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Streszczenie: Somitogeneza, w czasie ktorej z przyosiowej mezodermy tworza si¢ somity, jest pod-
stawa segmentacji ciata u krggowcow. Somity sa strukturami przejsciowymi dajacymi poczatek kreggom,
mig$niom szkieletowym i skorze wlasciwej. U krggowcodw wszystkie komorki przyosiowej mezodermy
przechodza przez trzy fazy réznicowania i dojrzewania, ktore sa $cisle regulowane na poziomie prze-
strzennym i czasowym. W pierwszej fazie komorki macierzyste, zlokalizowane w smudze pierwotnej, a
nastepnie w paczku ogonowym, przeksztatcaja si¢ w komorki progenitorowe, ktore tworza mezoderme
przedsomitowa w formie dwdch pasm komoérek mezenchymatycznych biegnacych po obu stronach
cewy nerwowej i struny grzbietowej. Faza przygotowania do segmentacji zachodzi w przedsomitowej
mezodermie na poziomie molekularnym. W fazie segmentacji tworza, si¢ granice somitu i zachodzi
epitelizacja komorek mezenchymatycznych. Dane z ostatnich kilku lat wskazuja, ze somitogeneza jest
kontrolowana przez molekularny zegar oscylacyjny oraz przez gradienty morfogendéw. Podstawa zegara
oscylacyjnego jest periodyczna ekspresja pewnych gendw, z ktorych wigkszos$¢ jest zwiazana z sygna-
lizacja Notch. Z zegarem oscylacyjnym powiazany jest dynamiczny gradient morfogenéw FGF, Wnt3a
oraz kwasu retinowego. W artykule omoéwiono mechanizm dziatania molekularnego oscylacyjnego zegara
u zarodkow danio, kury 1 myszy.

Slowa kluczowe: somitogeneza, zegar molekularny, zarodek kregowcow.

Summary: The segmentation of the vertebrate body is established by somitogenesis, during which somite
form sequentially in a rhythmic fashion from the paraxial presomitic mesoderm. The somites are transient
embryonic segments giving rise to the vertebras, the skeletal muscles and dorsal epidermis. In vertebrates,
all cells of the paraxial mesoderm go successively through the three phases of differentiation and matura-
tion, which are tightly regulated at the spatio-temporal level. A growth phase during which progenitor cells
are produced from mesodermal stem cells, which are localised in the primitive streak and latter in the tail
bud, and become organised as two streaks of the mesenchymal cells bilaterally to the neural tube and
notochord forming the presomitic mesoderm. A pattering phase occurring in the presomitic mesoderm
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during which the segmental pattern is established on the molecular level. A segmentation phase in which
the somite boundaries are formed and epithelization of mesenchymal cells occurs. Recent data suggest that
the molecular oscillatory [segmentation] clock and gradients of signalling molecules control the somitoge-
nesis. The periodic expression of several genes, most of which are related to the Notch signalling pathway,
is the base of the oscillatory clock. Dynamic gradient of retinoic acid and morphogens FGF6 and Wnt3a
are coupled with molecular oscillatory clock. In this review the mechanism of oscillatory clock in zebra-
fish, chick and mouse embryos is described.

Key words: somitogenesis, molecular clock, vertebrate embryo.

WSTEP

Jednym z podstawowych procesow w rozwoju zarodkow kreggowcow jest somitoge-
neza, w wyniku ktorej powstaja somity, odrgbne segmenty utozone parami wzdhuz struny
grzbietowej i cewy nerwowej. Somity tworza si¢ kolejno od przodu ku tytowi, pierwsza
para widoczna jest na poziomie pecherzyka ocznego zarodka. Liczba somitow jest
stata dla danego gatunku, np. u kury wynosi 52, u myszy 65 [37]. Z somitow tworza si¢
kregi, mig$nie szkieletowe i skora wlasciwa. Roznicowanie si¢ somitow w te struktury
jest dobrze poznane i opisane w podrecznikach [8,39]. W ostatnich kilku latach zain-
teresowano sig specjalnie poczatkowymi etapami somitogenezy, poniewaz, jak sig¢ oka-
zato, w tym okresie zachodzi w mezodermie przedsomitowej naprzemienne regularne
aktywowanie i hamowanie ekspres;ji niektorych gendw, co w zasadniczy sposob wpltywa
na wyodrgbnianie i réznicowanie si¢ somitow.

Badania nad somitogeneza sa prowadzone glownie na zarodkach 3 gatunkow
kregowcow: ryby danio pregowany (Danio regio), kury i myszy. Zarodki danio sa
dostepne w duzej liczbie, przechodza szybki rozwoj, somitogeneza trwa u nich okoto 14
godzin, mozna rowniez tatwo uzyskac u tych ryb ukierunkowane mutacje genetyczne.
Podobnie ze wzgledu na dostepnos¢ do manipulacji eksperymentalnej badana jest
somitogeneza u zarodkow kur. Z kolei analiza rozwoju licznych mutacji genetycznych
spontanicznych i ukierunkowanych wywotywanych u myszy dostarcza wielu cennych
informacji o zaburzeniach w prawidlowej somitogenezie.

POWSTAWANIE I ROZNICOWANIE MORFOLOGICZNE
PRZYOSIOWEJ MEZODERMY SOMITOWEJ

Na wstepie nalezy przypomnieé, ze u owodniowcow (ptaki i ssaki) gastrulacja
rozpoczyna si¢ w obrgbie tarczki zarodkowej, ztozonej z dwoch warstw komorek
epiblastu i hypoblastu. Komorki epiblastu tworza nastgpnie wlasciwy zarodek. Tarczka
zarodkowa jest spolaryzowana i mozna w niej wyrdzni¢ czg$¢ przednia (A — anterior)
poprawnie nazywana rostralna, z ktorej rozwijaja si¢ gtownie przednie czgséci zarodka
oraz cze$¢ tylna (P — posterior) nazywana kaudalna. Cze$¢ komorek epiblastu
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przemieszcza si¢ przez smugg pierwotna i wezel pierwotny (Henzena) pod epiblast i
tworzy mezodermg. Na skutek tej migracji smuga pierwotna stopniowo si¢ skraca i
zanika. Zaleznie od potozenia, czasu migracji i pézniejszego réznicowania oraz funkcji
wyrodznia si¢ mezoderme glowowa, osiowa, przyosiowa, posrednia i boczna. W pierwszej
kolejnosci z epiblastu wysuwaja si¢ w linii §rodkowej tarczki zarodkowej komorki
mezodermy gtowowej i osiowej, tj. struny grzbietowej i razem z formujaca si¢ cewa
nerwowa przemieszczaja si¢ rostralnie. W nastepnej kolejnosci migruja po obydwoch
stronach struny grzbietowej komorki przeznaczone na somity tworzace przyosiowa,
przedsomitowa mezoderme — PSM (presomatic mesoderm). Komorki przeznaczone
na PSM zatrzymuja si¢ na rostralnym koncu smugi pierwotne;j i staja si¢ rezydujaca
pula komorek macierzystych dla PSM. Po zaniku smugi pierwotnej te komorki
macierzyste lokuja si¢ w przedniej czesci paczka ogonowego. [ 7]. Komorki macierzyste
dostarczaja puli komorek prekursorowych tworzacych PSM i somity. Pula komorek
prekursorowych rozdziela si¢ na dwie czgsci, ktore przesuwaja si¢ wzdhuz pomigdzy
ektoderma powierzchniowa a endoderma jelitowa po obu bokach cewy nerwowej 1
struny grzbietowej. Tworza si¢ dwa rownolegte pasma PSM, ktorych rozwoj i dalsze
roznicowanie sa $cisle ze soba zsynchronizowane (ryc. 1). PSM wydtuza sig przez
apozycjg, tj. odktadanie, gdy przytacza si¢ do niej grupa nowopowstatych komorek
prekursorowych. Wydhuzanie si¢ PSM zachodzi w kierunku kaudalnym (ku tytowi),
podczas gdy rostralnie (na przodzie) nastepuje oddzielenie si¢ nowego somitu. PMS
ma wiec dwa etapy rozwoju: pierwszy z komorek macierzystych, ktére migruja przez
smuge pierwotna i wezet pierwotny, oraz drugi, kiedy PSM tworzy si¢ z komorek
macierzystych rezydujacych w paczku ogonowym. Z PSM powstatej w pierwszym
etapie tworza si¢ somity szyjne, potozone najbardziej rostralnie, pozostate somity tworza
si¢ zkomorek macierzystych rezydujacych w paczku ogonowym. Na przyktad u zarodka
kury migracja komorek z epiblastu i regresja smugi pierwotnej konczy si¢ po wytworzeniu
okoto 16 somitéw szyjnych, a komorki uczestniczace w tworzeniu somitow ledzwiowych,
krzyzowych i ogonowych pochodza z paczka ogonowego [18].

Liczba komoérek macierzystych dla PSM rezydujacych w smudze pierwotnej jest
niewielka. U zarodka myszy w 7,5 dpc' jestich 100 do 150 [54]. Ulegaja one niesyme-
trycznym podziatom mitotycznym, przez co dostarczaja nowe;j puli komorek prekurso-
rowych dla PSM, a jednocze$nie czg$¢ ich pozostaje nadal rezydujacymi, samoodna-
wiajacymi si¢ komoérkami macierzystymi [36, 57]. Nie wiadomo, jak regulowane sa te
podziaty.

