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GENY Z SEKWENCJĄ HOMEOBOKSU A EWOLUCJA ZWIERZĄT

Genetyka rozwoju przez dłljgi czas nie nadążała za szybkim rozwojem innych 
działów genetyki. Aprzecież wiadomo było od dawna, że kształtowanie się postaci 
osobnika, czyli morfogeneza, odbywa się według wzorów odziedziczonych po 
rodzicach, z czego wynika wniosek, że muszą być za to odpowiedzialne jakieś 
geny. Klasyczna metoda badania roli genów polega na analizie zmian spowodo
wanych mutacjami. Po czym jednak mjżna rozpoznać geny kierujące morfo- 
genezą? Ich mutacje powinny zaburzać plan budowy osobnika, powodując na 
przykład, że narządy pojawią się w nietypowym miejscu, liczbie czy stadium 
rozwoju, albo też nie rozwiną się wcale. Tego typu mutanty znano od kilkudzie
sięciu lat u gatunków o ściśle zdeterminowanym rozwoju mozaikowym, do jakich 
należy klasyczny obiekt badań genetycznych — muszka owocowa, Drosophila 
melanogaster. Jednak dopiero zastosowanie nowoczesnych metod biologii 
molekularnej pozwoliło na poznanie struktury i przypuszczalnej funkcji tych 
genów, co spowodowało przełom w genetyce rozwoju. Analiza ta doprowadziła 
do odkrycia konserwatywnej ewolucyjnie rodziny genów regulatorowych, wspól
nej — jak się teraz wydaje — dla wszystkich zwierząt.

GENY KIERUJĄCE ROZWOJEM MUSZKI OWOCOWEJ

Punktem wyjścia badań genetycznych nad rozwojem muszki było odkrycie 
specjalnego typu mutacji, zwanych homeotycznymi, które powodują, że struktura 
typowa dla jednej okolicy ciała wykształca się w zupełnie innym miejscu, na 
przykład mutacja genu Antennapedia (Antp) powoduje, że zamiast czułka na 
głowie wyrasta odnóże, a mutacja bithorax (bx) wywołuje zamianę części segmen
tu odwłokowego na tułowiowy, wskutek czego wyrasta druga para skrzydeł. 
Stopniowo poznawano także inne mutacje rozwojowe, które zaburzały symetrię 
ciała, redukowały liczbę segmentów lub sposób ich wykształcenia. Analiza tych 
mutacji pozwoliła zidentyfikować około 100 tego typu genów, między innymi 
wpływających na wyznaczenie symetrii grzbieto-brzusznej lub wyznaczających 
pozycję na osi przednio-tylnej. Te ostatnie zostały najlepiej poznane, wiele z nich 
już sklonowano, poznano ich sekwencje nukleotydowe i zidentyfikowano kodo
wane przez nie białka. Co więcej, badano miejsca ekspresji tych genów w kolej
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nych stadiach rozwojowych u form dzikich i mutantów. W tym celu, metodą 
hybrydyzacji in situ, lokalizowano na przekrojach przez ciało zarodka transkrypty 
mRNA, stosując znakowane radioaktywnie sondy komplementarne do odpowied
nich genów (lub antysensowne nici RNA), albo też wykrywano za pomocą 
specyficznych przeciwciał rozmieszczenie kodowanych przez te geny białek. 
Dzięki tym badaniom zaczyna się już wyłaniać obraz działania tych genów 
w rozwoju.

