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2. Wstep

Przedimplantacyjny rozwdj zarodkéw ssakéw tozyskowych to okres intensywnych
podziatow komadrkowych, réznicowania oraz zmian metabolicznych, prowadzgcych do implantac;ji
zarodka w $cianie macicy i adaptacji do dalszego rozwoju. Jednym z czynnikéw odpowiadajgcych za
prawidtowy rozwoj zarodka na etapie przedimplantacyjnym jest réznicowanie jego komorek na trzy
pierwsze linie komdrkowe: epiblast (EPI), endoderme pierwotng (PrE) oraz trofektoderme (TE).
Btedy w tym procesie mogg skutkowaé zahamowaniem rozwoju i obumarciem zarodka na etapie
implantacji.

Badanie rozwoju zarodkowego i towarzyszacych mu proceséw jest mozliwe dzieki
opracowaniu technik pozaustrojowej hodowli zarodkow (IVC, ang. in vitro culture), ktorej celem jest
zapewnienie optymalnych warunkéw do prawidtowej realizacji rozwoju poza organizmem samicy.
Kroélik (Oryctolagus cuniculus) jest zwierzeciem od lat wykorzystywanym jako model w badaniach
rozwoju przedimplantacyjnego ssakéw. Warunki hodowli in vitro umozliwiajace rozwdj zarodkéw
krolika na etapie przedimplantacyjnym, zostaty opracowane ponad 50 lat temu i wcigz sg one
ulepszane. Warto jednak podkresli¢, ze warunki w hodowli in vitro zarodkdw krélika, podobnie jak
innych ssakow, réznig sie znaczgco od warunkéw wystepujgcych w drogach rodnych samicy a
zarodki hodowane pozaustrojowo wykazujg wiele rozbieznosci w pordéwnaniu z zarodkami
rozwijajgcymi sie in vivo.

Jak dotad nie prowadzono badan okreslajgcych wzorzec réznicowania trzech pierwszych
linii komodrkowych w zarodkach krélika w trakcie rozwoju przedimplantacyjnego oraz
poréwnujgcych jak powszechnie uzywane warunki hodowli in vitro, takie jak: poziom stezenia tlenu,
obecnos¢ i rodzaj dodatkow biatkowych, system hodowli (sekwencyjny lub jednoetapowy) czy

wspothodowla z komadrkami somatycznymi, wptywajg na jakos$é, réznicowanie i determinacje losu



komodrek w przedimplantacyjnych zarodkach krélika. Wiedza ta moze pomdc w ocenie, czy dane
warunki pozwalajg na uzyskanie rozwoju podobnego do obserwowanego in vivo.

Ponadto przedimplantacyjny rozwdj zarodka jest nierozerwalnie zwigzany z aktywnoscig
szlakow metabolicznych w jego komadrkach. W srodowisku rozwoju, w tym w hodowli in vitro
egzogenne substraty metaboliczne, dzieki aktywnosci odpowiednich $ciezek metabolicznych, stajg
sie zrédtem energii oraz substancji niezbednych do rozwoju zarodka. Ustalenie, ktére szlaki
metaboliczne sg aktywne na danym etapie rozwoju zarodkowego krélika oraz jaki jest ich wptyw na
rozwdj jest jednym z kluczowych aspektdw zrozumienia wymagan przedimplantacyjnych zarodkéw

krélika.

3. Hipoteza

Jednym z celédw badan nad warunkami hodowli in vitro zarodkéw ssakow jest
pozaustrojowe otrzymanie zarodkdow jakosciowo i morfologicznie jak najbardziej zblizonych do tych
otrzymywanych in vivo. Dzieki temu mozliwe jest m.in. badanie i poznanie proceséw rozwoju
przedimplantacyjnego. W przypadku zarodkdw mysich, ktérych wymagania w okresie
przedimplantacyjnym sg stosunkowo niewielkie i ktérych rozwdj in vitro badany jest od ponad 70
lat, metody hodowli pozaustrojowej w okresie przedimplantacyjnym umozliwiajg rozwdj w sposob
zblizony do rozwoju in vivo. Miedzy innymi dzieki temu mechanizmy warunkujgce rozwdj myszy sg
najlepiej poznane ze wszystkich ssakéw. Jednak przedimplantacyjny rozwdj gryzoni rdzni sie pod
wieloma wzgledami od rozwoju innych ssakéw, zatem konieczne sg badania na innych modelach
zwierzecych. Pomimo ze krolik jest dogodnym modelem do badan z zakresu biologii rozwoju,
aspekty hodowli pozaustrojowej zarodkéw tego gatunku takie jak wptyw hodowli na rozwdj i
réznicowanie pierwszych linii komdrkowych oraz aktywnos$¢ metaboliczna kréliczych zarodkow w

okresie przedimplantacyjnym, nie zostaty dostatecznie poznane.
Zatem, w niniejszej pracy postanowiono zweryfikowac nastepujgce hipotezy:

1. Rozwdj i rdznicowanie pierwszych linii komdrkowych w przedimplantacyjnych zarodkach
krolika hodowanych in vitro zalezy od czynnikéw srodowiskowych takich jak: sktad pozywki
hodowlanej, system hodowli (sekwencyjny, jednoetapowy lub wspdéthodowla z komdrkami
somatycznymi), stezenie tlenu i rodzaj dodatkdw biatkowych.

2. Aktywnos¢ i niezbednos¢ szlakdw metabolicznych (glikolizy, fosforylacji oksydacyjnej, szlaku
pentozofosforanowego oraz B-oksydacyjnego) w przedimplantacyjnych zarodkach kroélika jest

skorelowana ze stadium rozwoju zarodkowego.



4. Cel pracy

Zarodki krolika wymagajg specyficznych warunkdw rozwoju, ktore nie sg jeszcze
dostatecznie poznane, co znacznie ogranicza nasze rozumienie procesoéw jakie zachodzg we

wczesnym rozwoju ssakéw, w tym procesow réznicowania sie pierwszych linii komdérkowych.
Celem pracy byto zatem:

Opracowanie i okreslenie systemu hodowli zarodkéw kréliczych in vitro, pozwalajgcego na przebieg
rozwoju zarodkéw odpowiadajacy rozwojowi in vivo, z zachowaniem ram czasowych, stopnia

proliferaciji i zréznicowania komérek.

Cel ten byt realizowany poprzez:

1. Okreslenie modelowego wzorca rozwoju i réznicowania zarodkow krélika in vivo.

2. Analize aktywnosci szlakow metabolicznych w przedimplantacyjnych zarodkach krélika.

3. Okreslenie wptywu stezenia tlenu w atmosferze hodowlanej, rodzaju dodatku biatkowego
w pozywce, systemu hodowli (jednoetapowy, sekwencyjny lub wspéthodowla z krdliczymi
komarkami nabtonka jajowodu) na rozwoéj i morfokinetyke przedimplantacyjnych zarodkow

kroéliczych oraz na réznicowanie w zarodkach pierwszych linii komorkowych.

5. Materiaty i metody

Do przeprowadzenia doswiadczen uzyto zarodkéw w stadiach przedimplantacyjnych,
uzyskanych z krélikéw (Oryctolagus cuniculus) rasy Popielnianskiej biatej, pochodzgcych
z zarejestrowanej hodowli Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk
w Jastrzebcu (nr uzytkownika: 030). W celu uzyskania jak najwiekszej liczby zarodkéw z jednej
samicy, krolice podawane byty stymulacji hormonalne;.

W ramach niniejszej pracy uzyto zarodkéw w nastepujgcych stadiach rozwoju: zygota (19-
20 hpc — godzin po kryciu, hours post coitum), E3.0, E3.25, E3.5, E3.75, E4.0, E5.0, E6.0. Zarodki ze
stadidéw E3.0, E3.25, E3.5, E3.75, E4.0, E5.0, E6.0 uzyte zostaty do ustalenia wzorca réznicowania
zarodkow in vivo. Liczba zarodkdéw, uzytych do analiz na poszczegdlnych etapach rozwoju: E3.0
(n=6), E3.25 (n=4), E3.5 (n=4) E3.75 (n=4), E4.0 (n=3), E5.0 (n=2), E6.0 (n=2). Zarodki w stadium
zygoty poddano hodowli in vitro w celu zbadania jak warunki hodowli in vitro wptywajg na rozwdj i
rdznicowanie pierwszych linii komdrkowych oraz sprawdzenia aktywnosci szlakdw metabolicznych.
Warunkami hodowli in vitro jakie badano w niniejszej pracy byty: stezenie tlenu (21% -

atmosferyczne, 5% - nazywane hipoksyjnym (w poréwnaniu do atmosferycznego) Iub



fizjologicznym), dodatki biatkowe do pozywek, system hodowli (sekwencyjny i jednoetapowy) oraz
hodowla z komodrkami somatycznymi. Ponizej znajduje sie skrotowy opis wszystkich 3 grup
doswiadczalnych (wraz z wariantami) oraz grupami kontrolnymi.

1. Hodowla zarodkéw w pozywce RDH (RPMI:DMEM:Ham'’s F10, w stosunku 1:1:1 1) z
dodatkami biatkowymi w dwaoch stezeniach tlenu: ~21% O, i 5% O»
A. Hodowla w atmosferze ~21% O, w powietrzu:
a.z dodatkiem 0,3% BSA (Bovine Serum Albumin, SigmaAldrich, USA),
b.z dodatkiem 10% FBS (Foetal Bovine Serum, SigmaAldrich, USA),
c.z dodatkiem 10% KSR (Knockout Serum Replacement, Merck, USA),
d.kontrola —hodowla bez dodatkéw biatkowych.
B. Hodowla w atmosferze 5% O, w powietrzu:
a.z dodatkiem 0,3% BSA,
b.z dodatkiem 10% FBS,
c.z dodatkiem 10% KSR,
d.kontrola — hodowla bez dodatkéw biatkowych.
2. Hodowla zarodkdéw w pozywkach komercyjnych: jednoetapowych i sekwencyjnych
A. Pozywki jednoetapowe
a. Hodowla w pozywce Global® (wczesniej LifeGlobal, USA, obecnie
CooperSurgical, USA):
a) Global z dodatkiem biatkowym 0,3% BSA (Global+),
b) Global bez dodatku biatkowego (Global).
b. Hodowla w pozywce SAGE 1-step™ (CooperSurgical, USA).
c. Kontrola dla pozywek jednoetapowych — hodowla w pozywce RDH:
a) z dodatkiem biatkowym 0,3% BSA (kontrola JE+),
b) bez dodatku biatkowego (kontrola JE-).
B. Hodowla w pozywkach sekwencyjnych
a. Hodowla w pozywce G-1™/G-2™ (Vitrolife, Szwecja):
a) G-1/G-2 z dodatkiem biatkowym HSA (G1G2+),
b) G-1/G-2 bez dodatku biatkowego (G1G2).
b. Hodowla w pozywce Quinn’s Advantage™ Clevage Medium/Quinn’s
Advantage™ Blastocyst Medium (QASM) (CooperSurgical, USA:
a) QASM z dodatkiem biatkowym 0,3% BSA (QASM+).
b) QASM bez dodatku biatkowego (QASM).
c. Hodowla w pozywce ORIGIO® Cleav/ORIGIO® Blast (CooperSurgical, USA).
d. Kontrola dla pozywek sekwencyjnych —hodowla z odnowieniem pozywki RDH
po 48 hpc:
a) z dodatkiem biatkowym 0,3% BSA (kontrola SEK+),
b) bez dodatku biatkowego (kontrola SEK-).

3. Hodowla zarodkéw z agregatami z kréliczego nabtonka jajowodu (ROEC, rabbit oviductal
epithelial cells). Kontrolg dla tej grupy doswiadczalnej byta hodowla w pozywce RDH 0,3% BSA z

odnowieniem pozywki.



Dodatkowo w pracy zbadano aktywnosci szlakéw metabolicznych niezbednych dla rozwoju
zarodkow krélika na réznych etapach rozwoju. Aktywnos¢ byta badana za pomoca inhibitoréw
blokujgcych poszczegdlne szlaki (Tabela 1), dodanych do standardowej pozywki RDH + 0,3% BSA.
Zarodki krélicze hodowano w pozywce z dodatkiem inhibitoréw od stadium zygoty (19-20 hpc) lub
od stadium moruli (72 hpc). Kontrolg dla tej grupy doswiadczalnej byta hodowla zarodkow w
pozywce RDH z dodatkiem jednego z trzech rozpuszczalnikdw dla uzytych inhibitoréw: (metanol,

DMSO lub woda do pozywek EMSURE).

Tabela 1. Inhibitory szlakow metabolicznych uzyte w doswiadczeniu

Nazwa inhibitora/ Rozpuszczalnik
l.p Akronim Blokowany szlak metaboliczny Producent/Nr katalogowy
grupa doswiadczalna (rozpuszczalno$é)
Woda
1 Etomoxir ETMOX B-oksydacyjny SigmaAldrich/ E1905-5MG
(6,41mg/ml)
Fosforylacja oksydacyjna
2 Antymycyna-A ANTY-A SigmaAldrich/A8674-25MG DMSO (2 mg/ml)
(OXPHOS)
Fosforylacja oksydacyjna Metanol (5
3 2,4-dinitrofenol 2,4-DNF SigmaAldrich/40057
(OXPHOS) mg/ml)
Fosforylacja oksydacyjna
4 IACS-010759 IACS Axon Medchem/ B2231-1,5 DMSO (27 mg/ml)
(OXPHOS)
SigmaAldrich/D3179- Woda (330
5 2-deoksy-D-glukoza DDGLU Glikoliza
250MG mg/ml)
Kwas
6 3-BP Glikoliza Sigma/16490-10G Woda (100mg/ml)

bromopirogronowy

7 6-aminonikotynamid 6-AN Szlak Pentozofosforanowy (PPP) SigmaAldrich/A68203-1G DMSO (1 mg/ml)

Diphenyleneiodonium
8 DPI Szlak Pentozofosforanowy (PPP) | SigmaAldrich/D2926-10MG | DMSO (10 mg/ml)

Zarodki hodowane do stadium 5.0 lub 6.0 dpc oraz zarodki uzyskane bezposrednio poprzez
zabieg ptukania jajowodu i/lub macicy, byty utrwalane w 4% roztworze paraformaldehydu (4% PFA,
Formaldehyde Solution, SigmaAldrich, USA) w PBS z dodatkiem 10% Tween (SigmaAldrich, USA;
P9416) i 1% Triton X (SigmaAldrich, USA; X100). Nastepnie mechanicznie usuwano z zarodkow
ostonki mucynowg i przejrzysta.

Gtownymi celami niniejszej pracy byto okreslenie wzorca réznicowania zarodkéw krélika in
vivo oraz wptywu badanych warunkéw hodowli in vitro na rdznicowanie pierwszych linii
komorkowych w zarodkach krélika. Aby uzyskaé te cele w utrwalonych, pozbawionych ostonek
zarodkach, za pomocg metody immunofluorescencji posredniej oraz barwienia jader
komorkowych, badano liczbe oraz lokalizacje komdrek wykazujgcych obecnos¢ w jadrze

komadrkowym biatek, bedgcych markerami poszczegdlnych linii komdrkowych: CDX2 dla TE, SOX2



dla EPloraz SOX17 dla PrE. Uzyto przeciwciat: anty-CDX2 (1:100, BioGenex, USA), anty-SOX2 (1:200,
Abcam, UK), anty- SOX17 (1:100, R&D, USA).

W celu zobrazowania biatek charakterystycznych dla pierwszych linii komdérkowych oraz
jader komadrkowych uzyto mikroskopu konfokalnego (Nikon A1R, Japonia). Zdjecia zebrano w stosy
po 28-45 skandw uzyskanych wzdtuz osi Z. Umozliwito to stworzenie obrazu tréojwymiarowego i
ogladanie zarodkéw w przekroju na dowolnej gtebokosci. Analize obrazéw z mikroskopu

konfokalnego wykonano przy uzyciu programu graficznego IMARIS (Bitplane, Szwajcaria).

Rozwdj zarodkdw w doswiadczeniach z uzyciem pozywki RDH z dodatkami biatkowymi w
dwdch stezeniach tlenu monitorowany byt przy pomocy systemu Primo Vision EVO+ (Vitrolife).
Zygoty, umieszczano w mikrodotkach za pomoca szklanej, zakrzywionej pipety. Zdjecia poklatkowe
zarodkow, wzdtuz osi Z, wykonywano co 10 minut przez caty czas hodowli ~ 125 godzin. Powstate

filmy analizowano w programie PrimoVision i VLC media player.

Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono za pomocg skryptdw napisanych w jezyku
Python 3.7.3 z wykorzystaniem bibliotek pandas 0.24.2, numpy 1.16.4 oraz scipy 1.2.1. Metody
uzyte do analizy poszczegdlnych doswiadczen opisano ponizej:

e Wptyw stezenia tlenu oraz dodatku biatkowego zostat zbadany takze przy uzyciu
dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z interakcjami. Pierwszy czynnik (stezenie tlenu)
dziatat na dwdch poziomach odpowiadajgcym stezeniu tlenu w srodowisku hodowli (5% oraz
21%). Drugi czynnik obejmuje cztery warianty dodatku biatkowego do pozywki RDH (brak
dodatku biatkowego, BSA, FBS, KSR).

e  Woptyw dodatku biatkowego na liczbe komdrek oraz na sredni czas osiggniecia poszczegdlnych
stadidéw rozwoju zostat sprawdzony za pomocg testu Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna.

e  Wohplyw stezenia tlenu oraz dodatku biatkowego zostat zbadany takze przy uzyciu
dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA).

e Zaleznosci miedzy czasem osiggniecia poszczegdlnych stadiow a liczebnoscig komaérek byty

okreslane za pomocg wspotczynnika korelacji rang Spearmana.

6. Wyniki

6.1 Rdznicowanie pierwszych linii komdrkowych w przedimplantacyjnych zarodkach
krélika
Pierwszymi liniami komérkowymi zarodkéw ssakéw, w tym krélika, réznicujgcymi sie w

okresie przedimplantacyjnym sa: trofektoderma (TE), epiblast (EPI) i endoderma pierwotna (PrE).



Okreslenie w jaki sposdb poszczegdlne warunki hodowli in vitro, takie jak stezenie tlenu, rodzaj
dodatku biatkowego, pozywka czy wspéthodowla z komdrkami nabtonka jajowodu, wptywajg na
réznicowanie komérek moze pomdc w identyfikacji, ktére czynniki najlepiej wptywajg na rozwdj
zarodkdw i przyblizajg go do rozwoju in vivo. Jednak aby mdc poréwnywadé réznicowane zarodkéw
in vitro, konieczne byto okreslenie wzorca rdznicowania pierwszych linii komérkowych w
zarodkach krdlika in vivo.

Analiza zarodkéw krdlika rozwijajacych sie in vivo i otrzymanych na poszczegélnych stadiach
rozwoju: E3.0, E3.25, E3.5, E3.75, E4.0, E5.0, E6.0 wykazata, ze pierwsze komérki TE, w ktdrych
zlokalizowany jest marker CDX2 pojawiajg sie w stadium wczesnej blastocysty — E3.25 (Rycina 1 —
A). W zarodkach w stadium blastocysty E3.5 (Rycina 1 — B) i E3.75 (Rycina 1 — C) obserwujemy
sukcesywne zwiekszanie sie udziatu komorek CDX2+ w TE, jednak na tym etapie rozwoju in vivo
obserwujemy zaréwno komorki TE posiadajgce marker CDX2 (Rycina 1 — C, biaty grot) jak i takie,
ktore nie posiadajg markera CDX2 w jgdrze komérkowym (Rycina 1 — C, czerwony grot). Od
stadium E4.0 marker CDX2 obecny jest we wszystkich komérkach TE blastocysty (Rycina 1 — D) i
wraz ze zwiekszaniem sie liczby komodrek zarodka, zwieksza sie liczba komadrek CDX2+ (Rycina 1 —
E, F).

