Charakterystyka genow z motywem T
odpowiedzialnych za krotkoogoniastos¢
I bezogoniastosc oraz ich rola

u wybranych gatunkow zwierzat

Agata Czapla*, Joanna Gruszczyiska®, Pawet Sysa?

z Katedry Genetyki i 0géInej Hodowli Zwierzat Wydziatu Nauk o Zwierzetach! oraz Zaktadu
Histologii i Embriologii Katedry Nauk Morfologicznych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie?

wielu gatunkéw kregowcéw i bez-

kregowcéw za brak ogona odpowie-
dzialny jest gen nalezacy do rodziny ge-
néw z motywem T. Gen T/Brachyury na
etapie rozwoju zarodkowego bierze udzial
w procesie réznicowania struktur osio-
wych, takich jak struna grzbietowa czy
cewa nerwowa. Dlatego bezogoniasto$¢
i krétkoogoniasto$¢ wywolana mutacja
genu T/Brachyury wiaze si¢ z wystepo-
waniem wielu innych wad ujawniajacych
sie gtéwnie u homozygot w czasie rozwo-
ju zarodkowego. Nieprawidlowosci w roz-
woju embrionalnym zwykle sa przyczyna
$mierci takich zarodkéw.
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Rodzina genéw z motywem T

Cecha charakterystyczna gendéw naleza-
cych do rodziny genéw z motywem T jest
obecnos¢ konserwatywnej domeny, ktéra
po raz pierwszy zidentyfikowano w genie
Brachyury u myszy (1). Domena ta kodu-
je region polipeptydowy, ktéry nazwano
kaseta T (T-box). Domena T, w zalezno-
$ci od gatunku zwierzecia, koduje oko-
fo 180-200 aminokwaséw (2). Geny z se-
kwencja T odgrywaja istotna role podczas
rozwoju zarodkowego zaréwno u bezkre-
gowcow, jak i kregowcow. Geny te ulegaja
ekspresji w okreslonych tkankach zarodka

w trakcie gastrulacji i organogenezy oraz
w niektorych tkankach organizméw doro-
stych (2, 3, 4, 5).

Pierwszym odkrytym genem nalezacym
do rodziny genéw z motywem T byl gen
Brachyury zwany réwniez genem 7T (od:
tail — ogon), ktdry jest odpowiedzialny za
krétki ogon u myszy (2). W 1990 r. gen T
zostal sklonowany, a pézniejsze badania
wykazaly, ze jest to gen, ktéry koduje bial-
ko, bedace czynnikiem transkrypcyjnym
(2, 6). Jednak analiza molekularna genu 7'
nie potwierdzila jego przynaleznosci do
zadnej znanej wowczas rodziny czynni-
kéw transkrypcyjnych, a jego sekwencja
nie okazata si¢ zblizona do sekwencji zad-
nego zbadanego juz genu. W 1992 r. wraz
z odkryciem homologii w sekwencji genu
T u myszy, a nowo sklonowanym genem
omb Drosophila, okazalo sig, ze gen T nie
jest jedynym genem z domena T (6). Bollag
iwsp. (2) w 1994 r. wykazali istnienie w ge-
nomie myszy rodziny genéw ,spokrewnio-
nych” z genem T, ktéra nazwano rodzina
gendw z kasetg T. W kolejnych latach od-
kryto nowe geny z kaseta T, miedzy inny-
mi u: nicienia Caenorhabditis elegans (7),
szkartupni z rodzaju Hemicentrotus (7),
oslonic z rodzaju Ciona (8) i Halocynthia
(9), muszki owocowej (10), lancetnika (7),
Danio rerio (11), Xenopus laevis (12), kury
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domowej (13), psa domowego (4), bydla

(14), krolika (15) i cztowieka (16).

W wyniku analizy filogenetycznej rodzi-
ne genow z kaseta T podzielono na 5 pod-
rodzin (tab. 1).

Geny z kaseta T sg bardzo starg ewolu-
cyjnie grupa genéw. Prawdopodobnie po-
wstaly u bezposredniego przodka zwie-
rzat wielokomérkowych. Sekwencja genu
z kaseta T byta obecna od poczatku ewo-
lucji wielokomérkowcdw. Dalsza ekspansja
polegala na duplikacji takiego genu w po-
szczegblnych grupach zwierzat (2). Na
podstawie analizy filogenetycznej mozna
whnioskowad, ze genom wiekszosci gatun-
kéw zwierzat zawiera przynajmniej pie¢
genow z kaseta T, ,spokrewnionych” z ge-
nami: T, Thx1, Tbx2, Thx6 i Tbhrl myszy.

W obrebie rodziny genéw z kaseta T
wystepuje korelacja miedzy stopniem ,spo-
krewnienia” a miejscem ekspresji. Istnie-
jacy zwiazek ma dwa niezalezne aspekty:
1. Wewnatrzgatunkowy — blisko spokrew-

nione, niebedace ortologami geny tej sa-
mej podrodziny moga ulega¢ ekspresji
w tych samych obszarach zarodka, na
przyklad: pary genéw mu-Tbx2/Tbx3
i mu-Tbx4/Tbx5, ktére wykazuja po-
dobny wzor ekspresji (17) oraz wyrazne
podobienistwo sekwencji nukleotydowej.
Mozna uznaé, ze te i inne stosunkowo
niedawno powstale pary genéw pelnia
te same funkcje w obszarze ich wspdl-
nej ekspresji, a unikalna funkcje w ob-
szarze, gdzie podlegaja ekspresji indy-
widualnie.

2. Miedzygatunkowy — ortologiczne geny
zachowuja podobienistwo miejsca eks-
presji i petnionej funkeji (2), na przy-
kfad: geny homologiczne z genem Bra-
chyury czy przedstawiciele podrodziny
genéw Thx2. Geny te wykazuja podob-
ny wzor ekspresji oraz pelnia zblizone
funkcje u gatunkéw tak réznych, jak
kura domowa, mysz domowa, cztowiek
czy muszka owocowa (2).