Rozwój muszki owocowej przebiega bardzo szybko; po zapłodnieniu, jądra 
zygoty dzielą się co około 10 minut, po czym jądra potomne otoczone cytoplazmą 
wędrują ku obwodowi jaja, tworząc po 2 i V2 godz. od zapłodnienia syncytialną 
blastodermę, która następnie po utworzeniu błon komórkowych (celularyzacja) 
przekształca się w blastodermę komórkową, w środku wypełnioną żółtkiem (rys. 
1). W 3 V2 godz. po zapłodnieniu rozpoczyna się gastrulacja i ruchy komórkowe 
doprowadzające do powstania larwy, która po 20 godzinach wylęga się z jaja 
a następnie przechodzi przez 3 stadia larwalne. Po 5 dniach powstaje poczwarka 
a po 9 dniach postać dorosła. Plan budowy osobnika zostaje zdeterminowany już 
pierwszego dnia rozwoju, w stadium blastodermy, gdyż wtedy uaktywniają się 
geny wyznaczające pozycję i organizację przyszłych segmentów ciała. Geny te 
kodują białka typu regulatorowego, które łączą się ze specyficznymi sekwencjami 
DNA w kontrolowanych przez siebie genach i jako czynniki transkrypcyjne 
uruchamiają ich transkrypcję, albo ją reprymują. Analiza ekspresji u form dzikich 
i mutantów wykazała, że geny kontrolujące rozwój zarodka wzdłuż osi przednio- 
-tylnej występują w 5 grupach, tworzących hierarchiczny układ regulacyjny (In
gham  1988), przedstawiony na rysunku 1.

GENY POLARNOŚCI JAJA

Nadrzędną pozycję zajmują geny polarności jaja, które decydują o orientacji 
przedniej i tylnej części ciała. Są to geny powodujące tak zwany efekt mateczny, 
gdyż ich produkty zostają zdeponowane w oocycie jeszcze pod kontrolą genotypu 
matki. Jako przykład może posłużyć gen bicoid (bed), wyznaczający przedni 
koniec ciała przyszłego zarodka. Zarodki mutantów są pozbawione głowy i stru
ktur tułowiowych, ale można temu zapobiec przeszczepiając cytoplazmę z prze
dniej części jaj typu dzikiego. Gen bicoid ulega ekspresji w komórkach odżyw
czych występujących w jajniku matki, skąd cząsteczki mRNA przechodzą do 
oocytu, gdzie od razu zostają zakotwiczone (prawdopodobnie przez elementy 
cytoszkieletu), wyznaczając przedni biegun jaja. Zaraz po zapłodnieniu na matry
cach mRNA zostaje zsyntetyzowane białko genu bicoid, które rozprzestrzenia się 
sięgając do połowy długości jaja i tworzy gradient stężenia, malejący ku tyłowi. 
Produkt genu bicoid zachowuje się jak typowy morfogen, to znaczy jak substancja 
wywołująca specyficzną indukcję, gdyż cytoplazma zawierająca białko tego genu 
po wprowadzeniu w dowolną okolicę mutanta bicoid indukuje w miejscu iniekcji 
powstanie struktur charakterystycznych dla przedniej części ciała.
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Rys. 1. Hierarchia genów regulatorowych uruchamianych w pierwszych 10 godzinach rozwoju 
zarodka Drosophila melanogaster; j —  jądro. Schematycznie zaznaczono rozkład transkryptów 
mRNA lub białek kodowanych przez niektóre geny i układających się w coraz dokładniejszy wzór 
segmentacji. Białka kodowane przez te geny są czynnikami transkrypcyjnymi, zawierającymi 
homeodomenę(H)lubdomenępalcówcynkowych (PC). (Ingham  1988, B ig g in  i T jian  1989b).

W tym samym czasie ulegają też translacji transkrypty innych genów wyzna
czających tylny koniec jaja i niezbędnych do uformowania potem segmentów 
odwłokowych. Dane na temat efektówfgenów matecznych zestawił B iliń sk i 
(1992).