W zarodkach krélika réznicowanie komérek w kierunku linii endodermy pierwotnej i
epiblastu, rozpoczyna sie w wezle zarodkowym (ICM) w stadium wczesnej blastocysty.
Rdéznicowanie to zachodzi dwustopniowo. Jako pierwsze, w stadium E3.25 wykrywane sg komaérki
endodermy pierwotnej wykazujgce obecnosé¢ markera SOX17. W tym stadium nie wykazano
obecnosci komdrek SOX2+ (Rycina 2 — A). Od stadium E3.5 w ICM zwieksza sie liczba komédrek
SOX17+ oraz pojawiajg sie komarki SOX2+ (Rycina 2 — B). W ICM, w stadiach E3.5i E.3.75 oba typy
komorek: SOX17+ i SOX2+ sg obecne i wymieszane miedzy sobg (Rycina 2 — B, C). W stadium E4.0
komoérki w ICM przybierajg specyficzny sposéb uporzadkowania, w ktédrym komérki epiblastu —
SOX2+ tworzg grupe komdrek otoczong komdrkami endodermy pierwotnej — SOX17+. W tym
stadium komdrki SOX17+ zaczynaja migrowaé lecz nie oddzielajg jeszcze komérek epiblastu od
jamy blastocysty (Rycina 2 — D). W stadium E5.0 i E6.0 komérki endodermy pierwotnej migrujg i
tworzg warstwe PrE pod warstwg TE, wyraznie oddzielajgc epiblast od jamy blastocysty (Rycina 2

- F).
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Rycina 1. Réznicowanie linii TE w przedimplantacyjnych zarodkach krélika in vivo. Pierwsze komorki TE CDX2+
wykrywane sq w stadium E3.25 (A). W zarodkach na stadiach E3.5 (B) i E3.75 (C) w TE obecne sq komdrki CDX2+ (grot
biaty) oraz komadrki CDX2- (grot czerwony). Na stadiach E4.0 (D), E5.0 (E) i E6.0 (F) marker CDX2 obecny jest we
wszystkich komdrkach TE. Uzyte markery: TE-CDX2, jgdra komdrkowe- barwnik Hoechst (A). Zdjecia: A, C, D — A.
Piliszek, B, E, F — A. Chofoniewska.
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Rycina 2. Réznicowanie linii EPI i PrE w przedimplantacyjnych zarodkach kralika in vivo. Pierwsze komdrki PrE (SOX17+)
wykrywane sq w ICM w stadium E3.25 (A). W stadiach E3.5 (B) i E3.75 (C) w ICM komdrki SOX17 i SOX2 sq ze sobgq
przemieszane. W stadium E4.0 (D) w ICM komdrki wykazujgce obecnos¢ markera SOX17 otaczajq pierscieniem grupe
komdrek SOX2. W stadiach E5.0 (E) i E6.0 (F) komdrki SOX17 tworzq warstwe komdérek pod komorkami TE, natomiast
komorki SOX2 usytuowane sq na jednym z biegundw blastocysty. Uzyte markery linii komdrkowych: EPI-SOX2, PrE-
SOX17, jgdra komdérkowe- barwnik Hoechst. Zdjecia: A, C, D — A. Piliszek, B, E, F — A. Chofoniewska.
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Od stadium E3.25 w zarodkach kroéliczych zwieksza sie udziat komérek zrézinicowanych. W
zarodkach w stadium E3.25 komérki zréznicowane stanowig jedynie 2% wszystkich komdrek zarodka
(1% CDX2 i 1% SOX17) a 98% stanowig komorki CDX2-/SOX2-/SOX17-. W zarodkach E3.5 komoérki
zréznicowane stanowig okoto 41% wszystkich komoérek, z czego 23% CDX2+, 13% SOX2+ i 6% SOX17+.
W zarodkach E3.75 komoérki zréznicowane stanowig 52% wszystkich komérek z czego 25% CDX2+, 18%
SOX2+ i 9% SOX17+. W zarodkach E4.0 komdrki zréznicowane stanowig 100% wszystkich komoérek, z
czego najwiece] jest komdrek CDX2+ (57%), komarki SOX2+ stanowig 11% a SOX17+ 32%. W zarodkach
E5.0 i E6.0, komdrki CDX2 stanowig okoto 45% wszystkich komdrek zarodka, podobnie jak komorki
SOX17 (46%), natomiast komorki SOX2+ stanowig kolejno 11% i 9% wszystkich komorek zarodka.
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Stadia rozwoju zarodkow kroliczych in vivo

Wykres 1. Udziat procentowy komdrek wykazujgcych obecnos¢ markerdw linii: trofektodermy — CDX2, epiblastu —SOX2 oraz
endodermy pierwotnej — SOX17, w zarodkach krdlika rozwijajgcych sie in vivo, pozyskanych na stadiach rozwoju: E3.0, E3.25,
E3.5, E3.75, E4.0, E5.0, E6.0.

Markery pierwszych linii komdérkowych: CDX2, SOX2 oraz SOX17, obecne s3 w zarodkach
kroliczych od stadium wczesnej blastocysty. Marker trofektodemy — CDX2 oraz marker endodermy
pierwotnej — SOX17 pojawiaja sie w pojedynczych komdrkach zarodka w stadium E3.25. W stadium
E3.5 zaczyna by¢ wykrywany marker komorek epiblastu — SOX2. Od stadium E3.25 do stadium E4.0,
w zarodkach obecne s3 takze komdérki nie posiadajagce markeréw pierwszych linii komdérkowych,
jednak wraz z rozwojem zarodka ich udziat procentowy maleje. Od stadium E4.0, kazda komadrka

zarodka nalezy do jednej z trzech linii komérkowych TE, EPI lub PrE.

6.2 Aktywnos¢ szlakdw metabolicznych w rozwoju przedimplantacyjnym zarodkéw krélika

Jednym ze szlakéw metabolicznych dostarczajgcym substratéw w do produkcji ATP w zarodkach

ssakow jest szlak B-oksydacyjny. Aktywnosé¢ szlaku B-oksydacyjnego nie byta do tej pory badana w
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zarodkach kréliczych. W celu zbadania aktywnosci szlaku B-oksydacyjnego, wykorzystano inhibitor
etomoxir (ETMOX), blokujacy biatko CPT1B na zewnetrznej btonie mitochondrium.

W grupie hodowanej z ETMOX w rozcieiczeniu 0,1 — 57% zarodkdw osiggneto stadium 2- lub 4-
komodrkowe i nie podjeto dalszego rozwoju, natomiast w grupach: 0,0001, 0,001, 0,01 odpowiednio
89%, 100% i 88% zarodkdw przeszto proces kompakcji, 89%, 94%, 81% osiggneto stadium moruli, a
89% 69%, 44% zarodkdw wytworzyto jamke i rozwineto sie do stadium blastocysty (Tabela 2). W
poréwnaniu z grupg kontrolng, w ktérej 90% zarodkéw rozwineto sie do stadium blastocyst
zauwazono, ze ETMOX w rozcienczeniu 0,0001, nie wptywa na aktywnos$¢ szlaku B-oksydacyjnego.
Natomiast ETMOX w rozciericzeniach 0,001 i 0,01 zmniejsza procent uzyskanych blastocyst, co moze
wskazywac na istotng role szlaku B-oksydacyjnego w dostarczaniu energii uzytecznej w procesie
kawitacji.

Tabela 2. Aktywnosc szlaku 8-oksydacyjnego w przedimplantacyjnych zarodkach krélika. W tabeli 9 przedstawiono procent

zarodkow, hodowanych w obecnosci inhibitora szlaku metabolicznego 8-oksydacyjnego, ktore w czasie obserwacji, czyli 48,
72, 96 i 120 hpc osiggnety dane stadium rozwoju. Uzyty inhibitor: Etomoxir (ETMOX)

HODOWLA ZARODKOW Z INHIBITOREM
SZLAKU B-OKSYDACYJNEGO
Stadiu stadium 2-
mw . /4-
Inhibitor Rozcienczenie zarodko , kompakcja Morula Kawitacja | blastocysta
hodowl w komérkow
i e
Zygota
KONTROL 0,001 ve 29 100% 100% 97% 93% 90%
A-Emsure
ETMOX 0,0001 Zygota 9 100% 89% 89% 89% 89%
ETMOX 0,001 Zygota 16 100% 100% 94% 69% 69%
ETMOX 0,01 Zygota 16 100% 88% 81% 44% 44%
ETMOX 0,1 Zygota 7 57% 0% 0% 0% 0%

Glikoliza jest jednym z kluczowych szlakdw metabolicznych wykorzystywanym przez komorki
do produkcji energii w postaci ATP oraz innych substratéw niezbednych w procesach metabolicznych
m.in. pirogronianu i NADH. W celu potwierdzenia czy w RDH — standardowej pozywce wykorzystywane;j
w Zakfadzie Embriologii Doswiadczalnej IGBZ, uzyskamy podobne wyniki dotyczace aktywnosci i

2, uzyto dwdch

wptywu szlaku glikolizy na rozwdj zarodkéw kroéliczych, co inne grupy badawcze
inhibitorow: 2-deoksyglukozy (DDGLU) i kwasu 3-bromopirogronowy (3-BP).
Aktywnos$¢ DDGLU zbadano wykorzystujgc 3 rozcienczenia inhibitora: 0,001, 0,01 i 0,1. W
grupie DDGLU odpowiednio 78%, 94%, 100% rozwineto sie do stadium moruli a 78%, 59%, 63%
osiggneto stadium blastocysty (Tabela 3). Zarodki, ktére nie rozwinety sie do stadium moruli,

zatrzymaty sie w rozwoju w stadium zygoty.
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W grupie 3-BP hodowano zarodki w 2 rozcienczeniach inhibitora: 0,001 i 0,01. W grupie 0,001
— 100% zarodkéw rozwineto sie do stadium blastocysty, natomiast w grupie 0,01 69% zarodkdéw
rozwineto sie do stadium blastocysty. Otrzymane wyniki wskazujg, ze w zarodkach krdlika na etapie
bruzdkowania szlak glikolizy nie jest niezbedny dla rozwoju zarodka. Natomiast wydaje sie, ze od
stadium moruli, zablokowanie szlaku glikolizy niekorzystnie wptywa na rozwdj zarodkdéw. Efekt ten

jednak nie jest radykalny, mimo uzycia wysokiego stezenia inhibitora - 0,1 (DDGLU) i 0,01 (3-BP).

Tabela 3. Aktywnos¢ szklaku glikolizy w przedimplantacyjnych zarodkach krélika. W tabeli przedstawiono procent zarodkéw,
hodowanych w obecnosci inhibitoréw szlaku metabolicznego — glikolizy, ktére w czasie obserwacji, czyli po 48, 72, 96 i 120
hpc w osiggnety okreslone stadium rozwoju. Uzyte inhibitory: 2-deoxyglukoza (DDGLU), kwas bromopirogronowy (3-BP).

HODOWLA ZARODKOW Z INHIBITORAMI GLIKOLIZY
. stadium
stadium 2./
Inhibitor Rozcienczenie w l. zarodkéw , kompakcja | morula kawitacja | blastocysta
hodowli komdrko
we
KOEN n-::ﬁtA 0,001 Zygota 29 100% 100% 97% 93% 90%
DDGLU 0,001 Zygota 9 100% 78% 78% 78% 78%
DDGLU 0,01 Zygota 17 100% 94% 94% 59% 59%
DDGLU 0,1 Zygota 16 100% 100% 100% 63% 63%
3-BP 0,001 Zygota 18 100% 100% 100% 100% 89%
3-BP 0,01 Zygota 13 100% 92% 77% 69% 69%

Szlak pentozofosforanowy (PPP) jest Scisle zwigzany ze szlakiem glikolizy. Produkty glikolizy
kierowane sg jako substraty do tworzenia NADPH oraz rybozo-5-fosforanu (R5P) i ksylulozo-5-
fosforanu (X5P) w szlaku PPP. W celu zbadania aktywnosci szlaku pentozofosforanowego (PPP) uzyto
dwdch inhibitoréw: DPI (diphenyleneiodonium 3#) i 6-AN (6-aminonikotynamid >7).

Zarodki hodowane w inhibitorze DPI, zaréwno w rozcieficzeniu 0,0001 jak i 0,00001 nie
podejmujg podziatéw komérkowych i obumierajg w stadium zygoty. Podobny efekt zaobserwowano
jesli hodowle w inhibitorze DPI rozpoczeto od stadium moruli (Tabela 4).

W grupie hodowanej z 6-AN uzyto inhibitora w dwdch rozciericzeniach: 0,000002 i 0,00002. W
grupie 6-AN w rozcieiczeniu 0,000002 — 88% zarodkdéw rozwineto sie do stadium moruli, 75%
zarodkow rozpoczeto kwitacje a 50% zarodkdw rozwineto sie do stadium blastocysty. W grupie 0,00002
— 86% zarodkdéw rozwineto sie do stadium blastocysty. Uzyskane wyniki sg niejednoznaczne. Hodowla
z wykorzystaniem inhibitora DPI, wskazuje na istotng role szlaku PPP w rozwoju zarodkdéw krélika.
Natomiast hodowla z wykorzystaniem inhibitora 6-AN w rozciericzeniu 0,000002, wptywa zmniejszenie

ilosci uzyskanych w hodowli blastocyst (50%), jednak efekt jest stabszy niz w przypadku DPI (0%).
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Tabela 4. Aktywnosc szklaku pentozofosforanowego (PPP) w przedimplantacyjnych zarodkach krolika. W tabeli

przedstawiono procent zarodkéw, hodowanych w obecnosci inhibitoréw szlaku metabolicznego — pentozofosforanowego
(PPP), ktére w czasie obserwacji, czyli 48, 72, 96 i 120 hpc w osiggnety okreslone stadium rozwoju. UzZyte inhibitory:

diphenyleneiodonium (DPI), 6-aminonikotynamid (6-AN).

HODOWLA ZARODKOW Z INHIBITORAMI
SZLAKU PENTOZOFOSFORANOWEGO

stadium l. stadium 2-
Inhibitor Rozcieniczenie w zarodk /4- kompakcja morula kawitacja | Blastocysta
hodowli ow komoérkowe
K(?gl ;Z%LA 0,001 zygota 24 100% 96% 67% 33% 33%
DPI 0,00001 zygota 16 0% 0% 0% 0% 0%
DPI 0,0001 zygota 16 0% 0% 0% 0% 0%
DPI 0,00001 morula 8 — — 100% 0% 0%
DPI 0,0001 morula 8 - - 100% 0% 0%
6-AN 0,0000002 zygota 8 100% 88% 88% 75% 50%
6-AN 0,000002 zygota 7 100% 86% 86% 86% 86%

Fosforylacja oksydacyjna (OXPHOS) obok glikolizy, jest jednym z gtéwnych szlakdéw, w ktorym

z pirogronianu pozyskiwana jest energia oraz substraty niezbedne do rozwoju komodrek. W celu

zbadania aktywnosci szlaku fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS), zostaty zastosowane 3 inhibitory:

antymycyna A (ANTY-A), 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF) oraz IACS-010759 (IACS). Rozpuszczalnikiem dla

inhibitorow ANTY-A i IACS, byto DMSO, zatem grupe kontrolng dla tych inhibitoréw stanowita hodowla

w pozywce RDH z dodatkiem DMSO (rozcieniczenie 0,001). Rozpuszczalnikiem 2,4-DNF, byt metanol,

zatem grupe kontrolng dla hodowli z tym inhibitorem stanowita hodowla w pozywce RDH z dodatkiem

metanolu (rozcienczenie 0,01). Aktywnos¢ OXPHOS, badana byta w zarodkach na hodowanych od

stadium zygoty i moruli.
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Tabela 5. Aktywnos¢ szklaku fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS) w przedimplantacyjnych zarodkach krélika. W tabeli
przedstawiono procent zarodkéw, hodowanych w obecnosci inhibitoréw szlaku metabolicznego — fosforylacji oksydacyjnej
(OXPHOS), ktére w czasie obserwacji, czyli 48, 72, 96 i 120 hpc w osiggnety okreslone stadium rozwoju. Uzyte inhibitory:
antymycyna—A (ANTY-A), IACS-010759 (IACS), 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF).

HODOWLA ZARODKOW Z INHIBITORAMI
SZLAKU FOSFORYLACJI OKSYDACYJNEJ
stadium | stadium 2-
Inhibitor Stezenie w L /4- kompakcja morula kawitacja Blastocysta
hodowli zarodkow komaérkowe
KONTROLA -

0 DM SOO 0,001 zygota 24 100% 96% 67% 33% 33%
ANTY-A 0,0001 zygota 17 18% 0% 0% 0% 0%
ANTY-A 0,001 zygota 18 22% 0% 0% 0% 0%
ANTY-A 0,0001 | morula 7 — — 100% 0% 0%
ANTY-A 0,001 morula 15 — — 100% 0% 0%

IACS 0,0001 zygota 8 100% 88% 88% 75% 63%
IACS 0,001 zygota 15 87% 60% 60% 47% 40%
IACS 0,001 morula 7 = = 100% 71% 28%
Kon':';:géf\ i 0,01 zygota 25 100% 92% 92% 60% 60%
2,4-DNF 0,001 zygota 10 90% 0% 0% 0% 0%
2,4-DNF 0,01 zygota 8 50% 0% 0% 0% 0%
2,4-DNF 0,001 morula 7 = = 100% 57% 57%

W grupie ANTY-A zarodki w dwéch stadiach rozwoju, hodowano w rozciericzeniach: 0,0001
oraz 0,001. Okoto 80% zarodkéw hodowlanych od zygoty nie podjeto rozwoju i zatrzymato sie w tym
stadium. Zarodki hodowane od moruli réwniez nie podjety rozwoju i obumarty (Tabela 5).

W grupie 2,4-DNF uzyto dwodch rozcieficzen: 0,001 oraz 0,01. Odpowiednio 90% i 50%
zarodkéw hodowanych od stadium zygoty rozwineto sie do stadium 2-4-komérkowego lecz nie podjeto
dalszego rozwoju. W grupie hodowanej od moruli 57% zarodkdéw rozwineto sie do stadium blastocysty
(Tabela 5).

Inhibitor IACS nie byt do tej pory stosowany do inhibicji OXPHOS w zarodkach. W celu zbadania
aktywnosci IACS na OXPHOS, uzyto inhibitora w 2 rozcieficzeniach: 0,0001 i 0,001. Kiedy uzyto IACS w
rozciedczeniu 0,0001, liczba zarodkéw osiggajacych poszczegdlne stadia rozwoju malata: 88%
zarodkow rozwineto sie do stadium moruli, 75% zarodkéw rozpoczeto proces kawitacji a 63% zarodkow
rozwineto sie do stadium blastocysty. Podobnie byto w grupie 0,001: 60% rozpoczeto kompakcje i
rozwineto sie do stadium moruli, 47% zarodkéw rozpoczeto kawitacje a 40% zarodkéw rozwineto sie
do stadium blastocysty (Tabela 5). Jednak podobny wynik co w grupie 0,001 IACS, otrzymano w grupie
kontrolnej o takiej samej zawarto$ci DMSO, co moze wskazywac na cytotoksyczny efekt samego DMSO,

a nie uzytego inhibitora. Powyzsze wyniki wskazujg, ze szlak fosforylacji oksydacyjnej w zarodkach

16



krolika jest aktywny od stadium zygoty i moze by¢ zablokowany przez inhibitory: antymycyne-A oraz

2,4-dinitrofenol.

Rozwéj przedimplantacyjnych zarodkéw krélika hodowanych in vitro, podobnie jak innych
ssakéw, na etapie bruzdkowania (do stadium moruli) kontrolowany jest przez szlak fosforylacji
oksydacyjnej. Od stadium moruli (72 hpc) wzrasta aktywnos¢ innych szlakéw metabolicznych:
glikolizy oraz szlaku B-oksydacyjnego.

6.3 Analiza wptywu poziomu stezenia tlenu i rodzaju dodatku biatkowego na rozwdj i
réznicowanie przedimplantacyjnych zarodkéw krélika w warunkach hodowli in vitro

W celu zbadania wptyw poziomu stezenia tlenu i rodzaju dodatku biatkowego na rozwdj i
réznicowanie zarodkéw kroélika w hodowli in vitro, zarodki od stadium zygoty hodowano w jednym z
dwoch stezen tlenu: 5% oraz atmosferycznym (~21%); wykorzystujac do hodowli pozywke RDH
suplementowang jednym z trzech dodatkdéw biatkowych: BSA, FBS lub KSR. Kontrolg doswiadczenia
byta hodowla zarodkéw w pozywce RDH bez dodatku biatkowego. Zarodki hodowano przez 124-126
godzin, do osiggniecia stadium 6 dpc. Zarodki, ktére osiggnety stadium blastocysty poddano barwieniu
immunocytochemicznemu na obecnosé markerdw linii komdérkowych TE - CDX2, EPI - SOX2 oraz PrE —
SOX17.

Dodatkowo czes¢ zarodkdw poddano analizie morfokinetycznej wykorzystujac dane z filmow
poklatkowych wykonywanych metodg time-lapse. Zarodki, ktérych uzyto do analizy morfokinetyki
hodowane byty w dwdch stezeniach tlenu 5% lub 21%, w pozywce RDH suplementowanej jednym z
dwéch dodatkow biatkowych: BSA lub KSR. Grupe kontrolg doswiadczenia stanowita hodowla w
pozywce RDH bez dodatkéw biatkowych.

Otrzymane dane pozwolity na scharakteryzowanie wptywu poszczegélnych warunkéow hodowli
in vitro na rozwéj zarodkéw kroéliczych. Nastepnie za pomocg analizy wariancji okreslono wptyw
poszczegoélnych czynnikéw: (stezenie tlenu i rodzaj dodatku biatkowego) oraz ich interakcji na
réznicowanie zarodkdw. Dane uzyskane z filméw poklatkowych postuzyty do analizy korelacji miedzy
czasem osiggania poszczegélnych stadidéw rozwojowych a rdéznicowaniem zarodkdw. Korcowym
etapem badan byto poréwnanie pod wzgledem réznicowania komodrek pierwszych linii komdrkowych
zarodkéw hodowanych in vitro z zastosowaniem badanych czynnikéw z zarodkami rozwijajgcymi sie in

vivo.

17



W trakcie badan zaobserwowano, ze zarodki krélika hodowane in vitro nie wykluwaty sie
(Rycina 3 — A) lub wykluwaty sie z ostonek czesciowo (Rycina 3 — B, C), co skutkowato zjawiskiem
okreslanym jako ,,wyklucie 6semkowe” (8 shape hatching — Rycina 3 — B) lub ,,przepuklina” (herniation
—Rycina 3-C) %%,

W warunkach ~21% stezenia O,, w grupie kontrolnej 71% zarodkdéw osiggneto stadium

blastocysty, natomiast we wszystkich trzech grupach z dodatkami biatkowymi: BSA, FBS i KSR, okoto

Swiatto
przechodzgce

Hoechst

Rycina 3. Morfologia zarodkéw krélika hodowanych in vitro. Zarodki osiggaty stadium blastocysty niewyklutej (A) lub
wyklutej (B, C). Zarodki utrwalone, mechanicznie pozbawione ostonek.

