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				Różnicowanie pierwszych linii komórkowych w zarodkach ssaków – różnice i podobieństwa międzygatunkowe

			

		

		
			
				STRESZCZENIE:

				Rozwój zarodkowy ssaków łożyskowych zachodzi wewnątrz organizmu matki, co wyma-ga wytworzenia odpowiednich struktur dla podtrzymania tego rozwoju zarówno przez organizm matki, jak i przez rozwijający się zarodek. Pierwsze etapy rozwoju zarodkowego ssaków, poprzedzające implantację, to okres różnicowania pierwszych linii komórkowych – epiblastu (z którego rozwinie się ciało płodu) oraz linii pozazarodkowych: trofektoder-my (odpowiedzialnej za implantację i powstanie łożyska) i endodermy pierwotnej (dającej początek pęcherzykowi żółtkowemu). Ich powstanie jest konieczne dla dalszego rozwoju i jest cechą wspólną rozwoju wszystkich ssaków łożyskowych, jednak ramy czasowe i mecha-nizmy molekularne odpowiedzialne za te procesy różnią się u różnych gatunków ssaków.

				Struktury pozazarodkowe – przystosowanie do żyworodności

				Ssaki żyworodne (łożyskowce i torbacze) to grupa kręgowców, których roz-wój zarodkowy odbywa się wewnątrz organizmu matki. Ta niewątpliwa zdo-bycz ewolucyjna pozwala na ochronę zarodka przed niekorzystnym wpływem środowiska oraz na całkowite lub częściowe uniezależnienie się od substancji odżywczych uzyskiwanych z żółtka, na rzecz pobierania ich bezpośrednio od matki. Żyworodność wymaga zarówno adaptacji organizmu matki do zagnież-dżenia zarodka i podtrzymywania jego rozwoju w czasie ciąży, jak i wytworze-nia przez sam zarodek odpowiednich struktur pozwalających na jego implan-tację i dalszy kontakt z organizmem matki. Te tkanki i organy – łożysko i błony płodowe – nazywamy strukturami pozazarodkowymi. Nie tworzą one tkanek dorosłego organizmu, ale są niezbędne dla prawidłowego rozwoju zarodka aż do urodzenia.

				Różnicowanie komórek zarodka ssaka na linie zarodkowe i pozazarodkowe zachodzi już w pierwszym tygodniu po zapłodnieniu. Pierwsze etapy różni-cowania, które zachodzą jeszcze na etapie przedimplantacyjnym – czyli przed zagnieżdżeniem się zarodka w ścianie macicy – prowadzą do powstania trzech linii komórkowych (Ryc. 1). W tym okresie zarodek osiąga stadium blastocysty – wypełnionego płynem pęcherzyka, w którym zewnętrzną warstwę stanowi trofektoderma (TE), natomiast wewnątrz, na jednym z biegunów, znajduje się zwarta grupa komórek zwana węzłem zarodkowym (ICM, ang. inner cell mass). Trofektoderma to linia pozazarodkowa odpowiedzialna za implantację zarodka i wytworzenie zarodkowej części łożyska. Komórki węzła zarodkowego ulega-ją natomiast dalszemu różnicowaniu, w wyniku którego powstają dwie kolejne linie: epiblast (Epi), dający początek wszystkim komórkom ciała zarodka oraz części błon płodowych, a także endoderma pierwotna (PrE, ang. primitive endo-
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				Rycina 1. Różnicowanie pierwszych linii komórkowych w zarodkach ssaków. W zarodku na etapie blasto-cysty wyróżnić możemy trzy linie komórkowe – epiblast (Epi, kolor czerwony), endodermę pierwotną (PrE, kolor niebieski) i trofektodermę (TE, kolor zielony). W trakcie dalszego rozwoju TE tworzy zarodkową część łożyska, Epi – ciało płodu i część błon płodowych, a PrE – pęcherzyk żółtkowy.
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				derm, nazywana również hipoblastem), linia pozazarodko-wa która w dalszym rozwoju utworzy pęcherzyk żółtkowy.

				Powstanie tych linii w okresie przedimplantacyjnym jest niezbędne dla dalszego prawidłowego rozwoju i jest cechą wspólną rozwoju zarodkowego wszystkich ssaków. Jednak szczegółowe mechanizmy różnicowania są częściowo roz-bieżne dla różnych gatunków, co wiąże się między innymi z różnicami w anatomii i fizjologii rozrodu poszczególnych gatunków (np. długość ciąży) (Tabela 1). Niniejszy artykuł opisuje molekularne podstawy różnicowania trzech pierw-szych linii komórkowych w rozwoju ssaków, w tym gatun-ków zwierząt laboratoryjnych, gospodarskich i człowieka.

				Pierwsze decyzje rozwojowe – różnicowanie trofektodermy

				Zygota - pierwsza komórka przyszłego organizmu – daje początek wszystkim późniejszym komórkom i tkankom. Tę właściwość - zdolność komórek do różnicowania się w do-wolny typ komórek zarodkowych i pozazarodkowych or-ganizmu - nazywamy totipotencją. Komórki zarodków ssa-czych zachowują totipotencję na wczesnych stadiach roz-woju: u myszy do stadium 4-komórkowego [1,2], natomiast u gatunków takich jak królik, owca, świnia, koń czy bydło nawet do stadium 8-komórkowego [3]. W dalszym rozwo-ju totipotencja musi zostać utracona, aby mogły pojawić się wyspecjalizowane linie komórkowe i tkanki. Pierwszy etap różnicowania w zarodku ssaków łożyskowych prowadzi to powstania linii trofektodermy, niezbędnej do implantacji zarodka w ścianie macicy.

