dr Katarzyna Filimonow?,
dr Anna Choloniewska?,
mgr Katarzyna Michniak’,
dr hab. Anna Piliszek'™

Instytut Genetyki i Biotechnologii Zwierzat
Polskiej Akademii Nauk, Zaktad Embriologii
Doswiadczalnej, Instytut Genetyki i Biotech-
nologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk,
Jastrzebiec

?Laboratorium Badawcze - Bank Komorek,
Centrum Badan Przedklinicznych i Technolo-
gii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

https://doi.org/10.18388/pb.2021_417
Sautor korespondujacy: a.piliszek@igbzpan.pl

Stowa kluczowe: endoderma pierwotna, epi-
blast, rozw6j przedimplantacyjny, trofektoder-
ma

Wykaz stosowanych skrétow: Epi - epiblast,
ICM - wezel zarodkowy, PrE - endoderma
pierwotna, TE- trofektoderma

Podziekowania: Praca powstata w wyniku re-
alizacji projektu badawczego o nr 2017/26/E/
NZ3/01205 finansowanego ze srodkéw Naro-
dowego Centrum Nauki

370

STRESZCZENIE:

Rozw()j zarodkowy ssakow lozyskowych zachodzi wewnatrz organizmu matki, co wyma-
ga wytworzenia odpowiednich struktur dla podtrzymania tego rozwoju zaré6wno przez
organizm matki, jak i przez rozwijajacy sie zarodek. Pierwsze etapy rozwoju zarodkowego
ssakéw, poprzedzajace implantacje, to okres réznicowania pierwszych linii komérkowych
- epiblastu (z ktorego rozwinie sie cialo plodu) oraz linii pozazarodkowych: trofektoder-
my (odpowiedzialnej za implantacje i powstanie tozyska) i endodermy pierwotnej (dajacej
poczatek pecherzykowi zoltkowemu). Ich powstanie jest konieczne dla dalszego rozwoju i
jest cecha wspolna rozwoju wszystkich ssakéw lozyskowych, jednak ramy czasowe i mecha-
nizmy molekularne odpowiedzialne za te procesy réznia sie u réznych gatunkow ssakéw.

STRUKTURY POZAZARODKOWE -
PRZYSTOSOWANIE DO ZYWORODNOSCI

Ssaki zyworodne (fozyskowce i torbacze) to grupa kregowcéw, ktérych roz-
woj zarodkowy odbywa sie wewnatrz organizmu matki. Ta niewatpliwa zdo-
bycz ewolucyjna pozwala na ochrone zarodka przed niekorzystnym wplywem
srodowiska oraz na catkowite lub czeéciowe uniezaleznienie si¢ od substancji
odzywczych uzyskiwanych z z6ttka, na rzecz pobierania ich bezposrednio od
matki. Zyworodno$é wymaga zaréwno adaptacji organizmu matki do zagniez-
dzenia zarodka i podtrzymywania jego rozwoju w czasie ciazy, jak i wytworze-
nia przez sam zarodek odpowiednich struktur pozwalajacych na jego implan-
tacje i dalszy kontakt z organizmem matki. Te tkanki i organy - fozysko i blony
plodowe - nazywamy strukturami pozazarodkowymi. Nie tworza one tkanek
dorostego organizmu, ale s3 niezbedne dla prawidlowego rozwoju zarodka az
do urodzenia.

Réznicowanie komorek zarodka ssaka na linie zarodkowe i pozazarodkowe
zachodzi juz w pierwszym tygodniu po zaplodnieniu. Pierwsze etapy rézni-
cowania, ktére zachodza jeszcze na etapie przedimplantacyjnym - czyli przed
zagniezdzeniem sie zarodka w $cianie macicy - prowadza do powstania trzech
linii komérkowych (Ryc. 1). W tym okresie zarodek osiaga stadium blastocysty
- wypelnionego plynem pecherzyka, w ktérym zewnetrzna warstwe stanowi
trofektoderma (TE), natomiast wewnatrz, na jednym z biegunéw, znajduje sie
zwarta grupa komorek zwana weztem zarodkowym (ICM, ang. inner cell mass).
Trofektoderma to linia pozazarodkowa odpowiedzialna za implantacje zarodka
i wytworzenie zarodkowej czesci tozyska. Komorki wezta zarodkowego ulega-
ja natomiast dalszemu réznicowaniu, w wyniku ktérego powstaja dwie kolejne
linie: epiblast (Epi), dajacy poczatek wszystkim komérkom ciala zarodka oraz
czesci blon plodowych, a takze endoderma pierwotna (PrE, ang. primitive endo-
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Rycina 1. Réznicowanie pierwszych linii komérkowych w zarodkach ssakéw. W zarodku na etapie blasto-
cysty wyrdézni¢ mozemy trzy linie komérkowe - epiblast (Epi, kolor czerwony), endoderme pierwotna (PrE,
kolor niebieski) i trofektoderme (TE, kolor zielony). W trakcie dalszego rozwoju TE tworzy zarodkowa czes¢
tozyska, Epi - ciato ptodu i czeé¢ blon plodowych, a PrE - pecherzyk zéttkowy.
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Tabela 1. R6znice morfologiczne oraz przedzialy czasowe istotnych punktow rozwoju zarodkéw ssakow

Mysz ~ 70-80 pm 8-kom/3 dpc

(Mus musculus) [1] [2, 3]

Cztowiek ~100-175 pm

(Homo sapiens) 5] * 8-16-kom/3,5 dpc [6-8]
Bydto ~ 150 pm 16-32-kom/5 dpc
(Bos taurus) [11] [12-14]

Swinia 130 pm

(Sus seroft) (6] K 32-kom/4-5 dpc [17]
Owca ~130 pm 16-kom/4-5 dpc
(Owis aries) [19] [20, 21]

Krolik ~120 pm 32-kom/3 dpc
(Oryctolagus cuniculus) [23] [12,24]

3 4,5

3] 4] 19-21 dni 2
Yy S o
?12,14] %19 5']21 283 dni 30000-45000
[61_;] %188] 113 dni 84

[753,21] %262']18 ~150 dni ~6000

?25] [652,27] ~ 31 dni 54

derm, nazywana réwniez hipoblastem), linia pozazarodko-
wa ktora w dalszym rozwoju utworzy pecherzyk zéitkowy.