Samoodnawiajace si¢ komorki macierzyste maja charakter komérek mezenchy-
matycznych, stanowia zwarta (koherentna) grupg. Uwaza sig, ze pochodzace z nich
komorki prekursorowe PSM zachowuja rowniez zwarto$¢ dzigki podziatom klonalnym.
Ruchy komoérek w obregbie grupy komorek prekursorowych, a nastgpnie w PSM sa
bardzo ograniczone. Komorki zachowuja utozenie klonami, a wbrew dawnym pogladom
[74] w PSM nie zachodzi mieszanie si¢ komorek wzdhuz osi A/P. Co wigcej wykazano,
ze juz w tarczce zarodkowej odmiennie sa zlokalizowane komorki przeznaczone na
przysrodkowe i boczne czg$ci PSM, a nastepnie takze na przysrodkowe i boczne czgsci
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RYCINA.1. Schemat rozmieszczenia paczka ogo-

nowego, mezodermy przedsomitowej — PSM i somitow wom sasiednich narzadow pierwot-
u zarodkoéw kregowcow: SI — ostatnio wytworzony nych, tj. cewy nerwowej, struny.
somit, SO — szczytowa cz¢$¢ PSM, z ktorej zostanie

grzbietowej, mezodermy bocznej i

wytworzony nastgpny somit; S-I — material na . . . .

presumptywny kolejny somit; BO — szpara pomiedzy ek'tOdeHny p0w1'er'zchmowe]. PSM jest
S0 a SI; B-1 — presumptywna szpara pomigdzy wigc zespotem liniowo utozonych ko-
somitami. Oznaczenia wedtug nomenklatury propo- hort komérek o réznym stopniu zaa-

nowangj przez Pourquie i Tam [60] wansowania somitogenezy (ryc. 112)

Stad ogladana w cato$ci odbija wszyst-
kie kolejne etapy somitogenezy zachodzace w pojedynczej kohorcie. Cata PSM, poczawszy
od paczka ogonowego do pierwszego somitu szyjnego, moze byc¢ traktowana jak tasma
filmowa ztozona z kolejnych klatek, z ktérych kazda odpowiada kolejnemu stadium
rozwojowemu w innym czasie. Wigkszo$¢ autordw opisujacych somitogeneze traktuje PSM
jako dynamiczna calo$¢ i wyrdznia w niej dwa obszary: rostralny (przedni) i kaudalny (tylny).
W obszarze rostralnym znajduja si¢ kohorty komorek o zawansowanej somitogenezie,
w kaudalnym w poczatkowych jej etapach. Kaudalny obszar jest dynamiczny, bowiem
tuw okreslonych odstgpach czasu dotaczane sa nowe kohorty komorek prekursorowych
1 dzigki temu obszar ten przesuwa si¢ ku tytlowi zarodka. Tworza go stosunkowo luzno
utozone komorki mezenchymatyczne. Obszar kaudalny u zarodka kury obejmuje 2/3
PSM [18]. Obszar rostralny jest stabilny, nie obserwuje si¢ w nim ruchéw komorek ani
mitoz. Od rostralnej czegsci oddzielaja si¢ kolejno somity jako odrebne struktury.
Oddzielanie sig nowego somitu od PSM na ogdt nazywane jest segmentacja. Jest ona
zwiazana z epitelizacja komorek (tj. przeksztatcaniem si¢ komorek mezenchymatycznych
w nablonkowe) oraz z wytworzeniem granic somitu i jego polaryzacja.
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Przemiany morfologiczne ko-
moérek w kohorcie, prowadzace
do wytworzenia somitu, pole-
gaja na zageszczeniu komorek
przez zmniejszenie przestrzeni
migdzykomorkowej, a nastgpnie
ich epitelizacji, czyli zmianieich L
ksztattu z typu mezenchymatycz-  komorki
nego na nablonkowaty. Z kolei macierzyste
pomigdzy nowopowstatym somi-
tem a rostralng czgScia PSM  RYCINA 2. Schemat struktury komoérkowej mezodermy
tworzy si¢ wyrazna szpara. Zmia- przedsqmitowej Zarpdka kury, oznaczenia poziomow wg
ny te zachodza u wszystkich kre- Pourquie i Tam [60] jak na rye. 1
gowcow, mimo roéznic w ich
przebiegu w poszczegolnych gromadach U owodniowcoéw wyodrebnia sig najpierw, na
skutek kompakcji, grupa komorek zwana somitomerem, ktory przeksztatca si¢ w somit.
U kury i przepiorki nowopowstaty somit ma charakter kuli wypetionej w $rodku
komorkami mezenchymatycznymi, otoczonej zewngtrzna warstwa nablonkowata
komorek. Somit kury na poziomie skrzydta ma okoto 2500 komorek [11]. U myszy
epitelizacji podlega tylko czg$¢ grzbietowa i boczna powstajacego somitu, podczas gdy
czes$¢ przysrodkowa zachowuje charakter mezenchymatyczny. Somit zaby szponiastej
Xenopus sklada si¢ z rownolegle utozonych, wydhuzonych srodkowo-bocznie komorek
1 w czasie tworzenia ulega rotacji. Somit ryby danio, podobnie jak u owodniowcdow,
jest kulisty.

Podkreslic trzeba, ze komorki w obrebie PSM komunikuja sig ze soba przez potaczenia
szczelinowe (nexus). Dowodzi tego obserwacja, ze wprowadzony do kaudalnej czgsci
PSM barwnik rodamina pojawia sig¢ kolejno w komorkach przesuwajac ku przodowi i
zatrzymuje dopiero w komorkach potozonych na samym brzegu rostralnym PSM [76].

Dla ujednolicenia opisow eksperymentéw prowadzonych przez réznych badaczy
oraz dla fatwiejszego porozumienia, Pourquie i Tam [61] zaproponowali nomenklature
dla mezodermy przyosiowej, rézniaca si¢ od powszechnie stosowanego oznaczania
somitow liczbami wedtug kolejnosci ich powstawania. Poszczegdlne somity zostaly
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RYCINA 3. Schemat cyklicznej ekspresji genu c-hairy 2 w ciagu 90 minut na przyktadzie tworzenia si¢
151 16 kolejnego somitu u zarodka kury

przez nich ponumerowane cyframi rzymskimi zgodnie z ich potozeniem wzdtuz osi
A/P, poczynajac od pierwszego ostatnio utworzonego somitu oznaczonego jako SI. W
ten sposob numer somitu okresla jego stan zréznicowania, a nie potozenie na osi A/P.
PSM zostata podzielona na prospektywne somity (presomity) oznaczone S0, S-1, S-11,
S-IIT itd. Prospektywne granice migdzy nimi oznaczono odpowiednio litera B z numeracja
arabska, np. prospektywna granicg¢ migdzy SO a S-I jako B-1 (ryc.112).

Komorki PSM sa ukierunkowane na wytworzenie somitu i kazda komoérka w kohorcie
przechodzi przez kolejne fazy réznicowania si¢ od komorki macierzystej do komorki
wyksztatconego somitu. Nie sg one jednak jeszcze catkowicie zdeterminowane i sa
pluripotentne. Komodrki PSM, wszczepione do mtodszego zarodka, sa zdolne do
roznicowania si¢ w boczna mezoderme, srodbtonek i endoderme [76].

CZYNNIKI MOLEKULARNE W PSM

Podziat PSM na rostralng i kaudalna, poczatkowo czysto morfologiczny znalazt
potwierdzenie w odmiennym rozmieszczeniu w niej niektorych czynnikow wzrostowych
oraz odmiennej ekspresji genow. Najwazniejsza jednak wlasciwoscia kaudalnej PSM
oraz paczka ogonowego jest powtarzajaca si¢ regularnie aktywacja i zahamowanie
ekspresji niektorych genéw w ramach zegara oscylacyjnego.

W catej PSM ulegaja ekspresji geny czynnikéw transkrypcyjnych charaktery-
stycznych dla mezodermy Thx, evx (even shipped), caudal, brachyury T [59, 81].
Tylna PSM u wszystkich krggowcow charakteryzuje si¢ aktywnoscia konserwatywnych
genow, takich jak: fef8, wnt3a, brachyury T, mezogenin, mespo, tbx6. Bialko Tbx6,
wystepujace w smudze pierwotnej, paczku ogonowym i catej PSM, bierze udziat w
poczatkowym ukierunkowaniu komorek tych struktur w komorki mezenchymatyczne.
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RYCINA 4. Schemat ekspresji niektorych gendéw w mezodermie przedsomitowej — PSM i somicie SIu
zarodka myszy, cykliczna ekspresja zaznaczona prazkowaniem

Mutanty myszy pozbawione genu tbx6 maja somity zmienione w dodatkowe cewy
nerwowe [80]. W rostralnej PSM wykrywa si¢ obecnos$¢ kwasu retinowego i biatek
transkrypcyjnych Mesp (mesoderm posterior), Foxc (Forkhead/winged helix
transcription factor) i paraxis [18,77].

Czynniki wzrostowe FGF8 (fibroblast growth factor 8) i Wnt3a (Wingless
integrated 3a) wystepuja w kaudalnej PSM w gradiencie zmniejszajacym sig rostralnie
(ryc. 4). Obydwa te czynniki sa wytwarzane w smudze pierwotnej oraz w paczku
ogonowym i dyfuzyjnie rozchodza si¢ doglowowo w PSM. Transkrypcja ich zostaje
zahamowana, kiedy komorki z paczka ogonowego przesuwane sa do PSM. FGF8
dziata za posrednictwem kaskady kinaz MAPK (mitogen activated protein kinase)
[64], a Wnt3a poprzez szlak kanoniczny z udziatem kateniny 3 i GSK-3 (kinazy syntazy
glikogenowej 3) [4]. Zawarto$¢ FGF8 i Wnt3a i ich mRNA zmniejsza si¢ na skutek
rozpadu transkryptu, stad w PSM ustala si¢ ich gradient malejacy dogtowowo [3,18].
Przypuszcza sig, ze istnieje wspotzaleznos¢ dziatania FGF8 1 Wnt 3a, przy czym FGF8
wzmacnia sygnalizacj¢ Wnt3a [3]. W kaudalnej PSM danio sygnalizacja FGF8/MAPK
utrzymuje komorki w stanie niedojrzalym, nie wptywajac na ich proliferacj¢ i migracje
[64]. U myszy gra podobna rolg Wnt3a [23].

