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Sammandrag

Alla vertebrater har en struktur i huvudet som kallas hyoidbagen. Denna ar uppbyggd av ben,
brosk och muskler och stdder djurets kékar. Forskning pd framforallt mus och kyckling tyder
pa att Hox- och andra homeoboxgener &r involverade i monsterldggningen av denna struktur.
Férre undersokningar for att utreda huruvida homeboxgener styr monsterldggningen av
hyoidbagen har gjorts pa de mest basala vertebraterna, ndmligen fiskarna. Dock har man
kunnat visa att Hoxa2 agerar som nyckelgen for utvecklingen av hyoidbdgen hos mus,
kyckling, groda och zebrafisk. Det mest moderna verktyget for att undersoka geners funktion
ar transgenteknik. Denna teknik anvénder sig av mdjligheten att forflytta en gen frén en
organism till en annan och se hur denna exogena gen uttrycks samt paverkar och forandrar
anatomin hos djuret. Ett antal mutationer och gener har visats pdverka monsterliggningen av
bland annat hyoidbégen. Vilka mekanismer som formedlar budskapet mellan en uttryckt gen
och en normalt utvecklad hyoidbage &r fortfarande déligt kinda och bor utforskas i ndrmare
detalj, sarskilt hos fiskarna. Vidare dr det av intresse att undersoka hur de olika Hox- och
homeboxgenerna samverkar for utvecklingen av hyoidbégen hos alla modellorganismer. Aven
i denna friga &r fiskarna underrepresenterade i forskningen och dérfor ar det av speciellt
intresse att 1agga fokus pa dem i framtida studier.



Monsterldggningen av hyoidbdgen
Lovisa Wretman

Inledning

Alla vertebrater delar anatomiska drag varav ett dr det differentierade huvudet med
sinnesorgan. En ytterligare egenskap som utmérker vertebraterna ar ett muskulért svalg som
har bade fodointags- och andningsfunktioner. Svalgbagarna &r en rad likartade strukturer som
ligger 1 serie ryggradsdjurets huvud och de antar olika former 1 olika grupper av vertebrater.
De tvé forsta svalgbdgarna dr de frimre medan de som ligger bakom dessa ar de bakre. Den
forsta av svalgbagarna utgors av kikar hos alla kékforsedda ryggradsdjur. Den andra kallas
hyoidbagen. De bakre kallas gidlbdgar hos fiskar men utgors av andra strukturer hos
ryggradsdjur som saknar gélar. Dessa strukturer hérror frén sa kallade neurallistceller, vilka ar
en cellpopulation som uppstar i det unga vertebratembryot.

De senaste 100 aren har utvecklingsbiologin véxt sig successivt allt starkare i takt med den
molekyldra teknikens landvinningar. Man har med dessa nya tekniker kunnat studera
monsterlaggningen av organ och anatomiska strukturer samt genetiken bakom dem.
Anledningen till att vi studerar dessa utvecklingsprocesser dr att vi vill forsta genernas
funktion hos organismen.

Denna uppsats har som uppgift att sammanfatta forskningen och det forskarna vet om den
andra svalgbégens (hyoidbigens) monsterliggning. Aven om forskning pa groda, kyckling
och mus behandlas, ligger fokus pa studier med zebrafisk. Denna specifika struktur &r av
intresse dels for att det inte bedrivits mycket forskning pa den tidigare, dels for att huvuddelen
av de forskningsprojekt som faktiskt har behandlat hyoidbagen har anvént sig av mus,
kyckling eller groda for att studera den. Frdgorna som diskuteras &r hur hyoidbagen
monsterldggs och vilka gener som ligger bakom detta samt vilka de senaste teknikerna dr som
kan anvindas vid utredning av detta hos zebrafisken.

Uppkomsten av det avancerade huvudet, svalget samt modifikationer och varianter av detta i
form av gélar och kékar dr av avgorande vérde for vertebraternas framgang och utgor i mangt
och mycket troligtvis grunden till deras breda funktionella méngfald. Det 4r min mening att
med en genomgang av denna anatomiska detalj visa pd nadgot som fortiljer en del om varfor
vertebraterna ser ut och fungerar som de gor och diarmed fortjdnar ett kapitel 1 berdttelsen om
vart eget ursprung.

Neurallisten samt svalgets utvecklingsbiologi och morfologi

Vertebratgruppers svalgmorfologier ir alla variationer av ett gemensamt monster

Enligt sammanfattande studier dr uppkomsten av kidkar och gélar oerhdrt betydelsefullt for
vertebraternas morfologiska och funktionella diversitet (Olsson m fl, 2005). Hos alla
kikforsedda vertebrater utgdrs den forsta bdgen av kidkarna medan den andra utgérs av den sa
kallade hyoidbagen, vilken stodjer kdken (Figur 1). Hyoidbagens element hos méinniska &r
tinningbenet och tungbenets mindre utskott samt associerade ligament, flera av ansiktets och
nackens muskler samt ansiktsnerven. Alla vertebrater som idag existerar har mycket langa
evolutionira historier och &ven om deras morfologi 4r olika, representerar de alla variationer
av samma gemensamma grundldggande plan. Med andra ord ar det samma cellpopulationer i
ett fisk-, grod-, fagel- och ddggdjursembryo som ger upphov till exempelvis hyoidbagen hos
de alla. Detta trots att hyoidbdgen antar olika former hos de tre olika grupperna.
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Figur 1. Schematisk representation av svalgbagselementens homologa strukturer hos olika grupper. Alla element
inom en bage har samma farg: 1: mandibler, (r6da); 2: hyoid, (bld), 3: forsta gidlbagen, (grén), och 4-7: andra till
femte gilbagen, (vita). (A) Under den tidiga utvecklingen av rombencefalon segmenteras denna i rhombomerer
och neurallistceller migrerar i strommar ut i svalgbagarna. (B) Under larvstadiet hos en benfisk utformas de
distinkta ventrala och dorsala benen i svalgbagarna. (C) Schematisk bild av de fem primitiva elementen i en
svalgbage. D och V syftar till den stora, dorsala (epi-) och ventrala (cerato-) elementen. (D-F) Svalgets anatomi
hos kyckling, mus och ménniska. D1: Palatoquadrat (fisk), pterygoquadrat (kyckling), stadet (mus och
ménniska); V1: Meckelbrosk (alla arter); D2: hyosymplectic (fisk), colummella, (kyckling), stigbygeln (mus och
ménniska); V2: ceratohyal (fisk), Reicherts brosk (mus och ménniska); D3: epibranchial 1 (fisk); V3:
ceratobranchial (fisk), styloidben (mus och ménniska). (Schilling, 1997) (Atergiven med
upphovsrittsinnehavarens tillstdnd)

