POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 322005 NR 4 (647-660)

GRA W REKE
SLEIGHT OF HAND

Przemko TYLZANOWSKI

Lab of Skeletal Development and Joint Disorders, University of Leuven, Belgium

Streszczenie: Rozwijajace sig konczyny kregowcow sa powszechnie uzywanym modelem do$wiadczal-
nym do badania mechanizmoéw réznicowania tkankowego. Metody badawcze oparte na nowoczesnych
technikach genetycznych i molekularnych pozwolity na powtdrne przeanalizowanie, i czasami podwa-
zenie, dlugo istniejacych hipotez dotyczacych rozwoju konczyn u kreggowcow. Jedna z nich dotyczy
mechanizmu r6znicowania si¢ konczyny wzdhuz osi proksymalno-dystalnej (P-D), opartego na obecno-
$ci tak zwanej Strefy Rozwoju. Wyniki ostatnich badan sugeruja inny model réznicowania si¢ wzdtuz
tej osi, oparty na tak zwanej predeterminacji. Nowe do$wiadczenia wykazaty tez nieoczekiwana rolg,
jaka szlak regulowany przez Sonic hedgehog (Shh) odgrywa w okreslaniu ilo$ci i tozsamos$ci palcow.
Whyniki tych prac sa dyskutowane w tym artykule.

Stowa kluczowe: embriologia, rozwdj konczyn, czynnik wzrostu fibroblastow, Fgf, Shh, Wnt, palce,
roznicowanie 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 skrotow: AER (Apical Ectodermal Ridge) — szczytowy grzebien ektodermalny; AP — o$ anterioral-
no-posterialna; BMP (Bone Morphogenetic Protein) — morfogenetyczne biatko kosci; dpe (days post
coitus) — dni po zaptodnieniu; DV — 0§ dorsalno-wentralna; FgF (Fibroblast Growth Factor) — czynnik
wzrostu fibroblastow; PD — 0§ proksymalno-dystalna; PTH (Parathyroid Hormone) — parathormon; PZ
(Progress Zone) — strefa postepu; Shh (Sonic hedgehog) — stadium HH — stadium rozwoju zarodka kury
wedtug Hamburgera i Hamiltona; TGFB — (Transforming Growth Factor beta) — transformujacy czynnik
wzrostu beta; ZPA (zone of polarizing activity) — strefa polaryzujacej aktywnosci.
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WSTEP

Proces rozwoju embrionalnego jest przedmiotem badan od wielu dekad, a nawet wiekdw
[3]. Pionierskie doswiadczenia zostaty przeprowadzone przez Spemanna i Mangold, ktorzy
uzywajac techniki przeszepow, wykazali obecnos¢ centréw organizacyjnych w
rozwijajacych si¢ zarodkach zab [33]. Centra te dostarczaja wydzielanych biatek, ktore
wplywaja na otaczajace je komorki regulujac ich proliferacje i réznicowanie. Potrzeba
bylo dodatkowych 50 lat, aby te bardzo wazne odkrycia zostaly przeanalizowane na
poziomie molekularnym. Jedna z interesujacych konsekwencji tej pracy byto uswiadomienie
sobie, ze takie centra sygnalizacyjne nie tylko istnieja u organizmow innych niz zaby, ale
pozostaja aktywne w czasie pdzniejszych etapow rozwoju organizujac inne ,,mniejsze”
struktury, takie jak: serce, nerki czy konczyny.

W wyniku nagromadzenia wigkszej ilo$ci molekularnych i genetycznych danych
okazato sig, ze tylko kilka sygnalizacyjnych szlakdéw jest wielokrotnie uzywanych
poprzez rozwdj embrionalny. Oddziatuja one na siebie poprzez czasami bardzo skompli-
kowane sieci powiazan uformowane w tych centrach sygnalizacyjnych. Wigkszo$¢ z
tych szlakow jest regulowana przez ligandy nalezace do jednej z nastgpujacych rodzin
biatek: Wnt, TGF/BMP, Fgfs, Hedghogs, Notch i/lub hormonéw (steroidowych,
parathormon — PTH, kwas retinowy) [44].