Struktura biatek zdomena T

Biatka z domena T kodowane sa przez geny
zawierajace sekwencje T (kasete T). Bial-
ka z domena T maja zwykle mase od 50 do
78 kDa, w zaleznosci od rodzaju biatka
i gatunku zwierzecia. Wykazano, ze bial-
ko Brachyury wigze w specyficzny sposéb
DNA i funkcjonuje jako aktywator trans-
krypcji (1, 5, 9, 10, 18). Analiza krystalo-
graficzna domeny T biatka Xbra Xenopus
laevis wykazala, ze domena ta nie przypo-
mina zadnej innej domeny wiazacej DNA
i jest specyficzna tylko dla tej rodziny bia-
tek (19). Badania nad kolejnymi biatkami
z domena T wskazaly na obecno$¢ co naj-
mniej dwdéch domen: wiazacej DNA, kt6-
ra jest sekwencyjnie specyficzna (T-box)
oraz regulacyjnej (3, 5).
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Demay i wsp. (20) wykazali, ze bialko
Tbx2 rozpoznaje i wiaze wysoce skonden-
sowana chromatyne mitotyczna, jadrowe
DNA oraz oddzialuje specyficznie z N-
-koricowym odcinkiem histonu H3 (20).

Budowa i funkcje domeny T

Domena T, bedaca regionem wielkosci
okolo 200 aminokwasdw, jest niezbedna
i wystarczajaca do specyficznego wiaza-
nia sekwencji DNA (2, 3, 5, 10, 18). Nalezy
ona do jednych z wiekszych domen wigza-
cych DNA — stanowi okolo % masy calego
biatka T (17-26 kDa). Poszczegélne bial-
ka T u réznych gatunkéw zwierzat réznia
sie stopniem homologii w obrebie dome-
ny T. Jednak istnieja pewne regiony, ktére
sa w 100% konserwatywne. W zaleznosci
od stopnia podobieristwa biatka z domena
T zostaly dodatkowo podzielone na pod-
rodziny (5). Bialka te wiaza DNA w rézny
sposob, moga tworzy¢ homo- lub heterodi-
mery. Na przyktad biatko Brachyury chet-
nie wiaze sekwencje palindromowa T(G/C)
ACACCTAGGTGTGAAATT jako dimer
(10). Wykazano réwniez, ze Brachyury
moze wigza¢ pélpalindromowe sekwen-
cje, takie jak (T/C)TTCACACCT (21, 22).

Miiller i Hermann (19) wykazali, Ze bial-
ko Xbra wiaze si¢ z DNA jako dimer. Bial-
ko to oddzialuje z mniejszym i wigkszym
rowkiem w DNA. C-konicowa helisa biat-
ka jest gteboko wsunieta w powiekszony
wiekszy rowek DNA, przy czym nie naste-
puje zginanie podwéjnej helisy DNA (19).

Inne biatko z domena T, biatko Mga,
posiada dodatkowo domene o charakterze
suwaka leucynowego (basic helix-loop-he-
lix leucine zipper — bHLH-zip), za pomo-
ca ktoérego bialko to taczy sie z biatkiem
Max. W wyniku tej dimeryzacji biatko Mga
funkcjonuje jako aktywator transkrypcyjny
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The purpose of this paper was to describe the T-box
genes and their function in selected animal spe-
cies. T-box genes are crucial in normal embryon-
ic development. These genes are expressed in spe-
cific tissues of the embryo during gastrulation and
organogenesis and in certain tissues of adult or-
ganisms. The T-box genes play a significant role
during embryonic development both in the inver-
tebrates and vertebrates. Mutations of these genes
lead to major developmental anomalies of tissues
and organs derived from embryonic posterior mes-
oderm. The first T-box gene described was Brachy-
ury gene, also known as T-box gene (T, from “tail").
Mutation in this gene causes short-tail phenotype
in mice. In other animal species taillessness is also
caused by mutation in gene of T-box genes family.
During embryonic development T/Brachyury is in-
volved in differentiation of axial structures such as
the notochord or the neural tube. Therefore tail-
absent and short-tailed phenotypes are associated
with a number of other defects that occur during
embryonic development. These abnormalities usu-
ally cause death of developing embryos. It is there-
fore essential to the human and animal health to
design reliable tests for identifying carriers of spe-
cific mutations.

Keywords: T-box gene family, mutations, short-tail,
taillessness.

Tabela 1. Podziat rodziny genéw z kaseta T u réznych gatunkéw zwierzat na podrodziny (2, 17)

Podrodzina
T Thx1 Thx2 Thx6 Torl

hu-T hu-Tbx1 hu-Tbx2 hu-Tbx6 hu-Torl
hu-Tbx19 hu-Tbx10 hu-Tbx3 mu-Mga hu-eomesodermin
mu-T hu-Tbx15 hu-Tbx4 mu-Tbx6 hu-Thx21
ch-T hu-Tbx18 hu-Tbx5 ch-Tbx6L mu-Thrl
Xbra hu-Tbx20 mu-Tbx2 x-Vegl x-Eomes
zfT hu-Tbx22 mu-Thx3 Zf-Thx6 am-Eomes/Tbrl/
amBra-1 mu-Tbx1 mu-Tbx4 am-Thx6/ 16 Thx21
amBra-2 dm-H15 mu-Thx5
ch-TbxT ce-thx12 ch-Thx3
as-T am-Tbx1/10 ch-Tbx5
dm-Trg am-Tbx15/18/22  x-ET
su-Ta am-Tbx20 dm-omb

ce-thx2

am-Thx2/3

am-Thx4/5

Objasnienia: hu - human (cztowiek); mu - murine (mysz); ch - chick (kura); x - Xenopus laevis; zf - zebra-
fish (danio pregowane); dm - Drosophila melanogaster (muszka owocowa); am - amphioxus (lancetnik);
ce - Caenorhabditis elegans; su - sea urchin (szkartupnie); as -ascidian (ostonice)
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o potencjalnej podwdjnej specyficznosci.
Reguluje ono geny posiadajace, albo miej-
sce wigzgce biatko Max, albo miejsce wig-
zace domene T (23).