Antennapedia Ultrabithorax



512 Halina Krzanowska

GENY SEGMENTACH

Następną grupę stanowią geny segmentacji, uaktywniające się dopiero 
w zarodku. Dzielą się one na trzy kategorie. Pierwsze w szeregu hierarchicznym 
są geny, których transkrypcja przypada jeszcze na okres syncytialnej blastodermy. 
Ich mutacje powodują brak wielkich partii ciała (stąd angielska nazwa gap genes) 
i wczesną letalność. Aktywność tych genów jest uruchamiana lub reprymowana 
— zależnie od okolicy jaja— przez zdeponowane tam poprzednio produkty genów 
polamości jaja. Dzięki wzajemnym, skomplikowanym i słabo jeszcze poznanym 
oddziaływaniom, geny tej grupy są odpowiedzialne za wyznaczenie dużych stref 
zarodka (rys. 1), w obrębie których będą działały geny segmentacji niższej rangi.

Do drugiej kategorii należą geny o bardziej lokalnym działaniu, wyznaczające 
regiony tak zw°nych parasegmentów (są to zaczątki segmentacji). Ekspresja tych 
genów zbiega się w czasie z celularyzacją blastodermy, a ich mutacje powodują 
brak co drugiego parasegmentu, na przykład mutanty genu fushi tarazu (ftz; po 
japońsku — za mało segmentów) nie mają parasegmentów nieparzystych, nato
miast mutantom even-skipped (eve) brak parasegmentów parzystych (stąd angiel
ska nazwa całej tej kategorii genów pair rule genes). Wspólne działanie genów 
pierwszej i drugiej kategorii doprowadza do podziału blastodermy zarodka na 
strefy odpowiadające przyszłym 14 parasegmentom.

Trzecią kategorię stanowią geny polarności segmentów (ang. segment polarity 
genes), które wyznaczają określoną część (przednią lub tylną) poszczególnych 
segmentów. U mutantów zaburzona część parasegmentu jest zbudowana jako 
lustrzane odbicie części pozostałej. Dopiero aktywność tych genów doprowadza 
do wytworzenia ostrych granic między parasegmentami (rys. 1).

Kolejna ekspresja przytoczonych dotąd kategorii genów stwarza więc coraz 
dokładniejszą mozaikę sygnałów pozycyjnych, wyposażając każdą komórkę 
w zestaw informacji precyzujących jej lokalizację w zarodku. Wprawdzie wzór 
ekspresji genów polarności jaja oraz dwu pierwszych grup genów segmentacji jest 
przemijający i zanika po gastrulacji, ale w komórkach pozostaje trwały ślad; jest 
nim trwała aktywacja odpowiednich genów polarności segmentów i genów 
homeotycznych (Ingham 1988).

GENY HOMEOTYCZNE KOMPLEKSU ANTENNAPEDIA I BITHORAX

Na dole hierarchii występuje kategoria genów homeotycznych, które decydują 
o prawidłowym typie zróżnicowania każdego segmentu zgodnie z jego pozycją 
wzdłuż osi przednio-tylnej (niektóre zaburzenia funkcji tych właśnie genów obja
wiają się jako mutacje homeotyczne, stąd nazwa). Główne geny homeotyczne 
występują w trzecim chromosomie muszki owocowej, w postaci dwu kompleksów 
genów sprzężonych, z których kompleks Antennapedia (ANT-C) wyznacza róż
nice między segmentem głowowym a §  zema segmentami tułowia, zaś kompleks 
bithorax (BX-C) różnice między segmentami tułowia a odwłoka. Na przykład
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larwy z całkowitym ubytkiem kompleksu BX-C mają głowę i przednią część 
tułowia normalną ale począwszy od czwartego parasegmentu wszystkie następne 
są zbudowane jednakowo.

Oba kompleksy zostały sklonowane i zbadano ich ekspresję. Rozpoczyna się 
ona bezpośrednio przed celularyzacją blastodermy i początkowo jest dość rozległa 
tworząc zachodzące na siebie strefy. Ekspresją tą kieruje skomplikowana kombi
nacja produktów zarówno genów polarności jaja, jaki genów segmentacji. W miarę 
jak produktów tych przybywa, wskutek włączania się aktywności kolejnych kate
gorii genów segmentacji, ekspresja genów homeotycznych staje się coraz bardziej 
precyzyjna.

