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Streszczenie: W momencie implantacji zarodek myszy zwany blastocysta zbudowany jest z trzech
typoéw komorek o odmiennym potencjale rozwojowym i funkcji. Powstajq one w wyniku dwdch rund
réznicowania. W ich trakcie dochodzi do oddzielenia pierwotnej ektodermy — grupy komérek pluripo-
tentnych, bedacych prekursorami ciata zarodka, a in vitro zdolnych do wyksztalcenia zarodkowych
komorek macierzystych, od linii komorek pozazarodkowych (trofektodermy i pierwotnej endodermy)
bioracych udzial w tworzeniu tozyska i bton ptodowych, a w hodowli in vitro tworzacych specyficzne
dla tych linii komorki macierzyste. W niniejszej pracy opisano klasyczne i wspotczesne modele powsta-
wania pierwotnych linii komoérkowych w zarodku myszy oraz przedstawiono molekularng i komérkowa
regulacj¢ tych proceséw. Omowiono rolg czynnikéw transkrypceyjnych zaangazowanych w wyodreb-
nianie tych struktur w blastocyscie oraz utrzymywanie trzech réznych typow komdrek macierzystych,
ktére mozna z nich uzyska¢ w hodowli in vitro.

Stowa kluczowe: blastocysta, linie komérkowe, wezet zarodkowy, trofektoderma, epiblast, hipoblast,
komorki macierzyste, Oct4, Cdx2, Nanog, Gata4/6.

Summary: During implantation the mouse embryo called blastocyst is comprised of three cell types with
differing developmental potential and function. These cell lineages are specified during two successive
rounds of differentiation. They lead to setting apart a group of pluripotent cells, progenitors for the future
body capable to give rise to embryonic stem cells in vitro, from the extraembryonic lineages (trophecto-
derm and primitive endoderm) that take part in formation of the placenta and foetal membranes and give
rise to lineage-specific stem cells during in vitro culture. Here, we review classic and contemporary models
of primary cell lineages arising during development and perform molecular and cellular regulation of these
processes. We describe the role of transcription factors involved in blastocyst structures formation and
maintenance of three distinct stem cell types, that can be isolated from them in vitro.

Key words: blastocyst, cell lineages, inner cell mass, trophectoderm, epiblast, hypoblast, stem cells, Oct4,
Cdx2, Nanog, Gata4/6.
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1. WSTEP

Od momentu, kiedy w latach 80. XX w. po raz pierwszy wyizolowano zarodkowe
komorki macierzyste, staly si¢ one przedmiotem ogromnego zainteresowania i
wielkich nadziei. Checac odpowiedzie¢ na pytanie, skad wywodza si¢ te komorki i
czy istnieje zaleznos¢ migdzy ich pochodzeniem a unikalnymi wlasciwosciami, jakimi
dysponuja, nalezaloby siggna¢ do zrédta komorek macierzystych, czyli do przedim-
plantacyjnego zarodka myszy zwanego blastocysta. Z zarodka w tym stadium mozna
in vitro wyprowadzi¢ trzy typy komorek macierzystych: wlasciwe macierzyste
komorki zarodkowe — ES (ang. embryonic stem cells), macierzyste komorki
trofoblastyczne — TS (ang. trophoblast stem cells) oraz macierzyste komorki
pierwotnej endodermy — XEN (ang. extraembryonic endoderm stem cells).
Wszystkie trzy rodzaje komorek macierzystych mozna uzyska¢ z odmiennych linii
komdrkowych budujacych blastocyste myszy. W trakcie normalnego rozwoju tylko
jedna z tych linii — epiblast (pierwotna ektoderma) utworzy struktury zarodkowe.
W hodowli in vitro moze by¢ ona rowniez zrédtem komoérek ES. Pozostate dwie
linie komdrkowe réznicuja w struktury pozazarodkowe, niezbedne dla rozwoju
zarodka w macicy. Hodujac komorki trofoblastu (trofektodermy) w $cisle okreslonych
warunkach mozna uzyska¢ linie komoérek TS, natomiast hipoblast (pierwotna
endoderma) moze by¢ zrédlem komodrek XEN. Zrozumienie, w jaki sposob w trakcie
rozwoju dochodzi do wyodrgbnienia pierwotnych linii komoérkowych mogacych
stanowi¢ zrodto komorek macierzystych, moze pomoc w poznaniu mechanizméw
molekularnych umozliwiajacych tym komérkom zdolnos¢ do samoodnawiania si¢ oraz
réznicowania w rozne typy komorek. Niniejszy artykul ma na celu przyblizenie
obecnego stanu wiedzy na temat molekularnej regulacji procesu réznicowania si¢
pierwotnych linii komérkowych blastocysty.

2. FORMOWANIE DWOCH NAJW CZESNIEJSZYCH LINII
KOMORKOWYCH W BLASTOCYSCIE: TROFEKTODERMY
I WEZX.A ZARODKOWEGO

Po zaptodnieniu zarodek myszy przechodzi etap zwany bruzdkowaniem. Ulega
wowczas podziatlom mitotycznym, w wyniku ktoérych powstaja komorki zwane
blastomerami. Do stadium 8-komoérkowego blastomery nie roznia si¢ od siebie
morfologicznie, nie sa spolaryzowane i nie podlegaja zadnej istotnej specyfikacji
odnosnie ich przysztych losow. W tym stadium zarodek przechodzi proces kompakcji.
W jej trakcie blastomery zaczynaja tak scisle do siebie przylegaé, ze przyzyciowo
trudno jest zauwazy¢ granice migdzy nimi. Dochodzi wtedy takze do polaryzacji
blastomerow, ktorej towarzyszy zmiana lokalizacji kilku charakterystycznych biatek.
W czesci szezytowej komorki (kontaktujacej si¢ ze srodowiskiem zewngtrznym)
pojawiaja si¢ kompleksy biatek Par3, Par6 (ang. partitioning defective) oraz
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atypowej kinazy biatkowej C — aPKC (ang. atypical protein kinase C). W czg$ci
spodnio-bocznej (kontaktujacej si¢ tylko z innymi komoérkami) lokalizujg si¢ biatka,
takie jak E-kadheryna oraz Parl [19]. W efekcie tej polaryzacji, po czwartym
podziale bruzdkowania zarodek 16-komorkowy buduja dwa typy komorek: spolaryzo-
wane komorki zewnetrzne i niespolaryzowane komodrki wewnetrzne, stykajace sie
jedynie z innymi komorkami. To zréznicowanie stanowi punkt wyjscia do wytwo-
rzenia w zarodku dwdch pierwszych linii komérkowych wykazujacych odmienne
wlasciwosci, funkcje i przeznaczenie.