U ludzi biatko Tbx 22 posiada skréco-
na domene T. W zwiazku z brakiem kom-
pletnej domeny biatko to prawdopodobnie
nie wiaze DNA. Wynika z tego, ze biatko
Tbx22 pelni inna role niz pozostale biatka
nalezace do rodziny bialek z domena T (24).

Budowa i funkcje domen regulacyjnych

Domeny regulacyjne znajduja sie na koficu
C biatka z domena T. Wykazano, ze biatka
z domeng T moga funkcjonowac jako ak-
tywatory lub represory transkrypcji. Jed-
nak wiekszos¢ bialek pelni role aktywato-
réw transkrypcji.

Biatko Tbx2 czlowieka dziala jako re-
presor (25). Tbx2 jest represorem pro-
motora TRP-1 (tyrosinase-related
protein 1— TRP-1) specyficzego dla mela-
nocytéw. Linie komérkowe melanocytéw
i melanoblastéw, ale nie prekursoréw mela-
noblastéw, wykazuja ekspresje genu Thx2.
Mimo ze elementy MSEu i MSEi (melano-
cyte specific elements — MSE) w obrebie
promotora TRP-1 s3 rozpoznawane za-
réwno przez biatko Tbx2, jak i MSF (mela-
nocyte-specific factor — MSF), ale jedynie
Tbx2 wiaze wymienione elementy. Wiaza-
nie elementéw MSE przez bialko Tbx2 ko-
reluje z hamowaniem transkrypcji TRP-1.
Wykazano, ze mutacja jednego z elemen-
téw promotora TRP-1, w wyniku ktdrej nie
podlega on represji prowadzi do zmniej-
szenia wigzania przez biatko Tbx2 (25).

He i wsp. (26) wykazali, ze bialko eome-
sodermin zaby Xenopus, ortolog biatka
Tbx3 czlowieka, funkcjonuje jako represor
transkrypcji (26). Carlson i wsp. (27) po-
twierdzili te funkcje dla biatka Tbx3 u lu-
dzi. Domena represyjna (RD1) znajduje
sie miedzy 567 a 623 aminokwasem bial-
ka Tbx3 i jest dominujaca wéréd innych
domen tego biatka, ktére wykazuja zdol-
no$¢ aktywacji transkrypcji (27).

Miejsce wystepowania
i rola biatek zdomena T

Geny nalezace do rodziny genéw z moty-
wem T sa swoiste komérkowo i odpowiadaja

za réznicowanie komoérek. Geny te ulega-
ja ekspresji w okreslonych typach komé-
rek lub okreslonych narzadach podczas
rozwoju embrionalnego i sa niezbedne
do prawidlowego rozwoju tych komoérek.
Wykazano, ze biatka z domena T, ktérych
lokalizacja wewnatrzkomoérkowa byla ana-
lizowana, wystepuja wylacznie wewnatrz
jadra komérkowego. Taka lokalizacja bia-
tek z domeng T, ich zdolno$¢ do wiazania
DNA oraz regulacji transkrypcji pozwala
na spelnianie funkeji regulacyjnej podczas
rozwoju. O waznej roli biatek z domeng T
$wiadczy réwniez fakt, iz zmutowane al-
lele kodujace te biatka ujawniaja sie w fe-
notypie u heterozygot. Oznacza to, Ze nie-
dobdr bialek z domeng T w istotny spo-
s6b wplywa na rozwoj organizmu. Geny
z motywem T ulegaja ekspresji w tych
komérkach, w ktérych sa niezbedne do
ich prawidlowego réznicowania si¢ (1, 5,
28, 29, 30).

Cze$¢ genéw z motywem T jest potrzeb-
na réwniez w pdzniejszych stadiach roz-
woju. Na przyklad geny Thx2, Thx3, Tbx4
i Thx5 odgrywaja istotna role w réznico-
waniu si¢ komorek, ktére odpowiadaja za
rozwdéj koniczyn. Geny Thx2 i Thx3 ulega-
ja ekspresji w zawigzkach wszystkich kon-
czyn, gen Thx4 w zawiazkach koriczyn tyl-
nych, a Thx5 w zawiazkach koniczyn przed-
nich (5, 17, 26, 31).

Obecnos$¢ wielu wad u zwierzat i ludzi
zwigzanych z mutacjami genéw z moty-
wem T moze $wiadczy¢ o tym, jak istotna
role odgrywaja te geny w rozwoju i rézni-
cowaniu si¢ komorek. Na przyklad u myszy
gen Thx6 ulega ekspresji w smudze pier-
wotnej oraz zawiazku ogona. W wyniku
mutacji tego genu nastepuje réznicowa-
nie si¢ trzech cew nerwowych (3). Z kolei
u czlowieka mutacje genéw Thx sa przy-
czyna wielu choréb. Spis choréb cztowie-
ka wywotanych mutacjami genéw z moty-
wem T przedstawiono w tabeli 2.

