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1. Imie i nazwisko:
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oraz tytulu rozprawy doktorskiej.
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Anatomy and Physiology (07/H1), Italian Ministry of Education;
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uzyskanych w Department of Neuroscience, Centre for Neurovirology, Temple
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Teramo, Italy, Wtochy (Prof. Pasqualino Loi);
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2004 — 2007 Research Scholar w Department of Neuroscience, Centre for Neurovirology,
Temple University, Filadelfia, USA (Prof. Kamel Khalili).

4. Wskazanie osiqgnigcia® wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)

a) tytud osiggniecia naukowego/artystycznego:

Opracowanie nowej metody przeprogramowania jadrowego komérek somatycznych

przed transferem jagdrowym
b) publikacje wchodzgce w skiad osiggniecia naukowego

1. Czernik M, Anzalone DA, Palazesse L, Oikawa M, Loi P (2019). Somatic Cell Nuclear
Transfer: Failures, Successes and the Challenges Ahead. Int. J. Dev. Biol. 63: 123 - 130,

IF 2018=2,4 (5 years IF=2,110); MNiSzW=25; cytowania=0; Q2; percentile: 6/17; 61%:
Embryology

2. Palazzese L, Czernik M, Iuso D, Toschi P, Loi P (2018). Nuclear quiescence and histone
hyper-acetylation jointly improve protamine-mediated nuclear remodeling in sheep
fibroblasts. Plos One. Mar 15;13(3): 0193954

IF 20172018=2,766 (5 years IF=3,352); MNiSzW=40; QI1; cytowania=0; percentile:
16/177; 91%: General Agricultural and Biological Sciences

3. Czernik M, Iuso D, Toschi P, Khochbin S, Loi P (2016). Remodelling somatic nuclei via
exogenous expression of protamine 1 to create spermatid-like structures for somatic

nuclear transfer. Nat Protoc. Nov;11(11):2170-2188.

IF2016~10,032 (§ years IF=15,269); MniSzW=50; cytowania=2; Q1; percentile: 5/187;
97%: General Biochemistry, Genetics and Molecular Biology

4. Loi P, luso D, Czernik M, Ogura A (2016). A New, Dynamic Era for Somatic Cell
Nuclear Transfer?. Trends Biotechnol. Oct;34(10):791-797.

IF2016=11,126 (5 years IF=14,635); MniSzW=45; cytowania=27; Q1; percentile: 5/246,
98%: Biotechnology
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5. Tuso D*, Czernik M*, Toschi P, Fidanza A, Zacchini F, Feil R, Curtet S, Buchou T,
Shiota H, Khochbin S, Ptak GE, Loi P (2015). Exogenous Expression of Human Protamine
1 (hPrm1) Remodels Fibroblast Nuclei into Spermatid-like Structures. Cell Rep. Dec
1;13(9):1765-71. *pierwszy autor /réwny wkiad.

IF2015= 7,87 (S years IF=8,7); MniSzW=40; cytowania=12; Q1; percentile: 9/187; 95%:
General Biochemistry, Genetics and Molecular Biology

6. PATENT: Loi P, Iuso D, Czernik M, Zacchini F, Ptak G, Khochbin S, Fidanza A (2015).
Improved method for reconstructing a non-human animal embryo. (Unia Europejska and
Israel) WO2015/162170 or PCT/EP2015/058701, przyznany przez European Patent Office.

E.aczna punktacja MNiSzW = 200,
Yaczny IF =34,194;

F.aczna liczba cytowan (bez autocytowan) = 41,

¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Opracowanie nowej metedy przeprogramowania jadrowego komérek somatycznych

przed transferem jagdrowym

STRESZCZENIE

Badania nad klonowaniem somatycznym, ze wzgledu na jego wszechstronne zastosowanie
w biomedycynie, biofarmacji, a takze w hodowli zwierzat gospodarskich i produkeji zwierzat
transgenicznych sg intensywnie prowadzone od kilkudziesieciu lat (Czernik i wsp., 2019; Loi
i wsp., 2016; praca 1, praca 4). Jednak, do dnia dzisiejszego, metoda ta ma bardzo niska
wydajnos¢, nieprzekraczajaca 5% u zwierzat laboratoryjnych (Ogura i wsp. 2013) i 1% u
zwierzat gospodarskich (Loi i wsp., 2016, praca 4). Ponadto, wiele zwierzat uzyskanych w
wyniku klonowania somatycznego wykazuje liczne wady rozwojowe i czesto umiera wkrotce
lub zaraz po urodzeniu (Loi i wsp., 2006; Palmieri i wsp., 2008, 2007).

Przyczyng niskiej wydajnosci procesu klonowania somatycznego jest, jak sie powszechnie
uwaza, nieprawidiowe przeprogramowanie jadra komoérki somatycznej, gféwnie skutkiem
nierozpoznawalnej przez oocyt budowy egzogennego jadra komorkowego.

Prezentowanym osiggnieciem habilitacyjnym jest nowa, catkowicie oryginalna i bardzo

obiecujagca metoda przemodelowania jgdra komoérki somatycznej, ktéra upodabnia jadro
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somatyczne do jadra plemnika, co znaczaco wplyngto na poprawe wydajnosci procesu

klonowania somatycznego.

WSTEP

Klonowanie ssakéw metods transferu jadra komoérki somatycznej do pozbawionego
wiasnego materiatu genetycznego oocytu, potocznie zwane klonowaniem somatycznym [ang.
Somatic Cell Nuclear Transfer (SCNT)], po raz pierwszy zostato zaproponowane przez Hansa
Spemanna w 1938 roku (Spemann, 1938). Przedstawit on, projekt eksperymentu, ktory
zakiadal usunigcie jadra komérkowego z niezaplodnionej komorki jajowej, a nastepnie
wszczepienie W jego miejsce jadra pobranego z komérki rozwinietego juz zarodka. Tym
samym, jak uwazal, mozna by empirycznie sprawdzi¢, czy w tak zmienionych warunkach
moze dojs¢ do pelnego rozwoju organizmu. I chociaz woéwezas przeprowadzenie takiego
postgpowania nie bylo jeszcze mozliwe, to Spemann z pewnosécig wskazat wiasciwy kierunek,
ktory — jak si¢ miato okaza¢ — doprowadzit w konsekwencji do rozwoju technik klonowania
organizméw zywych.

Ten "fantastyczny eksperyment" - jak sam tworca go nazwat, bytby potwierdzeniem
tego, ze wszystkie komérki dorostego organizmu majg ten sam genom, jak réwniez geny
odpowiedzialne za totipotencj¢ sa obecne w zréznicowanych komérkach przez cate jego
zycie. Teoria ta zostata potwierdzona w praktyce 14 lat pézniej przez Briggsa i Kinga, ktérzy
opracowali technike transplantacji jader komérkowych do komérek jajowych (Brigg i King,
1952). Przeszczepili jadra z blastomerow zaby (w stadium blastuli) do oocytow
pozbawionych wlasnego jadra, co doprowadzito do powstania normalnych zarodkéw. Bylo to
pierwsze udane przeszczepienie jadra w przypadku organizméw wielokomérkowych i dowod
na to, ze moga by¢ one przeprogramowane i mogg wréci¢ do stanu zygotycznego.

Dziesig¢ lat pézniej, John Gurdon ostatecznie udowodnit, ze jadra zréznicowanych
komorek zachowujg swoja totipotencje przez cale zycie, i ze podczas réznicowania komérek
nie nastgpuje utrata genéw, tylko zmienia sie ich ekspresja (Gurdon i wsp., 1958). Potwierdzit
to doswiadczeniem przeprowadzonym u zaby (Xenopus laevis). Pobrat on jadro z komérki
nablonka jelita kijanki i przeszczepil go do oocytu pozbawionego wiasnego jgdra
(dezaktywowanego lampg UV). Ze zrekonstruowanego oocytu rozwingta sie prawidlowa
kijanka (Gurdon i wsp., 1958). Te, i dalsze badania Sir Johna Gurdona nad

przeprogramowaniem jader komérkowych nagrodzone zostaty w 2012 r. Nagroda Nobla w
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dziedzinie fizjologii i medycyny.
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Jednak przez wiele lat klonowanie metodg transferu jader komérkowych bylo -
zwlaszcza w odniesieniu do ssakéw - ,,niszg” badan podstawowych. W przypadku ssakéw,
gléwng przeszkoda byt brak technik umozliwiajacych zardwno usuniecie jadra z komérki
jajowej (bardzo malej i delikatnej w poréwnaniu do komoérek jajowych ptazéw), jak i
wprowadzenie do niej egzogennego jadra. Problemy te zostaly pokonane w Zakladzie
Embriologii Uniwersytetu Warszawskiego, w ktorym przeprowadzone zostaly pierwsze
udane préby mikromanipulacji na komorkach jajowych ssakéw (mysz). Wykazano, ze
mozliwe jest zardwno mikrochirurgiczne usunigcie jader z zygoty (Modliriski, 1975), jak i
mikrochirurgiczne wprowadzenie do komorki jajowej obcych jader zarodkowych (Modliriski,
1978, 1981). W Zakladzie Embriologii UW opisano takze, po raz pierwszy, zachowanie jader
komoérek somatycznych (tymocytéw) w cytoplazmie aktywowanych i nieaktywowanych
oocytéw (Czotowska i wsp., 1984), jak réwniez opracowano stosowang dzié powszechnie
metode fuzji komérek zarodkowych przy uzyciu pola elektrycznego (Kubiak i Tarkowski,
19835).

