cellular and Genetic Methods.

Methods in Molecular Biology. 770:243-57, Red. F. J. Pelegri. Wyd. Springer (wydawnictwo

ksiazkowe, brak IF), cytowania = 13

Zastosowanie markera fluorescencyjnego w potaczeniu z konfokalnym obrazowaniem

przyzyciowym pozwolito nam na odkrycie nieznanych dotad aspektow tworzenia linii endodermy



pierwotnej w zarodkach mysich. Szczegdtowy opis zastosowanych metod, jak rowniez inne aspekty
obrazowania rozwoju mysich zarodkéw przed- i poimplantacyjnych opisaliSmy w rozdziale “Ex
utero culture and live imaging of mouse embryos” (Piliszek i wsp., 2011) wydanym w serii

Methods in Molecular Biology.

Inzynieria genetyczna w polaczeniu z nowymi narzedziami obrazowania przyzyciowego moze
zrewolucjonizowac nasze obecne rozumienie biologii ssakow. Dostepnos¢ wielu roznych biatek
fluorescencyjnych dostarcza niezbednych narzedzi do wizualizacji komorek w zywych
organizmach. Scharakteryzowanie i sklonowanie biatka zielonej fluorescencji (ang. Green
Fluorescent Protein, GFP), pierwotnie pochodzacego z organizmu parzydetkowca, zostato
nagrodzone Nagroda Nobla w dziedzinie chemii w 2008 r. Odkrycie i popularyzacja biatek
fluorescencyjnych w potaczeniu z mozliwo$ciami wspotczesnej genetyki myszy daja nam
atrakcyjne narzgdzia do Sledzenia komoérek zywych organizméw. Obecnie mozliwe jest tworzenie
genetycznie zmodyfikowanych szczepéw myszy eksprymujacych biatka fluorescencyjne w sposob
specyficzny dla konkretnej tkanki czy tez linii komorkowej (biatka reporterowe). Zastosowanie
takich szczepéw umozliwia obrazowanie dynamicznych zachowan komoérek w konteks$cie zywego
zarodka. Poniewaz zarodki myszy rozwijaja si¢ w macicy, do§wiadczenia obejmujgce obrazowanie
na zywo wymagaja warunkow hodowli in vitro, ktore $ci§le nasladuja te in vivo. W ostatnich latach
poczyniono znaczne postepy w opracowywaniu warunkoéw hodowli zaréwno zarodkow ssakéw w
stadiach przed-, jak i poimplantacyjnych.

W przypadku obrazowania przyzyciowego istotne jest potaczenie warunkow, ktdre pozwalaja na
rozwoj zarodka ($cisle przypominajacych te w macicy), z konfiguracjg sprzetu zapewniajaca
najlepsza jako$¢ obrazu. Mozna to osiggna¢ przez zastosowanie odpowiedniej komory
srodowiskowej zintegrowanej z mikroskopem odwrdéconym. Komora taka zapewnia wymagang
stabilng temperature 1 stezenie gazu w hodowli zarodkow. W tym rozdziale szczegdétowo
omoOwilismy metody hodowli ex utero zarodkéw myszy w fazie przedimplantacyjne;j 1
postimplantacyjnej. W szczegdlnosci, opisaliSmy sposoby izolowania zarodkow na ré6znych
etapach, warunki hodowli umozliwiajace obrazowanie przyzyciowe i zastosowanie laserowej
mikroskopii konfokalnej do przyzyciowej wizualizacji procesow zachodzacych w zarodkach myszy
eksprymujacych reportery fluorescencyjne, w tym sktad pozywek i mieszanek gazéw na kolejnych
etapach rozwoju, wymagania sprzgtowe oraz najlepsze praktyki dotyczace przygotowania hodowli
zarodkéw do obrazowania. Laserowa mikroskopia konfokalna wyklucza sygnat spoza ptaszczyzny
ogniskowania, dzigki czemu mozliwe jest optyczne podzielenie probki, ktora moze nastgpnie zostaé
zrekonstruowana w formie obrazu 3D za pomocg odpowiedniego oprogramowania.

Ekspresja fluorescencyjnych reporterow specyficznych dla linii komérkowych jest nieocenionym

narzedziem do badania rozwoju myszy zaréwno w zarodkach typu dzikiego, jak i tych z



wprowadzona mutacjg, w szczegdlnosci pozwala na obserwacje ekspresji gendéw in situ w czasie
rzeczywistym. W ciggu ostatnich 100 lat genetyka myszy zostata rozwinigta w potezny system
rozumienia biologii ssakow na poziomie molekularnym. Mysz to doskonaty organizm modelowy
do badania biologii ssakéw ze wzgledu na krotki okres cigzy, duzy rozmiar miotu, matg wielko$¢
ciata 1 odpornos$¢ na infekcje. W przeciwienstwie do wielu innych organizmoéw modelowych, takich
jak danio pregowany (Danio rerio) i platana szponiasta (Xenopus laevis), ktorych zarodki sg tatwo
dostepne do obrazowania na zywo podczas normalnego rozwoju, zarodki myszy rozwijajg si¢
wewnatrz organizmu matki, co sprawia, ze konieczne jest doktadne nasladowanie warunkow w
macicy podczas hodowli ex utero. Zestaw metod przedstawionych przez nas w tym rozdziale
pozwala na osiggni¢cie warunkow umozliwiajacych rozwdj zarodkdw myszy in vitro i ich

jednoczesne obrazowanie.

Artus, J.*, Piliszek, A.*, Hadjantonakis, A.-K. (2011) The primitive endoderm lineage of the mouse

blastocyst: sequential transcription factor activation and requlation of differentiation by Sox17.

Developmental Biology 350(2): 393-404.