Szereg obserwacji wskazuje, ze zasigg rozmieszczenia FGF8 jest ograniczony przez
kwas retinowy — RA (ryc. 4). RA jest trudny do bezposredniej lokalizacji w tkankach
i komorkach. Proporcjonalnie do syntezy uwalniany z komorki dyfunduje na duze
odlegtosci oraz jest szybko metabolizowany przez réznego rodzaju komorki [46]. Na
rozmieszczenie RA w tkankach posrednio wskazuje lokalizacja enzymdw zwiazanych
z jego metabolizmem. W somitach wykrywa si¢ enzym Raldh2, ktory bierze udziat w
wytwarzaniu RA. W nizszym stopniu wystgpuje ten enzym w rostralnej PSM. Natomiast
w paczku ogonowym czynny jest Cyp 26, enzym zwiazany z katabolizmem RA [23,
62]. Mozna wigc przypuszczac, ze RA tworzy w PSM gradient malejacym doogonowo
[46]. Uwaza sig, ze RA 1 FGF dzialaja antagonistycznie wobec siebie. RA hamuje
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ekspresje fef8 i odwrotnie FGF8 blokuje ekspresje raldh2, a wigc posrednio syntezg
RA [18, 62]. Skutkiem takiego antagonistycznego dziatania FGF i RA, na granicy
czesci rostralnej i kaudalnej PSM powstaje obszar ,,neutralny” pozbawiony wplywu
tych czynnikoéw. Nazywany jest on frontem lub czolem determinujacym. Nie jest
jasne, jak RA stabilizuje FGF8 na poziomie czota determinujacego [17,18]. Wiadomo
tylko, ze RA odgrywa rolg¢ w dojrzewaniu komorek PSM [23].

W czasie wzrostu i rozwoju zarodka czoto determinujace przesuwa si¢ doogonowo
w statym tempie. Polozenie czota determinujacego jest regulowane przez Wnt3a, FGF8,
RA i prawdopodobnie przez nieznany jeszcze szlak sygnalizacyjny, by¢ moze Tbx24
[23,51, 53, 65]. Napoziomie czota determinujacego dochodzi do ostrej zmiany regulacji
i aktywacji gendw, zostaje zatrzymana oscylacja genéw w komoérkach PSM. Czoto
determinujace oddziela dwa etapy somitogenezy, przebiegajace inaczej w kaudalnej
niz w rostralnej PSM; rozgranicza komorki niekompetentne od kompetentnych do pelnego
realizowania programu somitogenezy. Najwazniejsza wlasciwoscia kaudalnej PSM oraz
paczka ogonowego jest powtarzajaca si¢ regularnie aktywacja i zahamowanie ekspresji
niektorych gendow w zegarze oscylacyjnym.

ZEGAR OSCYLACYJNY

Juz bardzo dawno zauwazono, ze nowa para somitow regularnie powstaje w statych,
okreslonych odstgpach czasu i przyjeto okreslanie stanu rozwoju (wieku) zarodka
wedtug liczby widocznych par somitow. T¢ periodyczno$é probowano wytlumaczy¢
proponujac rézne teoretyczne modele somitogenezy. Migdzy innymi Cooke i Zeemane
w 1976 [13] zaktadali, ze komorki PSM periodycznie przechodza ze stanu receptywnosci
(zdolnosci odpowiedzi) do stanu niereceptywnosci. Zmiany te przesuwaja si¢ przez
PSM od tylu ku przodowi na ksztalt fali. Teoria ta w sposob znaczacy zawazyta na
sposobie opisu i interpretacji wynikow badan molekularnych nad somitogeneza.

Periodyczna ekspresj¢ genow w PMS po raz pierwszy opisali Palmeirini i wsp.
[57] w 1997 r. badajac rozmieszczenie mRNA c-hairy w kolejnych stadiach rozwoju
somitow w zarodku kury. Od tego czasu posypaly si¢ doniesienia o innych genach
wykazujacych periodyczna ekspresje w kaudalnej PSM zarodkow kregowcow. Nazwa-
no je genami oscylacyjnymi. Ze wzgledu na regularnie trwajace i powtarzajace si¢ ok-
resy aktywacji i zahamowania ekspresji tych genow, mechanizm, w jakim one
funkcjonuja, nazwano zegarem oscylacyjnym lub zegarem somitogenetycznym.
Mechanizm dziatania zegara oscylacyjnego jest jak dotychczas tylko czgsciowo poznany.
Wykryte geny oscylujace w kaudalnej PSM kregowcow przedstawiono w tabeli 1.

Ekspresje gendw oscylacyjnych najczesciej bada si¢ w zarodkach in toto. W
miejscach ekspresji genu wystepuje jego transkrypt —mRNA, ktory uwidoczni¢ mozna
odpowiednimi metodami. Badane mRNA wystepuje w PSM w postaci jednego, dwoch
lub trzech prazkow lezacych w poprzek osi A/P zarodka (ryc. 3). Kazdy prazek
odpowiada innej kohorcie komorek w innym stadium somitogenezy. Poniewaz kolejne
pulsy ekspresji rozpoczynaja si¢ na kaudalnym koncu PSM co stale okre$lony period
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w nowej kohorcie dotaczanej do PSM, w zarodkach obserwowanych in foto prazki
sprawiaja wrazenie jakby przesuwaty si¢ przez PSM w czasie kolejnych faz rozwoju
zarodka. Liczba prazkow widocznych rownoczesnie w PSM  zalezy takze od tempa
zaniku transkryptu w kohorcie. Jeszcze raz podkresli¢ trzeba, ze komorki réznicujacej
si¢ kohorty ,,stoja w miejscu” i w kazdej kohorcie zachodzi kolejno pulsacja ekspresji
gendw i wszystkie dalsze etapy somitogenezy.

Wykazano, ze oscylacja ekspresji genow jest w wysokiej mierze autonomiczna w
kohorcie i w niewielkim stopniu zalezy od czynnikow zewngtrznych. [zolowane, mate
wycinki kaudalnej PSM kury i myszy hodowane in vitro wykazuja oscylacyjna ekspresje
genow, co najmniej przez kilka cykli oscylacyjnych. Natomiast pojedyncze komorki
PSM tych zwierzat hodowane w zawiesinie (a wigc niekontaktujace si¢ ze soba) maja
zaburzona i nieregularna ekspresj¢ genow [47, 49]. Oscylacja ekspresji genow zachodzi
réwnoczesnie we wszystkich komorkach kohorty, co wskazuje ze musi istnie¢ mecha-
nizm pozwalajacy na synchronizacje tego procesu w obrebie kohorty. Taki mechanizm
moze opiera¢ si¢ na potaczeniach migdzykomoérkowych szczelinowych (nexus),
czasteczkach adhezyjnych na powierzchni komorek, a takze na takim systemie
sygnalizacji, ktory dzialajac w jednej komoérce powoduje takie same zmiany w komorce
sasiedniej. Co raz wigcej jest dowodow, ze mechanizm zegara oscylacyjnego ma za
podstawe takze molekularne negatywne pgtle sprzgzenia zwrotnego. Negatywna petla
sprzezenia zwrotnego (negative feedback loop) jest mechanizmem, w ktorym ekspre-
sja genu jest hamowana przez biatko kodowane przez ten gen. Warunkom tym odpowiada
system sygnalizacyjny Notch, ktéry ponadto moze by¢ regulowany przez poziom FGF8
i Wnt3a. Wykazano rzeczywiscie, ze system sygnalizacyjny Notch lezy u podstaw
oscylacji genow w kaudalnej PSM, a nastgpnie odgrywa istotna role w tworzeniu
granicy migdzy somitami i polaryzacji somitu.

Istotna funkcja sygnalizacji Notch w PSM polega prawdopodobnie na utrzymaniu
synchronizacji oscylacji w sasiadujacych komoérkach [23]. Mozna takze przypuszczaé,
ze sygnalizacja Notch odgrywa role w rozgraniczaniu poszczegdlnych puli komorek
macierzystych emigrujacych z paczka ogonowego. Sygnalizacja Notch jest bowiem
takze mechanizmem, ktory pozwala na odmienng ekspresje gendéw w dwoch sasia-
dujacych komorkach i skierowanie ich na inne drogi r6znicowania.

Warto moze przypomnie¢ krotko, jak funkcjonuje sygnalizacja Notch (zwana takze
Delta/Notch). Dziala ona migdzy co najmniej dwoma komdrkami w jakis sposdb
kontaktujacymi si¢ ze soba. Zarowno bowiem ligandy Delta, jak i receptory Notch sa
biatkami blonowymi, majacymi domeny tak pozakomorkowe, jak i §rodkomorkowe.
Szczegolng wlasciwoscia tego szlaku jest to, ze komorka moze rownoczesnie produ-
kowac receptor i ligand. Zaleznie od przewagi produkcji biatka Notch lub Delta komorka
dziata jako receptorowa lub jako nadajaca sygnat. Po zwigzaniu si¢ liganda z receptorem
od domeny $rédkomorkowej Notch zostaje odcigty droga proteolityczng odcinek NICD,
ktory przemieszcza si¢ do jadra komdrkowego wraz z czynnikiem transkrypcyjnym
Su(H) (Suppressor of Hairles), u ssakow RBJk (Recombination signal sequence
binding Protein for JK) z rodziny bHLH i aktywuje transkrypcje genow Hairy/E
(spl) (Hairy and Enhancer of split). Te ostatnie, z rodziny bialek z domena bHLH,
dziataja jako czynniki transkrypcyjne regulujace aktywnos¢ wielu genoéw. Biatka Hairy/
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En(spl) hamuja ekspresje genu delta i rownoczesnie zwigkszaja produkcjg biatka Notch.
Komorka staje si¢ wtedy odbiorca sygnatow. Jezeli natomiast gen Hairy/En(spl)
zostanie zablokowany, wzrasta produkcja biatka Delta i komorka przemienia si¢ w
sygnalizacyjna. Poznano wiele biatek nalezacych do rodziny Hairy/En(spl), np. u danio
wyizolowano ich co najmniej 14 [69]. Maja one zdolno$¢ tworzenia homo- i hetero-
dimerow [58]. Uwaza sig, ze r6zne ich kombinacje, wspotdziatajac z biatkiem Su(H)
odpowiadaja za plejotropowe dziatanie systemu Notch. Sygnalizacja Notch jest rowniez
regulowana przez endocytozg liganda i receptora przy udziale ubikwityny [45].
Sygnalizacja Notch bierze udziat w wielu procesach komérkowych zachodzacych w
rozwoju zarodkowym kregowcow i bezkregowcow, zwlaszcza prowadzacych do
odmiennego zachowania sig sasiadujacych ze soba komorek. Wiemy, ze jest odpo-
wiedzialna za tzw. boczne hamowanie mitozy, za odmienne réznicowanie si¢ sasiednich
komorek (lateral specification).