85% osiggneto stadium blastocysty (Wykres 2, stezenie tlenu: 21%, kolumny btekitne). Ponadto w
grupie kontrolnej 65% zarodkéw wykluto sie, natomiast w grupach z dodatkami biatkowymi: BSA, FBS
i KSR, wykluto sie odpowiednio 55%, 67% i 77% zarodkéw (Wykres 2, stezenie O,: 21%, kolumny
rézowe). W warunkach 5% stezenia O,, grupie kontrolnej 94% zarodkéw osiggneto stadium
blastocysty, natomiast w grupach z dodatkami biatkowymi: BSA — 87% zarodkdéw, FBS — 81% zarodkow
i KSR —77% zarodkéw osiggneto stadium blastocysty (Wykres 1, stezenie tlenu: 5%, kolumny btekitne).
Ponadto w grupie kontrolnej 78% zarodkéw wykluto sie, natomiast w grupach z dodatkami biatkowymi:
BSA, FBS i KSR, wykluto sie odpowiednio 55%, 72% i 59% zarodkéw (Wykres 2, stezenie tlenu: 5%,

kolumny rézowe).
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Wykres 2. Procent zarodkdw krdlika hodowanych od stadium zygoty do stadium 6 dpc, ktore osiggnety stadium blastocysty
oraz procent zarodkow wyklutych. Hodowla prowadzona byta w pozywce RDH z jednym z trzech dodatkéw biatkowych (BSA,
FBS, KSR) lub bez dodatku biatkowego (kontrola) oraz w dwdch stezeniach tlenu: 5% i 21%. Stupki niepewnosci oznaczajq 68%
przedziat ufnosci dla odsetka obliczony metodqg Wilsona.

Najwiecej zarodkéow (94%) rozwineto sie do stadium blastocysty i wykluto (78%) przy
zastosowaniu w hodowli pozywki RDH bez dodatku biatkowego, w warunkach 5% stezenia tlenu.

Zarodki, ktére osiggnety stadium blastocysty analizowane byly pod wzgledem catkowitej liczby

komérek (Wykres 3, A) oraz markeréw pierwszych linii komdrkowych: TE (CDX2 — Wykres 3, B); EPI

(SOX2 — Wykres 3, C); PrE (SOX17 — Wykres 3, D).

A 250

2004

150~

100

liczba komérek w zarodku

liczba komorek
SOX2-pozytywnych w zarodku
- n n w @ 'S
@ =] X 8 & &
1 L 1 L 1 L

3
1

o
1

kontrola

stezenie tlenu
. 21%
= 5%
BSA FBS KSR
-
stezenie tlenu
1%
3 5%
kontrola BSA FBS KSR

liczba komérek
SOX17-pozytywnych w zarodku

liczba komérek
CDX2-pozytywnych w zarodku

80

n
3
1

IS
8
1

8
Il

N
=3
1

0

3
1

a
S
1

0

stezenie tlenu
= 21%
— 5%

kontrola

BSA

FBS

KSR

stezenie tienu
- 21%
1 5%

kontrola

BSA

FBS

KSR

Wykres 3. Udziat procentowy komdrek niezréznicowanych (kolor szary) i zréznicowanych na trzy pierwsze linie
komdrkowe: TE-CDX2 (kolor zielony), EPI-SOX2 (kolor biaty), PrE-SOX17 (kolor czerwony) w zarodkach hodowanych

w dwdch stezeniach tlenu, w pozywce RDH z jednym z trzech dodatkdw biatkowych: BSA, FBS, KSR lub bez
dodatkéw (kontrola).
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W przedimplantacyjnych zarodkach krolika rozwijajgcych sie in vitro, okreslono udziat
procentowy poszczegdlnych linii komdrkowych w zarodkach z kazdej grupy doswiadczalnej: kontrola
21%i5%, BSA 21% i 5%, FBS 21% i 5% oraz KSR 21% i 5% (Wykres 4). Zarodki hodowane w 5% stezeniu
O, miaty srednio wiekszy udziat, komodrek zréznicowanych w poréwnaniu z zarodkami hodowanymi w
~21% stezeniu O,, zarowno w kontroli (65% vs. 29%) jak i przy zastosowaniu ktoregokolwiek z
dodatkéw biatkowych: BSA (30% vs. 17%), FBS (32% vs. 22%) lub KSR (59% vs. 56%) (Wykres 4).
Najwiekszy udziat komérek CDX2+ obserwowano grupie KSR hodowanej w ~21% stezeniu O, (39%).
Najwiekszy udziat komérek SOX2+ i SOX17+ obserwowano grupie kontrolnej hodowanej w 5% stezeniu

0,(18% i 23%).
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Wykres 4. Srednia catkowita liczba komdrek (A) oraz komérek wykazujgcych obecnosé markeréw poszczegdinych linii
komdrkowych: CDX2 — trofektoderma (B), SOX2 — epiblast (C) i SOX17 — endoderma pierwotna (D), w zarodkach

hodowanych w dwdch stezeniach tlenu oraz w pozywce RDH z dodatkiem biatkowym (BSA, FBS i KSR) lub bez dodatku
(kontrola). p—wartos¢: **** —p < 0,001; *** —p < 0,005; **—p <0,01,*—p < 0,05; . — p < 0,1 (test Kruskala—Wallisa).

Hodowla zarodkow kréliczych w pozywce RDH w 5% stezeniu O, ma wpltyw na zwiekszenie
ogolnej liczby komoérek zarodkéw oraz liczby komérek CDX2+, SOX2+ i SOX17+ w poréwnaniu z
hodowla w ~21% stezeniu O,. Ponadto zauwazono, Zze mimo osiggania stadium blastocysty 6 dpc,
zarodki krélicze hodowane in vitro sktadajg sie w znacznej liczbie z komdrek niewykazujacych
obecnosci markeréow CDX2, SOX2 i SOX17. Warunki, w ktérych stwierdzono najwiekszy procent
komorek zréinicowanych to: hodowla bez dodatku biatkowego w tlenie o steieniu 5% (65%),
hodowla z dodatkiem KSR w 5% stezeniu O, (59%) oraz hodowla z dodatkiem KSR w ~21% stezeniu

0 (56%). Dodatek KSR ,,niweluje” negatywny wplyw hodowli w 21% stezeniu tlenu.

W celu zbadania hipotezy o wptywie stezenia tlenu (czynnik 1) i rodzaju dodatku biatkowego

(czynnik 2), oraz wptywie interakcji miedzy tymi czynnikami na rozwdj zarodkéw, przeprowadzono
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analize statystyczng z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Analizie podlegat
wptyw czynnikdw na: catkowitg liczbe komérek w zarodkach (Wykres 5 — A), oraz liczbe komodrek
wykazujgcych obecnos$é markerow poszczegdlnych linii komérkowych: CDX2 (Wykres 5 — B), SOX2
(Wykres 5 — C), SOX17 (Wykres 5 — D). Na Wykresie 5, w tabelach znajdujg sie liczby stopni swobody
(df), wartosci statystyki F (F) oraz p-wartosci (PR>F) dla wykonanej 2-czynnikowe] analizy wariancji
(ANOVA), zas na wykresach przedstawiono wystepowanie (linie czerwona i niebieska przecinajg sie)
lub brak (nieprzecinajace sie linie czerwona i niebieska) interakcji miedzy czynnikami.

Jak wynika z analizy wariancji, na catkowitg liczbe komérek zarodka wyrazny wptyw ma uzycie
wybranego dodatku biatkowego (p<10°), za$ zaréwno wptyw poziomu tlenu (p<0,05), jak i wptyw
interakcji miedzy badanymi czynnikami byty na granicy istotnosci statystycznej (p<0,05) (Wykres 5 —
A). Analiza wykresu interakcji wskazuje na zwiekszenie catkowite] liczby komdrek w zarodku przy
zastosowaniu 5% stezenia O, w grupach: kontrolnej, BSA i FBS (Wykres 5 — A).

Statystycznie istotny wptyw na liczbe komdrek CDX2+ ma rodzaj zastosowanego dodatku
biatkowego (p<103) oraz interakcji miedzy dodatkiem biatkowym a stezeniem tlenu (p<10°®), lecz nie
ma podstaw do uznania wptywu stezenia tlenu za znaczacy (p<0,05). Analiza wykresu interakgcji
wskazuje na zwiekszenie liczby komdrek CDX przy zastosowaniu 5% stezenia O, w hodowli zarodkéw
bez dodatku biatkowego lub z dodatkiem BSA i FBS za$ nie dla KSR. (Wykres 5 — B).

W przypadku SOX2 i SOX17 zaréwno stezenie tlenu (odpowiednio: p<107*, 107°), jak i rodzaj
dodatku biatkowego w pozywce byly istotne statystycznie (odpowiednio: p<10~, 107%). Interakcje
miedzy badanymi czynnikami nie byty istotne statystycznie (p<:0,05 w obu przypadkach). Zastosowanie
5% stezenia O, w warunkach hodowli wyrazZnie zwieksza w zarodkach liczbe komdérek SOX2 (Wykres 5

—C) i SOX17 (Wykres 5 — D).
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Wykres 5. Badanie wpfywu czynnikéw: stezenie tlenu i rodzaj dodatku biatkowego oraz ich interakcji, na catkowitq liczbe
komdérek (A), liczbe komdrek CDX2 (B), liczbe komdrek (SOX2) oraz liczbe komdrek SOX17 (D), za pomocq dwuczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA). Na wykresach pokazana jest interakcja miedzy czynnikami. df - liczba stopni swobody, F -
wartosc statystyki F-Snedecora, PR(>F) - p-wartosc.

Zastosowanie 5% stezenia O, w hodowli in vitro zarodkéw krélika, zwieksza zaréwno ogdlng
liczbe komdrek, jak i liczbe komodrek poszczegdlnych linii komérkowych. Obserwacja ta jest
prawdziwa w grupie kontrolnej oraz dla dodatkéw BSA i FBS, lecz nie dla KSR. W hodowlach z
dodatkiem KSR uzyskiwano zarodki ze srednio mniejszg liczbg komoérek przy zastosowaniu 5%
stezenia O niz przy zastosowaniu ~21% stezenia O.. Ponadto zastosowanie KSR zwiekszato odsetek
komoérek CDX2+ wzgledem grupy kontrolnej a procent ten byt wiekszy w hodowli z atmosferycznym

stezeniem tlenu niz w hodowli z 5% stezeniem tlenu.
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Analiza filméw poklatkowych umozliwita okreslenie czasu rozpoczecia nastepujgcych stadiow:
2-komérkowego (2-kom.), 4-komdrkowego (4-kom.), kompakcji, moruli, kawitacji oraz (jesli zachodzi)
wykluwania sie blastocysty z ostonek (Rycina 4). Kompakcjg okreslono stadium, w ktérym po raz
pierwszy blastomery zarodka zaczynajg do siebie Scislej przylegaé i zacierajg sie granice miedzy nimi.
Morulg okreslono stadium, w ktérym komorki zarodka przylegajg do siebie tak scisle, ze catkowicie
zacierajg sie widoczne dla oka granice przylegania. W monitorowanych zarodkach, powyzej stadium 4-
kompakcja morula kawitacja wyklucie

2-kom. 4-kom.

Rycina 4. Przyktadowe zdjecia zarodkow krdlika rozwijajqcych sie in vitro w systemie PrimoVision na poszczegdinych stadiach
rozwoju Stadia te byty brane pod uwage w analizie morfokinetyczne;.

komérkowego, nie udato sie policzy¢ doktadnej liczby blastomerdw. Blastomery w zarodkach kréliczych
dzielg sie szybko, a maksymalna czestotliwos¢ wykonywania zdje¢ w systemie PrimoVision (co 10
minut) w wielu przypadkach nie pozwalata na ustalenie doktadnego poczatku stadium 8-komorkowego
czy 16-komdrkowego. W zwigzku z tym, stadia te nie zostaty uwzglednione na wykresach.

Sredni czas osiggania poszczegdlnych stadidw rozwojowych dla wszystkich grup

doswiadczalnych i kontrolnych przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6 Sredni czas (w godzinach po kryciu, hpc) rozpoczecia poszczegdinych stadiow rozwoju dla zarodkéw kréliczych
hodowanych in vitro w 5% lub ~21% stezeniu tlenu, w pozywce RDH z dodatkami biatkowymi: BSA lub KSR oraz w pozywce
bez dodatku biatkowego (kontrola)

2-kom. 4-kom. kompakcja morula kawitacja wyklucie
stezenie | dodatek | Srednia Srednia Srednia Srednia Srednia Srednia
tlenu biatkowy | (hpc) SE (hpc) SE (hpc) SE (hpc) SE (hpc) SE (hpc) SE
BSA 25,0 0,9 31,2 1,0 48,8 2,4 71,8 1,4 | 80,3 1,6 95,3 2,5
5% KSR 26,7 1,2 32,1 1,2 50,2 2,4 71,5 3,0 | 98,7 50| 115,7 | 9,9

kontrola| 24,7 (06| 29,7 |08 | 435a |18 | 714 |19 | 836 |20 | 90,6 | 52

BSA 282 (07| 346 |12 | 528 |23| 750 (09| 81,6 | 1,0 | 103,0 | 4,7

21% KSR 298 | 09| 350 | 08| 53,0 13| 77,8 | 29| 97,0 | 3,7 | 1243 | 4,4

kontrola | 23,8 | 0,4 | 285 1,0 | 41,5 11| 758 | 18| 856 | 2,0 | 100,7 | 2,6

Analiza morfokinetyki zarodkdw hodowanych w 5% stezeniu O, wskazuje, ze na etapie
bruzdkowania (od zygoty do stadium moruli) zarodki osiggajg poszczegdlne stadia rozwoju w
podobnym czasie niezaleznie od uzytego dodatku biatkowego (Tabela 8, Wykres 6). Zauwazono
rowniez, ze $redni czas do osiggniecia przez zarodki krélicze stadium moruli wynosi 71 hpc i jest niemal
jednakowy w grupach doswiadczalnych: BSA (71 hpc, SE=1) i KSR (71 hpc, SE=3) oraz grupie kontrolnej
(71 hpc, SE=1). W grupie doswiadczalnej, gdzie dodatkiem biatkowym byt KSR, czas do rozpoczecia

kawitacji byt znaczgco dtuzszy w porédwnaniu z BSA (p<0,005) i granicznie dtuzszy w poréwnaniu z
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kontrolg (p<0,05). Wykluwanie sie zarodkéw hodowanych z dodatkiem KRS, réwniez nastepowato

pozniej niz grupie kontrolnej i BSA
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Wykres 6 Analiza filméw poklatkowych z rozwoju przedimplantacyjnych zarodkéw krélika w warunkach tlenu 5% dla grup
doswiadczalnych BSA (kolor pomarariczowy) i KSR (kolor zielony) oraz grupy kontrolnej (kolor niebieski). Na osiy oznaczono
czas po kryciu (hpc), na osi x kolejne stadia rozwojowe. P-wartos¢ **** —p < 0,001; *** —p < 0,005, **-p <0,01,*—p <
0,05; . —p < 0,1 (test Kruskala—Wallisa)

Analiza morfokinetyki zarodkdw hodowanych w ~21% stezeniu O; na etapie bruzdkowania
wskazuje na istotne rdznice w tempie osiggania poszczegdlnych stadidw rozwojowych, w zaleznosci od
uzytego dodatku biatkowego, w poréwnaniu z kontrolg (Tabela 8, Wykres 7). Zarodki krélika, w
pozywce bez dodatku biatkowego istotnie szybciej osiggajg stadium 2-komérkowe, 4-komdrkowe oraz

zaczynajg kompakcje niz zarodki w grupach doswiadczalnych BSA i KSR (p<0,005).
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Wykres 7 Analiza filmow poklatkowych z rozwoju przedimplantacyjnych zarodkdw krélika w warunkach tlenu
atmosferycznego dla grup doswiadczalnych BSA (kolor pomarariczowy) i KSR (kolor zielony) oraz grupy kontrolnej (kolor
niebieski). Na osi y oznaczono czas po kryciu (hpc), na osi x kolejne stadia rozwojowe. p—wartos¢ **** —p < 0,001; *** —p <
0,005; **—p <0,01,*—p <0,05;,. —p < 0,1 (test Kruskala—Wallisa)
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Pomimo istotnych rdéznic w tempie osiggania poszczegdlnych stadidow na etapie bruzdkowania
zauwazono, ze podobnie jak w przypadku hodowli w 5% stezeniu O, zarodki krélicze osiggajg stadium
moruli w podobnym czasie — $rednio 75 hpc, niezaleznie od uzytego dodatku biatkowego (grupa BSA:
75 hpc, SE=0,8; grupa KSR: 77 hpc, SE=2, grupa kontrolna 75 hpc, SE=1). W grupie kontrolnej czas, w
ktérym dochodzi do kawitacji i wykluwania sie wydaje sie byé krotszy w pordwnaniu z grupa
doswiadczalng KSR (kawitacja: p<0,05; wykluwanie: p<0,005). Widoczne sg réwniez rdznice miedzy
czasem kawitacji i wykluwania miedzy grupami BSA i KSR. W grupie BSA zarodki rozpoczynajg kawitacje
istotnie szybciej niz zarodki z grupy KSR (p<0,005) oraz wydaje sie, ze wykluwanie grupie BSA zachodzi

szybciej niz w grupie KSR (p<0,05).

W celu sprawdzenia czy istnieje zalezno$¢ monotoniczna miedzy obecnosciag markeréw
pierwszych linii komdérkowych a czasem osiggania przez zarodki kolejnych stadiéw rozwojowych,
wszystkie zarodki analizowane za pomocg systemu PrimoVision, potraktowano jako jedng grupe
badawczg, nie biorgc pod uwage warunkdéw tlenowych i dodatku biatkowego i wyznaczono macierz
korelacji metoda Spearmana (Wykres 11). Wartosci dodatnie oznaczajg pozytywng korelacje miedzy
czasem osiggniecia danego stadium a liczbg komdrek w zarodku (im wiecej czasu zajeto osiggniecie
danego stadium, tym wiecej byto komdrek danego rodzaju); wartosci ujemne — negatywng korelacje
(im mniej czasu zajeto osiggniecie danego stadium tym wiecej byto komorek danego rodzaju). Wartosci
bezwzgledne bliskie 1 (tj. -1 i 1) oznaczajg silng liniowg zalezno$¢ miedzy parg zmiennych; wartosci
bliskie 0 wskazujg na brak liniowej zaleznosci miedzy zmiennymi.

Na Wykresie 12 pokazano, ze catkowita liczba komadrek oraz liczba komdrek SOX2+ i SOX17+
jest negatywnie skorelowane z czasami osiggniecia wszystkich stadiéw rozwojowych (oprdécz kawitacja
vs SOX17), zas$ liczba komdrek CDX2+ ifgczna liczba zréznicowanych komdrek w zarodku — skorelowane
pozytywnie. Oznacza to, ze zarodki, ktére rozwijajg sie szybciej, majg zwykle wiecej komadrek oraz
wiecej komdrek SOX2+ i SOX17+, za$ te, ktdre rozwijajg sie wolniej — wiecej komdrek CDX2+.

W szczegdlnosci, catkowita liczba komorek jest negatywnie skorelowana (rho=-.37) z czasem
kawitacji, zatem im szybciej to stadium byto osiggane, tym wiecej komérek w 6 dniu hodowli liczyt dany
zarodek. Analogicznie liczba komdrek SOX2+ byfta negatywnie skorelowana (rho=-.34) z czasem
osiggniecia stadium 4-komadrkowego. Liczba komdrek SOX17+ nie wykazywata wyraznych korelacji z
obserwowanymi czasami rozpoczecia poszczegdlnych stadiéw. Odwrotnie niz catkowita liczba
komérek, oraz liczba SOX2+ i SOX17+, liczba komdrek CDX2+ byta pozytywnie skorelowana z czasem
osiggniecia stadium 2-komadrkowego (rho=0.50), z czasem kawitacji (rho=0.35) i czasem wykluwania
(rho=0.42). Oznacza to, ze im wiecej czasu zajeto osiggniecie tych stadiow, tym wiecej komdrek CDX2+

byto obserwowanych w zarodku. Podobnie, taczna liczba zréznicowanych komarek w zarodkach (zroz)
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byta pozytywnie skorelowana z czasem osiggniecia stadium 2-komdrkowego (rho=0.31) oraz kawitacji
(rho=0.31). Co ciekawe, taczna liczba zréznicowanych komaérek byta niezalezna od czasu osiggniecia
kompakgcji (rho=0.03) i stadium moruli (rho=-0.04), ale w zaleznosci od tego czasu, zmieniaty sie
proporcje zréznicowanych komaorek. Zarodki, ktore szybko osiggaty te stadia miaty (Srednio) wiecej
komodrek ogotem oraz SOX2+ i SOX17+; te zas, ktdre osiggaty te stadium stosunkowo wolno — wiecej

komorek CDX2+.
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Wykres 8. Macierz korelacji Spearmana pomiedzy czasami osiggania poszczegdlnych stadidw (os pionowa) i liczbq komdrek
(DAPI), bgdz komdrek zréznicowanych na poszczegdlne linie komdrkowe: TE-CDX2, EPI-SOX2, PrE-SOX17 oraz wszystkich
zréznicowanych komorek w zarodku (zroz=SOX2+SOX17+CDX2). Kolorem oznaczono wartos¢ korelacji Spearmana miedzy parq
"czas dojscia do stadium"-"liczba komdrek”.

Zarodki, ktdre osiggaly poszczegdlne stadia rozwojowe w krétszym czasie, maja zwykle
wiekszg catkowitg liczbe komdrek oraz wiecej komérek SOX2+ i SOX17+, zas$ te, ktdre rozwijajqg sie
wolniej — wiecej komoérek CDX2+.