Pkt MNiSzW = 35, IF= 4,069, cytowania= 106

Kontynuujac analiz¢ mechanizmow roznicowania linii endodermy pierwotnej, w kolejnej
pracy (Artus i wsp., 2011), przeanalizowaliSmy profil ekspresji i rol¢ czynnikow

transkrypcyjnych SOX17 i SOX?7.

Podobnie jak we wczesniej opublikowanych pracach innych badaczy (Niakan et al.,

2010; Morris et al., 2010) stwierdziliSmy, ze SOX17 po raz pierwszy pojawia si¢ w
przedimplantacyjnych zarodkach myszy okoto stadium 3.5 dpc. Dzigki szczegdlowej analizie
stadiow przed- 1 okotoimplantacyjnych stwierdziliSmy, ze biatko SOX17 po raz pierwszy pojawia
si¢ w jadrach komorek wezla zarodkowego juz na stadium 32-64 komorek, a zatem na stadium
ktore wezesniej opisalismy jako wykazujace wspotekspresje markerow PrE (GATAG6) and EPI
(NANOG). SOX17 jest jednak na tym etapie wykrywane zaledwie w niewielkiej liczbie (1-3)
komorek. Poréwnali§my réwniez lokalizacje SOX17 z ekspresja markera PdgfraH2B-GFP, ktorego
uzytecznos¢ jako markera PrE opisali$my szczegdtowo w naszej poprzedniej pracy (Ptusa i wsp.,
2008, pozycja 1 osiggniecia habilitacyjnego). SOX17 od najwczesniejszych momentéw w ktérych
byl wykrywany, znajdowat si¢ w podgrupie komorek, ktore wykazywatly ekspresje GFP (nie
wszystkie komorki GFP-pozytywne bylty SOX17-pozytywne, ale wszystkie komorki SOX17-
pozytywne byty Pdgfra-pozytywne). W stadium powyzej 64-komorek, odpowiadajagcym
rozktadowi komorek PrE i EPI typu sél-i-pieprz, liczba komoérek SOX17-pozytywnych zwigkszata



si¢ 1 komorki wykazywatly pelng zgodnos¢ ekspresji PdgfraH2B-GFP 1 SOX17. W stadium p6znej
blastocysty (4.5 dpc) biatko SOX17 bylo zlokalizowane wytacznie w komorkach PrE, znajdujacych
si¢ na brzegu jamy blastocysty. Poniewaz w naszej poprzedniej pracy (Ptusa et al., 2008),
wykazalismy, ze ekspresja GATA4 rozpoczyna si¢ w momencie pojawienia si¢ uktadu sol-i-pieprz,
a wigc na stadium 64-komorek, a ekspresja GATAG6 rozpoczyna si¢ juz na stadium moruli, zatem
mozna stwierdzi¢ ze sekwencja aktywacji poszczegélnych czynnikéw zwigzanych z réznicowaniem
linii PrE przedstawia si¢ nastepujaco: GATA6 > PDGFRa > SOX17 > GATAA4.

Nastepnie zbadaliSmy lokalizacje bialka SOX17 w liniach pochodnych PrE, tzn. linii VE i PE, na
wczesnych stadiach poimplantacyjnych (5.25-5.75 dpc). Poczatkowo (5.25 dpc) , SOX17
wykrywany byl we wszystkich komorkach VE, jednak p6zniej sygnal w czgsci dystalnej, tzn.
pokrywajacej ektoderm¢ zarodkowa, tj. emVE (embryonic VE, Mesnard et al., 2006), ulegat
wyciszeniu, natomiast pozostawat na wysokim poziomie w czg¢sci exVE (Extraembryonic VE),
czyli VE okrywajacej ektoderm¢ pozazarodkowa. Poziom fluorescencji w PE pozostawat natomiast
wysoki we wszystkich komoérkach.

Analiza filogenetyczna gendéw z grupy SOX wykazala, ze Sox17 znajduje si¢ w grupie F razem z
czynnikami transkrypcyjnymi SOX7 i SOX18 (Bowles et al., 2000). Sekwencja genu Sox7
wykazuje wysoka homologie z sekwencja Sox17, jednak wczesniej nie stwierdzono jego ekspres;ji
na stadiach przedimplantacyjnych. Wczesniejsze badania wskazywaty, ze Sox7 jest eksprymowany
w komorkach PE na stadium 7.5 dpc (Murakami et al., 2004), oraz ze odgrywa on role w
roznicowaniu komorek F9 w kierunku PE in vitro (Futaki et al., 2004). Przeprowadzona przez nas
analiza lokalizacji biatka SOX7 na stadiach przedimplantacyjnych wykazata, ze SOX7 jest
czynnikiem specyficznie zwigzanym z linig PrE w zarodkach mysich. Biatko SOX7 wykrylismy po
raz pierwszy w zarodkach na stadium powyzej 64-komorek, w niewielkiej podgrupie komoérek (1-3
komorki w zarodku, $rednio 2.3 na stadium 65-89 komorek, n=7). Zlokalizowany byt wytacznie w
komorkach ICM ktore byty PdgfraH2B-GFP- pozytywne (w zarodkach reporterowych).
Stwierdzili$my dodatkowo, ze SOX7 zlokalizowany jest wytacznie w tych komorkach, ktore sg
GFP pozytywne, 1 jednocze$nie znajdujg si¢ na brzegu ICM, w kontakcie z jamg blastocysty.
Komorki w gtebszych warstwach ICM, ani komoérki GFP-negatywne ktore znajdowaty si¢ w
zewngtrznej warstwie ICM nie wykazywaly ekspresji SOX7. Ulegatl on ekspresji p6zniej niz inne
czynniki PrE-specyficzne (SOX17, GATA4). W zarodkach na stadium 4.5 dpc, kiedy warstwa PrE
byla juz catkowicie wysortowana, SOX7 byl zlokalizowany we wszystkich komorkach PrE, tak jak
inne czynniki typowe dla PrE (GATA4, SOX17, PDGFRA, GATAG®6). Jego p6zna ekspresja i
pozycja komorek SOX7-pozytywnych sugeruje, ze czynnik ten ulega ekspresji wytacznie w
komorkach PrE ktore uzyskaty juz swoja ostateczng pozycje w warstwie PrE, jest zatem pierwszym

