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Cloned cDNA of the pPAG genes (porcine Pregnancy-Associated 
Glycoprotein) as useful templates for proteomical and genomical di
agnoses

Summary

The PAG (Pregnancy-Associated Glycoproteins) gene family and chorionic 
expressions of their products suggest an important role(s) of this glycoprotein 
family throughout pregnancy in various mammals (pig, cattle, sheep, goat, bourse, 
zebra, cat and mouse).

Each cloned cDNA is a major source of template for recombinant PAG pro
tein productions, necessitated for requirements at various diagnostic tests of 
early pregnancy in ruminants. Moreover, each cDNA may be applied as template 
for preparation of selective genetic tests (i.e. micro-arrays), can provide essen
tial background for estimation of correlations between various PAG genotypes 
and physiological reproductivity of each animal. Aforementioned genetic tests 
presumably will allow for pre-selection of young indyviduals with effective re
productive performances.
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1. Wprowadzenie

Historia identyfikacji rodziny genów kodujących glikoproteiny ciążowe PAG {Pre
gnancy-Associated Glycoproteins) jest stosunkowo krótka i obejmuje ostatnie kilkana
ście lat, Jednakże kilka różnie nazywanych białek zakwalifikowanych do tej rodziny 
wyizolowano ok. 20 lat temu. Komplementarne DNA (cDNA) licznych genów PAG do
tychczas sklonowano wyłącznie u zwierząt łożyskowych (tab.), geny te nazwano 
porcine PAG - u świń, bovine PAG - u bydła, ovine PAG - u owiec, caprine PAG 
- u kóz, equine PAG - u koni, zebra PAG - u zebr, felline PAG - u kotów oraz 
murine PAG - u myszy, a następnie zdeponowano w międzynarodowej bazie da
nych GenBank NCBI/NIH (National Center for Biotechnology Information/National In
stitutes of Health).

Tabela
Przynależność taksonomiczna wybranych lotyskow-ców, uwzględniająca ich typy łożysk, liczbę sklonowanych 
cDNA genów z rodziny PAG (zdeponowanych w międzynarodowej bazie danych GenBank) oraz długość ko
dowanych prekursorów polipeptydowych

Taksonomia

Typ łożyska

Rodzina PAG

Literatura
Rząd Podrząd Gatunek

Nazwa
genów

Liczba
sklonowanych

cDNA

Kodowane
polipeptydy

[aa]

nieparzystokopytne
iPerissodactyia)

koniokształtne
{Hippomorpha)

koń
{Rquus cahalliis) rozproszone

nabłonkowo-
-kosmówkowe

{Placenta
diffusa)

ePAG I 388
(4)

zebra
(Eguus zebra)

zPAG 1 388

parzystokopytiie
(Artiodactyla)

nieprzeżuwające
{Suina)

Świnia 
{Sus strofa)

pPAG 7 341-389 (2,41-48)

przeżuwające
{Ruminantia)

krowa
{Bos taurus)

liścieniowate
łączno-

-kosmówkowe
{Placenta

cołyledonaria)

bPAG 21 341-381 (1,3,20,55)

koza domowa 
{Capra bircus L.)

cPAG li 341-386 (5)

owca
{Ovis aries)

oPAG 9 341-382 0,3,24)

gryzonie
{Rodentia)

{Myomorpha)
mysz domowa 

{Mus musculus)

łożysko tarczowe 
{Placenta 

discoidalis)
mPAG 1 387 (6)

mięsożerne
{Carnivora)

(Fissipedia)
kot

{Felis catus)

łożysko
popręgowe
{Placenta
zonaria)

fPAG 1 388 (7)

Pierwszymi poznanymi przedstawicielami z rodziny PAG były geny bPAGl 
i oPAGl, które wykryto w 1991 r. u przeżuwaczy tzn. u bydła i owiec oraz sklonowa
no ich cDNA (1). W następnych latach sklonowano cDNA genów pPAGl i pPAG2,
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pierwszych przedstawicieli rodziny PAG u Artiodactyla (nieprzeżuwające) tzn. u świń 
(2). Ostatnio sklonowano kolejne geny PAG u przeżuwaczy (3), a także wykryto geny 
PAG u klaczy i zebry (4), kóz (5), myszy (6) i kotki (7). Dotychczas zidentyfikowano 
sekwencje nukleotydowe cDNA 21 genów bPAG, 9 genów oPAG, 11 genów cPAG, 
7 genów pPAG oraz pojedyncze cDNA genów: ePAG, zPAG, fPAG oraz mPAG. Se
kwencje cDNA wszystkich poznanych genów z rodziny PAG, reprezentują liczne 
transkrypty kodujące różne łańcuchy polipeptydowe prekursorów o zróżnicowanej 
sekwencji (Acc. No.), długości (tab.) oraz profilu ekspresji w miarę rozwoju ciąży (8). 
Zastanawia zatem, nieznane ewolucyjne podłoże i fizjologiczne uzasadnienie wystę
powania tak zróżnicowanej liczby genów PAG u poszczególnych łożyskowców.

