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Streszczenie:  Rozwijaj¹ce siê koñczyny krêgowców s¹ powszechnie u¿ywanym modelem do�wiadczal-
nym do badania mechanizmów ró¿nicowania tkankowego. Metody badawcze oparte na nowoczesnych
technikach genetycznych i molekularnych pozwoli³y na powtórne przeanalizowanie, i czasami podwa-
¿enie, d³ugo istniej¹cych hipotez dotycz¹cych rozwoju koñczyn u krêgowców. Jedna z nich dotyczy
mechanizmu ró¿nicowania siê koñczyny wzd³u¿ osi proksymalno-dystalnej (P-D), opartego na obecno-
�ci tak zwanej Strefy Rozwoju. Wyniki ostatnich badañ sugeruj¹ inny model ró¿nicowania siê wzd³u¿
tej osi, oparty na tak zwanej predeterminacji. Nowe do�wiadczenia wykaza³y te¿ nieoczekiwan¹ rolê,
jak¹ szlak regulowany przez Sonic hedgehog (Shh) odgrywa w okre�laniu ilo�ci i to¿samo�ci palców.
Wyniki tych prac s¹ dyskutowane w tym artykule.

S³owa kluczowe: embriologia, rozwój koñczyn, czynnik wzrostu fibroblastów, Fgf, Shh, Wnt, palce,
ró¿nicowanie tkankowe.

Summary: Developing vertebrate limb is a model system frequently used to study tissue differentiation
and patterning. Research methods based on sophisticated genetic and molecular embryology techni-
ques allowed revising some of the longstanding hypotheses in this field of research. One of them
proposed the mechanism of limb development along proximal-distal axis based on the existence of
Progress Zone. Recent results propose an alternative model of limb differentiation along this axis, so
called Predetermination Model. Additionally, an unexpected function of sonic hedgehog in the determi-
nation of digit number and identity was recently proposed. Some of those findings will be discussed in
this article.

Keywords: embryology, limb development, Fgf, Shh, Wnt, digits, patterning.

Lista skrótów: AER (Apical Ectodermal Ridge) � szczytowy grzebieñ ektodermalny; AP � o� anterioral-
no-posterialna; BMP (Bone Morphogenetic Protein)  � morfogenetyczne bia³ko ko�ci; dpc  (days post
coitus) � dni po zap³odnieniu; DV � o� dorsalno-wentralna; FgF  (Fibroblast Growth Factor) � czynnik
wzrostu fibroblastów; PD � o� proksymalno-dystalna; PTH (Parathyroid Hormone) � parathormon; PZ
(Progress Zone) � strefa postêpu; Shh (Sonic hedgehog) �- stadium HH � stadium rozwoju zarodka kury
wed³ug Hamburgera i Hamiltona; TGFβ β β β β � (Transforming Growth Factor beta) �  transformuj¹cy czynnik
wzrostu beta; ZPA (zone of polarizing activity) � strefa polaryzuj¹cej aktywno�ci.
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WSTÊP

Proces rozwoju embrionalnego jest przedmiotem badañ od wielu dekad, a nawet wieków
[3]. Pionierskie do�wiadczenia zosta³y przeprowadzone przez Spemanna i Mangold, którzy
u¿ywaj¹c techniki przeszepów, wykazali obecno�æ centrów organizacyjnych w
rozwijaj¹cych siê zarodkach ¿ab [33]. Centra te dostarczaj¹ wydzielanych bia³ek, które
wp³ywaj¹ na otaczaj¹ce je komórki reguluj¹c ich proliferacjê i ró¿nicowanie. Potrzeba
by³o dodatkowych 50 lat, aby te bardzo wa¿ne odkrycia  zosta³y przeanalizowane na
poziomie molekularnym. Jedn¹ z interesuj¹cych konsekwencji tej pracy by³o u�wiadomienie
sobie, ¿e takie centra sygnalizacyjne nie tylko istniej¹ u organizmów innych ni¿ ¿aby, ale
pozostaj¹ aktywne w czasie pó�niejszych etapów rozwoju organizuj¹c inne �mniejsze�
struktury, takie jak: serce, nerki czy koñczyny.

W wyniku nagromadzenia wiêkszej ilo�ci molekularnych i genetycznych danych
okaza³o siê, ¿e tylko kilka sygnalizacyjnych szlaków jest wielokrotnie u¿ywanych
poprzez rozwój embrionalny. Oddzia³uj¹ one na siebie poprzez czasami bardzo skompli-
kowane sieci powi¹zañ uformowane w tych centrach sygnalizacyjnych. Wiêkszo�æ z
tych szlaków jest regulowana przez ligandy nale¿¹ce do jednej z nastêpuj¹cych rodzin
bia³ek: Wnt, TGFβ/BMP, Fgfs, Hedghogs, Notch i/lub hormonów (steroidowych,
parathormon � PTH, kwas retinowy) [44].

Istnieje wiele systemów do�wiadczalnych u¿ywanych w badaniach molekularnych i
genetycznych podstaw reguluj¹cych indukcjê tkanek i ich ró¿nicowanie. Jednym z
bardziej popularnych modeli do�wiadczalnych s¹ rozwijaj¹ce siê koñczyny krêgowców
[40]. Dla uproszczenia, w tym artykule koñczyny przednie i tylne bêd¹ nazywane
koñczynami, chyba ¿e zaznaczono inaczej.

