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Streszczenie: Biatka Pax (ang. Paired box protein) reguluja procesy zwigzane z podziatami oraz roznico-
waniem wielu typéw komorek podczas rozwoju zarodkowego i pourodzeniowego u réznych gatunkow
zwierzat. Geny Pax sa konserwatywne ewolucyjnie, ich homologi wykryto w genomie nicieni i owadow
oraz plazow, ryb, ptakow i ssakow. Brak funkcjonalnych genow lub nieprawidlowosci w budowie bialek
Pax moga prowadzi¢ do transformacji nowotworowej. W niniejszej pracy omdéwiono strukture i funkcje
czynnikow Pax oraz ich oddziatywania z innymi biatkami. Ponadto przedstawiono dane dotyczace
udziatu biatek Pax w procesach organogenezy oraz onkogenezy. Szczegdlna uwage poswigcono roli biatek
Pax podczas rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego i migsni szkieletowych.

Stowa kluczowe: czynniki transkrypcyjne, miogeneza, neurogeneza, Pax.

Summary: Pax (Paired box protein) proteins participate in regulation of cell proliferation and differentiation
of many cell types during embryonic and postnatal development in different organisms. Pax genes are evolutio-
nally conserved, their homologs were discovered in nematode, insect, amphibian, fish and mammalian genomes.
Deficiency in pax genes or abnormalities in Pax proteins structure could lead to oncogenic transformation. In
this review we present current knowledge on the structure and function of Pax proteins and their interactions
with other factors. We also show the data concerning participation of Pax proteins in organogenesis and
oncogenesis. We emphasize their role in central nervous system and skeletal muscle development.
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1. WPROWADZENIE

Biatka kodowane przez geny Pax odgrywaja bardzo wazng rol¢ w rozwoju
zarodkowym 1 pourodzeniowym ssakow. Biatka Pax biora udziat w tak waznych
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procesach, jak: podzial, specyfikacja i roznicowanie komorek oraz organogeneza.
Geny Pax sa konserwatywne ewolucyjnie, ich homologi wykryto w genomie nicieni
(C. elegans) i owaddw (D. melanogaster) oraz plazéw (X. laevis), ryb (D. rerio)
i ptakdéw (zarodek kury) oraz ssakow, takich jak mysz czy cztowiek. Ze wzgledu
na wage proceséw, w jakich biora udzial biatka Pax, mutacje w kodujacych je
genach moga by¢ letalne lub prowadzi¢ do powaznych zaburzen w rozwoju
zarodkowym oraz do procesdw nowotworzenia.

2. STRUKTURA ORAZ FUNKCJA GENOW I BIALEK PAX

Dotychczas opisano dziewig¢ genow Pax. Wszystkie zawieraja sekwencje
kodujaca domene ,.,paired” wiazaca DNA, od ktorej biatka Pax wziglty swoja nazwe
(ang. Paired box proteins). Na podstawie podobienstw w sekwencji gendw oraz
funkcji grupe bialek Pax podzielono na cztery podgrupy (tab. I).

Siedem gendéw Pax, poza Pax I i 9, zawiera sekwencj¢ zwana homeoboksem,
kodujaca homeodomeng. Dzigki obecnosci homeodomeny i domeny ,paired” biatka
Pax lacza si¢ z promotorami i sekwencjami wzmacniajacymi okreslonych genéw,
indukujac w ten sposob synteze czynnikdw, takich jak odgrywajace wazna role w
regulacji cyklu komérkowego biatko — pS3 czy receptorowa kinaza tyrozynowa —
c-met (ryc. 1) [34].

Domena ,.paired” jest odpowiedzialna za rozpoznanie i wigzanie specyficznych
sekwencji DNA. W sktad homeodomeny, ktorg poza biatkami Pax 1 i 9 zawieraja
pozostate czynniki z tej rodziny, wchodza trzy helisy, budujace motyw helisa-skret-
helisa — HTH (ang. Helix-Turn-Helix) [14]. Catla domena wraz z motywem HTH
jest struktura konserwatywna ewolucyjnie. Biatka Pax 2, 5 i 8 zawierajgq krotsza
homeodomene — HD1 niz Pax 3, 7, 4 i 6 — HD1 i HD2/3 (tab. I). Pomiedzy obiema
domenami wigzacymi DNA — , paired” i homeodomeng — w biatkach Pax (oprocz

TABELA I. Struktura i wystepowanie genow i bialek PAX u ssakow (na podstawie [14, 34],
zmienione): OUN — osrodkowy uklad nerwowy; PD — domena 'paired"; OP — oktapeptyd;
HD1,HD2/3 — homeodomena (objasnienia w tekscie)