Hos nu levande vertebrater dr de muskuldra och skeletala elementen utvecklade fran
neurallistpopulationer som ofta dr modifierade. Dessutom bér elementen sillan tydliga
identifierbara tecken pa sina utvecklingsbiologiska foregangare. Detta forsvérar identifiering
av evolutiondra foregangare till anatomiska strukturer. For att fa tillforlitlig information méste
man kartlédgga cellpopulationer och ta reda pé vilka gener som uttrycks i vilka populationer
(Noden & Trainor, 2005).

Benfiskarna med strilar 1 fenorna kallas teleoster. Dessa har behallit vad som tros vara det
primitiva monstret av skalle och hals for kidkforsedda vertebrater. Neurokraniet skyddar
hjdrna och sensoriska organ medan det muskuldra svalget utgors av kidkar och den stddjande
hyoidbagen samt gélbagar som alla tillsammans har funktion i matintag och andning
(Schilling, 1997).

Varje bage har ett yttre ektoderm, ett inre endoderm och en kdrna av mesenchymvavnad som
hirrér fran bade neurallist och mesoderm (Noden, 1988). Externt separeras bagarna av de
ektodermala svalgklyftorna och internt av de endodermala gélfickorna. Olika embryonala
cellpopulationer ger upphov till distinkta komponenter i svalget. Ektoderm producerar
epidermis och nerver (Couly m fl, 1990), medan endoderm ger upphov till epitel som
avgrinsar svalget och de endokrina kortlarna som skoldkortel, biskdldkortel och bréss
(Grevellec m f1, 2010).

Svalgskelettet utvecklas forst av brosk som senare forbenas. Forsta bagen utgor kikarna hos
samtliga gnathostomer, andra bagen kallas hyoidbagen och denna varierar 1 form och funktion
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hos olika vertebratgrupper. Homologerna &r dock tydliga och det &r létt att se vilka ben som
motsvarar vilka i1 de olika grupperna. De tre ben som hittas i diggdjurens mellanora kallas
hammaren, stiadet och stigbygeln. Hammaren utvecklades fran en ventral del av den primitiva
underkiken, medan stidet och stigbygeln harrdr fran dorsala element 1 forsta och andra bagen
hos déggdjurens forfader (Schilling, 1997).

Neurallisten utgor grunden for manga av svalgets vivnader och organ

Det muskuldsa svalget och de forbenade svalgbagarna, vilka utvecklas pé sidorna av huvudet
1 det tidiga embryot, dr utmdrkande for vertebraterna (Graham & Smith, 2001, Chambers &
McGonnell, 2002). Dessa bagar utvecklas fran en rad olika cellpopulationer som harrdr fran
ektoderm, endoderm, neurallist och mesoderm som alla interagerar och samverkar pa ett
mycket komplext och svarforstatt vis (Grahan & Smith, 2001). Ett huvud &r uppbyggt av en
dorsalt neuralrér och ett ventral svalgror, vilka bada bestar av epitelvdvnad. Dessa ror ér
omgivna av mesenkym, och det dr i denna vivnad som muskoskeletala och cardiovaskuldra
vavnader uppstar (Noden & Trainor, 2005). Neuralroret dr foregangaren till det centrala
nervsystemet i den unga vertebraten. Neuralroret dr en pluripotent cellpopulation som uppstar
vid neuralplattan strax efter att neuraltuben slutits (Chambers & McGonnell, 2002). Den
uppstar 1 ett omrade som kallas neuralplattsgrinsen, vilken ar den distinkta 6vergdngen mellan
ektoderm och neuralplattsvivnad. Neurallistcellerna migrerar sedan utét och nedat (Figur 2)
mot svalgrdret och differentierar till specialiserade celltyper och bildar distinkta vévnader,
former och organ. (Noden & Trainor, 2005)
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Figur 2. Schematisk representation av tre stadier i utvecklingen av fagelhuvudet. Bilden visar rorelse och
expansion av ytektoderm (gron), neurallist (bld) och paraxial- och lateralmesoderm (morkrdd). Pilspetsar visar
fronten av rorliga populationer. (Noden & Trainor, 2005) (Atergiven med upphovsrittsinnehavarens tillstind)

Neurallistcellerna migrerar och segregerar 1 grupper till olika omraden; den frontonasala samt
den forsta, andra respektive tredje bagen. Denna uppdelning orsakas av tre olika mekanismer.
Dessa ér apoptos 1 vissa distinkta omraden och etablering av barridrer for spridning sdsom
gélfickor, 6gonhélor och mojligtvis underliggande mesoderm. Slutligen inverkar ocksé en
forméga hos neurallistcellerna att 1 periferin av en population utveckla cell-cellihophiftning,
vilket ar tillrdckligt for att uppratthédlla granser. Tidigare trodde man att det var
neurallistcellernas ursprung som bestdmde deras 6de. Nu vet man att neurallistcellernas
rorelse och segregering involverar samverkan mellan neuralréret, mesoderm, ektoderm och
svalgendoderm. Tekniker som anvénds for att kartligga neurallistcellernas rorelse och
interaktion med andra cellpopulationer ar transplantation och infirgning, manipulation av
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gener pd lokal nivd sdsom gen-knock-out samt nedreglering av gener. Med transplantation
menas att man ympar en bit vdvnad eller nagra specifika celler till en annan plats i embryot
och observerar hur de beter sig efterdt. Sddana studier har visat att nér vl neurallistcellerna
lamnat neuralrdret behéller de sin uppdelning i specifika populationer och beblandar sig inte
med varandra. Hur svalgbdgarna monsterldggs beror pa hur respektive cellpopulation migrerar
och den omgivning de passerat under tidigare rorelse. Cellerna samlar pa sig ett “minne” av
den végen de vandrat med hjélp av proteiner som paverkat dem under vigens gang. (Noden &
Trainor, 2005)