Czwartego dnia po zaplodnieniu zarodek zwany morula przeksztalca si¢ w stadium
rozwojowe zwane blastocysta. Blastocysta jest pecherzykiem wypelionym plynem,
zbudowanym z dwoch typow komorek. Z grupy komoérek lezacych wewnatrz
pecherzyka, zwanej weztem zarodkowym blastocysty — ICM (ang. inner cell mass),
powstang wszystkie tkanki budujace ciato zarodka oraz wigkszosé bton ptodowych.
Warstwa komorek tworzacych s$ciang pecherzyka nosi nazwe trofoblastu lub tro-
fektodermy — TE (ang. trophectoderm). Wezmie ona udzial w tworzeniu zarodkowej
czesei tozyska i bedzie odpowiedzialna za nawiazanie kontaktu z tkankami macicy
podczas implantacji blastocysty. Komérki trofektodermy pokrywajace wezet zarodko-
wy tworza tzw. trofoblast biegunowy, natomiast komorki otaczajace jame blastocysty
nosza nazwe trofoblastu $ciennego. Po implantacji komoérki trofoblastu biegunowego
kontynuuja proliferacje¢ i przeksztalcaja si¢ w pozazarodkowsq ektoderme, z ktorej
w dalszym rozwoju powstanie zarodkowa czes$¢ tozyska [39]. Utrzymywanie
proliferacji komorek trofoblastu biegunowego jest zalezne od sygnatu ptynacego z
przylegajacego do niego wezta zarodkowego, w ktory zaangazowany jest czynnik
wzrostu fibroblastow 4 — FGF4 (ang. fibroblast growth factor 4) [12, 39]. W
odroznieniu od trofoblastu biegunowego, komorki trofoblastu Sciennego po implantacji
przestaja si¢ dzieli¢, ulegaja politenizacji i przeksztalcaja si¢ w pierwotne komorki
olbrzymie, otaczajace rozwijajacy si¢ zarodek.

Mechanizmy lezace u podstaw wyodregbniania si¢ we wezesnym rozwoju myszy
dwoéch odmiennych grup komorek: wezta zarodkowego i trofektodermy stanowia
przedmiot zainteresowania juz od wielu lat. Wyniki tych badan doprowadzity do
powstania dwoch gléwnych modeli sugerujacych, w jaki sposob i w ktoérym
momencie rozwoju moze dojs¢ do ukierunkowania losu komorek i ustanowienia w
embriogenezie ssakow wspomnianych linii komdrkowych.

2.1. Model .,inside — outside™ (,,wewnatrz — zewnatrz”) oraz model
,polarnosci komorki”

Zarodki myszy we wczesnym stadium rozwoju charakteryzuja si¢ ogromnymi
zdolnosciami regulacyjnymi. Juz na przelomie lat 50. i 60. ubieglego wieku Profesor
Tarkowski wykazat, ze gdy zniszczeniu ulegnie jeden z blastomeréw w 2-komor-
kowym zarodku myszy, drugi bedzie kontynuowal rozwoj i utworzy prawidtowa
blastocyste, ktora po przeszczepieniu do drég rodnych samicy moze rozwinaé si¢
w normalna mysz [44]. Mozliwe jest takze uzyskanie osobnikdéw chimerowych, w
sktad ktorych wchodza komoérki pochodzace z wigcej niz jednego organizmu.
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Agregujac ze soba bruzdkujace zarodki (np. w stadium 8-komodrkowym) mozna
uzyskaé¢ pojedyncza, prawidlowo wyksztalcona blastocyste, a z niej osobnika
chimerowego, zbudowanego z komoérek wywodzacych si¢ z obu zlepionych
zarodkow [45, 46].

7 badan tych wynika, ze co najmniej do czwartego podzialu bruzdkowania, czyli
do stadium 8-komodrkowego, los blastomerow nie jest jeszcze ukierunkowany i
wszystkie blastomery maja zdolnos$¢ réznicowania si¢ zarowno w komorki trofoblastu,
jak i wezta zarodkowego. Odpowiednie decyzje dotyczace losu komoérek podejmo-
wane sa prawdopodobnie w pdzniejszym okresie rozwoju.

Jedna z teorii sformutowana w latach 60. ubieglego wieku zwana hipoteza ,,inside
— outside”, czyli ,,wewnatrz — zewnatrz” mowi, ze powstawanie struktur zarodko-
wych i pozazarodkowych zalezy od pozycji — wewnetrznej lub zewngtrznej —
zajmowanej w moruli [47]. Komorki, ktore w stadium 16-komérkowym znajduja sie
na powierzchni utworza trofektoderme, a nastepnie tozysko. Natomiast te komorki,
ktére usytuuja si¢ we wnetrzu moruli dadza poczatek weztowi zarodkowemu, z
ktorego nastgpnie powstang tkanki zarodka (ryc. 1). W pdzniejszym czasie powstala

blastomery zarodka blastomery zarodka
16-komorkowego 32-komorkowego
ZEW —

ZEW —— > TE

WEW —>» ICM
WEW

RYCINA 1. Powstawanie komorek prekursorowych trofektodermy i wezta zarodkowego. Hipoteza
Linside-outside™ (,,wewnatrz-zewnatrz”). Polozenie blastomeréw w 16-komérkowym zarodku myszy
determinuje ich los w blastocyscie. Blastomery powierzchniowe daja poczatek trofektodermie (TE),
natomiast komorki wewngtrzne wejda w sktad wezla zarodkowego (ICM)

FIGURE 1. Formation of trophectoderm and inner cell mass progenitor cells. The ,,inside-outside™ hy-
pothesis. Position of the blastomeres in the 16-cell stage mouse embryo determines their fate in the
blastocyst. Surface blastomeres give rise to the trophectoderm (TE) and internal cells become the inner cell
mass (ICM)
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blastomer zarodka blastomery zarodka
8-komérkowego 16-komérkowego

— —
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B. PODZIAL ROZNICUJACY
(ASYMETRYCZNY)

RYCINA 2. Hipoteza ,,polarnosci komorki”. Po podziale konserwatywnym (symetrycznym) blastomerow
8-komorkowego zarodka powstang dwie identyczne spolaryzowane komdrki zewngtrzne, ktore nastgpnie
utworza trofektoderm¢ (TE) (A). W wyniku podziatu réznicujacego (asymetrycznego) dojdzie do
utworzenia jednej spolaryzowanej komorki zewngtrznej, ktora wejdzie w sktad trofektodermy (TE) oraz
jednej apolarnej komorki wewngetrznej, ktéra da poczatek weztowi zarodkowemu (ICM) (B)