Nazwa |Polozenie na |Obecno$¢ charakterysty- | Lokalizacja bialka

genu chromosomie | cznych domen w biatku

Pax 1 20p11 PD, OP szkielet, grasica

Pax 9 14q12-q13 PD, OP szkielet, z¢by

Pax 2 10q25 PD, OP, HD1 OUN, nerki

Pax 5 9p13 PD, OP, HD1 OUN, limfocyty B

Pax8 |2q12-ql4 PD, OP, HD1 OUN, nerki, tarczyca

Pax 4 7q PD, HD1, HD2/3 trzustka, jelito

Pax 6 11p13 PD, HD1, HD2/3 OUN, oczy, trzustka, jelito

Pax 3 2q35 PD, OP, HD1, HD2/3 |OUN, grzebien nerwowy, migsnie szkieletowe
Pax 7 1p36.2 PD, OP, HD1, HD2/3 |OUN, grzebien nerwowy, migsnie szkieletowe
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RYCINA 1. Oddzialywanie bialka Pax z DNA: PD (domena ,,paired”) i HD (homeodomena) — domeny
wiazace DNA, OP — oktapeptyd

Pax 4 i 6) obecny jest rowniez oktapeptyd, prawdopodobnie uczestniczacy w represji
transkrypcji [8, 34]. Strukturalne i funkcjonalne podobienstwa miedzy biatkami Pax
sugeruja, ze niektore z nich moga zastgpowaé badz uzupetniaé¢ swoje funkcje [34].

3. UDZIAL CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH PAX
W PODZIALACH I ROZNICOWANIU KOMOREK
ORAZ W ORGANOGENEZIE

Pax 1 i 9. Bialka Pax poprzez oddzialywanie z genami docelowymi inicjuja
podzialy i r6znicowanie komorek oraz reguluja procesy powstawania wielu narzadow.
Czynniki Pax 1 19 reguluja powstawanie m.in. szkieletu, grasicy i przytarczyc. Biatko
Pax 9 odgrywa réwniez rolg w formowaniu si¢ zgbdw. Spontaniczna mutacja
punktowa genu Pax I wystepujaca u mysich mutantow Undulated prowadzi do
nieprawidlowego roznicowania sklerotomu podczas rozwoju zarodkowego oraz
zaburzen w budowie trzonéw kregdéw oraz dyskow migdzykregowych. Badania nad
mutantami Undulated wskazuja na kluczowa role biatka Pax 1 w roznicowaniu
komorek tworzacego si¢ sklerotomu oraz w zapoczatkowaniu chondrogenezy [39].
U mutantéw Undulated obserwowano rowniez zmniejszenie grasicy i liczby limfo-
cytow T, co wskazuje na role biatka Pax 1 w dojrzewaniu limfocytow T [26, 31,
39]. Natomiast w wyniku braku funkcjonalnego genu Pax 9 nie powstaje grasica i
przytarczyce [34]. U organizmdéw pozbawionych funkcjonalnego biatka Pax 9,
dochodzi tez do zaburzen w budowie konczyn, a z zawiazkdéw nie powstaja w petni
uksztaltowane zeby [34]. Brak biatka Pax 9 powoduje powstanie dodatkowego palca
w konczynach gornych i dolnych oraz brak migsnia zginacza palcéw konczyn tylnych
[34]. W wyniku delecji genu Pax I dochodzi do nadekspresji Pax 9 oraz jego
syntezy w rejonach sklerotomu, w ktérych uprzednio nie bylo ono wykrywane.
Sugeruje to, ze czynniki Pax 1 i 9 moga wzajemnie regulowaé swoja ekspresje [34].

Pax 2. Czynnik transkrypcyjny Pax 2 syntetyzowany jest u myszy w strunie
grzbietowej, rozwijajacej si¢ nerce, szypule ocznej oraz w polaczeniu migdzy
srodmozgowiem a tylomozgowiem [11]. Nieobecnosé biatka Pax 2 u myszy
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pozbawionych funkcjonalnego genu (Pax 2--) powoduje powazne defekty w budowie
uktadu moczowego i ptciowego, manifestujace si¢ brakiem catych narzadow lub ich
czesei, np. nerek, moczowodow i drog ptciowych [34]. U myszy Krd (ang. Kidney
and retinal defects), w ktorych genomie doszto do delecji fragmentu chromosomu,
zawierajacego gen Pax 2, maja miejsca zaburzenia w strukturze zarowno nerek,
jak i siatkowki. Mutanty Krd maja aplastyczne, hypoplastyczne i torbielowate nerki
oraz dochodzi u nich do redukcji liczby komédrek budujacych siatkowke. U o0sob
heterozygotycznych pod wzgledem genu PAX2 mutacja punktowa w obrebie tego
genu prowadzi do hypoplazji nerek, w ktorej wyniku narzad ten jest maly, z
zaburzeniami w budowie nefronéw [20].

