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GENY Z SEKWENCJA HOMEOBOKSU A EWOLUCJIA ZWIERZAT

Genetyka rozwoju przez dHjgi czas nie nadgzata za szybkim rozwojem innych
dziatéw genetyki. Aprzeciez wiadomo byto od dawna, ze ksztattowanie sie postaci
osobnika, czyli morfogeneza, odbywa sie wedtug wzoréw odziedziczonych po
rodzicach, z czego wynika wniosek, ze musza by¢ za to odpowiedzialne jakie$
geny. Klasyczna metoda badania roli genéw polega na analizie zmian spowodo-
wanych mutacjami. Po czym jednak mjzna rozpozna¢ geny kierujace morfo-
geneza? Ich mutacje powinny zaburza¢ plan budowy osobnika, powodujac na
przykiad, ze narzady pojawig sie w nietypowym miejscu, liczbie czy stadium
rozwoju, albo tez nie rozwing sie wcale. Tego typu mutanty znano od kilkudzie-
sieciu lat u gatunkéw o Scisle zdeterminowanym rozwoju mozaikowym, do jakich
nalezy klasyczny obiekt badan genetycznych — muszka owocowa, Drosophila
melanogaster. Jednak dopiero zastosowanie nowoczesnych metod biologii
molekularnej pozwolito na poznanie struktury i przypuszczalnej funkcji tych
genéw, co spowodowato przetom w genetyce rozwoju. Analiza ta doprowadzita
do odkrycia konserwatywnej ewolucyjnie rodziny genow regulatorowych, wspol-
nej — jak sie teraz wydaje — dla wszystkich zwierzat.

GENY KIERUJACE ROZWOJEM MUSZKI OWOCOWEJ

Punktem wyjscia badan genetycznych nad rozwojem muszki byto odkrycie
specjalnego typu mutacji, zwanych homeotycznymi, ktore powoduja, ze struktura
typowa dla jednej okolicy ciata wyksztatca sie w zupetnie innym miejscu, na
przyktad mutacja genu Antennapedia (Antp) powoduje, ze zamiast czutka na
glowie wyrasta odndze, a mutacja bithorax (bx) wywotuje zamiane czesci segmen-
tu odwlokowego na tutowiowy, wskutek czego wyrasta druga para skrzydet.
Stopniowo poznawano takze inne mutacje rozwojowe, ktore zaburzaty symetrie
ciata, redukowaly liczbe segmentdw lub sposéb ich wyksztatcenia. Analiza tych
mutacji pozwolita zidentyfikowa¢ okoto 100 tego typu gendw, miedzy innymi
wplywajacych na wyznaczenie symetrii grzbieto-brzusznej lub wyznaczajgcych
pozycje na osi przednio-tylnej. Te ostatnie zostaty najlepiej poznane, wiele z nich
juz sklonowano, poznano ich sekwencje nukleotydowe i zidentyfikowano kodo-
wane przez nie biatka. Co wiecej, badano miejsca ekspresji tych genéw w kolej-
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nych stadiach rozwojowych u form dzikich i mutantéw. W tym celu, metoda
hybrydyzacji in situ, lokalizowano na przekrojach przez ciato zarodka transkrypty
MRNA, stosujac znakowane radioaktywnie sondy komplementarne do odpowied-
nich genéw (lub antysensowne nici RNA), albo tez wykrywano za pomoca
specyficznych przeciwciat rozmieszczenie kodowanych przez te geny biatek.
Dziegki tym badaniom zaczyna si¢ juz wylaniaC obraz dziatania tych gendw
W rozwoju.