FIGURE 2. The,.cell polarity” hypothesis. Symmetric (conservative) cleavage division of blastomeres at
the 8-cell stage generates two identical polar outside cells that subsequently will form trophectoderm (TE)
(A). Asymmetric cleavage division leads to the establishment of one outside polar cell that will form
trophectoderm (TE) and one inside apolar cell that will give rise to the inner cell mass (ICM) (B)
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jeszcze jedna teoria nazwana hipoteza ,,polarnosci komoérki”. Poczatkowo uznawana
byta za alternatywna dla hipotezy ,,inside — outside”, ale najnowsze badania
wskazuja na to, ze moze ona stanowi¢ jej uzupetnienie. Zaktada ona, ze los komdrek
ustala si¢ wezesniej, juz w stadium 8-komorkowym. Zachodzaca wowczas polaryza-
cja blastomeréw oraz ich utozenie pod wplywem kompakcji wyznaczaja kierunek
dalszych podziatéw i prowadza do powstania komorek zewnetrznych i wewngtrznych
w zarodku 16-komérkowym [54]. Podzial prostopadly do powierzchni zarodka, zwany
konserwatywnym lub symetrycznym, generuje dwie identyczne, spolaryzowane
komorki, ktore dziedzicza cata informacje o polarnosci i wehodza w sklad trofekto-
dermy (ryc. 2A). Gdy ptaszczyzna podziatu jest rownolegta do powierzchni zarodka,
zachodzi podzial zwany réznicujacym, prowadzacy do asymetrycznego rozdziatu
informacji o polarnosci i powstania jednej komorki zewngtrznej i jednej komorki
wewnetrznej (ryc. 2B).

Potwierdzeniem tezy o péznym ukierunkowaniu loséw blastomeréw sa ostatnie
badania wskazujace, ze jeszcze w stadium 16-komorkowym blastomery maja pelne
potencje rozwojowe, czyli sa totipotentne. Zarodki rekonstruowane wylacznie z
blastomeréw wewnetrznych lub zewnetrznych pochodzacych z 16-komdrkowych
morul moga utworzy¢ prawidlowo zbudowane blastocysty, ktore po przeszczepieniu
do drég rodnych samicy biorczyni rozwijaja si¢ w zdrowe, ptodne osobniki [43].

2.2. MODEL ,,PREDETERMINACJI W ROZWOJU”

Istnieje réwniez alternatywna teoria sugerujaca znacznie wczesniejsza determinacje
losow blastomerow. Wedtug niej juz w strukturze zaptodnionego jaja zapisana jest
informacja przestrzenna, narzucajaca powstajacym z niej blastomerom odmienng rolg
i przeznaczenie oraz decydujaca o okreslonym programie rozwojowym zarodka [57].

Zwolennicy hipotezy, ktorag nazwano hipoteza ,,predeterminacji w rozwoju”
uwazaja, ze plaszczyzna I podziatu bruzdkowania determinowana jest przez dwa
punkty. Pierwszym z nich jest biegun animalny zygoty, na ktéorym w wyniku drugiego
podziatu mejotycznego formowane jest Il ciatko kierunkowe. Drugim, nie mniej
waznym wyznacznikiem, jest miejsce wniknigcia plemnika do oocytu. Plaszczyzna
podziatu zygoty wyznaczona przez te dwa punkty dzieli zygote na dwa blastomery.
Blastomer dziedziczacy rejon blony cytoplazmatycznej, do ktorego wniknal plemnik,
dzieli si¢ nastepnie jako pierwszy dajac poczatek komorkom, ktére wchodza w skfad
przede wszystkim zarodkowej czesci blastocysty (wezta zarodkowego i okrywajacej
go trofektodermy biegunowej). Potomne komorki drugiego z blastomerdéw tworza
natomiast cze$¢ pozazarodkowa, czyli warstwe trofoblastu $ciennego.

Istnieje jednak szereg prac podwazajacych powyzsze obserwacje. Zakwestio-
nowano rolg zarowno Il cialka kierunkowego, jak i miejsca wnikniecia plemnika jako
punktéw odniesienia w ustalaniu plaszczyzny pierwszego podziatu bruzdkowania [10,
14, 27]. Badania, w ktérych znakowano blastomery i obserwowano ich rozmieszcze-
nie w rozwijajacej si¢ blastocyscie, wykazaly natomiast, ze komorki wywodzace sie
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z dwoch blastomerow stadium 2-komdrkowego nie tworza odrebnych klonow, lecz
ulegaja przemieszaniu i wspotwystepuja zardwno w czesci zarodkowej, jak i poza-
zarodkowej [1, 5, 15, 52]. Sprzeczne wyniki badan sprawiaja, ze zwiazek migdzy
organizacja przestrzenng zygoty a budowa blastocysty nadal pozostaje kwestia
wymagajaca wyjasnienia.

2.3. Mechanizmy molekularne lezace u podstaw wyodrebniania si¢ wezta
zarodkowego i trofektodermy

Kluczowymi biatkami, ktore decyduja o roznicowaniu dwoch pierwszych linii
komorkowych w blastocyscie, sa Octd i Cdx2. Produkt genu Oct4 (ang. octamer
binding protein) jest czynnikiem transkrypcyjnym nalezacym do rodziny POU.
Ulega on ekspresji w jadrach wszystkich blastomeréw bruzdkujacego zarodka, a
nastgpnie jego ekspresja jest stopniowo ograniczana: najpierw do komorek wezta
zarodkowego w blastocyscie, a nastepnie do warstwy pierwotnej ektodermy
(epiblastu) i pierwotnych komorek ptciowych [22].

Zarodki pozbawione funkcjonalnej kopii genu Oct4 rozwijaja si¢ do stadium
blastocysty, ale obumieraja w okresie okotoimplantacyjnym. Hodowane in vitro,
wyizolowane wezly zarodkowe blastocyst, ktorych komorki pozbawione byly
funkcjonalnego genu kodujacego Oct4, syntetyzuja natomiast markery linii trofekto-
dermalnej. Sugeruje to, ze gen Oct4 jest niezbedny do zapobiegania roznicowaniu
wezta zarodkowego w kierunku trofektodermy. Istnieja doniesienia wskazujace na
rolg Sall4 — biatka z rodziny SPALT — jako aktywatora transkrypcji genu kodujacego
Oct4 [7, 56]. Wprowadzenie siRNA (ang. small interfering RNA) skierowanego
przeciwko Sall4 do mysich zygot powoduje bowiem redukcjg mRNA Sall4 oraz Oct4
oraz wzrost ekspresji markeréw specyficznych dla trofektodermy w komorkach
wezta zarodkowego blastocysty.