Pax 3 i 7. Biatka Pax 3 i 7 odgrywaja istotne funkcje w rozwoju ssakow. Biatko
Pax 3 bierze udzial w rozwoju centralnego uktadu nerwowego, melanocytéw oraz
w miogenezie [9, 34, 42, 50, 53, 63]. Czynniki Pax 3 i Pax 7 reguluja migracje,
réznicowanie i podzialy komoérek wywodzacych si¢ z grzebienia nerwowego oraz
mioblastow [9, 42, 50, 53, 63]. Mutanty pozbawione funkcjonalnego genu Pax 3
(mutanty Splotch) wykazuja defekty w budowie cewy nerwowej i migsni konczyn
[38, 50]. Podobne objawy zwiazane z brakiem prawidlowego biatka PAX 3,
obserwowano u ludzi z syndromem Waardenburga [48]. Ponadto u myszy Splotch
lemocyty (komdrki Schwanna) i melanocyty sa mniejsze lub nie wystepuja w ogole
[63]. Badania in vitro wykazuja, ze biatko Pax 3 jest syntetyzowane przez rdézni-
cujace 1 nieprodukujace jeszcze mieliny lemocyty [53]. Czynnik Pax 7, podobnie jak
Pax 3, takze bierze udzial w powstawaniu centralnego uktadu nerwowego [34]. W
przeciwienstwie do biatka Pax 3, czynnik Pax 7 odgrywa role w réznicowaniu tylko
czaszkowych komérek grzebienia nerwowego [50]. U myszy pozbawionych funkcjo-
nalnego genu Pax7 (Pax 7°°) dochodzi do zaburzen budowy szczeki i chrzastek
tworzacych nos [53]. Natomiast nie zaobserwowano u tych mutantéw nieprawidto-
wosci w komorkach nerwowych wywodzacych si¢ z rejonu czaszkowego grzebienia
nerwowego [50].

Czynnik Pax 3 odgrywa takze kluczowa role w wyodrebnianiu si¢ i specyfikacji
komorek prekursorowych migsni podczas rozwoju zarodkowego. Biatka Pax 3 i Pax
7 maja podobna budowe i prawdopodobnie kontroluja ekspresje podobnych zespotow
genéw [14]. Oba biatka wplywaja na transkrypcje gendw kodujacych migsniowe
czynniki regulatorowe MRF (ang. Myogenic Regulatory Factor), takich jak Myf
5 czy MyoD [42, 49]. Obecnos¢ biatka Pax 7 jest charakterystyczna dla komorek
satelitowych, potozonych miedzy widknami miesniowymi, ktore sa komodrkami
uczestniczacymi we wzroscie i regeneracji migsni [13, 64]. Zwiazane z widknami
miesniowymi komorki satelitowe sa w stanie spoczynku. W wyniku uszkodzenia
migs$nia komorki satelitowe ulegaja aktywacji, dziela sig, a nastepnie fuzjuja tworzac
nowe widkna migéniowe. Prawdopodobnie biatko Pax 7 odpowiada za utrzymanie
komorek satelitowych w stanie spoczynku oraz za samoodnawianie ich populacji
[11, 42]. Podczas rozwoju zarodkowego i w migs$niach dorostego organizmu biatko
Pax 3 wykrywane jest w czesci komorek satelitowych i razem ze swoim paralogiem
biatkiem Pax 7 bierze udzial w determinacji ich losu [9, 11, 42, 55, 64].
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Pax 4 i 6. Biatka Pax 4 i 6 pelniag wazne funkcje w tworzeniu komorek P i o
trzustki, wydzielajacych odpowiednio insuline i glukagon. Komorki te tworza
charakterystyczne skupienia nazwane wyspami trzustkowymi (Langerhansa). Myszy
Pax 41 Pax 6 charakteryzuje mniejsza liczba wysp trzustkowych oraz odpowied-
nio brak komdrek wydzielniczych typu f i o [1, 61]. Na skutek braku funkcjonalnego
genu Pax 4 nie powstaja komodrki 3 — produkujace insuling i komoérki & —
wydzielajace somatostatyne. Prawdopodobnie komérki f i & wywodza si¢ z tej samej
komorki prekursorowej, za ktorej specyfikacje odpowiedzialne jest biatko Pax 4 [62].
Natomiast myszy pozbawione prawidlowego biatka Pax 6 nie wytwarzaja komodrek
o produkujacych glukagon. Ponadto komorki 3, ¥ i & nie tworza u nich prawidtowych
wysp trzustkowych. Badania sugeruja, ze geny kodujace hormony trzustkowe podle-
gaja bezposredniej regulacji przez czynniki Pax 4 i 6 [7, 62]. Zbadanie roli obu
omawianych czynnikow w powstawaniu trzustki moze okaza¢ si¢ kluczowe dla
zrozumienia rozwoju cukrzycy i by¢ moze pozwoli na opracowanie terapii tej choroby
przy pomocy komorek macierzystych.