Att neurallistcellernas ytegenskaper begrinsar dem till specifika populationer star klart.
Grénserna mellan bagarna ar mycket skarpa och att neurallistceller inte passerar dem visar en
studie pa zebrafisk (Schilling & Kimmel, 1994). Genom att byta ut specifika rombomerer i
kyckling mot vaktelceller kan man kartldgga hur cellpopulationer som tillhor en region ror
sig. Sadana studier har visat att delar av kdkarna utgdrs av bade forsta och andra bagen. Nér
celler fran olika regioner méts, i ett brosk- eller benelement upprittas en skarp grins som inte
motsvarar nagon morfologisk grins (Kontges & Lumsden, 1996).

Rombenencefalons segmentering och dess relation till svalgets regionalisering

rombencefalon, ocksa kallad bakhjédrnan, &r organiserad i segment, dessa kallas rombomerer
1,2, 3... 7 och forkortas r1, 12, 13... r7. Studier pa neurallistceller frdn rombomererna visar
att de fran r1 och r2 migrerar och ror sig till den forsta svalgbagen (kékarna) medan de fran r4
invaderar hyoidbagen (Figur 3). Cellerna frén r6 och r7 migrerar till de bakre bagarna
(Lumsden m fl, 1991, Schilling m fl, 1994).
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Figur 3. Genexpression i rombencefalon samt neurallistpopulationernas rorelse. (A) Expressionsmonster for
Hox-gener i rombencefalon samt i svalgbdgarna (BA1-6) och i det associerade ektodermet som avgransar
bagarna. Hoxa2, Hoxa3 och Hoxb4 ses i rott, gront och blatt. Hox-genkartan under den schematiska bilden av
embryot visar vilka olika Hox-gener som uttrycks var i motsvarande neurallist samt ektoderm i svalget. (B)
Neurallistens kolonisering av skallen, svalgbagar och ansikte. NC dr en forkortning av det engelska Neural Crest,
vilket betyder neurallist. (Couly m fl, 1998) (Atergiven med upphovsrittsinnehavarens tillstdnd)

I mellanhjérnan produceras normalt celler som invaderar den forsta bagen. Ifran
rombencefalon migrerar celler som normalt koloniserar den andra bagen. I ett experiment
baserat pé transplantationsteknik visades att om man skér ut och forflyttar delar av
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mellanhjdrnan till en bakre position i rombencefalon, utvecklas ett exemplar av den forsta
bagen i omradet dir den andra svalgbagen i normala fall sitter (Noden, 1983). Séledes
utvecklades tva bagar med den forsta bdgens anatomi i detta embryo. Den onaturliga kopian
av ett element kallas ektopisk. Denna och senare studier har lett till antagandet att
neurallistceller forvirvar sin information om hur de skall migrera innan de ldmnar neuralroret
(Noden, 1983).

Under 1990-talet vixte en interdisciplinér vetenskap fram som kombinerar utvecklingsbiologi
med makroevolutiondra perspektiv. Genom att relatera molekyldra data till fossila kan man
dra slutsatser om nér och hur vissa strukturer och embryonala processer tog form i livets
historia. Genom att anvénda sig av transgenetik kunde forskare sluta sig till att kryptiska
cellgrinser etableras i ben mellan mesoderm och neurallist. Vidare foreslog forskarna en ny
metod fOr att bestimma skeletala homologier grundat pd muskelfasten. Ett muskelféste utgor
séledes nyckeln for vilken cellpopulation muskeln hérrér ifran medan benet i sig kan vara en
blandning av flera populationer. Genom att studera muskelfasten hos utdoda vertebratanfader
kunde man bestdmma vilka cellpopulationer som fanns nérvarande da. Vardefull insikt om de
skelettelement man undersokte kom fran studier pa missbildningar i huvud och nacke. Faktum
ar att mycket av den genetiska kunskapen om svalgets monsterldggning ar baserat pa just
studier av ansiktets defekter och syndrom. (Matsuoka m fl, 2005)

Genetiken bakom svalgets monsterlaggning

Hox-gener paverkar monsterliggningen liings liingdaxeln i svalget

Homeboxgener har hittats hos alla undersdkta metazoer. En homeobox dr en ~180 baspar lang
DNA-sekvens 1 gener som uttrycker transkriptionsfaktorer, vilka ar proteiner. Den del av
transkriptionsfaktorn som kodas frdn homeoboxen kallas homeodomén och kan binda till
DNA pé ett sekvensspecifikt vis och kan pa sa sétt starta kaskader av uttryckta gener.
Homeodoménsekvenser kategoriseras pé basis av sekvensidentifiering, organisation av
genkluster och introner i atminstone 20 klasser. En av dessa klasser kallas Hox-gener, vilka
agerar lidngst alla embryons langdaxel och bestimmer ldgespositionering av segment samt
regioner ldngs denna axel. Av anledningar &nnu inte kinda kan Hox-geners tidsméssiga
aktivering korreleras med deras position i ett kluster. (Martinez & Amemiya, 2002)
Homeboxgenernas transkriptionsfaktorer dr involverade i etablering av ldgespositionering
langs kroppens ldngdaxel hos bade vertebrater och evertebrater. Det har foreslagit att Hox-
gener och andra homeboxgener dr ansvariga for att koordinera monsterldggning for
rombenencepalon och svalg (McGinnis & Krumlauf, 1992). Ndmnda forskare tror att om
Hox-geners spatiala uttryck ligger bakom rombencefalons segmentering sa spelar de siledes
ocksé en roll for segregeringen av neurallistceller i olika strommar. I forlingningen inverkar
de ocksa pa differentiering och utveckling av svalgbdgarna. Exempelvis uttrycks Hoxb?2 1 hela
neuralroret fram till gransen mellan 12 och r3 (Figur 3) samt i neurallistcellerna som migrerar
till alla svalgbagar forutom just den forsta (kdkarna). Detta har setts som en indikation pa att
det slutgiltiga malet for varje neurallistcell dr forutbestimt redan innan den ldmnar neuralroret
(Chambers & McGonnell, 2002). Dock finns det inget som sédger att uttrycksmonstret i
bagarna nodvéndigtvis alltid och i alla fall 4r beroende av det som férekommer i
rombomererna (Trainor & Krumlauf, 2001). Exempelvis dr Hoxa?2 uttryckt i r2 men
nedreglerad i cellerna som ror sig frén r2 till kdkarna. Hox-gener uttrycks bara fram till
griansen r1/r2 samt i neurallistcellerna som aterfinns i1 kidkarna. Ansiktsskelettet kontrolleras
inte av Hox-genexpression (Prince & Lumsden, 1994).
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Hoxa2 menas vara en nyckelgen som medfor identitet till r4 och hyoidcellerna som migrerar
till hyoidbagen (Gendron-Maguire m fl, 1993, Rijli m fl, 1993). Inducerat 6veruttryck av
Hoxa? 1 den forsta bagen hos kyckling och afrikansk klogroda (Xenopus) har visats leda till
utveckling av en hyoidbéage istéllet for en kdke (Grammatolopous m fl, 2000, Pasqualetti m fl,
2000). En senare studie gjord pa Xenopus visade ocksa att om Hoxa? slas ut, ombildas
hyoidbagen till kdkar (Baltzinger m fl, 2005).