Rozw¢j linii trofoblastycznej w zarodku wymaga obecnosci czynnika transkryp-
cyjnego — Cdx2 (ang. Caudal type homeodomain protein). Wedtlug niektorych
zroédet, mRNA tego biatka pojawia si¢ w stadium 8-komoérkowym, a samo biatko
po raz pierwszy mozna wykry¢é w niektorych, potozonych zewnetrznie blastomerach
zarodka 16-komdrkowego [42]. Inne zrédla podaja, ze niski poziom biatka Cdx2
wykrywany jest we wszystkich blastomerach 8-komdrkowego zarodka. Nastepnie
jego ekspresja ograniczana jest w komorkach wewnegtrznych, a utrzymywana w
komérkach powierzchniowych [6, 18, 37]. W stadium blastocysty biatko Cdx2
wykrywa si¢ wylacznie w komorkach trofektodermy. Od momentu, gdy biatko Cdx2
pojawia si¢ w komdrkach prekursorowych trofoblastu dochodzi w nich do stopnio-
wego wygaszania aktywnosci genu Oct4, ktdrego ekspresja zostaje ograniczona tylko
do komorek wezta zarodkowego [31, 42]. Takie przestrzenne zréznicowanie ekspresji
jest prawdopodobnie wynikiem antagonizmu migdzy biatkami Oct4 i Cdx2, a
wzajemne oddzialywania pomigdzy nimi wplywaja na wyodrgbnienie si¢ w
blastocyscie trofektodermy i wezla zarodkowego.

Brak obu alleli genu kodujacego czynnik transkrypcyjny Cdx2 powoduje $mier¢
zarodkow przed implantacja z powodu nieprawidtowego rozwoju trofektodermy [42].
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Aktywnos¢ genu kodujacego biatko Cdx2 nie jest zatem konieczna do powstania
warstwy trofoblastu, ale do jego prawidlowego funkcjonowania. Niedawno wykaza-
no, iz do zainicjowania ekspresji genu Cdx2 podczas przedimplantacyjnego rozwoju
myszy niezbedna jest aktywnos$¢ innego czynnika transkrypcyjnego — Tead4 (ang.
TEA domain/transcription enhancer factor family) [29, 30, 53].

Ciagle otwarta pozostaje kwestia, jakie czynniki decyduja o tym, ze ekspresja
Cdx2 jest ograniczona jedynie do komorek prekursorowych trofektodermy. Czy
decyduje o tym pozycja komorek, ich polarnos¢, czy tez oba te czynniki? Sugeruje
si¢, ze na aktywacje genu Cdx2 moze wptywaé obecnos¢ kompleksu biatek Par3/
Par6/aPKC w szczytowej czesci blastomerdéw zarodka 8-komorkowego, co w
konsekwencji prowadzitoby do zréznicowania podzialow i wyrdznicowania linii
komorkowych — TE i ICM [34, 51, 54]. Wykazano, ze istnieje dodatnie sprzezenie
zwrotne miedzy polarnoscia komorki, a ekspresja genu Cdx2. Poziom biatka Cdx2
wplywa na aktywnos$é aPKC zlokalizowanej w szczytowej czesci komodrki i tym
samym decyduje o polarnosci komorki. Polarnosé komérki z kolei ma wplyw na
ekspresje Cdx2 poprzez asymetryczne rozmieszczenie mRNA Cdx2 w spolaryzo-
wanych blastomerach [18]. Wyniki innej pracy przemawiaja z kolei za rolg informacji
pozycyjnej w regulacji ekspresji Cdx2. W pracy tej wykazano, ze po podziale
réznicujacym komorki niejako rozpoznaja swoja wewnetrzng lub zewnetrzng pozycje
w zarodku za posrednictwem $ciezki sygnatowej Hippo. Jednym z komponentow
tej Sciezki jest biatko Yap, bedace koaktywatorem czynnika transkrypcyjnego Tead4.
Zréznicowanie poziomu fosforylacji biatka Yap decyduje o indukeji genu Cdx2. Niski
poziom fosforylacji biatka Yap w komorkach zewnetrznych pozwala na jego jadrowa
akumulacje, ktéra prowadzi do aktywacji Tead i indukuje ekspresje genu Cdx2 [30].
Nie jest rowniez wykluczone, ze powstawanie komérek prekursorowych trofekto-
dermy i wezta zarodkowego zalezy zardwno od polarnosci komorek, jak i ich pozycji
w zarodku. Teoria ta wymaga jednak potwierdzenia [58].

Proces wyodrgbniania wezta zarodkowego i trofektodermy w blastocyscie jest
regulowany nie tylko genetycznie, ale rowniez epigenetycznie. Mechanizmy epige-
netyczne prowadza do zmian ekspresji genow, co nie jest zwigzane w Sposob
bezposredni ze zmianami w sekwencji nukleotydowej DNA. Naleza do nich m.in.
metylacja DNA oraz posttranslacyjne modyfikacje ogonow histondw, takie jak na
przyktad metylacja i acetylacja histonu H3, prowadzace do miejscowej reorganizacji
struktury chromatyny. Wiadomo, ze komodrki wezla zarodkowego i trofektodermy
roéznia si¢ profilem modyfikacji epigenetycznych. O losie komdrek w blastocyscie
decyduje np. zré6znicowana metylacja DNA czynnika transkrypcyjnego EIfS. W wezle
zarodkowym dochodzi do represji transkrypcji EIf5 w wyniku metylacji jego
promotora. Brak modyfikacji promotora tego genu w trofektodermie powoduje
natomiast, ze EIf5 jest transkrypcyjnie aktywny i moze indukowaé ekspresje¢ genu
Cdx2. Czynnik transkrypcyjny Cdx2 moze z kolei, na zasadzie dodatniego sprzezenia
zwrotnego, aktywowac gen Elf5 [28]. W trofektodermie gen Cdx2 jest aktywowany
réwniez poprzez modyfikacje posttranslacyjne bialek histonowych: trimetylacje lizyny
4 histonu H3 (H3K4me3) oraz acetylacj¢ lizyny 16 histonu H4 (H4K16). Z kolei