znanym markerem komorek juz wysortowanych 1 zdeterminowanych, 1 wskazuje, ze r6znig si¢ one



pod wzgledem ekspresji genéw od pozostatych komoérek prekursorowych ktore nie ulegty jeszcze
wysortowaniu. SOX7 moze dziata¢ jako sygnal wzmacniajacy sygnaty pozycyjne, takie jak
apikalna lokalizacja DAB2 i LRP2 w niektérych komorkach na skraju ICM (Gerbe et al., 2008), i
pozwalajgcy na ostateczne roznicowanie komorek PrE. Analiza lokalizacji SOX7 we wczesnych
cylindrach zarodkowych (5.5 dpc) wykazata takze, ze SOX7, podobnie jak SOX17, jest
zlokalizowany zaréwno w PE jak i w VE

Lokalizacja biatka SOX7 wylacznie w zr6znicowanych komérkach PrE, w ktorych biatko
SOX17 bylo juz obecne na wczesniejszych etapach mogtaby sugerowac, ze ekspresja SOX7 jest
zalezna od SOX17. Aby zweryfikowac t¢ hipoteze, zbadaliSmy ekspresje SOX7 w
zmodyfikowanych genetycznie zarodkach pozbawionych Sox17.

W tym celu uzyli$my istniejacych linii myszy z warunkowg delecja genu Sox17 Sox17cKO/cKO
(Kim et al., 2007). Aby uzyska¢ zwierz¢ta KO/+, zwierzeta cKO zostaly skrzyzowane z linig
Sox2::Cre (Hayashi et al., 2002), powodujacg delecj¢ SOX17 w komorkach ICM, oraz z linig
ZP3::Cre (Lewandoski et al., 1997) powodujaca delecj¢ w oocytach, a zatem pozwalajaca na
usuni¢cie matczynych transkryptow Sox17 (mzKO).

StwierdzilisSmy, ze delecja Sox17 w zarodkach zKO, ani w zarodkach mzKO nie wptyn¢ta na
ekspresje genu Sox7, poniewaz biatko SOX7 znajdowane byto w PrE, podobnie jak w zarodkach
typu dzikiego. Potwierdzili§my zatem, ze ekspresja SOX7 nie jest zalezna od ekspresji Sox17. Co
wiecej, w zarodkach Sox17-/- linia PrE ulega sortowaniu w sposob niezaburzony. By¢ moze zatem
zachodzi kompensacja SOX17 przez SOX7. Wczesniejsze publikacje wykazaty, ze w zarodkach
Sox17-/- w stadium 8.0 dpc, poziom ekspresji Sox7 jest istotnie zwigkszony (Shimoda et al., 2007).
Aby pozna¢ rolg SOX17 w roznicowaniu endodermy, zbadali$my réznicowanie poszczegolnych
linii w zarodach Sox17—/— w porownaniu z zarodkami Sox17+/— oraz zarodkami typu dzikiego w
tym samym stadium rozwoju. Zarodki ze wszystkich grup byly morfologicznie nierozréznialne,
jednak ich genotyp zostal potwierdzony poprzez genotypowanie (PCR). Na stadium 4.5 dpc zarodki
Sox17-/- nie wykazywaty obecnosci biatka SOX17 (zgodnie z przewidywaniem), jednak lokalizacja
GATA4 w PrE i NANOG w EPI byta niezaburzona, a obie te linie byly prawidtowo wysortowane.
Zarodki na stadium 5.5 dpc byty rowniez morfologicznie prawidtowe. Nie stwierdziliSmy rowniez
istotnych statystycznie roznic w liczbie komorek EPI 1 PrE w mutantach w poréwnaniu z zarodkami
typu dzikiego. Mozna zatem stwierdzi¢ ze r6znicowanie i sortowanie linii PrE i Epi w zarodkach

mysich nie jest zalezne od SOX17.
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Fig. 4 Kolokalizacja SOX7, PdgfraH2BGFP i NANOG w zarodkach mysich na stadiach przed- i
okotoimplantacyjnych (Artus i wsp.., 2011)
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Wstep

Nasza wiedza na temat procesow zyciowych powicksza si¢ w duzej mierze si¢ dzicki badaniom z
uzyciem organizmow modelowych. W biologii rozwoju ssakow (jak 1 w wielu innych dziedzinach
biologii) mysz (Mus musculus) jest od wielu lat z powodzeniem wykorzystywana jako gtowny
organizm modelowy. Wiekszo$¢ badan podstawowych w embriologii doswiadczalnej jest oparta na
modelu mysim, i stad pochodzi wigkszo$¢ naszej wiedzy dotyczacej rozwoju zarodkowego ssakow.
W moich wczeéniejszych badaniach (pozycje 1, 2 1 3 osiagnigcia naukowego) prowadzitam badania
nad r6znicowaniem endodermy pierwotne;j i epiblastu wiasnie na modelu mysim. Jednak badania
dotyczace wczesnego rozwoju zarodkowego ssakow wskazuja, ze cze$¢ obserwowanych procesow,
w tym roznicowanie pierwszych linii zarodkowych, moze zachodzi¢ odmiennie u gryzoni (mysz,
szczur), niz u innych ssakow, w tym bydta (Berg i wsp., 2011) i naczelnych (Rezus; (Bosze and
Houdebine, 2010)).