RolagenuT
u wybranych gatunkow zwierzat

Gen Brachyury u myszy domowej
Jak juz wspomniano wcze$niej, pierwszym

wykrytym oraz opisanym genem naleza-
cym do rodziny genéw z motywem T jest

Tabela 2. Choroby cztowieka wywotane mutacjami w genach z motywem T

Gen Chromosom  Miejsce ekspresiji Fenotyp heterozygoty Autor
Tbx1 22 serce i tuki gardtowe  zesp6t DiGeorge’a 5,32
Tbx3 12 koriczyny i serce zespot tokciowo-sutkowy 5
Tbx5 12 kofczyny gérme zesp6t Holta-Orama 5,17
Tbx19 (Tpit) 1 przysadka izolowany niedobér 33,34

adrenokortykotropiny
Thx22 X tkanki ptodu sprzezony z chromosomem X rozszczep 24,35

podniebienia i przyro$niecie jezyka

gen Brachyury/T umyszy (36). Dobrovol-
skaia-Zavadskaia jako pierwsza w 1927 r.
opisala fenotyp myszy z mutacja tego genu
(2, 37). Najbardziej widoczna wada u he-
terozygotycznych myszy jest brak ogona.
Homozygotyczne zarodki myszy z muta-
cja obu alleli 7 gina w krétkim czasie po
zakoniczeniu gastrulacji i wykazuja niepra-
widlowosci w budowie mezodermy, tacz-
nie z calkowitym jej brakiem w tylnej cze-
$ci ciala zarodka (28, 29).

W 1991 r. Herrmann i wsp. (1) sklono-
wali gen T myszy. Gen ten koduje bialko
dlugosci 436 aminokwaséw (37). Miejsce
w chromosomie, w ktérym znajduje si¢ gen
Brachyury nazwano kompleksem T / t. Jest
to duza jednostka o wielkosci 15 ¢cM zawie-
rajaca kompleks H2 oraz dwa inne geny,
ktére by¢ moze oddzialuja lub sa odpowie-
dzialne za fenotyp zblizony do tego wywo-
tywanego przez mutacje genu 7 — male t (t)
i Brachyury drugi — T2 (37). Stwierdzono,
Ze pierwotna mutacja genu T u myszy po-
lega na delecji 200 kpz (4), w wyniku kté-
rej powstaja mutanty nieposiadajace tego
genu. Natomiast mutacje alleli warunku-
jacych powazniejsze zmiany w fenotypie
polegaja na insercji lub delecji mniejszego
fragmentu genu, ktére w rezultacie prowa-
dza do powstawania niekompletnych bia-
tek o zmienionej aktywnosci (37).

Podczas prawidlowo przebiegajacego
rozwoju u myszy trzy pierwotne listki za-
rodkowe (ektoderma, endoderma i me-
zoderma) powstaja w wyniku przemiesz-
czania si¢ wewnetrznej warstwy komorek
epiblastu miedzy warstwe przyszlej ekto-
dermy pierwotnej a zewnetrzna warstwe
endodermy pierwotnej. W wyniku stop-
niowego przemieszczania si¢ komoérek me-
zodermy i endodermy, rozpoczynajacego
sie w tylnej czesci zarodka, powstaje smu-
ga pierwotna. W dalszym etapie rozwoju
komérki mezodermy opuszczaja smuge
pierwotng, migruja w kierunku bocznym
i przednim zajmujac boczng oraz grzbie-
towa pozycje wzdluz przednio-tylnej osi
zarodka i tworzg struktury osiowe i przy-
osiowe, takie jak somity czy struna grzbie-
towa (36, 38).

W homozygotycznych zarodkach smu-
ga pierwotna jest bardziej skondensowana
i cienisza w stosunku do smugi pierwotnej
zarodkéw bez mutacji genu Brachyury (28,
29, 36). Yanagisawa i wsp. (36) zaobserwo-
wali, ze 6smego dnia rozwoju zarodkowego
w tylnej czesci zarodka T '~ stosunek ek-
todermy do mezodermy jest podwyzszo-
ny o 15%, podczas gdy pozostaje prawidlo-
wy w czesci przedniej. Poniewaz wskaznik
mitotyczny (stosunek komérek dzielacych
sie do niedzielacych sie) przedniej i tylnej
cze$ci zarodka byt prawidlowy, wysunie-
to hipoteze, ze u podstawy pézniejszych
nieprawidtowosci lezy zmiana w adhezji
komorek (36). Pomiary migracji komérek
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mezodermy w macierzy zewnatrzkomor-
kowej wykazaly ograniczona migracje ko-
morek z mutacja genu Brachyury w po-
réwnaniu do komérek prawidtowych (39).
Rola genu Brachyury w adhezji komérek
zostala dodatkowo poparta przez analize
in vivo, ktéra wykazata uposledzong zdol-
no$¢ migracji komoérek macierzystych za-
rodka T “~ze smugi pierwotnej. Komérki
nie przemieszczaja sig, a wiec nastepuje ich
akumulacja (30, 36, 40, 41). Ostatecznie do-
chodzi do programowanej $mierci komé-
rek nagromadzonych w smudze pierwot-
nej (42). Réwniez komorki mezodermy po-
zazarodkowej maja uposledzong zdolnos¢
migracji. Prowadzi to do zaburzen w bu-
dowie omoczni, ktéra nie tworzy potacze-
nia z kosméwka. Brak wlasciwego polacze-
nia w obrebie tozyska, a zatem brak doply-
wu skladnikéw odzywczych jest przyczyna
$mierci zarodka okolo polowy jedenaste-
go dnia zycia (28, 29, 30).

Wady w rozwoju homozygotycznych
myszy T 7, obok smugi pierwotnej, do-
tyczq réwniez struny grzbietowej. U ta-
kich myszy tylna cze$¢ zarodka jest po-
zbawiona struny grzbietowej, a obecno$¢
komoérek podobnych do prekursorowych
struny grzbietowej w przedniej czesci za-
rodka nie zapewnia jej prawidlowego réz-
nicowania (24, 43). Struna grzbietowa po-
wstaje z populacji komdrek prekursoro-
wych, ktérych nieprawidlowa struktura
jest widoczna u homozygot okoto poto-
wy 6smego dnia rozwoju zarodkowego.
Oprécz wad w réznicowaniu smugi pier-
wotnej i struny grzbietowej opisano sze-
reg nieprawidlowos$ci w rozwoju zarod-
kowym homozygotycznych (T /) myszy
(24, 43). Wiekszos¢ wad, jak na przyktad
brak tylnych somitéw, wydaje sie¢ wadami
wtérnymi w stosunku do braku modula-
cyjnego wplywu prawidtowo zréznicowa-
nej struny grzbietowej (1, 24).