				Podczas pierwszych podziałów komórkowych w zarod-ku ssaka, nazywanych bruzdkowaniem, całkowita masa i objętość zarodka nie ulegają zmianie, a komórki zarodka, zwane blastomerami, z każdym cyklem komórkowym stają się coraz mniejsze. W kilkukomórkowym zarodku, nazy-wanym na tym etapie morulą, następują kluczowe zmiany morfologiczne prowadzące do zjawiska kompakcji [4]. W trakcie kompakcji zachodzi przebudowa białek cytoszkie-letu oraz zmiana lokalizacji niektórych białek adhezyjnych. W konsekwencji dochodzi do zmian w sposobie połączeń między blastomerami, które zaczynają ściślej do siebie przy-legać, tak aby w efekcie utworzyć zwartą strukturę przy-

			

		

		
			
				pominającą wyglądem kulę [4,5]. Ramy czasowe kompakcji u ssaków są typowe dla każdego gatunku, począwszy od 8-komórkowego stadium u myszy, 16-komórkowego sta-dium u owcy do 32-komórkowego stadium u królika i bydła (Tabela 1) [6–8]. W zarodku świni kompakcja rozpoczyna się na stadium 8-komórkowym, aż do kulminacji w stadium 32-komórkowym [9]. Pomimo tej stosunkowo dużej zmien-ności w czasie występowania kompakcji u różnych gatun-ków ssaków, inicjacja zdarzenia jest ściśle kontrolowana, ponieważ nieodpowiedni czas kompakcji może prowadzić do zaburzenia kolejnych kluczowych etapów rozwoju za-rodkowego, między innymi tworzenia się blastocysty [10].

				Do zajścia procesu kompakcji niezbędna jest aktywność kadheryny E (inaczej uwomoruliny), białka adhezyjnego za-leżnego od jonów wapniowych [11,12]. Powyższą hipotezę potwierdziła obserwacja zarodków mysich hodowanych w pożywce pozbawionej jonów wapnia (lub suplementowanej przeciwciałami neutralizującymi kadherynę E) co spowodo-wało zahamowanie procesu kompakcji, a umieszczenie już skompaktowanych zarodków w tak zmodyfikowanej po-żywce powodowało całkowitą dekompakcję zarodków w stadium moruli [4,13,14]. Podobną zależność stwierdzono także w przypadku zarodków ludzkich [15,16], świńskich [17] oraz chomiczych [18]. Udział kadheryny E w procesie kompakcji został potwierdzony również w zarodkach kro-wy [19] i owcy [20]. Najnowsze badania na modelu mysim wskazują, że kadheryna E wpływa na proces kompakcji poprzez reorganizację cytoszkieletu aktynowo-miozyno-wego [21–23], którego przebudowę zaobserwowano rów-nież podczas inicjacji kompakcji w zarodkach świni [9,24]. W wyniku kompakcji w błonie komórkowej blastomerów można wyszczególnić powierzchnię szczytową (apikal-ną) - kontaktującą się ze środowiskiem zewnętrznym oraz powierzchnię spodnio-boczną (bazolateralną) - znajdującą się na styku komórek [25]. U myszy polaryzacja jest inicjo-wana przez utworzenie szczytowej powierzchni bogatej w ezrynę. [26]. Ezryna jest białkiem z rodziny ERM (ang. ezrin/radixin/moesin), które łączy cytoszkielet aktynowy i białka błony komórkowej. Wiadomo, że lokalizuje się w mikro-kosmkach komórek nabłonkowych, a także we wczesnych blastomerach [27–29]. U myszy znane są białka polaryzacji, takie jak atypowa kinaza białkowa C (aPKC – ang. atypical protein kinase C) [30] oraz grupa białek PAR (ang. partitio-

			

		

		
			
				Tabela 1. Różnice morfologiczne oraz przedziały czasowe istotnych punktów rozwoju zarodków ssaków

				
					Gatunek

				

				
					Średnica zygoty

				

				
					Kompakcja

					(stadium - liczba komórek /dni post coitum)

				

				
					Kawitacja

					(dni post coitum/po inseminacji)

				

				
					Implantacja

					(dni post coitum)

				

				
					Długość całkowita ciąży (od zapłodnienia)

				

				
					Masa urodzeniowa

					(w gramach)

				

				
					Mysz

					(Mus musculus)

				

				
					~ 70-80 µm

					[1]

				

				
					8-kom/3 dpc

					[2, 3]

				

				
					3

					[3]

				

				
					4,5

					[4]

				

				
					19-21 dni

				

				
					2

				

				
					Człowiek

					(Homo sapiens)

				

				
					~100-175 µm

					[5]

				

				
					8-16-kom/3,5 dpc [6–8]

				

				
					5-6

					[9,10]

				

				
					7-10

					[10]

				

				
					270 dni

				

				
					3000

				

				
					Bydło

					(Bos taurus)

				

				
					~ 150 µm

					[11]

				

				
					16-32-kom/5 dpc

					[12–14]

				

				
					8-9

					[13,14]

				

				
					19-21

					[15]

				

				
					283 dni

				

				
					30000-45000

				

				
					Świnia

					(Sus scrofa)

				

				
					130 µm

					[16]

				

				
					32-kom/4-5 dpc [17]

				

				
					6-7

					[17]

				

				
					18

					[18]

				

				
					113 dni

				

				
					84

				

				
					Owca

					(Ovis aries)

				

				
					~130 µm

					[19]

				

				
					16-kom/4-5 dpc

					[20, 21]

				

				
					7-8

					[20,21]

				

				
					16-18

					[22]

				

				
					~ 150 dni

				

				
					~6000

				

				
					Królik

					(Oryctolagus cuniculus)

				

				
					~120 µm

					[23]

				

				
					32-kom/3 dpc

					[12,24]

				

				
					3

					[25]

				

				
					6-7

					[26,27]

				

				
					~ 31 dni

				

				
					54
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				ning defective): PARD3 [31,32] i PARD6b [33], które również lokalizują się na powierzchni szczytowej (powierzchni bla-stomeru zwróconej na zewnątrz) podczas gdy PAR1 i Scrib-ble są zlokalizowane spodnio-bocznie tj. w obszarze styku komórek [25] (Ryc. 2).