Senare studier visar att neurallisten snarare forvirvar sin identitet via en interaktion mellan
signaler fran omgivande celler samt gener de sjilva uttrycker (Chambers & McGonnell,
2002). Det skulle ocksa kunna vara sa att hur Hox-gener uttrycks i rombomererna respektive 1
neuralrdret dr oberoende av varandra (Trainor & Krumlauf, 2001).

Hox-gener uttrycks normalt i stora omrdden
med olika frdmre expressionsgrianser och
som ett resultat av detta uttrycks ett )
specifikt set Hox-gener i varje givet &y
segment eller region med undantag for
forsta bagen som helt saknar Hox-uttryck.
Framre gransen for Hoxal ar griansen 4
mellan 13 och r4, Hoxa?2 uttrycks fram till (C) Hoxa-3 -/
och med r2 Av dessa gener dr det bara 3
Hoxa?2 som uttrycks i hyoidbagen. Hoxa3s O
uttryck stricker sig frdn och med grinsen
r4/r5 och bakét samt i tredje bagen och
bakét (Schilling, 1997). Overexpression av
Hoxal orsakar sammansmaltning av forsta (D) Hoxa-2 -/
och andra bagen hos zebrafisk, (Figur 4),
(Alexandre m fl, 1996) men inte hos mus
(Zhang m fl, 1994). Nir en Hox-gen
uttrycks langre fram &n normalt, som i detta
fall, orsakas duplicering av regionspecifika o
nerver i bakre rombencefalon och detta *
leder till att forsta bdgen forloras och ersitts av en  Figur 4. Expression av Hoxa-gener och skeletala
delvis duplicerad andra bage. Denna andra onormala defekter av Hox-mutationer hos mus (B-D) och

o .. . . zebrafisk (E-G). (B) Normalt utvecklas musen
bage smilter ihop med den normala versionen. skalle i tre distinkta skeletala delar. (C) V3
Hoxal ar inte nodvandig for att bagutveckling, vilket gaxnas hos mutanter som saknar Hoxa-3-
visades 1 en studie av Lufkin m 1 (1991). Istéllet tar funktion (pil). (D) Duplicering av D1 istillet for
andra gener dver Hoxals funktion om denna slds ut D2 hos Hoxa-2-mutanter (pil), V2 utvecklas
(Hunter & Prince, 2002). Det har vid utslagning ay  inte- (E) Normal utveckling av zebrafiskens sju

. . . . béagar. (F) Fusion av V1 och V2 vi Hoxa-1-

Hoxa2s genfunktion visats att denna dirigerar andra dverexpression (pil). (G) Avsaknad av
bagens utveckling. Nar Hoxa? slagits ut hos mus har gya1ebsgarna hos fla-mutanter (pil). D1, gul;
en sd kallas homeotisk transformation’ gt rum, V1, ré6d; D2, grén; V2, bld; V3, brun. (Schilling,
vilket innebir att andra bagens muskler och skelett ~ 1997) (Atergiven med
har ersatts med forsta bagens. Denna ektopiska forsta Upphovsrattsinnehavarens tillstand)
bage saknar dock de mest ventrala elementen som
finns 1 en normal forsta bage (Figur 5). Ocksa detta ektopiska element smélter samman med
den normala, forsta bdgen. Dessutom smaélter alisphenoiden och stddet i 6rat samman till ett
stort element (Rijli m fl, 1993, Gendron-Maguire m fl, 1993). Hos zebrafisk finns tva Hox2-
paraloger, Hoxa2 och Hoxb2. Vid utslagning av dessa gener var for sig sags inga defekter
eller onormala fenotyper men om bada tvé slogs ut ersattes den ventrala delen av forsta

(B} wt
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bagens element med andra bagens (Figur 5), (Hunter & Prince, 2002). Dessa tre studier som
visar pa samma resultat vid utslagning av Hoxa2 hos mus, groda och zebrafisk har lett
forskare till att anse Hoxa?2 vara nyckelgenen som medierar identiteten till r4 och andra bagen
(Hunter & Prince, 2002). Ovan ndmnda dverexpressionsstudier pa bade kyckling och
Xenopus tyder pa att nedreglering av Hoxa? &r viktig for normal kidkutveckling. En gen som
reglerar om Hoxa?2 skall uttryckas eller inte dr Fgf8 och denna verkar i fraimre rombencefalon,
alltsé r1 (Meyers, 1998, Walshe & Mason, 2003).

Figur 5. En jamforelse av
svalgbroskmorfologier i respons till A mouse zebrafish
forlust av Hox PG2-funktion och

aterstéllande av genfunktion. (A)

Jamforelse av Hoxa2-knockout-

fenotyper och zebrafisk PG2-knock-

down-fenotyper. Svalgbrosket hos M™
mus och zebrafisk visas i sidovy med

en schematisk representation av

forsta (bla) och andra bagen (rod).

