Gnatostomer och cyklostomer: Kakarnas utveckling och

neurallistcellernas genetiska reglering
Ilkin Ella Franzén
Sjalvstindigt arbete i biologi VT 2013

Sammandrag

De kraniala neurallistcellerna &r en grupp celler synliga endast under en
begrénsad tid i det tidiga vertebratembryot da de migrerar fran sin ursprungsplats
mellan ektodermet och endodermet till galbagarna for att bilda ansiktets och
skallens neuroner, gliaceller, muskler och bindvav. De kakbildande cellernas
uppgifter ar specificerade med hjalp av en familj Hox-gener. Over- och
underkakarna, kdkleden och den stddjande muskulaturen bildas fran de férsta
svalgbagarna (galbagarna hos fiskar) som ar strukturer synliga i vertebrater
under embryostadiet. Dessa strukturer &r viktiga i organisationen av
neurallistcellerna som allt eftersom utvecklas till de olika strukturerna de har
signalerats till att bilda. Svalgbagarna ar synliga hos embryon fran klassen
cyklostomata. Cyklostomer kallas &ven f6r rundmunnar och ar i dagslaget de
enda levande k&klésa vertebraterna. Genom att identifiera vilka gener och
mekanismer det &r som hos kakférsedda vertebrater leder till kdkens utveckling,
och genom att sedan jamféra dessa med de ké&klésa vertebraternas motsvarande
system kan vi anta att en modifikation i homeobox generna DIx och Hox till en
viss del ar ansvariga fér denna féréandring.

Inledning

Embryologi och evolutionsforskning

Charles Darwins evolutionsteori dteruppvéckte jimforelseembryologin och gav den ny
mening. Darwin insdg, med hjéilp av Johannes Miillers skrift om von Baers Lagar, att
genetiska forbindelser mellan djurgrupper maste vara forklaringen till likheterna mellan
deras embryon. I sitt beromda maésterverk Arternas Uppkomst, drog han slutsatsen:
"Likformigheten 1 struktur mellan embryon tyder pé likformigheten av deras hdarkomst”.
Utvecklingsbiologi dr studien av multicelluldra organismers utveckling fran det
befruktade dgget, den sé kallade zygoten, till vuxen individ. Utvecklingsbiologi forsoker
med hjélp av genetiska och molekylédrbiologiska metoder hitta svar péd fragor inom
exempelvis morfogenes, celldifferentiering och éldrande. Till skillnad frédn
utvecklingsbiologin dr embryologi mer fokuserad pa embryots utvecklingsfaser fran
zygot till stadiet da organismen 1 fraga ér utvecklad nog for att uppvisa den vuxna
individens utseendemaéssiga karaktérer. Pa grund av de liknande morfologiska
egenskaperna och de ldnkande molekyldra och genstyrda utvecklingsprocesserna olika
organismfamiljer visar, dr embryologi ett viktigt redskap 1 evolutionér och fylogenetisk
forskning. Exempelvis studerar embryologer de genetiska signaleringsmekanismer som
styr celldifferentieringen och migrationen av de multipotenta celler som bildar
organismen.

Alla vertebrater har under fosterutvecklingen en specialiserad cellgrupp kallad
neurallistceller. Dessa dr en form av stamceller som bildas tidigt 1 vertebratembryot och
ar ursprunget till manga olika celltyper och vdvnader i den utvecklade individen,
exempelvis, den storre delen av alla neuroner 1 det perifera och enteriska nervsystemet,
melanocyter, benvidvnad, bindvév, glatta muskler och gliaceller (LaBonne & Bronner-



Fraser 1998). Stamcellerna ér genreglerade av bland annat en familj
transkriptionsfaktorer av sorten Hox-gener. Transkriptionsfaktorer dr en grupp av
proteiner som styr transkriptionen av specifika gener fOr att pa sa sitt se till att
stamcellerna utvecklas till rétt celltyp och vdvnad. Genom att 6ka var kunskap vad giller
denna genreglering over stamcellerna kan vi hoppas att béttre forstd de molekylira
processerna som ligger bakom stamcellernas utveckling.

I ménga olika forskargrupper runt om 1 vérlden studeras och jamfors olika arters
embryonala utveckling med hopp om att na en djupare forstaelse av vertebraternas
evolution. Kékarnas utveckling dr en relativt sen process i evolutionen, och en mycket
viktig sddan eftersom den pd manga sitt gett vertebraterna betydelsefull
overlevnadsforméga och ddrmed bidragit till deras diversifiering. Dérfor har jag valt att 1
detta arbete inrikta mig pa embryologisk forskning om neurallistcellerna med speciellt
fokus pa kékens utveckling.

Syftet med detta arbete &r att undersdka olikheter 1 den kraniofaciala utvecklingen hos
gnatostomer och cyklostomer med fokus pa de genetiska processer som styr
neurallistcellerna.

Ar det méjligt att identifiera en genetisk mutation som har lett till kiikens utveckling hos
gnatostomer? Vilken &r den underliggande evolutionidra mekanismen bakom kikens
utveckling?

Neurallistceller och evolution

Under embryonutvecklingens forsta stadier skapas neuralroret genom en invagination i
ektodermet. Hos vertebrater dr neuralroret foregingare till det centrala nervsystemet, det
vill sédga till hjdrnan och ryggraden. Processen varierar tidsméssigt fran forsta dygnet efter
befruktning hos faglar till ungefir fjdrde veckan hos didggdjur. Samtliga vertebrater visar
en likartad embryonal utveckling med négra fa skillnader 1 neurallistcellernas
utvandringstider. Didggdjurens neurallistceller migrerar redan innan neuralplattan slutit
sig till ett neuralror, medan de hos féglar inte migrerar f6rrén neuralroret bildats helt. (Le
Douarin & Kalcheim 1999).