Problemy zwigzane z procedurami enukleacji komoérki jajowej oraz transferu
egzogennych jader komoérkowych powodowaly, ze proby klonowania metoda transferu jader
[ang. nuclear transfer (NT)] bylo rzadko stosowane. Dopiero sklonowanie, t3 metoda,
pierwszego ssaka i odkrycie w tej technice potencjatu w bezplciowym namnazaniu zwierzat
(w tym zwierzat gospodarskich) spowodowalo de novo wzrost zainteresowania tematyka
klonowania ssakow. Pierwsze klony ssakéw uzyskano w 1986 r. w wyniku przeniesienia jader
z blastomerow zarodkow 8- i 16-komorkowych do bez jadrowych ,poléwek” oocytow
owezych (Willadsen, 1986). Optymalizacja procedury NT poprzez synchronizacje cyklu
komdrkowego oocytu (cytoplast) z cyklem komorki — dawcy jadra (Smith i wsp., 1988; Smith
i Wilmut, 1989) umozliwita uzyskanie w Instytucie Roslin urodzonych jagnigt po
przeniesieniu do pozbawionego wlasnego materiatu genetycznego oocytu jader komérek w
fazie GO pochodzacych z hodowanych in vitro tarczek zarodkowych (Campbell i wsp.,
1996a), linii komorek pochodzenia zarodkowego (Campbell i wsp., 1996) a nastepnie
zréznicowanych komorek somatycznej pochodzacych zaréwno z plodéw, jak i z doroslego
osobnika (Wilmut i wsp., 1997). W tym ostatnim przypadku wprowadzenie jadra
zroznicowanej komorki pozyskanej z gruczolu mlekowego dorostego osobnika do
pozbawionego wilasnego materiatu genetycznego oocytu, pozwolito na uzyskanie pierwszego

ssaka uzyskanego w wyniku klonowania somatycznego - owcy Dolly (Dolly, the Lamb)
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(Wilmut i wsp., 1997).
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Dzigki tym badaniom, klonowanie somatyczne bardzo szybko stato si¢ przedmiotem

powszechnego zainteresowania, gdyz odkryto w nim potencjalnie, bardzo szerokie spektrum
jego zastosowafi. Klonowanie metoda SCNT moze byé wykorzystane do efektywnej
produkcji zwierzat transgenicznych (Galli i wsp., 2003), zwigkszenia liczby osobnikow
zwierzat gospodarskich o szczegélnie cennych genotypach (w tym m.in. osobnikéw z
wrodzong odpornoscig na brucelluzg), a takze ratowania gingcych ras zwierzat gospodarskich
(Wells i wsp., 2004) oraz dzikich gatunkéw ssakéw zagrozonych wyginieciem (Loi i wsp.,
2001; Loi i wsp., 2011; Loi i wsp., 2014; Saragusty i wsp., 2016), a nawet restytucji
wymartych juz gatunkéw (Folch wsp., 2009).
Ponadto, klonowanie somatyczne stwarza ogromne mozliwosci praktyczne dla biomedycyny i
biofarmacji. W polgczeniu z transgenezg umozliwia uzyskiwanie i powielanie zwierzat
transgenicznych produkujacych cenne bialka terapeutyczne (Schnicke i wsp., 1997; Baguishi i
wsp., 1999), a takze zwierzat bgdgcych modelami choréb wystepujacych u czlowieka, jak
rowniez umozliwia uzyskiwanie transgenicznych zwierzat (przede wszystkim $win), ktérych
tkanki i narzady moglyby by¢ wykorzystywane do ksenotransplantacji u cziowicka
[szczegolowe oméwienie w: Biotechnologiczne i medyczne podstawy ksenotranplantacji
(Red.: Z. Smorag, R. Stomski, L. Cierpka), OWN Poznan, 2013)].

Do dnia dzisiejszego, metoda SCNT pomySlnie sklonowano 23 gatunki owadéw, ryb,
ptazéw i ssakéw (14 gatunkéw). SCNT stanowi wigc rzeczywiscie uniwersalne narzedzie
pozwalajace na bezpiciowe namnazanie zwierzat o potencjalne bardzo waznych i szerokich
mozliwosciach jego zastosowania.

Mozliwosci te sg jednak — jak na razie — bardzo ograniczone ze wzgledu na niska
wydajnos¢ procesu klonowania somatycznego mierzonego liczba urodzonych, zdrowych
zwierzat w stosunku do liczby rekonstruowanych oocytéw (0.2-5%) (Ogura i wsp., 201 3k
Mimo licznych badan nad ulepszeniem metody klonowania somatycznego (Inoue i wsp.
2010; Iuso, Czernik i wsp., 2013; Matoba i wsp., 2014; Matoba i wsp., 2018) jego wydajnosé
nie wzrosfa od ponad 20 lat, od momentu narodzin owcy Dolly (Wilmut i wsp., 1997). U
zwierzat hodowlanych tylko niewielka liczba zwierzat (1-5%) uzyskanych w wyniku
klonowania somatycznego rozwija si¢ w normalne potomstwo (Wilmut i wsp., 20135).
Przykladowo, uzyskanie owcy Dolly wymagalo przeprowadzenia 277 transferow jadrowych i
fuzji, z czego rozwingto si¢ tylko 29 rekonstruowanych zarodkéw i po ich przeniesieniu do 13
matek zastepczych tylko jedna ciaza zakonczyla sie prawidtowym porodem. Ponadto,

wigkszo$¢ klonowanych zwierzat umiera we wezesnym etapie rozwoju plodowego lub rodzi

° @L



Marta Czernik
Zatgeznik [ — Autoreferar (jezyk polski)

si¢ z wieloma anomaliami, co powoduje ich $mieré wkrotce po porodzie (Hill i wsp., 1999;

2000; Wolf, 2001; Ogonuki i wsp., 2002).

Stan wiedzy na temat klonowania somatycznego zwierzat (gléwnie gospodarskich)
zatrzymal si¢ w ,martwym” punkcie i od lat Zadne znaczace ulepszenia poprawiajace w

istotny sposob jego efektywnos¢ nie zostaly zaproponowane.

Powszechnie uwaza sig, co jest doktadnie udokumentowane, ze jedng z gléwnych
przyczyn niskiej wydajnoéci klonowania somatycznego oraz $mierci klonowanych zwierzat
jest nieprawidtowe przeprogramowanie jadra komorki somatycznej (Czernik i wsp., 2019; Loi
iwsp., 2016, praca I i 4).

Przeprogramowanie jadrowe ma na celu modyfikacje aktywnosci gendw w jadrze
komérkowym, pozwalajacym na "cofnigcie” komoérki do wezesniejszego etapu rozwoju. W
przypadku klonowania somatycznego jest to cofnigcie do stanu jader (przedjadrzy) zygoty.
Proces ten polega na modyfikacji epigenomu powstalego podczas réznicowania komdrki.
"Wyczyszezenie" tych zmian, czyli przeprogramowanie sprawia, ze jadro znéw zaczyna
dziata¢ tak, jak w poczgtkowym etapie rozwoju, czyli w zygocie, a takze w macierzystych
komérkach zarodkowych [ang. embryonic stem cells (ESC)]. W klonowanych zarodkach
utrzymanie si¢ epigenetycznych zmian w genomie komoérki somatycznej sprawia, ze
kluczowe geny rozwojowe sg niedostepne dla transkrypcji, co prowadzi do nieprawidtowe;
ekspresji genow i nieprawidlowego rozwoju zarodka, i co za tym idzie ptodu.

Gameta meska (plemnik) jest idealng komoérka do transferu jadrowego.
Przeprogramowanie plemnikéw - ktorych nukleoproteina jest zbudowana gléwnie z protamin,
perfekeyjnie 1 ciasno upakowanych wokét DNA - zachodzi w oocytach z prawie 100-
procentowa wydajnoscia (Samans i wsp. 2014). Zaraz po fuzji plemnika z oocytem, genom
meskiej komérki rozrodezej ,,ujawnia swojg totipotencjg”. Plemnik jest jedyna komérka w
pelni rozpoznawang przez oocyt. Bezposrednim dowodem na to jest rozmnazanie ptciowe
wszystkich zwierzat, zas dowodem posrednim setki tysi¢cy klonowanych zarodkéw, ktérych
rozw0j (najczgsciej zaburzony) niezaprzeczalnie dowodzi, Ze organizacja jadrowa komérki
somatycznej jest bardzo rzadko ,,resetowana” przez komorke jajows.

Chromatyna komérek somatycznych jest zbudowana giéwnie z biatek histonowych
podezas gdy nukleoproteing komérki plemnikowej jest glownie protamina. Jej rola w
przeprogramowaniu jadrowym (ktére wystgpuje ze ~ 100% skutecznoscig w procesie

zaplodnienia) nie jest znana, ale moze ona — jak sadz¢ - znaczaco wplywaé na ten proces.

7 &l



Marta Czernik
Zatgeznik 1 — Autoreferat (jezyk polski)

To, ze plemnik jest jedyng komoérka rozpoznawalna przez oocyty, byto podstawa
sformutowania hipotezy badawczej, ktérej weryfikacja i uzyskane wyniki staly sie gléwnym
osiggnieciem habilitacyjnym. Hipoteza ta zakladala, Ze strategia przeprogramowania
jadrowego bedzie skuteczna, gdy transferowane jadro komdrki bedzie nasladowaé

wewngtrzjadrowg architekture plemnika.

Zatem, przemodelowanie jadra komoérki somatycznej w kierunku upodabniajgcym go
do jadra komérki plemnikowej moze znaczaco ulatwi¢ przeprogramowanie jgdrowe, a

co za tym idzie, zwigkszy¢ wydajno$é klonowania somatycznego.