Gen Pax 6 ulega ekspresji rowniez w kubku ocznym podczas powstawania oczu.
Wskutek jego mutacji u myszy Sey (ang. Small eye) oraz u ludzi z aniridia (brak
teczowki) dochodzi do zaburzen w budowie oczu. U mysich heterozygot Sey mutacja
juz jednego allelu genu Pax 6 powoduje m.in. brak soczewki, a takze prowadzi do
nieprawidtowej budowy nosa [47]. Natomiast u myszy homozygotycznych pozbawio-
nych obu alleli genu Pax 6 oczy oraz otwory nosowe nie powstaja w ogole, a myszy
umieraja wkrotce po urodzeniu. Zmniejszenie ekspresji genu Pax 6 prowadzi do
zaniku szypuly ocznej i redukcji nablonka barwnikowego oraz czesci nerwowej
siatkowki [3, 18].

Pax 5. Hematopoeza to kolejny proces podlegajacy kontroli genow Pax. Tym
razem kluczowa rolg odgrywa czynnik transkrypcyjny Pax 5. Biatko Pax 5 jest
syntetyzowane w limfoidalnych komdrkach prekursorowych w szpiku kostnym, ktore
w trakcie roznicowania przeksztalca si¢ w limfocyty B. U myszy pozbawionych
tego czynnika nie dochodzi do powstawania dojrzatych limfocytow B [44]. Czynnik
Pax 5 kontroluje ekspresje genéw kodujacych podjednostki budujace kompleks
receptora antygenowego limfocytéw B — BCR (ang. B Cell Receptor) i biatko
powierzchniowe CD19. Jednak komorki prekursorowe limfocytow B pozbawione
biatka Pax 5 sa w stanie roznicowaé in vitro w roézne typy komorek hematopo-
etycznych. Ponadto, po transplantacji takich komorek prekursorowych do myszy
naswietlonych promieniami Roentgena odtwarzane sa wszystkie linie komoérek
hematopoetycznych z wyjatkiem limfocytow B [16, 40]. Czynnik Pax 5 jest zatem
kluczowy dla réznicowania komorek prekursorowych w limfocyty B.

Pax 8. Prawidlowy rozwoj nerek i tarczycy wymaga aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego Pax 8. Do ekspresji tego czynnika dochodzi w 10.5 dniu rozwoju
zarodkowego myszy w tej czesci tarczycy, z ktorej powstana komorki produkujace
tyroksyne [59]. Mysie homozygoty pozbawione obu alleli Pax 8 charakteryzuja sie
zaburzeniami powstawania tarczycy oraz brakiem komoérek budujacych pecherzyki
[59]. Pod kontrola czynnika transkrypcyjnego Pax 8 znajduja si¢ rowniez geny
kodujace tyreoglobuling i tyreoperoksydaze. Tyreoperoksydaza katalizuje reakcje
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otrzymywania jodu czasteczkowego — substratu reakcji jodowania tyreoglobuliny, a
w wyniku jodowania tyreoglobuliny powstaja hormony tarczycy, m. in. tyroksyna.

] 4. WYBRANE GENY I BIALKA,
Z KTORYMI ODDZIAL.UJA CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE PAX

Zaangazowanie czynnikow transkrypcyjnych Pax w regulacj¢ organogenezy w
bardzo wielu przypadkach warunkowane jest oddziatywaniem tych biatek z innymi
biatkami regulatorowymi. Przykladowo biatka Pax moga by¢ nie tylko aktywatorami,
ale i inhibitorami transkrypcji podczas rozwoju srdédmozgowia i hematopoezy. Czynnik
transkrypeyjny Pax 5 oddziatujac z biatkiem Groucho, nalezacym do rodziny
korepresorow pehi funkcje represora transkrypcji w zarodkach Drosophila melano-
gaster [11]. Za zdolno$¢ hamowania transkrypcji odpowiada najprawdopodobniej
oddziatywanie biatka Groucho z oktapeptydem bialka Pax 5.