Neurallistceller dr en grupp pluripotenta celler som 1 det tidiga vertebratembryot
utvecklas till en rad olika celler, vdvnader och organ. Under gastrulafasen hos samtliga
vertebrater bildas dessa celler dorsolateralt, dvs. mot rygg och mot sidor, mellan
neuralplattan och neuralréret i ett av groddbladen i embryot som kommer att bilda bl.a.
nervsystem och skinn, det vill séga i1 ektodermet (figur 1). Efter att ha migrerat ut till
olika delar av kroppen undergér neurallistcellerna en process dir de fordndras fran
epitelceller till ektomesenkymeceller for att sedan utvecklas till olika celltyper och
vavnader, sdisom benvdvnad, neuroner och pigmentceller. Tidsméssigt sammanfaller
migrationen med neuralrorets slutning. Neurallistcellerna dr inte ensamma 1 cell- och
organogenesen, utan samarbetar med en annan grupp av celler kallade plakoder. Dessa
bildas i grupper 1 anslutning till neurallisten och dven de ger upphov till olika celler och
vavnader, bl.a. huvudets sensoriska nervsystem, de olfaktoriska neuronerna och 6gats lins
(Baker & Bronner-Fraser 2001).
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Figur 1: (a) och (b).

(a): Utvecklingen frén zygot till gastrula, med endoderm, ektoderm synliga i gastrulan

(b): Ektodermet formar neuralroret genom invagination och neurallistcellerna ar gronfargade mellan
endodermet och ektodermet (gront).

Beroende pa neurallistcellernas ursprung och var ifrdn langs neuralroret de migrerar ut 1
kroppen kan de delas in 1 fyra olika grupper (figur 2).

1. Kraniala neurallistceller: Dessa bildas 1 mitthjdrnan och i bakhjiarnans forsta sju sa
kallade rombomerer. De kraniala neurallistcellerna &r ansvariga for utvecklingen av
ansiktets ben- och broskvidvnad, dess bindviv, kidkarna, tinderna och mellandrats
horselben samt ansiktets neuroner och gliaceller. De utvecklas dven till
immunforsvarsceller och melanocyter.

2. Bdlens neurallistceller: De bildas fran s.k. somiter, vilka dr strukturer som ligger ldngs
bada sidorna av neuralrdret. En del av cellerna migrerar till ytterhuden och blir
pigmentbildande melanocyter medan en annan del utvecklas till ryggradens brosk,
sensoriska ganglier, spinala ganglier, sympatiska nervsystemets ganglier, samt
kromaffinceller, det vill sdga binjurarnas katekolaminproducerande endokrina celler
(Gilbert 2000).

3. Nackens och sakralbenets neurallistceller: Dessa bildar ganliger 1 mag- och
tarmkanalens parasympatiska nervsystem (Pomeranz et al. 1991).

4. Hjdrtats neurallistceller: Dessa bildar bl.a. muskelvivnaden 1 de stora artdrerna, samt

skiljevaggen (septum aorticopulmonale) mellan lungartéren och aortan Jiang et al.,
2000).
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Figur 2: Neurallistens olika regioner i vertebratembryot. Kraniala neurallistcellerna migrerar till ansiktet
och in i svalgbdgarna, dér de bildar ansiktets och nackens ben och broskvdvnad samt pigment och neuroner.
Nackens neurallist (i omradet av somiter 1-7) och sakralbenets neurallist (I1&ngst ned efter somit 28),
bygger upp tarmkanalens parasympatiska nerver. Hjértats neurallistceller harstammar fran somiter 1-3;
dessa ar speciellt viktiga i formningen av delningen mellan aorta och lung-artirer. Balens neurallistceller
(fran somit 6 till svans) skapar sympatetiska systemets neuroner samt tillhérande neuroner i binjuremérgen
(i omrédet av somiter 18-24). (Gilbert 2000; Le Douarin 1982).

Neurallistcellerna dr ansvariga for utvecklingen av storre delen av det perifera
nervsystemet och alla dess sensoriska ganglier, alla dorsalrotsganglier, samt alla kraniala
sensoriska neuroner. De bygger dven hela det autonomiska nervsystemet med dess
sympatiska och parasympatiska delar, mag- och tarmkanalens enteriska nervsystem, och
det perifera nervsystemets gliaceller, det vill sdga Schwanncellerna. Dessutom éar de
ansvariga for bildandet av vissa endokrina och paraendokrina organ och celler, bland
annat karotiskroppens (Glomus caroticum) celler, skoldkortelns calcitoninproducerande
celler (C-celler) och binjuremérgens kromaffina celler. Aven retinans och hudens
pigmentproducerande melanocyter, som ger vertebraterna hudfarg och mojlighet till att
andra denna har sina respektive ursprung fran neurallistcellerna. I ansikts- och
huvudregionen utvecklas neurallistcellerna bl.a. till ansiktets, nackens och halsens
benvédvnader och bindvdv. Da de ger form och farg &t ansikte ansvarar saledes
neurallistcellerna for utseendet hos vertebrater. Hos nutida vertebrater dr de mesodermala
cellerna ansvariga for skallens tillvixt, men med avseende pé neurallistcellernas enormt



diversifierade bidrag till kroppen, kan det spekuleras ifall det var de som en gang 1 tiden
utvecklades till vertebraternas skyddande skallben, ett nédvindigt skydd runt den
viaxande hjarnan (Gans 1987; Gans & Northcutt 1983).