De vénstra bilderna visar vildtyp och ~ Hoxa2

Hox PG2
Hoxa2-knock-out for dentare hos knockout i2 knock-down red
mus. Hos déggdjur har vissa av de 2 4
forsta och andra bagelementen 2 ')b ma2

. . . dup. 'M'
inkorporerats i mellanorats s

komponenter. Forsta bagen
inkluderar Meckel, hammaren (ma), B zebrafish chick Xenopus
gonailbenet (g), trummbhinnan (t) d

stddet (i). Andra bagbrosket ar
hyoidbenets mindre horn (lh),
styloidligamentet (sl), styloidben (sy)
och stigbygeln (s). Moss som saknar
Hoxa2 visar delning av andra
bagelementet, vilket &r ersatt med
spegelkopior av forsta bagelementet.
Andra bagens element saknas helt,
for bade dorsala och ventrala delar
dar Hoxa2 slagits ut. Duplicering av
forsta bagen inkluderar stidet,
hammaren, gonial- och
squamosalbenet. Bilder till hoger
visar vildtyp och PG2-nedséttning
hos zebrafisk, se tidigare figurer for
forklaring. (B) Hox PG2-aterstillningsfenotyper (gain-of-function, GOF) hos zebrafisk, kyckling och Xenopus
liknar varandra. I samtliga fall &r forsta bagens element ersatta med duplikat av andra bagens. Det normala andra
elementet 4r ssmmanvuxet med det ektopiska i alla tre arterna. For zebrafisken visas bara de ventrala elementen.
Hos GOF-fenotypen forefaller det vara Meckels brosk som &r ersatt med kopior av andra bagens element (ch,
bh). For GOF-mutanten hos kyckling &r entoglossum (ent) ersatt med duplikat av andra elementet (bh, cb). Hos
Xenopus dr GOF-fenotypen i forsta bdgens quadrat (q) ersatt med duplicerad ceratohyal. (Hunter & Prince,
2002) (Atergiven med upphovsrittsinnehavarens tillstind)

gain-of-function

Andra homeboxgener som paverkar svalgets monsterliggning

DIx &r en familj av homeodoméin-transkriptionsfaktorer som spelar roll i flera
utvecklingsbiologiska processer. DIx2 dr en homeboxgen som hos mus dirigerar utvecklingen
av ett set dorsala benelement i kiken. DIx2 krivs for forsta och andra bagarnas utveckling.
Hos mus har forskare kunnat visa att Dix/ och DIx2 har 6verlappande uttryck (Qiu m fl,
1997). Om funktionen av DIx2 forloras (Figur 6), ersitts tva dorsala element med ett stort
ektopiskt ben (Qiu m fl, 1996). Liknande former ses hos mutanter som har forandringar 1
genen for retinoidsyrareceptorn (RAR) (Lohnes m fl, 1994). For dubbel-homozygoterna
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RAR“""RARP"" har de flesta mutanter defekter i andra och tredje bigens element (Figur 6).
Retinoidsyra aktiverar vissa Hox-gener genom att via retinoidsyrareceptorn binda till olika
responselement som antingen reglerar uttryck upp eller ned (Studer m f1, 1994, Marshall m fl,
1994). Nar zebrafisk behandlats med retinoidsyra har Hoxal-halten stigit (Holder & Hill,
1991). Mutationer i Hoxa2, DIx2 och RARs ger alla liknande defekter i de dorsala elementen
av forsta bagen. En mojlig gemensam ndmnare for dessa tre gener &r att de ar kopplade till
retinoidsyra. Ménga zebrafiskmutanter visar defekter i hdjdledsmdnstret av broskelementen.
Mutationer i low kan orsaka forlust av hela bagar och dessutom alltid forlust av andra bagens
dorsala brosk (Schilling m fl, 1996). Mutationer i suc och she leder till avsaknad eller
forminskning av det ventrala brosket 1

forsta och andra bagen, vilka &r (A
fragmenterade och 1 olika grad
sammansmaélta med dorsala element
(Piotrowski m fl, 1996). Deras fenotyper
indikerar att samma mdnsterldggning
styr den ventrala monsterlaggningen i
bade forsta och andra bagen. Hos mus
samverkar Hoxal, Hoxa2, Hoxbl,
Krox20 och Kreisler for att monsterligga
rombencefalons segmentering. Hoxal-
aktivitet krdvs for att sitta HoxbIs
framre gréans vid r3/r4. D& Hoxb1 inte
uttrycks hos Hoxal-mutanter sétts en
kaskad av felaktig genexpression igang i () Otx2 +/-
musembryots rombencefalon och r2-r5

utvecklas onormalt. (Barrow m f1, 2000) 4

wi

Hoxa?2 dirigerar normal benbildningen i
den forsta och andra bdgen genom att e T e T TR
forhindra fortsatt broskbildning. I normala Ombildning av D1 (gul) till ett forldngt element som

b ks Hoxa?2 i andra ba delar alisfenoiden och stddet hos DIx2- och RAR-
embryon uttrycks /foxaz 1 andra bagens mutanter. (D) Forlust av V1 (r6d) och framre delar av

mesenkym men inte i broskbildande centra. skallen hos Otx2-mutanter. (E) Omlokalisering av D1
Nér Hoxa?2 saknas startar broskbildning till D2-l4ge his low-mutanter. (F) Avsaknad av V1
ektopiskt. Resultaten visar att Chfal-genen och V2 hos suc- och she-mutanter. (Schilling, 1997)

uppregleras i andra bagen hos Hoxa2- (Atergiven med upphovsrittsinnehavarens tillstand)

mutanter, vilket indikerar att Chfal-induktion

kan medfora att Hoxa2-inhibering i benbildande omraden under andra bagens normala
utveckling. Vidare visar resultat frin samma studie att Hoxa2” -mutanter har ett onormalt
Sox9-uttryck. (Kanzler m fl, 1998)

Screening av zebrafiskmutanter och identifiering av gener som paverkar svalgets
utveckling