Poprzednio sklonowane cDNA genów PAG wykorzystano jako sondy molekular
ne do stwierdzenia występowania rodziny genów PAG u kolejnych gatunków ssa
ków. Zastosowanie analizy Southern pozwoliło na wykrycie występowania rodziny 
genów PAG w genomach wielu dziko żyjących przeżuwaczy oraz gatunków pokrew
nych (3), jednakże cDNA tych genów nie zostało dotychczas sklonowane. Ponadto, 
genomowe DNA wyizolowane z leukocytów krwi obwodowej lub innych źródeł (ce
bulki włosowe i sperma), a następnie amplifikowane metodą PGR oraz hybrydyzo- 
wane z sondami cDNA znakowanymi radioaktywnym fosforem (^^P), wykazało wy
stępowanie nie zidentyfikowanych dotychczas genów PAG-podobnych u wielu róż
nych łożyskowców, np. dzików, żubrów, jeleni, saren, bobrów, szczurów oraz ludzi 
(9-13).

Rodzina genów PAG koduje różne prekursory białek kosmówkowych, wśród któ
rych poznano tylko nieliczne, wyizolowane z błon łożyskowych bydła (14) i nazwane 
specyficznymi białkami ciążowymi B (ang. PSPB - Pregnancy Specific Protein B). 
Wśród kosmówkowych białek PAG u świń, nazwanych wcześniej pBP (ang. porcine 
Basic Proteins), wyizolowano tylko nieliczne (15-17), które zidentyfikowano dopiero 
kilkanaście lat później (18), na podstawie wcześniej poznanych sekwencji cDNA ge
nów pPAG (2). U przeżuwaczy, w kolejnych badaniach doprowadzono do wyizolo
wania licznych białek PAG, PSPB, PSP60, SBU3, będących dominującymi produktami 
ekspresji rodziny PAG w różnych tkankach łożyskowych u bydła (19-22), nazywa
nych również PSP60 (23). U owiec, białka PAG (24) znane były wcześniej pod nazwą 
SBU3 (25) lub oPSPB (26). Ponadto, białka PAG wyizolowano jedynie z tkanek łoży
skowych kóz (27) oraz jeleni i łosi (28).

U ludzi dokonano charakterystyki różnych białek łożyskowych: PAPP-A oraz 
PAPP-B (ang. Pregnancy-Associated Plasma Protein A, B), PS(3G (ang. Pregnancy Specific 
^-Glycoproteins) oraz SP1.3 (ang. pregnancy Specific Glycoprotein 1, 2, 3) (29-31), jednak 
nie udało się dotychczas sklonować cDNA oraz zidentyfikować produktów tran
skrypcji genów PAG u naczelnych.
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2. Klasyfikacja rodziny genów PAG

Analiza cyfrowa (in silico) zdeponowanych w międzynarodowej bazie danych 
GenBank sekwencji nukleotydowych cDNA genów kodujących prekursory polipepty- 
dowe PAG, pozwoliła na zaliczenie ich do rodziny proteinaz aspartylowych (AP). Po
nadto, poznanie sekwencji ORF umożliwiło wykazanie znaczącego podobieństwa 
genealogicznego sekwencji prekursorów polipeptydowych PAG.

Rodzina AP (EC 3.4.23) jest szeroko rozpowszechniona wśród kręgowców 
(32,33), roślin, grzybów (34) oraz retrowirusów (35). Do rodziny AP należą enzymy 
proteolityczne, m.in. pepsyna A (EC 3.4.23 1), pepsyna C (EC 3.4.23.3), pepsyna 
F (EC 3.4.23.1), aspergillopepsyna A (EC 3.4.23.18), candidopepsyna (EC 3.4.23.24), 
renina (EC 3.4.23.15), chymozyny (EC 3.4.23.4) oraz enzymy lizosomalne: katepsyny 
D (EC 3.4.23.5), katepsyny E (EC 3.4.23.34) (32,36,37). Ostatnio do rodziny AP zali
czono ludzkie napsyny (38) oraz enzymy pasożytnicze: FłAP (ang. Histo-Aspartic Prote
inase) (39) i plazmepsyny (40).