W rozwijajacych sie in vivo zarodkach krdliczych w stadium E6.0 obserwowano obecnos¢
markerow wszystkich trzech linii komdrkowych we wszystkich komaorkach budujgcych zarodek (Rycina
2, F). Invivo stadium E6.0 charakteryzuje sie obecnoscig warstwy komérek endodermy pierwotnej (PrE)
pod warstwg komodrek trofektodermy (TE). Epiblast znajdujacy sie na jednym z biegundw blastocysty,
tworzy zwarta grupa komadrek SOX2+ (Rycina 2, F) z zewnatrz otoczona warstwg TE a od strony jamy
blastocysty komdérkami PrE.

W zarodkach kréliczych z hodowli in vitro 6 dpc wzér réznicowania przypominajacy ten w
zarodkach in vivo nie wystepuje. Niezaleznie od zastosowanego w hodowli stezenia tlenu czy rodzaju
dodatku biatkowego w zarodkach kréliczych hodowanych do stadium 6 dpc obserwowano znaczny
udziat komorek (od 35% do 83%) niewykazujgcych obecnosci markeréw charakterystycznych dla

pierwszych linii komdrkowych (Wykres 4, Rycina 5). Jest to widoczne szczegdlnie w komérkach
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trofektodermy, gdzie znaczna cze$¢ komorek wykazuje brak markera CDX2 (Rycina 5, A, B, C, czerwony
grot). Ponadto komorki epiblastu i endodermy pierwotnej sg ze sobg przemieszane i nie obserwujemy
warstwy komadrek PrE pod warstwg TE. Dodatkowo w zarodkach kréliczych hodowanych in vitro, ktére
sie wykluwaja, wyklucie jest zawsze czesciowe, co oznacza, ze zarodek przybiera ksztatt cyfry 8 (Rycina
5). W czesciowo wyklutej blastocyscie czesto nie jest mozliwe wyodrebnienie struktury wezta
zarodkowego. W przyktadowym zarodku z Ryciny 5, obserwujemy komérki SOX2+ w obu czesciach

zarodka (Rycina 5, C), natomiast komarki SOX17 tylko w jednej czesci zarodka (Rycina 5, D).

jadra komorkowe CDX2 SOX2

SOX17 natozenie

Rycina 5. Réznicowanie pierwszych linii komdrkowych w przyktadowym zarodku kréliczym w stadium 6 dpc rozwijajgcym
sie w hodowli in vitro. Uzyte markery linii komdrkowych: TE-CDX2 (B), EPI-SOX2 (C), PrE-SOX17 (D), jgdra komérkowe-
barwnik Hoechst (A). Wystepujgce w zarodkach 6 dpc komorki TE bez markera CDX2 zaznaczono czerwonym grotem.

W zarodkach kréliczych hodowanych in vitro do stadium 6 dpc, w przeciwieistwie do
zarodkow E6.0 in vivo, znaczna liczba komérek nie wykazywata obecnosci markeréw pierwszych linii
komaédrkowych. Obecnos¢ komérek niezréznicowanych, obserwowano w zarodkach hodowanych in
vitro w kazdym z wariantéw doswiadczenia, niezaleznie od uzytych dodatkéw biatkowych czy

stezenia tlenu.

6.4 Hodowla zarodkéw kréliczych w komercyjnych pozywkach w systemie: sekwencyjnym lub
jednoetapowym

Pozywki komercyjne wykorzystywane gtéwnie w klinikach in vitro do hodowli zarodkéw ludzkich,
wedtug producentdw zawierajg w swoim sktadzie substancje umozliwiajgce prawidtowy rozwdj

zarodka ludzkiego od zygoty do blastocysty. W tej czesci doswiadczen analizowano wptyw
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komercyjnych pozywek na rozwdj i powstawanie pierwszych linii komdrkowych w zarodkach krélika.
W doswiadczeniach uzyto pozywek dedykowanych do dwdch systeméw hodowli: sekwencyjnego i
jednoetapowego. W celu zbadania wptywu komponentu biatkowego, zarodki hodowano w dwéch
wariantach: z dodatkiem komponentu biatkowego: HSA lub BSA, oznaczone na wykresach jako ,,+” lub
bez dodatku biatkowego. Grupa kontrolna dla doswiadczen z uzyciem pozywek sekwencyjnych
(kontrola SEK/kontrola SEK+), byta hodowla zarodkéw z odnowieniem pozywki RDH/RDH+.

Hodowla zarodkdw krdliczych w pozywkach sekwencyjnych, bez dodatku biatkowego: G-1™/G-
2™ (Wykres 9 — G1G2) oraz Quinn’s Advantage™ Cleavage Medium/Quinn’s Advantage™ Blastocyst
Medium (Wykres 9 — QASM), wykazata najmniejszy odsetek uzyskanych blastocyst i wyklutych
zarodkdéw, w poréwnaniu z pozywka kontrolng bez dodatku biatkowego, jak i w poréwnaniu z pozywka
o takim samym sktadzie z dodatkiem biatkowym (Wykres 9 — G1G2+, QASM+). W przypadku hodowli
w pozywce G1G2 uzyskano rozwdj 43% zarodkdéw do stadium blastocysty oraz 21% wykluwajacych sie
zarodkow. W przypadku hodowli w pozywce QASM uzyskano rozwdj 44% zarodkéw do stadium
blastocysty oraz 33% wykluwajgcych sie zarodkéw. W pozywce kontrolnej bez dodatku biatkowego
(Wykres 9 — kontrola SEK), uzyskano rozwdj 94% zarodkéw do stadium blastocysty oraz 47%

wykluwajacych sie zarodkow.
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Wykres 9. Procent zarodkdw krdliczych, ktére w hodowli w poszczegdlnych pozywkach sekwencyjnych i jednoetapowych,
osiggnety stadium blastocysty (kolor niebieski) oraz procent blastocyst, ktore w hodowli zaczety sie wykluwac z ostonek
(kolor rézowy). Dla pozywek sekwencyjnych kontrolg byta hodowla zarodkéw w poZzywce RDH z odnowieniem pozywki po
osiggnieciu przez zarodki stadium kompakgji tj. 48 hpc. Dla pozywek jednoetapowych kontrolg byta hodowla ciggta w
pozywce RDH. ,,+” oznacza pozywke suplementowang komponentem biatkowym: BSA (kontrola+, QASM+, Global+) lub HSA
(G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). Stupki niepewnosci oznaczajq 68% przedziat ufnosci dla odsetka obliczony metodg Wilsona.

Pozywki komercyjne, umozliwiajgce hodowle zarodkéw w systemie jednoetapowym, uzyte w
doswiadczeniach to: Global®(Wykres 9 — Global) oraz pozywka SAGE-1 step (Wykres 9 — SAGE-1+).
Pozywka Global® uzywano w dwdch wariantach: suplementowang dodatkiem biatkowym 0,3% BSA
(Wykres 9 — Global+) lub bez suplementu biatkowego (Wykres 9 — Global). Pozywke SAGE-1 producent
suplementuje HSA. Hodowla w pozywce Global, bez suplementu biatkowego wykazata mniejszy

procent zarodkow osiggajacych stadium blastocysty w poréwnaniu z pozywka kontrolng (Wykres 9 —
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kontrola JE) oraz pozywka o tym samym sktadzie suplementowang dodatkiem biatkowym (Global+). W
pozywce Global, 64% zarodkéw osiggneto stadium blastocysty w tym 15% wykluwato sie. W pozywce
kontrolnej (kontrola JE) 81% zarodkdow osiggneto stadium blastocysty w tym 23% wykluwato sie. W
pozywce Global+ 83% zarodkdéw kréliczych osigga stadium blastocysty w tym 16% wykluwa sie. W
pozywce SAGE-1+ 82% hodowanych zarodkéw osiggneto stadium blastocysty w tym 4% wykluto sie. W
pozywce jednoetapowej kontrolnej (Wykres 9 — kontrola JE+) 88% zarodkow osiggneto stadium
blastocysty, w tym 43% wykluto sie.

Powyisze wyniki wskazuja, Ze suplementacja poiywek sekwencyjnych z dodatkiem
biatkowym HSA (G1G2+ i ORIGIO+) wptywa na zwiekszenie liczby zarodkéw osiggajacych stadium
blastocysty oraz liczby wyklutych blastocyst. W pozywkach jednoetapowych (Global)
i sekwencyjnych (G1G2 i QASM) niesuplementowanych dodatkami biatkowymi najmniej zarodkéw
osiggato stadium blastocysty. Zauwazono takze, ze w komercyjnych pozywkach jednoetapowych
(Global, Global+, SAGE-1) wykluwa sie znacznie mniej zarodkéw niz w pozywce kontrolnej (kontrola

JE/JE+) oraz w pozywkach sekwencyjnych.

Zarodki hodowane w systemach sekwencyjnym i jednoetapowym, ktére osiggnety stadium
blastocysty 5 dpc, zostaty zanalizowane pod katem catkowitej liczby komadrek (Wykres 10) oraz liczby
komarek wykazujgcych obecnosé biatek charakterystycznych dla pierwszych linii komdrkowych: CDX2
— TE (Wykres 11), SOX2 — EPI (Wykres 12), SOX17 — PrE (Wykres 13). Grupy kontrolne dla zarodkéw
hodowanych w pozywkach sekwencyjnych stanowity zarodki hodowane w pozywce RDH
suplementowanej 0,3% BSA (kontrola SEK+) lub bez dodatku biatkowego (kontrola SEK) z odnowieniem
pozywki. Odnowienie pozywki, to znaczy przeniesienie zarodkéw do sSwiezej kropli pozywki RDH,
nastepowato po 48 hpc, czyli w tym samym czasie kiedy przenoszono zarodki z jednej pozywki
sekwencyjnej do drugiej. Dzieki temu zarodki w grupach kontrolnych, podobnie jak zarodki z grup
doswiadczalnych narazone byly przy wyjeciu z inkubatora na chwilowe zmiany warunkéw
fizykochemicznych otoczenia (temperatury, pH, stezenia CO,) oraz na wptyw $wiatta. Grupy kontrolne
dla zarodkéw hodowanych w pozywkach jednoetapowych stanowity zarodki hodowane w pozywce
RDH z 0,3% BSA (kontrola JE+) lub bez dodatku biatkowego (kontrola SEK). Blastocysty 5 dpc uzyskane
w hodowli in vitro w systemie sekwencyjnym bez dodatkéw biatkowych osiggaty srednio 120 komdrek
w grupie kontrolnej, 95 komérek w grupie G1G2 i 110 komédrek w grupie QASM (Wykres 10).. W
hodowli w pozywkach sekwencyjnych z dodatkiem biatkowym blastocysty osiggaty srednio 110
komédrek w grupie kontrola SEK+, 110 komérek w grupie G1G2+, 98 komdrek w grupie QASM+ oraz
126 komodrek w grupie ORIGIO+ (Wykres 10). W przypadku pozywek sekwencyjnych nie obserwowano
jednoznacznego, pozytywnego wptywu dodatku biatkowego na liczbe komérek zarodka. W przypadku

pozywki G1/G2 stwierdzono zwiekszenia liczby komdrek w wariancie pozywki z dodatkiem biatkowym,
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jednak wynik nie jest istotny statystycznie (p<0,1) (Wykres 10). W pozywce QASM oraz kontroli
zaobserwowano zmniejszenie liczby komérek zarodka w wariancie z dodatkiem biatkowym, jednak
wynik ten réwniez nie jest istotny statystycznie (Wykres 10). Blastocysty 5 dpc otrzymane w hodowli
w systemie jednoetapowym bez dodatkdédw biatkowych osiggaty srednio 110 komdrek w grupie

kontrolnej oraz 91 komérek w grupie Global. W grupach z dodatkiem biatkowym, blastocysty osiggaty
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Wykres 10. Srednia liczba komdrek w zarodkach hodowanych w dwéch typach systemow hodowli: sekwencyjnym i
jednoetapowym. Dla pozywek sekwencyjnych kontrolg byta hodowla zarodkéw w pozywce RDH z odnowieniem pozywki po
osiggnieciu przez zarodki stadium kompakgji tj. 48 hpc. Dla pozywek jednoetapowych kontrolg byta hodowla ciggta w
pozywce RDH. ,+” oznacza pozywke suplementowang komponentem biatkowym: BSA (kontrola SEK+, kontrola JE+ QASM+,
Global+) lub HSA (G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). p-value: **** - p < 0,001; *** - p < 0,005; ** - p < 0,01;* - p < 0,05; . - p < 0,1
(test Kruskala-Wallisa)
Srednio 111 komdrek w grupie kontrola JE+, 85 komdrek w grupie Global+ oraz 118 w grupie SAGE-1+
(Wykres 10). W grupie Global, dodatek biatkowy istotnie wptynat na zmniejszenie sie liczby komérek
w zarodku (p<0,001) (Wykres 10).

Analiza zarodkéw hodowanych w pozywkach sekwencyjnych wykazata, ze w przypadku
markera trofektodermy — CDX2, najwieksza liczba komérek CDX2+ wystepuje w zarodkach z grupy
kontrolnej z dodatkiem biatkowym (18, SE=3) (Wykres 11). W przypadku wszystkich badanych pozywek
komercyjnych sekwencyjnych najwiecej komdrek CDX2+ wykazujg zarodki hodowane w pozywce
sekwencyjnej ORIGIO+(6, SE=1). Zauwazono takze, ze zarodki hodowane w pozywkach komercyjnych
w systemie sekwencyjnym z dodatkiem biatkowym posiadaty istotnie wiecej komdrek CDX2+ niz w

wariantach bez dodatku biatkowego (dla G1G2: p<0,01; dla QASM: p<0,05) (Wykres 11).
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Wykres 12. Srednia liczba komérek CDX2 w zarodkach hodowanych w dwdch typach systeméw hodowli: sekwencyjnymi i
jednoetapowym. Dla pozywek sekwencyjnych kontrolg byta hodowla zarodkdw w pozywce RDH z odnowieniem pozywki po
osiggnieciu przez zarodki stadium kompaktnej moruli — 48 hpc. Dla pozywek jednoetapowych kontrolg byta hodowla ciggta
w pozywce RDH. ,,+” oznacza pozywke suplementowanq komponentem biatkowym: BSA (kontrola SEK+, kontrola JE+,
QASM+, Global+) lub HSA (G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). p-wartos¢: **** - p < 0,001; *** - p < 0,005, **- p <0,01,* - p < 0,05;
.- p<0,1 (test Kruskala-Wallisa).

W grupie pozywek jednoetapowych najwiekszg liczbe komodrek CDX2+ stwierdzono w
zarodkach z grupy kontrolnej z dodatkiem biatkowym (13, SE=1). Zauwazono takze, ze w grupie kontrolnej
dodatek biatkowy istotnie zwiekszyt liczbe komérek CDX2+, w poréwnaniu z hodowlg bez dodatku
(p<0,001). Hodowla w pozywce Global data efekt odwrotny. Suplementacja pozywki Global dodatkiem

biatkowym istotnie wptyneta na zmniejszenie liczby komdérek CDX2+ w hodowanych zarodkach

(p<0,001) (Wykres 11).
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Wykres 11. Srednia liczba komérek SOX2 w zarodkach hodowanych w dwdch typach systemoéw hodowli: sekwencyjnym i
jednoetapowym. Dla pozywek sekwencyjnych kontrolg byta hodowla zarodkéw w pozywce RDH z odnowieniem pozywki po
osiggnieciu przez zarodki stadium kompakgji tj. 48 hpc (kontrola SEK). Dla pozywek jednoetapowych kontrolg byta hodowla
ciggta w pozywce RDH (kontrola JE). ,,+” oznacza pozywke suplementowang komponentem biatkowym: BSA (kontrola SEK+,
kontrola JE+, QASM+, Global+) lub HSA (G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). p-wartos¢: **** - p < 0,001; *** - p < 0,005; **-p <
0,01,*-p<0,05;.-p<0,1 (test Kruskala-Wallisa).
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Analizujgc zrdéznicowanie zarodkéw w kierunku linii epiblastu wykazano, ze w pozywkach
sekwencyjnych najwiecej komdrek SOX2+ byto w zarodkach hodowanych w pozywce kontrolnej bez
dodatku biatkowego (22, SE=3) (Wykres 12). Biorgc pod uwage jedynie pozywki komercyjne
sekwencyjne, najwiekszg liczbe komadrek SOX2+ uzyskano w hodowli w pozywce ORIGIO+ (17, SE=1)
(Wykres 12). Ponadto zarodki hodowane do stadium 5 dpc w pozywkach sekwencyjnych bez dodatkéw
biatkowych majg wieksza liczbe komdrek epiblastu niz zarodki hodowane w wariantach tych samych
pozywek sekwencyjnych z dodatkiem biatkowym. W przypadku grupy kontrolnej SEK oraz G1G2 wynik
ten jest istotny statystycznie (dla kontroli: p<0,01; dla G1G2: p<0,05).

W pozywkach jednoetapowych najwiekszg liczbe komdrek epiblastu uzyskano hodujgc zarodki
w pozywce kontrolnej bez dodatku biatkowego (17, SE=2) a biorgc pod uwage jedynie pozywki
komercyjne jednoetapowe najwiecej komérek SOX2+ uzyskano hodujgc zarodki w pozywce Global bez
dodatku biatkowego (15, SE=1) (Wykres 12). Zauwazono takze, ze dodanie do pozywki Global dodatku
biatkowego istotnie zmniejsza liczbe komdrek SOX2+ w poréwnaniu z tg samg pozywka bez dodatku

(p<0,01).
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Wykres 13. Srednia liczba komérek SOX17 w zarodkach hodowanych w dwdch typach systeméw hodowli: sekwencyjnym i
jednoetapowym. Dla pozywek sekwencyjnych kontrolq byta hodowla zarodkéw w poZzywce RDH z odnowieniem pozywki po
osiggnieciu przez zarodki stadium kompakgji tj. 48 hpc. Dla pozywek jednoetapowych kontrolg byta hodowla ciggta w
pozywce RDH. ,,+” oznacza pozywke suplementowanq komponentem biatkowym: BSA (kontrola+, QASM+, Global+) lub HSA
(G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). p-wartos¢: **** - p < 0,001; *** - p < 0,005; ** - p <0,01,* - p < 0,05; . - p < 0,1 (test Kruskala-
Wallisa).

Analizujgc réznicowanie komodrek zarodka w kierunku endodermy pierwotnej wykazano, ze
grupie pozywek sekwencyjnych najwiecej komdrek SOX17+ uzyskano w pozywce kontrolnej bez
dodatku biatkowego — kontrola SEK (12, SE=3). Biorgc pod uwage jedynie pozywki, komercyjne
sekwencyjne, najwiekszg liczbe komdrek SOX17+ uzyskano hodujgc zarodki w pozywce G1G2+ (6,
SE=1) (Wykres 13). Ponadto stwierdzono istotnie mniej komérek SOX17+ w wariancie pozywki z

dodatkiem biatkowym w poréwnaniu z pozywka bez dodatku biatkowego (kontrola i QASM: p<0,01).
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Zarodki hodowane w pozywkach jednoetapowych, posiadaty najwiekszg liczbe komoarek
endodermy pierwotnej w pozywce kontrolnej bez dodatku biatkowego (19 SE=3) a biorgc pod uwage
jedynie pozywki komercyjne jednoetapowe najwiecej komdrek SOX17+ uzyskaliSmy w hodowli w
pozywce Global bez dodatku biatkowego (15, SE=1) (Wykres 13). Zauwazono takze, ze w hodowla w
pozywce kontrolnej oraz pozywce Global istotnie zmniejsza liczbe komérek PrE.Zarodki hodowane w
komercyjnych pozywkach sekwencyjnych i jednoetapowych wykazywaty wiekszy udziat komdrek
niezréznicowanych w stosunku do kontroli (w pozywkach sekwencyjnych G1G2 (79 vs. 60), G1G2+ (82
vs 74), QASM (80 vs.60), QASM+ (88 vs. 74) i ORIGIO+ (77 vs. 74); w pozywkach jednoetapowych:
Global (79 vs. 69), Global+ (91 vs. 71), SAGE-1 (89 vs. 71)) (Wykres 14). Zauwazono, ze zarodki w
stadium 5 dpc hodowane in vitro niezaleznie od uzytego systemu i pozywki wykazywaty obecnosc
komérek SOX2+, natomiast w niektérych z pozywek zarodki, mimo ze morfologicznie osiggaty w
stadium blastocysty, nie wykazywaty obecnosci komérek CDX2+ (pozywka G1G2, pozywka Global+)
i/lub komérek SOX1+ (pozywka Global+, pozywka QASM+) (Wykres 14).
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Grupy doswiadczalne
Wykres 14. Udziat procentowy komdrek niezréznicowanych (kolor szary) i zréznicowanych na trzy pierwsze linie
komorkowe: TE-CDX2 (kolor zielony), EPI-SOX2 (kolor biaty), PrE-SOX17 (kolor czerwony) w zarodkach hodowanych w
dwdch systemach hodowlanych: sekwencyjnym i jednoetapowym.