Rozwdj muszki owocowej przebiega bardzo szybko; po zaptodnieniu, jgdra
zygoty dzielg sie co okoto 10 minut, po czymjadra potomne otoczone cytoplazma
wedrujg ku obwodowi jaja, tworzac po 2 i V2godz. od zaptodnienia syncytialng
blastoderme, ktdra nastepnie po utworzeniu bton komoérkowych (celularyzacja)
przeksztatca sie w blastoderme komorkows, w Srodku wypetniong zéttkiem (rys.
1). W 3 M2godz. po zaptodnieniu rozpoczyna sie gastrulacja i ruchy komérkowe
doprowadzajace do powstania larwy, ktéra po 20 godzinach wylega sie zjaja
a nastepnie przechodzi przez 3 stadia larwalne. Po 5 dniach powstaje poczwarka
a po 9 dniach posta¢ dorosta. Plan budowy osobnika zostaje zdeterminowany juz
pierwszego dnia rozwoju, w stadium blastodermy, gdyz wtedy uaktywniajg sie
geny wyznaczajgce pozycje i organizacje przysztych segmentéw ciata. Geny te
koduja biatka typu regulatorowego, ktore facza sie ze specyficznymi sekwencjami
DNA w kontrolowanych przez siebie genach i jako czynniki transkrypcyjne
uruchamiajg ich transkrypcje, albo ja reprymujg. Analiza ekspresji u form dzikich
i mutantéw wykazata, ze geny kontrolujace rozwoj zarodka wzdtuz osi przednio-
-tylnej wystepuja w 5 grupach, tworzacych hierarchiczny uktad regulacyjny (In-
gham 1988), przedstawiony na rysunku 1

GENY POLARNOSCI JAJA

Nadrzedng pozycje zajmujg geny polarnosci jaja, ktore decydujg o orientacji
przedniej i tylnej czeSci ciata. Sg to geny powodujace tak zwany efekt mateczny,
gdyz ich produkty zostajg zdeponowane w oocycie jeszcze pod kontrolg genotypu
matki. Jako przyktad moze postuzy¢ gen bicoid (bed), wyznaczajacy przedni
koniec ciata przysztego zarodka. Zarodki mutantéw sa pozbawione glowy i stru-
ktur tutowiowych, ale mozna temu zapobiec przeszczepiajac cytoplazme z prze-
dniej czesci jaj typu dzikiego. Gen bicoid ulega ekspresji w komorkach odzyw-
czych wystepujacych w jajniku matki, skad czasteczki mRNA przechodzg do
oocytu, gdzie od razu zostajg zakotwiczone (prawdopodobnie przez elementy
cytoszkieletu), wyznaczajac przedni biegunjaja. Zaraz po zaptodnieniu na matry-
cach mRNA zostaje zsyntetyzowane biatko genu bicoid, ktore rozprzestrzenia sie
siegajac do potowy dhugosci jaja i tworzy gradient stezenia, malejacy ku tytowi.
Produkt genu bicoid zachowuje siejak typowy morfogen, to znaczy jak substancja
wywotujaca specyficzng indukcje, gdyz cytoplazma zawierajaca biatko tego genu
po wprowadzeniu w dowolng okolice mutanta bicoid indukuje w miejscu iniekcji
powstanie struktur charakterystycznych dla przedniej czesci ciata.
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GODZINY EKSPRESJA GENOW KODOWANE BIALKA
ROZWOIU ZAWIERAJA

POLARNOSCI JAJA

SEGMENTACJI

(GAP GENES) pC

SEGMENTACJI
(PAIR RULE GENES)

SEGMENTACJI
(POLAROSCI SEGM.)

HOMEOTYCZNYCH
Antennapedia Ultrabithorax

Rys. 1. Hierarchia genéw regulatorowych uruchamianych w pierwszych 10 godzinach rozwoju
zarodka Drosophila melanogaster; j — jadro. Schematycznie zaznaczono rozktad transkryptéw
mRNA lub biatek kodowanych przez niektére geny i uktadajacych sie w coraz doktadniejszy wzor
segmentacji. Biatka kodowane przez te geny sa czynnikami transkrypcyjnymi, zawierajacymi
homeodomeneg(H)lubdomengpalcéwcynkowych (PC). (Ingham 1988,Biggin i Tjian 1989b).