				Pomimo że kompakcja i polaryzacja są inicjowane w po-dobnym momencie rozwoju przedimplantacyjnego oraz przy obecności podobnych zespołów białek [34,35], mogą występować niezależnie [36–38]. U wielu gatunków ssa-ków w trakcie każdego kolejnego podziału komórkowego blastomery ulegają dekompakcji, a następnie ponownej kompakcji po zakończeniu wszystkich podziałów komór-kowych (m.in. u bydła [39,40], świni [9] i myszy [41]). Kom-pakcja w połączeniu z polaryzacją stanowią pierwsze etapy w różnicowaniu blastomerów, inicjując kaskadę kolejnych wydarzeń prowadzącą do różnicowania linii komórkowych w zarodkach ssaków [42].

				Istotną rolę w różnicowaniu TE i ICM w zarodkach my-szy odgrywają również różnice w kurczliwości komórek na stadium moruli. Tworzenie domeny szczytowej o niskiej kurczliwości podczas kompakcji i polaryzacji we wczesnym rozwoju zarodkowym powoduje różnice w rozkładzie sił mechanicznych (generowanych przez filamenty aktynowe i miozynowe cytoszkieletu kortykalnego), które wpływa-ją na położenie komórek podczas kolejnych podziałów. W 

			

		

		
			
				rezultacie spolaryzowane komórki dziedziczące domenę szczytową są mniej kurczliwe, i otaczają sąsiadujące z nimi bardziej kurczliwe komórki niespolaryzowane, różnicując się w TE [21,43]. Silnie kurczliwe komórki niepolarne kon-kurują o pozycję wewnątrz zarodka i są internalizowane w wyniku asymetrycznego podziału, albo ulegają procesowi internalizacji szybko po podziale, dając początek komór-kom ICM [21,43].

				Rola szlaku sygnałowego Hippo w różnicowaniu trofektodermy

				We wczesnych badaniach rozwoju zarodkowego myszy stwierdzono, że różnice w położeniu komórek w zarodku na stadium moruli determinują przyszły los komórek. Ze-wnętrzne blastomery różnicują w kierunku TE, natomiast wewnętrzne będą budować węzeł zarodkowy (model „insi-de-outside”) [44]. Ostatnie badania wykazały, że to szlak sy-gnałowy Hippo jest odpowiedzialny za interpretację sygna-łów polaryzacyjnych w moruli myszy oraz za inicjowanie programu specyficznego dla TE w komórkach zewnętrz-nych [21,45–48]. Najnowsza teoria różnicowania TE/ICM łączy zatem elementy modelu „inside-outside”, a także zmia-ny w rozkładzie sił mechanicznych z polaryzacją i aktywno-ścią szlaku Hippo. W wewnętrznych, niespolaryzowanych komórkach, szlak Hippo pozostaje aktywny. Białka AMOT (angiomotyna) i AMOTL2 (ang. angiomotin-like 2) zlokali-
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				Rycina 2. Regulacja różnicowania trofektodermy (TE) i węzła zarodkowego (ICM) przez szlak sygnałowy Hippo. W spolaryzowanych komórkach TE szlak Hippo jest nieaktywny: YAP ulega translokacji do jądra komórkowego, gdzie aktywuje transkrypcję genów specyficznych dla TE (CDX2). W niespolaryzowanych komórkach ICM szlak Hippo jest aktywny: YAP ulega fosforylacji a geny specyficzne dla TE pozostają nieaktywne.
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				zowane są w połączeniach przylegających, a AMOT ulega fosforylacji przez kinazę LATS1/2 (ang. Large tumor suppres-sor kinase 1/2), tworząc z nią kompleks. LATS1/2 fosfory-luje YAP (ang. yes associated protein), uniemożliwiając jego przemieszczenie do jądra komórkowego, a w konsekwencji nie dochodzi do interakcji YAP z TEAD4 (ang. TEA domain transcription factor 4), co prowadzi do zablokowania tran-skrypcji genów odpowiedzialnych za różnicowanie TE [36] (Ryc. 2). W komórkach zewnętrznych obecność spolaryzo-wanej domeny szczytowej hamuje aktywność szlaku Hip-po. Białka PAR-aPKC zlokalizowane w apikalnej części bło-ny wiążą AMOT i AMOTL2, powodując ich przemieszcze-nie z połączeń przylegających do domeny apikalnej [36, 46, 49]. Nieaktywne w tym czasie kinazy LATS1/2 umożliwiają translokację YAP do jądra komórkowego oraz przyłączenie go do czynnika transkrypcyjnego TEAD4, interakcja YAP-TEAD4 indukuje transkrypcję CDX2 (ang. caudal type ho-meobox 2) i GATA3 (ang. GATA binding protein 3) [47,48,50] genów kodujących kluczowe czynniki transkrypcyjne de-terminujące różnicowanie komórek TE.

				Rola szlaku Hippo w różnicowaniu trofektodermy zosta-ła dotychczas najlepiej poznana w zarodkach myszy, jednak aktywność tego szlaku jest konserwowana ewolucyjnie, o czym świadczą badania potwierdzające udział szlaku Hip-po w rozwoju zarodkowym torbaczy [51]. Obecność kluczo-wych elementów szlaku Hippo takich jak TEAD4 i YAP zo-stała również stwierdzona na stadium moruli i blastocysty u człowieka [52], świni [53] bydła [52,54], a także konia [55]. Ostatnie badania wykazały także, że obniżenie ekspresji TEAD4 hamuje rozwój zarodków świni w stadium blastocy-sty [53]. Można więc sądzić, że aktywność szlaku Hippo jest kluczowym mechanizmem odpowiedzialnym za różnico-wanie TE i ICM w przedimplantacyjnym rozwoju ssaków.