Hodowla zarodkéw kroélika zarowno w komercyjnych pozywkach sekwencyjnych, jak i
jednoetapowych (z dodatkiem biatkowym, jak i bez dodatku) nie zwieksza liczby komadrek
pierwszych linii komérkowych w poréwnaniu z hodowlg zarodkéw w pozywce kontrolnej RDH
(kontrola JE/JE+) lub RDH z odnowieniem (kontrola SEK/SEK+). Hodowla zarodkéw kréliczych w
pozywce Global+ i G1G2 negatywnie wptywa na réznicowanie komérek TE. Natomiast hodowla w
pozywce QASM+ i Global+ negatywnie wptywa na réznicowanie komoérek PrE. Najwiekszg liczbe
komorek zréinicowanych na wszystkie trzy pierwsze linie komoérkowe wykazywaly zarodki
hodowane w pozywce RDH bez dodatku biatkowego z odnowieniem (kontrola SEK).
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Zarodki krélicze, w stadium blastocysty E5.0 rozwijajgce sie in vivo zbudowane sg z minimum
2048 komorek. W stadium E5.0, kazda z komdrek blastocysty wykazuje przynaleznos¢ do linii
komadrkowej epiblastu, endodermy pierwotnej lub trofektodermy (Rycina 1 i 2). W zarodkach E5.0
komorki trofektodermy wykazujg obecnos¢ czynnika transkrypcyjnego CDX2 i nie obserwujemy w
warstwie TE, komérek niezréznicowanych. W zarodkach E5.0 endoderma pierwotna tworzy warstwe
komadrek SOX17+h pod warstwg TE (Rycina 1i 2, E), natomiast epiblast stanowi grupa komérek SOX2+,
na jednym z biegundw blastocysty (Rycina 2, E).

W przypadku hodowli w zarodkéw krélika do stadium blastocysty 5 dpc w pozywkach
komercyjnych, zaréwno sekwencyjnych, jak i jednoetapowych nie obserwujemy podobnego wzoru
zrdznicowania co in vivo. Najmniej komdrek zréznicowanych uzyskano w hodowli w pozywce Global+.
Zarodki krélicze hodowane w pozywce Global+, mimo osiggniecia stadium blastocysty, w znacznej
wiekszosci nie wykazywaty obecnosci markeréw linii komdrkowych: TE i PrE (Rycina 6, B, D). Jedynym
markerem obecnym w zarodkach po hodowli w pozywce Global+ byt SOX2 (Rycina 6, C).

W pozywkach sekwencyjnych G1G2+, QASM, ORIGIO+ oraz w pozywce jednoetapowej Global,
zarodki krélicze wykazywaty obecnosé wszystkich trzech linii komérkowych, chociaz wcigz wystepuja

komarki niewykazujgce obecnosci markeréw TE, EPI i PrE (Rycina 7, B, C, D).

jadra komoérkowe CDX2 SOX2
A

30um

SOX17 natozenie

Rycina 6. Réznicowanie komdrek w blastocyscie krdliczej stadium 5 dpc, uzyskanych z hodowli w pozywce jednoetapowej
Global+. Uzyte markery linii komdrkowych TE-CDX2 (B), EPI-SOX2 (C), PrE-SOX17 (D), jgdra komdrkowe — barwnik Hoechst
(A)
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jadra komérkowe CDX2 SOX2
A

SOX17 natozenie

Rycina 7. Réznicowanie komdrek w blastocyscie krdliczej stadium 5 dpc, uzyskanych z hodowli w pozywce sekwencyjnej
ORIGIO+. Uzyte markery linii komdérkowych TE—-CDX2 (B), EPI-SOX2 (C), PrE-SOX17 (D), jgdra komdérkowe — barwnik Hoechst
(A).

6.5 Wspodthodowla przedimplantacyjnych zarodkéw kréliczych z pecherzykami z kréliczych
komdrek nabtonkowych jajowodu (ROEC)

Wspéthodowla zarodkdéw ssakow z komdrkami somatycznymi jest jedng ze stosowanych
obecnie technik majacych poprawié jako$é zarodkdw w hodowli in vitro. Zastosowanie wspéthodowli,
teoretycznie ma przyblizy¢ warunki rozwoju, z ktérymi zarodek styka sie w rozwoju in vivo, poniewaz
komorki somatyczne parakrynnie wydzielajg do pozywki hodowlanej czynniki wzrostu i substancje
odzywcze. Rozwdéj przedimplantacyjnych zarodkéw krélika z zastosowaniem technik wspéthodowli byt
wczesniej badany jednak uzyskane wyniki nie pozwalajg na jednoznaczne potwierdzenie korzysci
ptynacych z zastosowania wspéthodowli 1011

Fragmenty tkanek jajowodu krdlika, w pozywce kontrolnej RDH, zachowywaty zywotnos¢, a ze
wzgledu na ciggty ruch rzesek komadrek urzesionych ROEC, pecherzyki stale przemieszczaty sie w kropli
pozywki, poruszajac rowniez zarodki.

Pecherzyki ROEC w hodowli zachowaty epitelialng morfologie nabtonka jajowodu. Oznacza to,
ze posiadaty one komorki wyposazone w rzeski (a-tubulina /kolor czerwony/) skierowane na zewnatrz
pecherzyka oraz biatka cytoszkieletu: F-aktyne /kolor zielony/ usytuowang pod btong komdrkowa oraz
B-katenine /kolor fioletowy/ usytuowang gtownie w powierzchniach bocznych, stykajgcych sie ze sobg

komdrek. Zostato to potwierdzone za pomocg immunofluorescencji posredniej (Rycina 8).
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Projekcja 3D

Projekcja 2D

Rycina 8. Morfologia ROEC. Rzeski (a—tubulina—kolor czerwony), cytoszkielet (6—katenina—kolor fioletowy, f—aktyna—kolor
zielony), jgdra komdrkowe (kolor niebieski). Fragment pecherzyka ROEC z projekcji 3D zaznaczony przerywanymi liniami jest
przedstawony w projekcjach 2D. Zdjecia z mikroskopu konfokalnego.

W grupie hodowanej w obecnosci pecherzykéw z ROEC, 83% zarodkdéw osiggneto stadium
blastocysty (Wykres 15, A, kolumny zakreskowane, kolor niebieski) w tym 19% z wykluto sie (Wykres
15, A, kolumny zakreskowane, kolor rézowy). W grupie kontrolnej 81% zarodkéw osiggneto stadium
blastocysty (Wykres 15, A, kolumny niezakreskowane, kolor niebieski) czego 39% wykluto sie (Wykres
15, A, kolumny niezakreskowane, kolor rézowy). Zarodki z obu grup, ktdre osiggnety stadium
blastocysty wykazywaty takg samg Srednig liczbe komarek (106 vs. 106) (Wykres 15, B). W grupie ROEC,
w porownaniu z grupg kontrolng, brak wyraznych réznic w liczbie zarodkdw osiggajgcych stadium
blastocysty (Wykres 15, A) oraz catkowitej liczbie komérek, (Wykres 15, B). Jednak hodowla zarodkow
krdliczych z pecherzykami ROEC znaczgco wptywa na rdznicowanie pierwszych linii komdrkowych.
Zarodki z grupy ROEC wykazywaty srednio znacznie wiecej komodrek niezréznicowanych w poréwnaniu
z zarodkami z grupy kontrolnej (97% vs 70%) (Wykres 16, D). Poréwnujac liczbe komarek wykazujgcych
obecnos$¢ markerdéw linii komérkowych: trofektodermy (CDX2) (Wykres 16, A), epiblastu (SOX2)
(Wykres 16, B) oraz endodermy pierwotnej (SOX17) (Wykres 16, C) zauwazono, ze zarodki hodowane
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w obecnosci pecherzykow z ROEC, wykazujg znacznie mniejszg liczbe komorek charakteryzujaca sie
markerami dla tych linii: kolejno 4 vs. 13; 2 vs. 6; 2 vs. 16, w porédwnaniu z grupa kontrolng. Rdznice w
liczbie komodrek niezréznicowanych oraz zrédznicowanych w epiblast oraz trofektoderme s3 istotne

statystycznie (dla I. kom. niezréznicowanych: p<0,005; dla EPI: p<0,01; dla TE: p<0,001).
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Wykres 15 (A) Odsetek zarodkdw, ktére osiggnety stadium blastocysty (kolor btekitny) w tym procent zarodkdw, ktére
wykluty sie (kolor rézowy). (B) Srednia liczba komdrek w blastocystach z grupy doswiadczalnej i kontrolnej. Grupa
doswiadczalna (ROEC) — kolumny zakreskowane, grupa kontrolna (zarodki hodowane pozywce kontrolnej) — kolumny
niezakreskowane
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Wykres 16 Srednia liczba komdrek TE - CDX2+ (A), EPI - SOX2+ (B), PrE— SOX17+ (C) oraz komdrek niezréznicowanych
(D) w zarodkach grupy kontrolnej (niezakreskowane kolumny) oraz grupy hodowanej z pecherzykami ROEC
(zakreskowane kolumny); p-wartos¢: **** - p < 0,001, *** - p < 0,005; **-p <0,01;,*-p <0,05;.-p<0,1
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Przyktadowe zdjecia zarodkdw, z grupy ROEC i kontrolnej, uzyskane z mikroskopu konfokalnego,
przedstawiajgce zréznicowanie komorek zarodkédw na poszczegdlne linie komdrkowe: epiblast — SOX2,

endoderme pierwotng — SOX17 oraz trofektoderme — CDX2, zostaty przedstawione na rycinie 9i 10.

jadra komérkowe CDX2 SOX2

A

30.0 um

SOX17 natozenie

Rycina 9. Réznicowanie komdrek w blastocyscie krdliczej stadium 5 dpc, uzyskanych z hodowli z ROEC. Uzyte markery linii
komdrkowych TE-CDX2 (B), EPI-SOX2 (C), PrE=SOX17 (D), jgdra komérkowe — barwnik Hoechst (A).

jadra komérkowe CDX2 SOX2

30.0 um

SOX17 natozenie

Rycinal0. Réznicowanie komdrek w blastocyscie kréliczej stadium 5 dpc, uzyskanych z hodowli w pozywce kontrolnej — RDH.
Uzyte markery linii komdrkowych TE-CDX2 (B), EPI-SOX2 (C), PrE=SOX17 (D), jadra komdrkowe — barwnik Hoechst (A).
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Hodowla przedimplantacyjnych zarodkow krdlika z pecherzykami z komoérek nabtonka jajowodu
krolika (ROEC) nie wptywa na liczbe uzyskanych blastocyst oraz catkowitg liczbe komoérek zarodkéw,
natomiast znaczgco zmniejsza liczbe komérek CDX2 i SOX2 w poréwnaniu z hodowla w pozywce bez
ROEC.

39



7. Dyskusja

Wiedza na temat przedimplantacyjnego rozwoju zarodkowego pochodzi w duzej mierze z
wdrazanych technik hodowli zarodkdéw in vitro. Obecnie techniki IVC sg wykorzystywane powszechnie
m.in. w klinikach wspomaganego rozrodu ludzkiego oraz w produkcji zwierzecej. Hodowla zarodkéw
in vitro jest takie szczegdlnie waznym narzedziem w badaniach z zakresu embriologii
eksperymentalnej. Modelem zwierzecym, na ktérym w wiekszosci oparta jest wiedza na temat rozwoju
zarodkowego i powstawania pierwszych linii komdrkowych w zarodkach ssakéw jest mysz (Mus
musculus). Jednak rozwéj zarodkowy gryzoni, rézni sie pod wieloma wzgledami od rozwoju innych
ssakow, w tym réwniez cztowieka. Modelem, ktéry wydaje sie fgczyé aspekty praktyczne uzyskiwania
zarodkéw z cechami rozwoju zarodkowego podobnymi do innych ssakéw (w tym naczelnych), jest
krélik (Oryctolagus cuniculus) 78, Krélik, uznawany niegdys za klasyczny model w embriologii ssakéw,
nie jest obecnie wykorzystywany na szerszg skale w badaniach rozwoju zarodkowego, w tym
réznicowania pierwszych linii komérkowych.

Celem przedstawionych w tej pracy badan byto poznanie jak warunki hodowli in vitro wptywajg
na naturalny przebieg rozwoju przedimplantacyjnych zarodkéw krélika a szczegdlnie na réznicowanie
pierwszych linii komdérkowych. Odpowiedz na pytanie, ktére z zastosowanych w badaniach warunkéw
hodowli in vitro umozliwiajg uzyskanie zarodkdw najbardziej podobnych morfologicznie i molekularnie
do zarodkoéw in vivo, moze pomdc w okresleniu wymagan przedimplantacyjnych zarodkéw krélika w
warunkach hodowli in vitro. Ponadto poprzez uzycie inhibitoréw szlakéw metabolicznych zbadano
aktywnos¢ metaboliczng zarodkéw krdlika hodowanych in vitro na poszczegdlnych stadiach rozwoju.
Badania te pozwolity na okreslenie wymagan metabolicznych w przedimplantacyjnych zarodkach

kroélika.

7.1 Aktywnos$¢ metaboliczna w rozwijajacych sie in vitro zarodkach krdlika
Zarodki krélika podobnie jak innych ssakéw charakteryzujg sie znacznymi zdolnosciami

adaptacyjnymi do réznych warunkéw hodowli in vitro. Dzieki tym zdolnosciom zarodek jest w stanie
przezy¢ w szerokim spektrum pH, stezenia tlenu czy pozywek hodowlanych. Adaptacja i plastycznos¢
zarodkéw w duzym stopniu wynikajg z procesdw metabolicznych zwigzanych z rozwojem. Reakcje
chemiczne, sktadajace sie na metabolizm, potgczone sg w szlaki lub tancuchy i zachodzg w odrebnych
miejscach w komodrce. Jednak mimo przestrzennego rozlokowania, szlaki metaboliczne sg ze sobg
wzajemnie zwigzane, gdyz produkty jednego szlaku sg/mogg by¢ substratem w kolejnym. Dzieki temu
tworzona jest skomplikowana sie¢ oddziatywan, w ktérej utrzymanie rownowagi pomiedzy rozpadem
oraz produkcjg zwigzkdw zapewnia prawidtowe funkcjonowanie komadrek. Zachwianie tej réwnowagi

moze doprowadzi¢ do Smierci komdrek i obumarcia zarodka.
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W drogach rodnych oraz w hodowli in vitro zarodek ma kontakt z egzogennymi substratami
metabolicznymi takimi jak weglowodany, aminokwasy czy kwasy ttuszczowe, ktére dzieki aktywnosci
odpowiednich $ciezek metabolicznych mogg zostaé przemienione w energie oraz substancje niezbedne
dla rozwoju zarodka. Ustalenie, ktére szlaki metaboliczne dziatajg na danym etapie rozwoju oraz jaki
jest ich wptyw na zarodek jest jednym z kluczowych aspektéw zrozumienia rozwoju zarodkowego.
Wiele badan na zarodkach ssaczych 23, w tym na zarodkach kréliczych #*%?5 wskazuje na to, ze
metabolizm komdrek zarodka zmienia sie w czasie rozwoju przedimplantacyjnego. W poczatkowych
etapach rozwoju do produkcji energii oraz substratow komérkowych, zarodki wykorzystujg oddychanie
tlenowe w szlaku fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS), na ktdry sktada sie cykl Krebsa i faricuch
oddechowy. Natomiast na etapie rozwoju blastocysty, gdzie po raz pierwszy dochodzi do
wyodrebnienia sie dwdch typdw linii: TE i ICM, zarodki wykorzystujg oprécz OXPHOS takze glikolize.
Jednak nie tylko szlaki prowadzace do powstania energii uzytecznej metabolicznie odgrywaja role w
metabolizmie komdrkowym. Réwnie istotne sg przemiany substratéw w szlaku pentozofosforanowym
(PPP) prowadzace do powstania rownowaznika redukcyjnego w postaci NADPH oraz substratéw do
produkcji nukleotydéw 26728, Obecnie duzg uwage poswieca sie badaniom dotyczagcym przemian
kwasow ttuszczowych w zarodkach w szlaku B-oksydacyjnym 2231, Funkcja tego szlaku jest produkcja

FADH, i NADH, a takze acetylo-CoA, substratu niezbednego do produkcji ATP w OXPHOS 32,

Aktywnos¢ glikolizy i OXPHOS

Kluczowymi substratami energetycznymi zasilajgcymi szlaki metaboliczne sg weglowodany i
ich pochodne: pirogronian czy mleczan *. W poczatkowych etapach rozwoju zarodkowego, jak

zademonstrowano na zarodkach ptazéw 3% oraz potwierdzono na zarodkach ssakdéw 3°

, energia
niezbedna do rozwoju komdrek zarodka pozyskiwana jest poprzez szlak fosforylacji oksydacyjnej
(OXPHOS). Zarodki na etapie bruzdkowania majg niewielkie potrzeby energetyczne praktycznie w
catosci zaspokajane przez niskg aktywno$¢ OXPHOS 2637, Od stadium moruli (~72 hpc) zarodek zaczyna
wykorzystywac glukoze obecng w ptynie macicznym lub w pozywkach, za pomoca szlaku glikolizy 3°.
Oznacza to, ze na etapie blastocysty zarodek pozyskuje energie oraz substraty do pozostatych szlakéw
metabolicznych wykorzystujgc zaréwno OXPHOS jak i glikolize. Wynika to z faktu, ze na etapie moruli
zaczynajg sie wyodrebnia¢ komoérki prekursorowe dwdch linii komérkowych: TE oraz ICM. Linie te
cechuja sie réznymi wymaganiami metabolicznymi 223839 |CM oraz komérki pochodzace z ICM, jakimi
sq zarodkowe komdérki macierzyste (ESc), majg duzy potencjat proliferacyjny, w zwigzku z czym
korzystajg gtownie z glikolizy. Wysoka aktywnos$¢ glikolizy nie wytwarza znacznych ilosci ATP (w
poréwnaniu z OXPHOS) ale zapewnia komdérkom ICM substraty budulcowe dla biatek, ttuszczéow i
kwaséw nukleinowych %!, Natomiast komdrki TE wymagajg produkcji duzej ilosci ATP ze wzgledu na

aktywnos¢ obecnych w btonach komoérek TE, pomp Na*/K* zaleznych od ATP. Dziatanie tych pomp
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umozliwia komdérkom TE utworzenie i podtrzymanie napiecia jamy blastocysty. Zatem w komdérkach
TE aktywna jest sciezka OXPHOS zapewniajgca produkcje duzych ilosci ATP (w poréwnaniu z glikolizg)
42-45 Réznicowanie komdrek na TE i ICM wigze sie takze z wzrastajgcym zapotrzebowaniem na tlen jak
pokazaty badania na zarodkach mysich, ludzkich i bydlecych #-%. .

Jak wynika z badan wykonanych w latach 70-tych XX w. w przedimplantacyjnych zarodkach
krélika, podobnie jak u innych gatunkach ssakéw 224%°, OXPHOS wydaje sie by¢ dominujgcym szlakiem
pozyskiwania energii na etapie bruzdkowania, natomiast na etapie blastocysty dominuje glikoliza 2.
Zatem mimo, ze aktywno$¢ metaboliczna OXPHOS oraz glikolizy w zarodkach krdliczych byta juz
wczeéniej badana 2, w niniejszej pracy postanowiono poréwnac dziatanie kilku inhibitoréw dla obu tych
szlakéw. Uzyte inhibitory wykazujg hamujgce dziatanie na konkretny szlak, jednak oddziatujg na rézne
jego etapy. Dodatkowym celem badan byto sprawdzenie czy standardowa pozywka do hodowli
zarodkéw krélika — RDH, wptynie na aktywnos$¢ inhibitoréw danego szlaku. Jak wykazujg badania,
niektére substraty energetyczne obecne w pozywkach (np. glukoza czy aminokwasy) wptywajg na
aktywnos¢ metaboliczng zarodkdéw, dzieki czemu do pewnego stopnia mogg one dostosowad swoj
metabolizm, by niwelowac skutki dziatania niekorzystnych warunkéw panujacych w srodowisku, w tym
niwelowac¢ dziatanie inhibitorow -3,

Aktywnos$¢é OXPHOS w trakcie przedimplantacyjnego rozwoju zarodkow krélika badano przy
uzyciu trzech inhibitorow tego szlaku: (1) antymycyny A (ANTY-A), (2) 2,4-dinitrofenolu (2,4-DNF) oraz
(3) IACS-010759 (IACS).

Wyniki badania opisane w niniejszej pracy wykazaty, ze zablokowanie OXPHOS przez ANTY-A
oraz 2,4-DNF w stadium zygoty skutkuje obumarciem kréliczych zarodkéw w stadium 2- i 4-
komérkowym co potwierdza teze, ze OXPHOS jest kluczowym szlakiem w poczgtkowych stadiach
rozwoju. Natomiast, zablokowanie OXPHOS na pdzniejszym etapie rozwoju zarodkéw kréliczych (od
stadium moruli) przez 2,4-DNF, w przeciwienstwie do ANTY-A, nie powoduje obumarcia zarodkéw
kréliczych a jedynie obniza odsetek zarodkdw osiggajagcych stadium blastocysty. Na podstawie
uzyskanych wynikdw mozna sugerowac, ze zmniejszenie produkcji ATP wywotane przez 2,4-DNF tylko
czesciowo wptywa na rozwdj pdinych zarodkéw krolika. Zatem moze to potwierdzac fakt, ze szlak
OXPHOS w zarodku, w ktérym zachodzi kawitacja nie petni juz tak istotnej roli, jak na wczesnych
etapach rozwoju. Inng przyczyna dla ktérej 2,4-DNF nie spowodowato obumarcia zarodkdéw krdliczych
od stadium moruli moze byc¢ fakt, ze inhibitor ten poprzez zmniejszenie produkcji ATP, moze zmniejszac
tym samym stres oksydacyjny w komdrkach. Antyoksydacyjny wptyw 2,4-DNF potwierdzity badania z
wykorzystaniem blastocyst bydlecych >*. Na uzyskanie 57% zarodkéw osiggajgcych stadium blastocysty
w hodowli z inhibitorem 2,4-DNF od stadium moruli, mogta réwniez wptynac¢ obecnos¢ w pozywce
rozpuszczalnika 2,4-DNF — metanolu. Ze wzgledu na zbyt matg ilos¢ materiatu doswiadczalnego

przeprowadzono jedynie hodowle kontrolg (RDH + metanol) dla zarodkédw od stadium zygoty. Nie
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przeprowadzono hodowli kontrolnej dla zarodkéw hodowanych od stadium moruli. Wynikiem hodowli
kontrolnej od zygoty byto uzyskanie 60% zarodkdéw osiggajacych stadium blastocysty. Zatem
interpretacja wyniku tego doswiadczenia nie jest mozliwa, jednak nie nalezy wyklucza¢ potencjalnego
wptywu metanolu na rozwdj kréliczych zarodkow.