Przebudowa jadra w dojrzewajgcym plemniku jest skomplikowanym, kilkuetapowym
procesem, ktory zachodzi w haploidalnej fazie spermatogenezy - podczas przemiany
okragltych, a nast¢pnie wydluzonych spermatyd w plemniki. Proces ten obejmuje kilka
istotnych etapéw poczgwszy od translacji specyficznych mRNAs i akumulacji wariantéw
jadrowych histonéw we wczesnym procesie powstawania spermatogonii (Govin i wsp., 2013).
Wstgpem do zamiany somatycznych histonéw przez protaminy jest rozluznienie struktury
nukleosomu, poprzedzone acetylacjg histonu H4 (Meistrich i wsp., 1999) oraz ubikwitynacja
histonéw H2B i H3 (Jason i wsp., 2002)

Laczenie wariantow histonow do DNA wigze si¢ z destabilizacja nukleosoméw
(Rathke i wsp., 2014). Pozniejsze, post-translacyjne modyfikacje histonéw umozliwiaja
przylgczenia biatek przejsciowych [ang. Tranmsition proteins (TP)], co nastepuje w
chromatynie okraglych spermatyd. Okoto 90% histonéw zostaje zastgpionych przez biatka
przejsciowe, z ktérych najlepiej sg scharakteryzowane TPI (okoto 50%) i TPII (okoto 40%).
Wraz z oddysocjowaniem wigkszodci histondw, pojawieniem sie biatek TP, zanikiem
struktury nukleosomdw i elongacja okragtych spermatyd, w spermatydach ustaje aktywno$é
transkrypcyjna. Zahamowanie transkrypcji moze by¢ zwiazane z przylaczaniem sie bialek TP
do niezmetylowanych wysp CpG, wystepujacych w aktywnie transkrybowanych genach.

Nastepnie, w wydtuzonych spematydach nastepuje fosforylacja TPII, co wigze sie z
dekondensacja DNA, ulatwiajacg przylaczenie sie protamin (Meistrich i wsp., 2003), jako
ostatnim etapem spermatogenezy. Przylaczenie si¢ protamin do DNA zwigzane jest z bardzo
silng kondensujg chromatyny (Shabazian i wsp., 2007). U wigkszo$ci ssakow sg obecne dwa
typy protamin: protamina 1 (Prml) wystepujaca u prawie wszystkich ssakow (Queralt i wsp.
1995) oraz protamina 2 (Prm2), obecna u czlowieka i u kilku innych gatunkéw (Pirhonen i

wsp., 1990). llo§¢ Prm2 w chromatynie plemnikéw jest gatunkowo rézna: 67% u czlowieka,
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43% u chomika, 34% u myszy (Bench i wsp., 1996). Ludzka hPrm1 zbudowana jest z 57
aminokwasow i wykazuje okoto 50% homologii do Prm2 (McKay i wsp., 1986).

Réznicowanie haploidalnych okraglych spermatyd w dojrzate plemniki pociaga za
soba prawdopodobnie najbardziej drastyczng przebudowg jadrowa ktdérej moze do$wiadczaé
komoérka. Za tym, ze proces jest wyjatkowo skomplikowany przemawia fakt, ze prowadzone
od wielu lat badania nad odtworzeniem procesy spermatogenezy w warunkach in vitro nie
przyniosty istotnych rezultatow, za wyjatkiem kilku prac, w ktérych prébowano odtworzyé
pewne etapy spermatogenezy poprzez hodowle in vitro eksplantdw tkanek pobranych z jader
(Sato i wsp., 2011, 2013, Sanjo i wsp. 2018, Kim i wsp., 2015, Reda i wsp. 2016). Sato w
wraz z wspoipracownikami hodowat w warunkach in vitro eksplanty tkanek pobranych z
niedojrzalych jader mysich. Po 2 miesigcach hodowli, obecne w niedojrzatych jadrach
spermatogonalne komorki macierzyste zréznicowaly si¢ w dojrzale komérki plemnikowe.
Nastgpnie plemniki te zostaly wstrzyknigte bezposrednio do oocytu [ang. infracytoplasm
sperm injection (ICS1)] co doprowadzito do powstania zdrowego i plodnego potomstwa (Sato
i wsp. 2011). Podobne doswiadczenia, wykorzystujace technike hodowli narzadéw
pozyskanych z niedojrzatych jader zostaly przedstawione w modelu szczura (Reda i wsp.,
2016) i bydta (Kim i wsp., 2015). Wykazano réwnie réwniez mozliwosé odtworzenia (w
pewnym stopniu) procesu spermatogenezy w warunkach in vitro wykorzystujac tkanki
jadrowe pozyskane od doroslych zwierzat (Samjo i wsp., 2018). Niestety, w przypadku
hodowli tkanek pobranych z jader dorostych myszy nie udalo si¢ osiggngé ,.koncowego
produktu” jakim jest plemnik co jest duzym ograniczeniem zaproponowanej metody (Sanjo i
wsp., 2018).

Jak wspomniano, jedyna obecnie metods, ktdra pozwala w warunkach in vitro
odtworzy¢ pewne etapy spermatogenezy jest hodowla in vitro ekspantéw tkanek, jednak
mankamentem metody hodowli narzagdowej - jesli nawet udala si¢ odtworzyé petny proces
spermatogenezy- jest brak mozliwosci $ledzenia poszczegélnych etapow przemodelowania

jadra plemnika (Sato i wsp., 2015).

Nowa metoda przebudowy jadra komoérki somatyeznej w jadro komérki plemnikowej w
warunkach in vitro, zaproponowana jako osiggniecie habilitacyjne, oferuje mozliwosé

monitorowania, w czasie rzeczywistym dynamiki przemiany jadrowe;j.
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WYNIKI

W ramach projektu, w ktérym uczestniczytam pracujac na Uniwersytecie w Teramo
we Wiloszech, podjelam probe odtworzenia procesu spermatogenezy w komorkach
somatycznych uzywajac owczych fibroblastéw jako modelu doswiadczalnego. Rozpoczetam
od bardzo prostego eksperymentu, a mianowicie stopniowe] ekspresji biatek
odpowiedzialnych za przemodelowanie jadra plemnika w procesie spermatogenezy (BRDT,
TPL, TP II i protamina 1). Najpierw, fibroblasty zostaly transfekowane plazmidem kodujacym
bialko BRDT, nalezace do rodziny bialek posiadajacych bromodomeny, ktére rozpoznajg i
wigzg si¢ do acetylowanych histonéw biorac udziat w kondensacji i przebudowie chromatyny.
Dodatkowo biatko BRDT polaczone bylo z biatkiem fluorescencyjnym [ang. green
fluorescent protein (GFP)], co umozliwialo jego latwa lokalizacje i $ledzenie w czasie
rzeczywistym. Ponadto, przez 16 godzin komoérki inkubowane byly w pozywce z
trichostatyng A (100 nM TSA), ktora jest inhibitorem deacetylaz histonéw (HDACs; ang.
histone deacetylases) w celu acetylacji bialek histonowych. Nastgpnie, 24 godziny pdzniej, te
same komorki zostaty transfekowane biatkami przejsciowymi (TPI i TPII). Jednak komérki
wykazujace ekspresje biatka BRDT-GFP nie pobieraty wektoréw TPI ani TP II i wykazywaty
oznaki degeneracji, najprawdopodobniej skutkiem acetylacji BRDT, ktéra spowodowala
czgsciowg kondensacje chromatyny. Kondensacja chromatyny mogla, z kolei, spowodowaé

wylaczenie transkrypcji gendw i zablokowanie aktywnosci komérkowej.

Kolejna préba byly doswiadczenia, w ktdrych fibroblasty owcze transfekowano
wszystkimi 4 wektorami w tym samym czasie. Nastepnie, transfekowane komorki byly
monitorowane co 24 godziny przez 7 dni, jednak zadne zmiany fenotypowe nie zostaly
zaobserwowane. Jak wspomniano powyzej, proces spermatogenezy jest skomplikowanym i
bardzo mato poznanym procesem i odstgpy czasowe wymian kolejnych bialek: BRDT z

histonami, histonéw z TP i TP z protaming nie sg znane.

