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Rozwoj zarodkowy ssakow jest procesem, w trakcie ktorego potencjat rozwojowy komorek ulega
stopniowemu ograniczeniu. W wyniku zaptodnienia oocytu przez plemnik powstaje zygota, ktora przechodzi
kolejne podziatly mitotyczne zwane bruzdkowaniem. Powstajace w ich wyniku komorki (blastomery)
stopniowo tracg swe potencje rozwojowe, roznicujac i tworzac pierwotne linie komorkowe, z ktorych w
dalszym rozwoju powstang wszystkie tkanki ptodu oraz btony ptodowe i tozysko. W ten sposdb powstaje
blastocysta — pecherzyk wypelniony ptynem, ktorego $ciang tworzy pojedyncza warstwa $cisle
przylegajacych do siebie komorek trofektodermy (TE, ang. trophectoderm) - pierwszej pozazarodkowej linii
komodrkowej, ktoéra w trakcie dalszego rozwoju utworzy zarodkowsa czgs¢ tozyska. Wewnatrz, na jednym z
biegunow trofektodermy znajduje si¢ grupa pluripotencjalnych komoérek wezta zarodkowego (ICM, ang.
inner cell mass), ktéra w 3,5-dniowej blastocysScie zawiera wymieszane komorki prekursorowe dwoch linii
komorkowych: pierwotnej endodermy (PE, ang. primitive endoderm) i epiblastu (EPI, ang. epiblast). Gdy
4,5-dniowa blastocysta implantuje si¢ w macicy, ma miejsce wyodrgbnienie na powierzchni wezla
zarodkowego warstwy pierwotnej endodermy, ktora nastepnie wejdzie w sktad jednej z bton ptodowych -
pecherzyka zottkowego. Z kolei, pomiedzy pierwotng endodermg a trofektoderma lokalizuje sie
pluripotencjalny epiblast, stanowigcy materiat na ciato ptodu i wigkszo$¢ bton ptodowych.

Do badania potencjalu rozwojowego komorek zarodka wykorzystuje si¢ chimery, czyli agregaty
dwoch zarodkéw lub fragmentow zarodkow, ktore ulegajg integracji i tworzg jeden zarodek. W latach 60.
XX wieku Profesor Andrzej Krzysztof Tarkowski z Zaktadu Embriologii Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego udowodnit, ze agregacja dwoch kilkukomorkowych zarodkow myszy prowadzi do
powstania jednej prawidtowej blastocysty, ktora po transplantacji do jajowodu samicy rozwija si¢ w zdrowa i
ptodna mysz. Doswiadczenie to pokazato, ze przedimplantacyjny zarodek ssaka, w odréznieniu od zarodkow
innych krggowcow, a takze bezkrggowcow, charakteryzuje si¢ bardzo duza zdolnoscig do regulacji wlasnego
rozwoju w odpowiedzi na eksperymentalng zmiang liczby tworzacych go komodrek. Komorki zarodka
komunikujac si¢ ze sobg "wyczuwaja" ten nadmiar lub niedobdr i wykorzystuja rozne strategie, aby si¢
dostosowa¢ i kontynuowa¢ z powodzeniem dalszy rozwoéj. Ta wiedza znalazta zastosowanie, m.in. w
diagnostyce preimplantacyjnej do badania genetycznego zarodkéw przed przeniesieniem ich do macicy
przysztej matki, a takze pomogta wyjasni¢ przyczyny powstawania cigz blizniaczych jednojajowych, ktore
sa wynikiem podziatu jednej zaptodnionej komorki jajowej na dwa odregbne zarodki.

Jedng ze $ciezek sygnalizacyjnych potencjalnie zaangazowanych w regulacje rozwoju zarodka
myszy jest sciezka Fgf4/MAPK (ang. fibroblast growth factor 4/mitogen-activated protein kinase). Szlak ten
peti kluczowa role w wyodrebnianiu dwoch linii komorkowych w wezle zarodkowym: epiblastu i
pierwotnej endodermy. Celem proponowanego projektu jest zbadanie czy interakcje miedzykomorkowe, w
ktorych uczestniczy $ciezka sygnalizacyjna Fgf4/MAPK, sa odpowiedzialne za regulacj¢ rozwoju zarodka
myszy oraz stanowig podtoze jego plastyczno$ci, warunkujacej prawidtowe wyodrebnienie wszystkich linii
komorkowych, niezb¢dnych do pomyslnego rozwoju zarodka w macicy. Jako narz¢dzie w moich badaniach
wykorzystam zarodek chimerowy zbudowany z dwoch elementéw znaczgco roznigcych si¢ stadium rozwoju.
Aby sprawdzi¢ czy obie komponenty budujace zarodek chimerowy komunikujg si¢ za posrednictwem
wspomnianego szlaku i, czy sygnalizacja ta warunkuje jego pomyslny rozwodj, postanowitam
eksperymentalnie zaburzy¢ interakcje miedzy tymi dwiema komponentami i zbada¢ konsekwencje tych
manipulacji. Dos$wiadczenie bedzie polegato na zablokowaniu mozliwo$ci odbioru sygnatu w postaci Fgf4,
wysytanego przez komorki wezta zarodkowego, na skutek obnizenia ekspresji wybranych genow kodujacych
biatka szlaku przekaznictwa Fgf4/MAPK za pomoca SIRNA (ang. short interference RNA) wprowadzonego
metoda mikroiniekcji do cytoplazmy zygot myszy. Po osiggnigciu przez zarodki stadium 8-komoérkowego
beda one agregowane z weztami zarodkowymi 3,5-dniowych blastocyst myszy. Chimerowe agregaty beda
hodowane do stadium blastocysty, a udzial komdrek pochodzacych z obu komponent w poszczegolnych
liniach komorkowych (EPI, PE, TE) chimerowej blastocysty bedzie okreslany metoda immunofluorescencji
posredniej za pomocg przeciwcial wykrywajacych biatka charakterystyczne dla tych linii. Dzigki
zastosowaniu zarodkow eksprymujacych biatka czerwonej i zielonej fluorescencji oraz techniki filmowania
poklatkowego mozliwe bedzie rowniez $ledzenie interakcji migdzy komorkami obu komponent oraz ich losu
w chimerowym zarodku.

Wykorzystanie zarodka chimerowego jako narzedzia moze pozwoli¢ na uzyskanie wiedzy na temat
mechanizméw, ktore reguluja rozwoj zarodka myszy, bedacego organizmem modelowym w badaniach nad
biologia rozwoju ssakow.