W tym samym czasie ulegajg tez translacji transkrypty innych genéw wyzna-
czajacych tylny koniec jaja i niezbednych do uformowania potem segmentéw

odwiokowych. Dane na temat efektowfgendw matecznych zestawit Bilinski
(1992).
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GENY SEGMENTACH

Nastepng grupe stanowig geny segmentacji, uaktywniajace sie dopiero
w zarodku. Dzielg sie one na trzy kategorie. Pierwsze w szeregu hierarchicznym
sg geny, ktdrych transkrypcjaprzypadajeszcze na okres syncytialnej blastodermy.
Ich mutacje powodujg brak wielkich partii ciata (stad angielska nazwa gap genes)
i wczesng letalno$¢. Aktywno$¢ tych gendw jest uruchamiana lub reprymowana
— zaleznie od okolicyjaja— przez zdeponowane tam poprzednio produkty genow
polamosci jaja. Dzieki wzajemnym, skomplikowanym i stabo jeszcze poznanym
oddziatywaniom, geny tej grupy sg odpowiedzialne za wyznaczenie duzych stref
zarodka (rys. 1), w obrebie ktérych beda dziataty geny segmentacji nizszej rangi.

Do drugiej kategorii naleza geny o bardziej lokalnym dziataniu, wyznaczajace
regiony tak zw°nych parasegmentdw (sa to zaczatki segmentacji). Ekspresja tych
gendw zbiega sie w czasie z celularyzacjg blastodermy, a ich mutacje powoduja
brak co drugiego parasegmentu, na przykfad mutanty genufushi tarazu (ftz; po
japonsku — za mato segmentdw) nie majg parasegmentow nieparzystych, nato-
miast mutantom even-skipped (eve) brak parasegmentdw parzystych (stad angiel-
ska nazwa calej tej kategorii gendw pair rule genes). Wspo6lne dziatanie gendw
pierwszej i drugiej kategorii doprowadza do podziatu blastodermy zarodka na
strefy odpowiadajace przysztym 14 parasegmentom.

Trzecig kategorie stanowig geny polarnosci segmentéw (ang. segment polarity
genes), ktore wyznaczajg okres$long czes¢ (przednig lub tylng) poszczegoélnych
segmentow. U mutantéw zaburzona cze$¢ parasegmentu jest zbudowana jako
lustrzane odbicie czesci pozostatej. Dopiero aktywnos¢ tych gendw doprowadza
do wytworzenia ostrych granic miedzy parasegmentami (rys. 1).

Kolejna ekspresja przytoczonych dotad kategorii gendw stwarza wiec coraz
dokfadniejszg mozaike sygnatdw pozycyjnych, wyposazajgc kazda komorke
w zestaw informacji precyzujacych jej lokalizacje w zarodku. Wprawdzie wzor
ekspresji gendw polarnosci jaja oraz dwu pierwszych grup gendw segmentacji jest
przemijajacy i zanika po gastrulacji, ale w komérkach pozostaje trwaty Slad; jest
nim trwata aktywacja odpowiednich genéw polarnosci segmentéw i genow
homeotycznych (Ingham 1988).

GENY HOMEOTYCZNE KOMPLEKSU ANTENNAPEDIA | BITHORAX

Nadole hierarchii wystepuje kategoria genéw homeotycznych, ktére decydujg
o0 prawidtowym typie zréznicowania kazdego segmentu zgodnie z jego pozycja
wzdtuz osi przednio-tylnej (niektore zaburzenia funkcji tych wiasnie gendw obja-
wiajg sie jako mutacje homeotyczne, stad nazwa). Gtowne geny homeotyczne
wystepujg w trzecim chromosomie muszki owocowej, w postaci dwu komplekséw
genow sprzezonych, z ktorych kompleks Antennapedia (ANT-C) wyznacza roz-
nice miedzy segmentem gtowowym a § zema segmentami tutowia, za$ kompleks
bithorax (BX-C) réznice miedzy segmentami tutowia a odwioka. Na przykiad
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larwy z catkowitym ubytkiem kompleksu BX-C majg gtowe i przednig czes¢
tutowia normalng ale poczawszy od czwartego parasegmentu wszystkie nastepne
sg zbudowane jednakowo.