				Kawitacja

				Spolaryzowane blastomery mogą dzielić się w taki spo-sób, że obie komórki potomne dziedziczą bogatą w ezrynę domenę szczytową i utrzymują pozycję zewnętrzną lub, jeśli płaszczyzna podziału jest równoległa do powierzchni zarod-ka, asymetryczny podział może spowodować, że tylko jedna z komórek potomnych odziedziczy powierzchnię szczytową (pozostając spolaryzowaną i utrzymując kontakt ze środowi-skiem zewnętrznym), podczas gdy drugi, niespolaryzowany blastomer będzie umiejscowiony wewnątrz zarodka [56–58]. W zarodku myszy spolaryzowane blastomery otaczają ko-mórki niespolaryzowane, stopniowo tworząc szczelną struk-turę o charakterze nabłonkowym [5,21,59], co zostało po-twierdzone również w zarodkach człowieka, świni i krowy [5,6,9,19,21,59–64]. Różnicowanie komórek zewnętrznych w kierunku w pełni funkcjonalnego nabłonka TE wymaga tak-że aktywności ATPaz Na+/K+ i akwaporyn, które są ważne dla transportu aktywnego jonów do przestrzeni wewnątrz-komórkowej oraz dla transportu pasywnego wody wzdłuż gradientu osmotycznego [62,63,65,66].

				Różnicowanie trofektodermy – rola czynników transkrypcyjnych

				Chociaż różnicowanie linii TE rozpoczyna się już na sta-dium moruli, to do utrzymania tej linii na stadium blastocy-

			

		

		
			
				sty niezbędna jest aktywność czynników transkrypcyjnych specyficznych dla TE. Badania zarodków mysich wykaza-ły kluczową rolę czynników transkrypcyjnych CDX2 [67] i GATA3 [50,68] w różnicowaniu TE. W zarodkach mysich pozbawionych genu Cdx2 kawitacja początkowo przebie-ga w sposób prawidłowy, jednak po osiągnięciu stadium wczesnej blastocysty dalszy rozwój TE zostaje zahamowa-ny i zarodki takie nie są zdolne do implantacji [67]. O ile w zarodkach mysich i bydlęcych CDX2 wykrywane jest już na etapie moruli [67,69], to u innych badanych ssaków (czło-wieka, świni, królika) białko to pojawia się dopiero w TE na stadium blastocysty [70–75]. GATA3 jest także czynnikiem transkrypcyjnym występującym specyficznie w TE w za-rodkach myszy [50, 68], człowieka [52, 76], bydła [52,77,78] oraz konia [79].

				Istotną rolę w różnicowaniu TE i ICM w zarodku myszy odgrywa wzajemne oddziaływanie czynników transkryp-cyjnych CDX2 i OCT4 (ang. Octamer-binding transcription factor 4) [80]. CDX2 i OCT4 współwystępują w zarodku my-szy w zewnętrznych komórkach na stadium moruli, a także w niektórych komórkach TE na stadium blastocysty [81,82], jednak poziom ekspresji Oct4 ulega obniżeniu w komór-kach TE, co jest konieczne dla ich prawidłowego różnico-wania [67, 80]. W zarodkach bydła oraz niektórych innych gatunków ssaków obniżenie poziomu ekspresji OCT4 nie jest konieczne dla prawidłowego różnicowania trofektoder-my, gdyż w przeciwieństwie do myszy sekwencje regula-torowe tego genu nie zawierają obszaru pozwalającego na wyciszenie transkrypcji w TE [70]. W zarodkach ludzkich [83], bydlęcych [69, 84] oraz króliczych [85] wysoki poziom ekspresji OCT4 utrzymuje się do stadium późnej blastocysty zarówno w ICM, jak i w TE, i nie ulega obniżeniu pomimo współekspresji z CDX2. W zarodkach bydlęcych stwierdzo-no także, że obniżenie ekspresji CDX2 nie zwiększa ekspre-sji czynnika OCT4 [70], a usunięcie genu OCT4 powoduje równoczesne obniżenie ekspresji CDX2 [86].

				Dalsze decyzje rozwojowe – różnicowanie epiblastu i endodermy pierwotnej

				W późniejszym rozwoju zarodka komórki ICM ulegają dalszemu różnicowaniu, wskutek czego powstają dwie ko-lejne linie komórkowe: endoderma pierwotna oraz epiblast. Endoderma pierwotna to linia pozazarodkowa, w dalszym rozwoju tworząca przede wszystkim pęcherzyk żółtkowy, chociaż pojedyncze komórki tej linii wchodzą także w skład jelita zarodka [87]. Pochodne PrE biorą także udział w indu-kowaniu osi symetrii zarodka we wczesnym rozwoju po-implantacyjnym [88]. Drugą linią komórkową powstającą z ICM jest epiblast – linia zarodkowa, która utworzy wszyst-kie tkanki ciała płodu oraz część błon płodowych.