Kraniala neurallistceller

Beroende pa positionen de har i bérjan av processen migrerar neurallistcellerna ut frén
den blivande hjédrnan till olika platser 1 omrédet av huvudet hos vertebrater. Till skillnad
fran resterande neurallistceller 1 kroppen sa dr malet for de kraniala neurallistcellerna
omraden som befinner sig kranialt (ovan) om somiterna, det vill sdga de sa kallade
gilbagsanlagen. Dessa ar strukturer i det tidiga embryot som bildas 1 svalgomradet och
som &r organiserade med hjdlp av transkriptionsfaktorer. Neurallistcellerna ar
programmerade till att stromma in 1 och nér de vél natt fram, att stanna 1 gdlbidgsanlagen.
Hiér skapar de, med hjdlp av sina ytegenskaper, begransningar mellan bagarna och bildar
svalgbagarna, vilka nu framtrider tydligare (Schilling & Kimmel 1994). Bagarna ér
repeterande skidliknande strukturer ordnade ldngs kroppens lingdaxel, dvs. frén huvudet
till svansen. Fyllda med ektomesenkymala celler, mesenkymceller och kraniala
neurallistceller bildas de pd 6mse sidor om det utvecklande svalget 1 vertebratembryonet
(Kimmel ef al. 2001). Ansiktets och kékarnas benvdvnad, tillhérande senor och
muskulatur utvecklas fran de tva framre av dessa (Schilling & Kimmel 1994). Vissa
neurallistceller vandrar dven ut ur gélbdgarna och bildar annan benvdvnad i1 ansiktet, samt
bindvév, kraniala neuroner, gliaceller, tymusceller, cellmassan som bildar de kommande
tdnderna, det sa kallade tandprimordiumet, och dven odontoblaster och mellandrats
horselben (Volponi ef al. 2013).

Tre av vigarna neurallistcellerna strommar genom dr gemensamma for alla
vertebratembryon. Dessa namnges enligt positionerna de innehar:

1. Trigeminusnervens (nervus trigeminus) strom. Cellerna strommar frén blivande
bakhjirnan och in i den forsta gidlbagen och bildar sedan hér 6ver- och underkéken,
hammaren och stiddet i mellanorat samt kékens sé kallade Meckels brosk.

2. Ansiktsnervens (nervus facialis) strom. Cellerna strommar in 1 gdlbage nr 2 och bildar
hir anlag for mellandrats stigbygel, anlag for tungbenets (os hyoideum) mindre horn.

3. Balans- och horselnervens (nervus vestibularis) strom. Cellerna migrerar in 1 gidlbdge
nr 2 och bildar de viktiga endokrina organen biskdldkorlarna, skoldkorteln och bréss
(Graham et al. 2004).

I figur 3 visas ett kycklingembryon dir det tydligt syns att trigeminusststrommen
migrerar in 1 forsta svalgbdgen (pharyngeal arch, PA) frdn mitthjdrnan och frn
bakhjarnans (rombencephalon) rombomer 1 (r1) och rombomer 2, (r2).

I forsta svalgbagen skapar dessa neurallistceller neuroner 1 trigeminusnervknutan och
benvdvnaden i1 6ver- och underkiken samt okbenet (Schilling & Kimmel, 1994). Nista
strom, den sa kallade hyoida strommen, borjar huvudsakligen i rombomer nr 4, varifran
cellerna tar sig till svalgbdge nr 2 och bildar neuroner 1 ansiktet. Hyoida strémmens celler
bildar dven tungbenet (os hyoideum). Den tredje och sista strommen av neurallistceller
kallas balans- och horselnervsstrommen. Efter att ha lamnat bakhjdrnans rombomer 6 och
7, migrerar balans- och horselnervsstrommens celler in 1 de tre nedersta och sista
svalgbdgarna och bildar dér ganglier 1 ansiktet, strupens nervknutor samt brosk
strupregionen (Lumsden et al. 1991; Schilling & Kimmel 1994).



De molekyldra mekanismer som styr segregeringen och monsterldggningen av
rhombomererna dr dven ansvariga for att specificera neurallistcellernas kommande
positioner. Tydligast effekt i denna process har transkriptionsfaktorer av Hox-familjen, en
serie inplacerade och kombinatoriska verktygslddegener (Lumsden & Krumlauf 1996).
Hox-genernas uttryck &r 1 sin tur reglerade av sé kallade forhojare (enhancers) (Tumpel et
al. 2008). Exempelvis aterfinns Hoxa2-genens uttrycksomréde 1 frimre delen av omradet
mellan r1 och r2, medan neurallistceller som migrerar till den andra gélbagen (PA2) frédn
r2 inte har ndgot Hox-genuttryck 6ver huvud taget och neurallistcellerna som 1 stéllet
migrerar in 1 bakre bigarna uttrycker en kombination av flera specifika Hox-gener
(Lumsden & Krumlauf 1996).
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Figur 3: Kraniala neurallistcellernas huvudsakliga viagar och Hox-genernas monsterldggning i
svalgbdgarna i ett kycklingsembryon, dag tva. Neurallistceller uttrycker Hox-gener, som styr cellernas
utstrommande. Migrationsviagarna for kraniala neurallistceller kallas frdn hjdssan och ner for
trigeminusststrommen (r6d), den Hyoida strommen (bla) och Balans- och horselnervens strom (gron och
lila). Trigeminusstrommen har ursprung i mitthjarnan och bakhjérnans rombomerer (r) 1 och 2. Den
strommar fran ryggen framat mot ansiktet och in i den forsta svalgbagen (PA1). Dir bildar strommens
celler den nedre kiken samt 6verkiken och skelettet under 6gat. Den hyoida strommen (bl&) migrerar fran
rombomer 4 ner i den andra svalgbagen (PA2) dir den formar kikarnas stodjande vivnader. Balans- och
horselnervens strom (gron och lila) migrerar frin rombomerer 6 och 7, in i de tre nedersta svalgbagarna