Rozwój koñczyny zaczyna byæ morfologicznie widoczny u myszy oko³o 9,5 dnia po
zap³odnieniu (ang. days post coitum � dpc), a u kurczaka po oko³o trzech dniach (ryc.
1A). Proces ten rozpoczyna siê od tworzenia zawi¹zka koñczyny sk³adaj¹cego siê z
komórek mezenchymalnych pochodz¹cych z p³ytki bocznej mezodermy otoczonych
ektoderm¹. Podczas indukcji koñczyny, ektoderma grubieje i tworzy strukturê zwan¹
ektodermalnym grzebieniem szczytowym  � AER (Apical Ectodermal Ridge). Potem
koñczyna kontynuuje wzrost tworz¹c stylopodium (ramiê do ³okcia), zygopodium (³okieæ
do nadgarstka) i autopodium (d³oñ) (ryc. 2). Jako w pe³ni uformowana, koñczyna staje
siê skomplikowanym organem sk³adaj¹cym siê z licznych tkanek i struktur, niektórych
powsta³ych lokalnie (ko�æ i chrz¹stka), a niektórych takich, które przywêdrowa³y do
koñczyny ze sklerotomu (miê�nie), naczyñ krwiono�nych i tkanek nerwowych [11].

Koñczyna ma trzy osie symetrii, okre�lone przez trzy centra sygnalizacyjne. O�
proksymalno-dystalna (PD lub bli¿szo-dalsza) przechodzi w kierunku od ramienia do
czubków palców. Jest to kierunek g³ównego wzrostu rêki, regulowany przez bia³ka
wydzielane z AER. O� anterioralno-posterialna (AP lub przednio-tylna) przechodzi od
kciuka (palec 1) do ma³ego palca (palec 5). Ta o� jest regulowana przez centrum
sygnalizacyjne umieszczone w posterialnej czê�ci p¹czka koñczyny, tak zwanej Strefie
Polaryzuj¹cej Aktywno�ci �  ZPA (zone of polarizing activity). Trzecia o�, dorsalno-
wentralna (DV lub plecowo-brzuszna), okre�la grzbiet i wewnêtrzn¹ stronê d³oni. Jest
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ona regulowana przez sygna³y pochodz¹ce z brzusznej ektodermy pokrywaj¹cej
mezenchymê koñczyny [41]. W tym artykule skoncentrujê siê na wynikach ostatnich
badañ, które poszerzaj¹ nasze zrozumienie, jak tworz¹ siê osie PD i AP w trakcie
rozwoju koñczyn (ryc. 1B).

Jedn¹ grup¹ czynników odpowiedzialn¹ za uk³adanie planu koñczyny s¹ produkty
genów z  rodziny hox. Funkcja tych genów zosta³a niedawno opisana i dlatego nie
bêdzie poruszona w tym artykule [18]. Podstawy biologii rozwoju koñczyn zosta³y te¿
przedstawione w niedawno opublikowanym Zarysie Organogenezy [4].

PORÓWNANIE MODELI STREFY ROZWOJU
I PREDETERMINACJI

Wczesne wyniki badañ, których celem by³o zrozumienie mechanizmu wzrostu wzd³u¿
osi PD i ró¿nicowania komórkowego w tym kierunku, wskazywaly na regulacyjn¹
funkcjê AER w tych procesach. Jego usuniêcie lub jakiekolwiek inne uszkadzaj¹ce

RYCINA 1. A) Zdjêcie rozwijaj¹cego siê zarodka kury w stadium HH 23. E � oko, OV � rozwijaj¹ce siê
ucho, FL � p¹k  skrzyd³a, HL � p¹k nogi. Bia³ym prostok¹tem jest zaznaczona koñczyna tylna, powiêkszona
w B). Schemat w B) pokazuje kierunki osi AP (góra - dó³), PD (blisko - daleko) i DV (przód - ty³).
Czarna strza³ka wskazuje obszar zajmowany przez ZPA. Struktura zaznaczona bia³ymi strza³kami to
AER



650 P. TYLZANOWSKI

manipulacje zawsze wywo³uj¹ deformacje koñczyn wzd³u¿ g³ównej osi wzrostu [45,
42, 32, 35]. Co wa¿niejsze, fenotyp spowodowany tymi manipulacjami jest bezpo�rednio
uzale¿niony od stadium rozwoju, w którym taka manipulacja zostanie przeprowadzona.
Usuniêcie AER we wczesnych stadiach pozwala tylko na rozwój stylopodium, podczas
gdy usuniêcie AER w pó�niejszych stadiach pozwala na utworzenie zygo-, a nawet
autopodium [28]. Poszukiwania bia³ek odpowiedzialnych za aktywno�æ AER wykaza³y,
¿e Czynniki Wzrostu Fibroblastów (Fibroblast Growth Factor) Fgf4 lub Fgf8 s¹ wystar-
czaj¹ce i konieczne do regulacji wzrostu koñczyn wzd³u¿ osi PD. Na przyk³ad u
rozwijaj¹cych siê zarodków kurczaków, wszczepienie pere³ek nas¹czonych Fgf4 lub
Fgf8 w odleg³ych czê�ciach koñczyn, zapobiega hamowaniu wzrostu i ró¿nicowania
komórek wywo³anych brakiem AER  [24, 43].

Rezultaty otrzymane w wy¿ej wymienionych pracach dostarczy³y molekularnych
podstaw do tak zwanego Modelu Strefy Postêpu [35]. W tym modelu, d³ugo�æ czasu
spêdzonego przez komórki mezenchymalne znajduj¹ce siê tu¿ pod AER, w tak zwanej
Strefie Postêpu � PZ (Progress Zone), okre�la³aby ich to¿samo�æ. Innymi s³owy, im
d³u¿ej te komórki pozostaj¹ w tej strefie, tym bardziej odleg³e struktury koñczyny z

RYCINA 2. Preparat szkieletowy barwiony Alcian blue (czarne na zdjêciu) i Alizaryn¹ Czerwon¹
(jasnoszare na zdjêciu) przedniej koñczyny myszy w stadium 18.5 dpc. Czarny kolor zaznacza rozwijaj¹c¹
siê chrz¹stkê, szary kolor barwi rozwijaj¹c¹ siê ko�æ. Sc � ³opatka, S � stylopod, Z � zygopod, A �
autopod. Numer 1 oznacza palec 1 � kciuk, numer 5 oznacza palec 5 � ma³y palec. Palec 1 okre�la
anterioraln¹ stronê autopodu, a palec 5 � posterioraln¹
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nich powstaj¹. Ostatnio nowe badania, jak te¿ reinterpretacja poprzednich wyników
doprowadzi³y do stworzenia nowego modelu opisuj¹cego ró¿nicowanie koñczyn
wzd³u¿ osi PD. Ten nowy model tak zwanej prespecyfikacji proponuje, ¿e komórki
mezenchymalne s¹ zaprogramowane, aby uczestniczyæ w tworzeniu stylo-, zygo- i
autopodium ju¿ we wczesnym stadium tworzenia p¹ka koñczynowego. W konsek-
wencji nie by³oby wa¿ne, ile czasu spêdzaj¹ one w Strefie Postêpu. Zamiast tego
komórki by³yby �naznaczone� do uczestniczenia w tworzeniu odpowiednich struktur
koñczyn niezale¿nie od czynnika czasowego.