Powstanie tych linii w okresie przedimplantacyjnym jest
niezbedne dla dalszego prawidlowego rozwoju i jest cecha
wspdlng rozwoju zarodkowego wszystkich ssakow. Jednak
szczegblowe mechanizmy réznicowania sg cze$ciowo roz-
biezne dla réznych gatunkéw, co wiaze sie miedzy innymi
z réznicami w anatomii i fizjologii rozrodu poszczegélnych
gatunkéw (np. dtugosé ciazy) (Tabela 1). Niniejszy artykut
opisuje molekularne podstawy réznicowania trzech pierw-
szych linii komérkowych w rozwoju ssakéw, w tym gatun-
kow zwierzat laboratoryjnych, gospodarskich i czlowieka.

PIERWSZE DECYZJE ROZWOJOWE -
ROZNICOWANIE TROFEKTODERMY

Zygota - pierwsza komoérka przyszlego organizmu - daje
poczatek wszystkim pézZniejszym komoérkom i tkankom. Te
wlasciwosc - zdolnosé komorek do réznicowania sie w do-
wolny typ komorek zarodkowych i pozazarodkowych or-
ganizmu - nazywamy totipotencja. Komorki zarodkow ssa-
czych zachowuja totipotencje na wczesnych stadiach roz-
woju: u myszy do stadium 4-komérkowego [1,2], natomiast
u gatunkoéw takich jak krolik, owca, §winia, koni czy bydto
nawet do stadium 8-komérkowego [3]. W dalszym rozwo-
ju totipotencja musi zosta¢ utracona, aby mogly pojawic¢ sie
wyspecjalizowane linie komérkowe i tkanki. Pierwszy etap
réznicowania w zarodku ssakéw tozyskowych prowadzi to
powstania linii trofektodermy, niezbednej do implantacji
zarodka w $cianie macicy.

Podczas pierwszych podzialéw komérkowych w zarod-
ku ssaka, nazywanych bruzdkowaniem, catkowita masa i
objetos¢ zarodka nie ulegaja zmianie, a komorki zarodka,
zwane blastomerami, z kazdym cyklem komoérkowym staja
sie coraz mniejsze. W kilkukomérkowym zarodku, nazy-
wanym na tym etapie morulg, nastepuja kluczowe zmiany
morfologiczne prowadzace do zjawiska kompakeji [4]. W
trakcie kompakcji zachodzi przebudowa biatek cytoszkie-
letu oraz zmiana lokalizacji niektérych bialek adhezyjnych.
W konsekwencji dochodzi do zmian w sposobie pofaczeri
miedzy blastomerami, ktére zaczynaja $cislej do siebie przy-
legaé, tak aby w efekcie utworzy¢ zwarta strukture przy-
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pominajaca wygladem kule [4,5]. Ramy czasowe kompakcji
u ssakow sa typowe dla kazdego gatunku, poczawszy od
8-komoérkowego stadium u myszy, 16-komérkowego sta-
dium u owcy do 32-komoérkowego stadium u krélika i bydlta
(Tabela 1) [6-8]. W zarodku $wini kompakcja rozpoczyna
sie na stadium 8-komoérkowym, az do kulminacji w stadium
32-komoérkowym [9]. Pomimo tej stosunkowo duzej zmien-
noéci w czasie wystepowania kompakcji u réznych gatun-
kow ssakéw, inicjacja zdarzenia jest Scisle kontrolowana,
poniewaz nieodpowiedni czas kompakcji moze prowadzi¢
do zaburzenia kolejnych kluczowych etapéw rozwoju za-
rodkowego, miedzy innymi tworzenia sie blastocysty [10].

Do zajécia procesu kompakcji niezbedna jest aktywnosé
kadheryny E (inaczej uwomoruliny), bialka adhezyjnego za-
leznego od jonéw wapniowych [11,12]. Powyzsza hipoteze
potwierdzita obserwacja zarodkéw mysich hodowanych w
pozywce pozbawionej jonéw wapnia (lub suplementowanej
przeciwcialami neutralizujacymi kadheryne E) co spowodo-
wato zahamowanie procesu kompakcji, a umieszczenie juz
skompaktowanych zarodkéw w tak zmodyfikowanej po-
zywce powodowalo catkowita dekompakcje zarodkéw w
stadium moruli [4,13,14]. Podobng zalezno$¢ stwierdzono
takze w przypadku zarodkéw ludzkich [15,16], $wirniskich
[17] oraz chomiczych [18]. Udzial kadheryny E w procesie
kompakcji zostal potwierdzony réwniez w zarodkach kro-
wy [19] i owcy [20]. Najnowsze badania na modelu mysim
wskazuja, ze kadheryna E wplywa na proces kompakgji
poprzez reorganizacje cytoszkieletu aktynowo-miozyno-
wego [21-23], ktérego przebudowe zaobserwowano réw-
niez podczas inicjacji kompakcji w zarodkach $wini [9,24].
W wyniku kompakcji w bionie komérkowej blastomeréw
mozna wyszczegdlni¢ powierzchnie szczytowa (apikal-
na) - kontaktujaca sie ze srodowiskiem zewnetrznym oraz
powierzchnie spodnio-boczng (bazolateralng) - znajdujaca
sie na styku komorek [25]. U myszy polaryzacja jest inicjo-
wana przez utworzenie szczytowej powierzchni bogatej w
ezryne. [26]. Ezryna jest biatkiem z rodziny ERM (ang. ezrin/
radixin/moesin), ktére laczy cytoszkielet aktynowy i biatka
blony komoérkowej. Wiadomo, ze lokalizuje sie¢ w mikro-
kosmkach komérek nablonkowych, a takze we wczesnych
blastomerach [27-29]. U myszy znane sa biatka polaryzacji,
takie jak atypowa kinaza biatkowa C (aPKC - ang. atypical
protein kinase C) [30] oraz grupa bialek PAR (ang. partitio-
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powierzchnia sEczylowa