Aby uzyskac pelniejszy obraz rozwoju zarodkowego ssakow, podjetam si¢ analizy przebiegu
réznicowania endodermy pierwotnej 1 epiblastu w zarodkach krolika (Oryctolagus cuniculus).
Badanie te byty w calo$ci finansowane z grantu NCN SONATA (nr 2011/03/D/NZ3/03992)
ktorego bytam kierownikiem. Krolik zostat wybrany jako obiekt moich badan, poniewaz jest
organizmem modelowym stosowanym obecnie w rd6znorodnych badaniach biomedycznych, w tym
w badaniach metabolizmu lipidow, miazdzycy, cukrzycy, oraz schorzen uktadu sercowo-
naczyniowego (Bosze and Houdebine, 2010). Jest tez dogodnym kandydatem do badan z zakresu
rozwoju, ze wzgledu na swoje stosunkowo male rozmiary (w pordwnaniu do zwierzat
gospodarskich), krotki okres cigzy (31 dni), mozliwos$¢ uzyskiwania zarodkow w $cisle okreslonym
stadium oraz hodowli zarodkéw in vitro (Piischel i wsp., 2010). Badania filogenetyczne sugeruja
ponadto bliskie pokrewienstwo ewolucyjne pomig¢dzy zajeczakami i naczelnymi (Allard i wsp.,
1996; Graur i wsp., 1996). Wczesne etapy rozwoju zarodkowego krolika bardziej przypominaja
rozw@j innych ssakow (wlaczajac cztowieka) niz myszy, m. in. pod wzgledem morfologii zarodka,
przebiegu gastrulacji, jak rowniez mechanizméw inaktywacji chromosomu X 1 in. (Okamoto 1 wsp.,
2011). Pomimo tak dogodnego uktadu cech, krolik do tej pory nie byt szeroko stosowany w badaniu
réznicowania pierwszych zarodkowych linii komoérkowych, a przeprowadzone przeze mnie badania

sg pierwszym szczegdlowym opisem przebiegu tych procesow w zarodkach kroliczych.



UZYSKANE WYNIKI

Analiza réznicowania pierwszych linii komoérkowych u gatunkow ssakoéw innych niz mysz,
przeprowadzana byta do tej pory przede wszystkim na zarodkach uzyskanych in vitro (przeglad
literatury w: Piliszek i wsp., 2016). Aby uzyska¢ wierny obraz rozwoju przedimplantacyjnego
krolika, poddalismy analizie zarodki uzyskane ex vivo w wyniku naturalnego pokrycia i rozwoju.
Zarodki uzyskiwane byty na odpowiednich stadiach a nastgpnie utrwalane 1 poddawane analizie
immunocytochemicznej.

Stadium blastocysty w przedimplantacyjnym rozwoju krélika obejmuje zarodki od 60 do 5000
komorek, i obejmuje stadia ktore mogg nie mie¢ odpowiednika w — dobrze poznanym- rozwoju
zarodkowym myszy. Aby w sposob rzetelny moc poréwnac ze soba kolejne stadia rozwoju,
opracowali$my i po raz pierwszy zastosowaliSmy nowy system okreslania wieku zarodka
kroliczego, oparty na catkowitej liczbie komoérek, w ktérym m.in. opisano 6 stadiow na etapie
blastocysty (stadia VI do XI), odpowiadajacych liczbie podzialéw ktorym ulegly komorki zarodka,
a roznigcych si¢ m.in. profilem ekspresji czynnikow transkrypcyjnych. System jest oparty na
calkowitej liczbie komorek zarodka, podobnie jak wprowadzony przez nas dla zarodkow myszy w
publikacji Ptusa i wsp., 2008 (pozycja 1 osiagni¢cia naukowego) .

Wyrdznione przez nas stadia przedstawione sg w figurze 5

32-63 cells 64-127 cells 128-255 cells 256-511 cells 512-1023
stage V stage VI stage VII stage VIl stage IX

RABBIT

Fig. 5. System okreslania stadium rozwojowego zarodkow kroliczych oparty na catkowitej liczbie
komorek. Figura przedstawia stadia podczas ktorych zachodzi roznicowanie endodermy pierwotnej
i epiblastu (Piliszek i wsp., 2017).



W wyniku badan wstepnych stwierdzili$my, ze r6znicowanie PrE i EPI zachodzi w blastocystach
sktadajgcych si¢ z ~100-1000 komorek, a wiec w stadiach VI-IX (3-4 dpc). Niniejsza praca

prezentuje szczegdtowa analize stadiow IV (morula) — IX (blastocysta).