Regulacja genów w obu kompleksach jest bardzo złożona, na co wskazuje 
niezwykle długi ciąg sekwencji regulatorowych, na przykład w kompleksie BX-C 
sekwencje kodujące białka mają długość tylko 20000 nukleotydów, natomiast 
sekwencje regulatorowe aż 300000. Ponadto kompleks ten, składający się tylko 
z trzech genów, decyduje o wykształceniu aż 9 parasegmentów (rys. 2), dzięki 
alternatywnym sposobom obróbki pierwotnych transkryptów RN A, zmieniającym 
się zależnie od czasu i miejsca, w którym następuje transkrypcja. A co najbardziej 
zadziwiające — poszczególne geny obu kompleksów są ułożone w chromosomie 
w takiej samej kolejności jak parasegmenty, których specjalizację wyznaczają! Tę 
kolineamość organizacji i funkcji genów kompleksu BX-C opisał po raz pierwszy 
Lew is (1978).

Mechanizm tych zależności nie jest jeszcze dostatecznie poznany, ale można 
go sobie wyobrazić następująco (rys. 2). Przypuszczalnie początkowo chromatyna 
tego kompleksu jest skondensowana (lub w jakiś inny sposób zablokowana) we 
wszystkich komórkach. Stopniowo w komórkach kolejnych parasegmentów (od 
przodu ku tyłowi) coraz to dalsze odcinki chromatyny przechodzą w stan aktywny, 
udostępniając kolejne sekwencje regulatorowe w promotorze. Przyłączające się do 
tych sekwencji czynniki transkrypcyjne umożliwiają rozpoczęcie transkrypcji 
coraz dalej położonych genów. Jednocześnie czynniki te muszą mieć wpływ na 
alternatywne sposoby obróbki pierwotnego transkryptu, wskutek czego na matry
cy trzech tylko genów powstaje szereg różnych cząsteczek mRNA i białek.

Opisany powyżej mechanizm powoduje, że zestaw zsyntetyzowanych białek 
regulatorowych zmienia-się w komórkach kolejnych parasegmentów i wywołuje 
w pamięci komórkowej trwały ślad, zachowany nie tylko w komórkach larwy ale 
także w komórkach tarcz imaginalnych stanowiących zawiązki, z których powstaje 
w czasie przeobrażenia ciało dorosłego owada.

SEKWENCJA HOMEOBOKSU U DROSOPHILA MELANOGASTER

Klonowanie genów homeotycznych kompleksu ANT-C i BX-C wykazało, że 
wszystkie one zawierają sekwencję długości 180 nukleotydów o bardzo wysokim 
stopniu homologii. Sekwencja ta, odkryta w 1984 roku (M cGinnis i współaut.
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Rys. 2. Organizacja kompleksu bithorax (BX-C) u Drosophila. Kompleks składa się z 3 genów (Ubx, 
abd-A i Abd-B) oraz 9 sekwencji regulatorowych, wyznaczających strukturę parasegmentów 5-13. 
U dołu pokazano aktywność genów w parasegmentach P5, P6 i P7. W kolejnych parasegmentach 
odsłaniają się coraz dalsze odcinki chromatyny, udostępniając nowe sekwencje regulatorowe. 
Przyłączające się do nich czynniki transkrypcyjne (pionowo zakreskowane) uruchamiają transkry
pcję i wpływają na sposób obróbki RNA, wskutek czego w każdym parasegmencie powstaje inny 

zestaw białek (czarne kółka, kwadraty i trójkąty). (A lb erts i współaut. 1989, zmienione).