Wykorzystuj¹c technikê inaktywacji genu koduj¹cego Fgf8 w myszach zosta³o
pokazane, ¿e jak przewidziano w modelu Strefy Postêpu, bia³ko Fgf8 by³o niezbêdne
do wzrostu wzd³u¿ osi PD [17, 23]. Podobnie wiêc, jak u kurczaków, bia³ko Fgf8 by³o
niezbêdne do rozwoju koñczyn, ale kilka kwestii zosta³o w dalszym ci¹gu nierozwi¹-
zanych. Jedn¹ z nich by³ czasowy wymóg obecno�ci Fgf8. Czy jest to bia³ko potrzebne
tylko do indukcji koñczyny, czy te¿ do jej utrzymania? Kolejna kwestia opiera³a siê na
fakcie, ¿e inne bia³ka z rodziny Fgf mog³yby byæ zaanga¿owane we wzrost wzd³u¿ osi
PD. Tak wiêc, podczas gdy Fgf8 by³oby konieczne, nie by³oby wystarczaj¹ce do
ca³kowitej regulacji tego procesu. Zamiast tego Fgf8 mog³oby indukowaæ inne bia³ka z
rodziny Fgf, które regulowa³yby proces wzrostu wzd³u¿ osi PD.

Aby rozwi¹zaæ pierwszy problem, Gail Martin i wspó³pracownicy udoskonalili
strategiê regulowanej inaktywacji genów [36]. W tych do�wiadczeniach zastosowano
powszechnie u¿ywan¹ technologiê opart¹ na rekombinacji DNA za po�rednictwem Cre
rekombinazy [30]. U¿ywaj¹c tej strategii, mo¿na wygenerowaæ myszy, u których gen
przeznaczony do inaktywacji zostaje otoczony sekwencjami LoxP. Krzy¿uj¹c te myszy
z myszami, u których Cre rekombinaza jest pod kontrol¹ promotora aktywnego w
okre�lonych tkankach, spowoduje siê rekombinacjê pomiêdzy sekwencjami LoxP i
usuniêcie genu tylko w tkankach, gdzie Cre uleg³o ekspresji. Cre rekombinaza w
do�wiadczeniach przeprowadzonych przez grupê Gail Martin by³a pod kontrol¹
promotora genu msx2, który ulega ekspresji tylko w AER.

Interesuj¹c¹ cech¹ ekspresji msx2 jest jego dynamika. Rozwój koñczyn przednich,
w³¹czaj¹c w to indukcjê AER i ekspresjê Fgf8, wyprzedza rozwój koñczyn tylnych o oko³o
pó³ dnia [36]. Poniewa¿ koñczyna przednia rozwija siê wcze�niej, Fgf8 ulega ekspresji
wcze�niej w koñczynie przedniej ni¿ w tylnej. Z drugiej strony ekspresja genu msx2 ma
dok³adnie odwrotn¹ dynamikê, ulega ono ekspresji w koñczynie tylnej, zanim zostanie
aktywowane w koñczynie przedniej, z ró¿nic¹ kilku godzin. Zatem w do�wiadczeniach Gail
Martin i wspó³pracowników, msx2 by³o aktywowane w koñczynie przedniej po aktywacji
Fgf8, podczas gdy w koñczynie tylnej by³o ono aktywowane przed aktywacj¹ Fgf8. W
opisanych badaniach Cre rekombinaza w koñczynach tylnych by³a zatem aktywowana,
zanim Fgf8 uleg³ ekspresji, powoduj¹c takie same dramatyczne zniekszta³cenia, jak podczas
ca³kowitej inaktywacji tego genu. Otrzymany fenotyp w koñczynie przedniej by³ jednak
zaskakuj¹cy. Jej rozwój, jakkolwiek nieca³kiem normalny, przebiega³ bez dramatycznych
zmian i pozwala³ na tworzenie wszystkich elementów kostnych. Poniewa¿ dezaktywacja
Fgf8 w tej koñczynie nast¹pi³a oko³o jednej godziny po indukcji Fgf8, ten wynik sugerowa³,
¿e krótki okres aktywacji Fgf8 by³ wystarczaj¹cy do utrzymania rozwoju ca³ej koñczyny.
Fgf8 by³by wiêc potrzebny do indukcji, ale nie do podtrzymania wzrostu koñczyn.
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Niemniej istnia³a mo¿liwo�æ, ¿e wzglêdnie ³agodny fenotyp spowodowany zak³óceniami
w ekspresji Fgf8 w koñczynach móg³ byæ spowodowany kompensacyjnym dzia³aniem
innych bia³ek z rodziny Fgf. Dlatego te¿ grupa Gail Martin stworzy³a myszy, z których
usuniêto nie jeden, ale dwa geny, u¿ywaj¹c powy¿ej opisanej metody opartej na msx2-
Cre regulowanej inaktywacji genów [36]. Poza Fgf8, autorzy zdezaktywowali Fgf4, znany
cel sygnalizacji przez Fgf8 w koñczynach. Dezaktywacja tylko Fgf4 nie powodowa³a
deformacji koñczyn [23]. Natomiast myszy po dezaktywacji obu genów Fgf4 i Fgf8 w
ogóle nie mia³y tylnych koñczyn. Wynik ten wskazuje, ¿e Fgf4/8 s¹ konieczne i
wystarczaj¹ce do indukcji koñczyny tylnej. Natomiast koñczyny przednie u tych myszy
mog³y jednak powstaæ, chocia¿ ich fenotypy by³y ró¿ne, pocz¹wszy od raczej  powa¿nych
(tylko jeden dystalny segment by³ obecny) do raczej ³agodnych (stylo-, zygo i autopod
elementy by³y obecne)  wskazuj¹c na to, ¿e okres dzia³ania Fgf4/8 przez oko³o 60 minut
by³ wystarczaj¹cy, aby wzbudziæ rozwój kompletnej koñczyny. Podobne wyniki zosta³y
otrzymane przez Capecchi i wspó³pracowników [5].