Analiza chimer i analiza fenotypowa
wykazaly, ze gen Brachyury dziala w spo-
s6b komorkowo autonomiczny (30). Dlate-
go komérkami bezposrednio dotknietymi
brakiem prawidlowego genu Brachyury sa
przede wszystkim te, w ktérych wymienio-
ny gen ulega ekspresji. W zarodkach typu
dzikiego ekspresja genu Brachyury zacho-
dzi w smudze pierwotnej na poczatku ga-
strulacji i przez krétki okres utrzymuje sie
w komérkach nowo utworzonej mezoder-
my oraz w sasiednich komoérkach epiblastu.
Kiedy przyszte przyosiowe komérki mezo-
dermy migruja w kierunku bocznym, gen
Brachyury ulega tak zwanej regulacji w dét
do poziomu niewykrywalnego przez hy-
brydyzacje in situ. W tym czasie jego eks-
presja w strunie grzbietowej jest kontynu-
owana na wysokim poziomie (1, 24). Ana-
liza zarodkéw myszy sugeruje, ze produkt
genu Brachyury jest potrzebny podczas ga-
strulacji w celu ukierunkowania komérek
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epiblastu w komoérki mezodermy. Taka spe-
cyfikacja komdrek epiblastu moze si¢ wig-
zac z zapoczatkowaniem ruchu morfoge-
netycznego tych komérek i ich migracja.
Poza tym gen Brachyury moze bra¢ udziat
W utrzymywaniu struny grzbietowej w sta-
nie zréznicowanym (24).

Gen Xbra u Xenopus laevis

W 1991 r. Smith i wsp. (12) sklonowali ho-
molog genu Brachyury wystepujacy u zaby
Xenopus — gen Xbra. Bialko kodowane
przez gen Xbra zlozone jest z 432 amino-
kwaséw i wykazuje 75% homologie z biat-
kiem Brachyury myszy. Ekspresje genu
Xbra w zarodku zaby obserwuje si¢ od po-
fowy stadium blastuli do stadium neuru-
li. Przy czym najwyzszy poziom ekspre-
sji obserwuje sie tak, jak i w zarodku my-
szy podczas gastrulacji. Hybrydyzacja in
situ pokazala, ze ekspresja genu Xbra ma
miejsce w komdrkach przysztej mezoder-
my zlokalizowanych wokét prageby. Pod
koniec gastrulacji poziom transkryptéw
zanika, ale utrzymuje si¢ dluzej na wyso-
kim poziomie w strunie grzbietowej (12).

Fenotyp zarodkéw zaby Xenopus z mu-
tacja genu Xbra wskazuje, ze gen ten jest
niezbedny do prawidlowego rozwoju me-
zodermy. Z kolei badania nadekspresji genu
Xbra pokazuja, ze jest on réwniez wystar-
czajacy podczas powstawania mezodermy
brzusznej i mezodermy bocznej. Stad brak
ekspresji Xbra w tkance przyszlej ektoder-
my przyczynia sie do powstawania mezen-
chymy i mie$ni w sposéb zalezny od ilo-
$ci biatka Xbra i aktywuje ekspresje gendéw
specyficznych dla mezodermy, jak na przy-
ktad aktyny miesnia sercowego (44). Na-
dekspresja Xbra nie prowadzi do procesu
tworzenia struny grzbietowej, ale juz ko-
ekspresja Xbra z inhibitorem BMP noggin,
czy koekspresja Xbra z genem Pintallavis,
umozliwia powstawanie struny grzbieto-
wej (44). Powyzsze obserwacje wskazuja na
kluczowa role genu Brachyury w formowa-
niu mezodermy u kregowcow.

Gen ntl u ryby Danio rerio

Badania nad rybg danio pregowanym (Da-
nio rerio) wykazaly, ze rola genu Brachyury
w morfogenezie i kontrolowaniu progra-
moéw rozwojowych komoérek mezodermy
jest ewolucyjnie konserwatywna. W od-
réznieniu od myszy ryby heterozygotycz-
ne pod wzgledem mutacji genu ¢/ (no tail
— ntl), homologa genu Brachyury (45), nie
wykazuja zadnych widocznych wad feno-
typowych. Z kolei homozygoty ntl maja fe-
notyp przypominajacy fenotyp homozy-
gotycznych myszy pod wzgledem genu T.
Ryby te sa pozbawione zréznicowanej stru-
ny grzbietowej i od jedenastu do trzynastu
tylnych somitéw sposréd trzydziestu (45).

Prace pogladowe

Tak jak u myszy, wywodzace si¢ z somitéw
miotomy u mutantéw ntl sa zdezorgani-
zowane i nie przyjmuja charakterystycz-
nego ksztaltu, jaki si¢ obserwuje u zarod-
kéw typu dzikiego. Mimo to miotomy za-
wieraja komoérki zréznicowane we wiékna
migéniowe. Badania gastrulacji zarodkéw
ntl '~ wykazaly, ze wczesne ruchy komo-
rek zachodza normalnie. Jednak ich péz-
niejsze rozmieszczenie jest nieprawidlo-
we (46). Komérki mezodermy osiowej sa
rozrzucone wzdluz linii $rodkowej ciata,
ale nie tworza wyraznego zawiazka stru-
ny grzbietowej (36). Homozygotyczne za-
rodki Danio rerio w poréwnaniu z zarod-
kami myszy gina stosunkowo pézno, bo
zaraz po wylegnieciu sig (45).