Podczas hematopoezy, rozwoju uktadu nerwowego oraz oczu czynniki transkryp-
cyjne Pax 3, 5 1 6 wspoldzialaja z biatkami Sox, wiazacymi si¢ z DNA przy pomocy
domeny HMG (ang. High Mobility Group). Prawdopodobnie oddzialywanie biatek
Pax 5 i Sox 4 odgrywa réwniez wazna rol¢ podczas dojrzewania limfocytow B,
gdyz brak obu bialek powoduje zahamowanie réznicowania na tym samym etapie
komorek prekursorowych limfocytu B [2]. Oddziatywanie miedzy biatkami z rodzin
Pax i Sox zaobserwowano takze w trakcie rozwoju ukladu nerwowego i réznicowa-
nia melanocytow [33, 34]. Przyktadowo czynniki Pax 3 i Sox 10 reguluja transkrypcje
protoonkogendw c-RET (ang. Receptor tyrosine kinase) odgrywajacego role w
powstawaniu zwojow jelitowych, czy MITF (ang. Microphthalmia) zaangazowanego
w dojrzewanie melanocytow [33, 34]. Geny PAX 3, SOX 10 i MITF sa uszkodzone
u ludzi z syndromem Waardenburga, ktory charakteryzuje si¢ ghuchota i zaburzeniami
pigmentacji [34], co jednoznacznie sugeruje, ze indukcja transkrypcji genow MITF,
PAX 3 i SOX 10 jest niezbedna dla prawidlowego rozwoju melanocytéw oraz
réznicowania komorek grzebienia nerwowego zasiedlajacych ucho srodkowe [33].
Innym przyktadem procesu, w ktoérym biatka Pax i Sox wspotdziataja ze soba, jest
rozwoj oczu. Podczas rozwoju zarodkowego kury ekspresja Pax 6 i Sox 2 indukuje
transkrypcje gendw, kodujacych krystaling niezbedna w rozwoju soczewki. Biatka
Pax 6 i Sox 2 wiaza si¢ jednoczesnie z sekwencjami wzmacniajacymi, co prowadzi
do ekspresji genu kodujacego d-krystaling.

Podczas hematopoezy biatko Pax 5 oddziatuje tez z czynnikiem transkrypcyjnym z
rodziny Ets (ang. E-twenty six protein) [22]. Oba biatka reguluja ekspresj¢ genu
Mb-1, wiazac sie z sekwencjami wzmacniajacymi. Gen Mb-1 koduje tancuch
polipeptydowy Ig-B, ktory wraz z fancuchem Ig-oo wehodzi w skiad receptora anty-
genowego limfocytu B — BCR. Oba tancuchy odpowiadaja za przekazywanie sygnatu
ze zwiazanego z antygenem receptora BCR do wnetrza komorki [22]. Lancuchy
Ig-o i Ig-f uczestnicza w procesach koniecznych do rozpoznania i prezentacji antygenu
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przez limfocyty B [22]. Nastgpnie antygen podlega obrobce, a obce biatka sa
prezentowane na powierzchni limfocytu przez uktad zgodnosci tkankowej MHC klasy
II. Ekspresja fancuchow Ig-a i Ig-p oraz zwiazanie antygenu przez receptor BCR sg
niezbedne do rozpoznania i prezentacji antygenu przez limfocyty B.

Biatko Pax 2 wraz z Wt | (ang. Wilms tumor I) uczestniczy w powstawaniu
nerek u myszy [30]. Czynnik Pax 2 indukuje syntez¢ biatka Wt 1, ktdre nastepnie
zwrotnie hamuje ekspresje genu Pax 2 podczas dalszego rozwoju nerki. Lokalizacja
oraz poziom bialek Pax 2 i Wt 1 decyduje o powstawaniu poszczegdlnych czgsci
tego narzadu. Mutacja genu Pax 2.1 (gen ortologiczny do mysiego Pax 2 ) u danio
pregowanego prowadzi do zmian w ekspresji genu Wt I — ma szerszy zakres niz u
organizmu zdrowego. Fakt ten sugeruje, ze biatko Pax 2 moze by¢ takze represorem
transkrypcji genu Wt 1 [58].

W rozwoju mdzgu uczestniczy wiele biatek odpowiedzialnych za réznicowanie
neuronéw i wyodrgbnianie si¢ poszczegolnych jego czesci. Oprocz czynnikow Pax
wazne funkcje w tym procesie pelnia biatka Wnt (ang. Wingless integrated) i En
(Engrailed). Czynniki Pax 6 i En oraz bialko Wnt biorg udzial w tworzeniu oraz
utrzymaniu granicy pomigdzy Srodmoézgowiem i tylomozgowiem [52]. U danio
pregowanego zahamowanie przy pomocy przeciwcial dzialania biatka Pax[b],
homologicznego do Pax 2, 5 i 8, powoduje pojawienie si¢ deformacji w rejonie
taczacym $rod- i tylomozgowie. Jednoczesnie dochodzi do obnizenia poziomu mRNA
kodujacego Wnt 1 i En 2, co rowniez wskazuje na $cista zaleznos¢ miedzy tymi
trzema czynnikami [12].