Rezultaty tych badañ kontrastowa³y z proponowanym wymogiem obecno�ci Fgf8 we
wszystkich stadiach rozwoju koñczyn, jak by³o to sugerowane przez model Strefy Postêpu.
Z powodu w¹tpliwo�ci, czy mo¿e ten nieoczekiwany fenotyp by³ wynikiem kompensacji
przez jeszcze inne Fgf obecne w rozwijaj¹cej siê koñczynie i wymieniaj¹ce/zastêpuj¹ce
Fgf8, zosta³y przeprowadzone dodatkowe do�wiadczenia oparte na analizie myszy, u
których zdezaktywowano geny koduj¹ce innych cz³onków rodziny Fgf. Dokonano tego
stosuj¹c powy¿ej opisan¹ strategiê z wykorzystaniem rekombinazy Cre (przedstawione
na Limb Conference w Dundee, July 2004). Te podwójne i potrójne nokauty genów z
rodziny Fgf w rozwijaj¹cych siê koñczynach myszy dostarczy³y dodatkowych i
interesuj¹cych informacji. Na przyk³ad, jednoczesna dezaktywacja obu genów Fgf8 i 9
spowodowa³a po�redni fenotyp pomiêdzy Fgf4/8 i Fgf8. Potrójna dezaktywacja Fgf4, 9
i 17 nie mia³a jakiegokolwiek wp³ywu na rozwój koñczyny potwierdzaj¹c wa¿n¹ funkcjê,
jak¹ pe³ni¹ Fgf4/8 w tym procesie (Dundee Limb Conference 2004). W sumie, spo�ród
23 znanych Fgf, tylko Fgf4 mo¿e zast¹piæ Fgf8 w testach in vitro, a w czasie rozwoju
koñczyn transkrypcja tego genu jest zahamowana u myszy, które nie maj¹ Fgf8, co
t³umaczy relatywnie ³agodny fenotyp spowodowany inaktywacj¹ tylko genu Fgf8. Te
wyniki pozwoli³y stwierdziæ, ¿e ekspresja Fgf8, pomimo ¿e jest wymagana do kontroli
liczby komórek na pocz¹tku formowania koñczyny, nie jest potrzebna do jej utrzymywania,
oraz ¿e Fgf4 mog³o kompensowaæ nieobecno�æ Fgf8 podczas wzrostu wzd³u¿ osi PD. Ta
kompensacja jest jednak bardzo dok³adnie okre�lona w czasie, poniewa¿ oko³o 90 min
ekspresji by³o wystarczaj¹ce, aby koñczyny rozwinê³y siê prawie normalnie. Zatem, wbrew
d³ugo przewa¿aj¹cej hipotezie, sygnalizacja regulowana przez Fgf nie jest wymagana do
utrzymywania osi PD.

Badania przeprowadzone w rozwijaj¹cych siê zarodkach kurzych dostarczy³y
dodatkowych wyników stawiaj¹cych pod znakiem zapytania model Strefy Postêpu. W
tym przypadku badacze jeszcze raz przeanalizowali konsekwencje usuniêcia AER z
rozwijaj¹cej siê koñczyny [10]. Podczas tych eksperymentów, tak jak ju¿ wiele lat
temu zauwa¿ono, ¿e usuniêcie AER  powodowa³o apoptozê w komórkach mezodermy
znajduj¹cej siê pod AER [15]. Problem apoptozy w tych warunkach nie by³ badany
przez wiele lat, ale ³atwo sobie wyobraziæ, ¿e usuniêcie AER mog³o spowodowaæ
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skrócenie koñczyn, nie dlatego, ¿e brakowa³o jakiego� szczególnego sygna³u, ale po
prostu dlatego, ¿e komórki, które mia³y wchodziæ w sk³ad koñczyny, umiera³y w skutek
mikromanipulacji. Dlatego te¿ usuniêcie AER w pó�niejszych stadiach rozwoju powodo-
wa³o mniej drastyczne skrócenie koñczyn, poniewa¿ ju¿ znaczna czê�æ koñczyny zosta³a
utworzona. Aby sprawdziæ, czy FGF8 funkcjonowa³o w AER jako stymulator
proliferacji komórkowej, eksperyment polegaj¹cy na zast¹pieniu AER czynnikiem
wzrostu Fgf8 zosta³ powtórzony [10]. Autorzy pokazali, ¿e rzeczywi�cie dodanie Fgf8
wzbudzi³o proliferacjê komórkow¹ i mog³o odwróciæ efekt usuniêcia AER. A co
wa¿niejsze, ten efekt nie pojawia³ siê, je�li okres pomiêdzy usuniêciem AER i dodaniem
Fgf8 by³ zbyt d³ugi. By³o to prawdopodobnie spowodowane �mierci¹ zbyt wielu komórek
zainicjowan¹ usuniêciem AER, a tym samym brakiem Fgf8.