Hodowla zarodkéw kréliczych od stadium zygoty i moruli w pozywce z inhibitorem kompleksu
| — IACS powodowata, ze czes¢ zarodkdw osiggata stadium blastocysty. Przy czym zarodki, ktére nie
osiggnety stadium blastocysty przestawaty sie rozwija¢ stopniowo, na wszystkich ocenianych etapach
rozwoju (w stadium 2-/4-komdrkowym, stadium kompakcji, moruli i w czasie kawitacji). Moze to
oznacza¢, ze IACS w zarodkach kréliczych jedynie cze$ciowo hamuje aktywnosé¢ OXPHOS. Podobny
wynik dziatania IACS uzyskano w badaniach komdrek nowotworowych biataczki limfocytowej (CLL),
gdzie wykazano, ze IACS jedynie zmniejsza aktywno$¢ OXPHOS i nie powoduje smierci wszystkich
komdrek °°. Komodrki CLL wykazywaty przy tym znaczng aktywnosé glikolizy, jako mechanizmu
kompensujacego obnizenie aktywnosci OXPHOS.

Wptyw aktywnosci glikolizy na rozwdj przedimplantacyjnych zarodkdéw krélika badano przy
uzyciu dwodch inhibitorow tego szlaku: 2-deoksyglukozy (DDGLU) i kwasu 3-bromopirogronianowego
(3-BP). Wyniki niniejszej pracy potwierdzajg, ze zablokowanie glikolizy w zarodkach krélika od stadium
zygoty nie wptywa na ich rozwéj do stadium moruli. Jak wykazaty badania na zarodkach kréliczych, od
stadium moruli wzrasta aktywno$¢ glikolizy 2, co moze potwierdzaé, ze uzycie inhibitoréw glikolizy w
hodowli zmniejszyto odsetek zarodkdw przechodzacych proces kawitacji i osiggajgcych stadium
blastocysty, w poréwnaniu z kontrolg. Jednak mimo uzytych inhibitoréw glikolizy ponad 50% zarodkdw
osiggata stadium blastocysty, co moze by¢ spowodowane sktadem pozywki hodowlanej RDH. Jak
wynika z innych badan z wykorzystaniem DDGLU na zarodkach kréliczych, hamujgcy wptyw inhibitora
mozna zniwelowaé, dodajac do pozywki glukoze 2. Uzyta w niniejszych badaniach pozywka RDH
zawiera znaczne ilosci glukozy (14,07 mmoli), co moze ttumaczy¢ uzyskane wyniki. Dodatkowo
uzyskane wyniki mogg swiadczy¢ o tym, ze glikoliza jest aktywna w komérkach, jednak nie jest jedyng
Sciezka pozyskiwania energii. Jak wykazaty badania, na etapie kawitacji i tworzenia blastocysty aktywna
jest nadal $ciezka OXPHOS ¢ a takze szlak B-oksydacyjny 2°°7. Byé moze w zarodkach kréliczych istnieje
mechanizm kompensacji, dzieki ktéremu mimo zahamowania aktywnosci glikolizy, w zarodku mozliwe

jest tworzenie substratéw koniecznych dla rozwoju za pomocg innych Sciezek metabolicznych.

Aktywnos¢ szlaku pentozofosforanowego (PPP)

Rola aktywnosci szlaku pentozofosforanowego w zarodkach ssaczych nie jest do korca
poznana. Wzmozong aktywnosc¢ PPP obserwuje sie w zarodkach swinskich w stadium zygoty oraz w
stadium 2-komdrkowym 8, w zarodkach owczych od stadium 2- do 16-komdrkowego 26, natomiast w

zarodkach bydlecych w stadium 6-komdrkowym >°. Uwaza sie rowniez, ze w zarodkach bydlecych PPP
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odgrywa szczegdlng role w przemianach glukozy do stadium 16-komdrkowego, na ktdrym zaczyna
wzrastaé aktywnosc glikolizy. W zarodkach mysich wzmozona aktywnos¢ szlaku PPP obserwowana jest
w stadium 2-komdrkowym i w stadium moruli . Zwigzane jest to prawdopodobnie z tym, ze od
stadium moruli wzrasta tempo proliferacji komérek i zapotrzebowanie na tlen, zatem konieczna jest
wzmozona produkcja kwaséw nukleinowych oraz, aby zachowaé réwnowage oksydacyjno-redukcyjng,
wzrasta réwniez zapotrzebowanie na NADPH. Ostatnio stwierdzono, ze w zarodkach mysich aktywnos¢
PPP jest niezbedna do zajscia kawitacji i rozwoju blastocysty 7. W zarodkach kréliczych aktywnosé
szlaku pentozofosforanowego nie byta do tej pory badana, stwierdzono natomiast obecnosc
metabolitéw PPP w stadium blastocysty 1. W niniejszej pracy inhibicje szlaku pentozofosforanowego
uzyskano za pomocg dwdch inhibitoréw: 6-aminonikotynamidu (6-AN) oraz diphenyleneiodonium
(DPI).

W niniejszej pracy zaobserwowano, ze inhibicja szlaku PPP w zarodkach krélika za pomoca DPI
doprowadzita do ich obumarcia, niezaleznie czy hodowla prowadzona byta od stadium zygoty czy
stadium moruli. Natomiast hamujac aktywnos¢ PPP poprzez 6-AN stwierdzono, ze zarodki krélika
hodowane od zygoty rozwinety sie do stadium blastocysty. Podobny wptyw DPIi 6-AN na PPP uzyskano
hodujac oocyty i zarodki $wiriskie ®2. DPI w szlaku pentozofosforanowym blokuje powstawanie NADP+
z NADPH 3. Dziatanie tego inhibitora na PPP moze zaburzaé¢ rozwdj komdrek zarodka na kilku
ptaszczyznach. Po pierwsze, DPl moze wptywaé bezposrednio na PPP przez zablokowanie produkgcji
NADP. W PPP NADP jest substratem dwdch reakcji, w wyniku ktérych powstajg 6-fosfoglukono-6-
lakton oraz rybulozo-5-fosforan. Zablokowanie PPP przez DPI prowadzi w rezultacie do zablokowania
szlaku i braku produkcji rybulozo-5-fosforanu, ktéry jest substratem do syntezy nukleotyddéw
budujgcych RNA oraz jest prekursorem deoksyrybozy. Po drugie, NADP jest takze substratem w
reakcjach biosyntezy kwasow ttuszczowych a jak dowiedziono na zarodkach myszy, synteza kwaséw
ttuszczowych jest niezbedna dla ich rozwoju . Po trzecie, nieodpowiednia proporcja NADPH/NADP
powoduje zaburzenie balansu oksydacyjno-redukcyjnego w komédrkach, indukujgc tym stres
oksydacyjny *®*. Po czwarte, pokazano, ze DPI moze blokowaé nie tylko oksydaze NADPH ale tez inne
kofaktory enzymatyczne m.in. dehydrogenaze NADPH, oksydaze ksantynowg (XO) lub syntaze tlenku
azotu (NOS) ®>®¢ co réwniez moze by¢ przyczyng obumarcia komoérek zarodkéw 7°. Po piate,
zablokowanie oksydazy NADPH hamuje wytwarzanie ROS w postaci nadtlenku wodoru (H,0,) i anionu

71,72

ponadtlenkowego (0:™) . W nadmiarze ROS sg odpowiedzialne za toksyczne efekty stresu

oksydacyjnego w komérkach jednak, z drugiej strony, obecnos¢ ROS w komarkach jest niezbedna, gdyz

petnig one role regulatoréw $ciezek sygnatowych oraz transkrypcji i ekspresji genow 7374

, zatem
zablokowanie produkcji ROS réwniez mogto przyczyni¢ sie do braku rozwoju zarodkéw krélika w
obecnosci inhibitora PPP.

Wptyw zablokowania szlaku PPP przez inhibitor 6-AN na zarodki nie jest w petni poznany. W
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zarodkach mysich wptywa on na oksydacyjng faze PPP, w ktérej produkowany jest NADPH i rybuluzo-
5-fosforan, prowadzac do akumulacji 6-fosfoglukonianu co w rezultacie skutkuje zatrzymaniem
rozwoju zarodka w stadium kompaktnej moruli 7. Wyniki niniejszej pracy wskazujg natomiast, ze
zarodki krdlicze sg w stanie rozwing¢ sie do stadium blastocysty w obecnosci 6-AN w pozywce. By¢
moze jest to skutkiem bogatego sktadu pozywki RDH, zawierajgcego glukoze oraz antyoksydanty w
postaci BSA 7, w ktdrej hodowane byty zarodki, gdyz jak dowiedziono urydyna i/lub antyoksydanty
mogg odwrdci¢ inhibicje PPP 7. Ponadto 6-AN wptywa jedynie na oksydacyjng faze PPP. Jak
dowiedziono, oksydacyjna faza PPP odgrywa mniejszg role w rozwoju zarodkéw niz faza
nieoksydacyjna, zatem moze to oznaczaé, ze produkcja substratéw dla nukleotydéw moze zachodzi¢
mimo inhibicji fazy oksydacyjnej 75",

Powyzsze wyniki wskazujg, ze w rozwoju zarodkéw krélika in vitro szlak pentozofosforanowy
oraz rownowaga oksydacyjno-redukcyjna odgrywajg istotng role zaréwno na etapie bruzdkowania jak
i blastocysty, jednak niezbedne sg dalsze badania w celu zrozumienia wptywu wptyw PPP na rozwdj

zarodkow ssakow.

Aktywnosc¢ szlaku B-oksydacyjnego

Wiekszos¢ dotychczasowych badan metabolizmu zarodkéw krélika skupiata sie na szlakach
przemian cukréw w energie w postaci ATP, to jest na OXPHOS i glikolizie #?*?°, natomiast metabolizm
kwaséw ttuszczowych i wytwarzanie energii w szlaku B-oksydacyjnym (B-OX) nie byly badane.
Podejrzewa sie, ze zarodki krélika, ktdre sg zdolne do 3 serii podziatéw bruzdkowania in vitro w
pozywce nie zawierajgcej egzogennych zrodet energii majg zmagazynowang pewng ilo$¢ endogennych
kwasow ttuszczowych, mogacych stuzyé jako zrédto energii uzytecznej metabolicznie 2. Potwierdza to
fakt, ze zarodki krdlika w hodowli in vitro na etapie bruzdkowania mogg wykorzystywac
dtugotancuchowe (oprécz arachidowego) oraz niektére krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe jako

%1 Dodatkowo w trakcie rozwoju okotoimplantacyjnego obserwuje sie

jedyne Zrdodto energii
zwiekszanie iloéci nasyconych kwaséw ttuszczowych w blastocystach oraz ptynie macicznym 78, co
moze oznaczac, ze sg one potrzebne zarodkom kréliczym w rozwoju.

W badaniach niniejszej pracy w celu sprawdzenia wptywu aktywnosci szlaku B-OX na rozwdj
zarodkéw krélika uzyto Etomoxiru (ETMOX) 7°. Zwigzek ten nieodwracalnie blokuje biatko CPT-1
(karnityno palmitoyltransferaze 1) zlokalizowane na zewnetrznej btonie mitochondriéw. Inhibicja CPT-
1 powoduje, ze wolne kwasy ttuszczowe nie mogg przemiesci¢ sie do wnetrza mitochondridéw i stac sie
substratami w szlaku B-OX. Szlak ten jest niezwykle istotny kiedy w komdrkach wazrasta
zapotrzebowanie na energie w postaci ATP, gdyz dzieki B-oksydacji kwaséw ttuszczowych, mozliwie

jest wytworzenie 2-razy wiekszej liczby czgsteczek ATP niz w wyniku utleniania weglowodanéw

poprzez OXPHOS 8%8!, Badania na komédrkach nowotworowych wykazaty, Ze inhibicja szlaku B-OX
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poprzez ETMOX, skutkowata nie tylko obnizeniem ilosci produkowanego ATP ale takze obnizeniem
iloéci NADPH oraz zredukowanego glutationu, co z kolei powodowato nadprodukcje ROS 2. Oznacza
to, ze szlak ten nie tylko bierze udziat w tworzeniu energii ale bierze takze udziat w redukgc;ji stresu
oksydacyjnego.

Wyniki niniejszej pracy pokazujg, ze w przedimplantacyjnych zarodkach krélika aktywnos¢
szlaku B-OX moze by¢ skorelowana z tworzeniem sie jamy blastocysty. Zauwazono, ze odsetek
zarodkéw kréliczych rozwijajacych sie w obecnosci inhibitora B-OX nie zmieniat sie od stadium zygoty
do stadium moruli natomiast od stadium moruli zarodki zatrzymywaty sie w rozwoju i tylko czesé z nich
przeszta proces kawitacji. Podobne wyniki uzyskano w badaniach prowadzonych na zarodkach mysich,
w ktérych blokowano szlak B-OX (w tym, za pomocg ETMOX) 2283, Wykazaty one, ze szlak B-OX jest
szczegOllnie istotny w procesie tworzenia jamy blastocysty, gdyz ponad 50% zarodkéw hodowanych w
obecnosci ETMOX nie przechodzito procesu kawitacji. Dodatkowo w przytoczonych badaniach
zauwazono, ze cze$é zarodkdw mysich obumierata w stadium 8-komdrkowym 2°. Podobnego efektu
nie zaobserwowano na zarodkach krélika w badaniach niniejszej pracy. Zmniejszenie odsetka
zarodkéw przechodzacych proces kawitacji i osiggajgcych stadium blastocysty, zwigzane z
blokowaniem szlaku B-OX, moze wynika¢ z niewystarczajgcej ilosci energii produkowanej przez
komorki. Na etapie kawitacji zwiekszona produkcja energii w postaci ATP jest konieczna ze wzgledu na
dziatanie w komérkach zewnetrznych zarodka zaleznej od ATP pompy Na*/K*%. Ponadto komérki TE
pobierajg duzo wiecej tlenu i posiadajg wiecej mitochondridw niz komorki ICM 38, co wigze sie ze
zwiekszonym stresem oksydacyjnym. Prawdopodobnie rozpad kwasow ttuszczowych w szlaku B-OX
jest potrzebny aby jednoczesnie zapewnié energie oraz site redukcyjng w postaci NADPH i FADH;
potrzebnych zarodkom do tworzenia jamki i redukcji stresu oksydacyjnego. Nie jest zatem wiadomo
dlaczego czes¢ zarodkéw krdliczych jednak przechodzi proces kawitacji i osigga stadium blastocysty.
Proponowang hipotezg jest, ze inhibicja szlaku B-OX w niektdrych zarodkach kompensowana jest
wzrostem aktywnos$¢ innych szlakéw metabolicznych i zwiekszonym wykorzystaniem egzogennych
substratéw energetycznych z pozywek do hodowli in vitro, jednak potrzebne sg dalsze badania, by to

stwierdzic.

7.2 Schemat réznicowania pierwszych linii komérkowych w przedimplantacyjnych zarodkach
krélika in vivo
W pierwszej czesci badan okreslono schemat powstawania pierwszych linii komérkowych w
przedimplantacyjnych zarodkach krélika in vivo. Celem tych doswiadczen byto ustalenie i opisanie
wzorca réznicowania przedimplantacyjnych zarodkéw kréliczych. W dalszych etapach badan, ustalony

wzorzec umozliwit poréwnanie zarodkdw hodowanych in vitro z zarodkami uzyskanymi in vivo. W
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zarodkach poréwnywano catkowitg liczbe komdrek oraz liczbe komoérek, w ktérych byty obecne
markery pierwszych linii komdérkowych.

Obecnie wiedza dotyczgca powstawania pierwszych linii komérkowych w ssaczych zarodkach,
oparta jest gtéwnie z badari na modelu mysim 89, jednak wiele badan wskazuje, ze cze$¢ proceséw
zwigzanych z rozwojem zarodka moze zachodzi¢ inaczej u gryzoni niz u innych ssakéw, w tym u bydta
9293 oraz ssakéw naczelnych 9.

Rdéznicowanie pierwszych linii komérkowych w zarodkach krélika jak dotad byto przedmiotem
niewielu badar ¥, Ramy czasowe rdznicowania endodermy pierwotnej i epiblastu w zarodkach
kréliczych in vivo do stadium E4.5 opisano w publikacji Piliszek i wsp. 8, a w niniejszej pracy zostaty one
uzupetnione danymi dotyczacymi zarodkéw w stadiach E5.0 i E6.0. Czynniki odpowiedzialne za
réznicowanie oraz ramy czasowe powstawania linii trofektodermy w zarodkach in vivo sg obecnie
przedmiotem intensywnych badan w Zaktadzie Embriologii Doswiadczalnej IGBZ, jednak ich wyniki nie
zostaty dotychczas opublikowane. Do identyfikacji linii epiblastu i endodermy pierwotnej uzyto
specyficznych dla tych linii markeréw, odpowiednio — SOX2 i SOX17. Uzycie markera trofektodermy —
CDX2, zostato podyktowane faktem, iz jak dotad jest to jedyny znany marker lokalizujacy sie
specyficznie w komérkach TE w zarodku krélika %, chociaz nie jest on niezbedny do powstawania TE %,
Inne markery TE, takie jak GATA3 i EOMES — prawdopodobnie pojawiajg sie w rozwoju zarodkowym
krolika znacznie pdziniej i lokalizujg sie w niespecyficznie (A. Piliszek, K. Bartowska — dane
nieopublikowane).

18

Na podstawie wynikow uzyskanych w tej pracy oraz badarn Piliszek i wsp. *° opracowano

schemat, obrazujgcy chronologie réznicowania zarodkéw krélika na trzy pierwsze linie zarodkowe

(Schemat 5).

O cpx2-/sox2-/sox17-
B coxa+
] sox2+
B soxi7+
[ sox2+/s0x17+

Stadium zarodkowe E3.25 E3.5/E3.75 E4.0 E:S.O
(hpc) (78) (84/90) (96) (120)

Schemat 1. Wzorzec réznicowania zarodkow krélika in vivo.
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Warto zaznaczy¢, ze w zarodkach kréliczych in vivo, liczba komaérek zwieksza sie wyktadniczo i w
stadium E3.25 wynosi >128 komérek, w stadium E3.5 >256 komodrek, w stadium E3.75 >512 komarek,

w stadium E.4.0 > 1024 komdrek, w stadium E5.0 >2048, w stadium E6.0 >4096 komorek 8.

7.3 Charakterystyka przedimplantacyjnych zarodkdw krélika hodowanych in vitro

Wieloletnie badania majgce na celu opracowanie sktadu pozywek i metod hodowli
nasladujgcych warunki panujgce w drogach rodnych samicy spowodowaty, ze obecnie z duzg
skutecznoscig i powtarzalnoscia mozliwa jest hodowla zarodkéw in vitro od zygoty do stadium
blastocysty, umozliwiajgca tym samym badanie ich przedimplantacyjnego rozwoju. W przypadku
zarodkéw krodlika, petny rozwdj przedimplantacyjny uzyskano, zaréwno w wielosktadnikowych, jak i
prostych pozywkach, opartych o skfad soli fizjologicznych »&10%-104  jednak mimo uzyskiwania przez
zarodki w hodowli in vitro, poszczegdlnych etapdow rozwoju (m.in. kompakcji, kawitacji), zauwaza sie
wiele réznic morfologicznych, epigenetycznych i molekularnych pomiedzy rozwojem zarodkéw w
warunkach in vitro i in vivo.