5. ROLA BIALEK PAX PODCZAS ROZWOJU OSRODKOWEGO
UKLADU NERWOWEGO

Czynniki transkrypcyjne Pax, poza Pax 1 i 9 sg niezwykle wazne w rozwoju
osrodkowego ukladu nerwowego. Geny kodujace biatka Pax podlegaja transkrypcji
w $cisle okreslonych czegs$ciach cewynerwowej oraz pdzniej w rozwijajacym sie
moézgu. Czynniki Pax 2, 5 i 8 ulegaja ekspresji w rejonie polaczenia miedzy
srédmoézgowiem i tylomozgowiem [57]. U myszy pozbawionych funkcjonalnego genu
Pax 5 obydwie wymienione czg$ci mozgowia maja liczne defekty [44]. Biatka Pax
3 1 7 sa wykrywane w srodmoézgowiu i odgrywaja rolg w réznicowaniu komorek,
wywodzacych si¢ z grzebienia nerwowego [34, 53, 63]. Biatko Pax 6 jest prawdo-
podobnie odpowiedzialne za wyodrgbnienie i utrzymanie granic migdzy poszcze-
gblnymi czgsciami mézgu [25] oraz za migracj¢ neurondw, wzrost i réznicowanie
aksonow [35, 41]. U wspomnianych wczesniej myszy Sey (z punktowa mutacja w
genie Pax 6), charakteryzujacych si¢ nieprawidtowa budowa lub brakiem oczu i
nosa, defekt czynnika Pax 6 prowadzi do rozszerzenia ekspresji genu Dlx I (ang.
Distal-less related homeobox genes) na kore mézgu. Wynikiem ekspresji tego genu
w miejscach dla niego niespecyficznych jest zaburzenie migracji i segregacji neuronéw
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w przodomézgowiu. Wynika stad, ze bialko Pax 6 jest wazne dla wyodrebniania i
prawidtowego powstawania struktur przodomoézgowia.

6. ROLA CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH PAX
W POWSTAWANIU MIESNI

Na szczegdlng uwage zastuguje rola bialek Pax 3 i 7 w powstawaniu mig$ni
szkieletowych. Wymienione czynniki sa kluczowe w wyodrebnianiu si¢ populacji
komorek prekursorowych migsni, ich migracji do miejsca docelowego oraz w
utrzymaniu populacji komoérek satelitowych [8, 10].

Podczas embriogenezy, z mezodermy przyosiowej potozonej rownolegle po obu
stronach struny grzbietowej i cewy nerwowej powstaja somity [4]. Powstanie odreb-
nych somitow oraz ich pdzniejsze roznicowanie na dermomiotom i sklerotom indukuja
biatka Bmp (ang. Bone morphogenetic protein), Wnt, Shh (ang. Sonic hedgehog)
i Msx (ang. Muscle segment related homeobox genes) syntetyzowane przez
komorki struny grzbietowej i cewy nerwowej. Czynniki Pax 3 i Pax 7 biorg udziat
w miogenicznej specyfikacji czesci komorek somitu, z ktorego wyodrebni sig
dermomiotom, a nastgpnie z niego powstang migsnie. Czynniki transkrypcyjne Pax
3 i 7 wykrywane sa w okoto 90% komorek znajdujacych si¢ w srodkowej czgsci
dermomiotomu [24, 37]. Naukowcy sa zgodni, ze oba biatka sa charakterystyczne
dla komorek prekursorowych powstajacych podczas miogenezy zarodkowej [24, 37].
Ponadto czynnnik Pax 7 jest szczegdlnie wazny w determinacji losu komoérek
satelitowych uczestniczacych w miogenezie pourodzeniowej [11, 32, 49]. W komor-
kach dermomiotomu syntetyzowane sa nastgpnie migsniowe czynniki regulatorowe
(MRF): Myf4, Myf 5 i MyoD, kontrolujace ekspresj¢ genow niezbednych w procesie
miogenezy. Biatka Myf 5 oraz MyoD pojawiaja si¢ w prekursorach mioblastow
podczas réznicowania [28].

Podczas kolejnych stadiow rozwoju zarodkowego myszy dermomiotom ulega
podziatowi na dermatom i miotom pod wplywem molekularnych sygnatéow z
sasiadujacych struktur. Dermomiotom przyjmuje forme plytki z podwinigtymi
krawegdziami. Komorki prekursorowe miesni zlokalizowane w bocznej czesci
dermomiotomu przemieszczaja si¢ wzdtuz jego bocznych krawedzi tworzac skupisko
komorek zwane miotomem pierwotnym. W miar¢ dalszego rozwoju populacja
komorek syntetyzujacych biatka Pax 3 i Pax 7 wedruje ze srodkowej czesci
dzielacego si¢ dermomiotomu do miotomu [24, 37]. Z tej populacji wywodza sie
prekursory mioblastow biorace udzial w powstawaniu migsni i komorki satelitowe
uczestniczace we wzroscie i regeneracji po urodzeniu [24].