Istnieje wiele systemow doswiadczalnych uzywanych w badaniach molekularnych i
genetycznych podstaw regulujacych indukcje tkanek i ich réznicowanie. Jednym z
bardziej popularnych modeli do§wiadczalnych sa rozwijajace si¢ konczyny kregowcow
[40]. Dla uproszczenia, w tym artykule konczyny przednie i tylne bgda nazywane
konczynami, chyba Zze zaznaczono inacze;j.

Rozw¢j konczyny zaczyna by¢ morfologicznie widoczny u myszy okoto 9,5 dnia po
zaptodnieniu (ang. days post coitum — dpc), a u kurczaka po okoto trzech dniach (ryc.
1A). Proces ten rozpoczyna si¢ od tworzenia zawiazka konczyny sktadajacego si¢ z
komorek mezenchymalnych pochodzacych z plytki bocznej mezodermy otoczonych
ektoderma. Podczas indukcji konczyny, ektoderma grubieje i tworzy strukturg zwana
ektodermalnym grzebieniem szczytowym — AER (A4pical Ectodermal Ridge). Potem
konczyna kontynuuje wzrost tworzac stylopodium (ramig do tokcia), zygopodium (tokie¢
do nadgarstka) i autopodium (dton) (ryc. 2). Jako w petni uformowana, konczyna staje
si¢ skomplikowanym organem sktadajacym si¢ z licznych tkanek i struktur, niektérych
powstalych lokalnie (ko$¢ i chrzastka), a niektorych takich, ktore przywedrowatly do
konczyny ze sklerotomu (mig$nie), naczyn krwionosnych i tkanek nerwowych [11].

Konczyna ma trzy osie symetrii, okre§lone przez trzy centra sygnalizacyjne. O$
proksymalno-dystalna (PD lub blizszo-dalsza) przechodzi w kierunku od ramienia do
czubkdw palcow. Jest to kierunek gtownego wzrostu reki, regulowany przez biatka
wydzielane z AER. O$ anterioralno-posterialna (AP lub przednio-tylna) przechodzi od
kciuka (palec 1) do malego palca (palec 5). Ta o$ jest regulowana przez centrum
sygnalizacyjne umieszczone w posterialnej czegsci paczka konczyny, tak zwanej Strefie
Polaryzujacej Aktywnosci — ZPA (zone of polarizing activity). Trzecia o$, dorsalno-
wentralna (DV lub plecowo-brzuszna), okresla grzbiet i wewngtrzna strong dtoni. Jest
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RYCINA 1. A) Zdjgcie rozwijajacego si¢ zarodka kury w stadium HH 23. E — oko, OV —rozwijajace si¢
ucho, FL —pak skrzydta, HL — pak nogi. Bialym prostokatem jest zaznaczona konczyna tylna, powigkszona
w B). Schemat w B) pokazuje kierunki osi AP (gora - dot), PD (blisko - daleko) i DV (przod - tyt).
Czarna strzatka wskazuje obszar zajmowany przez ZPA. Struktura zaznaczona biatymi strzatkami to
AER

ona regulowana przez sygnaty pochodzace z brzusznej ektodermy pokrywajacej
mezenchyme konczyny [41]. W tym artykule skoncentruje si¢ na wynikach ostatnich
badan, ktére poszerzaja nasze zrozumienie, jak tworza si¢ osie PD i AP w trakcie
rozwoju konczyn (ryc. 1B).

Jedna grupa czynnikow odpowiedzialng za uktadanie planu konczyny sa produkty
genow z rodziny hox. Funkcja tych genow zostata niedawno opisana i dlatego nie
bedzie poruszona w tym artykule [ 18]. Podstawy biologii rozwoju konczyn zostaty tez
przedstawione w niedawno opublikowanym Zarysie Organogenezy [4].