				Różnicowanie Epi i PrE poprzedzone jest przez okres, w którym komórki ICM nie są jeszcze wyspecjalizowane i we wszystkich obserwuje się obecność czynników transkryp-cyjnych charakterystycznych zarówno dla Epi (NANOG), jak i PrE (GATA6) [89]. Taki wzorzec ekspresji zaobserwo-wano we wczesnych blastocystach wielu gatunków ssaków, w tym myszy [89,90], świni [91], królika [92], człowieka [93,94] i innych naczelnych [95]. Następnie w każdej komór-ce dochodzi do stopniowego wyciszania ekspresji Gata6 lub 
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				Nanog, oraz aktywacji ekspresji kolejnych czynników trans-krypcyjnych charakterystycznych dla każdej linii. Zróżnico-wane w ten sposób komórki prekursorowe PrE oraz komór-ki prekursorowe Epi ułożone są w ICM mozaikowo, co na-zywamy układem sól-pieprz (ang. salt and pepper) (Ryc. 3). Kolejnym etapem różnicowania komórek w PrE i Epi jest determinacja losu komórek oraz ich segregacja przestrzen-na, w wyniku czego komórki PrE znajdą się na powierzchni ICM, a Epi – w środku ICM, pomiędzy TE a PrE [96].

				Epiblast – linia pluripotentna

				Na początku rozwoju blastomery bruzdkującego za-rodka są totipotentne, co oznacza, że mają zdolność wy-tworzenia wszystkich trzech przedimplantacyjnych linii komórkowych, zarówno pozazarodkowych: TE i PrE, jak i zarodkowej linii Epi. Wraz z rozwojem zarodka komórki tracą totipotencję, uzyskując jednocześnie cechy charaktery-styczne dla poszczególnych, bardziej zróżnicowanych linii. Komórki Epi uzyskują w wyniku tego procesu stan pluri-potencji – możliwości wytworzenia trzech listków zarodko-wych (endodermy, mezodermy oraz ektodermy), w tym ko-mórek linii płciowej. Należy zwrócić uwagę, że epiblastem określa się komórki począwszy od prekursorów tej linii na stadium wczesnej blastocysty aż do wczesnego stadium po-implantacyjnego, do czasu gastrulacji. W przypadku myszy są to 4 dni rozwoju zarodka, ale u innych gatunków okres ten może trwać dłużej. W tym czasie zachodzą dalsze zmia-ny w potencji komórek. Komórki wczesnego epiblastu (u myszy na stadium późnej blastocysty) charakteryzują się naiwnym stanem pluripotencji (ang. naive pluripotency) – za-chowują potencjalnie największe możliwości różnicowania, ale nie są jeszcze kompetentne do różnicowania w listki zarodkowe [97]. Komórki późnego epiblastu (u myszy na stadium cylindra zarodkowego) charakteryzuje natomiast pluripotencja ugruntowana (ang. primed pluripotency) - ko-

			

		

		
			
				mórki te są już w stanie odpowiedzieć na sygnały indukują-ce ich różnicowanie w każdy z trzech listków zarodkowych [97]. Pluripotencja formatywna (ang. formative pluripotency) jest natomiast stanem przejściowym niezbędnym do przej-ścia komórek Epi ze stanu pluripotencji naiwnej do ugrun-towanej [98]. Sugeruje się, że różnych stopni pluripotencji może być znacznie więcej i różnią się one w zależności od gatunku [99]. Różnice międzygatunkowe wynikać mogą z odmiennych ścieżek regulujących pluripotencję u każdego gatunku, ale także z różnic w regulacji transkrypcji genów, metabolizmu czy modyfikacji epigenetycznych [95,98,99].

				To właśnie z pluripotentnych komórek epiblastu uzy-skuje się zarodkowe komórki macierzyste (ES, ang. embry-onic stem cells). Komórki te charakteryzują się utrzymaniem pluripotencji in vitro, przy jednoczesnym zachowaniu moż-liwości samoodnowy – zdolności do nieskończonej liczby podziałów komórkowych w warunkach in vitro bez utraty stanu niezróżnicowanego. Pierwsze komórki ES uzyska-no z blastocysty myszy. Dokonali tego w 1981 roku Mar-tin Evans i Matthew Kaufmann [100] oraz niezależnie Gail Martin [101]. Mimo intensywnych prac nad uzyskaniem komórek ES z zarodków innych gatunków, na ludzkie ko-mórki ES trzeba było czekać prawie 2 dekady [102,103], a kolejne, szczurze komórki ES uzyskano po kolejnych 10 latach [104,105]. Do dziś nie uzyskano jednak z zarodków zwierząt gospodarskich (królika, krowy czy owcy) linii ko-mórkowych charakteryzujących się pluripotencją naiwną. Fakt ten wskazuje na istotne różnice międzygatunkowe w mechanizmach różnicowania linii epiblastu oraz uzyskiwa-nia i utrzymania stanu pluripotencji. Zagadnienia związane z uzyskiwaniem i charakterystyką linii ES zostały szerzej omówione w artykule autorstwa Zofii Madei w niniejszym numerze [106].
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				Rycina 3. Różnicowanie epiblastu (Epi) i endodermy pierwotnej (PrE). Na etapie wczesnej blastocysty komórki ICM są niezróżnicowane i wykazują współekspresję czynników specyficznych dla Epi i PrE. Następnie komórki ICM ulegają różnicowaniu w kierunku Epi i PrE i na tym etapie ułożone są w sposób mozaikowy, nazywany ‘sól-pieprz’. Na stadium późnej blastocysty komórki Epi i PrE ulegają sortowaniu w dwie warstwy, w taki sposób że PrE oddziela Epi od jamy blastocysty.

			

		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

	
		
			
				Postępy Biochemii 67 (4) 2021	375

			

		

		
			
				W rozwoju przedimplantacyjnym ssaków mechanizmy utrzymania stanu pluripotencji i odpowiedniego wyjścia poszczególnych komórek ze stanu pluripotencji tj. róż-nicowania, są precyzyjnie kontrolowane (przestrzennie i czasowo) przez wzajemne oddziaływania sieci czynników transkrypcyjnych obecnych w komórce i szlaków sygnało-wych, stymulowanych czynnikami zewnątrzkomórkowy-mi. Chociaż poszczególne elementy mechanizmów kontroli pluripotencji są podobne u wszystkich badanych do tej pory gatunków ssaków, zauważa się wiele różnic związanych z czasem występowania, funkcją oraz wzajemnym oddziały-waniem czynników transkrypcyjnych.