(PA3,PA4, PAG). (Guthrie 2007). Den forsta svalgbagen saknar Hox-uttryck och anses dérfor vara i ett sa
kallat ”default”-state. Atergiven med rittsinnehavarens tillatelse.




Kékens ben och stodjande struktur har en komplex utvecklingsfas som innebar ett
samarbete mellan celler frén alla tre groddbladen (Noden 1983). Tillrdcklig kunskap
saknas for att exakt ange hur kdkens ménga sma ben dr koordinerade med den omgivande
vavnaden och hur cellerna bygger upp den specifika strukturen, men vi vet att
organisationen och vidareutvecklingen av neurallistcellerna &r beroende av svalgbigarna
och att ett samarbete mellan neurallistcellerna, svalgbagarnas endoderm, och de
homeotiska transkriptionsfaktorerna Hox och DIx dr med 1 att orkestrera denna
organisation. (Graham et al. 2004).

Kakarnas evolution och neurallistcellernas roll hos cyklostomer

och gnathostomer.

Cyklostomer

Vertebrater (ryggradsdjur), understammen till chordater (ryggstrangsdjur), delas
huvudsakligen in 1 tvd grupper: kédkforsedda vertebrater, d.v.s. gnathostomer och
rundmunnar/kékldsa vertebrater, d.v.s. cyklostomer.

Rundmunnar, dven kallade for agnater, bildar en monofyletisk grupp vars medlemmar
saknar kike. Samtliga agnater har ett oralt organ anpassat for filtrering eller till att fasta
sig vid ett varddjur for intaget av foda. Den evolutionidra fordndring som forsdg
vertebrater med kékar, tros ha dgt rum for 6ver 400 miljoner ar sedan. Déarmed ar
kdkarnas utveckling en av de senare fordndringarna som skett under vertebraternas
evolution (Schilling & Kimmel, 1994). Denna {fordndring &r av intresse inom
evolutionsforskningen, inte minst eftersom kidkforsedda vertebrater, med mojligheten att
intaga mer komplicerad (tuggkrivande) foda ytterligare diversifierades (Mallatt 1996).
Aven av intresse ir att kiikforsedda vertebrater bildar en s kallad “’superklass” byggd av
mindre grupper, som till exempel ostrakodermer, s.k. pansarrundmunnar och enkelkikar,
vilket underlattar studier av de mekanismer som ligger bakom kikarnas utveckling.
Kékbenen anses ha utvecklats genom fordndring och omplacering av de tva frimsta
svalgbdgarna sa att den frimre kom att bojas och forldngas for att utvecklas till under-
och overkdkarna, medan bigen ddarbakom utvecklades till sjdlva leden med stodjande
senor och ben. Tillsammans bildade de en anvdndbar kéke att tugga med (Oisi ef al.
2012).

I och med att agnaterna anses vara en mer basal gren och dérfor evolutionért sett ett
tidigare stadium 1 vertebraternas utvecklingshistoria, studeras deras embryoutveckling 1
hopp om att hitta skillnader eller likheter som skall leda till nya kunskaper inom
vertebraternas evolution (Oisi et al. 2012). I dagslédget finns enbart tva olika arter av
dessa agnater - nejondga (petromysontidae) och piral (Myxini myxini). Cyklostomer som
tidigare ansetts tillhora tva olika stammar har enligt nya ron visats vara monofyletiska
och alltsé tillhora en och samma stam. Monofylogeni pekar pd en gemensam forfader och
denna kan vara lanken mellan kdkforsedda och kdkldsa vertebrater. Stammarnas
slaktskap leder darfor till att embryonutvecklingen har manga gemensamma drag som
med fordel kan anvindas i forskningen av kédkarnas utveckling. (Kuratani & Ota 2008).

Cyklostomernas monofylogeni

Aven om det finns viktiga morfologiska olikheter mellan fullvuxna individer av arterna
nejondga och pirdl, si visar embryonala studier att det under tidiga utvecklingsstadier
finns vissa kraniofaciala likheter. Likheterna gir dock forlorade under utvecklingen till
fullutvecklad individ (Kuratani ef al. 2001). Mellan gnatostomer och cyklostomer dr
skillnaderna storre, men de visar dndé likartade orgnogenes under den embryonala
utvecklingen. Aven om cyklostomer saknar kiike med tillhdrande ledmekanism sé har de
under den embryonala utvecklingen strukturella och genetiska egenskaper liknande de

7



som gnatostomerna har (Oisi ez al. 2012). Fylotypen' ér egentligen densamma, och
munhalans differentiering ar inte synlig forrdn efter svalget har utvecklats.