PIERWOTNE LINIE KOMORKOWE W ZARODKU MYSZY 11

w wezle zarodkowym ekspresja genu Cdx2 jest wyciszana w wyniku dimetylacji
lizyny 9 histonu H3 [33]. Z powyzszych badan wynika, ze dzigki specyficznym
modyfikacjom epigenetycznym precyzyjnie regulowana jest ekspresja gendw, ktore
sa odpowiedzialne za réznicowanie komoérek w blastocyscie. Badania zespotu
Zernickiej-Goetz wykazaly, ze réznice epigenetyczne mogace decydowaé o losie
komorek wystepuja juz w blastomerach 4-komérkowego zarodka [50]. Komorki
trofektodermy, wykazujace wysoki poziom biatka Cdx2, sa potomnymi tych komoérek
4-komoérkowego zarodka, ktore wykazywaly najnizszy poziom specyficznych
modyfikacji chromatyny: dimetylacji argininy 17 i 26 histonu H3 (H3R26me2a i
H3R17me2a).

3. WYODREBNIANIE SIE PIERWOTNEJ ENDODERMY
I PIERWOTNEJ EKTODERMY W OBREBIE WEZ1.A
ZARODKOWEGO

Piatego dnia rozwoju, tuz przed zagniezdzeniem si¢ zarodka myszy w macicy,
nastgpuje drugi etap roznicowania, ktory prowadzi do utworzenia w obrgbie wezta
zarodkowego dwodch odmiennych populacji komorek — pierwotnej ektodermy, zwane;j
inaczej epiblastem — EPI (ang. epiblast) oraz drugiej po trofektodermie linii poza-
zarodkowej — pierwotnej endodermy — PE (ang. primitive endoderm) zwanej inaczej
hipoblastem. Pierwotna ektoderma lokalizuje si¢ wewnatrz wezta zarodko-wego,
miedzy komorkami trofoblastu biegunowego, a pierwotna endoderma. Powsta-na z
niej wszystkie tkanki somatyczne zarodka oraz komorki linii plciowej. Bedzie ona
réwniez uczestniczy¢ w powstawaniu bton ptodowych. Pierwotna endoderma ma
postaé¢ warstwy komorek lezacej na powierzchni wezta zarodkowego zwrdconej do
jamy blastocysty. Warstwa ta ulega dalszemu zréznicowaniu przeksztatcajac si¢ w
pokrywajaca wezel zarodkowy endodermg proksymalng oraz endoderme dystalna,
ktéra wyscieta pozostala czgs¢ jamy blastocysty. W dalszym rozwoju endoderma
proksymalna wejdzie w sktad pecherzyka zéitkowego.

3.1. Molekularne podstawy wyksztalcania si¢ epiblastu i hipoblastu

Te dwie nowopowstale linie komérkowe roznia si¢ profilem ekspresji genow.
Markerem specyficznym dla komorek zarodkowych, a wigc dla wezta zarodkowego,
a pozniej epiblastu, jest produkt genu Nanog [3, 26]. W komorkach ICM, ktore
roéznicuja si¢ w pierwotng endoderme dochodzi do represji genu Nanog, czemu
towarzyszy aktywacja kilku charakterystycznych dla tej tkanki gendéw kodujacych
czynniki transkrypcyjne, m.in. Gata4 i Gata6 (ang. GATA-binding protein).

Zarodki pozbawione obu alleli genu Nanog tworza prawidlowe morfologicznie
blastocysty, ale formowanie pierwotnej ektodermy jest w nich zaburzone, co skutkuje
przyjeciem przez wszystkie komoérki wezla fenotypu pierwotnej endodermy i w
konsekwencji $miercig zarodka tuz po implantacji [41]. Efekt letalny wywiera rowniez brak
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funkcjonalnej kopii gendw z rodziny Gata. Powoduje on defekt w procesie formowania
sie pierwotnej endodermy oraz jej pochodnych: endodermy proksymalnej i dystalnej, a w
konsekwencji prowadzi do smierci zarodka w kilka dni po utworzeniu blastocysty.

W ostatnich latach przeprowadzono szereg badan zmierzajacych do wyjasnienia,
w jaki spos6b dochodzi do ustanowienia i segregacji epiblastu i hipoblastu w obrebie
wezla zarodkowego. Wyniki tych badan doprowadzity do powstania dwoch
alternatywnych teorii dotyczacych mechanizméw odpowiedzialnych za ten proces.

3.2. Model klasyczny

Model ten zaklada, ze wezet zarodkowy we wczesnej blastocyscie jest homo-
genna populacjg rownocennych komoérek, ktére majg zdolnos¢ do przeksztalcenia
si¢ zar6wno w komorki hipoblastu, jak i epiblastu. Czynnikiem determinujacym los
komérek bylaby w tym wypadku, podobnie jak w hipotezie ,,inside-outside”, ich
pozycja w wezle zarodkowym (ryc. 3A). Wedlug tego modelu komérki znajdujace
si¢ na powierzchni wezla zarodkowego i sasiadujace z jama blastocysty utworza
pierwotna endoderme, a komorki zlokalizowane w srodku przeksztatca sig w
pierwotna ektoderme [54].

Ta teori¢ zdaja si¢ potwierdza¢ badania in vitro przeprowadzone z uzyciem
zarodkowych komérek macierzystych — ES (ang. embryonic stem cells). Komorki ES
sa uwazane za odpowiednik komorek epiblastu w hodowli in vitro. Hodowla tych
komorek bez obecnosci czynnikéw hamujacych réznicowanie indukuje ich agregacje i
formowanie struktur zwanych kulami zarodkowymi — EB (ang. embryoid bodies).
Wydarzenia towarzyszace roznicowaniu si¢ komoérek budujacych kule zarodkowe
odzwierciedlaja kolejnos¢ réznicowania zachodzaca podczas rozwoju in vivo. Wykazano,
ze na powierzchni zewnetrznej kul zarodkowych tworzy sie warstwa pierwotnej
endodermy, a wnetrze tych struktur zajmuje pierwotna ektoderma.

Dodatkowym potwierdzeniem wspomnianej teorii sa badania dowodzace, ze w
wyizolowanych z wczesnych blastocyst weztach zarodkowych na ich catej
zewnetrznej powierzchni odtwarza sie warstwa pierwotnej endodermy [4]. Swiadczy
to o wplywie potozenia komoérek w zarodku na determinacje ich losu.