				Badania mysich zarodków przedimplantacyjnych oraz komórek ES [107] wykazały obecność 9 czynników trans-krypcyjnych, które mogą mieć kluczowy wpływ na rozwój i utrzymanie stanu pierwotnej pluripotencji i należą do nich: OCT4 (POU5f1), SOX2, NANOG, SALL4, KLF2, KLF4, ESRRB i TFCP2L1. Za różnicowanie komórek w kierunku li-nii epiblastu odpowiedzialne są 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 są od stadium 8-komórkowego i lokalizują się w jądrach komórkowych wszystkich bla-stomerów, po czym w trakcie rozwoju ich synteza zostaje powoli wyciszana w komórkach zewnętrznych i utrzymuje się w komórkach ICM, a ostatecznie wykrywane są one je-dynie w komórkach Epi [90,113,114]. U myszy inaktywacja obydwu alleli każdego z tych genów powoduje obumarcie zarodka na etapie okołoimplantacyjnym. Zarodki pozba-wione genu Oct4 są w stanie rozwinąć się do stadium bla-stocysty, jednak ICM takiego zarodka wykazuje obecność markerów charakterystycznych dla TE [108]. Pozbawienie zarodków czynnika SOX2 nie wpływa na różnicowanie się komórek ICM w kierunku Epi ani na zmianę poziomu eks-presji Nanog, ale powoduje zmniejszenie liczby komórek PrE w węźle zarodkowym i zwiększenie liczby komórek nie wykazujących markerów Epi ani PrE [115]. Pozbawienie zarodków czynnika Nanog nie wpływa na rozwój wczesnej blastocysty, jednak w dalszym rozwoju powoduje zablo-kowanie różnicowania pluripotentnej linii Epi, a w kon-sekwencji jej braku uniemożliwia także różnicowanie linii PrE [110,116–118]. Zauważono także, że obecność czynnika SALL4 (ang. spalt-like transcription factor 4) jest niezbędna w procesach różnicowania się TE:ICM oraz PrE z ICM [119].

				Badania potwierdziły obecność czynnika transkrypcyj-nego OCT4 u wielu gatunków ssaków m.in. w zarodkach ludzkich [83], bydlęcych [69,84], końskich [120], świńskich [121] oraz króliczych [85], przy czym jest on obecny zarów-no w ICM, jak i w TE aż do stadium późnej blastocysty. Wy-daje się, że czynnikiem bardziej specyficznym dla komórek Epi zarodków ssaków innych niż gryzonie jest SOX2. W blastocyście świńskiej [122,123], końskiej [55] czy króliczej [92,124] jego obecność ogranicza się wyłącznie do komórek Epi i nie współwystępuje on z markerami TE na żadnym ze stadiów rozwojowych. W zarodkach bydlęcych obecność genu SOX2 wykryta została już na etapie 8-komórkowym, natomiast w 7-9 dniowej blastocyście jego ekspresja ograni-czona jest do komórek ICM [125,126].

			

		

		
			
				Endoderma pierwotna

				Różnicowanie PrE także kontrolowane jest przez spe-cyficzne czynniki transkrypcyjne. Jak już wcześniej wspo-mniano, u myszy różnicowanie PrE związane jest z wza-jemnymi oddziaływaniami czynników GATA6 i NANOG [127]. Współwystępują one w każdej komórce zarodka od stadium 8-komórkowego [89] a następnie, w części komó-rek kierowanych na ścieżkę PrE, ekspresja Gata6 prawdopo-dobnie wycisza ekspresję Nanog [127]. W zarodkach królika nie zaobserwowano jednak takiej zależności – chociaż eks-presja GATA6 ulega ograniczeniu do komórek prekursoro-wych PrE, to NANOG występuje we wszystkich komórkach ICM aż do czasu przestrzennej segregacji linii PrE i Epi [92]. Wraz z ograniczeniem ekspresji GATA6 do komórek pre-kursorowych PrE na stadium sól-pieprz, aktywacji w tych komórkach ulegają kolejne czynniki transkrypcyjne, przede wszystkim GATA4 i SOX17 (ang. SRY-box containing gene 17) [128]. Obecność SOX17 stwierdzono w PrE w zarodkach myszy [70], człowieka [94], królika [92], bydła [129] i świni [91], natomiast GATA4 w zarodkach myszy [130], człowie-ka [131] i bydła [132].

				Rola szlaku FGF/MAPK w różnicowaniu endodermy pierwotnej i epiblastu

				W rozwoju przedimplantacyjnym zarodka myszy szlak FGF/MAPK (ścieżka czynnika wzrostu fibroblastów/ki-nazy białkowej aktywowanej mitogenem, ang. fibroblast growth factor/mitogen-activated protein kinase) ma wpływ na różnicowanie wszystkich trzech linii komórkowych: jest odpowiedzialny za różnicowanie komórek ICM w kierun-ku PrE, reguluje dojrzewanie komórek Epi oraz wspomaga proliferację komórek TE. Głównym czynnikiem aktywu-jącym szlak FGF/MAPK w zarodku jest czynnik wzrostu FGF4 (ang. fibroblast growth factor 4) [133–135]. Czynnik ten jest produkowany przez komórki Epi i powoduje różnico-wanie komórek ICM w kierunku PrE, głównie poprzez re-ceptor FGFR1 [136].