Jednak u niektdrych gatunkéw ryb, ptakéw i bezkregowcow (np. u matwy zwyczajne;j,
Sepia officinalis) proces spermatogenezy jest duzo bardziej uproszczony i histony w
okragtych spermatydach sg zastgpowane bezposrednio biatkami podobnymi do biatek
protamin (Marfinez-Soler i wsp., 2007). Opierajac si¢ na tych obserwacjach podjetam probe
bezposredniej ekspresji biatka protaminy 1 (Prm1) w jadrach komorek somatycznych (Ryc.
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Ryc. 1. Schemat protaminizacyi jader komdrek somatycznych (Iuso i Czernik et al, 2015; praca 5)

Zdecydowalam na wykorzystanie w moich doswiadczeniach tylko biatka protaminy 1
(Prm1), kt6re polgczone bylo z biatkiem fluorescencyjnym GFP lub RFP [ang. red fluorescent
protein — (RFP)] co umozliwiato jego latwa lokalizacje i §ledzenie w czasie rzeczywistym.
Wybranie do doswiadczen tylko Prm1, wynikalo z tego, ze: po pierwsze moim modelem
eksperymentalnym byty owcze fibroblasty, a plemniki tryka zawierajg tylko Prm1; po drugie,
Prml jest syntetyzowane w ostatecznej formie i nie wymaga dodatkowych modyfikacji

posttranskrypeyjnych (de Mateo i wsp., 2011).
Jak protaminizacja wplywa na ksztalt jader komérek somatycznych

Po transfekcji komérek somatycznych (owczych fibroblastow) wektorem ludzkiej
Prml, wykazalam, ze ekspresja jedynie Prm1 przemienia okragle jadro komoérki somatycznej
w jadro przypominajace ksztaltem jadro spermatydy tryka (Ryc. 2E). Proces ten byl bardzo
szybki i zwykle koficzyt si¢ w przeciagu 48 godzin (Ryc. 2; Juso, Czernik i wsp., 2015, praca

5). Ponizej, na Ryc. 2 przedstawiono schematycznie (goérny panel, Ryc. 2) i stopniowa

) @
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inkorporacj¢ Prml do jadra komérki somatycznej i jego przemodelowanie w warunkach in

vitro (Ryc. 2A-E).

oH Mu 48 H

Ryc. 2. Stopniowa ekspresja Prml w jgdrach komorek somatycznych. (4) jgdro somatyczne przed
protaminacjq, (B} jgdro somatyczne po 4 godzinach od protaminowania; (C) ogniska protaminowe w
Jjadrze somatycznym po 24 godzinach od protaminizacji;( D) 40 godziny po protaminizacji: E -
catkowicie protaminowane jgdro somatyczne 48 godzin po transfekcji. Panel gory przedstawia
schematycznie wbudowanie protaminy do jgdra komorki somatycznego. Panel dolny: zielony —
ekspresia Prm1-GFP w jadrze komorki somatyczne; czerwony - jgdro barwione jodkiem propidyny
(Pl) (Czernik i wsp., 2016, praca 3)

Pierwsza obserwacjg bylo, ze protamina przeksziatca interfazowe jadro somatyczne w
Jadro o wydluzonym ksztatcie do zludzenia przypominajgce ksztaltem jadro plemnika (Ryc.
2E). Eksperyment ten zostat powtérzony kilkadziesiat razy i okazatl si¢ wysoce powtarzalny
(luso, Czernik i wsp., 2015; praca 5). Monitorujgc proces w czasie rzeczywistym (time -
lapse) zaobserwowali$my, ze protaminiazacija Jadra somatycznego rozpoczyna sie od kilku @3
— 4) punktéw ogniskowych w jadrze, ok. 4 godzin od transfekeji (Ryc. 2B). Z uplywem czasu
punkty te rozpraszajg si¢ po calym jadrze (ok. 16-24 godzin od transfekeji) (Ryc. 2C).
Koficowym wynikiem (okoto 48 godzin od protaminizacji) byta radykalna przebudowa jadra
somatycznego w jadro o wydhizonej, splaszczonej strukturze do zludzenia przypominajace
jadro komérki plemnikowej (Ryc. 2D, E). Wyniki te zostaly potwierdzone zaréwno w modelu
owczym (Ryc. 3A, B) jak i mysim (uzywajac mysich fibroblastéw, pozyskanych od dorostego
osobnika) (Ryc. 3C, D) przy uzyciu ludzkiej (Rye. 3A, C) i mysiej (Ryc. 3B, D) protaminy 1.
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Rye. 3. Protaminizowane mysie i owcze
komdorki  somatyczne. W  pelni
protaminizowane jgdra fibroblastéw
owczych (4, B) i mysich (C, D) poprzez
ludzkq (4, C) lub mysig (B, D) Prml.
Zielone: komorki somatyczne
wykazujqce ekspresje mysiej Prml-
GFP; czerwone: komdrki somatyczne
wykazujgce ekspresje ludzkiej Prml-
RFP;  niebieski:  jgdra  komdrek
somatycznych wybarwione barwnikiem
Jadrowym  Hoechst. Skala: 5 um
(Czernik i wsp., 2016; praca 3).

Ponadto, zaobserwowali$my, ze komérki calkowicie sprotaminizowane tj. ok. 40-48 godzin

po transfekcji, odrywaja si¢ od plytki hodowlanej (nie rosng w monowarstwie) i unoszg si¢ w

pozywce hodowlanej. Dodatkowo zjawisko to powiazane bylo z zablokowaniem aktywnosci

transkrypeyjnej (Czernik i wsp., 2016; praca 3). Nalezy podkresli¢, ze podobne zjawisko —

zablokowania aktywnosci transkrypcyjnej - obserwowane jest w dojrzalych komoérkach

plemnikowych, w warunkach in vivo.

Kolejnym dowodem na to, ze zaproponowana metoda upodabnia jadro komérki

somatyczne do komorek plemnikowych jest ich struktura (Ryc. 4). Jak zostalo przedstawione

na Ryc. 4., protaminizowane jadra komérek somatycznych z widoku bocznego i czotowego

(Ryc. 4B) wygladaja identycznie jak jadra komérek plemnikowych (Ryc. 4C) i nie

przypominajg w zadnym stopniu jagdra komoérek somatycznych (Ryc. 4A).
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Ryc. 4. Ksztalt jgdra komdrki somatycznej (A), protaminizowanej (B)i plemnikowej (C) w widoku
bocznym i czolowym (Czernik i wsp., 2016; praca 3).

Ponadto, zaobserwowaliSmy, ze ludzka hPrml przemodeluje jagdro komorki
somatycznej w prosty ksztalt (Ryc. 3AC; Ryc. 5D), natomiast mysia mPrm]1 »nadaje” mu
ksztalt haczykowaty (Ryc. 3B; Ryc. 5F). Oba ksztalty jader nasladuja ksztalt jader komoérek
plemnikowych myszy i czlowieka. Wiadomo, ze sekwencja mysiej protaminy posiada o 3
cysteiny wigcej niz ludzka. Postawiliémy wigc hipoteze, ze za ksztalt jadra plemnikéw
poszczeg6lnych gatunkéw zwierzgt moze byé odpowiedzialna ilosé i lokalizacja cystein i
dodatkowo laczenie dwusiarczkowe (S-S) wewnatrz protaminy. W tym celu zmutowali$my
plazmid mysiej protaminy, w ktérych stopniowo zastgpowaliSmy cysteing z mysiego genu
Prm1, poczawszy od tej umieszczonej w pozycji 15 (cysteina zostata zastgpiona tyrozyng —
Prm1-Mutl) i nastgpnie w pozycji 29 (cysteina zostata zastapiona seryng, Prm1-Mut2), co
stopniowo upodabnialo jg w strukturze do protaminy lidzkiej. Nastgpnie, doswiadczenia
przeprowadzone przez Flavie Muccini, ktérej bylam promotorem pracy magisterskiej,
sprawdzily, jak ta zmiana wplywa na przebudowe jadrows owczych i mysich fibroblastéw
(Ryc. 5A i B). OtrzymaliSmy bardzo interesujace wyniki, ktére staly si¢ podstawa pracy
magisterskiej pt. “Does Protamine 1 (Prml) sequence define the species-specific shape of
spermatozoa nuclei. An in vitro study using mutated Prml vectors in somatic cells”,
pokazujace, ze cysteina w pozycji 29 jest odpowiedzialna, za haczykowaty ksztalt jadra w
mysich plemnikach, a jej brak powoduje prosty ksztalt jadra w ludzkich plemnikach. Wyniki
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pokazujg, ze za ksztalt ten najprawdopodobniej odpowiedzialne sa cysteina w pozycji 29, jak
réwniez wiazania dwusiarczkowe wewnatrz- i migdzy protaminami.

Wprawdzie wyniki tych badan nie wchodza w skiad osiggniecia jednak Scisle
bezposrednio si¢ z nim wigzg i dlatego zamiescitam je dodatkowo w autoreferacie (zostaly
one wystane do czasopisma Nature Communication i praca jest w trakcie oceny recenzentéw
(Czernik et al., (2019). Protamine sequence determines species-specific nuclear shape in a

simplified in vitro model of nuclear remodelling. Nat. Communic. submitted).
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Ryc. 5. Przebudowa jgdra komdrki somatycznej pod wplywem protaminy. Wykres przedstawia
procent prostych (niebieskie kolumny) i haczykowatych (zielone kolumny) Jagder w owezych (4) i
mysich (B) fibroblastach transfekowanych Prm 1 i zmutowana Prml-Mutl i Prm]-Mut 2 (*** oznacza
P <0,05, **** oznacza P <0,0001). (C - F) 2-wymiarowa struktura komérek somatycznych; (C) jadro
kontrolnej komorka somatycznej (nie transfekowananej), (D) jgdro komdrki somatycznej wykazujgce
ekspresje ludzkiej protaminy 1 (hPrml), (E) i zmutowanej Prml (Mut 2), (F) haczykowate jqdro
somatyczne wykazujqce ekspresjg mysiej Prm1 (mPrml). (C — F) jasne pole (lewe zdjecia); niebieskie
- jgdro barwione Hoechst 33342, czerwone - hPrml; zielony - Mut2 na zdjeciu (E) lub mPrml na
zdjeciu (F).

Zaproponowany przeze mnie proces protaminizacji jest procesem bardzo fatwym,
szybkim i wydajnym. Moze by¢ z tatwoscia powtérzony w kazdym laboratorium biologii

komérki lub embriologii. Procedura zostata bardzo dokladnie, ze wszystkimi szczegdlami
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opisana i opublikowana w czasopi§mie Nature Protocols (Czernik i wsp., 2016; praca 3), co

umozliwia bardzo precyzyjne odtworzenie tego procesu.

Sprawdzenie c¢zy protamina wymienia bialka histonéw w jadrach komérek
somatyeznych.