3.3. Model alternatywny

Druga, alternatywna hipoteza powstawania epiblastu i hipoblastu zakfada, ze wezet
zarodkowy stanowi heterogenna populacje komorek, ktore juz na etapie wczesnej
blastocysty sa zdeterminowane do utworzenia pierwotnej ektodermy badz pierwotnej
endodermy (ryc. 3B). O kierunku ich réznicowania decydowataby ekspresja
specyficznych dla obu linii czynnikdw transkrypeyjnych, zas utozenie poszczegolnych
komorek w wezle zarodkowym i powstawanie odrebnych warstw epiblastu i
hipoblastu w pdznej blastocyscie zalezatoby od czynnikow wplywajacych na ich
segregacje i przemieszczanie.

Szereg przeprowadzonych badan zdaje si¢ potwierdza¢ ten model. Po pierwsze
wykazano, ze czg$¢ komorek wezta zarodkowego wezesnej blastocysty zawiera
cytokeratyne filamentdw posrednich EndoA, bedaca biatkiem specyficznym dla linii
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pozazarodkowej [4]. Po drugie, we wczesnym 4-dniowym zarodku, w ktéorym nie
zaszla jeszcze segregacja komorek do warstwy epiblastu i hipoblastu, czynniki
transkrypcyjne — Nanog (specyficzny dla linii epiblastu) oraz charakterystyczne dla
pierwotnej endodermy — Gata4 lub Lrp2 (ang. low-density lipoprotein receptor
related protein 2) ulegaja ekspresji w komorkach rozmieszczonych w sposob przy-
padkowy w roznych, niezachodzacych na siebie rejonach wezla zarodkowego,

A. MODEL
KLASYCZNY
TB
los komorek
zalezny od EPI
pozyci w ICM
PE
B. MODEL
ALTERNATYWNY

wczesna
determinacja losu

komorek 1 segregacja )
TS

blastocysta 4-dniowa blastocysta S-dniowa

RYCINA 3. Wyodregbnianie i segregacja pierwotnej endodermy i pierwotnej ektodermy w obrgbie wezta
zarodkowego. Model klasyczny zaktada, ze wezet zarodkowy jest homogenna populacja komorek, ktérych
los zalezy od pozycji w wezle zarodkowym (A). Model alternatywny sugeruje, iz wezel zarodkowy jest
heterogenna populacja komorek, ktore juz na etapie wezesnej blastocysty roznia si¢ ekspresja czynnikow
transkrypcyjnych. Prawidlowe ulozenie komoérek w wezle zarodkowym i powstanie warstw pierwotnej
endodermy oraz pierwotnej ektodermy zalezne jest od czynnikéw wplywajacych na proces sortowania
(B): TB — trofektoderma biegunowa, EPI — epiblast, PE — pierwotna endoderma, TS — trofektoderma
$cienna

FIGURE 3. Specification and segregation of primitive ectoderm and primitive endoderm within the inner
cell mass. The classical model assumes that the inner cell mass is a homogeneous population of cells whose
fate depends on position in the inner cell mass (A). The alternative model suggests that the inner cell mass
is a heterogeneous population of cells differing in the expression of transcription factors at the blastocyst
stage. The cell position within the inner cell mass and formation of primitive ectoderm and primitive
endoderm layers depends on factors affecting the cell sorting process (B). TB —polar trophectoderm; EPI
— epiblast; PE — primitive endoderm; TS — mural trophectoderm
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tworzac ,,mozaikowy” wzdr ekspresji [4, 11]. Na tym wczesnym etapie nie
obserwowano preferencyjnego lokowania si¢ komorek eksprymujacych te czynniki
do okreslonych regiondw wezta zarodkowego. Po trzecie, analiza pojedynczych
komorek wezta zarodkowego wezesnej blastocysty metoda mikromacierzy wykazata
istnienie dwoch grup komorek: jednej wykazujacej ekspresje genu Nanog i drugiej
eksprymujacej czynnik Gata [21]. Kolejny dowdd na potwierdzenie powyzszej teorii
pochodzi z badan, w ktérych znakowano pojedyncze komodrki wezta zarodkowego
wezesnej blastocysty i $ledzono ich los. Wstrzykiwano do nich mRNA bialka zielonej
fluorescencji — GFP (ang. green fluorescent protein), a nastgpnie przeszczepiano
takie zarodki do drég rodnych biorczyn i badano los znakowanych komoérek po
implantacji. Doswiadczenie to wykazalo, ze komorki potomne znakowanych komorek
wezta wehodzity w sklad albo epiblastu albo hipoblastu, ale nigdy obu tych warstw.

KOMORKA PREKURSOROWA
PIERWOTNEJ EKTODERMY

BLASTOCYSTA4 - DNIOWA

odmienne
wlagciwosci
adhezyjne

7

bialka docelowe "
Dab2 sortowame
Laminina
PIERWOTNA
ENDODERMA
PIERWOTNA
EKTODERMA

; BLASTOCYSTAS - DNIOWA
KOMOREKA PREKURSOROWA
PIERWOTNEJ ENDODERMY

RYCINA 4. Model segregacji komorek do dwoch odrgbnych warstw wezta zarodkowego: epiblastu i
hipoblastu w poznej blastocyscie (schemat adaptowany za zgoda wydawnictwa Elsevier: Dev cell [4]
copyright 2006).Czynnik wzrostu fibroblastow (FGF) poprzez receptor na powierzchni docelowej komorki
oddziatuje z biatkiem Grb2. Kompleks ten aktywuje w komorce prekursorowej pierwotnej endodermy
kaskade bialek Ras-MAPK, co prowadzi do ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny Gata. Poprzez
obecnos¢ biatek docelowych dla Gata6 (Lamininy i Dab2) zmieniaja si¢ whasciwosci adhezyjne komorek, co
umozliwia ich sortowanie do odpowiednich rejondw wezta zarodkowego. Nie jest jasne, jak dochodzi do
aktywacji czynnika transkrypcyjnego Nanog i represji Gata w komdrkach prekursorowych epiblastu

FIGURE 4. Model of cell segregation into two separate layers of inner cell mass of the blastocyst: epiblast
and hypoblast (reprinted from Dev Cell [4], copyright 2006, with permission from Elsevier). Fibroblast
growth factor (FGF) interacts with the Grb2 protein through the receptor on the surface of the target cell.
This complex activates the Ras-MAPK signaling pathway in the primitive endoderm progenitor cell that
leads to the expression of Gata family transcription factors. Gata induces target genes (Laminin and
Dab2), which change the adhesive properties of cells to enable their sorting into appropriate regions of the
inner cell mass. It is not clear how Nanog is activated and Gata is repressed in the epiblast progenitor cells
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Wynik ten sugeruje, ze los komorek wezta zarodkowego wezesnej blastocysty jest
juz zdeterminowany [4]. Rezultaty tych badan przemawiaja wiec za tym, ze wezel
zarodkowy jest raczej heterogenng populacja komorek o réznym potencjale rozwojo-
wym, mieszaning prekursorow hipoblastu oraz epiblastu, ktore nastepnie rozlokuja
si¢ w odpowiednich rejonach wezta zarodkowego.