nieaktywny szlak Hippo

u iazze
szczelinowe

Rycina 2. Regulacja réznicowania trofektodermy (TE) i wezta zarodkowego (ICM) przez szlak sygnatowy Hippo. W spolaryzowanych komérkach TE szlak Hippo jest
nieaktywny: YAP ulega translokacji do jadra komérkowego, gdzie aktywuje transkrypcje genéw specyficznych dla TE (CDX2). W niespolaryzowanych komérkach ICM
szlak Hippo jest aktywny: YAP ulega fosforylacji a geny specyficzne dla TE pozostaja nieaktywne.

ning defective): PARD3 [31,32] i PARDG6D [33], ktére réwniez
lokalizuja sie na powierzchni szczytowej (powierzchni bla-
stomeru zwrdoconej na zewnatrz) podczas gdy PAR1 i Scrib-
ble sa zlokalizowane spodnio-bocznie tj. w obszarze styku
komorek [25] (Ryc. 2).

Pomimo ze kompakcja i polaryzacja sg inicjowane w po-
dobnym momencie rozwoju przedimplantacyjnego oraz
przy obecnosci podobnych zespoléw biatek [34,35], moga
wystepowac niezaleznie [36-38]. U wielu gatunkow ssa-
kow w trakcie kazdego kolejnego podziatu komérkowego
blastomery ulegaja dekompakcji, a nastepnie ponownej
kompakgji po zakoniczeniu wszystkich podzialéw komor-
kowych (m.in. u bydta [39,40], $wini [9] i myszy [41]). Kom-
pakcja w polaczeniu z polaryzacja stanowia pierwsze etapy
w réznicowaniu blastomeréw, inicjujac kaskade kolejnych
wydarzen prowadzacg do réznicowania linii komérkowych
w zarodkach ssakéw [42].

Istotng role w réznicowaniu TE i ICM w zarodkach my-
szy odgrywaja rowniez réznice w kurczliwosci komoérek na
stadium moruli. Tworzenie domeny szczytowej o niskiej
kurczliwosci podczas kompakgji i polaryzacji we wczesnym
rozwoju zarodkowym powoduje réznice w rozkladzie sit
mechanicznych (generowanych przez filamenty aktynowe
i miozynowe cytoszkieletu kortykalnego), ktére wplywa-
ja na polozenie komoérek podczas kolejnych podziatéw. W
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rezultacie spolaryzowane komorki dziedziczace domene
szczytowa sa mniej kurczliwe, i otaczajq sasiadujace z nimi
bardziej kurczliwe komoérki niespolaryzowane, réznicujgc
sie¢ w TE [21,43]. Silnie kurczliwe komorki niepolarne kon-
kuruja o pozycje wewnatrz zarodka i sa internalizowane w
wyniku asymetrycznego podziatu, albo ulegaja procesowi
internalizacji szybko po podziale, dajac poczatek komor-
kom ICM [21,43].

ROLA SZLAKU SYGNALOWEGO HIPPO W
ROZNICOWANIU TROFEKTODERMY

We wczesnych badaniach rozwoju zarodkowego myszy
stwierdzono, ze réznice w polozeniu komoérek w zarodku
na stadium moruli determinuja przyszly los komoérek. Ze-
wnetrzne blastomery réznicuja w kierunku TE, natomiast
wewnetrzne bedg budowac wezet zarodkowy (model ,,insi-
de-outside”) [44]. Ostatnie badania wykazaly, ze to szlak sy-
gnatowy Hippo jest odpowiedzialny za interpretacje sygna-
téw polaryzacyjnych w moruli myszy oraz za inicjowanie
programu specyficznego dla TE w komoérkach zewnetrz-
nych [21,45-48]. Najnowsza teoria réznicowania TE/ICM
taczy zatem elementy modelu , inside-outside”, a takze zmia-
ny w rozkladzie sit mechanicznych z polaryzacja i aktywno-
Scig szlaku Hippo. W wewnetrznych, niespolaryzowanych
komérkach, szlak Hippo pozostaje aktywny. Biatka AMOT
(angiomotyna) i AMOTL2 (ang. angiomotin-like 2) zlokali-
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zowane sa w polaczeniach przylegajacych, a AMOT ulega
fosforylacji przez kinaze LATS1/2 (ang. Large tumor suppres-
sor kinase 1/2), tworzac z nig kompleks. LATS1/2 fosfory-
luje YAP (ang. yes associated protein), uniemozliwiajac jego
przemieszczenie do jadra komérkowego, a w konsekwencji
nie dochodzi do interakcji YAP z TEAD4 (ang. TEA domain
transcription factor 4), co prowadzi do zablokowania tran-
skrypcji genéw odpowiedzialnych za réznicowanie TE [36]
(Ryc. 2). W komoérkach zewnetrznych obecnos¢ spolaryzo-
wanej domeny szczytowej hamuje aktywnosé szlaku Hip-
po. Biatka PAR-aPKC zlokalizowane w apikalnej czeéci bto-
ny wigza AMOT i AMOTL2, powodujac ich przemieszcze-
nie z polaczen przylegajacych do domeny apikalnej [36, 46,
49]. Nieaktywne w tym czasie kinazy LATS1/2 umozliwiaja
translokacje YAP do jadra komoérkowego oraz przytaczenie
go do czynnika transkrypcyjnego TEAD4, interakcja YAP-
TEAD4 indukuje transkrypcje CDX2 (ang. caudal type ho-
meobox 2) 1 GATA3 (ang. GATA binding protein 3) [47,48,50]
genéw kodujacych kluczowe czynniki transkrypcyjne de-
terminujace réznicowanie komorek TE.