Ustalenie wzajemnie wykluczajacej sie ekspresji czynnikow transkrypcyjnych NANOG (EPI)
i GATAG (PrE) uznawane jest za kluczowy czynnik w réznicowaniu EPI i PrE w zarodkach
mysich (Chazaud i Yamanaka, 2016). Utrwalone zarodki krélicze poddali§my analizie
immunocytochemicznej w celu stwierdzenia obecnosci tych kluczowych czynnikow.
Stwierdzili$my, ze wczesne zarodki krolicze (stadium IV 1 V, morula, 3 dpc) wykazuja, podobnie
do zarodkow mysich (Plusa i wsp., 2008), ekspresje czynnikow GATA6 i NANOG we wszystkich
komorkach. W stadiach VII i VIII wigkszo$¢ komorek rowniez wykazywata wspotekspresje tych
czynnikow, jednak na tych stadiach pojawity si¢ pierwsze komorki GATA6-negatywne/NANOG-
pozytywne, co moze sugerowac, ze na tym etapie zachodzg pierwsze etapy réznicowania w
kierunku epiblastu. Komorki GATA6-negatywne stanowily na stadium VII 13.5% komorek ICM
(n=19), a na stadium VI -33.9% komorek ICM (n=21), natomiast wszystkie komorki ICM
pozostawaly NANOG- pozytywne. Mozna zatem stwierdzi¢, ze obnizenie poziomu ekspresji
GATA6 w czesci komorek ICM (bedacych prawdopodobnie prekursorami EPI) nie jest zwigzane w
obnizeniem poziomu NANOG w pozostatych komodrkach. Jest to w sprzecznos$ci ze zjawiskiem
obserwowanym w zarodkach mysich, gdzie wzajemna inhibicja GATAG i NANOG jest gtéwnym
mechanizmem réznicowania EPI i PrE (Singh i wsp., 2007; Bessonnard i wsp., 2014). Obnizenie
poziomu ekspresji NANOG w komoérkach GATA6-pozytywnych w zarodkach kroliczych
zaobserwowalismy dopiero na stadium IX (n=7), kiedy to mozna byto zauwazy¢ pierwsze oznaki
sortowania EPI i PrE do dwoch osobnych ,,przedziatow”. Zatem stadium sol-i-pieprz,
charakteryzujace si¢ w zarodkach mysich wzajemnie wykluczajacg si¢ ekspresja GATA6 1 NANOG
w mozaikowo utozonych komoérkach jest w przypadku zarodkow kroliczych bardzo krétkotrwate.
StwierdziliSmy takze, ze w wyniku sortowania komorek EPI 1 PrE, warstwa PrE nie podsciela EPI
na granicy z jama blastocysty ale tworzy pierscien okalajacy epiblast. Podsumowujac, nalezy
stwierdzi¢ ze wzajemna inhibicja czynnikow transkrypcyjnych NANOG 1 GATAG6 by¢ moze nie

bierze udzialu we wstepnych etapach roznicowania EPI 1 PrE w zarodkach kréliczych.

Czynniki GATAG6 i NANOG w zarodkach kroéliczych sg co prawda zwiazane z — odpowiednio-
linia PrE i EPI, ale wzorzec ich ekspresji nie wskazuje jednoznacznie, ze inicjacja procesu
réznicowania jest zwigzana z ich ekspresja. W poszukiwaniu bardziej specyficznych markeréw
postanowiliSmy zbadac ekspresje czynnikéw z grupy SOX w zarodkach kréliczych. W naszej

poprzedniej pracy opisalismy czynnik transkrypcyjny SOX17, ktérego ekspresja w zarodkach



mysich zwigzana jest z linig PrE (Artus 1 wsp., 2011, pozycja 3 osiggni¢cia naukowego). SOX2,
inny czynnik transkrypcyjny z grupy SOX, jest natomiast zwigzany u myszy z réznicowaniem linii
EPI (Wicklow i wsp., 2014). StwierdziliSmy wystepowanie obu tych czynnikow w zarodkach
przedimplantacyjnych krolika, jednak w p6zniejszych stadiach 1 w mniejszym odsetku komorek niz
NANOG i GATAG®6, co wskazuje ze istotnie sg to czynniki bardziej specyficzne. SOX2 i SOX17 nie
byty wykrywane w jadrach komoérek zarodka w wigkszosci blastocyst do stadium VII. P6znie;j
natomiast stwierdziliSmy lokalizacje tych biatlek w ICM w sposob bardziej przypominajacy rozktad
sOl-i-pieprz. Liczba komorek SOX2-pozytywnych i SOX-17 pozytywnych byta podobna w
kolejnych stadiach poczynajac od VIII. Czgs¢ komoérek wykazywata wspotekspresje tych dwoch
czynnikow, co moze wskazywaé na fakt, ze nie byly one ostatecznie zréznicowane, jednak w
wigkszo$ci komorek ICM ekspresja SOX2 i SOX17 wykluczata si¢ wzajemnie. W stadium IX
ekspresja tych dwoch czynnikow wykluczala si¢ wzajemnie prawie we wszystkich komoérkach,
podobnie jak to wczesniej zaobserwowaliSmy w przypadku czynnikéw NANOG 1 GATA6. Co
istotne, na tym etapie wszystkie komorki SOX2-pozytywne bylty NANOG-pozytywne, a komorki
SOX17-pozytywne byly réwniez GATA6-pozytywne. Zatem mozemy stwierdzi¢, ze, podobnie jak
u myszy, SOX2 jest w zarodkach kroliczych zwigzany z linig epiblastu, a SOX17- z linig PrE.

Podsumowanie analizy ekspresji badanych czynnikéw transkrypcyjnych przedstawiono na figurze 6
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Fig 6.Schematyczne przedstawienie profilu ekspresji najwazniejszych czynnikéw transkrypcyjnych
zwigzanych z r6znicowaniem epiblastu i endodermy pierwotnej w zarodkach myszy i krolika

(Piliszek i wsp., 2017).

Wykazano, ze w zarodkach mysich, roznicowanie PrE i EPI zalezne jest od aktywnoSci
sciezki sygnalowej FGF/ERK (ang. fibroblast growth factor/kinazy MAP (mitogen-activated
protein kinase) (Kang i wsp., 2013; Krawchuk i wsp., 2013). W przypadku, gdy jest ona
nieaktywna, caly ICM rdznicuje w kierunku EPI. Stwierdzono to m.in. przez zastosowanie
inhibitorow $ciezki sygnatowej FGF/ERK — hodowla zarodkéw mysich w ich obecnosci powoduje,
ze zarodki te tworzg morfologicznie prawidlowg blastocyste, ktora jednak pozbawiona jest
catkowicie linii PrE (Nichols i wsp., 2009). Aby zbadaé¢ wptyw tej Sciezki sygnalowej na

réznicowanie pierwszych linii komoérkowych w zarodkach krolika zablokowali§my fosforylacje