Halpern i wsp. (36) tworzyli chime-
ry przez przeszczepianie do zarodkéw
typu dzikiego komdrek z mutacja genu ntl.
Zmutowane komorki nie wspétpracowa-
ty w formowaniu struny grzbietowej. Na-
tomiast komorki prawidlowe przeszcze-
pione do zarodkéw ntl '~ réznicowaly sie
w strune grzbietowg. Badania te wskazu-
ja na autonomiczno$¢ komoérek, w ktérych
gen ntl podlega ekspresji oraz na niezbed-
ny udziat biatka ntl w prawidtowym rézni-
cowaniu sie struny grzbietowe;j.

W przedniej czesci zarodka rozwdj
o$rodkowego ukladu nerwowego przebiega
prawidtowo. Modulujacy wplyw cewy ner-
wowej jest zachowany wzdluz osi przed-
nio-tylnej i grzbietowo-brzusznej i obec-
na jest ptytka podtogowa cewy nerwowej
(grupa komoérek cewy nerwowej o innych
wlasciwosciach i pochodzeniu niz pozo-
stale czesci cewy nerwowej). Wiadomo,
ze modulujacy wplyw cewy nerwowej jest
cze$ciowo uzalezniony od sygnaléw pocho-
dzacych z przyleglej struny grzbietowe;j.
Oznacza to, ze gdy przerwana jest mor-
fogeneza struny grzbietowej u mutantéw
ntl "~ Zrédlo tych sygnatéw musi wciaz ist-
nie¢. Analiza komérek mezenchymalnych
plytki podlogowej cewy nerwowej mu-
tantéw ntl /- wykazala, ze komoérki plytki
podlogowej i komorki struny grzbietowej
maja wspolne pochodzenie (36). Na pod-
stawie tego odkrycia postawiono hipoteze,
ze komorki plytki podtogowej cewy nerwo-
wej sa komoérkami prekursorowymi struny
grzbietowej i zachowuja niektdre cechy ko-
morek struny grzbietowej. Zatem komor-
ki ptytki podlogowej cewy nerwowej, po-
siadajace cechy komoérek struny grzbie-
towej, moga zastapi¢ w pewnym stopniu
brak prawidlowej struny grzbietowej u ryb.
Wskazuja, ze gen ten nie jest niezbedny we
wszystkich procesach réznicowania struny
grzbietowej, jednak jest zasadniczym ele-
mentem genetycznych szlakéw bioracych
udzial w regulacji morfogenezy i funkcji
komorek (36).

Bialko ntl jest zbudowane z 423 amino-
kwaséw. Udalo sie wyizolowa¢ dwa allele
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Prace pogladowe

z mutacja genu n¢l. Mutacja allelu ntl ¥
prowadzi do tworzenia skréconego bialka
zlozonego z 245 aminokwasdéw. Polega ona
na zamianie sekwencji CG—>AGCTGT na
granicy intronu i eksonu széstego, co pro-
wadzi do zmiany ramki odczytu i przed-
wczesnej terminacji transkrypcji. Nato-
mast mutacja allelu n¢/ '* polega na inser-
¢ji fragmentu o dlugosci 1,5 kpz w eksonie
drugim. W rezultacie powstaje skrécone
biatko, ktére jest zbudowane z pierwszych
103 N-koncowych aminokwaséw wystepu-
jacych w biatku typu dzikiego oraz 35 ami-
nokwaséw kodowanych przez insert zawie-
rajacy kodon stop (45).

Gen Tu kury domowej

W 1995 r. Kispert i wsp.(47) sklonowa-
li gen T kury domowej (ch-T). Gen ch-T
koduje biatko ztozone z 433 aminokwa-
s6w i w obrebie domeny T jest w 96% iden-
tyczne z bialkiem T myszy. Ekspresja genu
ch-T rozpoczyna sie wraz z poczatkiem po-
wstawania smugi pierwotnej i jest kontynu-
owana do czasu wytworzenia zawigzkéw
wszystkich narzadéw. W zarodku kury biat-
ko T jest poczatkowo wykrywane w komor-
kach smugi pierwotnej, a nastepnie stru-
ny grzbietowej i w zawigzku ogona. Po-
réwnanie miejsca ekspresji genu T u kury
z ekspresja genu 7 u myszy (47), genu Xbra
u Xenopus (12) i genu ntl u Danio rerio (11)
wskazuje na wysoki konserwatyzm wzoru
ekspresji genu T u kregowcéw. Bialko T
u tych czterech gatunkéw jest przej$ciowo
wykrywane w komoérkach ektodermy pier-
wotnej (epiblast), ktére beda migrowaly do
wnetrza zarodka i tworzyly warstwe me-
zo-endodermalna. Zaraz po zakonczeniu
migracji ekspresja genu T podlega regula-
¢ji w d6l w réznicujacych sie komdrkach
mezo- i endodermy (47).

Gen Tu psa domowego

Haworth z zespolem (4) sklonowali gen T'
psa domowego. Gen T psa, homolog genu
Brachyury u myszy, znajduje si¢ w chro-
mosomie 1q23. Dziedziczna bezogonia-
sto$¢ (anury) i krétkoogoniasto$¢ (brachy-
ury) dotyczy takich ras pséw, jak: beagle,
cocker spaniel czy pembroke welsh corgi
i moze by¢ dziedziczona w zaleznosci od
rasy psa w spos6b recesywny, dominujacy
lub przez dominacje niezupelna (4). Diu-
go$¢ ogona u pséw ze skréconym ogonem
rasy pembroke welsh corgi jest zmienna.
Spotykane sg psy catkowicie pozbawione
kregéw ogonowych oraz takie, ktére maja
ogon dlugosci potowy dlugiego ogona, kt6-
ry czasami moze tworzy¢ zalamania (48).
Dla poréwnania, inny typ krétkoogonia-
sto$ci wystepuje w rasie buldog angielski,
w ktoérej prawdopodobnie jest dziedzi-
czony w sposob recesywny. Wszystkie psy
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krétkoogoniaste rasy buldog angielski maja
ogon krotki z wieloma zatamaniami (48).
Natomiast w niektérych rasach pséw ro-
dza sie czasem szczenigta krétkoogoniaste
po rodzicach z dlugim ogonem, co wska-
zuje albo na rézne sposoby dziedziczenia
kroétkiego ogona, albo na réznice w pene-
tracji genu odpowiedzialnego za wystepo-
wanie tej cechy (48).