Badania dowodza, ze biatko Pax 3 jest niezbg¢dne podczas powstawania miotomu
oraz wykrywane jest w migrujacych komorkach prekursorowych migsni i mioblastach
w zawigzkach konczyn [9, 11, 60]. Podczas formowania si¢ miotomu czynnik Pax
3 indukuje ekspresje dwoch czynnikow MRF: Myf 5 i Mrf 4 [8, 29]. Natomiast w
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migrujacych prekursorach mioblastow dochodzi do represji transkrypcji miesniowych
czynnikow regulatorowych. Bialko Pax 3 prawdopodobnie utrzymuje migrujace
komorki prekursorowe w stanie niezréznicowanym, kontrolujac transkrypcje genu
MyoD, ktéry z kolei reguluje réznicowanie komorek w mioblasty i miocyty [49].
Czynnik Pax 3 wplywa tez na ekspresj¢ receptora c-met, ktorego ligandem jest
watrobowy czynnik wzrostu (czynnik rozpraszajacy, HGF/SF, ang. Hepatocyte
Growth Factor/Scatter Factor). Receptor c-met jest syntetyzowany przez migru-
jace prekursory mioblastow. Czynnik HGF/SF wystepuje w mezodermie przylegaja-
cej do wargi bocznej dermomiotomu i wyznacza szlak wedréwki komorek prekurso-
rowych mioblastow. Dzigki oddziatywaniu receptora c-met z ligandem HGF komorki
prekursorowe mioblastow wedruja do zawiazkéw konczyn.

Transkrypcja gendw miogenicznych inicjowana jest w prekursorach mioblastow
w momencie, kiedy zasiedlaja one zawiazki konczyn. Mioblasty przyjmuja wtedy
ksztalt wrzecionowaty, uktadaja si¢ jeden za drugim, a ich blony komdrkowe ulegaja
fuzji. W ten sposob powstaja wydluzone miotuby z centralnie potozonymi jadrami.
W miotubach syntetyzowane sa czynniki MRF czyli miogenina i Mrf 4, specyficzne
dla poéznych etapow roéznicowania. Miotuby staja si¢ dluzsze poprzez dolaczanie sie
kolejnych mioblastow. Nastgpnie dochodzi w nich do syntezy bialek miesniowych,
takich jak: aktyna mig$niowa sarkomerowa i miozyna. Po unerwieniu z miotub
powstajg wlokna migsniowe, a wchodzace w ich skfad jadra komdrkowe lokalizuja
si¢ pod sarkolemma [27]. Z widknem migsniowym pozostaja zwigzane niezroznico-
wane komorki prekursorowe migsni — komorki satelitowe, uczestniczace we wzros-
cie i regeneracji migsni w okresie pourodzeniowym [13].

U dorostego organizmu komorki satelitowe pozostajg w stanie spoczynkowym G,
Zaréwno komorki satelitowe w stanie spoczynkowym, jak i komorki zaktywowane
w wyniku uszkodzenia migsnia moga wykazywac ekspresje czynnikdéw Pax 3 i Pax
7 [49]. W czgsci z nich wykrywane sg oba biatka, a w czgsci tylko czynnik Pax 3
albo Pax 7. Udzial poszczegolnych populacji komdrek satelitowych zalezy od czesci
ciafa, z ktdrej pochodzi migsien, ale nie od typu budujacych go widkien [49]. Wraz
z réznicowaniem mioblastow poziom biatka Pax 3 i Pax 7 spada [42, 49].

Czynnik transkrypcyjny Pax 7 jest kluczowy dla utrzymania populacji komoérek
satelitowych. U myszy Pax 7~ obserwowany jest drastyczny spadek liczby komorek
satelitowych po urodzeniu, ktory powoduje gorsza regeneracje miesni dorostych orga-
nizméw [43, 49]. Myszy Pax7"- umieraja w ciagu 3 tygodni od momentu urodzenia
[43]. Badacze z grupy Rudnickiego stwierdzili, ze z brakiem czynnika Pax 7 wiaze
si¢ catkowita utrata komorek satelitowych i nieprawidlowa budowa wiokien migs-
niowych [55]. Wedlug autorow z grupy Rudnickiego zmniejszenie liczby komorek
satelitowych u mutantow Pax 77" jest zwiazane z rola bialka Pax 7 w ich specyfikacji
[55]. Natomiast pozostate grupy badawcze Brauna i Buckingham sugeruja, ze spadek
liczby komorek satelitowych jest spowodowany istotng rola biatka Pax 7 w regulacji
podziatéw komorkowych i w zapobieganiu apoptozie [11, 23]. Prawdopodobnie w
niektorych populacjach komorek satelitowych réwniez czynnik Pax 3 pelni funkcje
antyapoptotyczng [49]. Obecnie nie budzi kontrowersji fakt, ze biatko Pax 7
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odpowiada za zdolnos¢ samoodnawiania populacji komodrek satelitowych, uczest-
niczacej w powstawaniu widkien migsniowych po urodzeniu i regeneracji migsni [11,
42,43, 49, 51]. Czynnik transkrypcyjny Pax 7 bierze prawdopodobnie réwniez udziat
w utrzymaniu komorek satelitowych w stanie niezréznicowanym [42]. Z kolei
badania przeprowadzone przez Relaix i zespdt wykazuja, ze czynniki Pax 3 i 7
inicjuja réznicowanie komorek satelitowych, aktywujac biatko Myo D [49]. Ponadto,
praca McKinnell i zespotu wykazata, ze biatko Pax7 reguluje ekspresj¢ czynnika
Myf5 w mioblastach [36].