Mechanizmy molekularne odpowiedzialne za powstanie dwoch populacji komorek
(epiblastu i hipoblastu) nie zostaty do konca poznane. Wydaje sig, ze proces ten zalezy
od wielu czynnikéw. Jednym z nich moze by¢ czynnik wzrostu fibroblastéw 4 —
FGF4 (ang. fibroblast growth factor 4). Chazaud i wspolpracownicy [4] sugeruja,
ze czynnik FGF4 moze warunkowaé aktywnos$é genu Grb2 (ang. growth factor
receptor-bound protein 2) kodujacego biatko zaangazowane w aktywacje kaskady
Ras-MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase), indukcj¢ ekspresji czynnika
transkrypcyjnego Gata6 oraz represj¢ Nanog w pierwotnej endodermie (ryc. 4).
Zablokowanie funkcji biatka Grb2 skutkuje bowiem $miercig zarodka w wyniku braku
ekspresji Gata6, a co za tym idzie, formowania pierwotnej endodermy [4].

Za segregacje komdrek do dwdch odrebnych warstw (hipoblastu oraz epiblastu)
w poznej blastocyscie moga by¢ odpowiedzialne odmienne wlasciwosci adhezyjne
tych komoérek. Wykazano, ze obecno$¢ Lamininy B1 oraz Dab2 (ang. Disabled 2)
— bialek, ktorych ekspresja jest aktywowana przez czynnik transkrypcyjny Gata6 —
powoduje zmiang wlasciwosci adhezyjnych komoérek, umozliwiajac ich sortowanie
do odpowiednich rejonéw wezta zarodkowego (ryc. 4). W zarodkach pozbawionych
funkcjonalnej kopii genu Dab2 komorki prekursorowe pierwotnej endodermy traca
zdolnos$¢ do lokowania si¢ na powierzchni wezta zarodkowego, co w konsekwencji
prowadzi do zaburzen morfogenezy [55]. Oprocz odmiennych wiasciwosci adhezyjnych,
W proces segregacji zaangazowana jest prawdopodobnie takze migracja komorek oraz
wybidrcza apoptoza. Wspoldziatanie wszystkich tych czynnikéw prowadzi ostatecznie
do stworzenia odrebnych linii komérkowych w zarodku [35, 40].

Najnowsze badania, w ktorych §ledzono dynamike komorek wezta zarodkowego od
stadium wczesnej do pdznej blastocysty, wykazaly, ze wyodrebnianie warstw komorek
epiblastu i hipoblastu jest procesem zlozonym i taczy w sobie cechy obu wspomnianych
hipotez [25]. Z analizy zdje¢ poklatkowych wynika, ze wigkszo$¢ komodrek jest
prekursorem tylko jednej linii — epiblastu lub hipoblastu — i podlega aktywnemu procesowi
sortowania do odpowiednich warstw, zaleznemu od aktyny. Pewna cze$¢ komorek we
wczesnej blastocyscie wykazuje sie jednak plastycznoscia i jest zdolna do przeksztalcenia
si¢ zarowno w komorki epiblastu, jak i hipoblastu, co wskazuje na rolg zardwno sortowania
komorek, jak i indukcji zaleznej od ich polozenia w wyodrebnianiu PE i EPI.

4. KOMORKI MACIERZYSTE PIERWOTNYCH LINII KOMORKOWYCH

Z blastocyst hodowanych in vitro, w $cisle okreslonych warunkach, moga
powstaé linie komdrek macierzystych (ryc. 5), ktdre maja szczegolne wlasciwosci.
Z jednej strony sa zdolne do samoodnawiania si¢, czyli wielokrotnych podziatow
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TE

EPI

RYCINA 5. Linie komorek macierzystych, ktore mozna uzyskac¢ hodujac blastocysty myszy in vitro
(rycina adaptowana za zgoda wydawnictwa Wiley-Blackwell: Clin Genet [34] copyright 2005).
Trofoblastyczne komorki macierzyste (TS) wywodza si¢ z trofektodermy (TE); zarodkowe komorki
macierzyste (ES) mozna uzyskac hodujac in vitro komérki wezta zarodkowego lub epiblastu (EPI); XEN
— komérki macierzyste otrzymywane in vitro z pierwotnej endodermy (PE)

FIGURE 5. Stem cell lines that can be derived by in vitro culture of blastocyst (reprinted from Clin Genet
[34], copyright 2005, with permission from Wiley-Blackwell). Trophoblast stem cells (TS) are derived
from trophectoderm (TE); embryonic stem cells (ES) may be obtained by in vitro culture of inner cell mass
or epiblast (EPI); XEN — stem cells from the primitive endoderm (PE) lineage
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komdrkowych bez utraty stanu niezréznicowanego, z drugiej zas — sa zdolne do
réznicowania w specyficzne dla danej linii typy komorek. Wszystkie typy komorek
macierzystych wykazuja podobna morfologi¢ oraz ekspresj¢ gendw jak komorki, z
ktorych si¢ wywodza. Maja rowniez zblizone do nich wymagania dotyczace
czynnikow wzrostu. Wprowadzone do blastocyst biorg udzial w formowaniu
podobnych struktur w rozwijajacych si¢ organizmach chimerowych. Z tego wzgledu
uznawane sg za modele linii komorkowych w hodowli in vitro.

Najwigkszy potencjat rozwojowy maja komoérki macierzyste pochodzace z wezla
zarodkowego blastocysty. Z komdrek wezla zarodkowego, jak rowniez z pochodzacej
z niego pierwotnej ektodermy mozna wyprowadzi¢ linie zarodkowych komorek
macierzystych ES. Komorki ES myszy sa pluripotentne, czyli zdolne do réznicowania
we wszystkie trzy listki zarodkowe: ektoderme, endoderme¢ i mezoderm¢. Nie sa
natomiast w stanie spontanicznie réoznicowa¢ si¢ w komorki trofektodermy.