En av de strukturer som skiljer cyklostomer frdn gnatostomer dr ndsborrarna.
Gnatostomer har tva, medan cyklostomer enbart en. Nédsborren hos cyklostomer har
forbindelse till det sé kallade nasohypofysala organet, vilket utvecklas frédn en av
plakoderna (Kuratani et al. 2001) och 1 en fullt utvecklad individ fungerar som ett
vattenintagande organ med funktion vid andning med gélar. Som resultat av att den
nasohypofysala plakoden, d.v.s. cellerna som bildar det nasohypofysala organet, sitter
medialt 1 huvudet hos cyklostomer under embryonutvecklingen, hindras neurallistcellerna
fran att vixa framat och bilda en underkike.

Ur figur 4 framgar dven att cyklostomer har en fast munplatta som dven hindrar balans-
och horselnervsstrommens neurallistceller fran att vandra upp och bilda den
ndsborrebildande viggen i den nasala gingen, det vill sdga den sé kallade
nésskiljeviaggen. Till skillnad fran gnatostomerna som har en nésskiljevigg bildar
neurallistcellerna hos piralen 1 stéllet 6verlappen. Utvecklingen av en skiljeviagg mellan
de nasala och de hypofysala plakoderna, samt av en tvaparad olfaktorisk grop ldngre bak
pa huvudet, anses darfor vara viktiga steg 1 evolutionen av kdkarna. (Kuratani et al.
2001). Omplacering av benstrukturen och den medf6ljande morfologiska fordndringen ar
mojligtvis orsaken till utvecklingen av gnatostomer eftersom cellerna fran neurallisten
anpassar sig enligt benens monsterldggning. Pirdlens oronasohypofysala skiljevigg (ons),
det vill sdga strukturen som skiljer det nasohypofysala organet och munhalan &t, samt
nejondgats overldpp (ulp) dr bada organ som utvecklas efter det att hypofysen har tagit
form. Delningen av den nasohypofysala plattan (nhp) skapade det nasala epitelet (ne) och
adenohypofysen (ah) och det kan vara denna process som ligger till grund f6r en utdod
agnat vertebratfamilj av sléktet ostrakodermer, ndrmare bestdmt galeaspidernas,
ansiktsmonsterldggning. Utan ytterligare indelningar av det nasala epitelet anses det
omdjligt for skallbenets bindvavsstringar, eller trabekler (tr) och under- och 6verkidkarna
(uj och 1j) att bildas. (Oisi ef al. 2012; Zhikun et al. 2008).

: Fylotyp: biologisk egenskap som klassificerar organismers enligt deras fylogenetik, dvs deras evolutionéra
anknytning till andra organismer, genom att undersdka deras molekylara sekvensering och morfologiska data
matriser (biology-online.org. 2013).
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Figur 4: Modell baserad pé teorin for en pan-cyklostom forfader som visar monsterliggning av strukturer i
huvud och munregion som anses vara gemensam for alla vertebrater. I den inramade rutan finner vi en
modell for den sista gemensamma forfadern for gnatostomer och cyklostomer. Modellen anses vara den
gemensamma forfadern for samtliga cyklostomer. Strukturer de tvé rikena har gemensamt ar fargade i blatt
gront och rosa. Fragetecknet visar att denna varelse dven kan vara samtliga vertebraters gemensamma
forfader. I rosa: Den oronasohypofysala skiljeviggen (ons) hos cyklostomer dr omvandlade till
bindvivsstrangar (trabekler - tr) hos gnatostomer. Pirdlens oronasohypofysala skiljevigg samt nejondgats
overldpp dr bada organ som utvecklas i de processer som sker efter det att hypofysen tar form. Delningen
av den nasohypofysala plattan (nhp) skapar det nasala epitelet (ne), samt adenohypofysen (ah). Atergiven
med rittsinnehavarens tillatelse



Den nasohypofysala gangen ar ett exempel pé en struktur som finns under

embryonstadiet hos alla cyklostomer men som saknas hos dvriga vertebrater. Organet ser
olika ut hos de vuxna individerna av béada sldkten. Nejondgats nasohypofysala gang ar
Oppen och ansluten till svalget, medan piralens stannar i utvecklingen och forblir en

stangd struktur utan anslutning till svalget. Denna morfologiska skillnad 4r en av de
egenskaper som har gjort det svart att faststélla slaktskapsnivin mellan familjerna.

En annan fraga som ar viktig att besvara &r huruvida pirdlens adenohypofys utvecklas ur
ektodermet eller inte. Hos bade gnatostomer och nejondgon utvecklas adenohypofysen ur det
embryonala ektodermet medan man tidigare har trott att denna utvecklas ur det embryonala
endodermet. Hos pirdlen har man tidigare ansett att adenohypofysen utvecklas fran det
embryonala endodermet. Hade det varit sa att pirdlens adenohypofys utvecklades frdn
endodermet, skulle den fylogenetiskt placeras néra lansettfisken (Branchiostoma
lanceolatum), vilket hade givit dem en tidigare plats 1 det evolutionéra slikttradet (Wicht &
Tusch 1998).

For att 16sa dessa fragor har studier av pirdlens embryologi varit speciellt viktiga att utfora.
Tidigare har pirdlens dgg varit mycket svéra att kunna {4 tillgang till 1 forskningssyfte, men
med samarbetade med lokala fiskare i Japan, lyckades den japanska forskargruppen under
Kuratani som arbetar vid RIKEN Center for Developmental Biology, samla in tillrdckligt
manga piralar for att slutligen fa tillgdng till tilldrckligt antal nylagda dgg (Oisi et al. 2012).
Forskargruppen var formodligen en av de fOrsta 1 vérlden att f4 fram pirdlembryon av arten
Eptatretus burgeri och de genomforde just dérfor de nddvéndiga studierna dér de jamforde
embryoner frdn pirdl med embryoner fran gnatestomarten Scyliorhinus torazame, som ér en
rodhaj.