Po morfologicznej ocenie protaminizowanych jader komérek somatycznych,
nastgpnym krokiem bylo udowodnienie, ze protamina laczy si¢ z DNA tych komoérek i
zastgpuje w nim biatka histonéw. W tym celu zostala przeprowadzona analiza CHIP-seq,
ktéra potwierdzita, skuteczne wigzanie si¢ Prm1 do DNA (Juso, Czerni i wsp., 2015, praca
5). Pokazalismy, ze Prm1 efektywnie wiaze si¢ do DNA jadra somatycznego w 42 miejscach
na 10 z 27 chromosomach i nastgpuje to juz po 16 godzinach od transfekcji (fuso, Czernik i
wsp., 2015, praca 5).

Nastgpnym  krokiem bylo sprawdzenie czy protamina efektywnie zastepuje
somatyczne histony. W tym celu komérki wykazujace statg ekspresje histonu H2B stabilnie
potaczonym z zielonym biatkiem fluorescencyjnym (GFP) transfekowane byty Prml-RFP.
Zaobserwowalismy bardzo aktywng wymiang histonéw na protaming juz 40 godzin po
transfekcji komérek H2B-GFP. Zadna z catkowicie sprotaminizowanych komoérek (ok. 48
godzin po transfekeji) nie wykazywaly zielonej fluorescencji (fuso, Czernik i wsp., 2015,
praca 5).

Poniewaz naszym gléwnym zalozeniem bylo wykorzystanie protaminizowanych
komoérek w procesie klonowania somatycznego, sprawdziliémy, czy protamina zastepuje w
Jadrze histon H3 trimetylowany na lizynie 9 (H3K9me3), ktéry uznany jest za jedna z
glownych barier epigenetycznych w przeprogramowaniu jadrowym na drodze klonowania
somatycznego (Matoba i wsp., 2014). Wyniki pokazuja, ze Prm1 skutecznie usuwa z jadra
komorek somatycznych histon H3K9me3. Jak zostato przez nas udowodnione, w catkowicie
sprotaminiowanych jadrach komdrek somatycznych nie stwierdzono obecnosci histonu
H3K9me3 (luso, Czernik i wsp., 2015, praca 5).

Ten bardzo interesujacy wynik, przemawia za tym, Ze sprotaminizowane jadra
komérek somatycznych bedg fatwiej przeprogramowane przez oocyt w procesie klonowania
somatycznego. Dlatego tez, nastgpnym krokiem byto sprawdzenie czy przemodelowane jadra
komorek somatycznych sg funkcjonalne, tj. lepiej/fatwiej przeprogramowane przez
cytoplazme oocytu. W tym celu wykorzystaliSmy najlepszy, w tym przypadku, test

biologiczny jakim jest metoda klonowania somatycznego: sprotaminizowane jadra owczych
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komérek somatycznych (fibroblastéw) prowadzane byly do enukleowanych (pozbawionych

wlasnego materiatu genetycznego) oocytéw owcey.

Sprawdzenie jak protaminizowane jadra komérek somatycznych wplywaja na

wydajnosé¢ SCNT

W procesie  klonowania  somatycznego i weryfikacji  funkcjonalnosci
protaminizowanych komérek somatycznych zostat wykorzystany model owczy, na ktdrym
pracuj¢ na Uniwersytecie Teramo od ponad 10 lat. Jak wspomniano we wstepie, proces
klonowania somatycznego wykazuje bardzo niska wydajno$é na co ma wplyw nie tylko
nieprawidiowe przeprogramowanie jadra komérki somatycznej, ale réwniez inwazyjne i
skomplikowane ~ techniki mikromanipulacyjne. Od poczatku historii  klonowania
somatycznego, kiadziony jest szczegélny nacisk na udoskonalenie procedury SCNT,
zwlaszcza pod katem metodologicznym. Zwraca sie szczegblna uwage na eliminowanie lub
ograniczanie wszelkich czynnikéw, ktére moga negatywnie wplywaé na jakos¢ klonowanych
zarodkow (Inoue i wsp., 2003, Ogura i wsp., 2013; Wakayama i wsp., 2013; luso, Czernik i
wsp., 2013).

W celu usunigcia jadrowego materiatu (plytki metafazowej II podzialu mejotycznego),
oocyty oweze wybarwiane sg barwnikiem jadrowym (Hoechst) i nastgpnie naswietlane lampa
UV co umozliwia jego precyzyjna lokalizacje. Jednak ekspozycja na promieniowanie
ultrafioletowe (UV), uszkadza mitochondrialny DNA, co za tym idzie negatywnie wplywa na
rozwoj klonowanych zarodkéw (Gil i wsp., 2012). Opierajac si¢ na moim do$wiadczeniu i
wiasnych obserwacjach — jak réwniez na obserwacjach innych autoréw — opracowatam wraz
z moimi wspélpracownikami nowa metode enukleacji oocytéw owczych, w ktdrej
wyeliminowalismy ekspozycj¢ cytoplazmy oocytéw na promieniowanie UV (fuso, Czernik i
wsp. 2013). W zaproponowanej metodzie oocyty nie byly bezposrednio narazone na §wiatto
UV. Prawidlowa enukleacja weryfikowana byla obecnodcig wrzeciona II podziah
mejotycznego w usunigtych fragmentach cytoplazmy (karioplastach). Opublikowane wyniki
jednoznacznie wykazujg na istotnie wicksze potencje rozwojowe rekonstruowanych
zarodkow (pozyskanych przez wprowadzenie do oocytu pozbawionego materiatu
genetycznego jader fibroblastéw owczych) do stadium blastocysty, jak rowniez lepsza jakosé
morfologiczng zarodkéw, ktére nie byly naswietlane lampa UV w poréwnaniu do zarodkéw

kontrolnych — enukleowanych metoda tradycyijna (fuso, Czernik i wsp., 2013). Na podstawie

17

e



Marta Czernik
Zatgeznik 1 — Autoreferat (jezyk polski)

ekspresja genu Xist zostala réwniez wykryta u bydta (Inoue i wsp., 2010) i $wini (Yuan i wsp.,
2014; Zeng i wsp., 2016). Dodatkowo, u $win wykazano wzrost odsetka klonowanych
zwierzgt po transferze jader komorek somatycznym z wyciszonym genem Xist (Zeng i wsp.,
2016; Ruan i wsp., 2018;).

Mimo bardzo obiecujgcych wynikéw, regulacja ekspresji Xist jest mato popularng
metodg wykorzystywana w klonowaniu somatycznym ze wzgledu na jej czasochlonno$é i
konieczno$¢  zastosowania bardzo zaawansowanych metod biologii molekularnej.
Dodatkowo, kilka lat péZniej zostalo udowodnione, ze metoda wyciszenia genu Xist poprzez
interferencyjne RNA jest skuteczne tylko w zarodkach meskich (Oikawa i wsp., 2013) co jest
dodatkowym ograniczeniem tej metody.

Kolejna barierg epigenetyczng, ktora zostata wykryta w komorkach - dawcach jader
uzytych w procesie klonowania somatycznego jest metylacja histonéw, ktéra ogranicza
wiasciwg transkrypeje gendw po aktywacji genomu zygotycznego. Matoba i wsp., w pracy
opublikowanej w czasopi$mie Cell w 2014 roku, zidentyfikowali histon H3k9me3, ktéry
uwazany jest za jeden z gldwnych barier¢ epigenetyczna blokujacg prawidlowe
przeprogramowanie jgdrowe w klonowanych zarodkach. Dodatkowo zaproponowali metode
manipulacji stopniem metylacji jader komérek somatycznych poprzez wstrzykniecie
demetylazy lizyny histonowej (KDM4E) do zrekonstruowanych zarodkéw mysich w celu
zwigkszenia wydajnosci klonowania somatycznego (Matoba i wsp., 2014). Procedura ta
znaczgco wplyngta na odsetek prawidlowo rozwijajacych si¢ zarodkdéw myszy obu plci
(Matoba i wsp., 2014) jak réwniez kilka lat pozniej malp makakéw (Liu i wsp., 2018).
Ponadto, zostalo udokumentowane, ze wstrzyknigcie KDM4E do zrekonstruowanych
zarodkow bydlgeych znacznie poprawia ich przedimplantacyjny rozwdj (Liu i wsp., 2018). W
modelu owczym pokazano, ze komorki somatyczne traktowane rekombinowanym biatkiem
KDM4D i uzyte jako dawcy jadra w procesie klonowania somatycznego znaczaco poprawiaja
rozwoj przedimplantacyjny klonowanych zarodkéw owiec (Zhang i wsp., 2018).

Wszystkie te metody udoskonalajgce metodg klonowania somatycznego u ssakéw, ich
wady, zalety i problematyka z nimi zwigzana zostaly dokladnie opisane i poddane analizie
krytycznej w moich pracach przegladowych (Czernik i wsp., 2019; Loi i wsp., 2016; praca 1
i 4) wchodzacych w sklad osiggnigcia habilitacyjnego.

Jak juz wyzej wspomniano, dotychczasowe badania nad czynnikami ograniczajacymi
efektywno$¢ klonowania somatycznego zwiazane sg glownie z zastosowaniem bardzo
skomplikowanych metod biologii molekularnej. Metody te sg jednak efektywne gléwnie w

modelu mysim, w ktérym wskaznik efektywnosci klonowania ocenia si¢ jako najwyzszy. Do
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tej pory nikt nie zaproponowal metody klonowania somatycznego, ktéra bylaby metods
uniwersalng, latwa i dostgpng nawet dla mniej zaawansowanych w badaniach
molekularnych jednostek badawczych zajmujacych si¢ somatycznym klonowaniem ssakéw i
problematyka przeprogramowania komorek.