Nastêpnie przeprowadzono eksperymenty znakowania komórek u¿ywaj¹c barwników
fluorescencyjnych. W tych badaniach, barwniki zosta³y wstrzykniête w rozwijaj¹ce siê
koñczyny kurzych embrionów i tak wyznakowane komórki by³y obserwowane w trakcie
rozwoju koñczyn. Precyzyjna lokalizacja zastrzyków pozwoli³a na prze�ledzenie losu
komórek w regionach tu¿ pod AER. Autorzy wstrzyknêli Dil, fluoryzuj¹cy barwnik, w
ró¿nej odleg³o�ci od AER w stadium Hamburgera-Hamiltona (HH) 19 [12] i przeana-
lizowali lokalizacjê tego barwnika trzy dni pó�niej. Byli oni w stanie pokazaæ, ¿e Dil
oznaczy³ regiony stylo-, zygo- lub autopodu, co wskazuje na to, ¿e komórki w mezenchymie
koñczyny by³y bardzo wcze�nie zaprogramowane do udzia³u w formowaniu tych struktur.
Wyniki eksperymentów polegaj¹cych na przeszczepach regionów sub-AER na kikuty
koñczyn dawców dodatkowo umocni³y hipotezê mówi¹c¹, ¿e komórki s¹ zdeterminowane
do formowania struktur koñczyn bardzo wcze�nie w rozwoju [10].

Czy zatem Model Strefy Postêpu nadaje siê do lamusa? Obecnie badacze w dziedzinie
biologii rozwoju koñczyn s¹ podzieleni na dwa wspó³zawodnicz¹ce ze sob¹ obozy i nie
jest jeszcze ca³kiem rozstrzygniête, który model lepiej t³umaczy wzrost koñczyn w osi
PD [21]. Podczas gdy nowy model t³umaczy stare i nowe rezultaty lepiej ni¿ poprzednia
hipoteza, nie jest jeszcze w stanie wyt³umaczyæ wszystkich uzyskanych wyników, tak
wiêc na ostatnie s³owo w tej kwestii trzeba bêdzie jeszcze poczekaæ.

TO¯SAMO�Æ PALCA, CZYLI HISTORIA Shh

Tworzenie osi AP by³o przedmiotem intensywnych badañ i tak¿e w tej kwestii ostatnie
wyniki przynios³y kilka niespodzianek. Jednym z do�wiadczalnych systemów najczê�ciej
u¿ywanych do studiowania tworzenia siê tej osi jest proces formowania siê palców i okre�lania
ich to¿samo�ci. Do�wiadczenia te s¹ przeprowadzane u myszy lub kur, jednak rozwijaj¹cy siê
kurczak jest ci¹gle najbardziej popularnym modelem badawczym. Jedn¹ z zalet tego systemu
jest to, ¿e palce u kurczaka maj¹ zmienn¹ liczbê stawów zale¿nie od miejsca, jakie ten palec
zajmuje wzd³u¿ osi AP. Podczas gdy u myszy wszystkie palce, poza kciukiem (palec 1), maj¹
tê sam¹ liczbê stawów, u kurczaka ka¿dy palec ma wzrastaj¹c¹ liczbê stawów w kierunku AP.
Tak wiec najbardziej anterioralny palec (kciuk) ma dwa stawy, kolejny 3 itd., co pozwala na
³atwe okre�lanie to¿samo�ci palców i tworzy system bardzo przydatny do badania
czynników interferuj¹cych z tworzeniem siê osi AP.
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Podczas rozwoju embrionalnego, mezenchyma znajduj¹ca siê w przysz³ym autopodzie
kondensuje siê tworz¹c tak zwane promienie palcowe, które nastêpnie ulegaj¹ ró¿nico-
waniu. Region odpowiedzialny za to ró¿nicowanie jest nazywany Stref¹ Aktywno�ci
Polaryzuj¹cej � ZPA (zone of polarizing activity) i jest ulokowany w najbardziej
posterioralnej (tylnej) czê�ci p¹ka koñczyny (ryc. 1B, strza³ka). Ten region zosta³
zidentyfikowany w latach sze�ædziesi¹tych XX wieku przez J. Saundersa i
wspó³pracowników, którzy przeprowadzili ró¿nego rodzaju transplantacje tkanek koñ-
czyny [31]. Na przyk³ad, gdy tylna czê�æ tego p¹ka zosta³a przeszczepiona na przedni¹
czê�æ innego p¹ka, powstaj¹cy autopod rozwin¹³ siê z lustrzan¹ duplikacj¹ palców.
Tak wiêc zamiast porz¹dku 2, 3, 4 palców w skrzydle w kierunku AP, powsta³ autopod
z palcami 4, 3, 2, 2, 3, 4. Poszukiwania molekularnych podstaw tego procesu wykaza³y,
¿e g³ównym bia³kiem odpowiedzialnym za polaryzacjê w kierunku AP by³ Sonic
Hedgehog (Shh) [14, 27]. Wszczepienie pere³ki nasyconej Shh w przedni¹ czê�æ p¹ka
koñczyny, tak jak i transplantacja ZPA, powodowa³y bowiem lustrzan¹ duplikacjê
palców. Poniewa¿ nowoutworzone palce utrzymywa³y poprawn¹ to¿samo�æ zdefinio-
wan¹ za pomoc¹ liczby stawów, badania te sugerowa³y, ¿e Shh nie tylko by³by
odpowiedzialny za tworzenie osi AP i indukcjê palców, ale te¿ okre�la³by ich to¿samo�æ
w zale¿no�ci od stê¿enia, zachowuj¹c siê tym samym jak morfogen.

Nowe wyniki sugeruj¹ jednak, ¿e funkcja Shh w okre�laniu osi AP nie jest tak prosta,
jak by³o to pocz¹tkowo postulowane. Na przyk³ad, mo¿na by oczekiwaæ, ¿e dezaktywacja
Shh spowoduje nieobecno�æ wszystkich palców, a nawet utratê ca³ej koñczyny.
Niespodziewanie, dezaktywacja Shh pozwoli³a na powstanie stylo- i zygopodu, a nawet
na czê�ciowe utworzenie autopodu z jednym palcem w koñczynach tylnych myszy i
pozosta³o�ci palca w koñczynach przednich [7, 34, 8]. Ten wynik zakwestionowa³
dotychczas proponowan¹ rolê Shh jako kluczowego bia³ka reguluj¹cego ró¿nicowanie
siê koñczyn i powstawanie palców. Nawet wiêcej, dostarczy³ dowodów, ¿e Shh nie jest
wcale wymagany do tworzenia stylo- lub zygopodu, ani do tworzenia przynajmniej
jednego palca. Te wyniki sta³y siê jeszcze bardziej interesuj¹ce, gdy przeanalizowano
myszy, u których zdeaktywowano geny koduj¹ce bia³ka zaanga¿owane w przeka�nictwo
sygna³u przez Shh.