Wyniki badan przedstawionych w niniejszej pracy, w ktorej badano zarodki w stadium
blastocysty 5 i 6 dpc jak rowniez badania innych autorow pokazujg, ze zarodki krélika hodowane in
vitro w poréwnaniu z in vivo, charakteryzujg sie mniejszg $rednicg zarodka a co za tym idzie majg
znaczgco mniejszg liczbe komérek 1 105 106 7arodki hodowane in vitro charakteryzujg sie takze
mniejszg masa biatek (od zygoty do 7.0 dpc) niz te uzyskiwane in vivo . Budowa struktur
komodrkowych: mitochondriéw, rybosoméw, retikulum endoplazmatycznego czy jaderek do stadium
3.5 dpc jest zblizona do obserwowanej w zarodkach in vivo, natomiast w stadium 4.0 5.0 dpc wyrazne
s roznice w budowie tych struktur 1%, Warunki in vitro wptywaja takze na poziom ekspresji mRNA
wielu kluczowych gendw takich jak: Oct, Nanog, Kif4 czy Sox2 %. Hodowla in vitro wptywa réwniez na
poziom modyfikacji epigenetycznych DNA %10 W zarodkach krélika hodowanych in vitro nie
wystepuje tez przebudowa ostonek 17113, Jak pokazujg wyniki przedstawione w niniejszej pracy oraz
inne Zrédta & skutkuje to nieprawidtowym wykluwaniem sie zarodka w stadium blastocysty (,wyklucie
dsemkowe”) °. Zarodki wykluwajace sie w sposdb dsemkowy charakteryzujg sie niefizjologiczna
morfologig wezta zarodkowego. Dodatkowo brak ostonki mucynowej w zarodkach hodowanych od
stadium zygoty powoduje, ze tylko niewielki odsetek zarodkéw poddanych embriotransferowi
implantuje sie %114,

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy swiadczg réwniez o tym, ze zarodki krélika hodowane in
vitro rdznig sie znaczaco pod wzgledem rdznicowania pierwszych linii komdérkowych od zarodkéw
rozwijajacych sie in vivo. Zarodki krélicze hodowane in vitro do stadiéw 5.0 i 6.0 dpc charakteryzowaty
sie podobnym stopniem réznicowania pierwszych linii komdérkowych jaki obserwowano w zarodkach

E3.25, E3.5 lub E3.75 rozwijajgcych sie in vivo. W wiekszosci przypadkéw blastocysty 5.0 i 6.0 dpc
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uzyskane in vitro posiadaty komérki z markerami charakterystycznymi dla poszczegdlnych linii
komérkowych: CDX2 — TE, SOX2 — EPI oraz SOX17 — PrE, jednak liczba tych komérek byta znacznie
mniejsza niz w zarodkach E5.0 i E6.0 rozwijajgcych sie in vivo. Ponadto znaczna liczba komérek w
zarodkach hodowanych in vitro nie wykazywata obecnosci markeréw CDX2, SOX2 i SOX17.

W hodowanych in vitro zarodkach obserwujemy maty odsetek komérek EPI i PrE. Moze
wynikaé z nieprawidtowosci zwigzanych z powiekszaniem sie jamki blastocysty *>1, Jak wykazaty
badania, zarodki krdlika hodowane in vitro w stadium 3.5 dpc charakteryzujg sie nieprawidtowg
budowg potgczen miedzykomdrkowych w tym potaczen scistych (TJ) oraz niewielkg liczba

desmosomdw 1%

. Wadliwa budowa TJ w czasie powstawania jamy blastocysty mogta doprowadzi¢ do
uzyskania nieprawidtowych wartosci sity nacisku ptynu na warstwe komérek TE w czasie powstawania
jamy blastocyst 1'°. Niedawne badania na zarodkach mysich pokazuja, ze nacisk na $ciany komdrek
blastocysty wptywa na rozmiar zarodka oraz na réznicowanie i segregacje komérek EPI i PrE 15,
Podobnie jak w blastocystach E3.5 i E3.75 rozwijajgcych sie in vivo, w zarodkach 5.0 dpci 6.0
dpc hodowanych in vitro obserwowano duzy odsetek komérek TE nie wykazujgcych obecnosci markera
Cdx2. Obecnie nie znany jest mechanizm kierowania komdrek zarodka krélika na droge réznicowania
w TE. W zarodkach mysich, wedtug hipotezy inside-outside, juz w stadium 8-16 komdrkowego zarodka
ustala sie podziat na pierwsze linie komérkowe: TE i ICM ¥, Komérki, ktére w wyniku podziatéw
komérkowych zlokalizowane beda na zewnatrz zarodka wejdg na droge réznicowania w TE. Jak zostato

118-120

pdzniej potwierdzone, komoérki zewnetrzne dziedzicza domeny polaryzacyjne i wykazuja

aktywno$¢ innych szlakéw sygnatowych niz komdrki wewnetrzne %

. Jednym z czynnikéw
transkrypcyjnych odpowiedzialnych za tworzenie TE w zarodkach mysich jest biatko TEAD4 122123,
Badania dotyczgce wptywu czynnika Tead4 na rozwdj zarodkowy myszy wykazaty, ze w zarodkach
pozbawionych ekspresji Tead4 zewnetrzne, spolaryzowane komérki nie wykazujg obecnosci markeréw
charakterystycznych dla trofektodermy takich jak: Cdx2, Eomes, Fgfr2. Biatko CDX2 w zarodkach mysich

87122124 'no czym w stadium blastocysty wystepuje jedynie w

pojawia sie w stadium 8-komérkowym
TE. W zarodkach kréliczych uzyskanych ex vivo czynnik transkrypcyjny Cdx2 zaczyna by¢ wykrywany w
komadrkach TE dopiero w stadium blastocysty E3.25. Brak markera Cdx2 w komdrkach TE zarodkow
krélika hodowanych in vitro, moze by¢ zwigzany z faktem, ze w stadium E3.25-E3.5 in vivo, zachodza
istotne zmiany w rozwoju, zwigzane rowniez z procesem réznicowania komaérek. W tym czasie zarodek
krélika przechodzi kawitacje oraz przemieszczajac sie przez cie$i jajowodu zmienia Srodowisko
rozwoju z jajowodu na macice. Przypuszczaé mozna, ze warunki hodowli in vitro wystarczajgce
zarodkowi na etapie bruzdkowania, nie wspierajg dostatecznie rozwoju zarodka krélika na etapie
tworzenia sie blastocysty. Moze sie to wigzac z faktem, ze miedzy zarodkami krélika hodowanymi in

vitro a in vivo, od stadium 3.5 obserwowane sg réznice w budowie organelli komdérkowych m.in.

mitochondriéw 1%, Analiza budowy mitochondriéw w zarodkach krélika w stadium blastocysty
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wykazata, ze sg on wieksze oraz posiadajg znacznie wiecej grzebieni mitochondrialnych, niz w stadium
moruli *> Odmienna struktura mitochondriédw w stadium blastocysty oznacza, ze sg one bardziej
aktywne metabolicznie. Jak potwierdzajg badania na modelu mysim, bydlecym, kréliczym, swinskim
oraz ludzkim w stadium blastocysty zmienia sie zapotrzebowanie komodrek zarodka na substraty
energetyczne oraz wyrazne stajg sie roznice miedzy metabolizmem komérek TE oraz ICM, zwigzane z

20,22,23,38,39,126 Komarki TE w celu wytworzenia,

funkcjami petnionymi przez komorki tych dwéch linii
powiekszania i utrzymania jamki, wymagaja - ze wzgledu state dziatanie zaleznej od ATP pompy Na*/K*
— znaczgco wiecej energii pochodzacej z rozpadu ATP. Mozna wiec sadzi¢, ze nieprawidtowa budowa
mitochondridw w zarodkach hodowanych in vitro, wptywa na metabolizm i funkcje komérek TE. Moze
by¢ to zwigzane z aktywnoscig czynnika transkrypcyjnego Tead4. W zarodkach mysich czynnik Tead4
odpowiedzialny jest za aktywacje Cdx2 oraz bierze udziat w przeciwdziataniu stresowi oksydacyjnemu
127128 Czynnik Tead4 przeciwdziata powstawaniu reaktywnych form tlenu (RFT), powstajacych jako
skutek uboczny dziatania Sciezki metabolicznej fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS) w komérkach TE.
Wykazano, ze zarodki mysie pozbawione genu Tead4 posiadaty mitochondria o obnizonym potencjale
btony mitochondrialnej a komdrki TE tych zarodkéw produkowaty znaczgco wiecej RFT. Wiele badan
dowodzi réwniez, ze mysie zarodki Tead4™” nie s3 w stanie utrzymaé ekspresji genéw
charakterystycznych dla TE m.in. Cdx2 a takze wytworzyé jamki blastocysty oraz zaimplantowac sie w
macicy 1231271257133 jadngk w czeéci badan, zmiana warunkéw hodowli, w tym dodanie
antyoksydantéw do pozywek hodowlanych skutkowata rozwinieciem sie zarodkéw Tead4™~do stadium
blastocysty oraz lokalizacjg biatka CDX2 w komdrkach TE tych zarodkéw %327, Opisane powyzej wyniki
badan mogg swiadczy¢ o tym, ze Tead4 petni wazng funkcje w przeciwdziataniu szkodliwym warunkom
Srodowiska i stresowi oksydacyjnemu i dzieki temu jest posrednio zaangazowany w powstawanie jamy
blastocysty i aktywacje Cdx2. Zatem mozna przypuszczaé, ze podobny mechanizm moze wystepowac
rowniez w przedimplantacyjnych zarodkach krélika hodowanych in vitro, jednak aby to potwierdzi¢
konieczne sg dalsze badania.

W komoérkach TE zarodkéw kréliczych hodowanych in vitro w przeciwienstwie do komorek TE
zarodkoéw rozwijajacych sie in vivo brak jest wtretéw krystalicznych (CIB ang. Crystalline Inclusions
Bodies), co réwniez moze wptywa¢ na nieprawidtowosci w rdéznicowaniu obserwowane w
trofektodermie %34, CIB wykrywa sie takze w komdrkach zarodkéw mysich 3%, owczych 3¢ i ludzkich
137 oraz z komdrkach endometrium samic krélika **, owiec 38 oraz cztowieka *. CIB zbudowane s3 z

agregatéw mikrotubul 1%

. W zarodkach rozwijajgcych sie in vivo CIB lokalizujg sie pod bftong
komérkowa komdrek TE. Jak wykazaty badania na modelu owczym, CIB powstajg dzieki galektynom
wydzielanym przez komoérki endometrium wptywajg na rozwdj i réznicowanie komérek TE 41,
Dodatkowo wiele badan wskazuje na kluczowg role galektyn w migracji komarek trofoblastu podczas

implantacji zarodka (Farmer i wsp., 2008; Kolundzi¢ i wsp., 2011; Boji¢-Trbojevic¢ i wsp., 2016, 2019).
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Do tej pory nie zbadano wptywu galektyn na powstawanie wtretow krystalicznych w TE zarodkow
kréliczych a tym bardziej ich wptywu na réznicowanie komérek TE, jednak moze to by¢ kolejny z
potencjalnych mechanizméw mogacych wyjasnic réznice obserwowane w zarodkach rozwijajgcych sie

in vivo i in vitro.

7.4  Wptyw warunkdéw hodowli na rozwdj i réznicowanie pierwszych linii komdrkowych w
przedimplantacyjnych zarodkach krélika

Zarodki ssakdw hodowane in vitro nie tylko znaczaco rdéznig sie od zarodkdéw rozwijajacych sie
in vivo, ale takze réznig sie od siebie nawzajem, w zaleznosci od warunkéw w jakich byty hodowane.
Rdznice obserwowane miedzy zarodkami wystepujg na poziomie ekspresji genéw, modyfikacji

epigenetycznych, metabolizmu komdrek 109:146-150

oraz — jak pokazujg wyniki niniejszej pracy — rowniez
pod wzgledem rdznicowania komodrek pierwszych linii komdérkowych. Wptyw réznych warunkéw
hodowli zastosowanych w badaniach niniejszej pracy [5% i 20% stezenie tlenu, rézne rodzaje dodatkdéw
biatkowych, rodzaj systemu hodowli (jednoetapowy i sekwencyjny) oraz wspéthodowla z komarkami
nabtonka jajowodu] na réznicowanie pierwszych linii komdrkowych w zarodkach krélika nie byt do tej

pory badany.

Poziom stezenia tlenu

Bruzdkujacy zarodek potrzebuje tlenu jako substratu do produkcji ATP na sciezce fosforylacji
oksydacyjnej (OXPHOS), jednak zapotrzebowanie na tlen na wczesnych etapach rozwoju jest
niewielkie, gdyz zarodek praktycznie nie zwieksza na tym etapie swojej masy 1. W stadium
blastocysty, kiedy dochodzi do wyodrebnienia trofektodermy i wezta zarodkowego, zmienia sie
metabolizm zarodka. W komdrkach ICM dominujacg $ciezkg pozyskiwania energii staje sie glikoliza 2,
natomiast w komdrkach TE zwieksza sie aktywnosé OXPHOS, wzrasta zapotrzebowanie na energie w
postaci ATP, a co za tym idzie réwniez zapotrzebowanie zarodka na tlen 1531, Zwiekszona aktywno$é
OXPHOS niesie ze sobg zwiekszong produkcje reaktywnych form tlenu. Komérki zarodka do pewnego

155 Zachwianie

stopnia potrafig regulowa¢ produkcje energii i RTF aby utrzyma¢ homeostaze
homeostazy moze skutkowac zwiekszeniem stresu oksydacyjnego, zmianami potencjatu redox oraz
nieprawidtowosciami w biosyntezie zwigzkéw, co w ostatecznosci moze doprowadzi¢ do obumarcia
komérek zarodka 167160,

Hodowla w 5% stezeniu tlenu okreslana jest mianem hipoksyjnej (w stosunku do stezenia
atmosferycznego — ~21%) lub fizjologicznej, poniewaz stezenie tlenu w jajowodzie samic ssakow
wynosi 5-8,7%, natomiast w macicy: 1,5-5% 62713, W wielu badaniach podkre$la sie, ze obnizone (<5%)
64,146,164~

w stosunku do atmosferycznego stezenie tlenu poprawia rozwéj zarodkéw w hodowli in vitro

167 Otrzymane w niniejszej pracy wyniki to potwierdzajg i pokazujg, ze hodowla przedimplantacyjnych
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zarodkow kréliczych w 5% stezeniu tlenu nie wptywa na odsetek zarodkéw osiggajacych stadium
blastocysty oraz na odsetek wyklué¢, natomiast prowadzi do zwiekszenia liczby komérek w otrzymanych
zarodkach. Wyniki te sg zgodne ze wczesniejszymi badaniami na zarodkach kréliczych, w ktérych
wykazano, ze w poréwnaniu z hodowlg w 21% stezeniu tlenu, hodowla zarodkéw od stadium moruli
do blastocysty w obnizonym stezeniu tlenu (1% i 5%) nie zwiekszyta odsetka uzyskanych blastocysty,
jednak wptynetfa korzystnie na ich morfologie i zwiekszyta liczbe komdrek blastocysty 8. Korzystny
wpltyw 5% stezenia tlenu w hodowli in vitro na proliferacje komérek zwigzany jest z obnizeniem
produkcji RFT 0% W badaniach na liniach komdrkowych embrionalno-rakowych ECa 247
stwierdzono, ze zwiekszony stres oksydacyjny w wyniku podniesienia poziomu RFT, powoduje
nieodwracalne zniszczenia DNA i prowadzi do zwiekszenia czestotliwosci apoptozy 7°. Potwierdzeniem
negatywnego wptywu RFT na komorki zarodkdw jest to, ze po dodaniu do pozywek antyoksydantow
zmniejszajacych stres oksydacyjny réwniez obserwuje sie zwiekszenie liczby komérek w rozwijajgcych

1717173 ' szczur 174, bydto 7>178 oraz krélik 177,

sie in vitro zarodkach gatunkow takich jak mysz

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy po raz pierwszy pokazuja, ze hodowla
przedimplantacyjnych zarodkéw krélika w 5% stezeniu O,, w porédwnaniu z hodowlg w 21% stezeniu
0,, wptywa takze na zwiekszenie liczby komdrek wykazujacych obecnosé czynnikdw transkrypcyjnych
i zarazem markerow kazdej z linii zarodkowych: epiblastu (SOX2), endodermy pierwotnej (SOX17) oraz
trofektodermy (CDX2). Byé moze zwigzane jest to obecnoscia w komodrkach zarodkéw (i innych
komdrkach ssaczych), biatek z rodziny czynnikdw indukowanych hipoksjg — HIF (ang. hipoxia inducible
factor) Y7817°, Czynniki HIF s cze$cig mechanizmu odpowiedzi komérki na stezenie tlenu w $rodowisku
i petnig one role czynnikéw transkrypcyjnych. W warunkach hipoksyjnych lokalizujg sie w jadrze
komérkowym wptywajgc na ekspresje genéw, w tym gendw pluripotencji. Wptyw stezenia tlenu w
hodowli na ekspresje genéw przedimplantacyjnych zarodkéw obserwowano na modelu mysim 4 j
bydlecym 78,

Nie ma jak do tej pory, zadnych informacji dotyczagcych wptywu poziomu stezenia tlenu na
réznicowanie komarek zarodkowych i obecnosé czynnikéw transkrypcyjnych Sox2, Sox17 oraz Cdx2 w
zarodkach ssakéw hodowanych in vitro. Wptyw ten zaobserwowano jednak w badaniach z
wykorzystaniem ludzkich zarodkowych komérek macierzystych (hESC). Zauwazono, ze hodowla w 21%
stezeniu tlenu skutkuje zmniejszong syntezg i zaburzong lokalizacjg biatek HIF, co prowadzito do
obnizenia ekspresji gendw pluripotencji w tym markera epiblastu: Sox2, w poréwnaniu z hodowlg w
warunkach hipoksyjnych %81 ponadto w badaniach z wykorzystaniem kul zarodkowych (embryoid
bodies) powstatych z ludzkich ICM oraz linii komérkowych hESC H1 i H9 zauwazono zwiekszong
ekspresje genéw zwigzanych z réznicowaniem w kierunku endodermy pierwotnej, w tym Sox17, przy
hodowli in vitro w warunkach $cisle hipoksyjnych: 3% 0, 2 i 1,5% 0, . Brak jest danych

potwierdzajgcych wptyw warunkow hipoksyjnych na ekspresje genu Cdx2 oraz synteze biatka CDX2,
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jednak istniejg badania dowodzace, ze hipoksja jest niezbedna do réznicowania komérek trofoblastu

184 | myszy 185,

w zarodkach swini

Prawdopodobnie wptyw hipoksji na rdézinicowanie komodrek w kierunku markeréw
charakterystycznych dla linii EPl oraz PrE zwigzany jest takze z glikoliza, ktdra jest Sciezkg metaboliczng
dominujgcg w komdrkach ICM. Hipoteze te potwierdza fakt, ze w zarodkach mysich ¥ oraz w ludzkich
kulach zarodkowych 8 hipoksja zwieksza synteze biatek z rodziny HIF oraz wptywa na zwiekszenie
ekspresji genu SLC2A1 kodujgcego biatka transportera glukozy z rodziny GLUT: GLUT1. Dodatkowo
hipoksja stymuluje synteze czynnikéw HIF, co z kolei wptywa na zwiekszenie syntezy enzymoéw
wykorzystywanych na drodze glikolizy, zwiekszajgc tym samym jej aktywnos¢. Ponadto biatko HIF-1
zwieksza ekspresje kinazy 1 dehydrogenazy pirogronianowej (PDK), ktéra wptywa na inhibicje
dehydrogenazy pirogronianowej (PDH), kierujacej pirogronian do cyklu kwaséw tréjkarboksylowych
187 W wyniku inhibicji PDH w komdrkach ICM wyciszana jest aktywno$é OXPHOS i zwiekszana
aktywnos¢ glikolizy. W zarodkach kréliczych obecnosé i rodzaj biatek HIF nie zostata jeszcze zbadana
zatem badania dotyczace roli i aktywnosci biatek HIF w zarodkach krélika mogtyby w petniejszym
stopniu wyjasni¢ korzystny wptyw hodowli w 5% stezeniu tlenu na ich rozwdj i réznicowanie

pierwszych linii komdrkowych.

Dodatki biatkowe

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy nie wskazujg jednoznacznie czy dodanie do pozywki biatek
w formie BSA, HSA, FBS lub KSR jest wymagane i czy korzystnie wptywa na rozwdj oraz réznicowanie
pierwszych linii komérkowych zarodkéw kréliczych od stadium zygoty do stadium blastocysty 5.0 lub
6.0 dpc. Wydaje sie, ze odpowiedz na pytanie czy okreslony dodatek biatkowy wptywa korzystnie lub
niekorzystnie na rozwdj zarodkoéw, uzalezniona jest od pozostatych warunkéw hodowli takich jak
stezenie tlenu czy rodzaj zastosowanej pozywki. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze w
przypadku hodowli w warunkach hipoksyjnych uzycie BSA i FBS nie wptywa, a niekiedy pogarsza rozwdj
zarodkéw krdliczych pod wzgledem ogdlnej liczby komérek i réznicowania na poszczegdlne linie
komérkowe. W przypadku KSR widoczny jest korzystny wptyw na rdéznicowanie jedynie komérek
CDX2+. Natomiast zastosowanie w warunkach hodowli 21% stezenia tlenu oraz dodanie FBS lub KSR,
powoduje zwiekszenie ogdlnej liczby komdrek oraz liczby komérek CDX2+ . Oznacza to, ze dodatek KSR
najkorzystniej wptywa na rdznicowanie komérek TE, niezaleznie od uzytego stezenia tlenu, nie
wplywajac tym samym na zwiekszenie liczby komdrek pozostatych linii. Podobny efekt zauwazono w
badaniach z wykorzystaniem zarodkéw bydlecych, w ktérych hodowla w pozywce z dodatkiem KSR
zwiekszyta odsetek blastocyst, ich wyklu¢ oraz liczbe komérek TE, jednoczesnie nie wptywajac na liczbe
komérek ICM 88, W badaniach niniejszej pracy zauwazono takze, ze dodanie KSR do pozywki wydtuza

czas potrzebny do osiggniecia kawitacji oraz wyklucia sie zarodka, w pordwnaniu z pozywka
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niesuplementowang, a jak wykazata analiza morfokinetyki zarodkéw kréliczych, istnieje pozytywna
korelacja miedzy liczbg komérek CDX2+ a czasem, ktéry musi uptynag¢ aby zarodek osiggnat
poszczegdlne stadia rozwojowe. Pozytywny wptyw FBS i KSR na ogdlng liczbe komérek zarodka i liczbe
komérek TE mozna ttumaczyé antyoksydacyjnym wptywem surowicy w hodowli zarodkdw,
potwierdzonym w badaniach na zarodkach $wini, w ktérych pozywka suplementowana byta FBS &,
Obecnie brak publikacji stwierdzajacej efekt antyoksydacyjny KSR poniewaz jednak dodatek ten

zawiera w swoim skfadzie albuminy %

zatem mozliwy jest ich wplyw na obnizenie stresu
oksydacyjnego w komdrkach zarodkéw hodowanych in vitro 7. Nie znajgc doktadnego sktadu i stezenia
sktadnikdw KSR trudno okresli¢, ktory z nich mégt wptynaé na zwiekszenie liczby komoérek CDX2+ oraz
wydtuzenie czasu, ktéry musi uptyngé od kawitacji do wyklucia sie zarodka na etapie blastocysty, w
poréwnaniu z hodowlg z FBS oraz pozywka bez dodatkéw biatkowych. By¢é moze kluczowym
sktadnikiem KSR dodawanym do przez producenta jest AlouMAX, czyli albuminy wysokonasycone w
kwasy ttuszczowe %°, Kwasy ttuszczowe stuzg jako substrat w $ciezce B-oksydacji. Funkcja tego szlaku
jest miedzy innymi produkcja zredukowanej formy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(NADPH) 32, Jak wykazano w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem zarodkéw mysich, wzrost
aktywnoéc¢ szlaku B-oksydacyjnego, obserwowano od stadium 8-komdrkowego do blastocysty 191192,
Ponadto badania na zarodkach mysich prowadzone z wykorzystaniem inhibitorow wykazaty, ze szlak
B-oksydacyjny moze by¢ jednym ze zrddet energii niezbednej do tworzenia jamy blastocysty 2983, Zatem
ze wzgledu na wyraznie korzystny wptyw KSR na zwiekszenie liczby komérek TE, warto rozwazy¢ dalsze
badania z uzyciem tego suplementu.