1984b, G ehri ng 1987) i nazwana homeoboksem (ang. homeobox), została potem 
znaleziona również w genach polarności jaja i w wielu genach segmentacji (rys. 
1) a także w niektórych genach wyznaczających oś grzbieto-brzuszną. (Historię 
badań, które doprowadziły do tych odkryć, interesująco opisała K indhauser, 
1986). Homeoboks koduje domenę białkową (rys. 3), czyli funkcjonalny fragment 
cząsteczki białka, o długości 60 aminokwasów (rys. 4), złożoną z trzech alfa-heli-
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ksów, których struktura o motywie „heliks-skręt-heliks” (ang. helix-turn-helix) 
podobnego typu, jak w niektórych czynnikach transkrypcyjnych drożdży i proka- 
riontów, od razu wskazywała na zdolność wiązania się ze specyficznymi sekwen
cjami DNA. Obecnie wiadomo, że homeodomena gra rolę czynnika regulującego 
transkrypcję, co w odniesieniu do niektórych genów zostało wykazane ekspery
mentalnie in vivo (B iggin i T jian  1989a) i in vitro (Han i współaut. 1988).

Rys. 3. Gen z homeodomeoboksem koduje białko składaj ace się z części zmiennej i bardzo kon
serwatywnej homeodomeny.

Metodą krystalografii rentgenowskiej wyznaczono już strukturę przestrzenną ho
meodomeny genu engrailed oraz sposób jej wiązania się z sekwencją TAATX 
w DNA (K issinger i współaut. 1990).

Białka zawierające homeodomenę biorą udział w skomplikowanych oddziały-

HOMEODOMENA

Consensus _______ A ______
RKRGRTTYTRYQTLELEKEFHFNRYLTRRRRIEIAHALCLTERQIKIWFQNRRMKWKKEN

Labial (muszka owocowa)
NNS - - - NF- NK- LT......................................A NT- Q- N- T-V.............................Q- -RV
PGGL - - NF- TR- LT........................K- - S- A- - V- - - AT- G- N- T-V.............................Q- -RE
Hox-2.9 (mysz)

Antennapedia (muszka owocowa)
Q .................................................................................

 Q .......................................... Y .......................................T ..................................................................
Hox-2.3 (mysz)

Rys. 4. Sekwencja aminokwasów (oznaczenia jednoliterowe) homeodomeny w odpowiadających 
sobie genach u muszki owocowej i myszy. Kreski oznaczają aminokwasy zgodne z sekwencją 
stanowiącą konsensus (u góry). Klamrą oznaczono 12 aminokwasów, które wiążą się ze specyficz
nymi sekwencjami DNA w regulowanym przez daną homeodomenę genie. (D e R o b er tis  i współ

aut. 1990, zmienione).

waniach, regulując powiązane ze sobą funkcjonalnie zespoły genów. Jeżeli bo
wiem promotor jakiegoś genu ma wiele sekwencji rozpoznawanych przez różne 
homeodomeny (kodowane przez różne geny), to mogą one działać antagonistycz-
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nie lub synergistycznie. W ten sposób niewielka liczba białek regulatorowych 
działając w różnych kombinacjach może kontrolować w sposób specyficzny 
aktywność wielu genów. To tłumaczy zarówno hierarchiczne zależności między 
tymi genami, jak i autoregulację, jeżeli sekwencja regulatorowa w promotorze 
jakiegoś genu jest rozpoznawana przez jego własny produkt.

Inne geny kierujące rozwojem Drosophila, ale nie zawierające homeoboksu, 
kodują inne domeny białkowe zdolne do specyficznego wiązania z DNA. Na 
przykład w pierwszej kategorii genów segmentacji (gap genes) wykryto obecność 
fragmentu kodującego domeny białkowe typu palców cynkowych (ang. zinc 
fingers) występujące w niektórych czynnikach transkrypcyjnych. W niektórych 
genach segmentacji opisano również sekwencję regulatorową oznaczoną symbo
lem Pax (ang. paired box).