W wyniku analizy sekwencji DNA
genu T znaleziono mutacje C295G w eks-
onie 1. Substytucja cytozyny w guanine
(C>@G) prowadzi do zmiany kodonu ATC
dla izoleucyny w kodon ATG dla metio-
niny. Po transkrypcji w mRNA jest to ko-
don AUG, ktéry rozpoznawany jest przez
rybosom, jako miejsce startu translacji.
W wyniku analizy calej sekwencji genu
T u réznych ras pséw wykryto kilka poli-
morfizméw oraz unikalna mutacje zmiany
sensu u ps6w z ogonem typu bobtail i u ich
krétkoogoniastego potomstwa. W kilka lat
péZniej Hytonen i wsp. (48) potwierdzi-
li obecnos$¢ mutacji genu T odpowiadaja-
cej za wystapienie krétkiego lub szczatko-
wego ogona u 17 ras pséw. Wykazali réw-
niez, ze nie u wszystkich pséw, u ktérych
wystepuje krétkoogoniastos¢ i bezogonia-
sto$¢ obecna jest mutacja genu 7. Muta-
cja ta jest dziedziczona w spos6b dominu-
jacy. Psy bedace nosicielami mutacji poza
skréconym ogonem nie wykazuja zadnych
innych wad (49). Z kolei homozygoty do-
minujace umieraja we wczesnym okresie
zarodkowym lub zaraz po urodzeniu (4,
48,49). Homozygoty z atrezja odbytu wyka-
zywaly wielu wad kregostupa, na przyktad:
skrécony odcinek szyjny, piersiowy i ledz-
wiowy, brak kregéw krzyzowych i ogono-
wych, skolioza odcinka piersiowego i ledz-
wiowego, kifoza odcinka piersiowego (49).

Gen Manx (M) u kota

Bezogoniasto$¢ i krétkoogoniasto$¢ typu
Manx u kotéw powstala w wyniku mu-
tacji wsréd kotéw domowych na Wyspie
Man. Pierwsze wzmianki na ten temat po-
chodza z 1835 r. (50). Wykazano, ze bez-
ogoniasto$¢ typu Manx jest spowodowana
obecno$cia autosomalnego dominujacego
allelu z petna penetracja i zmiennym stop-
niem ekspresji, ktory jest letalny w ukta-
dzie homozygotycznym (50). Poczatkowo
letalno$¢ genu M ustalono w wyniku anali-
zy statystycznej. Dopiero pézniej zidenty-
fikowano martwe plody. Stwierdzono, ze
okolo piatego tygodnia ciazy ptody byly
niewielkich rozmiaréw i wykazywaly sze-
reg wad rozwojowych o$rodkowego ukta-
du nerwowego (51). Jednak bezogoniastos$¢
u heterozygotycznych kotéw jest zaledwie
jedna cecha z zespotu wad wywolywanych
obecnoscia allelu M (51, 52).

Koty Manx nie zawsze wykazu-
ja catkowity brak ogona. Stwierdzono

wystepowanie czterech typéw kotéw Manx

w zalezno$ci od liczby kregéw ogonowych:

— rumpy, ktéry nie ma zadnych kregéw
ogonowych;

— rumpy-riser, majacy 1-7 nieruchomych
kregéw ogonowych;

— stumpy, majacy 2—14 ruchomych kre-
g6w ogonowych, ogon ma nieprawidfo-
wy wyglad, jest zalamany;

— longie, ogon jest skrécony, ale ma pra-
widlowy wyglad (52).

Wiele kotéw Manx, poza skréconym
ogonem, nie wykazuje innych nieprawi-
dlowosci. Jednak hodowca musi sig liczy¢
z pojawieniem si¢ w miocie kota Manx
znacznego udzialu kociat cierpiacych
na wrodzone wady pierwotnie zwiazane
z nieprawidtowa budowa rdzenia krego-
wego (52).

Znaczaca wiekszo$¢ wad wystepujaca
u kotéw Manx dotyczy typu rumpy Manx.
Do wad tych zalicza si¢ miedzy innymi: nie-
dowtad konczyn tylnych, chéd polegajacy
na podskakiwaniu, rozszerzenie okrezni-
¢y, nietrzymanie moczu i kalu, zanik czu-
cia w obszarze krocza (52).

Badania prowadzone na kotach Manx
wykazaly, iz zwierzeta z takimi problema-
mi, jak: rozszczep kregostupa tylny, nietrzy-
manie kalu i moczu, zanik czucia w obsza-
rze krocza i nieprawidlowa aktywnos¢ kon-
czyn tylnych mialy nieprawidlowa budowe
rdzenia kregowego. W tych przypadkach
rdzen kregowy byt skrécony, co wiaze sie
z brakiem pewnych nerwéw rdzeniowych
z odcinka krzyzowego rdzenia, ktore uner-
wiaja okreznice, pecherz moczowy, koriczy-
ny tylne oraz obszar krocza (52).

Wydaje sie, ze nieprawidlowy chéd,
nietrzymanie moczu i katu czy brak czu-
cia w obszarze krocza moga by¢ wywota-
ne przez dzialanie genu zaangazowanego
w rozwoj cewy nerwowej (52).