Metoda zaproponowana przeze mnie jako osiagniecie habilitacyjne, jest prostg
metoda, dostgpna dla kazdego laboratorium. Dodatkowo, jest ona skuteczna i bardzo
obiecujaca w klonowaniu zwierzat gospodarskich (zastosowany w badaniach model owczy) i
co najwazniejsze, podaza ,drogg Natury” i nie wymaga zadnych modyfikacji genetycznych
DNA, co ma miejsce we wczesniej zaprezentowanych metodach.

W opracowanej przeze mnie, nowej metodzie przeprogramowania jadrowego na
drodze klonowania somatycznego, ktéra w pewnym stopniu ,oszukuje” oocyt, Jjako
dawczynie jadra uzyte byly protaminozowane jadra komérki somatycznej — upodobnione do
Jadra plemnika (Ryc. 2E; Ryc. 7A, B). Po 6 godzinach od wprowadzenia protaminizowanych
do oocytow enukleowanych opracowana przez nas metoda (patrz wyzej) zaobserwowalismy
duze ,,pseudoprzedjadrza”, poréwnywalnej wielkosci do tych, ktére byly obecne w zarodkach
kontrolnych (Iuso, Czernik i wsp., 2015; praca 5). W tym samym czasie, protamina
stopniowo zanikata z ,,pseudoprzedjadrzy” zrekonstruowanych oocytéw (28 zygot z 36
analizowanych) i byfa zastgpowana przez wariant histonu specyficznego dla oocytu - TH2B
(Ryc. 6B), ktéry odgrywa kluczowa role w prawidlowym przeprogramowaniu jadrowym

(Montellier i wsp., 2013, Shinagawa i wsp., 2014).
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Ryc. 6. Odtworzenie nukleosomowej organizacji jgdra oocytu po transferze protaminizowanego
Jjadra komorki somatycznej (4) Stopniowe zanikanie Prml podczas tworzenia si¢ przedigdrza po
przeniesieniu jgdra komorki protaminizowanej (NT). Czerwone - Prm1-RFP, niebieski — jgdro; (B)
Inkorporacja TH2B w przedjqdrzu (PN) po transferze protaminizowanego jqdra do komérki jajowe.
Przedjgdrze (PN, niebieski), TH2B (zielony), Merge (TH2B / PN). Scal bars 20 um.

Rekonstruowane zarodki hodowane byly w warunkach in vitro i monitorowane co 24
przez 7 dni w celu weryfikacji stopnia rozwoju. Poniewaz zaproponowany proces klonowania
somatycznego jest bardzo zblizony do procesu zachodzacego podczas zaplodnienia in vitro,
pozytywnie on wplynal na odsetek zarodkéw rozwijajacych si¢ do stadium blastocysty, ktory
wzrést z 4% (blastocysty pozyskane poprzez wprowadzenie nie protaminizowanego jadra) do
14% (Ryc. 7C). Jest to ogromne osiggni¢cie, gdyz nikt wczesniej nie zaproponowal
efektywniejszej metody klonowania somatycznego u zwierzat hodowlanych (model owczy).
Dodatkowo blastocysty otrzymane droga klonowania poprzez wprowadzenie jadra komérek
protaminizowanych (Ryc. 7A) pod katem morfologicznym, nie réznily sie, pod katem
morfologicznym, od blastocyst kontrolnych uzyskanych drogg zaplodnienia in vitro [ang. in
vitro fertilized — (IVF)] (Ryc. 7D; Iuso, Czernik i wsp., 2015; praca 5). Ma to istotne
znaczenie dla prawidlowego rozwoju poimplantacyjnego plodéw rozwijajacych sie z
rekonstruowanych ta metoda zarodkéw. Te unikatowe wyniki, ktére opieraja si¢ na
wykorzystaniu komérek somatycznych z radykalnie zreorganizowana chromatyna, w ktorej
biatka histonow zostaly zastapione protamina, zapewniaja bardzo obiecujgca poprawe

wydajnosci somatycznego klonowania ssakdw.
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Ryc. 7. Transfer protaminizowanego jgdra komdrki somatycznej do pozbawionego materialu
genetycinego oocytu owczego. (A) zdjecie przedstawia protaminizowane komorki somatyczne uzyte do
klonowania somatycznego, (B) przykiadowa komdrka protaminizowana uzyta w procesie SCNT, (C)
wykres przedstawia procent SCNT-Prml (Prml) i SCNT-CTR (CIR) blastocyst (*oznacza P=0.0372),
(D) Tabela 1 przedstawia jako$¢ klonowanych blastocyst [ang. Inner Cell Mass (ICM) — wezet
zarodkowy, TE-trofektoderma), zarodki produkowane w warunkach in vitro uzyte bylo jako kontrola
[ang. in vitro fertilized (IVF)] (Iuso, Czernik i wsp., 2015, praca 5).

Proces protaminizacji komérek somatycznych zostal opatentowany europejskim
patentem (PCT / EP2015 / 058701; Loi, luso, Czernik, i wsp., 2015, praca 6), w ktérym
jestem wspoltworca. Ponadto, przedstawione osiggniecie (protaminizacja jader komérek
somatycznych) zatytulowane "Exogenous Expression of Human Protamine | (hPrmli)
Remodels Fibroblast Nuclei into Spermatid-like Structures", zaprezentowane bylo na
migdzynarodowym sympozjum "Future of Nuclear transfer and Nuclear Reprogramming" w
Japonii, w Yamanashi (2016) i zostalo nagrodzone przez Sir Johna Gurdona, Laureata

Nagrody Nobla (2012), jako najlepsza zaprezentowana praca.

Dodatkowo osiagniecie to odbilo si¢ bardzo duzym echem w migdzynarodowych
mediach spotecznosciowych przez co dotarto do szerokiej rzeszy odbiorcéw m.in.
http://www.ilcentro.it/teramo/clonazione-una-nuova-tecnica-scoperta-dall-atenco-di-teramo-
1.1353686; hitp://ilcentro.gelocal.it/teramo/cronaca/2015/11/27/news/clonazione-una-nuova-
tecnica-scopertadall-ateneo-di-teramo-1.12521943 ?refresh_ce;

hitps://motherboard. vice.com/it/article/pg34e9/cellule-spermatozoi-clonazione
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[stotnym przetlomem w badaniach nad klonowaniem ssakéw byty badania Campbella i
wspdlpracownikéw, ktérzy jako dawcéw jader uzyli komérek wprowadzonych w faze (stan)
GO (Campbell i wsp.1996). Faza GO, jest to stan spoczynkowy komoérki oznaczajacy jej
wyjscie z cyklu komérkowego i charakteryzujacy sie obnizeniem poziomu transkrypcji,
degradacjg wigkszosci rodzajéw mRNA, zmianami w polirybosomach oraz kondensacjg
chromatyny. Autorzy zatozyli, ze ten specyficzny stan komérek i chromatyny jadrowej w
fazie GO, umozliwi prawidtows reakcje wszystkich uspionych gendéw (jak réwniez - byé
moze - takze struktur jadrowych) wprowadzonego w tej fazie jadra na sygnaly ptynace z
cytoplazmy oocytu, czyli, innymi stowy, umozliwi petne  przemodelowanie i
przeprogramowanie jader nawet tych komorek, ktére weszty na droge réznicowania lub tez sg
Juz w pelni zréznicowane. Nalezy pamietaé, ze komérka plemnikowa w momencie
zaplodnienia réwniez jest w fazie spoczynku (fazie G0).

Dlatego tez postanowilismy udoskonalié dotychczasowa metode protaminizacji
komérek somatycznych, w ktérej odsetek jader ulegajacych catkowitej protaminizacji wynosit
30% i ktdrg uznaliémy niezadowalajaca.

Doswiadczenia przeprowadzone przez doktoranta Lucg Palazzese, ktérego bytam
promotorem pomocniczym pracy doktorskiej, pozwolily upodobnié proces protaminizacji
komorek somatycznych do tego, ktéry zachodzi w warunkach fizjologicznych, podczas
przemodelowania w kierunku jader wydhizonych spermatyd. Obnizenie poziomu
transkrypcji, jak rowniez hiperacetylacja histonéw w okraglych spermatydach, odgrywa
kluczowa w prawidlowej przebudowie jadra komérki somatycznej do jadra komérki
plemnikowej. Na tej podstawie postanowiliémy udoskonalié dotychczasowa metode
protaminizacji jader komérek somatycznych poprzez glodzenie komorek, przez 48 godzin
przed transfekcjg w pozywee o niskiej zawartosci surowicy (0,5%), aby wprowadzié je w stan
GO, a nastepnie przez 16 godzin inkubowaé je w pozywce z trichostatyng A (50 nM TSA),
ktora jest inhibitorem deacetylaz histonéw [(ang. histone deacetylases (HDACs;)] w celu
acetylacji bialek histonowych. Wprowadzenie komérek przed procesem protaminizacji w stan
GO jak réwniez traktowanie ich TSA (Ryc. 8A), nie tylko przygotowato komérki do
odpowiedniego “przyjecia” jej przez cytoplazme oocytu, ale réwniez ulatwito bardziej
prawidfowa protaminizacje jadra komorki somatycznej (Fig. 8C). Dzigki tej modyfikacji
metody protaminizacji odsetek catkowicie sprotaminizowanych jader somatycznych wzrdst z

30 do 45% (Fig. 8C, Palazzese i wsp. 2018; praca 2).
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Ryc. 8. Stopien protaminizacji jgder komdrek somatycznych. (4) zdjecie przedstawia catkowicie
protaminizowane jgdra komdrek somatycznych po incubacji z TSA (A4) i po glodzeniu, i inkubacji z
TSA (B) biafe strzatki pokazujq catkowicie spotaminizowane jgdra komdrek somatycznych. (C) Wykres
przedstawia procent catkowicie protaminizowanych jgder komdrek somatycznych (po incubacji z TSA
(kolumna jasno niebieska) i po glodzeniu, i inkubacji z TSA (kolumna ciemno niebieska) (*oznacza
P=0.0301) (Palazzese i wsp., 2018; praca 2).