Prekursory polipeptydowe kodowane przez poznane ORF sklonowanych cDNA, 
zakwalifikowane do rodziny PAG, mają w swojej sekwencji aminokwasowej (aa) dwa 
regiony (domeny 1 i 2) wchodzące w skład centrum aktywnego tworzącego kieszeń 
katalityczną (1-5,24). Zachowanie konserwatywnej sekwencji aa w obu domenach 
warunkuje zakwalifikowanie prekursora polipeptydowego PAG do podrodziny pre
kursorów potencjalnie aktywnych katalitycznie. Z kolei, wystąpienie różnych sub
stytucji w ww. domenach sugeruje utratę aktywności, a zatem przynależność do 
podrodziny potencjalnie nieaktywnych katalitycznie. Poznane sekwencje aa przed
stawicieli rodziny PAG u świń warunkowały klasyfikację do podrodziny potencjalnie 
nieaktywnych katalitycznie (pPAGl, pPAG3 i pPAG5) lub podrodziny aktywnych kata
litycznie (pPAG2, pPAG4, pPAG6 i pPAG8) (2,41-48).

3. Analiza in silico struktury przestrzennej prekursorów oraz biatek PAG

w konstrukcji przestrzennych modeli prekursorów PAG wykazano, że przedsta
wiciele PAG, podobnie jak inne prekursory AP, charakteryzują się dwukolistą struk
turą oraz występowaniem wgłębienia (kieszeni), tworzącego katalityczne centrum 
aktywne do wiązania substratów - krótkich peptydów (49). Katalityczna aktywność 
rodziny AP związana jest z zachowaniem konserwatywnej sekwencji V/IFDTGSS 
w domenie pierwszej oraz IVDTGTS w domenie drugiej, które to domeny, stwier
dzono w sekwencjach łańcuchów polipeptydowych prekursorów znajdujących się 
po przeciwległych stronach centrum aktywnego. Szczególnie istotna jest obecność 
dwóch reszt kwasu asparaginowego (D) znajdujących się w każdej z dwóch domen 
w przeciwległych wewnętrznych stronach kieszeni (Asp^^ oraz Asp^i^^ według nu
meracji w pepsynie). Sekwencje obu domen zostały konserwatywnie zachowane 
w dotychczas zidentyfikowanych sekwencjach genów, np. bPAG2 (20), pPAG2,
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pPAG4, pPAGG, pPAG8 (2,41,43,45,47,48) oraz ePAG (4). Pojedyncze substytucje aa 
w domenach centrum aktywnego niektórych przedstawicieli PAG (np. bPAGl, 
oPAGl, pPAGl, pPAG3, pPAG5), sugerują natomiast utratę zdolności enzymatycz
nych (1,2,42,46,47). Taka zmiana sekwencji aa, nie musi być jednak związana z utra
tą właściwości enzymatycznych, ponieważ podobne substytucje aa stwierdzono 
w sekwencji prekursorów HAP oraz plazmepsyn zarodźca zimnicy podzwrotnikowej 
(Plasmodium falciparum), które nie prowadziły do zahamowania cyklu rozwojowego 
tego pasożyta. Mechanizm zmiany epitopów tego pasożyta umożliwia infekcję oraz 
rozwój malarii, jednakże mechanizm pasożytniczego unikania ataku układu immu
nologicznego gospodarza nie został dotychczas poznany (39). Sklonowano cDNA 
genów HAP tych ludzkich pasożytów (P. falciparum), a następnie wykryto różne ich 
formy (HAP 1 i 11) (39). Geny HAP są bardziej podobne w swojej sekwencji nukleoty- 
dowej (nt) do przedstawicieli PAG, niż do sekwencji nt innych poznanych enzymów 
należących do rodziny AP. Prekursory polipeptydowe kodowane przez geny HAP, 
wykazują zamianę konserwatywnego fragmentu sekwencji Asp^2_7jij-33_(jiy34 
dług numeracji w pepsynie) na fragment o sekwencji His-Thr-Ala. W wyniku takiej 
substytucji aa polipeptydów HAP, prawdopodobnie uniemożliwiającej standardową 
aktywność katalityczną AP, wyeliminowany został kwas asparaginowy (Asp^^) w do
menie 1, współtworzącej centrum aktywne. Ponadto należy podkreślić, że substytu
cje aa, które stwierdzono w sekwencji dwóch domen tworzących kieszeń katali
tyczną HAP, nie spowodowały zahamowania cyklu rozwojowego zarodźca zimnicy 
podzwrotnikowej, co potwierdza istnienie nie znanego dotychczas mechanizmu ak
tywacji prekursorów ostatnio zidentyfikowanych przedstawicieli rodziny AP. Do
tychczas nie poznano żadnego białka trofoblastycznego, którego mikrosekwencja 
umożliwiłaby klasyfikację do podrodziny pPAGl-podobnych, w porównaniu do po
znanych prekursorów rodziny AP. Zidentyfikowana wcześniej 26 aa mikrosekwencja 
białka pBP, stanowiąca NH2-terminalny początek dojrzałego białka sekrecyjnego 
(18), podobna do wewnętrznej sekwencji (numerowanie aa) prekursora
pPAG2, pPAG4, pPAG6 (2,41,43,45,47), relatywnie odpowiada zidentyfikowanej se
kwencji ^GLK^ w sekwencji polipeptydu pPAG5 lub ^LSK^ w polipeptydzie pPAG8. 
Stwierdzona całkowita homologia (pPAG8) lub duże podobieństwo (pPAG5) sekwen
cji dwóch domen poznanych prekursorów, dodatkowo potwierdza sugestie o istnie
niu nieznanych różnych mechanizmów aktywacji polipeptydów pPAG (47), podobnie 
jak aktywacji pasożytniczych prekursorów proteinaz histoaspartylowych (HAP 1 i 11) 
oraz 9 dotychczas poznanych plazmepsyn (39,40).