ERK (a w konsekwencji aktywacje Sciezki sygnatowej ERK) za pomocg inhibitora MEK
PD0325901 w stezeniu 1 M. Zarodki hodowane byty in vitro od stadium moruli (stadium V) w
pozywce RDH (Jin 1 wsp., 2000) z dodatkiem inhibitora, w 38.5°C, w atmosferze 5% CO2. W
zarodkach z grupy kontrolnej, hodowanych in vitro w tych samych warunkach, bez dodatku
inhibitora, mozna byto stwierdzi¢ obecnos$¢ zarowno SOX2-pozytywnych komorek EPI, jak 1
SOX17-pozytywnych komorek PrE. W zarodkach w ktérych aktywno$¢ ERK zostata zablokowana,
nie stwierdzono obecnosci komodrek PrE (SOX17-pozytywnych). Mozna zatem stwierdzi¢ ze
podobnie jak w zarodkach mysich, aktywnos¢ sciezki sygnatlowej ERK jest niezbedna do
roznicowania komorek ICM w kierunku PrE. Co jednak istotne, zablokowanie tej $ciezki
sygnatowej nie zwickszyto odsetka komorek SOX2-pozytywnych w ICM (55.9%, n=547 komorek
ICM w 13 zarodkach) w poroéwnaniu z zarodkami z grupy kontrolnej (53.4%, n=670 komoérek ICM
w 9 zarodkach), nie wptyngto rowniez na odsetek komorek NANOG-pozytywnych. Stoi to w
sprzeczno$ci z danymi z zarodkow mysich, gdzie odsetek komorek EPI zwigksza si¢ niejako
kosztem komorek PrE, gdyz wszystkie komorki ICM roznicuja w kierunku EPI (Nichols 1 wsp.,
2009; Chambers i wsp., 2003; Saiz i wsp., 2016). W zarodkach kréliczych natomiast
zaobserwowali$my zwigkszenie odsetka komorek ICM, ktdre nie wykazywaty ekspresji ani SOX2,
ani SOX17, a wigc nie nalezatly ani do linii EPL, ani PrE (w kontroli=5.4%; inhibicja ERK=44.1%).
Pozwala to wyciagnaé wniosek, ze aktywno$¢ $ciezki sygnatowej ERK w zarodkach krolika jest
niezbedna do prawidtowego réznicowania w kierunku PrE, ale jej zablokowanie jest

niewystarczajgce do wywolania roznicowania w kierunku EPI.(Fig. 7)

B Trofektoderma
V Bl  cpiblast
[ ] Endoderma pierwotna




Fig. 7. Schematyczne przedstawienie wptywu zablokowania i aktywacji szlaku sygnatowego
MEK/ERK w zarodkach kroliczych. Aktywacja (+ FGF4) prowadzi do réznicowania wszystkich
komorek wezta zarodkowego w kierunku endodermy pierwotnej oraz ich zwigkszonej migracji,
natomiast zablokowanie szlaku powoduje zablokowanie ekspresji czynnikow transkrypcyjnych

zwigzanych z endodermg pierwotng, bez przeksztatcenia tych komorek w kierunku epiblastu.

Aby lepiej zrozumie¢ wplyw $ciezki sygnalowej FGF/ERK na réznicowanie linii
komorkowych w zarodkach kroélika, poddalismy je rowniez wymuszonej aktywacji tej $ciezki.
Zarodki hodowane byly w takich samych warunkach, w pozywce z dodatkiem FGF4 w st¢zeniu
100ng/ml. Mysie zarodki w takich warunkach tworza morfologicznie prawidlowg blastocyste, ktora
jednak pozbawiona jest komoérek EPI. W zarodkach krolika rowniez stwierdzilismy brak SOX2-
pozytywnych komorek EPI, ale zaobserwowalismy takze zmiang morfologii ICM. Mianowicie,
komoérki SOX17-pozytywne nie byly ulozone w zwartg grupe podobng do ICM prawidlowych
zarodkow, ale tworzyly warstwe komorek podscietajacg wewnetrzng stronie trofektodermy. Takie
zachowanie komorek endodermy obserwowane jest w pdzniejszych stadiach rozwoju blastocysty,
kiedy PrE réznicuje w lini¢ VE- podscietajaca ICM, 1 PE, ktora to wlasnie wykazuje zdolnos¢ do
migracji 1 pod$cieta TE. Mozna zatem wnioskowac, ze aktywacja szlaku sygnalowego FGF/ERK
spowodowata zachowanie komoérek spojne z fenotypem komorek PE.

Znaczenie badan:

Badania zaprezentowane w niniejszej publikacji przedstawiaja pierwsza systematyczng analize
przebiegu réznicowania pierwszych linii komorkowych (epiblastu, endodermy pierwotnej) w
zarodkach krolika. Wyniki naszych badan wskazuja na czgsciowo odmienny mechanizm dziatania
szlaku sygnatowego MEK/ERK mig¢dzy zarodkami kroliczymi 1 mysimi. Potwierdzajg tez
podobienstwa migdzy zarodkami kroliczymi 1 ludzkimi, i pozwalajg na szersze zastosowanie