Czy zegar oscylacyjny dziata jednakowo u wszystkich krggowcow, nie wiadomo.
Dotychczasowe wyniki badan wskazuja na roznice migdzy gromadami. U ryb regulacja
dzialania zegara, jak si¢ wydaje, jest prostsza niz u ptakow, a najbardziej skomplikowana
jest u ssakow. By¢ moze za mato jeszcze wiemy na ten temat.

Mechanizm zegara oscylacyjnego funkcjonujacego w kaudalnej PSM i paczku ogonowym
zarodka danio zostat stosunkowo dobrze zbadany. Jak juz wyzej zaznaczono, rdzeniem
mechanizmu zegara jest sygnalizacja Notch. Oscyluja w niej geny deltaC oraz herl, her7
1 herll, nalezace do rodziny Hairy/E (spl) (tab. I). Notch ma stala, nicoscylacyjna ekspresje
w catej PSM. Wedhug Holley i wspdtautoréw [33,34] ligand DeltaC taczac si¢ z Notchl
powoduje ekspresje genu herl i her7, ktore koduja biatka Herl i Her7. Powstajace biatka
Her hamuja z kolei ekspresj¢ genu deltaC i swoich wlasnych genow herl i her7 (ryc. 5
A). Zahamowanie ekspresji tych genow trwa, dopoki Herl i Her7 sa obecne w
komorce. Biatka te sa stopniowo degradowane przy udziale ubikwityny i proteasomow.
W ten sposob tworzy si¢ samoregulujaca si¢, molekularna petla sprzezenia zwrotnego,
powodujaca cykliczna ekspresj¢ wymienionych genow.

Rola poszczegdlnych biatek Her i ich wzajemne wspodtdziatanie nie sa jeszcze w
pemi wyjasnione. Lokalizacja ekspresji gendw herl, her7 i herll jest jednakowa. Nie
jest jasne, jaka jest wspotzaleznos¢ tych genow. Wykazano tylko, ze biatka Her1 i Her7
dziataja odmiennie. Her7 potrzebne jest dla rozpoczgcia oscylacji herl w paczku
ogonowym, bowiem mutanty danio
pozbawione genu her7 wykazuja
stala (ciagla) nieoscylacyjna eks-
presj¢ herl. Her 1 i Her7 odgry-
waja rowniez odmienng rolg w | Danio Kura Mysz
dalszej .somlto.gen.ezw przy .tWOt herl  [33,34] | hairy 1 [56] hes 1 [37]
rzeniu sig granic migdzy somitami | ;- [55] hairy 2 [37] hes 7 [5.6]
(o czym nizej). Gen herl ma | delta c [33] | hey2 [23,59] |hey 2 [23,59]
prawdopodobnie co najmniej dwa lfng  [27] Lfng [22]
odmienne elementy regulacyjne w axin 2 [4]
promotorze, jeden juz wykryty jest ndk 1 133]

TABELA 1. Geny o cyklicznej ekspresji w przed-
somitowej mezodermie zarodkéw danio, kury i myszy
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RYCINA 5. Schemat dzialania zegara oscylacyjnego: A —u zarodka danio, B —u zarodka kury; sygnalizacja
Notch zaznaczona ciagla kreska, petla sprz¢zenia zwrotnego z udziatem Lfng kreska przerywana

odpowiedzialny za ekspresj¢ w paczku ogonowym (kaudalnej PSM), drugi hipotetyczny
za ekspresj¢ w rostralnej PSM [25]. Wigkszos$¢ autorow uwaza, ze Herl dziata jako
represor podobnie jak inne biatka z rodziny Hairy/En(spl) [34, 55], natomiast Gajewski i
wspolautorzy [25] przypisuja mu role aktywatora, ktory dziata za posrednictwem
dodatkowego czynnika. Rola oscylujacego genu her/1 jest nieznana [69]. W mezodermie
przyosiowej danio obok wymienionych wyzej genow z rodziny Hairy/E (spl) wykryto w
somitogenezie ekspresjg kilkunastu innych nieoscylujacych genow z tej samej rodziny, o
niewyjasnionej funkcji. Moga one wspotdziata¢ z genami oscylujacymi, wiadomo bowiem,
ze geny z tej rodziny dziataja w sygnalizacji Notch jako homo- lub heterodimery [33, 34].
Geny nieoscylujace her4 i her6 ulegaja wczesnej i przejsciowej ekspresji w paczku
ogonowym, wykazano, ze odpowiadaja one za synchronizacj¢ komoérek w kohorcie. Ich
mRNA jest prawdopodobnie produkowane w takiej ilo$ci, ktora wystarcza dla syn-
chronizacji catej kaudalnej PSM przez kilka cykli oscylacyjnych [58].

Sama aktywnos$¢ sygnalizacji Notch nie determinuje zegara oscylacyjnego. W
regulacje zegara oscylacyjnego u danio jest wlaczony szlak sygnalizacyjny FGF [23]
oraz zapewne wiele innych czynnikow jeszcze niewykrytych.

U zarodkow kury i myszy do regulacji dziatania zegara oscylacyjnego wiacza sig
biatko Lfgn (Lunatic fringe) [12, 66]. Bialko to moduluje powinowactwo receptora
Notch do ligandow, dziatajac jako glikozylotransferaza. U zarodkéw kury oscylujacymi
genami sa hairy 1, hairy 2 i hey 2 zrodziny Hairy/E (spl) oraz lfgn (tab. I). Czynnikiem
regulujacym molekularna petlg sprzg¢zenia zwrotnego jest biatko Hairy2 [27, 36, 47]
(ryc. 5 B). U ptakow i ssakow gen kodujacy ligand Delta nazwany jest dl/ (delta
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RYCINA 6. Schemat dziatania zegara oscylacyjnego w kaudalnej PSM myszy wedtug koncepcji Aulehla
i Herman [3] oraz Galceran i wspotautorow [23]: A — Wnt3a wiazac si¢ z receptorem Frz powoduje
wejécie kateniny B zwiazanej w kompleks z LEF1/Tcef do jadra komorkowego, oddziatywanie tego
kompleksu z DNA 1 aktywacjg ekspresji genu axin2. W cytoplazmie gromadzi si¢ bialko aksyna 2.
Rownoczesnie DSH wiaze si¢ z NICD odcigtym od receptora Notch i blokuje dalsze etapy sygnalizacji
Notch w tym aktywacje genow hes 1, hes7 i Ifng (Wnt3a aktywne — Notch nieaktywne); B — Nastepnie
nagromadzona w komorce aksyna 2 wiaze si¢ z GSK3, przez co blokuje wejscie kateniny B do jadra
komorkowego, co powoduje zahamowanie sygnalizacji Wnt3a i w konsekwencji hamuje syntez¢ nowe;j
aksyny. Rownoczesnie DSH uwalnia zwiazany uprzednio NICD, dzigki czemu odblokowana zostaje
sygnalizacja Notch i syntetyzowane sa biatka Hes1, Hes7 oraz Lfng (Wnt3a nieaktywne — Notch aktywne).
Aksyna zwigzana z GSK3 ulega degradacji i sygnalizacja Wnt3a zostaje ponownie aktywowana i cykl
rozpoczyna si¢ na nowo. Sygnalizacja Wnt3a pozostaje pod stata kontrola FGF8, ktory transdukuje
sygnal przez receptor FGFR1 oraz kinazg PI3k i Akt. Mechanizm oddzialywania Akt na GSK-3 jest
niejasny. Szlaki sygnalizacyjne zaznaczone: Notch linia ciagta, Wnt3a linia kropkowana, FGF8 linia
przerywana

like). Ekspresja genu dll] u ptakow jest regulowana takze przez biatka Brachyury-T i
Tbx 26 oraz niezaleznie od nich bezposrednio przez WNT3a [31].

U zarodkéw myszy w kaudalnej PSM oscyluja geny: hesl, hes7 z rodziny Hairy/
E (spl) oraz lfgn i axin 2 (tab. I). Ekspresja hes7, podstawowego czynnika sygnalizacji
Notch, kontrolowana jest przez negatywne sprzgzenie zwrotne. Cykliczna ekspresja
tego genu zachodzi co 2 godziny, koreluje to z powstawaniem co 2 godziny nowego
somitu. Dlugos¢ fazy cyklu zegara jest zalezna od okresu poitrwania biatka Hes7,
ktory u dzikich myszy wynosi okoto 22 minuty. Synteza Hes7 jest prawdopodobnie
opozniona o 30 minut w stosunku do syntezy jego mRNA [5]. Biatko Hes7 jest
degradowane przez system ubikwityna - proteasomy. Uzyskano mutanty o wydtuzonym
okresie pottrwania Hes do okoto 30 minut, u ktérych zegar oscylacyjny i segmentacja
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somitow byty zaburzone po kilku normalnych cyklach oscylacyjnych. Zrobiono symulacjg
matematyczna oscylacji hes7 i wykazano, ze dla utrzymania oscylacji i funkcji zegara
oscylacyjnego istotna jest niestabilno$¢ Hes7 [5, 30]. Biatko Hes7 hamuje ekspresje
swojego genu i genu /fng oraz jest istotne dla regulacji ekspresji hes 1 1 hey 2 (rys. 6
B). Tak samo jak ekspresja hes7 oscyluje ekspresja hes! [5].