I ett stort samarbetsprojekt mellan tva laboratorier, ett i Tiibingen och ett i Boston undersoktes
(screenades) zebrafiskembryon for defekta fenotyper med avseende pé kraniets och gilarnas
skelett. Totalt hittades 158 mutanter som representerar 30 gener och dtminstone fem alleler
per gen. Defekterna kategoriserades utifrdn en kombination av de strukturer som paverkades i
huvud och svalg samt brostfenan och pigmentceller. Stora grupper av mutationer som verkar
pa monsterldggning av svalg och broskdifferentiering har identifierats (Tabell 1 & 2). Hos
duckbill (dul) och flathead (fla) utvecklades inte bagar fyra till sex. For schematiska bilder av
low” och she™, suc”, fla"-mutanter, se figur 4 respektive 6. Majoriteten av mutanter
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uppvisade defekter i alla bagar, sdsom hammerhead (ham), bulldog (bul) och dackel (dak). En
av dessa klasser kallas ’flathead-like’ pa grund av mutanternas tillplattade huvud och sma
ogon och alla dessa saknade grupper av gilbdgar. (Driever m fl, 1996, Haffter m fl, 1996,
Schilling m fl, 1996, Piotrowski m fl, 1996)

Tabell 1. Resultat frin en screening av kikmutanter

Kategori av mutant  Fortkortning av gennamn  Fenotyp Referens'
(antal alleler)
‘flatheads’ fla(5), bab(2), Alla ’flatheads’ har platt a,b,c
‘flatheads’ ser(1), her(l), bakhuvud,sma 6gon och liten
‘flatheads’ cod(l), dul(l), hjarna, forlust av gélbagar.
‘flatheads’ fac(1), pio(5)
Framre svalgbagar stu(2), son(1) Stu, son, sel och suc uppvisar alla d, e
sel(l), suc(l) forminskning av de tva framre
bagarna.
‘hammerheads’ ham(2), hen(3), ’Hammerheads’ saknar alla vivnad d,
‘hammerheads’ pek(1), get(2), framfor 6gon och broskbildning
‘hammerheads’ jef(1), koi(1), paverkad.
‘hammerheads’ pit(4)

! Referenser: a, Schilling m fl. (1996); b, Furutani-Seiki m fl. (1996); ¢, Kelsh m fl. (1996); d, Piotrowski m fl.
(1996); e, Whitfield m fl. (1996); f, Hammerschmidt m fl. (1996). Tabell baserad pa Table 1 fran Schilling m fl
(1996).

Undersokningarnas resultat tyder pa att det finns ett set av gener som specificerar
neurallistens utbredning ldngs ldngdaxeln i flera distinkta regioner. Mutationer i gener som
stor hela regioner gor det mojligt att bestimma kandidatgener for uppdelningen av svalget. Ett
test som r av intresse dr att undersdka om dessa mutanter har defekter i rombencefalon enligt
Schilling (1997). Det &r ocksé viktigt att veta om mutationer orsakar att en bage forvirvar
karakteristika for en annan bidge samt Hox-genexpressionen hos mutanterna, enligt tidigare
ndmnda forfattare.

Den mest allvarliga defekten sucker enligt Schilling, orsakas av en mutation i ednl. Resultat
frén studier pa bade mus och zebrafisk tyder pa att ednl kodar for en peptid (Ednl) som
signalerar fran epitel och mesoderm till neurallistmesenchym i bagarna. Uttryck av ednl i de
frimre bagarna begrinsas till det mest ventrala mesodermet och ytektodermet. Ceratohylen,
ett ventralt element i hyoidbagen, saknas medan meckelbrosket dr forminskat och omvént.
Hyomandibulan, beldgen i den 6vre delen av hyoidbdgen, visar bara marginella fordndringar.
(Miller m f1, 2000)

I ett experiment ddr man injicerade Ednl proteinet i bagarna kunde man se at de dorsala
delarna antog liknande strukturer som de ventrala delarna visar. Séledes drar man slutsatsen
att en hog halt av Ednl ér tillracklig for att monsterldgga den ventrala broskfenotypen. Man
tror att Ednl dr en morfogen som kontrollerar monsterldggning i h6jdled och att halten av
proteinet bestimmer den resulterande formen. (Miller m fl, 2000)
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Tabell 2. Oversikt 6ver mutationer som piverkar svalgbigarna

Gennamn Allel Fenotyp Referens’
Friamre bagar forminskade
sucker (suc) tf216b Béda forminskade a
schmerle (she) th210, tg203e Béda forminskade
sturgeon (stu) td204e, tg419 Béda forminskade
hoover (hoo) tn213 Béda forminskade
Missbildningar i flera bagar
van gogh (vgo) tm208, tu285 Meckel® omvind, b
Ch? forminskad
dolphin (dol) ti230g Framre ethmoidplatta
forminskad, vavnad
ovanfor kdke saknas
hanging out (hot) tq213d, t120b, Oppen mun,
hanging out (hot) tv49b, t117d, to273e ch pekar ventralt
Friamre bagar forminskade
och bakre forminskade/saknas
screamer (ser) tk18 Framre bagar c
howler (how) tnl4 forminskade
facelift (fac) tud5b och bakre féorminskade
compressed (cod) tj13c /saknas
duckbill (dul) th34c
pistachio (pio) tb202, tc276¢, tk17,
to75a, ts41
Framre bagar forminskade
och bakre forminskade/saknas
(Gen ej bestimd) tyl03a, tv60c, tm102e, Framre bagar c,d
tm9d, tm&3c, tm&8e, férminskade
ta85d, tx238f, ty7c, och bakre forminskade
tc294a, tg239a, tg279, /saknas

Speciella strukturer
Lockjaw (low)

Flathead (fla)
Flathead (fla)

Babyface (bab)

Compressed (cod)

tj229, tq235, tt227c,
ty224

ts213

ta53c, tf21c, th5b,
ty76a, tu255¢
tb210c, tw220c

tj13c

Red* hyoid, vissa bagar
saknas

Framre bagar red,
bakre red/saknas

ch striacker sig bakat
och uppat

Framre kraftigt red,
bakre red/saknas

Bakre red,

ch bojd, bh saknas

'Bh=basihyal, *Ch=ceratohyal, *Meckel=Meckelbrosk, ‘red=reducerad i storlek.
SReferenser: a, van Eeden m fl. (1996); b, Whitfield m fl. (1996); ¢, Kelsh m fl. (1996); d, Furutani-Seiki m fl.
(1996). Tabell baserad pé Table 3 och 4 fran Schilling m fl (1996) och Table 2 frén Piotrowski m fl (1996).