modelu kroliczego w badaniach z zakresu wczesnego rozwoju ssakow.
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Praca przegladowa Pre-implantation development of domestic animals (Piliszek i Madeja,
2018, pozycja S osiagniecia habilitacyjnego) podsumowuje obecng wiedz¢ na temat rozwoju
przedimplantacyjnego zwierzat gospodarskich, porownujac ja takze z bardziej obszerng wiedza
zdobyta dzieki badaniom nad rozwojem zarodkéw mysich. W szczegdlnosci, przedstawiamy w niej
systematyczne poréwnanie ram czasowych rozwoju przedimplantacyjnego wielu gatunkow ssakow,
oraz szczegotowych mechanizmow réznicowania pierwszych linii komoérkowych — trofektodermy,
epiblastu i endodermy pierwotnej. Praca ta moze zatem stanowi¢ podsumowanie badan
przedstawionych w tym autoreferacie, bedac porownaniem rozwoju pierwszych etapow
réznicowania zarowno zarodkéw mysich jak i kréliczych, w pordwnaniu z, wciaz jeszcze
ograniczong, wiedzg na temat rozwoju innych gatunkoéw ssakdéw. Zrozumienie molekularnych i
komoérkowych mechanizmow wcezesnego rozwoju zarodkowego u gatunkow ssakoéw innych niz
gryzonie poszerza naszg wiedze¢ na temat podstawowych mechanizméw réznicowania 1 jest
niezbedne do opracowania skutecznych metod wspomaganego rozrodu w rolnictwie, medycynie

weterynaryjnej i badaniach biomedycznych

Kluczowe czynniki biorgce udzial w réznicowaniu TE, EPI 1 PrE, takie jak czynniki transkrypcyjne
1 czynniki wzrostu, moga by¢ wspolne dla roznych gatunkoéw ssakow, ale ich szczegdtowe
zaleznosci r6znig si¢ w zaleznos$ci od gatunku. By¢ moze kazdy gatunek wykorzystuje te elementy
W inny sposob, poprzez réznice w sieciach regulacyjnych i specyficzno$¢ wigzania czynnikow
transkrypcyjnych (Kuijk i wsp., 2015), aby dostosowac je do roznych potrzeb, takich jak rozmiar
zarodka, typ implantacji czy dtugo$¢ okresu przedimplantacyjnego. Aby odkry¢ mechanizmy lezace
u podstaw roznicowania pierwszych linii komoérkowych ssakow, i rozrozni¢ elementy wspoélne jak i
te charakterystyczne dla poszczegdlnych gatunkow, konieczne sg badania poréwnawcze roznych
modeli. Dalsze zrozumienie, ktore aspekty sa wspolne a ktdre rozbiezne, bedzie miato zasadnicze

znaczenie dla zrozumienia wczesnej embriogenezy ssakow i mechanizmow roéznicowania.

Badania przeprowadzone przeze mnie na zarodkach kroliczych i mysich, 1 zaprezentowane w
publikacjach wchodzacych w sktad osiggnigcia habilitacyjnego stanowia, mam nadzieje, istotny
wktad w poznanie mechanizmow rozwoju zarodkowego, a w szczegolnosci roznicowania linii

epiblastu i endodermy pierwotnej
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

W czasie trwania studiow doktoranckich w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN
bratam udziat w projekcie kierowanym przez dr A. M. Duszewska, we wspotpracy z prof. Z.
Reklewskim z IGHZ PAN oraz prof. R. Stomskim z Instytutu Genetyki Cztowieka PAN.
Celem badan bylo uzyskanie transgenicznych cielat po transferze zarodkow, do ktérych
wprowadzono konstrukcje genowa z genem reporterowym GFP. Wspoélprace z dr Duszewska
zwigzang z tematyka hodowli zarodkéw bydlecych kontynuowatam réwniez po ukonczeniu

studiow doktoranckich. Wynikiem przeprowadzonych prac sa nastepujace publikacje:

1. Duszewska, A. M., Wojdan, J., Gawron, W., Lipinski, D., Piliszek, A., Wenta-
Muchalska, E., Was$, B., Stomski, R., Reklewski, Z. (2004) Uzyskanie cielat po
transferze zarodkow, do ktérych wprowadzono konstrukcje genowa [Obtaining calves
after transfer of the gene construct microinjected embryos] Medycyna Wet. 60 (12)

2. Duszewska, A.M., Lipinski, D., Piliszek, A., Stomski, R., Wojdan, J., Gawron, W.,

Wenta-Muchalska, E., Was, B., Chromik, A., Reklewski, Z. (2004) Cattle
offspring after transfer of IVP GFP positive frozen/thawed embryos. Animal
Science Papers and Reports 22:603-610

3. Duszewska A.M. , Lipinski D., Piliszek A, Stomski R, Ptawski A, Wojdan J,

Gawron W, Juzwa W, Zeyland J, Wenta-Muchalska E, Reklewski Z. (2004)
Controversial aspect of using GFP as a marker for the production of transgenic cattle.
Pol J Vet Sci. 7(4):241-9.

4. Duszewska, A.M. , Rapata, L., Trzeciak, P., Dabrowski, S., Piliszek, A. (2012)
Obtaining farm animal embryos in vitro. Journal of Animal and Feed Sciences; 21:
217-233 (Praca przegladowa)

Tematem mojej rozprawy doktorskiej byty potencje rozwojowe komorek somatycznych
ssakow. Wykazatam, ze komorki somatyczne (fibroblasty) wprowadzone do §rodowiska
bruzdkujacego zarodka sa w stanie podja¢ podziaty 1 uczestniczy¢ w rozwoju zarodkowym do
stadium cylindra zarodkowego. W zwiagzku z pracami w tej tematyce powstato takze kilka

prac przegladowych i rozdziatow w monografiach. Po ukonczeniu studiow doktoranckich



kontynuowatam prace w tej tematyce, m.in. we wspolpracy z dr B. Ptusa i dr K. Zyzynska-

Galenska. Wynikiem tej wspotpracy jest m.in. wykazanie, ze utrata plastycznosci komorek

wezta zarodkowego nie jest bezposrednio powigzana z réznicowaniem w kierunku PrE i Epi

w niezaburzonym rozwoju.
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10.