Lfng ulega ekspresji zarowno w kaudalnej, jak i rostralnej PSM myszy, ale oscyluje
tylko w kaudalnej PSM, natomiast w rostralnej PSM ekspresja jest stata. Oscylacyjna
ekspresja [fng odbywa si¢ synchronicznie z ekspresja hes7. Kolejne ,,fale” naktadaja
si¢ w czasie, ale nie przestrzennie, rozpoczynaja si¢ na kaudalnym koncu PSM co 2
godziny. (Stad na PSM badanej in tofo wystgpuje rownoczesnie dwa lub trzy prazki)
[22]. Cytoplazmatyczny transkrypt jest niestaly i szybko rozpada si¢ po ustaniu syntezy.
Szereg roznych czynnikow reguluje periodycznos¢ ekspresji Ifng w zegarze oscylacyj-
nym. Ekspresja /fing nie oscyluje w razie braku aktywnosci sygnalizacji Notch [50].
Wykazano, ze u zarodkéw myszy i cztowieka gen [fing jest odmiennie regulowany w
kaudalnej i rostralnej PSM [50]. W 2003 r. ukazaly si¢ jednoczesnie w tym samym
numerze czasopisma dwie prace na ten temat. Morales i wspotautorzy [50] stwierdzili,
ze promotor /fng zawiera kilka elementow regulujacych:

1. blok A wystarczajacy dla ekspresji /fng w rostralnej PSM i konieczny dla cyklicznej
ekspresji /fng w kaudalnej PSM;

2. blok B wystarczajacy i prawdopodobnie konieczny dla ekspresji w rostralnej PSM;

3. blok C potrzebny dla represji w PSM;

4. blok X potrzebny dla wysokiej ekspresji w kaudalnej PSM;

5. blok regulujacy ekspresje w cewie nerwowej i dermatomiotomie (ryc. 7).

Pozytywne i negatywne impulsy wymagane do cyklicznej ekspresji dziataja poprzez
odmienne miejsca w promotorze. Natomiast Cole i wspotautorzy [ 12] wykazali, ze promotor
Lfng ma dwa odrebne elementy regulatorowe. Jeden kieruje oscylacja /fing w kaudalnej
PSM, a drugi reguluje ekspresje /fing w rostralnej PSM i wptywa rowniez na precyzyjne
dziatanie zegara oscylacyjnego. W rejonie pierwszym jest miejsce wiazace biatka Hes
oraz czynnik transkrypcyjny Su(H)/ Rbp-Jk powodujace represje¢ ekspresji /fng.

Komoérki kaudalnej PSM myszy przechodza w ciagu trwajacej somitogenezy przez
szereg cykli oscylacyjnych, w ktorych na przemian aktywne sa szlaki Wnti Notch. Ze
wzgledu na malejacy kaudalno-rostralny gradient stezenia WNT3a w kaudalnej PSM
w kazdym kolejnym cyklu aktywno$¢ WNT jest stabsza niz w poprzednim i wygasa na
poziomie czota determinujacego, w ktérym zegar oscylacyjny zostaje zatrzymany. Na
tym poziomie sygnalizacja Notch stabilizuje sig i zostaje wzmocniona ekspresja genow
zwiazanych z tworzeniem granic i polarno$ci somitu [3, 4].

Sygnalizacje Notch z sygnalizacja Wnt3a, obok DSH (Dishewelled) oraz LEF1/
TCF (Lymphoid enhancer binding factor/-T-cell factor)* taczy takze aksyna 2. W
kaudalnym PSM myszy gen /fng ulega ekspresji na przemian z oscylacyjna ekspresja
genu axin2 [3, 4, 59].

’DSH jest biatkiem posredniczacym w transdukcji sygnatu Wnt w cytoplazmie, wiaze sig miedzy innymi
z kinaza GSK3 i hamuje jej aktywno$¢, przez co blokuje rozpad kateniny 3 i powoduje jej nagromadzenie
w jadrze komérkowym, tu katenina 3 wiaze sie z czynnikiem transkrypcyjnym LEF /TCF [43].
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RYCINA 7. Schemat promotora genu /fing, miejsca [bloki] regulatorowe zaznaczone kwadratami, strzatki
wskazuja poziomy na PSM podlegajace regulacji danego miejsca, na podstawie Cole i wspotautorow [11]
i Morales i wspotautorow [49]

Aulehla 1 wspoétautorzy [4] zaproponowali nastgpujacy model cyklicznej, naprze-
miennej aktywacji i wzajemnej regulacji szlakoéw Wnt3a i Notch w kaudalnej PSM u
zarodka myszy (ryc. 6). Wnt3a wiaze si¢ z receptorem Frz (Frizzled) 1 aktywuje szlak
kanoniczny [43], w ktorym biatko adoptorowe DSH wiazac si¢ z kinaza Gsk3 blokuje
jej aktywnos$é. Na skutek tego nie dochodzi do degradacji kateniny 3. Przemieszcza
si¢ ona z cytoplazmy do jadra komorkowego i za posrednictwem biatek transkrypcyjnych
TCF/LEF wiaze si¢ z DNA. Zostaje aktywowana transkrypcja genu axin 2 i aksyna 2
gromadzi si¢ w cytoplazmie. Aksyna 2 z kolei aktywuje GSK 3, przez co powoduje
rozpad kateniny 3. Poniewaz nie dochodzi do przemieszczania si¢ kateniny [3 do jadra
komoérkowego, transdukcja szlaku Wnt3a zostaje zablokowana. Zachodzi negatywne
sprzgzenie zwrotne migdzy Wnt3a a aksyna. Aksyna 2, tak jak jej transkrypt, jest wysoce
niestabilna, jest ona destabilizowana przez fosforylacjg. Wnt3a jest stale obecne w
substancji migdzykomorkowej kaudalnej PSM, ale dopiero periodyczne pojawianie sig i
zanikanie aksyny 2 powoduje pulsacyjne aktywowanie sygnalizacji Wnt3a w komorkach
kaudalnej PSM. Aksyna 2 posrednio blokuje réwniez sygnalizacj¢ Notch. Bowiem po
zwiazaniu si¢ Wnt3a z receptorem Frz, DSH wiaze si¢ takze z odcigtym od Notch
odcinkiem NICD (patrz str. 401) i hamuje cytoplazmatyczne etapy szlaku Notch (Wnt
aktywne — Notch nieaktywne Wnt on — Notch off) (ryc. 6 A). W takiej sytuacji w
cytoplazmie gromadzi si¢ aksyna 2 i hamuje dziatanie Wnt3a. Rownoczesnie NICD zostaje
uwolniony ze zwiazania z DSH i sygnalizacja Notch zostaje przywrdcona i uruchomiona
jest ekspresja /fng (Wnt nicaktywne — Notch aktywne Wnt off — Notch on) (ryc. 6B).
Tak wigc na skutek naprzemiennej aktywacji sygnalizacji Wnt3a i Notch w komorkach
kaudalnego PSM oscyluja na przemian geny axin 2 i lfug [4]. Efektywnos¢ dziatania
WNT3a wedhug tego modelu zostaje wzmocniona przez FGFS, ktore za posrednictwem
kinaz PI-3 (1,4,5-trifosforanu inozytolu) i Akt blokuje GSK 3 [3, 4].
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Zaleznos$ci pomigdzy sygnalizacjami Wnt3a i Notch sa prawdopodobnie bardziej
skomplikowane, gdyz wykazano, ze promotory gendw dll] i notch maja kilka miejsc
wiazacych LEF1/TCF, ponadto stwierdzono, ze kompleks LEF1/TCF - katenina 3
indukuje ekspresje d//] oraz axin2 [26].

Rola zegara oscylacyjnego nie jest w pelni wyjasniona. Moze on stuzy¢ do koor-
dynowania periodycznej aktywnosci sygnalizacji Notch w PSM, ktora prowadzi
ostatecznie do rytmicznej determinacji granic somitow i wyodregbnienia w nich przedniej
itylnej czesci. Poniewaz komorki PSM zapamigtuja liczbe pulsacji, przez jaka przeszty
w czgscel kaudalnej, nim weszty w sktad somitu, liczba oscylacji moze by¢ zwiazana z
informacja pozycyjna (o czym nizej) [23]. Zegar odgrywa takze role w zapoczatkowaniu
synchronizacji rozwoju somitow po prawej i lewej stronie zarodka [59].

ROSTRALNA PSM

W rostralnej czg$ci PSM nastgpuje wydzielenie si¢ presomitow, epitelizacja komorek
presomitow, rozpoczecie ich polaryzacji w osi A/P oraz tworzenie si¢ granic migdzy
somitem a PSM. Sa to zmiany prowadzace do segmentacji. Rostralnie od czota
determinujacego ustaje oscylacyjna ekspresja genéw zegara oscylacyjnego. Stabilna
ekspresja tych genow zachodzi w S-1 1 SO (ryc. 3). Zanik oscylacji wiaze sig z
pojawieniem si¢ w komorkach rostralnej PSM u wszystkich przebadanych krggowcow
biatek Mesp i Foxc, a u danio takze biatek Fss i Tbx24 [51].