Metoder och tekniker for fortsatt forskning

Att kartlagga embryologiska cellpopulationer 1 skallen dr av intresse inom
utvecklingsbiologin, medicinen och for forskare som stiller frdgor om evolution. Till ganska
nyligen baserades néstan all var kunskap om skallens utvecklingsbiologi pa kyckling. Pa
senare tid har allt mer forskning pd mus, groda och zebrafisk bedrivits. Detta 6ppnar for
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mojligheten att gora jimforande embryologiska studier och man kan borja sétta data i ett
bredare fylogenetiskt perspektiv. Ett av utvecklingsbiologins maél &r att utreda relation mellan
cellpopulationer och hur dessa bidrar till den vuxna individens anatomi. Den huvudsakliga
metoden for att utreda detta har varit sa kallad ’fate mapping’ eller destinationskartldggning,
vilket innebdr att man forsoker forstd hur embryologiska cellpopulationer ror sig och bildar de
adulta strukturerna i det langa loppet. (Gross & Hanken, 2008)

Forsok att kartlagga cellpopulationer har gjorts med hjilp av histologi, alltsa studiet av
vavnader, ofta i skikt som skurits av den organism man studerar. Denna metod har dock visats
vara mindre trovirdig 1 detta sammanhang eftersom det &r svart att spara celler som inte ar
infirgade. Aven viivnadsablation samt med féirg och radioaktiva Zmnen mirkta celler samt
transplantationsteknik har tilldmpats i detta syfte. Vid vivnadsablation avldgsnar man en del
av en vdvnad, exempelvis neurallisten och efter tv till tre dagar underséker man embryot for
avvikande och onormal morfologi tillf6ljd av ingreppet. Pa dessa tekniker baserades de forsta
fate mapping-studierna. (Gross & Hanken, 2004)

Nyare tekniker har betydligt forbéttrat mojligheterna att konstruera fate maps for vertebratens
skalle. Markning med fluorescerande @mnen, transgenteknik och sa kallad *genetic fate
mapping’ eller genetisk destinationskartliggning har avsevirt forandrat utsikterna for att
forsta hur en skalle utvecklas. Vid ’genetic fate mapping’ som undersdker neurallistcellernas
6den anvinder man sig av rekombinaser som Cre och flp i kombination med
neurallistspecifika promotorer. Till dags datum har dessa tekniker enbart anvinds pa mus och
inga andra modellorganismer. (Gross & Hanken, 2008)

Analys av genreglering och genfunktion har forbéttrats med sekvensering, transgenetik och
andra metoder fOr att forsta interaktionen mellan DNA, gener och proteinproduktion. Med
transgenetik menas att fora 6ver en gen frén en organisms genom till en annans genom och
studerar dess funktion hos den nya organismen. An s linge har transgenetik frimst anvints
pa mus och till mindre grad pa zebrafisk (Yoshikawa m fl, 2008). I transgenstudier anvander
man oftast transgenexpression av exogena gener, fran en annan organism eller
tystade/onormala uttryck av gener.

For att avgdra om en gens uttryck dr autonomt i en viss population eller om den induceras av
omgivningen som populationen ror sig igenom kan man utfora en sd kallad mosaikanalys. I ett
sadant experiment transplanterar man celler frdn en population mellan mutant och vildtyp.
Genom att tillimpa denna teknik kan man ordna gener, som orsakar liknande fenotyper i
grupper baserat pa vad som krévs for deras uttryck i avseende pa signalering och omgivande
celler (Schilling, 1997). Vidare kan man anvénda sig av insédttningsmutagenes och
markorbaserad screening for att ringa in specifika processer man vill undersoka.

En studie fran 2005 visade att Hoxa?2 uttrycks selektivt i neurallisten. Denna slutsats kunde
forskarna dra efter att ha utfort Cre-ERT2-rekombination for att inducera Hoxa2-deletion hos
mus. Hoxa?2 inaktiveras nér neurallistcellerna migrerar till svalgbagarna. Vid inaktivering sker
en homeotisk transformation fra hyoid- till kikbage, som nimnts ovan i texten. Ocksa denna
knock-out-fenotyp utvecklades vid Cre-ERT2-rekombination. Man upptéckte ocksa
forandringar 1 uttrycksmonstret av Alx4, Bapx1, Six2 och Msx1. (Santagati m fl, 2005)

Rekombination har anvénts ldnge for att manipulera DNA in vivo och studera genfunktion hos

mus. Cre/loxP-systemet dr ett lagesspecifikt rekombinationssystem som anvints mycket. I en
tva ar gammal studie tilldimpades detta system pa zebrafisk for att studera hur metoden
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fungerar hos denna modellorganism. I studien genererade man reportergenlinjer for att kunna
lokalisera Cre-rekombinas aktivitet in vivo. Linjer kallade G2R uttrycker tva gener for
fluorescerande proteiner kallade GFP och RFP (Gront respektive Rott Fluorescerande
Protein). Deras uttryck kontrollerades av en promotor, tillhérande Xenopus EF1 alpha-gen.
GFP-fiskarna éndrade farg frén gron till rod efter Cre-medierad rekombination. Cre/loxP-
metoden dr av anviandning for utveckling av cell- och vdvnadsspecifika transgenslinjer och
kartlaggning av cellpopulationer hos zebrafisken. (Yoshikawa m fl, 2008)

ROSAZ26, beskriven av Soriano (1999) dr ett av de mest utnyttjade reportergensystemen for
mus. Detta system baseras pa att lacZ-genen integreras med en alltid uttryckt Rosa26-gen och
en specifik kassett (en sekvens). Denna kassett ligger uppstroms om Rosa26 och séledes
mojliggdrs lacZ-uttryck innan Cre-rekombination. Efter att kassetten kluvits ut, borjar lacZ
uttryckas och kan ses med hjélp av infargning. Cre/loxP-systemet bor vara av anvindning
enligt Yoshikawa med fleras artikel fran 2008.