Shh bierze udzia³ w przekazywaniu sygna³ów w komórce poprzez wi¹zanie siê do
kompleksu receptorów Patched-Smoothened (Ptc-Smo) znajduj¹cych siê na b³onie
komórkowej. Wi¹zanie siê Shh do tego kompleksu, a w szczególno�ci do Ptc, powoduje,
¿e represja Smo przez Ptc zostaje usuniêta pozwalaj¹c Smo na aktywacjê cz³onków
rodziny czynników transkrypcyjnych Gli w komórce. Znane s¹ trzy bia³ka z tej rodziny:
Gli1, 2 i 3. Wszystkie trzy ulegaj¹ ekspresji w rozwijaj¹cych siê koñczynach, g³ównie
w niepokrywaj¹cych siê obszarach [6, 22]. Zosta³o zaproponowane, ¿e Gli3 jest
najwa¿niejszym czynnikiem z tej rodziny przekazuj¹cym sygna³ pochodz¹cy od bia³ka
Shh w rozwijaj¹cych siê koñczynach. Ta hipoteza zosta³a oparta na wynikach analizy
myszy, u których geny Gli1, 2 lub 3 zosta³y zdezaktywowane. Tylko dezaktywacja
Gli3 powodowa³a zmiany fenotypu koñczyn [22, 25]. Zaskakuj¹co, dezaktywacja Gli3
odkryta w spontanicznym mysim mutancie extratoes spowodowa³a przedosiow¹
polidaktyliê, sugeruj¹c, ¿e szlaki przeka�nictwa sygna³u przez Shh zale¿ne od Gli3
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ograniczy³yby raczej ni¿ indukowa³y ilo�æ palców [16]. Ponadto, podwójna dezaktywacja
genów Shh/Gli3 �ratowa³a� do pewnego stopnia fenotyp dezaktywacji genu Shh,
przywracaj¹c wielopalczasto�æ i tym samym wskazuj¹c, ¿e ani Gli3, ani Shh nie s¹
potrzebne do indukcji lub regulacji liczby palców [19].

Jak mo¿na by t³umaczyæ te wyniki? Gli3 jest bipotencjalnym czynnikiem transkryp-
cyjnym, który mo¿e dzia³aæ jako represor lub aktywator transkrypcji. Je�li bia³ko Gli3
jest poddane specyficznej wewn¹trzkomórkowej proteolizie, dzia³a ono jako represor
(Gli3R). Shh, poprzez Smo, blokuje proces proteolizy przekszta³caj¹c Gli3 w formê
aktywatora (Gli3A) [29]. Tak wiêc w normalnej sytuacji Gli3R jest obecne w ca³ym
autopodzie, a Shh, produkowany w ZPA, formuje gradient wzd³u¿ osi AP. Gli3R znajduj¹cy
siê blisko ZPA jest pod wp³ywem Shh, który reguluj¹c przekszta³cenie Gli3R w Gli3A,
pozwala tym samym na formowanie okre�lonej liczby palców (piêciu u myszy). Pod
nieobecno�æ genu koduj¹cego Gli3 (mysi mutant extratoes), Gli3A nie mo¿e powstaæ, a
jednocze�nie pojawiaj¹ siê dodatkowe palce. Ten wynik sugeruje, ¿e Gli3A reguluje ilo�æ
palców w negatywny sposób, poprzez ograniczanie ich ilo�ci do piêciu. Z kolei podczas
nieobecno�ci Shh, tylko Gli3R jest obecne w komórkach, pozwalaj¹c na tworzenie tylko
palca 1 (kciuka) [19]. Przedstawione wyniki wskazuj¹ na dwie istotne rzeczy.

Jedn¹ z nich jest to, ¿e represorowa forma Gli3 (Gli3R) skutecznie blokuje tworzenie
siê palców 2�5. Drug¹ jest mo¿liwo�æ, ¿e szlaki regulowane przez Shh nie s¹ zaanga-
¿owane w tworzenie siê przynajmniej pierwszego palca, kciuka. Pod nieobecno�ci obu
genów wielopalczasto�æ zostaje znów przywrócona wskazuj¹c na to, ¿e jeszcze inny,
dotychczas nieznany mechanizm reguluje tworzenie siê palców. Interesuj¹cym aspektem
tego wyniku jest mo¿liwo�æ, ¿e byæ mo¿e istnieje ewolucyjna determinacja do utrzymania
sta³ej ilo�ci palców u krêgowców.