POROWNANIE MODELI STREFY ROZWOJU
I PREDETERMINACJI

Wezesne wyniki badan, ktorych celem bylto zrozumienie mechanizmu wzrostu wzdtuz
osi PD 1 réznicowania komérkowego w tym kierunku, wskazywaly na regulacyjna
funkcje AER w tych procesach. Jego usunigcie lub jakiekolwiek inne uszkadzajace
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RYCINA 2. Preparat szkieletowy barwiony Alcian blue (czarne na zdjgciu) i Alizaryna Czerwona
(jasnoszare na zdjgciu) przedniej konczyny myszy w stadium 18.5 dpc. Czarny kolor zaznacza rozwijajaca
si¢ chrzastke, szary kolor barwi rozwijajaca si¢ kos¢. Sc — topatka, S — stylopod, Z — zygopod, A —
autopod. Numer 1 oznacza palec 1 — kciuk, numer 5 oznacza palec 5 — maty palec. Palec 1 okresla
anterioralng strong autopodu, a palec 5 — posterioralng

manipulacje zawsze wywotuja deformacje konczyn wzdhuz gtdéwnej osi wzrostu [45,
42,32, 35]. Co waznigjsze, fenotyp spowodowany tymi manipulacjami jest bezposrednio
uzalezniony od stadium rozwoju, w ktorym taka manipulacja zostanie przeprowadzona.
Usunigcie AER we wezesnych stadiach pozwala tylko na rozwdj stylopodium, podczas
gdy usuniecie AER w pdzniejszych stadiach pozwala na utworzenie zygo-, a nawet
autopodium [28]. Poszukiwania biatek odpowiedzialnych za aktywno$¢ AER wykazaty,
ze Czynniki Wzrostu Fibroblastow (Fibroblast Growth Factor) Fgf4 lub Fgf8 sa wystar-
czajace 1 konieczne do regulacji wzrostu konczyn wzdluz osi PD. Na przyklad u
rozwijajacych si¢ zarodkow kurczakow, wszczepienie peretek nasaczonych Fgf4 lub
Fgf8 w odleglych czgsciach konczyn, zapobiega hamowaniu wzrostu i réznicowania
komorek wywotanych brakiem AER [24, 43].

Rezultaty otrzymane w wyzej wymienionych pracach dostarczyty molekularnych
podstaw do tak zwanego Modelu Strefy Postepu [35]. W tym modelu, dtugo$¢ czasu
spedzonego przez komorki mezenchymalne znajdujace si¢ tuz pod AER, w tak zwane;j
Strefie Postgpu — PZ (Progress Zone), okreslataby ich tozsamos$¢. Innymi stowy, im
dtuzej te komorki pozostaja w tej strefie, tym bardziej odlegte struktury konczyny z
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nich powstaja. Ostatnio nowe badania, jak tez reinterpretacja poprzednich wynikow
doprowadzily do stworzenia nowego modelu opisujacego réznicowanie konczyn
wzdhuz osi PD. Ten nowy model tak zwanej prespecyfikacji proponuje, ze komorki
mezenchymalne sa zaprogramowane, aby uczestniczy¢ w tworzeniu stylo-, zygo- i
autopodium juz we wczesnym stadium tworzenia paka konczynowego. W konsek-
wencji nie byloby wazne, ile czasu spgdzaja one w Strefie Postgpu. Zamiast tego
komorki bytyby ,,naznaczone” do uczestniczenia w tworzeniu odpowiednich struktur
konczyn niezaleznie od czynnika czasowego.

Wykorzystujac technike inaktywacji genu kodujacego Fgf8 w myszach zostato
pokazane, ze jak przewidziano w modelu Strefy Postepu, biatko Fgf8 byto niezbedne
do wzrostu wzdtuz osi PD [17, 23]. Podobnie wigc, jak u kurczakdw, biatko Fgf8 byto
niezbgdne do rozwoju konczyn, ale kilka kwestii zostato w dalszym ciagu nierozwia-
zanych. Jedna z nich byt czasowy wymog obecnosci Fgf8. Czy jest to biatko potrzebne
tylko do indukcji konczyny, czy tez do jej utrzymania? Kolejna kwestia opierata si¢ na
fakcie, ze inne biatka z rodziny Fgf moglyby by¢ zaangazowane we wzrost wzdhiz osi
PD. Tak wigc, podczas gdy Fgf8 bytoby konieczne, nie byloby wystarczajace do
catkowitej regulacji tego procesu. Zamiast tego Fgf8 mogloby indukowac inne biatka z
rodziny Fgf, ktore regulowatyby proces wzrostu wzdtuz osi PD.