Oba kompleksy zostaty sklonowane i zbadano ich ekspresje. Rozpoczyna sie
ona bezpos$rednio przed celularyzacijg blastodermy i poczatkowo jest do$¢ rozlegta
tworzac zachodzace na siebie strefy. Ekspresja tg kieruje skomplikowana kombi-
nacjaproduktéw zaréwno gendw polarnoscijaja, jaki gendw segmentacji. W miare
jak produktéw tych przybywa, wskutek wigczania sie aktywnosci kolejnych kate-
gorii gendw segmentacji, ekspresja gendw homeotycznych staje sie coraz bardziej
precyzyjna.

Regulacja genéw w obu kompleksach jest bardzo ztozona, na co wskazuje
niezwykle dtugi ciag sekwencji regulatorowych, na przyktad w kompleksie BX-C
sekwencje kodujace biatka majg dtugos¢ tylko 20000 nukleotyddw, natomiast
sekwencje regulatorowe az 300000. Ponadto kompleks ten, skfadajacy sie tylko
z trzech gendéw, decyduje o wyksztatceniu az 9 parasegmentow (rys. 2), dzieki
alternatywnym sposobom obrébki pierwotnych transkryptow RNA, zmieniajagcym
sie zaleznie od czasu i miejsca, w ktdérym nastepuije transkrypcja. Aco najbardziej
zadziwiajace — poszczeg6lne geny obu kompleksow sg utozone w chromosomie
w takiej samej kolejnosci jak parasegmenty, ktorych specjalizacje wyznaczajg! Te
kolineamo$¢ organizacji i funkcji genéw kompleksu BX-C opisat po raz pierwszy
Lewis (1978).

Mechanizm tych zaleznosci nie jest jeszcze dostatecznie poznany, ale mozna
go sobie wyobrazi¢ nastepujaco (rys. 2). Przypuszczalnie poczatkowo chromatyna
tego kompleksu jest skondensowana (lub w jakis$ inny sposéb zablokowana) we
wszystkich komérkach. Stopniowo w komdrkach kolejnych parasegmentéw (od
przodu ku tytowi) coraz to dalsze odcinki chromatyny przechodza w stan aktywny,
udostepniajac kolejne sekwencje regulatorowe w promotorze. Przytaczajace sie do
tych sekwencji czynniki transkrypcyjne umozliwiajg rozpoczecie transkrypcji
coraz dalej potozonych gendw. Jednoczes$nie czynniki te muszg mie¢ wpltyw na
alternatywne sposoby obrobki pierwotnego transkryptu, wskutek czego na matry-
cy trzech tylko genéw powstaje szereg roznych czasteczek mRNA i biatek.

Opisany powyzej mechanizm powoduje, ze zestaw zsyntetyzowanych biatek
regulatorowych zmienia-sie¢ w komorkach kolejnych parasegmentéw i wywotuje
w pamieci komdrkowej trwaty $lad, zachowany nie tylko w komorkach larwy ale
takze w komérkach tarcz imaginalnych stanowigcych zawiazki, z ktérych powstaje
W czasie przeobrazenia ciato dorostego owada.

SEKWENCJA HOMEOBOKSU U DROSOPHILA MELANOGASTER

Klonowanie genéw homeotycznych kompleksu ANT-C i BX-C wykazato, ze
wszystkie one zawierajg sekwencje dtugosci 180 nukleotyddw o bardzo wysokim
stopniu homologii. Sekwencja ta, odkryta w 1984 roku (M cGinnis i wspétaut.
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Rys. 2. Organizacja kompleksu bithorax (BX-C) u Drosophila. Kompleks skfada sie z 3 gendw (Ubx,
abd-A i Abd-B) oraz 9 sekwencji regulatorowych, wyznaczajacych strukture parasegmentéw 5-13.
U dotu pokazano aktywnos$¢ genéw w parasegmentach P5, P6 i P7. W kolejnych parasegmentach
odstaniajg sie coraz dalsze odcinki chromatyny, udostepniajgc nowe sekwencje regulatorowe.
Przylaczajace sie do nich czynniki transkrypcyjne (pionowo zakreskowane) uruchamiajg transkry-
pcje i wptywajg na sposéb obrébki RNA, wskutek czego w kazdym parasegmencie powstaje inny
zestaw biatek (czarne kétka, kwadraty i trojkaty). (Alberts i wspétaut. 1989, zmienione).