Je�li Shh nie jest wymagany do indukcji palców, czy jest wymagany do okre�lania ich
to¿samo�ci? Niedawno przetestowano tê hipotezê korzystaj¹c z modelu rozwijaj¹cego siê
zarodka kurczaka i faktu, ¿e jak ju¿ wspomnia³em, to¿samo�æ palców w tym modelu jest,
miêdzy innymi, okre�lana poprzez ilo�æ stawów w palcach. Przeprowadzaj¹c
mikromanipulacje, Dahn i Fallon pokazali, ¿e usuniêcie miedzypalcowej mezenchymy
spomiêdzy palców 2 i 3 przekszta³ci³o palec 2 w palec 1 [9]. Nastêpnie, separuj¹c dwa
rozwijaj¹ce siê palce foli¹ aluminiow¹ autorzy pokazali, ¿e czynnik odpowiedzialny za to
przekszta³cenie dyfundowa³ do przestrzeni pozakomórkowej. W koñcu, poprzez pokazanie,
¿e to¿samo�æ palców by³a wra¿liwa na zbyt du¿¹ ilo�æ bia³ek Bmp lub Noggin (antagonista
Bmp), udowodnili, ¿e Bmp, a nie Shh, by³o bezpo�rednio odpowiedzialne za okre�lanie
to¿samo�ci palców [19]. Kolejne prace, wykonane przez Ogura i wspó³pracowników
pokaza³y, ¿e Bmp regulowa³o to¿samo�æ palców poprzez indukcjê czynników
transkrypcyjnych Tbx2 i Tbx3 [37]. Dodatkowo wykazano, ¿e Shh by³o wymagane do
posterioralnej indukcji palców, ale nie by³o wymagane do okre�lania ich to¿samo�ci. Zamiast
tego, pêtla regulacyjna z³o¿ona z Bmp/Hoxd12/13 i Tbx2/3 by³a wymagana do okre�lania
najbardziej posterioralnego palca (czwarty u kurczaka). Palec 3  natomiast by³ okre�lany
przez �cie¿ki sygna³owe zale¿ne od Bmp7, Hoxd12 i Tbx2, a najbardziej anterioralny palec
by³ niezale¿ny od tych szlaków (ryc. 3). Te wyniki dodatkowo popar³y tezê, ¿e proces
tworzenia osi AP w koñczynie jest o wiele bardziej skomplikowany ni¿ pocz¹tkowo zak³adano
i ¿e jest on tylko czê�ciowo pod wp³ywem sygnalizacji zale¿nej od Shh.
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Inny interesuj¹cy zwrot w zrozumieniu funkcji Shh w okre�laniu to¿samo�ci palców
pojawi³ siê w zwi¹zku z analiz¹ myszy, u których ekspresja rekombinazy Cre by³a pod
kontrol¹ elementów regulatorowych pochodz¹cych z promotora genu Shh, wiernie
odtwarzaj¹cych dynamikê ekspresji Shh podczas rozwoju koñczyn (Shh-Cre). Otó¿
zaproponowano, ¿e Shh móg³by dzia³aæ jako prawdziwy morfogen, dzia³aj¹c na
odleg³o�æ i wywo³uj¹c ró¿ne efekty biologiczne w zale¿no�ci od stê¿enia. Na przyk³ad,
gdy Shh ulega³ ekspresji w ZPA, móg³by on regulowaæ to¿samo�æ palców w zale¿no�ci
od odleg³o�ci od ZPA, poprzez precyzyjn¹ modulacjê stosunku Gli3R do Gli3A. Aby
zbadaæ tê mo¿liwo�æ, autorzy prze�ledzili los komórek, u których Shh uleg³ ekspresji w
koñczynie. Zosta³o to osi¹gniête przez skrzy¿owanie Shh-Cre transgenicznych myszy
z innymi transgenicznymi myszami, ROSA26-βgal. U tych myszy gen reporterowy
koduj¹cy β-galaktozydazê jest aktywowany tylko w obecno�ci rekombinazy Cre. Tak
wiêc w potomstwie pochodz¹cym z takiej krzy¿ówki, Cre rekombinaza powodowa³a
permanentn¹ aktywacjê β-galaktozydazy w komórkach, w których Shh kiedykolwiek
uleg³ ekspresji ujawniaj¹c czasowo-przestrzenna regulacjê tego genu. Analiza tych myszy

RYCINA 3 (zmodyfikowana z [37]. Rozwijaj¹ca siê koñczyna tylna zarodka kury w stadium HH 31.
Palce s¹ ponumerowane 1�4 w kierunku A/P.  Linia  przerywana okre�la granicê pomiêdzy IV palcem
i mezenchym¹ (obszar oznaczony szarymi cêtkami). Linie kropkowane wydzielaj¹ obszar mezenchymy
miêdzypalcowej (obszar oznaczony bia³ymi kropkami) pomiêdzy palcami 3 i 4. Strza³ki reprezentuj¹
pozytywne interakcje
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pokaza³a, ¿e komórki, w których Shh uleg³ ekspresji, znajdowano pocz¹tkowo w ZPA,
pó�niej wykryto w mezenchymie palców 5, 4 i 3 [2].

Bia³ko Shh mo¿e zostaæ wydzielone do przestrzeni miêdzykomórkowej po potrans-
lacyjnej modyfikacji, polegaj¹cej na dodaniu do niego cz¹steczki cholesterolu. Dezakty-
wacja genu odpowiedzialnego za ten proces, dispatched 1 (disp1), powoduje zahamo-
wanie dyfuzji Shh i pozwala na rozdzielenie autokrynnych i parakrynnych efektów
dzia³ania Shh. Ten fakt, razem z opart¹ na systemie Cre-lox dezaktywacj¹ genów,
pozwoli³ badaczom na zbadanie krótko i d³ugodystansowych efektów, jakie Shh wywiera
na formowanie palców u myszy. Cre rekombinaza, ulegaj¹ca ekspresji pod kontrol¹
elementów promotora shh, zosta³a u¿yta do usuniêcia genu koduj¹cego disp1 z
rozwijaj¹cego siê p¹ka koñczyny [13]. Powsta³e w ten sposób potomstwo mia³o normalne
palce 5, 4 i 3, palca 2 nie by³o, a palec 1 by³ normalny. Ten wynik pozwoli³ na wyci¹g-
niêcie wniosku, ¿e Shh oddzia³uje autokrynnie w trakcie tworzenia palców 5, 4 i 3 oraz
parakrynnie w czasie tworzenia palca 2. Ta praca dodatkowo potwierdzi³a, ¿e Shh nie
jest potrzebny do tworzenia palca 1.

W dwóch kolejnych pracach przedstawiono wyniki badañ, w których wykazano, ¿e
czynnik transkrypcyjny dHand dzia³a powy¿ej bia³ek Shh/Gli na szlaku przeka�nictwa
sygna³u [39, 38].