Biatko Pax 7 jest syntetyzowane w niezroznicowanych komodrkach satelitowych
na wysokim poziomie, kontrolujac ekspresj¢ migsniowego czynnika regulatorowego
MyoD [42]. Nastepnie po aktywacji komodrek satelitowych, w wyniku uszkodzenia
widkna migsniowego dochodzi w nich do obnizenia poziomu czynnika Pax 7 i syntezy
bialek MyoD i Myf 5. Poziom ekspresji Pax 7 determinuje losy komorki satelitowe;j.
Komorki, w ktorych ekspresja biatka Pax7 zostaje zachowana, a obnizony zostaje
poziom MRF odtwarzajg niezréznicowana, rezerwowa pule komorek satelitowych
[42, 54]. W komdrkach, w ktorych poziom czynnika MyoD wzrasta, pojawia si¢
synteza czynnikow Myf 5, Mrf 4 i miogeniny [54, 56]. Komorki te roznicuja w
mioblasty i odbudowuja uszkodzone mig$nie.

7. ROLA BIALEK PAX W ONKOGENEZIE

Mutacje w genach kodujacych czynniki transkrypcyjne Pax moga by¢ przyczyna
powstawania nowotwordw. Transformacja nowotworowa moze by¢ réwniez spowo-
dowana translokacja fragmentéw chromosomow, na ktorych zlokalizowane sa geny
Pax. Modyfikacja struktury genéw, a w konsekwencji bialek Pax moze prowadzi¢
do zmiany ich aktywnosci jako czynnikow transkrypeyjnych, a co za tym idzie do
deregulacji ekspresji genow, ktére kontroluja. Do gendw docelowych czynnikéw Pax
naleza geny, kodujace biatka p53 i Bcl-2 niezwykle istotne dla prawidlowej regulacji
proliferacji komorek i apoptozy [6, 11, 23, 34]. Dysfunkcja czynnikéw Pax moze
wiec prowadzi¢ do transformacji nowotworowe;j.

Czynnik Pax 3 hamuje apoptozg poprzez regulacje¢ transkrypcji antyapopto-
tycznego biatka Bcl-X| [34]. Nadekspresja genow Pax powoduje powstawanie
guzéw nowotworowych z fibroblastow u myszy Nude, pozbawionych grasicy, w
ktérej dojrzewaja limfocyty T i w zwiazku z tym niewykazujacych odpornosci
komodrkowej [45]. U mutantow Nude, ktorych komorki syntetyzuja biatka Pax 1, 2,
3, 6 1 8 na podwyzszonym poziomie, powstaja dobrze unaczynione guzy lite o réznej
morfologii. Wyzszy od normalnego poziom biatek PAX 2 i 8 obserwuje si¢ takze w
guzie Wilmsa (lac. nephroblastoma), dzieciecym nowotworze nerek [5, 21, 34].

W komoérkach guzéw litych mig$ni wystepujacych u dzieci dochodzi do translo-
kacji fragmentu chromosomu 2 i 13. W jej wyniku powstaje bialko fuzyjne PAX-
FORKHEAD z domenami wigzacymi DNA czynnika PAX 3 lub 7 oraz FKHR (ang.
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Forkhead in Rhabdomyosarcoma). Powstale bialko jest czynnikiem transkrypcyj-
nym o wigkszej od normalnej aktywnosci i najprawdopodobniej jest odpowiedzialne
za powstawanie miesniakomigsaka prazkowanokomodrkowego (tac. rhabdomyosar-
coma) [19].

Nizszy poziom ekspresji genu PAX 5 obserwuje si¢ w ludzkim glejaku astrocytarnym
(tac. astrocytoma) i rdzeniaku (tac. medulloblastoma) [17, 57]. W komorkach chloniaka
wielkokomdrkowego promotor genu PAX 5 jest zmodyfikowany. Dochodzi do insercji
sekwencji wzmacniajacej genu, kodujacego ciezki tancuch immunoglobuliny [46].
Dotychczas nie ustalono, w jaki sposdb czynnik transkrypcyjny PAX 5 dziala w
komorkach chtoniaka. Wiadomo jednak, ze biatko to jest odpowiedzialne za podziaty
komorek nowotworowych, tak jak w przypadku limfocytéw B [15].
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