Rola szlaku Hippo w réznicowaniu trofektodermy zosta-
ta dotychczas najlepiej poznana w zarodkach myszy, jednak
aktywnos¢ tego szlaku jest konserwowana ewolucyjnie, o
czym $wiadczg badania potwierdzajace udziat szlaku Hip-
po w rozwoju zarodkowym torbaczy [51]. Obecnosé kluczo-
wych elementéw szlaku Hippo takich jak TEAD4 i YAP zo-
stala réwniez stwierdzona na stadium moruli i blastocysty
u czlowieka [52], $wini [53] bydia [52,54], a takze konia [55].
Ostatnie badania wykazaly takze, ze obnizenie ekspresji
TEAD4 hamuje rozw6j zarodkéw $wini w stadium blastocy-
sty [53]. Mozna wiec sadzi¢, ze aktywnos¢ szlaku Hippo jest
kluczowym mechanizmem odpowiedzialnym za réznico-
wanie TE i ICM w przedimplantacyjnym rozwoju ssakéw.

KAWITACJA

Spolaryzowane blastomery moga dzieli¢ sie w taki spo-
s6b, ze obie komoérki potomne dziedzicza bogata w ezryne
domene szczytowaq i utrzymuja pozycje zewnetrzna lub, jesli
plaszczyzna podziatu jest rownolegla do powierzchni zarod-
ka, asymetryczny podzial moze spowodowac, ze tylko jedna
z komorek potomnych odziedziczy powierzchnie szczytowa
(pozostajac spolaryzowana i utrzymujac kontakt ze srodowi-
skiem zewnetrznym), podczas gdy drugi, niespolaryzowany
blastomer bedzie umiejscowiony wewnatrz zarodka [56-58].
W zarodku myszy spolaryzowane blastomery otaczaja ko-
morki niespolaryzowane, stopniowo tworzac szczelng struk-
ture o charakterze nablonkowym [5,21,59], co zostalo po-
twierdzone réwniez w zarodkach czlowieka, $wini i krowy
[5,6,9,19,21,59-64]. R6znicowanie komoérek zewnetrznych w
kierunku w pelni funkcjonalnego nablonka TE wymaga tak-
ze aktywnosci ATPaz Na+/K+ i akwaporyn, ktére sa wazne
dla transportu aktywnego jonéw do przestrzeni wewnatrz-
komorkowej oraz dla transportu pasywnego wody wzdluz
gradientu osmotycznego [62,63,65,66].

ROZNICOWANIE TROFEKTODERMY - ROLA
CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH

Chociaz réznicowanie linii TE rozpoczyna sie juz na sta-
dium moruli, to do utrzymania tej linii na stadium blastocy-
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sty niezbedna jest aktywnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych
specyficznych dla TE. Badania zarodkéw mysich wykaza-
ty kluczowa role czynnikéw transkrypcyjnych CDX2 [67] i
GATA3 [50,68] w réznicowaniu TE. W zarodkach mysich
pozbawionych genu Cdx2 kawitacja poczatkowo przebie-
ga w sposob prawidlowy, jednak po osiggnieciu stadium
wczesnej blastocysty dalszy rozwéj TE zostaje zahamowa-
ny i zarodki takie nie sa zdolne do implantacji [67]. O ile w
zarodkach mysich i bydlecych CDX2 wykrywane jest juz na
etapie moruli [67,69], to u innych badanych ssakéw (czto-
wieka, $wini, krolika) biatko to pojawia si¢ dopiero w TE na
stadium blastocysty [70-75]. GATAS3 jest takze czynnikiem
transkrypcyjnym wystepujacym specyficznie w TE w za-
rodkach myszy [50, 68], czlowieka [52, 76], bydta [52,77,78]
oraz konia [79].

Istotna role w réznicowaniu TE i ICM w zarodku myszy
odgrywa wzajemne oddziatywanie czynnikéw transkryp-
cyjnych CDX2 i OCT4 (ang. Octamer-binding transcription
factor 4) [80]. CDX2 i OCT4 wspétwystepuja w zarodku my-
szy w zewnetrznych komoérkach na stadium moruli, a takze
w niektérych komoérkach TE na stadium blastocysty [81,82],
jednak poziom ekspresji Oct4 ulega obnizeniu w komor-
kach TE, co jest konieczne dla ich prawidlowego réznico-
wania [67, 80]. W zarodkach bydla oraz niektérych innych
gatunkow ssakéw obnizenie poziomu ekspresji OCT4 nie
jest konieczne dla prawidlowego réznicowania trofektoder-
my, gdyz w przeciwieristwie do myszy sekwencje regula-
torowe tego genu nie zawierajg obszaru pozwalajacego na
wyciszenie transkrypcji w TE [70]. W zarodkach ludzkich
[83], bydlecych [69, 84] oraz kréliczych [85] wysoki poziom
ekspresji OCT4 utrzymuje si¢ do stadium péznej blastocysty
zaréwno w ICM, jak i w TE, i nie ulega obniZeniu pomimo
wspolekspresji z CDX2. W zarodkach bydlecych stwierdzo-
no takze, ze obnizenie ekspresji CDX2 nie zwieksza ekspre-
sji czynnika OCT4 [70], a usuniecie genu OCT4 powoduje
réwnoczesne obnizenie ekspresji CDX2 [86].