Model ró¿nicowania wzd³u¿ osi AP oparty na sygnalizacji regulowanej przez Shh,
zaproponowany jakie� 30 lat temu, zosta³ wiêc ostatnio poddany przegl¹dowi i rewizji
dziêki wy¿ej wspomnianym badaniom. Rzeczywi�cie, podczas gdy ekspresja Shh jest
krytyczna dla prawid³owego rozwoju koñczyn, mog³aby ona ograniczaæ raczej ni¿
indukowaæ liczbê palców, nie byæ krytyczna dla okre�lania ich to¿samo�ci i wcale nie
byæ zwi¹zan¹ z tworzeniem stylo- lub zygopodu.

PERSPEKTYWY

W jakim punkcie zatem znajduje siê obecnie biologia rozwoju koñczyn? Sekwencje
genomów wielu organizmów zosta³y ju¿ poznane, ró¿ne rodzaje �omics� (transcript-
omics, proteomics itd.) s¹ stosowane do analizy molekularnego stanu tkanek, jak
równie¿ ci¹gle pojawiaj¹ siê nowe sposoby na modyfikowanie genów. Wszystko to
razem pozwala nam na nowe podej�cie do klasycznych eksperymentów embriolo-
gicznych. To nowe spojrzenie ujawni³o, ¿e nawet dobrze opisane i zbadane modele
do�wiadczalne  ci¹gle dostarczaj¹ nam niespodzianek, które zmuszaj¹ nas do przepisania
niektórych rozdzia³ów w podrêcznikach. Kombinacja bogactwa informacji otrzymanej
z biologii rozwoju embrionalnego i dostêpno�æ molekularnych narzêdzi zwiastuje bardzo
interesuj¹c¹ przysz³o�æ w biologii rozwoju generalnie, a w biologii koñczyn w
szczególno�ci.

Ci¹gle jeszcze du¿o pytañ dotycz¹cych rozwoju koñczyn pozostaje bez odpowiedzi,
czasami od do�æ dawna. Uwaga badaczy skupia siê obecnie bardziej na osiach AP i PD
ni¿ DV. Ta ostatnia o� jest regulowana poprzez interakcjê pomiêdzy dwoma bia³kami.
Jednym z nich jest sekrecyjne bia³ko reguluj¹ce dorsaln¹ czê�æ koñczyny, Wnt7a. Drugim



658 P. TYLZANOWSKI

z nich jest czynnik transkrypcyjny Engrailed, reguluj¹cy wentralny aspekt koñczyny
poprzez regulowanie ekspresji jego bia³ka docelowego, Lmx1 [26]. Bardzo ma³o
wiadomo o bia³kach docelowych Wnt7a albo Engrailed w tych procesach. Wczesne
doniesienia wskazywa³y, ¿e Engrailed (transkrypcyjny represor Wnt7a) obecny w
wentralnej ektodermie, by³by zaanga¿owany w indukcjê Shh w ZPA, ale jego dezak-
tywacja spowodowa³a defekty w osiach DV i PD, ale nie w osi AP  prawdopodobnie
poprzez indukcjê defektów w AER [1].

Podczas gdy wiêcej wiadomo o rozwoju osi AP, ci¹gle nie wiadomo, jak jest okre�lana
ilo�æ palców (4 w nodze i 3 w skrzydle u kurczaka, 5 u myszy), ani co jest bezpo�rednio
odpowiedzialne za indukcjê stawów. Dodatkowo, ostatnie doniesienia, inaczej ni¿
dotychczas zak³adano, opisa³y rolê, jak¹ Wnt móg³by odgrywaæ w okre�laniu osi AP.
W tych badaniach przeanalizowano pêtlê regulatorow¹ sk³adaj¹c¹ siê z bia³ek Wnt,
Dkk1 (antagonista Wnt) i Lrp6 (putatywny receptor Wnt) [20]. Proponowany nowy
system, niezale¿nie od Shh, regulowa³by ilo�æ palców poprzez pêtlê Wnt/Dkk1/Lrp6 i
dzia³a³by poprzez doprecyzowywanie przekazywania sygna³ów przez Wnt. Potrzeba
jednak wiêcej badañ, aby te obserwacje potwierdziæ.

Formowanie osi PD, byæ mo¿e najintensywniej badane, nie jest jeszcze w pe³ni
poznane, poniewa¿ niektóre z opisanych wyników nie mog¹ byæ wyt³umaczone ani
przez modele Strefy Postêpu, ani Prespecyfikacji. Dlatego te¿ nowe eksperymenty
powinny zostaæ przeprowadzone, co obiecuje ekscytuj¹cy okres w dziedzinie biologii
rozwoju koñczyn.

Szczegó³owa wiedza dotycz¹ca molekularnych podstaw kieruj¹cych procesami
rozwoju koñczyn jest niezbêdna, aby lepiej zrozumieæ procesy chorobowe wystêpuj¹ce
w okresie postnatalnym. Staje siê coraz bardziej oczywiste, bior¹c pod uwagê raczej
ograniczon¹ liczbê szlaków sygnalizacyjnych, ¿e niektóre z nich s¹ prawdopodobnie
reaktywowane w nieodpowiednim czasie lub miejscu, prowadz¹c do ró¿nego rodzaju
patologii, na przyk³ad artretyzmu. Dok³adna molekularna i genetyczna analiza dróg
przekazywania sygna³ów w komórce, które s¹ aktywne w trakcie normalnego rozwoju
koñczyn, jest zatem bardzo wa¿n¹ do zrozumienia procesów chorobowych i odpowied-
niego zaprojektowania indywidualnych, molekularnych strategii do leczenia symptomów
lub nawet ca³kowitego wyleczenia schorzenia. Ta taktyka, razem z pojawiaj¹c¹ siê
technologi¹ opart¹ na komórkach macierzystych oraz z uzupe³niaj¹cym podej�ciem
opartym na in¿ynierii tkankowej, tworzy podstawy d³ugoterminowych rozwi¹zañ w
leczeniu chorób.
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