Praca przegladowa: Modlinski, J.A., Piliszek, A., Karasiewicz, J. (2003) Potencje
rozwojowe komorek somatycznych ssakow [Developmental potential of mammalian
somatic cells ]. Biotechnologia 2003 (1) 9-22

Praca przegladowa: Piliszek A. (2004) Chimerowe zarodki ssakow: powstawanie i
wykorzystanie [The production and use of mammalian chimeric embryos]
Biotechnologia 2004 (1) 142-155

Piliszek, A., Modlinski, J.A., Py$niak K., Karasiewicz, J. (2007) Foetal fibroblasts
introduced to cleaving embryos contribute to full-term development. Reproduction
133(1): 207-18.

Rozdziat w monografii: Karasiewicz, J., Piliszek, A., Sacharczuk, M., Modlinski, J.A.
(2008) Zarodkowo somatyczne chimery ssakow. W: Od genomu tura po
ksenotransplantacje, Red. Z.Smorag, R. Stomski, J.A. Modlinski; OWN Poznan,
2008, p. 9-28.

Grabarek, J.B., Zyzynska, K., Saiz, N., Piliszek, A., Frankenberg, S., Nichols, J.,
Hadjantonakis, A.-K., Ptusa, B. (2012) Differential plasticity of epiblast and primitive
endoderm precursors within the ICM of the early mouse embryo Development,
Jan;139(1):129-139

Praca przegladowa: Zyzynska-Galenska, K., Piliszek, A., Modlinski, J.A. (2017)
From blastomeres to somatic cells: reflections on cell developmental potential in light
of chimaera studies — a review. Animal Science Papers and Reports vol. 35 no. 3,
225-240.

Transgeniczne linie reporterowe sg $wietnym narzedziem do analizy rozwoju ssakow. Pod

kierunkiem dr A-K. Hadjantonakis analizowatam lini¢ myszy TCF/Lef:H2B-GFP, ktora jest

reporterem szlaku sygnatowego Wnt/p-kateniny. Wykorzystanie fluorescencyjnych linii

reporterowych zostalo rOwniez omdéwione w przegladowym rozdziale monografii, takze

przygotowanej wspoélnie z zespotem dr Hadjantonakis.

11.

Ferrer-Vaquer, A., Piliszek, A., Tian, G., Aho, R.J., Dufort, D., Hadjantonakis, A.-K.

(2010) A sensitive and bright single-cell resolution live imaging reporter of Wnt/B3-



catenin signaling in the mouse. BMC Developmental Biology Dec 21;10:121.

12. Nowotschin, S., Garg, V., Piliszek, A., Hadjantonakis, A.K. (2019) Ex utero culture
and live imaging of mouse embryos. W: Vertebrate Embryogenesis. Methods in
Molecular Biology 1920:163-182, Ed. F.J. Pelegri.

Linia endodermy proksymalnej (lub e. trzewnej, ang. Visceral Endoderm, VE) to jedna z linii
komorkowych wywodzacych si¢ bezposrednio z endodermy pierwotnej (PrE). Badania w
ktorych bratam udzial wykazaty, ze szlak sygnatlowy BMP4 jest w stanie indukowac
epitelializacj¢ komoérek XEN (extraembryonic endoderm), powodujac fenotyp zblizony do

pozazarodkowej VE.

13. Artus, J., Douvaras, P., Piliszek, A., Isern, J., Baron, M.H., Hadjantonakis A.-K.
(2012) BMP4 signalling directs primitive endoderm-derived XEN cells to an
extraembryonic visceral endoderm identity. Developmental Biology, Jan
15;361(2):245-62.

Kolejna praca wykonana w laboratorium dr Hadjantonakis prezentuje role
Eomezoderminy w indukcji i migracji AVE (Anterior Visceral Endoderm).
Wykazalismy, ze indukcja AVE wymaga aktywnosci genu Eomes, i dodatkowo

zwigzana jest z aktywnos$cig genu Lhx1.

14. Nowotschin, S., Costello, I., Piliszek, A., Kwon, G.S., Mao, C.A., Klein, W.H.,
Robertson, E.J., Hadjantonakis, A.K. (2013) The T-box transcription factor
Eomesodermin is essential for AVE induction in the mouse embryo. Genes &
Development 27 (9), 997-1002.

Gtowng tematyka moich badan, przedstawionych przede wszystkim w osiggnigciu
habilitacyjnych, jest roznicowanie linii endodermy pierwotnej i epiblastu w zarodkach
ssakow. W pracy Kang i wsp. 2013 (niewchodzacej w sktad osiggnigcia),
przedstawiliSmy analiz¢ wplywu czynnika FGF4 na rozw6j zarodkow mysich, poprzez
analiz¢ rozwoju zarodkow Fgf4d-/-. Zarodki tej linii rozwijajg si¢ do stadium
blastocysty, ale sg pozbawione linii PrE, co wskazuje na niezbednos¢ FGF4 w
rozwoju PrE. Oprécz pracy badawczej, opublikowatam rowniez kilka prac

przegladowych odnoszacych si¢ do tej tematyki
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19.

Praca dotyczaca potencji rozwojowych selektywnie enukleowanych zygot jest
wynikiem wspotpracy z prof. J.A. Modlinskim i dr P. Greda. Wykazalismy, ze
selektywnie enukleowane zygoty moga by¢ biorcami jader nawet z zarodkow 16-

komorkowych. Zarodki takie sg w stanie rozwing¢ si¢ az do urodzenia.
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20.

Praca Filimonow i wsp., 2019, powstata we wspotpracy wielu osrodkéw, m.in.
Uniwersytetu Warszawskiego i Uniwersytetu w Manchesterze. Przeprowadzone
badani pozwolily wykaza¢ m.in., ze zmiany poziomu ekspresji kadheryny E mogg sig
wigzaé ze zjawiskiem EMT (przemiany nabfonkowo-mezenchymalnej) w pochodnych

endodermy pierwotnej (PE)
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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
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