Ny transgenteknik tillater direkt analys av normal genexpression. I stora drag innebér
tekniken att man konstruerar ett kromosomfragment frdn normala, humana kromosomer eller
konstgjorda ménskliga kromosomer och 6verfor det till ett annat djur sdsom fisk, en grupp
som studier har utforts pd. Metoden kan anvéndas for epigenetiskt underhéll och forandring
av kromatinets organisation i specifika gener samt kan utgora en plattform for
genexpressionsstudier. (Ikeno, 2009)
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Diskussion

I denna uppsats har utvecklingen av hyoidbagen hos mus, kyckling, groda och zebrafisk
redogjorts for. Men tyngdpunkten har legat vid teleosternas modellorganism zebrafisken.
Konstigt nog har mycket fi utredningar anvént sig av teleoster, vilka utgér den mest basala av
ovan nimnda vertebratgrupper. Vidare visar yngre vertebratgrupper sdsom daggdjur, faglar
och amfibier i hogre grad modifierade monster och strukturer &n hos teleosterna. Av denna
anledning dr det mojligt att de egenskaper som teleosterna uppvisar liknar den gemensamma
anfaderns karaktirer mer. Vidare har d&ven molekylért fokus 1 uppsatsen legat pa just
zebrafisken. Vilka gener och mekanismer som ligger bakom de morfologiska och anatomiska
strukturer vi ser hos zebrafisken har tagits upp och behandlats.

Gross och Hanken (2008) menar att ett finns ett behov av data fran andra modellorganismer
an mus, kyckling och amfibie. Exempel pa grupper som studier behovs goras pa vad giller
neurallistcellernas dr benfiskar och reptiler. Forfattarna observerar vidare att det inte finns
nagra studier som utreder neurallistcellernas bidrag till benfiskarnas skalle. Dessa data skulle
ge indikationer pd hur vertebraternas forfader har utvecklats och om detta utvecklingsmonster
har bibehallits eller modifierats ldngst evolutionens forgreningar. (Gross & Hanken, 2008)

De mekanismer som styr neurallistcellernas rorelse och differentiering dr mycket déligt
forstddda dven om mycket moda &dr lagd pé att forsoka ta reda pd detta. Den forskning som har
gjorts redogdr Noden och Trainor for i sin artikel frdn 2005. Ett antal pionjararbeten har
utforts for att monsterldgga neurallistceller och undersoka de genetiska kontrollerna som styr
deras utveckling. Dock har sadana studier bara gjorts i storre utstrackning pa afrikansk
klogroda, kyckling, mus och i ett mindre antal pa nejondga, zebrafisk och ménniska. Ett
projekt med detta syfte att kartldgga zebrafiskens neurallistceller skulle vara ett mycket tid-
och resurskridvande sddant men inte desto mindre vardefullt. P4 grund av att zebrafiskar har
yttre befruktning och deras dgg saknar amnion, kan man hypotetisera att designen av ett
sadant experiment for zebrafisk skulle vara betydligt mindre avancerade &n for mus och
kyckling, som har amnion. Ett sidant experiment utfort pd zebrafisk skulle troligtvis i storre
grad likna ett experiment med samma syfte utfort pd groda. Men denna kartlaggning av
grodans neurallist lyser ocksa med sin franvaro i litteraturen. I min uppfattning &r en sédan
kartldggning av zebrafiskens neurallistceller vardefull att gora. Dessutom skulle man kunna
skéra ut och/eller transplantera olika rombomerer och undersdka de morfologiska f6ljderna
hos zebrafiskembryot. I det specifika fallet med hyoidbagen vore r4 av intresse eftersom
cellerna frdn denna rombomer migrerar till hyoidbagen hos andra modellorganismer.

Trots att de mekanismer som styr neurallistcellernas rorelse hos zebrafisk ér déligt kénda ar
monsterldggning av hyoidbdgen nagot mer undersokt och mer information om detta finns 4n
om neurallisten. Ett flertal Hox-gener har visats styra utvecklingen av hyoidbégen hos mus,
kyckling och zebrafisk. Detaljerna dr dock i mindre grad undersokta. Exempelvis bor det
undersokas vilka ytterligare homeoboxgener som samverkar med Hox-generna samt hur de
olika homeoboxgenerna samverkar med varandra. Gener som &r av intresse att antingen
nedreglera eller helt sl& ut &r ménga; Krox20, Kreisler, Cbfal, DIx1, DIx2, Alx4, Bapxl, Six2
och Msx har alla visats ha dndrat genuttryck da HoxaZ2s uttryck har manipulerats i mus. Av
denna anledning skulle det vara intressant att se huruvida deras uttryck foréndras vid
manipulering av zebrafisken Hoxa2-gener.

Samtliga mutationer och gener som redovisas for och visades inverka pa hyoidbagens
utveckling 1 Schilling med fleras och Piotrowski med fleras artiklar fran 1996 bor undersokas
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ndrmare hos zebrafisken. Hur paverkar de ndmnda generna (Tabell och 2) celldifferentiering
och morfogenes av hyoidbdgen. Med andra ord vilka mekanismer verkar pa vigen fran en
uttryckt gen till ett fullt utvecklat element som é&r funktionellt och integrerat med en hel
organism. Forslagsvis kan Cre/loxP och ROSA26-systemen anvéndas for att undersoka detta.
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Jag vill ge Bettina Ryll ett stort tack for att ha kommit pa den fantastiska idén om
uppsatsamne samt givande samtal om dmnet. Inte desto mindre tacksamhet riktas till Per E.
Ahlberg for viardefulla kommentarer och synpunkter pa texten samt stindig motpart 1
allehanda vetenskapliga diskussioner. Slutligen fortjanar mina idel tdlmodiga fordldrar Eva
och Bjorn Wretman tusen tack for éndlos uppmuntran och stod samt korrekturldsning.
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