Na badania nad klonowaniem ssakow przeznacza si¢ na $wiecie olbrzymie naklady. Sa
dwa gléwne tego powody: pierwszy — natury czysto poznawczej, drugi — czysto praktyczne;.
Badania nad klonowaniem ssakéw, w ktorych jadra pochodzace z komérek roznych tkanek
wprowadzane sa do catkowicie odmiennego $rodowiska cytoplazmatycznego, dostarczyé moga
cennych informacji dotyczacych interakeji jadrowo-cytoplazmatycznych we weczesnej
embriogenezie ssakéw, mechanizméw roznicowania komorkowego oraz natury i roli
czynnikow odpowiedzialnych za przemodelowanie jader komérkowych i przeprogramowanie
genomu komérek somatycznych. Jednak niska wydajno$¢ zwigzana z dotychczasowymi
metodami uzyskiwania klonowanych zwierzat jest glownym czynnikiem ograniczajacym
praktyczne wykorzystanie na szerszg skalg tej metody w hodowli, biofarmacji i biomedycynie.
Procedura moze by¢ wykorzystana w celu uzyskania gamet z komérek somatycznych oraz
Zrozumieniu mechaniiméw molekularnych regulujacych nakiadanie imprintingu i konserwacji
metylacji DNA. Co wigcej, silna kondensacja chromatyny podczas procesu protaminizacji,
chroni genom komérki przed uszkodzeniem, dzigki czemu komérki protaminizowane moga
by¢ idealnym kandydatem na ulepszenie procesu liofilizacji komérek somatycznych.
Zaprezentowana procedura jako osiggniecie habilitacyjne jest bardzo innowacyjna i
oryginalna, gdyz protaminizacja genomu komorek somatycznych nie zostata przeprowadzona
(poza moimi badaniami) do dnia dzisiejszego.

W ostatnich latach zainteresowanie procesem klonowania somatycznego wzrosfo ze

wzgledu na lepsze poznanie procesu przeprogramowania/przemodelowania jadrowego (Inoue
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i wsp., 2010; Matoba i wsp., 2014; Iuso, Czernik i wsp., 2015; Czernik i wsp., 2016;
Palazesse i wsp., 2018; praca 2, 4 i 5). Ostanie osiagnieciu i postgpy w procesie klonowania
somatycznego ssakow zostaly dokfadnie przeze mnie opisane i zanalizowane w pracy
umieszczonej jako praca 1 w osiagnigciu habilitacyjnym.

Zaprezentowane osiggniecie habilitacyjnym, bedace tematem postepowania
habilitacyjnego otwiera ogromne mozliwosci w zrozumieniu najwazniejszych sciezek, ktore
umozliwig poznanie i wyjasnienie mechanizméw przeprogramowania jader somatycznych w
cytoplazmie oocytéw, a takze pozwoli na zwigkszenie zaréwno wydajnosci zwierzat
uzyskanych droga klonowania somatycznego, jak i poprawg ich jakosci — pod wzgledem
zdrowotnym. Dodatkowo zaproponowany proces protaminizacji komérek somatycznych
moze okaza¢ si¢ idealnym modelem i vifro do poznania procesu spermatogenezy, nakladania

imprintingu, a takze poznania roli protaminy i histonéw w strukturze chromatyny plemnika.

5. Dodatkowe osiggnigcia naukowe:

a)  Zaburzona ekspresja bialek mitochondrialnych wplywa na rozwéj klonowanych
zarodkoéw: strategia zapobiegawcza (w ramach projektu 2016/21/d/ NZ3/0210
SONATA od Narodowego Centrum Nauki (Kierownik projektu)

Moim kolejnym zainteresowaniem naukowym jest wplyw przeprogramowania
jadrowego na funkcje i morfologie mitochondriow. Temat ten jest bardzo mato zbadany, gdyz
badania nad mitochondriami w klonowanych zarodkach sa giéwnie ograniczone do analizy
homo/heterochromatyny mitochondrialnego DNA (mtDNA) w tkance sklonowanego
potomstwa (Lee i wsp., 2010; Bowles i wsp., 2007). Brak jest natomiast jakichkolwiek danych
o ewentualnym wptywie dysfunkcji tych organelli na rozwdj zaréwno sklonowanych
zarodkéw w okresie przedimplantacyjnym jak réwniez potomstwa uzyskanego metoda
SCNT. Problem ten badam w ramach grantu SONATA 11, ktéry uzyskatam od Narodowego

Centrum Nauki z pierwszego miejsca na licie rankingowej.

Rola przeprogramowania jadrowego w prawidlowym funkcjonowaniu mitochondriéw jest
bardzo interesujacym zagadnieniem i ze wzgledu na to, Ze jest ona do tej pory niezbadana
czyni te badania pionierskimi i unikatowymi.

Jak wspomniano we wstepie osiagnigcia habilitacyjnego, klonowanie ssakéw ma bardzo
szerokie spektrum zastosowan. Wiadomo, co jest doskonale udokumentowane, ze jedng z
gléwnych przyczyn niedorozwoju i émierci klonowanych zwierzat jest nieprawidtowy rozwaéj
tozyska wynikajacy z nieprawidlowego przeprogramowania jadrowego (Hill i wsp., 2002; Loi

{&
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i wsp., 2006). Istniejg sugestie, Ze wigkszos¢ nieprawidlowosci - takich jak placentomegalia,
zmniejszenie unaczynienia, niedorozwdj trofoblastu, hypoksja - opisanych w tozyskach
pozyskanych od klonowanych zwierzat (Hill i wsp 2002; Fletcher i wsp, 2007; Loi i wsp,
2006; Palmieri i wsp, 2008) moze by¢ wywotane nieprawidlowym funkcjonowaniem
mitochondriéw.

Wykazano, ze poprawne funkcjonowanie mitochondriéw odgrywa kluczows role w
prawidlowym rozwoju zarodka, a zaburzenia funkcji mitochondriéw w zarodku wptywa
niekorzystnie na dalszy rozwdj tozyska i ptodu (Romek i wsp., 2011; Chiaratti i wsp., 2015).
Mitochondria sg jednym z gloéwnych organelli komérkowych pelniacych kluczowa role w
prawidtowym funkcjonowaniu komoérki. Peinig zaréwno istotna role w regulacji procesu
apoptozy, jak w kluczowych funkcjach komérkowych, takich jak, miedzy innymi, oddychanie
komérkowe, produkcja ATP, regulacja wewngtrznej homeostazy jonéw wapnia (Ca 2+), czy
kontrola cyklu komérkowego (McBride i wsp., 2006).

Genom mitochondrialny zawiera 37 genéw z czego tylko 13 (odpowiedzialnych za
podjednostki komplekséw oddechowych I, 111, IV i V) koduje biatka, a z pozostatych 22
koduja mitochondrialne tRNA a dwa rRNA. Reszta bialek mitochondrialnych (1500/2000)
kodowanych jest przez genom jadrowy. Dlatego tez komunikacja pomiedzy genomem
jadrowym i mitochondrialnym jest bardzo istotna w utrzymaniu prawidtowego
funkcjonowania komorki (Chappel, 2013). Mitochondria, do utrzymania prawidtowych
funkcji (eliminacja uszkodzonych i zdegenerowanych mitochondriéw oraz mitochondriéw z
wadliwym/zmutowanym mtDNA) przechodza liczne okresy fuzji i podzialéow, ktére
pozwalajg na mieszanie uszkodzonych mitochondriéw z mitochondriami o wysokiej jakosci.

Znane sa trzy biatka zaangazowane w procesie fuzji mitochondriéw: mitofuzyna 1
(Minl) mitofuzyna 2 (Mfn2) i Opal (Santel i wsp, 2001; Chen i Chan 2010). Wykazano
jednak, ze kluczowg rol¢ w procesie fuzji odgrywa Mfn2 (Chen i Chan 2010). Mfn2 jest
biatkiem zewnetrznej blony mitochondrialnej, kodowanym przez genom jadrowy. Biatko to
odpowiedzialne jest nie tylko za proces fuzji, ale roéwniez laczy si¢ z siateczkg
srodplazmatyczna (ER) przez co odgrywa istotng rolg w utrzymaniu stezenia jondw wapnia
(Ca 2+) na odpowiednim poziomie, jak réwniez w kontrolowanej $mierci komérek (Kasahara
I Scorrano, 2015). Ponadto, co ma istotne znaczenie w realizacji mojego projektu, Chen i
wsp., (2003) wykazali, ze myszy z niedoborem Mfn2 umieraly we wczesnych etapach
rozwoju plodowego, giéwnie poprzez nieprawidtowy rozwdj tozyska (Chen i wsp., 2003).
Nieprawidlowosci obserwowane byly gléwnie w rozwoju warstwy dwujadrzastych komérek

trofoblastu. Obserwacje te, zostaly potwierdzony takze u ludzi. Pang i wsp. (2013) sugeruja,
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ze niedobdr biatka Mfn2 w komdrkach trofoblastu moze by¢ odpowiedzialny za wczesne
poronienia u kobiet. Na tej podstawie wysungtam hipoteze, ktdra stopniowo potwierdzam
wstgpnie otrzymanymi wynikami, Ze za anomalie tozyska i Smier¢ klonowanych zwierzat
odpowiedzialna jest zaburzona ekspresja bialek mitochondrialnych, a co za tym idzie
nieprawidtowe funkcjonowanie tych organelli.