SEKWENCJE HOMEOBOKSU U SSAKÓW

Odkrycie sekwencji homeoboksu w genach kierujących rozwojem Drosophila 
od razu nasunęło przypuszczenie, że może ona odgrywać rolę także u innych 
organizmów. Rzeczywistość przeszła jednak najśmielsze oczekiwania! Posługu
jąc się tą sekwencją jako sondą do hybrydyzacji DNA, otrzymanego z banku 
genomów różnych zwierząt, stwierdzono obecność homeoboksu zarówno 
u bezkręgowców jak i kręgowców, w tym także u ssaków (Levine i współaut. 
1984, M cG innis i współaut. 1984a). Geny zawierającehomeoboks zostały dość 
dobrze zbadane u myszy i człowieka, u których znaleziono ich już około 30, 
i nazwano genami Hox (De R obertis i współaut. 1990, D uboule i współaut. 
1990). U obu gatunków geny te występują w 4 grupach (każda w innym chromoso
mie) jako kompleksy HOX (rys. 5). Ułożenie genów w każdym z kompleksów 
wykazuje bardzo duże podobieństwo do połączonych kompleksów ANT-C i BX-C 
u Drosophila (jakkolwiek nie w każdym z kompleksów występują wszystkie 
geny), to znaczy najbardziej homologiczne w stosunku do siebie geny są ułożone 
w tej samej kolejności. Homologi a dotyczy głównie sekwencji kodującej homeo- 
domenę, a zwłaszcza jej fragment składajacy się z 12 aminokwasów (rys. 4) 
biorących bezpośredni udział w wiązaniu homeodomeny z DNA (K rum lauf 
1992). Co więcej, okazało się, że podobnie jak u Drosophila istnieje związek 
między kolejnością ułożenia genów w chromosomie a topografią ich aktywności 
wzdłuż osi ciała! Geny usytuowane najbliżej końca 5'DNA wyznaczają topografię 
struktur położonych najbardziej ku tyłowi. Zwłaszcza przednia granica ekspresji 
poszczególnych genów Hox w układzie nerwowym oraz w odcinkach sklerotomu 
(zaczątki kręgów) zarodka myszy jest bardzo wyraźna i odpowiada kolejności tych 
genów w chromosomie (rys. 5).

Geny kompleksów HOX wykazują podobieństwo do genów homeotycznych 
u Drosophila nie tylko pod względem struktury; zachowały one także swe pier
wotne funkcje: po wprowadzeniu do organizmu muszki owocowej genu myszy
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odpowiadającego genowi Antennapedia i spowodowaniu jego nadmiernej ekspre
sji, uzyskano muchy z odnóżami zamiast czułków, podobnie jak przy nadmiernej 
ekspresji własnego genu (Akam 1991).

Rys. 5. Podobieństwo układu i ekspresji genów kierujących rozwojem: u góry u muszki owocowej 
(kompleks BX-C i ANT-C), u dołu u myszy (4 kompleksy HOX; liczby w nawiasach oznaczają 
numer chromosomu). Pozycja genu w kompleksie decyduje o miejscu jego ekspresji wzdłuż osi 
przednio-tylnej ciała zwierzęcia (strzałki). Geny o największym stopniu homo logii oznaczono takimi 
samymi symbolami. W środku: kompleks genów składających się na zootyp u wspólnego domniema
nego przodka wszystkich zwierząt. (Du bo u le  i współaut. 1990, K ru m lau f 1992, uproszczone).

Jakkolwiek wciąż jeszcze nie jest wyjaśniona funkcja tych genów u kręgow
ców, nie ulega wątpliwości, że grają one rolę w różnicowaniu się postaci osobnika. 
Dowiodły tego bezpośrednio badania, w których po wprowadzeniu do zarodków 
żaby Xenopus produktów genu Hox (lub przeciwciał skierowanych przeciw biał
kom kodowanym przez te geny) uzyskano zaburzenia rozwojowe (Harvey