Większość poznanych przedstawicieli rodziny AP wykazuje maksymalną aktyw
ność enzymatyczną w kwaśnym pH, a pepstatyna A jest silnym syntetycznym inhibi
torem katalitycznym rodziny AP (32,50). W przeprowadzonej analizie prekursorów 
polipeptydowych, kodowanych przez cDNA genów PAG (47) w porównaniu do se
kwencji cDNA genów poznanych pepsynogenów (51,52), wykazano istnienie 15 aa 
podobnego peptydu sygnałowego, 38 aa różnego peptydu blokującego kieszeń ka
talityczną u bydła i owiec (1), 33 aa peptydu u koni (4) oraz 37 aa peptydu u świń
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(2,53,54). Krótkie peptydy (33 - 38 aa) są odcinane w procesie posttranslacyjnego 
dojrzewania prekursorów polipeptydowych PAG, które następnie ulegają posttrans- 
lacyjnej modyfikacji (glikozylacje, fosforylacje), pozwalającej na przemianę w białka 
sekrecyjne PAG. Do sekwencji najbardziej konserwatywnych w prekursorach PAG 
należą odcinki kodujące peptyd sygnałowy, peptyd blokujący, część domeny pierw
szej i drugiej centrum aktywnego oraz fragment końca NH2. Rejony konserwatywne 
występują wewnątrz cząsteczek PAG i prawdopodobnie decydują o strukturze trze
ciorzędowej, natomiast 7 rejonów hiperzmiennych tworzy na zewnątrz molekuł 
prekursorów pętle, które kształtują epitopy - powierzchniowe determinanty anty
genowe (49). Wiele rejonów hiperzmiennych wykazuje liczne potencjalne miejsca 
glikozylacji prekursorów, które dodatkowo przyczyniają się do zwiększenia różno
rodności produktów ekspresji rodziny genów PAG.

4. Lokalizacja ekspresji genów ^ rodziny PAG

Ekspresja rodziny genów PAG rozpoczyna się wyłącznie w trofoblaście, a następ
nie kontynuowana jest w komórkach nabłonka kosmówki (trofektodermy), w któ
rych odbywa się transkrypcja oraz translacja. Kosmówkowa ekspresja mRNA genów 
PAG u różnych gatunków zwierząt łożyskowych, rozpoczyna się w okresie okołoim- 
plantacyjnym i kontynuowana jest w dalszych etapach rozwoju łożyska. U świń, po
siadających rozproszone łożysko nabłonkowo-kosmówkowe, w analizie Northern 
wykazano, że ekspresja genów PAG (mRNA, —1.7 kb) następuje około 15 dnia ciąży 
i kontynuowana jest podczas całego przebiegu ciąży (2).