Biatka Mesp (Mesoderm posterior) to: Mespl i Mesp2 u myszy, c-Mesol u kury,
Mesp-a 1 Mesp-b u danio. Sa to czynniki transkrypcyjne z podrodziny bHLH [64].
Mesp zmienia aktywnos$¢ receptora Notch. Rownoczes$nie z wystapieniem ekspresji
mesp w rostralnej PSM zahamowana zostaje pulsacja /fing. Nast¢puje zmiana w regulacji
ekspresji genu /fng, ktory aktywowany jest tu poprzez inng domeng regulacyjna niz w
kaudalnej PSM [12, 50, 51] (ryc. 7). Ekspresja genow mesp w czasie somitogenezy
zachodzi u wszystkich przebadanych kregowcoOw w catym S-1, a w rostralnej czgsci
S0 pozostaje u danio ekspresja mesp-a, a u myszy mesp2 [64, 73]. Biatka Mesp sa
zwiazane z tworzeniem si¢ granicy mi¢dzy somitami oraz z determinacja polarnosci
A/P somitu (patrz dalej). Uwaza sig, ze Mesp odpowiada za ,,przettumaczenie” zegara
oscylacyjnego na liniowe utozenie somitéw [18].

Zarowno u danio, jak i u myszy w rostralnej PSM i nowowytworzonych somitach
aktywne sa geny foxcla i foxclb z rodziny forkhead (Forkhead/winged helix trans-
cription factor). Biatka Foxc odgrywaja zasadnicza rolg w tworzeniu somitu, regulujac
w rostralnej PSM ekspresje wielu genow, takich jak: mespl, mesp2, hes5, notchl,
dill, lfgn, paraxis [18, 44]. Zahamowanie bowiem syntezy biatka Foxcla u danio
blokuje oddzielanie si¢ somitu od PSM i polaryzacj¢ somitu, powoduje zanik ekspresji
mesp-b, ephrinB2, ephA4, Notch5 i Notch6 oraz paraxis, zaburza takze ekspresje
dll12 i Ifng. Normalna pozostaje ekspresja mesp-a, papc, deltaC i deltaD [18]. Foxc moze
dziata¢ jako permisywny sygnat dla programu segmentacyjnego [18, 77].
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Jak wyzej zaznaczono, u danio w rostralnej PSM ulegaja ekspresji geny fss 1 Thx24.
Przypuszcza sig, ze FSS 1 Tbx24 dziataja w koncowym etapie segmentacji. Biatko Fss
(fussed somites) pobudza ekspresj¢ mesp-a 1 mesp-b oraz gendw markerow rostralnej
czes$ci somitu, to jest papc, fgfrl, notch6, a hamuje ekspresje markeréw kaudalnych:
myoD i notch5, efryna A1 [64]. U mutantow fss null zanika polaryzacja somitow i
granice pomigdzy somitami, dochodzi do ich fuzji (stad pochodzi nazwa tego genu).

Gen Thx24, ulega ekspresji w dojrzewajacych komorkach srodkowej i rostralnej
PSM, z granica na rostralnej krawedzi SO. Presomitowe komorki utrzymuja t¢ ekspresje
az do zakonczenia tworzenia granicy segmentu. Gen 7hx24 koduje biatko odbiegajace
nieco od innych biatek z rodziny Tbx [52]. Tbx24 jest istotnym czynnikiem dojrzewania
komorek PSM prowadzacym do stanu, w ktorym zachodzi indukcja ekspresji mesp i
zatrzymanie oscylacji herl. Tbx24 dziata w procesie tworzenia granic migdzy somitami.
Zahamowanie dzialania Tbx24 przez wstrzyknigcie morfolino 7hx24 do zarodka
wstrzymuje calkowicie segmentacje i daje fenotyp podobny do mutacji fss null. Nikaido
1 wspotautorzy [53] wykazali znaczne podobienstwo biatka Tbx24 do biatka Fss i sugeruja,
ze koduje je jeden gen, by¢ moze jest to fss lub ze biatko Tbx24 jest kodowane w
ramach szlaku sygnalizacji Fss.

U danio w rostralnej PSM ulega ekspresji gen Gadd45 (growth and DNA damage)
Jest ona $cisle regulowana, bowiem nadekspresja lub nokaut tego genu powoduja
zaburzenia w segmentacji [40].

EPITELIZACJA PSM

W czgsci rostralnej PSM zachodzi réwnoczesnie epitelizacja komorek i polaryzacja
przysztego somitu. Uwaza si¢, ze FGF8 blokuje epitelizacje w kaudalnej PSM, a w
rostralnej stymuluje ja Mesp1 [7, 59, 72].

Proces epitelizacji jest czg§ciowo autonomiczny, a czgsciowo indukowany przez
przylegta do PSM ektoderme powierzchniowa. Rozpoczecie jego zbiega sig z pojawie-
niem si¢ w PSM u danio biatka Tbx24, a u kury bialka paraxis, czynnika transkrypcyjnego
z rodziny bHLH. Paraxis uwazane jest za znaczace w indukcji procesu epitelizacji
[15, 52, 59]. W komorkach PSM wytwarzana jest integryna 50, wydzielana jest
fibronektyna [38,41]. Wazna role w zmianie ksztattu komoérek mezenchymatycznych
w nablonkowate w czasie epitelizacji u zarodka kury odgrywaja biatka Cdc42 (cell
division cycle 42 = GTP binding protein) i Racl. Sa to GTPazy z rodziny Rho
wplywajace migdzy innymi na cytoszkielet komorki poprzez zmiany polimeryzacji aktyny.
,Decyzja” komorki, czy ma pozosta¢ mezenchymatyczna czy przeksztalci¢ si¢ w
nablonkowa, zalezy od poziomu w niej Cdc42. Przy wysokim poziomie komorka
pozostaje mezenchymatyczng z licznymi wypustkami, przy niskim traci wypustki i
zaokragla si¢. Racl powoduje ostateczna epitelizacje, tj. polaryzacjg¢ komorki i pojawienie
si¢ na niej zlaczy miedzykomorkowych (adherens junctions) wraz z N-kadheryna.
Odpowiedni optymalny poziom aktywnego Racl w komorce jest potrzebny dla dziatania



MOLEKULARNY ZEGAR W SOMITOGENEZIE 409

paraxis w uruchomieniu petnej epitelizacji. Wspo6lne dziatanie Cdc42 i Racl powoduje
takze przemieszczanie si¢ komorek w obrgbie somitomeru i rozdzielenie (sortowanie)
komorek nabtonkowych od mezenchymatycznych [52]. Do zmiany ksztattu komorek
przyczynia sig rowniez dzialanie efryn (o czym nizej).

Do dobrego przylegania komdrek nablonkowych w czasie epitelizacji, oprocz obecnosci
integryn na ich powierzchni, przyczynia si¢ zapewne sygnalizacja Notch. Pofaczenie
pozakomoérkowych domen Delta i Notch wzmaga adhezj¢ komorek. Zaznaczy¢
trzeba, ze dzialanie preseniliny (patrz nizej) w ciagu kilku minut niweluje to silne
potaczenie [2].

POWSTAWANIE SZPARY I GRANIC SOMITU

Pierwszym morfologicznym przejawem oddzielania si¢ somitu od PSM jest tworzenie
si¢ na poziomie B-1 szczeliny prostopadtej do dtugiej osi PSM. W obrgbie niej zanika
bezposredni kontakt miedzy komorkami. Zachodzi tu prawdopodobnie odpychanie si¢
komorek. Po utracie przylegania u danio kaudalne komorki presomitu grupuja si¢
(colescent) 1 przesuwaja nieco ku przodowi. Réwnoczesnie na rostralnym brzegu PSM
komorki grzbietowe, boczne i1 brzuszne obkurczaja si¢ (retrakcja) i zmieniaja ksztatt.
Stanowia one nastgpnie rostralny brzeg tworzacego si¢ kolejnego somitu. W szparze
gromadzi si¢ substancja migdzykomorkowa zawierajaca fibronektyng [18].

Wykazano, ze w tworzeniu si¢ szpary biora udziat kadheryny, biatka szlakow
sygnalizacyjnych Eph/efryna oraz Notch. System Eph/efryna dziata dwukierunkowo,
zaleznie od rodzaju efryny powoduje zwigkszenie przylegania lub rozsunigcie si¢
sasiednich komorek. Efryny wystepuja w dwoch postaciach, jedne sa zwiazane z blona
komorkowa, drugie sekrecyjne sa wydzielane z komorki. Zaréwno efryny transbtonowe,
jakiichreceptory Eph po aktywacji moga jednoczesnie przekazywac sygnat do komorek.
Stad zwiazanie sig takiej efryny z Eph moze spowodowa¢ zmiany w obu komorkach
bioracych udziat w przekazywaniu sygnatu. System ten dziatajacy w dwoch kierunkach
nazwano ,, forward and reverse signaling” [18,32]. Sekrecyjne efryny moga dziatac¢
jako negatywnie dominujace biatka, gdyz moga si¢ wiaza¢ z receptorami, lecz ich nie
aktywuja i nie powoduja ich agregacji.

Transbtonowa efryna B2 zdolna do sygnalizacji srddkomoérkowej oraz sekrecyjna
efryna A-L1 obecne sa na kaudalnym koncu SO (tj. przysztym kaudalnym koncu
somitu I), a w rostralnej czegsci S-1 wystepuje receptor EphA4, zdolny do wiazania
si¢ z oboma rodzajami efryn (ryc. 8 A). Przed wytworzeniem szpary mozna uwidoczni¢
efryng B2 oraz receptor EphA4 w PSM w postaci dwoch réwnoleglych prazkow
poprzecznych do osi A/P, poczatkowo oddzielonych od siebie pasmem pojedynczych
komorek niezawierajacych tych bialek. Potozenie naprzeciw siebie liganda efryny B2 i
receptora EphA4 umozliwia ich tatwe zwigzanie. Aktywowany receptor EphA4 wptywa
na cytoszkielet i przezto utatwia zmiany ksztaltu komorek i ich epitelizacje. Powoduje
bowiem polaryzacje¢ komorki i przybranie przez komorke ksztattu cylindrycznego,
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RYCINA 8. Schemat tworzenia si¢ szpary migdzy SO a S-I: A — rozmieszczenie Deltal, Notchl, Ling,
efryny i jej receptora EphA4 oraz fibronektyny, B — modele dziatania sygnalizacji Notch w tworzeniu
szpary (wg Sato 1 wspotautorow [62] zmienione)

przesunigcie jader komorkowych do jej cze$ci podstawowej, przemieszczenie si¢
kateniny 3 do apikalnej czgs$ci komorki. W nowowytworzonym somicie SI efryny
wystepuja wytacznie na bocznej jego krawedzi [18, 19].