1984b, Gehring 1987) i nazwana homeoboksem (ang. homeobox), zostata potem
znaleziona rowniez w genach polarnosci jaja i w wielu genach segmentacji (rys.
1) a takze w niektdrych genach wyznaczajacych o$ grzbieto-brzuszna. (Historie
badan, ktére doprowadzity do tych odkry¢, interesujgco opisata Kindhauser,
1986). Homeoboks koduje domene biatkowg (rys. 3), czyli funkcjonalny fragment
czasteczki biatka, o dtugosci 60 aminokwasow (rys. 4), ztozong z trzech alfa-heli-
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kséw, ktorych struktura o motywie ,,heliks-skret-heliks” (ang. helix-turn-helix)
podobnego typu, jak w niektérych czynnikach transkrypcyjnych drozdzy i proka-
riontdéw, od razu wskazywata na zdolno$¢ wiazania sie ze specyficznymi sekwen-
cjami DNA. Obecnie wiadomo, ze homeodomena gra role czynnika regulujacego
transkrypcje, co w odniesieniu do niektorych gendw zostato wykazane ekspery-
mentalnie in vivo (Biggin i Tjian 1989a) i in vitro (Han i wspdtaut. 1988).

Rys. 3. Gen z homeodomeoboksem koduje biatko sktadajace sie z czeSci zmiennej i bardzo kon-
serwatywnej homeodomeny.

Metoda krystalografii rentgenowskiej wyznaczono juz strukture przestrzenng ho-
meodomeny genu engrailed oraz sposob jej wigzania sie z sekwencjg TAATX
w DNA (Kissinger i wspotaut. 1990).

Biatka zawierajgce homeodomeneg biorg udziat w skomplikowanych oddziaty-

HOMEODOMENA

Consensus A
RKRGRTTYTRYQTLELEKEFHFNRYLTRRRRIEIAHALCLTERQIKIWFQNRRMKWKKEN

Labial (muszka owocowa)

NNS - - - NF- NK- LT A NT- Q- N- T-Viieien, Q- -RV
PGGL - - NF- TR- LT K--8-A--V---AT- G- N- T-V..ooovviiinniinn Q- -RE
Hox-2.9 (mysz)

Antennapedia (muszka owocowa)
Hox-2.3 (mysz)

Rys. 4. Sekwencja aminokwasoéw (oznaczenia jednoliterowe) homeodomeny w odpowiadajacych

sobie genach u muszki owocowej i myszy. Kreski oznaczajg aminokwasy zgodne z sekwencja

stanowigcg konsensus (u gory). Klamra oznaczono 12 aminokwaséw, ktére wigzg sie ze specyficz-

nymi sekwencjami DNA w regulowanym przez dang homeodomene genie. (De Robertis i wspot-
aut. 1990, zmienione).

waniach, regulujac powigzane ze sobg funkcjonalnie zespoty gendw. Jezeli bo-
wiem promotor jakiego$ genu ma wiele sekwencji rozpoznawanych przez rézne
homeodomeny (kodowane przez r6zne geny), to moga one dziata¢ antagonistycz-
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nie lub synergistycznie. W ten sposéb niewielka liczba biatek regulatorowych
dziatajagc w réznych kombinacjach moze kontrolowaC w sposob specyficzny
aktywnos¢ wielu genéw. To ttumaczy zaréwno hierarchiczne zaleznosci miedzy
tymi genami, jak i autoregulacje, jezeli sekwencja regulatorowa w promotorze
jakiegos genu jest rozpoznawana przez jego wiasny produkt.

Inne geny kierujgce rozwojem Drosophila, ale nie zawierajgce homeoboksu,
kodujg inne domeny biatkowe zdolne do specyficznego wigzania z DNA. Na
przyktad w pierwszej kategorii genow segmentacji (gap genes) wykryto obecno$é
fragmentu kodujgcego domeny biatkowe typu palcéw cynkowych (ang. zinc
fingers) wystepujace w niektorych czynnikach transkrypcyjnych. W niektérych
genach segmentacji opisano réwniez sekwencje regulatorowa oznaczong symbo-
lem Pax (ang. paired box).