Wyniki badan na zarodkach innych gatunkow niz krélik rowniez nie dajg jednoznacznych
odpowiedzi na pytania o wptyw surowicy na rozwdj zarodkéw. Dodatek FBS do hodowli zarodkéw od

stadium moruli zwieksza odsetek uzyskanych blastocyst, ogdlng liczbe komodrek blastocysty oraz

193 194

przyspiesza tempo podziatéw komdrkowych w zarodkach szczurzych 93, jelenich ¥, bydlecych ¥ czy
$winskich 18919 Natomiast jesli hodowla zarodkéw prowadzona byta w pozywce z dodatkiem FBS od
stadium zygoty, surowica wptywata hamujaco na rozwdj zarodkdw szczurzych %3 i zmniejszata odsetek
uzyskanych kocich blastocyst 7, w poréwnaniu z hodowlg w pozywce bez FBS. Stwierdzono takze, ze
FBS moze wptywacé na zmniejszenie liczby komérek TE oraz nieprawidtowosci w budowie tozyska w
zarodkach mysich 1819 Badania na zarodkach mysich wykazaty réwniez ze istniejg roznice pomiedzy
zachowaniem zwierzat, ktérych rozwdj przedimplantacyjny zachodzit in vitro w pozywce
suplementowanej surowicg i niesuplementowanej, co wskazuje na dtugotrwate efekt uzycia surowicy

w hodowli 2%,

Suplementacja pozywki FBS powoduje takze wystepowanie syndromu duzego
potomstwa (LOS, ang. large offspring syndrome) u owiec i bydta ?°1. Niejednoznaczne wyniki badan z
uzyciem FBS mogg wynika¢ miedzy innymi z tego, ze partie surowicy otrzymywane sg z krwi réznych

cielat przez co rdznia sie miedzy sobg sktadem, w tym rodzajem i stezeniem czynnikdw wzrostu 164202203
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Wczesniejsze badania na zarodkach kréliczych wskazujg na pozytywny wptyw suplementacji
pozywki albuminami w poréwnaniu z pozywka niesuplementowang. Dodanie BSA do pozywki
zwiekszato odsetek uzyskiwanych blastocyst oraz liczby komdrek w blastocystach %204, W przypadku
badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, w ktérych pozywka suplementowana byta BSA
lub HSA, trudno o jednoznaczng ocene wptywu suplementacji na rdznicowanie pierwszych linii
komérkowych w zarodkach kroélika. Zauwazono jednak, ze poréwnujac rozwdj zarodkéw krélika w
pozywkach z dodatkiem BSA lub HSA z rozwojem zarodkédw w pozywkach niesuplementowanych,

suplement biatkowy znaczgco zmniejszat liczbe komdrek SOX2+.

Pozywki komercyjne

Szacuje sie, ze Swiatowy rynek zwigzany z technologia wspomaganego rozrodu w 2018 roku
wart byt 23,6 miliardéw dolaréw a do 2027 roku, wartos$¢ ta osiggnie poziom 37,6 miliardéw dolaréw
(Global Assisted Reproductive Technology Market to Surpass USS 37.6 Billion by 2027 - Coherent
Market Insights, 2019). Silnie rozwija sie tez sektor produkujgcy komercyjne pozywki do hodowli
ludzkich zarodkéw. W klinikach wspomaganego rozrodu uzywa sie pozywek dedykowanych do dwéch
systeméw hodowli: sekwencyjnego lub jednoetapowego. Pozywki sekwencyjne w teorii probujg
nasladowac in vitro warunki fizjologiczne. Zatozeniem systemu hodowli sekwencyjnej jest hodowla
zarodka od stadium zygoty do moruli w pozywce o kompozycji sktadnikdw bazujgcej na sktadzie ptynu
jajowodowego a nastepnie przeniesienie zarodka i hodowle w pozywce o sktadzie przypominajgcym
sktad ptynu macicznego. Pozywki wspomagajace rozwdj od zygoty do morulii od moruli do blastocysty
réznig sie zazwyczaj sktadem aminokwaséw oraz stezeniem glukozy %297, Natomiast system
jednoetapowy zaktada hodowle w pozywce o sktadzie zawierajgcym wszystkie niezbedne sktadniki
umozliwiajgce nieprzerwany rozwdéj od zygoty do blastocysty. Systemy jednoetapowe wykorzystuje sie
z powodzeniem do hodowli zarodkdw myszy 29829 bydta 210211 $wini 2127214, cztowieka 212 czy krélika
L1 Natomiast pierwszy system sekwencyjny zostat zaproponowany przez Gardnera i Lane do hodowli

7 i z powodzeniem wykorzystywany jest do hodowli zarodkéw ludzkich 206218

zarodkéw myszy
makakéw 2, bydta 2%, $wini 22! oraz krélika 1%°. Obydwa podejscia do IVC majg swoje wady i zalety.
Jedna z zalet hodowli w systemie sekwencyjnym jest to, ze poprzez zmiane pozywki w trakcie hodowli
usuwa sie produkty przemiany materii produkowane przez metabolizujgce komérki zarodka, m.in.
szkodliwy amoniak 3. System sekwencyjny uwzglednia takze zmieniajgce sie wymagania metaboliczne

2

zarodka na etapie bruzdkowania oraz na etapie blastocysty #22. Z drugiej strony w systemie

jednoetapowym, zarodek otrzymuje substraty niezbedne do rozwoju od zygoty do blastocysty 223 i nie
naraza sie go na nagte zmiany warunkéw hodowli i ekspozycje na swiatfo, tak jak sie to dzieje w

systemie sekwencyjnym przy przenoszeniu zarodka z jednej pozywki do drugiej 242>, Zatem wybor
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odpowiedniego systemu hodowli nie jest prosty i wcigz potrzebne sg badania, moggce pomdoc w
odpowiedzi na pytanie, ktory z systemow jest bardziej optymalny dla rozwoju zarodkéw ssaczych.
Zarodki krdlicze, w pordwnaniu z zarodkami gryzoni, cechujg sie pod wieloma wzgledami
wiekszym podobiefAstwem do zarodkdw innych ssakéw, w tym naczelnych 1271416718 7 tego powodu
coraz czesciej wykorzystuje sie zarodki krdlicze jako model w badaniach dotyczgcych wptywu
czynnikdw warunkujgcych rozwdéj zarodkéw ludzkich, m.in. sktadu pozywek uzywanych w klinikach in

vitro 0

czy chordb cywilizacyjnych, np. cukrzycy ciezarnych 22623°, Zatem wykonane w tej pracy
badania dotyczace wptywu pozywek komercyjnych na rozwéj i rdznicowanie pierwszych linii
komérkowych w zarodkach krélika nie tylko pozwalajg okresli¢ wymagania hodowlane zarodkéw
krdliczych, ale tez stanowig podstawe do dyskusji, czy zarodki krélicze s3 dobrym modelem do badan
nad optymalizacjg warunkéw hodowli in vitro dla zarodkéw ludzkich.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazujg na to, ze hodowla zarodkéw kréliczych w
pozywkach komercyjnych nie wptywa korzystnie na réznicowanie linii komodrkowych
przedimplantacyjnych zarodkdéw. Zauwazono takze, ze w dwdch z trzech uzytych w badaniach pozywek
sekwencyjnych rozwdj zarodkow krdélika byt silnie zaburzony. W pozywkach: G-1™/G-2™ (G1/G2) oraz
Quinn’s Advantage™ Cleavage Medium/Quinn’s Advantage™ Blastocyst Medium (QASM) mniej niz
50% hodowanych zarodkow osiggneto stadium blastocysty, w poréwnaniu z hodowlg w pozywce RDH
z odnowieniem, w ktorej ponad 85% zarodkéw osiggneto stadium blastocysty. Mozliwym
wyttumaczeniem tego zjawiska jest fakt, ze pozywki G1/G2 oraz QASM dedykowane do hodowli
zarodkow od stadium zygoty do moruli nie majg w swoim sktadzie aminokwasow egzogennych (EAA).
Natomiast w jajowodzie samic krélika obecne s3g oba typy aminokwasdw EAA oraz NEAA 23, Brak EAA
w pozywkach stosowanych do hodowli in vitro na wczesnych etapach rozwoju zarodkow krdlika, mégt
wpltyngé na zmniejszenie odsetka zarodkéw osiggajacych stadium blastocysty. Do podobnych
whioskow doszty tez inne grupy badawcze badajgce wptyw aminokwaséw na modelu kréliczym oraz
mysim #2723 W badaniach na modelu mysim udowodniono, Zze aminokwasy moga petnié role
substratu do produkcji energii poprzez OXPHOS zatem dodatek petnego zestawu aminokwaséw (NEAA
i EAA) w hodowli zarodkéw od stadium zygoty, wptywa na zwiekszenie odsetka zarodkdw osiggajgcych
stadium blastocysty oraz liczby komdrek zarodka w tym komdrek ICM oraz TE 232233235-237 Natomiast
brak aminokwaséw w pozywce powoduje zaburzenia w metabolizmie zarodka, m.in. obserwuje sie
niefizjologiczng, zwiekszong produkcje energii poprzez glikolize i obnizong aktywno$é OXPHQOS 238249,

Wptyw pozywek sekwencyjnych i jednoetapowych dedykowanych i wykorzystywanych w
klinikach wspomaganego rozrodu byt i jest przedmiotem wielu badan, jednak podobnie jak w niniejszej
pracy, konsensus dotyczacy wyboru systemu, ktdry korzystniej wptywa na rozwéj zarodkdw nie zostat

uzyskany. Podobne wnioski wysnuto na podstawie badan dotyczacych modyfikacji epigenetycznych w

przedimplantacyjnych zarodkach krélika hodowanych w pozywkach sekwencyjnych i jednoetapowych
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105 7 badani tych wynika, ze istniejg istotne rdéznice w profilu metylacji i hydroksymetylacji DNA
pomiedzy zarodkami hodowanymi w pozywce sekwencyjnej G-1™ PLUS/G-2™ PLUS (G1/G2+, 5% HSA)
i jednoetapowej Global® (Global+, 10% HSA). Stwierdzono jednak, ze zadna z zastosowanych pozywek,
nie umozliwia zarodkom uzyskania profilu metylacji podobnego do obserwowanego in vivo zatem
trudno oceni¢, ktdry system stwarza bardziej korzystne warunki dla rozwoju zarodkéw. W badaniach
na modelu mysim poréwnujgcych efektywnos$é hodowli zarodkéw od zygoty do blastocysty, w pozywce
jednoetapowej z odnowieniem (pozywka KSOM+, odnowienie w 3 dniu hodowli) zhodowlg w pozywce
sekwencyjnej (G1/G2+), stwierdzono zaréwno wiekszy odsetek blastocysty i wyklutych blastocyst, jak
réwniez wiekszg liczbe komdrek ICM w blastocystach powstatych w systemie jednoetapowym 24,
Badania innych autoréw przedstawiajg jednak przeciwstawne wyniki, iz hodowla mysich zarodkéow w
pozywce sekwencyjnej G1/G2+ pozwolita na uzyskanie wiekszego odsetka blastocyst po 117 godzinach
hodowli, w poréwnaniu z pozywka jednoetapowg KSOM 2*2, W przytaczanych badaniach zarodki
hodowano ok. 120 godzin, jednak uzywano myszy réznych szczepéw, co mogto wptynac na uzyskanie
przeciwstawnych wynikéw 23, Badania nad hodowlg in vitro zarodkéw ludzkich réwniez nie daja
jednoznacznej odpowiedzi, ktéry z systemdw jest najkorzystniejszy dla ich rozwoju. Zaréwno w
badaniu z uzyciem slepej préby jak i metaanalizie, nie wykazano rdznic istotnych statystycznie w jakosci

244 oraz w liczbie poronien i liczbie utrzymanych cigz uzyskanych po transferze ludzkich

zarodkow
zarodkéw, hodowanych z wykorzystaniem obu systeméw 2%,

Stworzenie idealnych warunkéw hodowli in vitro dla zarodkdw ssakdw jest bardzo trudne, gdyz
nalezy uwzgledni¢ wiele czynnikéw wptywajgcych na zarodek w hodowli. Wybér pomiedzy systemem
jednoetapowym a sekwencyjnym wigze sie z przyjeciem pewnych kompromiséw, gdyz uwzglednienie
jednego czynnika (np. zmieniajgce sie wymagania zarodkéw przechodzacych z etapu bruzdkowania do
etapu blastocysty), wyklucza uwzglednienie drugiego (utrzymanie niezmiennych warunkéw hodowli
takich jak pH, temperatura). Dodatkowo zarodki réznych gatunkéw ssakow, mimo ze pod wieloma
wzgledami sg do siebie podobne (np. zarodki krélika i cztowieka), cechujg sie odmiennymi
wymaganiami na substraty energetyczne i budulcowe (np. aminokwasy). Zatem, co potwierdzajg
wyniki uzyskane w niniejszej pracy, krolik nie jest odpowiednim modelem do badan poréwnujacych
rozwdj zarodkéw w pozywkach komercyjnych, jednoetapowych i sekwencyjnych, gdyz dedykowane do

hodowli ludzkich zarodkéw pozywki niekorzystnie wptywaja na rozwdj zarodkdw krdliczych i

réznicowanie w nich pierwszych linii komérkowych.

Wspoéthodowla z komérkami somatycznymi

Wykorzystujgc technike wspdthodowli (ang. co-culture) zaktada sie nasladowanie
fizjologicznych warunkdéw rozwoju, poprzez hodowle zarodkéw w obecnosci komérek somatycznych.

Czesto sg to komorki, z ktdrymi zarodek ma kontakt w drogach rodnych samicy, takie jak komarki
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nabtonkowe jajowodu (OEC) lub macicy (UEC). Wyniki badan wskazujg, ze komérki somatyczne w
hodowli in vitro mogg wspieraé rozwdj zarodkédw dzieki wydzielanym parakrynnie substancjom

246-249 ;

i czynnikom wzrostu 2°°-

odzywczym 252 Substancje wydzielane przez komérki somatyczne moga

wptywaé na redukowanie czynnikdw toksycznych 2°%%%% stanowi¢ ochrone przed stresem

255-257

oksydacyjnym oraz moga modulowa¢ wtasciwosci fizykochemiczne pozywki 2°%%°, W rozwoju

zarodkowym in vitro wykorzystanie technik wspdthodowli umozliwito przezwyciezenie bloku

261 3 takze pomogto zwiekszyé

rozwojowego w stadium 2-komérkowym u myszy 2% oraz u bydta
odsetek zarodkdw osiggajgcych stadium blastocysty 262263, Wspéthodowle zarodkéw z komdrkami
somatycznymi z powodzeniem wykorzystywano takze do hodowli ludzkich zarodkéw od stadium
zygoty do blastocysty 2647266,

Wptyw wspédthodowli na rozwéj przedimplantacyjnych zarodkéw krélika badano zwykle
wykorzystujgc krélicze komorki nabtonka jajowodu (ROEC), jednak wyniki tych badan nie pozwalajg na
wyciggniecie jednoznacznych wnioskéw dotyczgcych wptywu ROEC na rozwdj kréliczych zarodkow. W
jednym z badan z wykorzystaniem warstwy komodrek ROEC zauwazono, ze hodowla zarodkdw
kréliczych z ROEC wptywa na przyspieszenie tempa podziatéw komérkowych 1. Zarodki hodowane z
ROEC wykazywaty srednio o 2 godziny krotszy cykl komdrkowy i po takim samym czasie hodowli miaty
znaczaco wiecej komoérek, niz te hodowane bez ROEC. Inni autorzy wykazali, ze warstwa ROEC moze
istotnie zwiekszaé liczbe komérek zarodkéw krdlika, hodowanych in vitro przez 65 godzin, pod
warunkiem, ze warstwa ta zostata zatozona wczesniej i byta ustabilizowana i konfluentna 26’. Wykazano
rowniez, ze rodzaj pozywki ma wieksze znaczenie niz sama wspdéthodowla, gdyz dodanie ROEC do
pozywek Ham's F10 i CZB nie zwiekszato odsetka blastocyst, w poréwnaniu z hodowlg bez ROEC.
Uzyskano takze znaczaco wiecej zarodkéw, ktére rozwinety sie do stadium blastocysty w pozywce
Medium199 z ROEC, jednak obecnos¢ ROEC w tej pozywce nie wptyneta znaczaco na liczbe komaérek
zarodka, w poréwnaniu z hodowlg w tej samej pozywce bez ROEC. Ci sami autorzy, porownywali
rowniez wptyw wspoéthodowli zarodkdw kréliczych i bydlecych, hodowanych na warstwie z réznych
typdw somatycznych komérek kréliczych °. Wyniki tych doswiadczerr wykazaty, ze nie ma réznic
miedzy odsetkami uzyskanych i wyklutych blastocyst, niezaleznie od tego czy zarodki krolicze
hodowane byty prowadzone w czy bez wspdthodowli. Zauwazono jednak znaczacy, pozytywny wptyw
wspoéthodowli na rozwdj bydlecych zarodkéw. Zatem mozliwe s3 dwa wyttumaczenia uzyskanych
wynikow: (A) zarodki krélicze nie odbierajg sygnatéw od komérek somatycznych we wspothodowli lub
(B) komorki somatyczne nie wydzielajg substancji, ktére mogtyby zosta¢ wykorzystane przez zarodki
krélika.

Dodatkowo zauwazono, ze czynnikiem, ktéry mogt wptynaé na rozwéj zarodkéw kroéliczych w
hodowli z ROEC jest niemal ciggte przemieszczanie sie zarodka w kropli, gdyz zarodki we wspdthodowli

byty stale poruszane przez rzeski urzesionych komérek nabtonkowych. Stwierdzono ze, ruch zarodka
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w kropli i ruch pozywki poprawia rozwdj mysich i ludzkich zarodkéw in vitro 2°8727°, Wyniki niniejszej

pracy pokazujg jednak, ze by¢é moze w przypadku zarodkow krdlika przemieszczanie sie zarodka w

kropli pozywki badz nie wptywa na réznicowanie komérek w zarodkach krélika, badz tez —w niektdérych

przypadkach — obniza nawet stopien ich zréznicowania.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazujg, ze wspéthodowla przedimplantacyjnych kréliczych

zarodkow z pecherzykami z komorek nabtonkowych jajowodu krélika (ROEC), nie jest odpowiednia

technika hodowli in vitro dla krdliczych zarodkéw.

8.

9.

Whioski

Obecnie stosowane warunki hodowli in vitro zarodkéw krdélika nie sg warunkami optymalnymi,
zapewniajgcymi prawidtowy rozwdj przedimplantacyjny.

Warunki hodowli zarodkéw kréliczych in vitro wptywajg zaréwno na morfokinetyke, ogdlng
liczbe komorek, jak i na procesy réznicowania pierwszych linii komdérkowych, zaburzajgc czas
powstawania i wzor lokalizacji czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych z réznicowaniem tych
linii.

Hodowla in vitro w zblizonym do fizjologicznego stezeniu tlenu ma najsilniejszy wptyw na
poprawe jakosci i réznicowanie pierwszych linii komdérkowych zarodkéw krdlika, jednak rozwaj
ten nie jest rGwnowazny z obserwowanym in vivo.

Komercyjnie dostepne pozywki do hodowli zarodkéw w systemie sekwencyjnym oraz
jednoetapowym nie zapewniajg optymalnych warunkéw dla rozwoju zarodkéw krélika.
Zastosowanie komercyjnych pozywek do hodowli zarodkéw w systemie sekwencyjnym oraz
jednoetapowym stwarza mniej korzystne warunki do rozwoju zarodkéw krdliczych w
poréwnaniu do hodowli w standardowej w niekomercyjnej pozywce RDH.

Aktywnos¢ szlakéw metabolicznych w zarodkach kréliczych jest skorelowana z etapem

rozwoju zarodkowego.
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