Pozostale dwie linie komdrkowe mogg rowniez da¢ poczatek komdrkom macierzystym,
ale o bardziej ograniczonych zdolnosciach rozwojowych. Warstwa trofektodermy biegunowe;j
oraz pochodzacej z niej ektodermy pozazarodkowej moze by¢ zrodlem trofoblastycznych
komdrek macierzystych TS, natomiast z pierwotnej endodermy mozna in vitro uzyskaé
komdrki macierzyste pierwotnej endodermy XEN (ryc. 5).

4.1. Komorki ES — zarodkowe komorki macierzyste

Po raz pierwszy zarodkowe komoérki macierzyste zostaly wyprowadzone w latach
80. ub. wieku z weztow zarodkowych blastocyst myszy przez dwie grupy badaczy
— Evansa i Kaufmana [9] oraz Martin [23]. Podobne komérki wyprowadzono
réwniez z pozniejszych stadiow rozwojowych: pierwotnej ektodermy [2, 48] oraz
pierwotnych komorek plciowych [24].

Linie zarodkowych komorek macierzystych uzyskuje si¢ hodujac komdrki wezta
zarodkowego lub epiblastu w warunkach zapobiegajacych ich réznicowaniu. Standar-
dowa procedura ich otrzymywania wymaga obecno$ci warstwy odzywczej inaktywo-
wanych pierwotnych fibroblastéw zarodkowych myszy oraz pozywki wzbogaconej w
czynnik przeciwbialaczkowy, zapobiegajacy réznicowaniu — LIF (ang. leukaemia
inhibitory factor). W takich warunkach moga by¢ one utrzymywane w stanie
niezréznicowanym przez wiele pasazy, zachowujac przy tym prawidlowy kariotyp. Po
wprowadzeniu do blastocysty komorki ES sa zdolne do réznicowania si¢ we wszystkie
typy komorek linii somatycznej oraz komorki linii plciowej. Nie biora natomiast udziahu
w tworzeniu struktur pozazarodkowych: trofektodermy oraz pierwotnej endodermy, co
Swiadczy o tym, ze sa one pluripotentne, a nie totipotentne. Wykazuja one réwniez,
podobnie jak komorki wezta zarodkowego i epiblastu, z ktorych sie wywodza, ekspresje
markeréw niezréznicowanego, pluripotentnego stanu — Oct4 oraz Nanog [3, 26].
Inaktywacja genu Oct4 w komoérkach ES powoduje utrate pluripotencji, roznicowanie
w trofoblast i nabywanie wlasciwosci komorek TS [16, 31]. Podobny efekt moze
wywota¢ nadekspresja genu Cdx2 w komorkach ES [31, 49]. Utrata funkcji genu
Nanog lub ekspresja genéow z rodziny Gata skutkuje natomiast zmiang kierunku
roznicowania komoérek ES w komorki o cechach XEN [3, 16, 26].
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4.2. Komorki TS — trofoblastyczne komodrki macierzyste

Trofoblastyczne komoérki macierzyste, hodowane w pozywce wzbogaconej
czynnikiem wzrostu fibroblastow — FGF4 oraz heparyna, na warstwie odzywczej
fibroblastow zarodkowych lub w obecnosci aktywinyA i TGFS1 (ang. transforming
growth factor S1) [8], tworza kolonie komdrek wygladem przypominajace komorki
nabtonkowe (ryc. 5) [32, 38]. Wielokrotnie pasazowane komorki TS zachowuja cechy
charakterystyczne dla komoérek macierzystych. Po usunieciu czynnika FGF4 z
pozywki, komérki TS traca swoj fenotyp i przeksztalcaja sie w rdézne typy komorek
trofoblastycznych [17], a szczegdlnie w komodrki o morfologii typowej dla trofoblas-
tycznych komorek olbrzymich, wykazujace ekspresje markerow specyficznych dla
zrdéznicowanego trofoblastu, takich jak: PI-1 (ang. placental lactogen 1) czy Hand1
[13]. Trofoblastyczne komoérki macierzyste wprowadzone do jamy blastocysty sa
W stanie uczestniczy¢ w normalnym rozwoju chimerowego zarodka, jednak wchodza
w sklad jedynie struktur pochodzenia trofoblastycznego, np. trzonu tozyskowego i
komorek olbrzymich. Nie biora natomiast udzialu w formowaniu tkanek zarodko-
wych. Z tego wzgledu macierzyste komorki trofoblastu sa doskonalym materiatem
do badania wiasciwosci komorek linii trofoblastycznej.

4.3. Komoérki XEN — macierzyste komorki pierwotnej endodermy

Kolejny typ komorek macierzystych wywodzi si¢ z warstwy pierwotnej endodermy.
Maja one posta¢ okraglych lub gwiazdzistych komorek (ryc. 5), a do ich wzrostu i
samoodnawiania si¢ wymagana jest hodowla na podlozu w postaci zelatyny oraz w
pozywce, w ktorej uprzednio hodowano zarodkowe fibroblasty myszy — MEF CM (ang.
mouse embryonic fibroblast conditioned medium). Komérki XEN wykazuja ekspresje
markerow charakterystycznych dla pochodnych pierwotnej endodermy, m.in. a-feto-
proteiny, Gata4 i Gata6. Po przeszczepieniu tych komorek do jamy blastocysty w
tworzacych sie chimerach uczestnicza one w budowie pecherzyka zottkowego [20].

5. PODSUMOWANIE

Pomimo wielu lat badan mechanizmy kontrolujace réznicowanie komérek w trakcie
rozwoju zarodka oraz w hodowli in vitro nie zostaly do konca poznane. Wiadomo na
pewno, ze o losie komdrek decyduje wzajemna zalezno$¢ miedzy specyficznymi
czynnikami transkrypcyjnymi, modyfikacjami epigenetycznymi oraz pozycja i polarnoscia
komorek. Zglebienie tych zaleznosci jest konieczne dla lepszego zrozumienia natury
komdrek macierzystych, ktdére mozna uzyska¢ hodujac zarodki przedimplantacyjne in
vitro. Jest to o tyle wazne, ze komorki macierzyste ze wzgledu na swoje unikalne
wlasciwosci (zdolnos¢ do samoodnowy i réznicowania) otwieraja nowe mozliwosci
nie tylko dla badan podstawowych dotyczacych wczesnego rozwoju zarodkowego,
ale przede wszystkim dla medycyny regeneracyjnej w opracowywaniu terapii niepra-
widlowo funkcjonujacych lub uszkodzonych tkanek i narzadow.
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