U przeżuwaczy, posiadających łożysko łącznokosmówkowe liścieniowate, roz
poczęcie ekspresji mRNA genów PAG stwierdzono około 17 dnia ciąży (1). Ponadto, 
u tego gatunku wykazano zróżnicowane profile okresowych ekspresji niektórych 
transkryptów genów PAG podczas rozwoju ciąży (5,20,55). Geny PAG ulegają okre
sowej transkrypcji (mRNA) w różnych etapach ciąży i w licznych typach zróżnicowa
nych komórek trofektodermy, np. ekspresję transkryptów bPAG 1-podobnych 
(bPAGl, bPAG6, bPAG7), stwierdzono w 45, 88, 250 dniu ciąży, natomiast jej brak 
wykazano w początkowym okresie ciąży (55). U owiec, stwierdzono, że m.in. oPAG
9 ulega ekspresji od 88 do 130 dnia ciąży (3), a u kóz ekspresja mRNA genu cPAG2 
następuje tylko w 18 i 19 dniu ciąży (5). Z kolei, ekspresję mRNA genów oPAG2, 
bPAG2, bPAG8, bPAGlO, bPAGl 1, stwierdzono podczas różnych etapów ciąży: od 25 
dnia ciąży do porodu (3,55). W hybrydyzacji in situ (ISH), wykonanej na skrawkach 
tkanek łożyska owiec, bydła i kóz wykazano, że transkrypty genów PAG u przeżuwa
czy występują w dwóch typach komórek, tj. jedno- lub dwujądrzastych (1,3,5,55). 
Jedna grupa transkrypów występuje tylko w komórkach dwujądrzastych (bPAGl, 3 
- 7, 9, 14 - 21 oraz oPAGl, 3-9, cPAG4). Drugą grupę stanowią geny (bPAG2, 8,
10 - 13, oPAG2, cPAG8) o ekspresji zlokalizowanej zarówno w komórkach dwu
jądrzastych, jak również jednojądrzastych trofektodermy.
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Początkowo sądzono, że ekspresja genów PAG następuje wyłącznie u przeżuwa
czy w komórkach binuklearnych (1), stanowiących 20% komórek trofektodermalnych 
(56), które ulegają fuzji i prawdopodobnie są zdolne do wnikania w tkanki endome- 
trialne macicy. Zawartość ziarnistości komórek dwujądrzastych, w tym m.in. białek 
PAG, uwalniana jest bezpośrednio w okolicy matczynych naczyń krwionośnych i lim- 
fatycznych (57). Następnie, wykazano zróżnicowane występowanie transkryptów 
PAG, również u zwierząt nieprzeżuwających, w komórkach trofektodermalnych 
świń (2) oraz koniowatych (4). Stwierdzono, że w łożysku nabłonkowo-kosmówko- 
wym klaczy, w którym okresowo występują komórki trójjądrzaste, ekspresja mRNA 
genu ePAG rozpoczyna się około 32 dnia ciąży w różnych populacjach (2 z 7 typów) 
komórek trofektodermalnych, szczególnie komórek znajdujących się w okolicy kub
ków endometrialnych (4).

W rozproszonym łożysku nabłonkowo-kosmówkowym świni, ekspresja transkryp
tów genów pPAGl- i pPAG2-podobnych występuje wyłącznie w komórkach trofekto- 
dermy, szczególnie w rejonach mocno rozwiniętych palczastych fałd trofektoder
malnych, wnikających w głąb endometrium macicy (2,38). Przypuszcza się, że tiar.- 
skrypty pPAG obecne są również w okresie preimplantacyjnym, Vv/ normalnych i oar- 
tenogenetycznych blastocystach świń, które uzyskano in vitro, izolowano mRNA, 
a transkrypty amplifikowano metodą RT-PCR (59). Nie stwierdzono natomiast eks
presji transkiyptów pPAG w tkance endometrialnej zarówno świń cyklicznych i pseudc- 
ciężarnych (2). Ponadto, ekspresję genów pPAG-podobnych wykryto metodą ISH 
(58) w hodowlach komórek wielojądrzastych trofektodermy świni in vitro, których 
obecności nie stwierdzono dotychczas w skrawkach łożyskowych, podczas wcześ
niejszych badań innych autorów (60-62).

Poznanie kosmówkowej ekspresji mRNA umożliwiło rozpoczęcie badań rodziny 
białek pPAG. Wykazano, że hodowla skrawków tkanek trofoblastycznych oraz trofek
todermalnych w warunkach in vitro umożliwia efektywną produkcję sekrecyjnych bia
łek łożyskowych pPAG (53,58). Zastosowanie hodowli in vitro zwiększa możliwości ba
dania natywnych białek kosmówkowych, których pozyskiwanie jest wyjątkowo utrud
nione, ponieważ występują w bardzo małej ilości w komórkach trofoblastycznych pod
czas okresu implantacji (54). Otrzymane białka kosmówkowe świń umożliwiły produk
cję różnych przeciwciał poliklonalnych (63), które są wymagane do identyfikacji rodzi
ny białek pPAG, wykazujących różne epitopy powierzchniowe w zależności od za
awansowania ciąży (53,58). Uzyskanie szeregu surowic anty-pPAG warunkowało roz
poczęcie badań posttranslacyjnych modyfikacji rodziny białek pPAG (54).

5. Badania struktury i aktywacji genów z rodziny PAG

Dotychczas poznano pełną strukturę organizacyjną tylko dwóch genów PAG: jed
nego u bydła - bPAGl (64) oraz jednego u świń - pPAG2 (65). Struktura tych ge
nów (bPAGl i pPAG2) jest podobna i obejmuje 9 eksonów oraz 8 intronów (A-H)
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O zbliżonej długości. Wyjątkiem Jest znacznie krótszy intron H genu pPAG2 w po
równaniu do genu bPAGl. W poznanych genach PAG występują połączenia eksono- 
wo-intronowe (5’ i 3’) o sekwencji gt-ag, która charakterystyczna Jest nie tylko dla 
proteinaz aspartylowych, ale także dla większości genów u ssaków.