				W zarodkach mysich nadmiar FGF4 powoduje różnico-wanie wszystkich komórek ICM jedynie w kierunku PrE [137], natomiast zablokowanie tego szlaku sygnałowego (przy użyciu inhibitorów FGFR 1 i 2 oraz inhibitora ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases) powoduje różnico-wanie komórek ICM jedynie w kierunku Epi [138]. Pośred-nią, ważną rolą czynnika FGF4 jest utrzymanie odpowied-niej równowagi pomiędzy liczbą komórek Epi i PrE [139, 140]. Na stadium późnej blastocysty FGF4 działa na komór-ki Epi auto- oraz parakrynnie (na komórkę ma wpływ FGF4 produkowany przez nią samą oraz przez pozostałe komórki Epi), powodując utrzymanie stanu pluripotencji. Jednocze-śnie ten sam czynnik działa parakrynnie na komórki PrE, utrzymując komórki w stanie zróżnicowania. Szlak FGF/MAPK pełni również istotną rolę w różnicowaniu pierw-szych linii komórkowych w zarodkach ssaków innych niż mysz, zaobserwowano jednak wyraźne różnice mię-dzygatunkowe. U gatunków takich jak bydło [132], królik [92], świnia [141] i owca pod wpływem wysokiego stęże-nia FGF2/FGF4 obserwuje się zwiększony udział komórek PrE w ICM. Jednocześnie u tych gatunków zablokowanie szlaku sygnałowego ERK nie eliminuje całkowicie komórek 
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				PrE, chociaż powoduje zwiększenie udziału komórek Epi w ICM zarodków bydła [132] i świni [141], ale nie w zarod-kach ludzkich [132]. Co ciekawe, zablokowanie receptorów FGFR nie wpływa na różnicowanie linii komórkowych w zarodkach człowieka, bydła, świni czy owcy.

				Rola szlaku LIF/JAK/STAT w różnicowaniu epiblastu

				Znaczenie ścieżki sygnałowej JAK/STAT (ścieżka kinazy Janus/białek przekazujących sygnał i aktywujących trans-krypcję, ang. Janus-activated kinase/signal transducer and acti-vator of transcription) w utrzymaniu pluripotencji komórek odkryto w trakcie badań nad tworzeniem linii mysich za-rodkowych komórek macierzystych [142,143]. Zauważono wtedy, że zarodki bądź ICM poddane hodowli in vitro na warstwie komórek pochodzącej z mysich fibroblastów za-rodkowych (MEF, ang. mouse embryonic fibroblasts) prolifero-wały zachowując swój pluripotentny charakter, co przyczy-niło się do uzyskania stabilnej, samoodnawiającej się linii mysich komórek ES. Stało się to za sprawą czynnika LIF (ang. Leukemia inhibitory factor), który jest produkowany i wydzielany przez MEF i jest jednym z aktywatorów ścieżki JAK/STAT [144].

				Mechanizm działania ścieżki JAK/STAT stymulowanej przez LIF w mysich komórkach ES zakłada, że czynnik ten wiąże się z glikoproteiną 130 (gp130) związaną z podjed-nostką receptora LIF (LIFR). Wiązanie LIF do LIFR aktywuje kinazę Janus (JAK) związaną z receptorem. Następnie, dzię-ki aktywacji JAK, dochodzi do fosforylacji gp130 i tworze-nia się miejsca przyłączenia się dla obecnego w cytoplazmie komórki transduktora sygnału i aktywatora transkrypcji 3 (STAT3). Gdy STAT3 zwiąże się z miejscem przyłączenia gp130 JAK fosforyluje przyłączony STAT3 (pSTAT3) i w tej formie tworzy homodimer, który przemieszcza się do jądra komórkowego, gdzie wiąże się z enhancerami genów, re-gulując ekspresję m. in. czynników transkrypcyjnych OCT4, SOX2 i NANOG [145] czy genów odpowiedzialnych za na-iwny stan pluripotencji takich jak Klf4 [146] i Tfcp2l1 [147].

				Badania zarodków mysich pozbawionych genu Stat3 wykazały, że węzły zarodkowe blastocyst na stadium oko-łoimplantacyjnym mają mniejszą liczbę komórek, nie do-chodzi w nich do segregacji komórek w kierunku linii Epi i PrE oraz że większość komórek ICM nie posiada markerów NANOG i OCT4 [148]. Co ciekawe, dodanie LIF do hodow-li ludzkich komórek ES in vitro nie wpływa na aktywację genów pluripotencji, pomimo obecności elementów szla-ku takich jak receptor LIF i gp130 oraz faktu, że dochodzi do indukcji szlaku i przemieszczania się pSTAT3 do jąder komórkowych. Sugeruje to, że mysie i ludzkie komórki ES wymagają odmiennych mechanizmów sygnalizacyjnych do regulacji ich pluripotencji [149].

				W bydlęcych komórkach ES wykazano, że LIF stymulu-je ścieżkę JAK/STAT, ale jest ona aktywna jedynie na po-czątkowych etapach hodowli, i w przeciwieństwie do linii mysich komórek ES, u bydła czynnik ten nie podtrzymuje samoodnawiania komórek [150]. W zarodkach bydlęcych są obecne elementy ścieżki JAK/STAT takie jak LIF, LIFR i GP130 [151], jednak badania nad suplementacją pożywki 

			

		