Jak juz wspomniatam, powszechnie uwaza si¢, Ze jednym z najbardziej istotnych
czynnikéw odpowiedzialnych za niska wydajno$¢ klonowania i spowodowanych nim
zaburzen rozwojowych jest nieprawidlowe przeprogramowanie jadrowe [ang. Nuclear
Reprogramming (NR)] komérki somatycznej (Tnoue i wsp., 2010). Mozliwe jest wiec, co jest
moja hipotezg badawcza, ze nickompletne NR nieprawidlowo aktywuje genom
mitochondrialny, co skutkuje zaburzeniami w fozyskach i ptodach klonowanych zwierzat.

Wstepnie udowodniliSmy, ze ekspresja gléwnych bialek mitochondrialnych w
klonowanych zarodkach mysich jest wyraznie zaburzona, co wplywa na aktywnosé¢
mitochondriow. Jak zostato powiedziane we wstepie, mitochondria odgrywajg kluczowa rolg
podczas rozwoju zarodkowego, jak rowniez podczas implantacji zarodka. Zaburzone
funkcjonowanie mitochondriow w klonowanych zarodkach moze wptywa¢ na ich niski
stopien implantacji i péZniejszy rozwdj co réwniez potwierdzity nasze wstgpne obserwacje.

Hipoteza, oparta na naszych dotychczasowych wynikach (Czernik i wsp. 2018) i
dotyczgca roli przeprogramowania jadrowego w nieprawidtowym funkcjonowaniu
mitochondriéw u klonowanych zwierzat zostala oméwiona w pracy przegladowej

wymienionej jako praca 1 w osiggniecia habilitacyjnym (Czernik i wsp. 2019, praca I).

b) Poprawa jakosci blastocyst uzyskanych w wyniku SCNT po traktowaniu komoérek
somatycznych inhibitorem kinazy syntezy glikogenu 3p (Gsk 3f) (CHIR99021) (w
ramach po-doktorskiego stazu od Japan Society for the Promotion of Science (JSPS)
Fellowship, Japonia, Tsukuba, RIKEN)

Jak juz wspomniano, klonowanie metodg transferu jader komoérek somatycznych
(SCNT) ma szerokie spektrum zastosowan, ale wydajnos¢ tej metody jest wcigz
rozczarowujgco niska. Podczas po-doktorskiego stazu w instytucie RIKEN, w Japonii, w
laboratorium Profesora Ogury pracowalam nad udoskonaleniem przeprogramowanie jader
mysich komérek somatycznych poprzez traktowanie komorek somatycznych, uzytych w
procesie klonowania, inhibitorem kinazy syntetazy glikogenu 3f (Gsk 3p) (CHIR99021).

Zostalo pokazane, ze aktywacja drogi przekazywania sygnalu WNT przez hamowanie kinazy
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syntezy glikogenu 3B (Gsk 3B) poprzez CHIR99021 utrzymuje ludzie i mysie komorki
macierzyste w stanie niezréznicowanym i zachowaly ekspresj¢ giéwnych genéw
pluripotencjalnych (D Cook i wsp., 1996; Fagotto i wsp, 1997). Dlatego tez, na podstawie
tych wynikéw wywnioskowaliémy, ze zablokowanie $ciezki przekazywania sygnalu WNT w
komérkach uzytych w klonowaniu somatycznym moze pozytywnie wplynagé na
przeprogramowanie jadrowe. Badania prowadzone byly przy wspblpracy z Uniwersytetem w
Teramo, gdzie przeprowadzilam podobne eksperymenty na modelu owczym. Owcze i mysie
komérki somatyczne zostaly poddane dziataniu inhibitora Gsk 3B (CHIR) przez 24 godziny i
nastgpnie zostaly uzyte jako dawczynie w procesie klonowania somatycznego zaréwno w
modelu mysim (Japonia) jak i owczym (Teramo).

Wyniki pokazuja, ze traktowanie komérek inhibitorem CHIR i nastgpnie uzycie ich
jako dawczyn jader w procesie klonowania somatycznego korzystny wplywa na rozwdj
klonowanych zarodkéw mysich (Ryc. 8). Co prawda nie zwigksza ono liczebnosci
klonowanych blastocyst (Ryc. 8A24,2% CTR vs 21,6% CHIR), ale ich jako$¢ okazala sie
znacznie lepsza (Ryc. 8B, C, D), co ma istotne znaczenie, jesli chodzi o prawidlowe

implantacje i po-implantacyjny rozwéj ptodu.

A-TABELA2 LICZBA (%) zarodkew rozwijajaeyeh sic do:
# nocytow Wyniki fuzji 2 -komirki (%a) 4/ komorki (%) Blastocysty
CTR 231 1231 (39%) 57:91 (63%) 2037 (45.0%5} 22/91 (24.2%}
CHIR 151 Y7131 (38%) 9T (72%) HETO (3T} 2197 (21.6%)
5_““"‘“. 32 28432 (§7.5%) 2832 (§7.5%) 2628 (81%)
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Ryc. 8. Wplyw aktywacji scietki przekazywania sygnatu Wnt w komdrkach somatycznych uiytych w
procesie klonowania somatycznego A - tabela przedstawia procent zarodkow pozyskanych drogg
klonowania somatycznego w stadium 2, 4- komorek i blastocyst; B — zdjecia przedstawiajq blastocysty
pozyskane droga kolorowana somatycznego przy uzyciu komérek kontrolnych (CIR) i inkubowanych z
inhibitorem CHIR (CHIR), C-blastocysty pozyskane droga klonowania somatycznego wybarwione
przeciwcialem NANOG (zielone), i Hoechst’em (jqdro). D - wykres przedstawia calkowita liczbg
komdrek, liczbg komorek w wezle zarodkowym i trofektodermie w blastocystach kontrolnych i CHIR
(ICM — wezef zarodkowy).
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Wyniki uzyskane podczas stazu w Japonii rzucajg nowe Swiatlo na proces
przeprogramowania jadrowego komoérek somatycznych, a co za tym idzie umozliwi¢ moga
ulepszenie metody klonowania somatycznego. Dowodzg one, ze komorki dawcy traktowane
inhibitorem Gsk3-beta maja wigkszg zdolno$¢ przeprogramowania jader somatycznych co
wplywa korzystnie na jako$¢ uzyskanych ta metodg blastocyst, co moze skutkowaé
prawidtowym rozwojem tozysk, a co za tym idzie, prawidiowym rozwojem ptodow. Wyniki
te przedstawione sa w pracy (Czernik i wsp., Improvement of cloned blastocyst quality upon
CHIR treatment of donor cells). Manuskrypt wystany zostat do Theriogenology i jest obecnie

W ocenie recenzentow,

c) Bialka Late Embryogenesis Abundant (LEA) chronia kemérki somatyczne od
uszkodzen podeczas procesu liofilizacji (w ramach projekiu H2020-MSCA-RISE-2016:
“Setting an inferdisciplinary/sectorial/international research network to explore dry storage
as an alternative strategy for cells/germplasm biobanking” - DRYNET, no. 734434
(wspolkierownik).

Moim dodatkowym =zainteresowaniem naukowym, poza przeprogramowaniem
jadrowym i klonowaniem somatycznym, jest opracowanie protokotu — alternatywnego do
tradycyjnej metody konserwacji materialu biologicznego - pozwalajacego na efektywne
przechowywanie komoérek/tkanek/zarodkéw w stadium liofilizowanym (odwodnionym), w
temperaturze pokojowej. Z uwagi na swoje zalety proces suszenia sublimacyjnego
(liofilizacja) ma szerokie zastosowanie w zapewnianiu trwatosci i stabilnosci materiafow
biologicznych. Ma to miejsce glownie przy produkcji szczepionek bakteryjnych i
wirusowych. W przemysle farmaceutycznym stosuje si¢ liofilizacj¢ do przechowywania
surowic, antybiotykéw a takze hormonéw, a takze konserwacji plazmy i sktadnikéw krwi.

Obecnie jestem zaangazowana w projekt europejski (H2020-MSCA-RISE-2016) jako
wspotkierownik, w ktérym wykorzystujemy proces liofilizacji w celu przechowywania
materialu biologicznego jakim sa komérki somatyczne — fibroblasty owcze. W tym celu,
zbadalam trzy biatka LEA (z ang. Late Embryogenesis Abundant (LEA) wystgpujace glownie
w roélinach i innych nizszych organizmach, ktére moga ulega¢ odwracalnej dehydratacji
(zjawisku okre§lanym jako "anhydrobioza"). Wstepne wyniki pokazujg, ze biatka LEA
chronia komérki somatyczne przed wysuszeniem i dodatkowo, po raz pierwszy wykazalismy
ekspresje trzech réznych biatek LEA w komérkach somatycznych i udowodnilismy

wspbldziataniem miedzy tymi bialkami. Wyniki zostaly zawarte w pracy (Czernik i wsp., Late
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Embryogenesis Abundant (LEA) proteins confer water stress tolerance to mammalian somatic

cells) wystanej do czasopisma Scientific Reports. Praca jest trakcie oceny recenzentéw.
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