Poznanie mechanizmu aktywacji genów wymaga badań sekwencji promotoro- 
wych. Dotychczas poznano sekwencje nukleotydowe odcinków promotorowych Je
dynie trzech genów z rodziny PAG: bPAGl (64), pPAG2 (65) oraz ePAG (4). Stwier
dzono, że —1200 rejony pz promotorów bPAGl (64) i pPAG2 (65) oraz 360 pz pro
motora ePAG (4) są niepowtarzalne i nie wykazują podobieństwa z promotorami ge
nów z rodziny AP oraz promotorami innych genów kosmówkowych.

Łożysko świń należy do łożysk rozproszonych, nabłonkowo-kosmówkowych 
oraz nieinwazyjno-dyfuzyjnych, w którym krew matki i płodów Jest oddzielona wie
loma warstwami komórek (66). Taka dotychczasowa anatomiczna klasyfikacja łoży
ska koliduje z wynikami ostatnich badań, ponieważ wyłącznym miejscem ekspresji 
rodziny genów pPAG u świń są komórki preimplantacyjnego trofoblastu oraz post- 
implantacyjne komórki nabłonka trofektodermy (2,58). Zastanawia zatem. Jakie 
funkcje mogą pełnić obecnie poznane produkty ekspresji rodziny genów pPAG, po
siadające aktywność proteolityczną w nieinwazyjnym łożysku świni. Pomimo braku 
inwazyjności komórek trofoblastycznych pochodzenia zarodkowego w środowisku 
macicy, trofoblast świń transplantowany poza obszar macicy, w inne miejsce organiz
mu, wykazuje Jednakże znaczące cechy inwazyjne (67). Można przypuszczać, że in- 
wazyjność tę wywołują proteolitycznie aktywne liczne białka pPAG (modyfikowane 
potranslacyjnie) wydzielane przez komórki kosmówkowe, które są zabezpieczone 
przed samostrawieniem w sposób podobny do zabezpieczenia komórek głównych 
gruczołów dennych żołądka przed działaniem pepsyny (dwustopniowa degradacja). 
Aktywacja pepsynogenów w pepsyny, również następuje przez usunięcie peptydu 
sygnałowego, a następnie blokującego aktywność enzymatyczną (32), podobnie Jak 
rodziny prekursorów PAG (2-4,58). Dotychczas nie wyjaśniono. Jakie czynniki mogą 
hamować aktywność proteolityczną rodziny białek pPAG w środowisku macicy. Na 
podstawie wyizolowanych i zsekwencjonowanych białek stwierdzono, że w prekur
sorach pPAG2-podobnych następuje także podobna aktywacja (2,18). Proces ten po
woduje powstanie sekrecyjnych form rodziny białek PAG oraz równoczesne odsło
nięcie centrum aktywnego, wiążącego substraty (49). W przypadku rekombinowa- 
nego białka ePAG, stwierdzono proces autoaktywacji, która hamowana Jest przez 
pepstatynę A, tzn. syntetyczny inhibitor pepsyny (4). Serpiny, należące do glikopro- 
tein macicznych produkowanych w czasie ciąży, pełnią generalnie funkcje inhibito
rów aktywności proteinaz serynowych (68). Pepstatyna wykazuje częściowe podo
bieństwo do serpin, posiadających charakterystyczny motyw 4 aminokwasów (VWK), 
przypuszczalnie miejsce wiązania do proteinaz, hamując ich aktywność proteoli
tyczną, np. rodziny pepsyn oraz innych proteinaz aspartylowych (69). W sekwencji 
prekursorów pPAG, stwierdzono występowanie bardzo podobnego motywu 4 ami
nokwasów (^^^wVG^^^), zlokalizowanego w pobliżu drugiej domeny centrum ak
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tywnego, który występuje jedynie w sekwencji polipeptydów podrodziny pPAGl-po
dobnych. Prawdopodobnie, wykazane substytucje w domenach centrum aktywnego 
polipeptydów pPAGl-podobnych zmieniają ich strukturę przestrzenną. Stwierdzone 
zmiany mogą powodować, że białka pPAG 1-podobne, zamiast potencjalnej aktyw
ności proteolitycznej, podobnej do pasożytniczych AP, wykazują działanie inhibito
rowe, podobnie jak maciczne serpiny. Potencjalne działanie inhibitorowe podrodzi
ny sekrecyjnych białek pPAGl-podobnych, może być skierowane na hamowanie ak
tywności białek z podrodziny pPAG2-podobnych. Taka hipoteza może być podstawą 
do wyjaśnienia nieinwazyjności trofoblastu świni w świetle macicy, natomiast dzia
łania inwazyjnego trofoblastu, który przeniesiono w miejsce pozamaciczne. We
wnątrz macicy, białka pPAGl-podobne wspólnie z serpinami mogą prawdopodobnie 
wykazywać synergistyczne działanie hamujące aktywność białek pPAG2-podobnych. 
Poza macicą, brak serpin uniemożliwia działanie takiego hipotetycznego mechani
zmu, w wyniku którego trofoblast staje się inwazyjny.