W kaudalnej czesci presomitu SO u danio gromadzi si¢ fibronektyna [39]. Zardwno
epitelizacja, jak i gromadzenie si¢ fibronektyny zaleza od integryn. W przysrodkowe;j
czgSci presomitu wykryto ekspresjg genu integryny itg 5. Integryna ta wspolpracuje z
systemem efryna/Eph dla utrzymania granic somitu. Dziatanie efryny moze w tym obszarze
powodowac odpychanie si¢ komorek na styku S -11 S0, a dziatanie kadheryn ich segregacje
w obrebie presomitu na dwa rodzaje nabtonkowe i mezenchymatyczne [41].

Niewatpliwy jest udziat genow szlaku Notch w tworzeniu sig szpary. Powstaje ona
w miegjscu, w ktorym stykaja si¢ ze soba komorki o aktywnym Notch1 z komoérkami o
nieaktywnym Notch 1. Takie rozgraniczenie komorek rozpoczyna sig tworzy¢ na linii
B-1, tj. migedzy S-I a SO. W rostralnej czgsci S-1 gromadzi si¢ Lfng, ktore w tym
obszarze modyfikuje i aktywuje Notchl i rownocze$nie hamuje ekspresje d//1. Ostra
granica nagromadzenia mRNA Lfgn na poziomie linii B-1 jest, jak si¢ przypuszcza,
nieodzowna dla wytworzenia szpary. Natomiast lokalizacja nieaktywnego Notchl w
SO pokrywa si¢ z obecnoscia MESP2 (ryc. 8 A). Aktywne Notchl w komarkach na
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rostralnym brzegu S-1 taczy si¢ z Deltal na komoérkach kaudalnego SO i powoduje, ze
komorki w kaudalnej czeséci SO nie podlegaja epitelizacji [18, 51, 59, 63].

Sato 1 wsp. [62] przypuszczaja, ze przy tworzeniu szpary sygnalizacja Notch moze
dziata¢ albo przez mechanizm ,,hamowania bocznego” lub/i przez mechanizm wing
disk (tarczka imaginalna skrzydta]. W mechanizmie hamowania bocznego Notch1 na
komorkach rostralnego brzegu S-1 wiaze si¢ z Deltal na powierzchni komoérek
kaudalnego brzegu SO i hamuje w tych komorkach aktywno$¢ Notch. Réwnoczesnie
komorki brzegu rostralnego S-1 produkuja blizej jeszcze nieznany czynnik indukujacy
zmiany w komoérkach kaudalnego S0. Czynnik taki nazwany zostat przez autoréw
segmenterem, by¢ moze jest nim Hes7 (ryc. 8 B). W mechanizmie wing disk Lfgn
modyfikujac Notchl w komorkach brzegu rostralnego S-I pobudza takze ekspresje
delta3. W takim przypadku dochodzi do rownoczesnego wigzania si¢ Notchl z Delta
1, jak w modelu poprzednim, i do wigzania si¢ Delta '3 zlokalizowanego na komorkach
brzegu rostralnego S-I z Notch 1 na komoérkach kaudalnego brzegu S0. W tym przypadku
Lfng powodowatoby odmienna odpowiedz Notch 1 na dziatanie Deltal i Delta 3 [62].
Obydwa te mechanizmy powoduja powstanie dwoch rodzajow komorek by¢ moze
wzajemnie si¢ odpychajacych.

W ustalaniu potozenia szpary odgrywa rolg takze biatko Sipl (Smad integrating
proteinl), ktdre zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ rostralnie (ku przodowi) FGF8, Wnt3a,
DII3, Tbx6, ale nie hamuje rozciagania si¢ ku przodowi Lfng, Hes7, DII1 i wptywa na
granicg RA [48].

Szczegolnie silne zdolnosci indukowania tworzenia sig¢ szpary maja komorki brzuszno-
rostralne brzegu PSM. Komorki takie bowiem przeniesione w kaudalna, niesegmen-
towana PSM indukuja powstanie ektotopowej szpary. Komorki te dziataja w kierunku
dogrzbietowym niezaleznie od tego, jak przeszczep zostat zorientowany. Przypuszczalnie
w wytworzeniu szpary dziataja dwa odrgbne jednokierunkowe sygnaly, jeden w osi
A/P, adrugi w osi D/V [63].

Kontakt PSM z narzadami pierwotnymi, a szczegdlnie z ektoderma powierzchniowa
jest takze potrzebny dla powstania szpary. W tworzeniu jej instruktywna rol¢ graja
komorki grzbietowej ektodermy zlokalizowane z tyhu linii B-1, prawdopodobnie indukujac
ekspresje genu fcf15 kodujacego paraxis. Natomiast komorki endodermy jelitowe;j
stykajace si¢ z PSM maja jedynie wlasciwosci permisyjne [63].

POLARYZACJA SOMITU

Nowopowstaty somit jest spolaryzowany wzdtuz dwoch osi: A/P I D/V. Polaryzacja
D/V jest narzucona w pewnym stopniu juz komérkom macierzystym tworzacym kohorte,
jak juz zaznaczono uprzednio. Polaryzacja wzdhuz osi A/P rozpoczyna si¢ w rostralne;j
PSM dopiero po ustaniu oscylacyjnej ekspresji genow. Segregacja na komorki rostralne
i kaudalne somitu ma miejsce na poziomie S-1, kiedy to pojawia si¢ w presomicie
mRNA molekularnych markerow somitu: rostralnego papc (paraxial protocadherin
O) u danio, cerrl (cerberusl) u kury, thx18 u myszy oraz kaudalnego myoD (mio-
genic determinant factor) u danio, uncx4.1 u myszy [10, 34, 67, 68,73].



412 Z. BIELANSKA-OSUCHOWSKA

D}G Ce:]ﬁ
DII3 OTCh_. . DII3 komorki
‘. Psenl rostralnej
Notch \ o *Mesp2 czesci :
Psen | v S0
A Ynca1
\ Dily | $senl— P omorki
DII3 kaudalnej
Notch \ / cze4ci
Mesp2 S0
Uncxd1

RYCINA 9. Zmiany molekularne zwiazane z segregacja komorek na rostralne i kaudalne somitu wedtug
przypuszczen Kozumi i wspotautoréw [43 ] oraz Takahasi i wspotautorow [72]: A — Sie¢ interakcji
molekularnych migdzy DIl1, D113, Mesp2 i preseniling zachodzacych w S-I, B — Odmienna regulacja
sygnalizacji Notch w komorkach rostralnej 1 kaudalnej czgsci presomitu SO. Sygnalizacja Notch z udziatem
preseniliny zaznaczona przerywanymi liniami

Wedtug Oates i Rhode [56] u danio polaryzacja somitu zachodzi w trzech etapach,
najpierw wyodrebniaja si¢ komorki rostralne, po czym komunikuja si¢ z cz¢§ciowo
skaudalizowanymi sasiadkami i indukuja w nich petna kaudalizacje.

U myszy w polaryzacji A/P biora udziat D111, DII3, Mesp2 oraz presenilina. Biatka
te tworza w S-1 skomplikowana sie¢ interakcji molekularnych pomigdzy sasiednimi
komorkami (ryc. 9A). DIl i D113 ulegaja ekspresji w rostralnej PSM. Jak juz zaznaczono,
ekspresja mesp2 w presomicie SO zostaje ograniczona do jego rostralnej czesci.
Ograniczenie to spowodowane jest r6zna regulacja sygnalizacji Notch w rostralnej i
kaudalnej czg$ci tego presomitu (ryc. 9B). W obrgbie SO nastgpuje segregacja: DII1 i
DII3. DIl lokuje si¢ w komorkach kaudalnej czgsci tego presomitu, a DII3 w komorkach
rostralnych, co wiaze si¢ z ich odmiennymi funkcjami. DII1 1 D113 dziataja w dwoch
réznych petlach sprz¢zenia zwrotnego, jako antagoni$ci w wyznaczaniu rostralnej 1
kaudalnej czesci somitu. Do ich regulacji wtacza si¢ biatko presenilina — Psl
(presenilin 1)*. DII3 wiazac sie bezposrednio z Notch hamuje w czeSci rostralnej
ekspresje¢ dll 1. Natomiast D113 wiazac si¢ z Notch za posrednictwem preseniliny zwigksza
produkcje Mesp, ktore aktywuje geny markerdéw rostralnych cerl i EphA4 oraz
zawiesza ekspresj¢ uncx4.1. W komorkach kaudalnej czgsci SO dziata negatywna
petla sprzgzenia zwrotnego przy posrednictwie preseniliny, w ktorej DIl indukuje
ekspresje swojego wlasnego genu oraz uncx4.l/ [42, 73].

3Presenilina Ps1 — presenilin; transbtonowe biatko, kodowane przez gen Psen! reguluje dziata-
nie receptora Notch, dziata proteolitycznie jak y-sekretaza, reguluje translokacj¢ $rodkomorko-
wej domeny Notch [NICD] do jadra komérkowego.
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Nie wiadomo, jakie jeszcze inne czynniki wptywaja takze na polaryzacj¢ somitu. U
kury w rostralnej PSM zachodzi ekspresja genu tbx18, ktora nastgpnie ogranicza si¢
do rostralnej czesci somitu. U myszy Tbx18 wystepuje w catej PSM [28].