DALSZE DECYZJE ROZWOJOWE - ROZNICOWANIE
EPIBLASTU I ENDODERMY PIERWOTNE]

W pbézniejszym rozwoju zarodka komérki ICM ulegaja
dalszemu réznicowaniu, wskutek czego powstaja dwie ko-
lejne linie komérkowe: endoderma pierwotna oraz epiblast.
Endoderma pierwotna to linia pozazarodkowa, w dalszym
rozwoju tworzaca przede wszystkim pecherzyk zéttkowy,
chociaz pojedyncze komorki tej linii wchodzg takze w sklad
jelita zarodka [87]. Pochodne PrE biorg takze udziat w indu-
kowaniu osi symetrii zarodka we wczesnym rozwoju po-
implantacyjnym [88]. Druga liniag komérkowa powstajaca z
ICM jest epiblast - linia zarodkowa, ktéra utworzy wszyst-
kie tkanki ciala ptodu oraz czesé blon ptodowych.

Réznicowanie Epi i PrE poprzedzone jest przez okres, w
ktérym komorki ICM nie sa jeszcze wyspecjalizowane i we
wszystkich obserwuje sie obecnos$é czynnikéw transkryp-
cyjnych charakterystycznych zaré6wno dla Epi (NANOG),
jak i PrE (GATAG®) [89]. Taki wzorzec ekspresji zaobserwo-
wano we wczesnych blastocystach wielu gatunkéw ssakow,
w tym myszy [89,90], swini [91], krélika [92], cztowieka
[93,94] i innych naczelnych [95]. Nastepnie w kazdej komor-
ce dochodzi do stopniowego wyciszania ekspresji Gata6 lub
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Migzroznicowany ICK

&0l-pieprz’

Zroznicowane linie
Epii PrE

Komorka niezréznicowana

Komorka Epi

Komarka PrE

Rycina 3. Réznicowanie epiblastu (Epi) i endodermy pierwotnej (PrE). Na etapie wczesnej blastocysty komorki ICM sg niezr6znicowane i wykazujg wspolekspresje
czynnikow specyficznych dla Epi i PrE. Nastepnie komorki ICM ulegaja réznicowaniu w kierunku Epi i PrE i na tym etapie utozone sa w spos6b mozaikowy, nazywany
‘sol-pieprz’. Na stadium pé6znej blastocysty komérki Epi i PrE ulegaja sortowaniu w dwie warstwy, w taki sposob ze PrE oddziela Epi od jamy blastocysty.

Nanog, oraz aktywacji ekspresji kolejnych czynnikéw trans-
krypcyjnych charakterystycznych dla kazdej linii. Zréznico-
wane w ten sposéb komorki prekursorowe PrE oraz komor-
ki prekursorowe Epi uloZone s3 w ICM mozaikowo, co na-
zywamy ukladem sél-pieprz (ang. salt and pepper) (Ryc. 3).
Kolejnym etapem réznicowania komoérek w PrE i Epi jest
determinacja losu komoérek oraz ich segregacja przestrzen-
na, w wyniku czego komoérki PrE znajda sie na powierzchni
ICM, a Epi - w érodku ICM, pomiedzy TE a PrE [96].

EPIBLAST - LINIA PLURIPOTENTNA

Na poczatku rozwoju blastomery bruzdkujacego za-
rodka sa totipotentne, co oznacza, ze maja zdolnosé¢ wy-
tworzenia wszystkich trzech przedimplantacyjnych linii
komoérkowych, zaréwno pozazarodkowych: TE i PrE, jak
i zarodkowej linii Epi. Wraz z rozwojem zarodka komoérki
traca totipotencje, uzyskujac jednoczesdnie cechy charaktery-
styczne dla poszczegolnych, bardziej zréznicowanych linii.
Komoérki Epi uzyskuja w wyniku tego procesu stan pluri-
potencji - mozliwosci wytworzenia trzech listkéw zarodko-
wych (endodermy, mezodermy oraz ektodermy), w tym ko-
morek linii plciowej. Nalezy zwréci¢ uwage, ze epiblastem
okresla sie komoérki poczawszy od prekursoréow tej linii na
stadium wczesnej blastocysty az do wezesnego stadium po-
implantacyjnego, do czasu gastrulacji. W przypadku myszy
sq to 4 dni rozwoju zarodka, ale u innych gatunkéw okres
ten moze trwac dluzej. W tym czasie zachodza dalsze zmia-
ny w potencji komoérek. Komorki wezesnego epiblastu (u
myszy na stadium péznej blastocysty) charakteryzuja sie
naiwnym stanem pluripotencji (ang. naive pluripotency) - za-
chowuja potencjalnie najwieksze mozliwosci ré6znicowania,
ale nie sg jeszcze kompetentne do réznicowania w listki
zarodkowe [97]. Komoérki p6znego epiblastu (u myszy na
stadium cylindra zarodkowego) charakteryzuje natomiast
pluripotencja ugruntowana (ang. primed pluripotency) - ko-
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morki te sa juz w stanie odpowiedzieé¢ na sygnaty indukuja-
ce ich réznicowanie w kazdy z trzech listkéw zarodkowych
[97]. Pluripotencja formatywna (ang. formative pluripotency)
jest natomiast stanem przejéciowym niezbednym do przej-
Scia komoérek Epi ze stanu pluripotencji naiwnej do ugrun-
towanej [98]. Sugeruje sie, ze réznych stopni pluripotencji
moze by¢ znacznie wiecej i r6znia sie one w zaleznosci od
gatunku [99]. Réznice miedzygatunkowe wynika¢ moga z
odmiennych $ciezek regulujacych pluripotencje u kazdego
gatunku, ale takzZe z réznic w regulacji transkrypcji genéw,
metabolizmu czy modyfikacji epigenetycznych [95,98,99].