SEKWENCJE HOMEOBOKSU U SSAKOW

Odkrycie sekwencji homeoboksu w genach kierujacych rozwojem Drosophila
od razu nasuneto przypuszczenie, ze moze ona odgrywac role takze u innych
organizméw. Rzeczywisto$¢ przeszta jednak najSmielsze oczekiwania! Postugu-
jac sie ta sekwencjg jako sondg do hybrydyzacji DNA, otrzymanego z banku
genomow rdznych zwierzat, stwierdzono obecno$¢ homeoboksu zaréwno
u bezkregowcow jak i kregowcow, w tym takze u ssakow (Levine i wspdtaut.
1984, M cGinnis i wspotaut. 1984a). Geny zawierajgcehomeoboks zostaty dos¢
dobrze zbadane u myszy i czlowieka, u ktdrych znaleziono ich juz okoto 30,
i nazwano genami Hox (De Robertis i wspotaut. 1990, Duboule i wspdtaut.
1990). U obu gatunkéw geny te wystepuja w 4 grupach (kazda w innym chromoso-
mie) jako kompleksy HOX (rys. 5). Utozenie gendw w kazdym z kompleksow
wykazuje bardzo duze podobienstwo do potaczonych komplekséw ANT-C i BX-C
u Drosophila (jakkolwiek nie w kazdym z komplekséw wystepujg wszystkie
geny), to znaczy najbardziej homologiczne w stosunku do siebie geny sg utozone
w tej samej kolejnosci. Homologia dotyczy gtéwnie sekwencji kodujacej homeo-
domeng, a zwihaszcza jej fragment skladajacy sie z 12 aminokwasow (rys. 4)
bioracych bezposredni udziat w wigzaniu homeodomeny z DNA (Krumlauf
1992). Co wiecej, okazato sie, ze podobnie jak u Drosophila istnieje zwigzek
miedzy kolejnoScig utozenia gendw w chromosomie a topografig ich aktywnosci
wzdhuz osi ciata! Geny usytuowane najblizej korica 5'DNAwyznaczajgtopografie
struktur potozonych najbardziej ku tytowi. Zwlaszcza przednia granica ekspresji
poszczegblnych gendw Hox w uktadzie nerwowym oraz w odcinkach sklerotomu
(zaczatki kregow) zarodka myszy jest bardzo wyrazna i odpowiada kolejnosci tych
genéw w chromosomie (rys. 5).

Geny komplekséw HOX wykazuja podobienstwo do gendéw homeotycznych
u Drosophila nie tylko pod wzgledem struktury; zachowaty one takze swe pier-
wotne funkcje: po wprowadzeniu do organizmu muszki owocowej genu myszy
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odpowiadajacego genowi Antennapedia i spowodowaniujego nadmiernej ekspre-
sji, uzyskano muchy z odnézami zamiast czutkow, podobnie jak przy nadmiernej
ekspresji wiasnego genu (Akam 1991).

Rys. 5. Podobienstwo uktadu i ekspresji genéw kierujgcych rozwojem: u géry u muszki owocowej
(kompleks BX-C i ANT-C), u dotu u myszy (4 kompleksy HOX; liczby w nawiasach oznaczajg
numer chromosomu). Pozycja genu w kompleksie decyduje o miejscu jego ekspresji wzdtuz osi
przednio-tylnej ciata zwierzecia (strzatki). Geny o najwiekszym stopniu homologii 0oznaczono takimi
samymi symbolami. W $rodku: kompleks genéw sktadajgcych si¢ na zootyp u wspoélnego domniema-
nego przodka wszystkich zwierzat. (Du bo ule i wspoétaut. 1990, Krumlauf 1992, uproszczone).

Jakkolwiek wcigz jeszcze nie jest wyjasniona funkcja tych gendw u kregow-
cow, nie ulega watpliwosci, ze graja one role w réznicowaniu sie postaci osobnika.
Dowiodty tego bezposrednio badania, w ktérych po wprowadzeniu do zarodkéw
zaby Xenopus produktow genu Hox (lub przeciwciat skierowanych przeciw biat-
kom kodowanym przez te geny) uzyskano zaburzenia rozwojowe (Harvey


