6. Różnorodność ewolucyjna rodziny genów PAG

Rodzina genów PAG powstała prawdopodobnie w wyniku duplikacji progenu lub 
jego fuzji, a zdolności reprodukcyjne ssaków mogą być związane z pozytywną se
lekcją genów PAG podczas ewolucji (70). Na podstawie przeszukiwania bibliotek ge- 
nomowych oraz wyników analizy Southern przypuszcza się, że w genomie prze
żuwaczy może występować ponad 100 genów PAG, a wśród nich prawdopodobnie 
około 40-80 genów bPAGl-podobnych oraz 30-60 genów bPAG2-podobnych (3). 
Stwierdzono również występowanie silnych sygnałów hybrydyzacyjnych, wskazu
jących na występowanie genów bPAGl-podobnych, w genomach dzikich przeżuwa
czy, m.in. łosia, bizona, jaka, jelenia białoogoniastego, gazeli impala, antylopy gnu 
i wielu innych antylop. Ponadto na podstawie wyników hybrydyzacji Southern suge
ruje się występowanie genów PAG-podobnych także w genomach pandy, żyrafy, hi
popotama i innych zwierząt łożyskowych (3).

W genomie świń stwierdzono występowanie co najmniej 8 genów pPAG2-po- 
dobnych (65), natomiast liczba genów pPAGl-podobnych nie została dotychczas po
znana. Dowodów potwierdzających występowanie dużej liczebności transkryptów 
kosmówkowych lub genów PAG w genomie świń dostarczyły badania wydłużania 
startera, analiza RPA (ang. Ribonuclease Protection Assay). Zastosowanie hybrydyzacji 
metodą Southern potwierdzającej specyfikę amplifikacji PGR fragmentów genów 
pPAG na różnych matrycach genomowych świni domowej, tzn. gDNA wyizolowane 
z leukocytów, cebulek włosowych oraz spermy (8,65). W badaniach obejmujących 
wydłużanie startera stwierdzono produkty o różnej długości, co sugerowało zróżni
cowanie miejsca startu transkrypcji, a w konsekwencji występowanie co najmniej 
kilku różnych mRNA genów pPAG badanych podczas wczesnej ciąży u tego gatunku 
(65). Z kolei, na podstawie analiz hybrydowych RPA (kosmówkowe mRNA z sondą
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cRNA) przeprowadzonych podczas okresu implantacji lub pierwszej połowy ciąży, 
wykazano obecność transkryptów pPAG o różnej długości, reprezentujących podro- 
dzinę pPAG2-podobnych (47,58,65). Ponadto, w przeprowadzonej analizie Southern 
amplifikowanych produktów PGR (wybranych fragmentów genów pPAG) na różnych 
matrycach gDNA (leukocyty, cebulki włosowe, sperma), wykazano obecność licz
nych genów pPAGl- i pPAG2-podobnych w genomach wielu badanych zwierząt dzi
ko żyjących (m.in. dzików, żubrów, jeleni, saren oraz bobrów), zwierząt domowych, 
koni (rasy: konik polski oraz folblut) i bydła (rasy: polska nizinna czerwona, limusine 
i charolaise), a także szczurów i ludzi (9-13).

7. Receptory rodziny biatek pPAG

Receptory wiążące rodzinę białek PAG nie zostały dotychczas zidentyfikowane 
u żadnego gatunku zwierząt.

Największa śmiertelność zarodkowa, występująca u świń w okresie implantacji 
zbiega się z rozpoczęciem ekspresji rodziny genów pPAG (2,58). Białka, jako pro
dukty ekspresji genów pPAG mogą być zatem potencjalnymi „molekułami sygnaliza
cyjnymi”, które wydzielane są przez tkanki kosmówkowe, a następnie wiązane przez 
receptory docelowe tych molekuł. Występowanie takich receptorów sugeruje się 
w nielicznych badaniach. W wyniku zastosowania białek trofoblastycznych lub tro- 
fektodermalnych świń, wyprodukowanych in vitro, do badania kompetycji radiore- 
ceptorowej przeprowadzonej ze znakowanym '^^J-LH/hCG, wykazano ich współza
wodnictwo z liGG o gonadotropinowe receptory (pLH/hCG-CL) ciałka żółtego świń 
(71). Największą aktywność w wypieraniu znakowanego '^^J-LH/hCG z receptorów 
pLH/hCG-CL, wykazały białka trofoblastyczne świń, wyizolowane podczas wczesnej 
ciąży (dzień 17 i 20). Nie stwierdzono natomiast, współzawodnictwa o receptory 
pLH/hCG-CL, w stosunku do białek trofektodermalnych (z 77 dnia ciąży) oraz endo- 
metrialnych stosowanych jako białka kontrolne (71). Można jednak przypuszczać, 
że białka pPAG mogą również być wiązane przez pozajajnikowe receptory LH/hCG, 
których występowanie stwierdzono także w tkankach macicy (72).