Forskningen gav gruppen information som tydde pa att pirdlens adenohypofys faktiskt
utvecklas ur ektodermet (Oisi et al., 2012). De fann dven att ndsborren och
adenohypofysen hos pirdlen och nejondgat utvecklas ur en och samma vivnad (figur 5),
som hos den fullt utvecklade individen grinsar till varandra, medan dessa organ, hos
gnatostomer, utvecklas frin tvd olika vdvnader. Alysha Heimberg och hennes grupp frin
Dartmouth College, Hanover, gjorde en studie pd cyklostomernas microRNA, som ar sma
sekvenser av icke-kodande och regulatoriska gener, och dven den visade att de tvé
familjerna bildar en monofyletisk grupp (Heimberg et al. 2010). Pirdlens embryologi och
genetiska uppséttning har ddrmed &ndrat den tidigare kategoriseringen av cyklostomernas
slaktskapsforhdllanden och satt pirdlen och nejondgonen 1 en gemensam stam (Oisi et al.
2012). Numera vet vi dérfor att de kéklosa vertebraterna gemensamt bildar en gren i
chordaternas slakttrad.
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Figur 5. Kraniedjurens nasohypofysala komplex.

Till vénster, huvud i spriangskiss; Till hoger, tvérsnitt. Separationen av det nasohypofysala komplexet,
vilket anses vara en nddvindig forutsittning for att evolutionen av kékar skulle kunna dga rum, skedde i
den gemensamma forfadern till galeaspider, osteotracaner och gnatostomer (pilen). ade, adenohypofys; br,
svalgbagar; eso, oesofagus; m, mun; nc, neural cord; nt, notochord; pha, svalg (Zhikun ez al. 2011).
Atergiven med rittsinnehavarens tillatelse.

Evolution av kiken

Den framsta svalgbdgen som utvecklas till bade 6ver- och underkéken kallas for
mandibularbdgen. Den embryonala utvecklingen av svalget hos gnatostomer visar hur
svalgbagarna, som under den aktuella utvecklingsfasen ér fyllda med ektomesenkym fran
trigeminusflodet av neurallistceller (Kimmel ez al. 2001) utvecklas till kékar.
Neurallistcellerna i trigeminusstrémmen befinner sig vid den hér tiden i regionen bakom
och under 6gat och bildar mandibularbagen och den sé kallade premandibulara bagen,
som ligger framfor mandibuldrbagen (Kuratani ef al. 2001). Kékens utveckling ar dirmed
styrd av trigeminusstrommens genetiska program.

Skapandet av en kike har troligtvis hint genom att den frimsta av svalgbagarna, d.v.s.
mandibularbdgen genomgick stora morfologiska forandringar som ledde till att den
delades i tva, dir den ena delen hamnade in mot ryggen eller nacken och den andra
halvan mot magen eller brostet. Kéken ar saledes en homolog av gilbdgarna och den har
fatt en komplex ledfunktion och muskler som bidragit till bildandet av ett bitande organ.
(Mallatt 1996).

For att forsta den evolutiondra utvecklingen av kékarna, kan jaimforelsestudier pa de
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genetiska uttrycken mellan embryon av levande agnater och gnatostomer vara till hjilp.
Tidigt 1 den embryonala utvecklingen av gnatostomer och nejondgon ér vissa strukturer,
sasom de nasohypofysala plakoderna, den forsta svalgbagen och den mandibulara bagen
likartat organiserade (Leach 1951).

Aven neurallistcellernas spridning visar liknande ménster i nejondga- och
gnatostomembryon och nagra av Hox-genernas uttrycksmonster dr ocksé likartade hos
bada familjer (Meulemeans & Bronner-Fraser 2002).

En grupp gener och framforallt transkriptionsfaktorer gemensamt kallade
verktygslddegener, styr organisationen och monsterlaggningen av svalbdgarna och
saledes kroppsplanen hos djur. Hox-koden som &r en av dessa transkriptionsfaktorer,
organiserar badgarna i ett upp- och neratriktat led (anterior, posterior), medan DIx-koden
ar ansvarig fOr organisationen 1 ett fram- och bakatriktat led (dorsal, ventral). Genom
detta rutndt finner varje enskild svalgbdge sin position och genomgar sin specifika
morfologiska forandring (Depew ef al. 2002). Hox-generna ar klassificerade enligt
positionen de har i grupperna de formar. Den sa kallade Hox-koden anvénds for att
beskriva monstret dessa gener uttrycker 1 alla flercelliga djurembryon. Mandibularbiagen
uttrycker inga Hox-gener, utan anses vara byggd pd Hox-kodens “default signal”.
Dérifran och bakat okar antalet uttryckta Hox-gener per bage. (Kuratani ef al., 2001).
Aven DIx-koden ir en av dessa sé kallade verktygslddegener. De har minga paraloger i
vertebratgenomet eftersom genomet har duplicerats ett flertal ganger under evolutionens
gang. Man har tittat nirmre pa de inbyggda DIx-genernas roller i den kraniofaciala
utvecklingen, men da forskningen gors pa alltfor fa skilda arter, saknas fortfarande
mycket kunskap. Jamforelser av analyser pa hajembryon med de frén osteichtyaner
sadsom zebrafisken och moss, stoder den tidigare spekulationen om att den inbyggda DIx-
uttrycket 1 svalgbagen dr gemensamt i samtliga kdkforsedda vertebrater levande i dag.
Jamforelsestudier pa nejondgon- och gnatostomembryon har visat att det finns olikheter 1
positionen och utvecklingen av munhélan och nirliggande omraden. Over och
underldpparna hos nejondgonlarver dr inte homologa med 6ver- och underkékarna hos
gnatostomer. Overlidppen hos nejondgat utvecklas fran en premandibulir struktur, och
inte som en del av mandibularbdgen, som hos gnatostomerna. (Kuratani et al. 2001).
Fram till det stadiet da neurallistcellernas trigeminusstrom delas in 1 tre huvuddelar ser
utvecklingen hos gnatostomer och cyklostomer mycket lika ut. Huvudets Hox-koder
ansvariga for ansiktets strukturer dr aktiva hos bade nejondgon och gnatostomer (Takio et
al. 2004) och ett intressant faktum &r att gener ansvariga for utvecklingen av
mandibularbdgen hos gnatostomer finns och 4r aktiva pd samma platser 1 huvudet hos
nejondgon. Denna gemensamma monsterliggning anses vara en stark indikation pa
forekomsten av en gemensam forfader (Kuratani & Ota 2008).