Brak cze$ci rdzenia kregowego u kotow
Manx jest znaczacy dla genezy bezogonia-
stosci. Wykazano, ze cewa nerwowa wraz
ze strung grzbietowa sa zaangazowane
w morfogeneze wywodzacej sie z somitéw
chrzastki kregowej w zarodku kury in vivo
i in vitro (52). Stad mozna zalozy¢, ze za-
sadnicza wada rozwojowa osrodkowego
uktadu nerwowego moze doprowadzi¢ do
nieprawidfowego rozwoju ogonowego od-
cinka kregostupa u kotéw Manx. Ta wada
moze pociagac za soba czesciowy brak wy-
twarzania lub wadliwy rozwdj cewy ner-
wowej, a to z kolei moze negatywnie wply-
wacé na procesy wczesnej chondrogenezy
(52). U homozygotycznych zarodkéw wady
rozwojowe dotycza cewy nerwowej na ca-
tej jej dlugosci. Z kolei heterozygotyczne
pod wzgledem genu Manx koty wykazu-
ja wady w rozwoju czesci ogonowej cewy
nerwowej oraz kregéw ogonowych (52).

Zhigachev i Vladimirova (53) bada-
li bezogoniastos¢ w izolowanej populacji
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kotéw Baikuzino z regionu Rosji Udmur-
tia. Analiza genetyczna wykazala, ze cecha
ta moze by¢ kontrolowana przez dominu-
jacy gen z efektem letalnym we wczesnym
stadium rozwoju zarodkowego. Mutacja
ta powstala niezaleznie od mutacji u ko-
téw Manx. Autorzy sugeruja, aby nazwac
zmutowany allel Bai (53).

Gen Tu cztowieka

W 1996 r. Edwards i wsp. (16) sklonowa-
li gen kodujacy czynnik transkrypcyjny T
czlowieka. Okazalo sig, Ze jest on homolo-
giczny do genu T (Brachyury) myszy. Gen
T u cztowieka sklada sie z 8 eksonéw i mie-
rzy 10 kpz. Znajduje si¢ w chromosomie
6q27 i koduje bialko zbudowane z 436 ami-
nokwaséw, ktére jest w 91% identyczne
z biatkiem T u myszy.

Analiza RT-PCR genu T pokazala, ze
podczas rozwoju zarodkowego czlowie-
ka ekspresja genu jest ograniczona do ja-
der komoérkowych tkanki tworzacej krazki
miedzykregowe. Wynik analizy $wiadczy
o tym, Ze struna grzbietowa jest istotnym
miejscem ekspresji genu T u czlowieka,
podobnie jak ma to miejsce u myszy i in-
nych kregowcéw (16).

Niektére badania wskazuja na powia-
zanie polimorfizmu pojedynczego nukle-
otydu w intronie siédmym genu 7 (TIVS7
T/C) z ryzykiem wystapienia rozszczepu
tylnego odcinka kregostupa (54, 55). Jed-
nak inni badacze nie potwierdzaja takiego
zwiazku. Tylny rozszczep kregostupa, kté-
ry wiaze sie miedzy innymi z porazeniem
koniczyn dolnych, wynika z wad w rozwo-
ju czesci ogonowej cewki nerwowe;j (48).

Ogodlnie przyjmuje sie, ze 50—70% przy-
padkéw wad cewy nerwowej (neural tube
defects — NTDs) jest zaleznych od suple-
mentacji kwasu foliowego przez kobiete
w okresie okotozaptodnieniowym. Ozna-
cza to, ze dodatkowe procesy rozwojowe
oraz inne geny takze biora udzial w po-
wstawaniu tego rodzaju wad (54).

Papapetrou i wsp. (56) podejrzewali, iz
gen T u czlowieka jest odpowiedzialny za
wystepowanie takiej wady, jak brak wytwo-
rzenia kosci krzyzowej z atrezja odbytni-
cyiodbytu. Gen T zostal wziety pod uwa-
ge, jako gen kandydujacy, poniewaz wady
ogona zwigzane z mutacja genu 7' u my-
szy przypominaja wady kregostupa stwier-
dzane u ludzi (50).

Z kolei Ghebranious i wsp. (57) bada-
li zwiazek mutacji ¢.1013C>T w genie T'
z wystepowaniem wrodzonych wad roz-
wojowych kregostupa (congenital verte-
bral malformations — CVM). Stwierdzili
oni, ze mutacja ¢.1013C>T zwigksza ryzy-
ko wystapienia CVM, ale nie jest wystar-
czajaca do wywotania CVM. Dlatego tez
musza istnie¢ dodatkowe dotychczas nie-
odkryte czynniki, ktére determinuja rodzaj,
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lokalizacje i nasilenie przypadkéw wrodzo-
nych wad rozwojowych kregostupa (57).

Przedstawione wyniki badan §wiadcza
o tym, iz grupa genéw z motywem T jest
niezwykle wazna w procesie prawidlowe-
go rozwoju zarodkowego. Mutacje w ob-
rebie genéw z motywem T prowadza do
powaznych wad rozwojowych tkanek i na-
rzadéw wywodzacych si¢ z mezodermy
tylnej czesci zarodka. Dlatego istotne jest
dla zdrowia ludzi i zwierzat opracowanie
odpowiednich testéw, za pomoca ktérych
mozna identyfikowaé nosicieli odpowied-
nich mutacji badz osobniki chore.
Pragniemy nadmienic, iz dzigki wspétpra-
cy z cztonkami Klubu Welsh Corgi oddziat
w Lublinie Zwigzku Kynologicznego w Pol-
sce, autorkom artykulu udalo sie ustali¢
metodyke testu diagnostycznego, identy-
fikujacego mutacje C295G w genie 7T (58).
W tym roku ukaze sie artykul, w ktérym
opisany jest ten test (59).
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