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Rola aktywiny A w requlacji rozwoju przedimplantacyjnego zarodka ssaka

Rozwoj zarodkowy ssakdéw jest procesem, w trakcie ktorego potencjat rozwojowy komorek ulega
stopniowemu ograniczeniu. W wyniku zaptodnienia oocytu przez plemnik powstaje zygota, ktora przechodzi
kolejne podzialy mitotyczne zwane bruzdkowaniem. Powstajace w ich wyniku komorki (blastomery)
stopniowo tracg swe potencje rozwojowe, rdznicujac i tworzac pierwotne linie komorkowe, z ktérych w
dalszym rozwoju powstang wszystkie tkanki ptodu oraz blony ptodowe i tozysko. W ten sposob powstaje
blastocysta — pecherzyk wypekiony ptynem, ktorego $ciane tworzy pojedyncza warstwa §cile przylegajacych
do siebie komorek trofektodermy (TE, ang. trophectoderm), tworzaca w trakcie dalszego rozwoju zarodkowa
cze$¢ tozyska. Wewnatrz, na jednym z biegunéw trofektodermy znajduje si¢ grupa pluripotencjalnych
komorek wezta zarodkowego (ICM, ang. inner cell mass), ktora poczatkowo zawiera wymieszane komorki
prekursorowe dwodch linii koméorkowych: pierwotnej endodermy (PE, ang. primitive endoderm) i epiblastu
(EPI, ang. epiblast). Gdy blastocysta implantuje si¢ w macicy, ma miejsce wyodr¢bnienie na powierzchni
wezta zarodkowego warstwy pierwotnej endodermy, ktéra nastgpnie wejdzie w sktad jednej z bton ptodowych
- pecherzyka zottkowego. Z kolei, pomiedzy pierwotng endoderma a trofektoderma lokalizuje sig
pluripotencjalny epiblast, stanowiacy materiat na ciato ptodu i wickszos$¢ bton ptodowych.

Wiadomo, ze przedimplantacyjny zarodek ssaka, w odroznieniu od zarodkéw innych kr¢gowcow, a
takze bezkregowcow, charakteryzuje si¢ bardzo duza zdolnoscia do regulacji wiasnego rozwoju w odpowiedzi
na eksperymentalng zmiane liczby i pozycji tworzacych go komoérek. Komorki zarodka komunikujac sie ze
soba "wyczuwaja" ten nadmiar lub niedobor i wykorzystuja rozne strategie, aby si¢ dostosowac i kontynuowac
z powodzeniem dalszy rozwoj. Komunikacja ta polega na wysylaniu informacji w postaci wydzielanych
biatek, ktore taczac si¢ ze swoimi receptorami na powierzchni sagsiednich komorek kieruja je na droge
réznicowania w konkretng linie komérkows. Wiedza ta znalazta zastosowanie m.in. w klinikach zaptodnienia
in vitro, w ktorych wykorzystuje si¢ diagnostyke preimplantacyjna do badania genetycznego zarodkow przed
przeniesieniem ich do macicy przysztej matki, a takze pomogla wyjasni¢ przyczyny powstawania cigz
blizniaczych jednojajowych, ktore sa wynikiem podziatu jednej zaptodnionej komorki jajowej na dwa odrgbne
zarodki. Pomimo wielu dowodéw na regulacyjny charakter rozwoju zarodkéw ssakdéw, mechanizmy
odpowiedzialne za ten fenomen nie sa do konca poznane. Jedng ze $ciezek sygnalizacyjnych potencjalnie
zaangazowanych w regulacje rozwoju zarodka myszy (i innych ssakow) moze by¢ $ciezka aktywiny A, biatka
nalezacego do rodziny TGFp (ang. transforming growth factor). Wzglednie dobrze poznana jest rola Sciezki
aktywowanej przez to biatko w rozwoju poimplantacyjnym zarodka myszy. Jednakze, pomimo obecnosci jej
komponentow juz w przedimplantacyjnym zarodku, jej znaczenie w tym wczesnym okresie embriogenezy nie
jest znane.

Celem proponowanego projektu jest zbadanie, czy aktywina A odgrywa role w tworzeniu i segregacji
linii komorkowych w zarodku ssaka, gwarantujac powstanie prawidlowej blastocysty zdolnej do implantacji.
W tym celu planujemy sprawdzié, jakie beda konsekwencje rozwojowe catkowitego braku genu kodujacego
interesujace nas biatko. Planujemy rowniez zbadac, czy komorki w zarodku komunikujg si¢ za posrednictwem
aktywiny A oraz czy w komunikacji tej oprocz aktywiny A bierze udziat roOwniez $Sciezka sygnalizacyjna
Fgf4/MAPK (ang. fibroblast growth factor/mitogen-activated protein kinase). Aby to sprawdzi¢, chcemy
eksperymentalnie zaburzy¢ interakcje miedzy komoérkami, wprowadzajac zarodkowe komorki macierzyste,
ktore produkuja i wydzielaja Fgf4 i aktywing A, lub pozbawionych genu kodujacego Fgf4, do 8-komodrkowych
zarodkOw myszy, a nastepnie hodujac je w pozywce zawierajacej specyficzne inhibitory, ktore dzigki
zablokowaniu receptorow jednej lub obu $ciezek jednoczesnie, uniemozliwiaja odebranie wysytanego sygnatu.
Oczekujemy, ze brak tej komunikacji bedzie skutkowat zaburzeniami w formowaniu blastocysty.

Poniewaz ostatnie badania molekularne ujawnity nieoczekiwane réznice miedzy r6znymi gatunkami
ssakow 1 wzbudzity obawy dotyczace zakresu, w jakim badania prowadzone na myszy, bedacej modelowym
ssakiem, mozna odnie$¢ do cztowieka, postanowilismy rozszerzy¢ nasze badania réwniez na inny model
badawczy, niebedacy gryzoniem (krolik).

Wyniki naszych doswiadczen pozwolg nie tylko na poszerzenie wiedzy na temat mechanizmow
kontrolujacych losy komoérek w zarodku ssakoéw, odpowiedzialnych za ich niezwykle zdolnosci regulacyjne,
ale moga rowniez da¢ podstawy do optymalizacji technik wspomaganego rozrodu u cztowieka oraz techniki
tworzenia zwierzat transgenicznych.