		
			
				hodowlanej czynnikiem LIF niejednoznacznie wykazały za-równo zwiększenie [152], obniżenie [153], jak i brak wpły-wu tego czynnika [154] na liczbę komórek ICM w bydlę-cych blastocystach. Wykazano także, że hodowla bydlęcych zarodków z inhibitorami ścieżki JAK/STAT, a konkretnie z inhibitorami białek z rodziny JAK, powoduje obniżenie liczby komórek w ICM, nie wpływając przy tym na licz-bę komórek TE, a hodowla z inhibitorem JAK1/2 wpływa na zmniejszenie liczby komórek ICM oraz obniża sygnał pSTAT3 w jądrach komórkowych ICM. Sugeruje to, że utrzymanie pluripotencji w bydlęcych zarodkach jest zależ-ne od sygnałów JAK/STAT3, podobnie jak u myszy. W za-rodkach świńskich wykazano, że ścieżka sygnałowa JAK/STAT jest kluczowa w rozwoju zarówno TE [141,155], jak i ICM [91]. Elementy szlaku sygnałowego JAK/STAT takie jak IL6 i 130gp są obecne w zarodkach świńskich w komór-kach TE i ICM jednak szlak ten nie jest aktywowany przez LIF. Ponadto, inhibicja szlaku JAK/STAT przez inhibitor AZD1480 powoduje zaburzoną morfologię zarodka na eta-pie wczesnej blastocysty (brak zorganizowanego ICM i eks-presji SOX2), a blastocysty na późnym etapie rozwoju mają mniejszą liczbę komórek zarówno w ICM, jak i TE.

				Podsumowanie

				Różnicowanie zarodkowych i pozazarodkowych linii komórkowych w pierwszych dniach rozwoju zarodka ssa-ka jest kluczowe dla jego dalszego rozwoju po implantacji. Większość badań dotyczących tego procesu prowadzona jest na zarodkach mysich, które stanowią dogodny model dla badań z zakresu embriologii eksperymentalnej i gene-tyki. Jednak w ostatnich latach zauważalne jest zwiększone zainteresowanie biologią rozwoju innych gatunków ssaków, w tym zwierząt gospodarskich i dzikich, a także człowieka [178]. Co szczególnie istotne, badania te wykazują istotne różnice w molekularnych mechanizmach regulacji różnico-wania pierwszych linii komórkowych u różnych gatunków ssaków, pomimo zachowanego wspólnego kształtu zarod-ka i obecności oraz podobnego działania wielu czynników transkrypcyjnych. Dalsze badania porównawcze pozwolą na zrozumienie zarówno różnic międzygatunkowych, jak i poznanie najistotniejszych mechanizmów rozwoju wspól-nych dla zarodków ssaków.
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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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STRESZCZENIE:

Rozwﬁj zarodkowy ssakéw lozyskowych zachodzi wewnatrz organizmu matki, co wyma-
ga wytworzenia odpowiednich struktur dla podtrzymania tego rozwoju zaréwno przez
organizm matki, jak i przez rozwijajacy sie zarodek. Pierwsze etapy rozwoju zarodkowego
ssakéw, poprzedzajace implantacje, to okres roznicowania pierwszych linii komérkowych
- epiblastu (z ktérego rozwinie si¢ cialo plodu) oraz linii pozazarodkowych: trofektoder-
my (odpowiedzialnej za implantacje i powstanie lozyska) i endodermy pierwotnej (dajacej
poczatek pecherzykowi zéltkowemu). Ich powstanie jest konieczne dia dalszego rozwoju i
jest cecha wspélna rozwoju wszystkich ssakéw lozyskowych, jednak ramy czasowe i mecha-
nizmy molekularne odpowiedzialne za te procesy réznia sie u réznych gatunkéw ssakéw.

STRUKTURY POZAZARODKOWE -
PRZYSTOSOWANIE DO ZYWORODNOSCI

Ssaki zyworodne (lozyskowce i torbacze) to grupa kregowcow, ktorych roz-
wéj zarodkowy odbywa sie wewnatrz organizmu matki. Ta niewatpliwa zdo-
bycz ewolucyjna pozwala na ochrone zarodka przed niekorzystnym wplywem
érodowiska oraz na calkowite lub czesciowe uniezaleznienie sie od substancji
odzywezych uzyskiwanych z zoltka, na rzecz pobierania ich bezposrednio od
matki. Zyworodnos¢ wymaga zarowno 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 - lozysko i blony
plodowe - nazywamy strukturami pozazarodkowymi. Nie tworza one tkanek
doroslego organizmu, ale sa niezbedne dla prawidlowego rozwoju zarodka az
do urodzenia,

Roznicowanie komérek zarodka ssaka na linie zarodkowe i pozazarodkowe
zachodzi juz w pierwszym tygodniu po zaplodnieniu. Pierwsze etapy r6zni-
cowania, ktére zachodz jeszcze na etapie przedimplantacyjnym - czyli przed
zagniezdzeniem sie zarodka w Scianie macicy - prowadza do powstania trzech
linii komérkowych (Ryc. 1). W tym okresie zarodek osiaga stadium blastocysty
- wypelnionego plynem pecherzyka, w ktorym zewnetrzna warstwe stanowi
trofektoderma (TE), natomiast wewnatrz, na jednym z biegunow, znajduje sie
zwarta grupa komérek zwana wezlem zarodkowym (ICM, ang. inner cell mass).
Trofektoderma to linia pozazarodkowa odpowiedzialna za implantacje zarodka
i wytworzenie zarodkowej czesci lozyska. Komorki wezla zarodkowego ulega-
ja natomiast dalszemu roznicowaniu, 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-

pecherzyk
200wy

Ryeina 1. Roznicowanie pierwszych linii komérkowych w zarodkach ssakéw. W zarodku na etapie blasto-
cysty wyroznic mosemy trzy linie komorkowe - epiblast (Epi, kolor czerwony), endoderme pierwotna (PtE,
Kolor niebieski) i trofektoderme (TE, kolor zielony). W trakcie dalszego rozwojts TE tworzy zarodkowa czesc
lozyska, Epi - cialo plodis i czesé blon plodowych, a PrE - pecherzyk zoltkowy.
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