To wlasnie z pluripotentnych komoérek epiblastu uzy-
skuje si¢ zarodkowe komoérki macierzyste (ES, ang. embry-
onic stem cells). Komoérki te charakteryzuja sie utrzymaniem
pluripotengji in vitro, przy jednoczesnym zachowaniu moz-
liwosci samoodnowy - zdolnosci do nieskoniczonej liczby
podzialéw komérkowych w warunkach in vitro bez utraty
stanu niezréznicowanego. Pierwsze komoérki ES uzyska-
no z blastocysty myszy. Dokonali tego w 1981 roku Mar-
tin Evans i Matthew Kaufmann [100] oraz niezaleznie Gail
Martin [101]. Mimo intensywnych prac nad uzyskaniem
komérek ES z zarodkéw innych gatunkéw, na ludzkie ko-
morki ES trzeba bylo czekaé prawie 2 dekady [102,103], a
kolejne, szczurze komorki ES uzyskano po kolejnych 10
latach [104,105]. Do dzié nie uzyskano jednak z zarodkéw
zwierzat gospodarskich (krélika, krowy czy owcy) linii ko-
morkowych charakteryzujacych sie pluripotencja naiwna.
Fakt ten wskazuje na istotne réznice miedzygatunkowe w
mechanizmach réznicowania linii epiblastu oraz uzyskiwa-
nia i utrzymania stanu pluripotencji. Zagadnienia zwigzane
z uzyskiwaniem i charakterystyka linii ES zostaly szerzej
omoéwione w artykule autorstwa Zofii Madei w niniejszym
numerze [106].
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W rozwoju przedimplantacyjnym ssakéw mechanizmy
utrzymania stanu pluripotencji i odpowiedniego wyijscia
poszczegdlnych komorek ze stanu pluripotencji tj. réz-
nicowania, sg precyzyjnie kontrolowane (przestrzennie i
czasowo) przez wzajemne oddzialywania sieci czynnikéw
transkrypcyjnych obecnych w komoérce i szlakéw sygnato-
wych, stymulowanych czynnikami zewnatrzkomoérkowy-
mi. Chociaz poszczegoélne elementy mechanizméw kontroli
pluripotencji sa podobne u wszystkich badanych do tej pory
gatunkéw ssakow, zauwaza sie wiele réznic zwigzanych z
czasem wystepowania, funkcja oraz wzajemnym oddzialy-
waniem czynnikéw transkrypcyjnych.

Badania mysich zarodkéw przedimplantacyjnych oraz
komoérek ES [107] wykazaly obecnosé 9 czynnikéw trans-
krypcyjnych, ktére mogg mie¢ kluczowy wplyw na rozwoj
i utrzymanie stanu pierwotnej pluripotencji i naleza do
nich: OCT4 (POU5f1), SOX2, NANOG, SALL4, KLF2, KLF4,
ESRRB i TFCP2L1. Za réznicowanie komérek w kierunku li-
nii epiblastu odpowiedzialne sa przede wszystkim czynniki
OCT4[108,109], NANOG [110, 111] i SOX2 (ang. Sex determi-
ning region Y box containing gene 2) [112]. W zarodkach my-
szy markery te wykrywane sa od stadium 8-komoérkowego
i lokalizujg si¢ w jadrach komoérkowych wszystkich bla-
stomeréw, po czym w trakcie rozwoju ich synteza zostaje
powoli wyciszana w komoérkach zewnetrznych i utrzymuje
sie¢ w komoérkach ICM, a ostatecznie wykrywane sa one je-
dynie w komoérkach Epi [90,113,114]. U myszy inaktywacja
obydwu alleli kazdego z tych genéw powoduje obumarcie
zarodka na etapie okoloimplantacyjnym. Zarodki pozba-
wione genu Oct4 sa w stanie rozwina¢ sie do stadium bla-
stocysty, jednak ICM takiego zarodka wykazuje obecnos¢
markeréw charakterystycznych dla TE [108]. Pozbawienie
zarodkéw czynnika SOX2 nie wptywa na réznicowanie sie
komoérek ICM w kierunku Epi ani na zmiane poziomu eks-
presji Nanog, ale powoduje zmniejszenie liczby komoérek
PrE w wezle zarodkowym i zwigkszenie liczby komoérek
nie wykazujacych markeréw Epi ani PrE [115]. Pozbawienie
zarodkéw czynnika Nanog nie wplywa na rozwoj wezesnej
blastocysty, jednak w dalszym rozwoju powoduje zablo-
kowanie réznicowania pluripotentnej linii Epi, a w kon-
sekwencji jej braku uniemozliwia takze réznicowanie linii
PrE [110,116-118]. Zauwazono takze, ze obecnos¢ czynnika
SALL4 (ang. spalt-like transcription factor 4) jest niezbedna w
procesach réznicowania si¢ TE:ICM oraz PrE z ICM [119].