I nejondgonsfostret finner man dock inte nagot Hox-gensuttryck i den fjarde gélbagens
ektomesenkym, men istéllet en s.k. PG4-gen som uttrycker en rad gradvis
intensitetsokande transkriptioner, mot den sista svalgbagen. Detta ser man vanligtvis inte
hos vertebrata Hox-gener (Kuratani & Ota, 2008). I nejondgonembryon finner man dven
manga Hox-gener i den sista gidlbdgen som inte finns hos gnatostomer. Man kan darfor
dra slutsatsen att det vilorganiserade monstret av Hox-koden 4r en unik egenskap for
gnatostomer och att cyclostomer maste ha utvecklat sina egna monster av Hox-uttryck
(Takio et al. 2004).

Den delen av Hox-koden som dr gemensam for alla vertebrater dr ansvarig for
svalgbdgarnas indelningar. En gemensam egenskap hos samtliga vertebrater ar att enbart
de frimre tva bigarna (mandibular- och hyoidbdgen) genomgér specifika morfologiska
forandringar och bildar kékar och tillhorande stodmekanismer. De sé kallade postotiska
bagarna, det vill sdga de inre eller bakre bagarna hos bade gnatostomer och cyklostomer,
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bildar i stéllet timligen enkla morfologiska strukturer sisom respirationsvagarnas brosk.
Eftersom det hittills inte funnits ndgon vertebrat hos vilken gidlbagarna ar ospecificerat
indelade, det vill sdga dér de ér likadana allihop, kan det tdnkas att mandibularbagen
alltid har varit skild frén resten av gdlbagarna med dess huvuduppgift att bilda det orala
organet. (Kuratani & Ota 2008).

Kékens utveckling kraver ett genetiskt styrt monster, bade dorsoventralt, med DIx-
kodande gener och anteroposteriort med Hox-kodande gener. Jamfort med gnatostomer
ser DIx-koden annorlunda ut hos nejondgon. Gnatostomerna &r nimligen de enda
vertebrater som har ett komplett ndtverk av Hox och DIx gener i svalgbdgarna. Deras
DIx-gener har duplicerats under evolutionens gang (Stock et a/ 1996). Denna duplikation
har medverkat till uppdelningen av gédlbagarna i de zoner som dr ansvariga for sina
specifika ben, sd det kan ténkas att just denna duplicering dr den underliggande
mekanismen bakom differentieringen av alla sma ben som mojliggjort kikens utveckling.
Stegvisa anatomiska foridndringar av svalget och den nasohypofysala strukturen ligger
troligtvis till grund for kikens uppkomst. Jimforelsestudier pa gnatostomers och
nejondgons embryon har visat skillnader i monsterliggning och mofrogenetiska uttryck
som kan vara forklaringen till skillnaderna mellan munhalans struktur hos dessa
vertebrater (Gai et al. 2011). Det dr svart att specificera precis hur utvecklingsmonstret
har kommit att skilja sig at pa grund av att det saknas vertebratgrupper med strukturer
som gar att jamfora med andra och som pa sa sitt kan visa de morfologiska
forandringarna som skett da mandibularbagen utvecklades. Dock har studier pa fossiler
av galeaspider om utforts med hjilp av rontgentomografi och synkrotron rontgen, visat att
deras nasohypofysala 6ppning och tvadelade nasala gang var separata strukturer. Detta
till skillnad fran hur den nasohypofysala 6ppningen ser ut hos dagens cyklostomer samt
hos en annan utdod agnat vertebratfamilj av ostrakodermer, ndmligen osteostrakanerna.
Delningen av dessa organ anses vara en nodvindig foregangare till kikarnas utveckling
och hénvisar till att utvecklingen inte skedde deterministiskt med en omstrukturering av
skallens anatomi pa grund av att kikarna utvecklades, utan att sjidlva evolutionen av dem
och underliggande strukturer troligtvis skedde stegvis (Gai et al. 2011).

Det finns fortfarande vissa luckor i kunskapen om kékens evolutionira utveckling, detta
till storre delen beroende pa att det saknas fler l1ankande paleontologiska data som visar
overgangen fran kéklos till kdkforsedd vertebrat.