INFORMACJA POZYCYJNA SOMITOW

Morfologiczne zroznicowanie krggéw w obrebie kregostupa na szyjne, piersiowe,
ledzwiowe, krzyzowe 1 ogonowe jest odbiciem informacji pozycyjnej, jaka uzyskaty
somity w czasie ich rozwoju. Informacja pozycyjna jest nadawana w dwoch wymiarach
przednio-tylnym (rostralno-kaudalnym) i przysrodkowo-bocznym (medio-lateralnym)
[24]. Informacje pozycyjna boczno-przysrodkowa uzyskuja juz komoérki wyodrebniajacej
si¢ kohorty (o czym juz wyzej wspomniano). Informacja o potozeniu przednio-tylnym
decyduje o odmiennych wtasciwos$ciach, czyli identyczno$¢ poszczegdlnych somitow i
nastgpnie kregow. Ta informacja pozycyjna jest takze wezesnie determinowana w
somitogenezie. Jest zalezna od czasu wyodrebniania sig kohorty komorek macierzystych.
Im pdzniej w rozwoju kohorta wyodrebnia si¢ 1 im wigcej cykli oscylacyjnych przejdzie
w paczku ogonowym i kaudalnej PSM, tym bardziej kaudalny charakter ma powstaty
z niej somit. Informacja pozycyjna jest mocno ,,zapisana” w kazdym rozwijajacym si¢
somicie. Wycinek PSM lub nowowytworzony somit przeszczepiony w inne ektotopowe
miejsce (inny poziom) na osi A/P zachowuje zaprogramowana identycznos$¢ pozycyjna
1 tworzy ektotopowgq strukture, takq jakby rozwijat si¢ w swoim normalnym miejscu.
Komorki kazdej kohorty sa zdolne do interpretacji zewngtrznych sygnatow, ale tworza
strukture wedlug nadanej im informacji pozycyjnej [21].

Juz stosunkowo dawno wykazano, ze identyczno$¢ somitéw jest w duzej mierze
determinowana przez ekspresjg genéw tak zwanego kodu Hox [8, 43]. Geny te koduja
czynniki transkrypcyjne zawierajace domeng homeoboks. Charakteryzuja si¢ tym, ze
wystepuja w 4 kompleksach zlokalizowanych na réznych chromosomach. Kazdy
kompleks obejmuje 9—13 genoéw paralogicznych?, utozonych liniowo na chromosomie.
Mutacje pojedynczych genéw paralogicznych powoduja homeotyczne zmiany somitu,
to jest zmiang ich wlasciwosci na bardziej kaudalne lub bardziej rostralne. Geny kodu
Hox ulegaja ekspresji w PSM i somitach zgodnie z zasada kolinearnosci przestrzennej
i czasowej w coraz wigkszej liczbie w kierunku doogonowym. W somitomerach
czaszkowych zachodzi ekspresja tylko pierwszych trzech (1-3) grup paralogicznych, a
w somitach ogonowych wszystkich grup paralogicznych (1-13) [9].

Aktywacja genow Hox jest zalezna od czasu powstawania kohorty i od jej potozenia
na osi A/P zarodka. Ekspresja genoéw Hox w somitogenezie myszy wg Cordes et al.
[14] zachodzi w dwoch etapach. Prawdopodobnie juz w komoérkach prekusorowych
PSM w smudze pierwotnej sa aktywowane geny Hox i moze zachodzi¢ ich transkrypcja.
W drugim etapie w rostralnej PSM po ,,przejsciu” kohorty przez czoto determinujace,

* Geny paralogiczne maja taka sama strukture, wzorzec transkrypcji i analogiczna funkcje, w
ramach kodu Hox oznaczane sa kolejnymi cyframi arabskimi.
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zachodzi w jej komorkach definitywna ekspresja odpowiednich genow dla danego kolejno
powstajacego somitu. Jest ona przynajmniej czesciowo kontrolowana przez sygnalizacje
Notch i zwiazana jest z zegarem oscylacyjnym, ktére to mechanizmy zapewniaja
aktywacje gendw Hox odpowiednich dla danego segmentu. Interakcja migdzy zegarem
oscylacyjnym i genami Hox moze ustanawia¢ poprawna koordynacjg kolejnego formo-
wania si¢ segmentdéw i ukierunkowywanie (specyfikacje) ich wzdtuz osi A/P [23]. Sa
réwniez dowody, ze FGF8 I Wnt3a wptywaja na ekspresjg genow Hox. Poziom Wnt3a
w smudze pierwotnej i paczku ogonowym moze kontrolowaé, zgodnie z gradientem,
kolejna ekspresje gendow Hox, dostarczajac informacji pozycyjnej komorkom wzdtuz
osi A/P [3,4,16]. Aktywacja genow Hox jest zalezna od czasu powstawania kohorty i
od jej potozenia na osi A/P zarodka.

SYNCHRONIZACJA ROZWOJU SOMITOW

Kolejne zmiany zachodzace w obregbie kohorty komodrek poczawszy od komorek
macierzystych do uformowanego somitu sa zsynchronizowane. Przypuszcza sig, ze za
ta synchronizacj¢ odpowiedzialna jest sygnalizacja Notch, jak wspomniano wyze;j.
Ponadto zsynchronizowane sa przemiany w kazdej parze tworzacych si¢ somitow,
zaro6wno pod wzgledem morfologicznym jak i przemian molekularnych. Mechanizm tej
dwubocznej synchronizacji jest nieznany. Przypuszcza sig, ze bierze w niej udziat kwas
retinowy, poniewaz przy jego braku zostaje op6zniony rozwoj Somitdw po prawej stronie,
co takze zwiazane jest z desynchronizacja zegara oscylacyjnego [79]. Wnt3a dziatajac
jako sygnatl o dalekim zasiggu moze niwelowaé dziatanie mechanizmu kierujacego
odrdznieniem prawej i lewej strony zarodka, rozpoczynajacym dziatanie juz w wezle
Henzena [52]. Symetria pary jest prawdopodobnie utrzymywana przy udziale czynnika
transkrypcyjnego Cdx1 obecnego w komoérkach somitu.

UWAGI KONCOWE

Przedstawione powyzej procesy molekularne zachodzace w czasie somitogenezy
u kregowcow sa tylko czubkiem gory lodowej w stosunku do istotnych, ale niepoznanych
jeszcze mechanizméw regulujacych roéznicowanie si¢ somitow. Swiadcza, jak bardzo
ztozone sa mechanizmy powodujace rdéznicowanie si¢ narzadow w czasie rozwoju
zarodkowego. Molekularny mechanizm, jaki kieruje zegarem oscylacyjnym, jest jeszcze
daleki od pelnego wyjasnienia. Dowodem moga by¢ doniesienia o udziale coraz to
nowych gendéw w somitogenezie, jak np. u danio genu receptora fosfatazy W — RPTPW
(receptor protein phosphatase ), ktorego ekspresja oscyluje w kaudalnej PSM [1].
Do wyjasnienia zostaje wiele problemow, chocby takich, w jaki sposob zegar oscylacyjny
jest thumaczony na zmiany morfologiczne wyrazajace si¢ w tworzeniu oddzielnych
segmentow? Czy zegar oscylacyjny moze wystgpowac w trakcie réznicowania si¢
innych narzadow? Nie zaobserwowano go w segmentacji tylomdzgowia, ktora rowniez
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jest oparta na sygnalizacji Notch. Masamizu i wspétautorzy [49] przypuszczaja, ze
oscylacja ekspresji gendow moze zachodzi¢ w réznego rodzaju komorkach w réznych
procesach biologicznych, lecz jest odmiennie regulowana niz w zegarze oscylacyjnym
w somitogenezie. Ostatnio wykazano, ze in vitro w fibroblastach myszy i w pewnych
ustalonych liniach komoérkowych geny /es ! wykazuja pulsacyjna ekspresje. Pulsacja
ta jest jednak nieregularna i krotkotrwata [23, 49].

Morfogeneza somitow u krggowcow jest procesem konserwatywnym, mozna takze
przypuszcza¢ na podstawie obserwacji przedstawicieli tylko 3 gromad, Zze rowniez
procesy molekularne kierujace somitogeneza sa konserwatywne. U przebadanych
gatunkow somitogeneza opiera si¢ na oddziatywaniu sygnalizacji Notch, Wnt i FGF
oraz ich wzajemnej regulacji poprzez réznego rodzaju molekularne petle sprzezenia
zwrotnego. Model ten odbiega znacznie od powszechnie przedstawianego modelu
molekularnego segmentacji u zarodkow Drosophila, ktéry opiera si¢ o tak zwane
geny segmentacyjne, geny reguly parzystej i geny polarnosci [39,43]. Somitogeneza
bardziej zblizona jest do przebiegu roznicowania si¢ skrzydet z dyskow imaginalnych
larw tego gatunku, w ktorym wazna role gra sygnalizacja Notch. Mato wiemy o
mechanizmach kierujacych segmentacja u bezkrggowcdw, nawet takich o wysokim
stopniu metameryzacji jak pier§cienice. Ostatnio ukazaty si¢ publikacje $wiadczace, ze
u niektorych pajakoéw w segmentacji zarodka bierze udziat kanoniczna sygnalizacja
Notch oraz ulegaja ekspresji geny homologiczne do aktywnych w somitogenezie [66,71].

Podziw dla natury budzi obserwowanie, jak jeden szlak sygnalizacyjny moze by¢
regulowany przez rézne czynniki, na réznych poziomach translacji dajac catkowicie
odmienne, a niekiedy przeciwne efekty. Taka ekonomia komoérkowa prowadzi do
wykorzystywania jednego szlaku wielokrotnie w ciagu rozwoju w wielu réznorodnych
procesach. Czy wobec tak skomplikowanych i subtelnych mechanizméw molekularmych
i mozliwosci réznorodnych zmian w regulacji nawet jednego genu bedzie mozliwe
tatwe wyprodukowanie z komoérek macierzystych narzadow in vitro?
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