8. Markery białkowe i genetyczne PAG

Dotychczasowe badania rodziny genów PAG pozwoliły na poznanie ich licznego 
występowania w genomach różnych zwierząt, a uzyskane wyniki znalazły zastoso
wanie praktyczne.

Pomimo że funkcja fizjologiczna produktów ekspresji rodziny genów PAG nie 
została dotychczas poznana, obecność białek PAG we krwi obwodowej wykorzysta
no w testach radioimmunologicznych (RIA) diagnozujących wczesną ciążę z bardzo 
wysoką (99%) dokładnością (73), w zależności od zastosowanych surowic anty-PAG
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(74). Markery białkowe PAG zastosowano u przeżuwaczy domowych: bydła (26,75-80), 
owiec (81-84) i kóz (85) oraz u przeżuwaczy dziko żyjących: bizona (86), łosia (87), 
Jelenia białoogoniastego (88-90), Jelenia czerwonego (91), daniela (92,93) oraz kozi
cy alpejskiej (78). Zróżnicowane profile obwodowej koncentracji rodziny białek PAG 
podczas przebiegu ciąży, wykorzystano również Jako prenatalne markery białkowe 
do: rozpoznawania ciąży pojedynczych i mnogich (83), określania płci płodów (82), 
a także badania przeżywalności zarodków i płodów (83,93). Ponadto, różnice w pro
filach obwodowej koncentracji białek PAG wykorzystano do oceny nieprawidłowo
ści przebiegu ciąży oraz przewidywania poronień (85,94).

Sklonowanie cDNA genów PAG oraz ich identyfikacja u różnych gatunków ssa
ków łożyskowych umożliwia przygotowanie białek rekombinowanych, które stano
wią podstawę do produkcji specyficznych przeciwciał oraz standardów wymaganych 
do testów RIA, a następnie opracowania nieizotopowych (ELiSA) komercyjnych te
stów diagnostycznych ciąży prawidłowych oraz patologicznych. Ponadto, białka re- 
kombinowane będą wykorzystane do podjęcia efektywnych badań nad fizjologicz
nym znaczeniem rodziny białek PAG u różnych ssaków łożyskowych.

Dodatkowo można przypuszczać, że duża liczebność oraz zróżnicowanie pozna
nych cDNA genów z rodziny PAG w genomie każdego badanego gatunku, stanowi 
interesujący materiał informacyjny do opracowania nowego markera genetycznego, 
który umożliwi w przyszłości selekcję zwierząt hodowlanych pod względem wydaj
nych cech reprodukcyjnych (11,12).

9. Podsumowanie

Wyniki badań własnych oraz innych autorów, dotyczące rodziny genów PAG oraz 
produktów ich ekspresji, wskazują na istotną rolę tej rodziny podczas przebiegu 
ciąży różnych gatunków łożyskowców. Charakterystyka nowych sekwencji cDNA ge
nów pPAG rozszerzyła dotychczasowe informacje o genomie świni domowej. Prze
prowadzona obecnie identyfikacja cDNA genów pPAG ma nie tylko znaczenie po
znawcze, ale także aplikacyjne. Każde sklonowane cDNA może być wykorzystane do 
produkcji zrekombinowanych białek pPAG, Jako standardowych markerów białko
wych, które są konieczne do przygotowania różnych testów diagnozowania ciąży. 
Ponadto, uzyskane obecnie różne cDNA mogą być również wykorzystane Jako stan
dardy lub sondy molekularne do opracowania selekcyjnych testów genetycznych (np. 
mikrochipów), które będą podstawą do ustalenia korelacji pomiędzy genotypem 
pPAG oraz fizjologiczną zdolnością młodych zwierząt wybieranych do efektywnej re
produkcji. Sklonowane różne cDNA umożliwią także badania mające na celu określe
nie nie znanej dotychczas chromosomowej lokalizacji licznej rodziny genów pPAG 
u świni domowej. Z kolei, zrekombinowane białka pPAG, na podstawie zidentyfiko
wanych obecnie cDNA, znacznie ułatwią poznanie funkcji tej licznej rodziny glikopro- 
tein ciążowych oraz mechanizmów aktywacji transkryptów w różnych okresach ciąży.
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