Diskussion

Hox och DIx verktygsladegenernas speciella rutndtsmonster 1 svalgets ektomesenkym ser
ut att spegla en synapomorfi hos gnatostomer. Vad som inte dr helt sdkert ar hur det sig
ut innan kdkarnas uppkomst, var monstret redan dd som det ar 1 dag? Var DIx koden av
basala gnatostomer (dir 6ver- och underkikarna ar spegellika strukturer som inte tydligt
visar en ¢ver- och underkdkesmorfologi), lik den gemensamma forfaderns Dix-kod?
Over- och underkiken hos vertebrater tros ha utvecklats genom en serie forindringar hos
de grundldggande segmenten av kdkbenen, de sé kallade palatoquadrate och Meckels
brosk (Gillis et al. 2013). Enligt Gengebaurs hypotes om kikarna (Gegenbaur’s
transformational hypothesis of jaw evolution) dr dessa bensegment, (palatoquadrate och
meckels brosk), homologa med de strukturer som formar kékarna i kikforsedda
vertebrater, det vill siiga de forsta gidlbagarna; mandibular- och hyoidbagen (Gillis ef al.
2013). Om detta ir fallet kan man forvinta sig att utvecklingen av benen i
madibularbagen hyoidbagen och i resterande gilbagar uppvisar likheter pa ett molekylart
plan och dven att man finner motsvarande molekylidra mekanismer i underarter med
mindre utvecklade eller annorlunda kékar. (Gillis et al. 2013).
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Nyligen har vissa studier antytt att huvudet hos vertebrater genomgick forandringar redan
innan kikarna utvecklades. (Oisi et al. 2012). Genom studier pd homeoboxgener
fortydligas skillnaderna mellan de mer basala grenarna av vertebrater, d.v.s.
rundmunnarna och gnatostomerna. Skillnader 1 homeobox-verktygsladan finns d&ven
mellan olika klasser av gnatostomer. DIx-koden dr betydelsefull under
embryonalutvecklingen hos samtliga gnatostomer och ir aktiv i alla svalgbagar. Aven hos
rundmunnar (nejondga) finner man DIx-familjen uttrycka gener for att ge form till ansikte
och mun. Dessa Dlx-gener dr dock inte de samma som hos gnatostomerna, dér de
bendmns DIx 1-6, utan &r en variant kallad DIx A-D. Den evolutionéra forandringen som
skiljt dem &t dr &n sa lange inte faststdlld men duplikationer av de omtalade generna kan
vara det som ligger bakom detta. Tvd doméner av DIx-koden, varav den dorsala uttrycker
DIx 1 och 2 och den ventrala uttrycker 1 till 6 kan forst ha skapat nya strukturer 1
mandubular- och hyoidbdgen och de resterande gélbdgarna; och de intermediéra
doménerna DIx 1-, 2-, 5- och 6- kan ha skapat anslutande element emellan dessa. Denna
egenskap av monstring DIx-koden innehar har bevarats i ursprungliga arter av
gnatostomer, sdsom broskfiskar och strdlfeniga fiskar, men vad géller kékarnas
utveckling, hyoidbédgen for att vara mer specifik, har koden genomgatt forandring hos
amnioter (faglar, kraldjur, diggdjur) och édkta benfiskar. (Gillis et al. 2013) (figur 6).

Jawed vertebrates
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Figur 6: Dlx-kodens phylogeni: uttryck hos rundmunnar och gnatostomer. Evolutionen av DIx-koden och
homologier mellan nagra gnatostomarters olika benstrukturer. DIx-koden anses ha utvecklats med
gnatostomernas uppkomst och den evolutionéra lanken mellan deras DIx-kod och den motsvarande kod
nejondgat har, (DIXA till DIxD) ar fortfarande oklar. DIx-kodens viktigaste uppgift &r
monsterldggningningen av mandibuldrbdgen, hyoidbagen och resterande svalgbagarna och den ser ut pa
samma sétt &ven hos hajar och rockor (elasmobranchii), och formodligen hos stralfeniga fiskar (ex.
skedstor). DIx-koden i de post hyoida bagarna har i stillet genomgatt modifiering mellan olika arter av
amnioter (mdss) och hos dkta benfiskar. Ateranviind med rittsinnehavarens tillstind.
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De utvecklingsfaser som dven dr synliga hos nejondgats larver, Hox-kodens
monsterliggning av mandibuldrbagen och hyoidbagen, visas diarfor som ett bevis pa att
dessa koder dr gemensamma for alla vertebrater. Hox-kodens “’defaulta uttryck™ hos
nejondgats mandibularbdge tyder pa att en fordndring 1 svalgbdgen, kombinerat med
forandringar 1 genernas uppséttning och uttryck kan ha lett till utvecklingen av kékarna.
Mandibularbagen har méjligtvis alltid varit unik jimfort med resterande svalgbagar pa
grund av att den monsterldgger sjdlva munhdalan, men i verkligheten visar inga
vertebratembryoner en odifferentierad form av hals- och nackstrukturer utan alla
svalg/gélbédgar ar unika 1 sig.

Anda vet vi fortfarande inte hur linken mellan kikldsa och kikforsedda vertebrater sig
ut. DIx-koden é&r viktig att folja, att forsoka hitta dess ursprung och mutationer kan ge
mycket ny kunskap 1 omrédet. De mer basala gnatostomerna dér dver- och underkékarna
ar likadana, kan béra pa viktiga ledtradar om just denna. Kan en homeoboxfamilj foljas
langre bak 1 tiden for att se om de fordndrades innan kidkarna uppstod eller efterat?
Kanske kan man 1 dessa hitta DIx-kodens ursprung, som den burits vidare frdn var
gemensamma forfader.
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