Aby rozwigza¢ pierwszy problem, Gail Martin i wspolpracownicy udoskonalili
strategi¢ regulowanej inaktywacji genow [36]. W tych doswiadczeniach zastosowano
powszechnie uzywana technologi¢ oparta na rekombinacji DNA za posrednictwem Cre
rekombinazy [30]. Uzywajac tej strategii, mozna wygenerowac myszy, u ktorych gen
przeznaczony do inaktywacji zostaje otoczony sekwencjami LoxP. Krzyzujac te myszy
z myszami, u ktérych Cre rekombinaza jest pod kontrola promotora aktywnego w
okreslonych tkankach, spowoduje si¢ rekombinacj¢ pomigdzy sekwencjami LoxP i
usunigcie genu tylko w tkankach, gdzie Cre ulegto ekspresji. Cre rekombinaza w
do$wiadczeniach przeprowadzonych przez grupe Gail Martin byta pod kontrola
promotora genu msx2, ktory ulega ekspresji tylko w AER.

Interesujaca cecha ekspresji msx2 jest jego dynamika. Rozwdj konczyn przednich,
wlaczajac w to indukcje AER i ekspresje Fgf8, wyprzedza rozwoj konczyn tylnych o okoto
pot dnia [36]. Poniewaz konczyna przednia rozwija si¢ wczesniej, Fgf8 ulega ekspresji
wczesniej w konczynie przedniej niz w tylnej. Z drugiej strony ekspresja genu msx2 ma
doktadnie odwrotng dynamike, ulega ono ekspresji w konczynie tylnej, zanim zostanie
aktywowane w konczynie przedniej, z roznica kilku godzin. Zatem w do§wiadczeniach Gail
Martin i wspotpracownikow, msx2 byto aktywowane w konczynie przedniej po aktywacji
Fgf8, podczas gdy w konczynie tylnej byto ono aktywowane przed aktywacja Fgf8. W
opisanych badaniach Cre rekombinaza w konczynach tylnych byta zatem aktywowana,
zanim Fgf8 ulegt ekspresji, powodujac takie same dramatyczne znieksztatcenia, jak podczas
calkowitej inaktywacji tego genu. Otrzymany fenotyp w konczynie przedniej byt jednak
zaskakujacy. Jej rozwoj, jakkolwiek niecatkiem normalny, przebiegat bez dramatycznych
zmian i pozwalal na tworzenie wszystkich elementow kostnych. Poniewaz dezaktywacja
Fgf8 w tej konczynie nastapita okoto jednej godziny po indukcji Fgf8, ten wynik sugerowat,
ze krotki okres aktywacji Fgf8 byt wystarczajacy do utrzymania rozwoju catej konczyny.
Fgf8 bytby wigc potrzebny do indukcji, ale nie do podtrzymania wzrostu konczyn.
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Niemniej istniata mozliwos¢, ze wzglednie tagodny fenotyp spowodowany zaktoceniami
w ekspresji Fgf8 w konczynach mogt by¢ spowodowany kompensacyjnym dzialaniem
innych biatek z rodziny Fgf. Dlatego tez grupa Gail Martin stworzyta myszy, z ktérych
usunigto nie jeden, ale dwa geny, uzywajac powyzej opisanej metody opartej na msx2-
Cre regulowanej inaktywacji genow [36]. Poza Fgf8, autorzy zdezaktywowali Fgf4, znany
cel sygnalizacji przez Fgf8 w konczynach. Dezaktywacja tylko Fgf4 nie powodowata
deformacji konczyn [23]. Natomiast myszy po dezaktywacji obu genow Fgf4d i Fgf8 w
ogole nie mialy tylnych konczyn. Wynik ten wskazuje, ze Fgf4/8 sa konieczne i
wystarczajace do indukcji konczyny tylnej. Natomiast konczyny przednie u tych myszy
mogty jednak powstac, chociaz ich fenotypy byty r6zne, poczawszy od raczej powaznych
(tylko jeden dystalny segment byt obecny) do raczej tagodnych (stylo-, zygo i autopod
elementy byly obecne) wskazujac na to, ze okres dziatania Fgf4/8 przez okoto 60 minut
byt wystarczajacy, aby wzbudzi¢ rozwo6j kompletnej konczyny. Podobne wyniki zostaty
otrzymane przez Capecchi i wspotpracownikow [5].