Badania potwierdzily obecnos¢ czynnika transkrypcyj-
nego OCT4 u wielu gatunkéw ssakéw m.in. w zarodkach
ludzkich [83], bydlecych [69,84], konskich [120], $wiriskich
[121] oraz kroliczych [85], przy czym jest on obecny zaréw-
no w ICM, jakiw TE az do stadium p6znej blastocysty. Wy-
daje sie, ze czynnikiem bardziej specyficznym dla komorek
Epi zarodkéw ssakéw innych niz gryzonie jest SOX2. W
blastocyscie swinskiej [122,123], konskiej [55] czy kroliczej
[92,124] jego obecnos¢ ogranicza sie wylacznie do komorek
Epi i nie wspélwystepuje on z markerami TE na zadnym
ze stadiow rozwojowych. W zarodkach bydlecych obecnosé
genu SOX2 wykryta zostala juz na etapie 8-komérkowym,
natomiast w 7-9 dniowej blastocyscie jego ekspresja ograni-
czona jest do komorek ICM [125,126].
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Réznicowanie PrE takze kontrolowane jest przez spe-
cyficzne czynniki transkrypcyjne. Jak juz wczesniej wspo-
mniano, u myszy réznicowanie PrE zwigzane jest z wza-
jemnymi oddzialywaniami czynnikéw GATA6 i NANOG
[127]. Wspoélwystepuja one w kazdej komérce zarodka od
stadium 8-komoérkowego [89] a nastepnie, w czesci komo-
rek kierowanych na éciezke PrE, ekspresja Gata6 prawdopo-
dobnie wycisza ekspresje Nanog [127]. W zarodkach kroélika
nie zaobserwowano jednak takiej zaleznosci - chociaz eks-
presja GATAG6 ulega ograniczeniu do komérek prekursoro-
wych PrE, to NANOG wystepuje we wszystkich komoérkach
ICM az do czasu przestrzennej segregacji linii PrE i Epi [92].
Wraz z ograniczeniem ekspresji GATA6 do komorek pre-
kursorowych PrE na stadium sél-pieprz, aktywacji w tych
komorkach ulegaja kolejne czynniki transkrypcyjne, przede
wszystkim GATA4 i SOX17 (ang. SRY-box containing gene
17) [128]. Obecnos¢ SOX17 stwierdzono w PrE w zarodkach
myszy [70], cztowieka [94], krélika [92], bydia [129] i $wini
[91], natomiast GATA4 w zarodkach myszy [130], czlowie-
ka [131] i bydta [132].

ROLA SZLAKU FGF/MAPK W ROZNICOWANIU
ENDODERMY PIERWOTNE] I EPIBLASTU

W rozwoju przedimplantacyjnym zarodka myszy szlak
FGF/MAPK (Sciezka czynnika wzrostu fibroblastow/ki-
nazy bialkowej aktywowanej mitogenem, ang. fibroblast
growth factor/mitogen-activated protein kinase) ma wpltyw na
réznicowanie wszystkich trzech linii komoérkowych: jest
odpowiedzialny za réznicowanie komoérek ICM w kierun-
ku PrE, reguluje dojrzewanie komorek Epi oraz wspomaga
proliferacje komoérek TE. Gléwnym czynnikiem aktywu-
jacym szlak FGF/MAPK w zarodku jest czynnik wzrostu
FGF4 (ang. fibroblast growth factor 4) [133-135]. Czynnik ten
jest produkowany przez komoérki Epi i powoduje réznico-
wanie komoérek ICM w kierunku PrE, gléwnie poprzez re-
ceptor FGFR1 [136].

W zarodkach mysich nadmiar FGF4 powoduje réznico-
wanie wszystkich komérek ICM jedynie w kierunku PrE
[137], natomiast zablokowanie tego szlaku sygnalowego
(przy uzyciu inhibitoréw FGFR 1 i 2 oraz inhibitora ERK
(ang. extracellular signal-regulated kinases) powoduje réznico-
wanie komérek ICM jedynie w kierunku Epi [138]. Posred-
nig, wazng rola czynnika FGF4 jest utrzymanie odpowied-
niej réwnowagi pomiedzy liczbg komérek Epi i PrE [139,
140]. Na stadium p6znej blastocysty FGF4 dziata na komor-
ki Epi auto- oraz parakrynnie (na komoérke ma wptyw FGF4
produkowany przez nig sama oraz przez pozostale komorki
Epi), powodujac utrzymanie stanu pluripotencji. Jednocze-
$nie ten sam czynnik dziala parakrynnie na komoérki PrE,
utrzymujac komoérki w stanie zréznicowania. Szlak FGF/
MAPK pelni réwniez istotng role w réznicowaniu pierw-
szych linii komérkowych w zarodkach ssakéw innych
niz mysz, zaobserwowano jednak wyrazne réznice mie-
dzygatunkowe. U gatunkéw takich jak bydto [132], krolik
[92], $winia [141] i owca pod wplywem wysokiego steze-
nia FGF2/FGF4 obserwuje si¢ zwiekszony udzial komérek
PrE w ICM. Jednoczesnie u tych gatunkéw zablokowanie
szlaku sygnalowego ERK nie eliminuje catkowicie komérek
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PrE, chociaz powoduje zwigkszenie udziatu komérek Epi w
ICM zarodkéw bydla [132] i $wini [141], ale nie w zarod-
kach ludzkich [132]. Co ciekawe, zablokowanie receptorow
FGFR nie wplywa na réznicowanie linii komérkowych w
zarodkach czlowieka, bydta, $wini czy owcy.

ROLA SZLAKU LIF/JAK/STAT W
ROZNICOWANIU EPIBLASTU

Znaczenie $ciezki sygnatowej JAK/STAT ($ciezka kinazy
Janus/biatek przekazujacych sygnat i aktywujacych trans-
krypcje, ang. Janus-activated kinase/signal transducer and acti-
vator of transcription) w utrzymaniu pluripotencji komoérek
odkryto w trakcie badan nad tworzeniem linii mysich za-
rodkowych komorek macierzystych [142,143]. Zauwazono
wtedy, ze zarodki badZ ICM poddane hodowli in vitro na
warstwie komoérek pochodzacej z mysich fibroblastow za-
rodkowych (MEF, ang. mouse embryonic fibroblasts) prolifero-
waly zachowujac swéj pluripotentny charakter, co przyczy-
nito sie¢ do uzyskania stabilnej, samoodnawiajacej sie linii
mysich komoérek ES. Stalo si¢ to za sprawa czynnika LIF
(ang. Leukemia inhibitory factor), ktéry jest produkowany i
wydzielany przez MEF i jest jednym z aktywatoréw $ciezki
JAK/STAT [144].

Mechanizm dzialania Sciezki JAK/STAT stymulowanej
przez LIF w mysich komérkach ES zaklada, ze czynnik ten
wiaze sie z glikoproteing 130 (gp130) zwigzang z podjed-
nostka receptora LIF (LIFR). Wigzanie LIF do LIFR aktywuje
kinaze Janus (JAK) zwiazang z receptorem. Nastepnie, dzie-
ki aktywacji JAK, dochodzi do fosforylacji gp130 i tworze-
nia sie miejsca przytaczenia sie dla obecnego w cytoplazmie
komoérki transduktora sygnalu i aktywatora transkrypcji 3
(STAT3). Gdy STAT3 zwiaze sie z miejscem przylaczenia
gp130 JAK fosforyluje przylaczony STAT3 (pSTAT3) i w tej
formie tworzy homodimer, ktéry przemieszcza sie do jadra
komoérkowego, gdzie wigze si¢ z enhancerami genéw, re-
gulujac ekspresje m. in. czynnikéw transkrypcyjnych OCT4,
SOX2 i NANOG [145] czy genéw odpowiedzialnych za na-
iwny stan pluripotencji takich jak Kif4 [146] i Tfcp2I1 [147].

Badania zarodkéw mysich pozbawionych genu Stat3
wykazaly, ze wezly zarodkowe blastocyst na stadium oko-
foimplantacyjnym maja mniejsza liczbe komorek, nie do-
chodzi w nich do segregacji komérek w kierunku linii Epi i
PrE oraz ze wigkszos$¢ komoérek ICM nie posiada markeréw
NANOG i OCT4 [148]. Co ciekawe, dodanie LIF do hodow-
li ludzkich komérek ES in vitro nie wplywa na aktywacje
genéw pluripotencji, pomimo obecnosci elementéw szla-
ku takich jak receptor LIF i gp130 oraz faktu, ze dochodzi
do indukgji szlaku i przemieszczania si¢ pSTAT3 do jader
komoérkowych. Sugeruje to, ze mysie i ludzkie komérki ES
wymagaja odmiennych mechanizméw sygnalizacyjnych do
regulacji ich pluripotencji [149].

W bydlecych komérkach ES wykazano, ze LIF stymulu-
je sciezke JAK/STAT, ale jest ona aktywna jedynie na po-
czatkowych etapach hodowli, i w przeciwienistwie do linii
mysich komérek ES, u bydla czynnik ten nie podtrzymuje
samoodnawiania komoérek [150]. W zarodkach bydlecych
sq obecne elementy $ciezki JAK/STAT takie jak LIF, LIFR
i GP130 [151], jednak badania nad suplementacja pozywki
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hodowlanej czynnikiem LIF niejednoznacznie wykazaty za-
réwno zwiekszenie [152], obnizenie [153], jak i brak wpty-
wu tego czynnika [154] na liczbe komoérek ICM w bydle-
cych blastocystach. Wykazano takze, ze hodowla bydlecych
zarodkow z inhibitorami $ciezki JAK/STAT, a konkretnie
z inhibitorami bialek z rodziny JAK, powoduje obnizenie
liczby komérek w ICM, nie wplywajac przy tym na licz-
be komoérek TE, a hodowla z inhibitorem JAK1/2 wplywa
na zmniejszenie liczby komorek ICM oraz obniza sygnat
pSTAT3 w jadrach komoérkowych ICM. Sugeruje to, ze
utrzymanie pluripotencji w bydlecych zarodkach jest zalez-
ne od sygnatéw JAK/STAT3, podobnie jak u myszy. W za-
rodkach swinskich wykazano, ze éciezka sygnalowa JAK/
STAT jest kluczowa w rozwoju zaréwno TE [141,155], jak
i ICM [91]. Elementy szlaku sygnatowego JAK/STAT takie
jak IL6 i 130gp sa obecne w zarodkach $winiskich w komor-
kach TE i ICM jednak szlak ten nie jest aktywowany przez
LIF. Ponadto, inhibicja szlaku JAK/STAT przez inhibitor
AZD1480 powoduje zaburzona morfologie zarodka na eta-
pie wczesnej blastocysty (brak zorganizowanego ICM i eks-
presji SOX2), a blastocysty na pdZnym etapie rozwoju maja
mniejsza liczbe komorek zaréwno w ICM, jak i TE.

PODSUMOWANIE

Réznicowanie zarodkowych i pozazarodkowych linii
komoérkowych w pierwszych dniach rozwoju zarodka ssa-
ka jest kluczowe dla jego dalszego rozwoju po implantacji.
Wiekszoé¢ badan dotyczacych tego procesu prowadzona
jest na zarodkach mysich, ktére stanowia dogodny model
dla badani z zakresu embriologii eksperymentalnej i gene-
tyki. Jednak w ostatnich latach zauwazalne jest zwiekszone
zainteresowanie biologig rozwoju innych gatunkow ssakow,
w tym zwierzat gospodarskich i dzikich, a takze czlowieka
[178]. Co szczegdlnie istotne, badania te wykazuja istotne
réznice w molekularnych mechanizmach regulacji r6znico-
wania pierwszych linii komérkowych u réznych gatunkéw
ssakéw, pomimo zachowanego wspdlnego ksztaltu zarod-
ka i obecnosci oraz podobnego dzialania wielu czynnikéw
transkrypcyjnych. Dalsze badania poréwnawcze pozwola
na zrozumienie zaréwno réznic miedzygatunkowych, jak
i poznanie najistotniejszych mechanizméw rozwoju wspol-
nych dla zarodkéw ssakow.
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ABSTRACT

The embryonic development of placental mammals takes place inside the mother’s womb, which requires the formation of appropriate
supportive structures by both the mother’s organism and the developing embryo. The first stages of mammalian embryonic development,
preceding implantation, are the period of differentiation of the first cell lineages - epiblast (which will give rise to the embryo proper), and
extra-embryonic lineages: trophectoderm (responsible for implantation and formation of the placenta) and primitive endoderm (giving rise
to the yolk sac). Their differentiation is necessary for further development, and is a common feature of the development of all placental mam-
mals, but the timing and molecular mechanisms responsible for these processes differ between mammalian species.
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