Rezultaty tych badan kontrastowaty z proponowanym wymogiem obecnosci Fgf8 we
wszystkich stadiach rozwoju konczyn, jak byto to sugerowane przez model Strefy Postepu.
Z powodu watpliwosci, czy moze ten nieoczekiwany fenotyp byt wynikiem kompensacji
przez jeszcze inne Fgf obecne w rozwijajacej sig¢ konczynie i wymieniajace/zastepujace
Fgf8, zostaly przeprowadzone dodatkowe do$§wiadczenia oparte na analizie myszy, u
ktorych zdezaktywowano geny kodujace innych cztonkéw rodziny Fgf. Dokonano tego
stosujac powyzej opisang strategi¢ z wykorzystaniem rekombinazy Cre (przedstawione
na Limb Conference w Dundee, July 2004). Te podwojne i potrdjne nokauty gendw z
rodziny Fgf w rozwijajacych si¢ konczynach myszy dostarczyty dodatkowych i
interesujacych informacji. Na przyktad, jednoczesna dezaktywacja obu genow Fgf819
spowodowata posredni fenotyp pomigdzy Fgf4/8 i Fgf8. Potrojna dezaktywacja Fgf4, 9
1 17 nie miata jakiegokolwiek wplywu na rozwdj konczyny potwierdzajac wazna funkcje,
jaka petia Fgf4/8 w tym procesie (Dundee Limb Conference 2004). W sumie, sposrod
23 znanych Fgf, tylko Fgf4 moze zastapi¢ Fgf8 w testach in vitro, a w czasie rozwoju
konczyn transkrypcja tego genu jest zahamowana u myszy, ktoére nie maja Fgf8, co
thumaczy relatywnie tagodny fenotyp spowodowany inaktywacja tylko genu Fgf8. Te
wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze ekspresja Fgf8, pomimo ze jest wymagana do kontroli
liczby komorek na poczatku formowania konczyny, nie jest potrzebna do jej utrzymywania,
oraz ze Fgf4 mogto kompensowac nieobecnos$¢ Fgf8 podczas wzrostu wzdhuz osi PD. Ta
kompensacja jest jednak bardzo doktadnie okreslona w czasie, poniewaz okoto 90 min
ekspresji bylo wystarczajace, aby konczyny rozwingly si¢ prawie normalnie. Zatem, wbrew
dhugo przewazajacej hipotezie, sygnalizacja regulowana przez Fgfnie jest wymagana do
utrzymywania osi PD.

Badania przeprowadzone w rozwijajacych si¢ zarodkach kurzych dostarczyty
dodatkowych wynikdw stawiajacych pod znakiem zapytania model Strefy Postgpu. W
tym przypadku badacze jeszcze raz przeanalizowali konsekwencje usuni¢cia AER z
rozwijajacej si¢ konczyny [10]. Podczas tych eksperymentow, tak jak juz wiele lat
temu zauwazono, ze usunigcie AER powodowato apoptozg w komorkach mezodermy
znajdujacej si¢ pod AER [15]. Problem apoptozy w tych warunkach nie byt badany
przez wiele lat, ale tatwo sobie wyobrazi¢, ze usunigcie AER moglo spowodowac
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skrocenie konczyn, nie dlatego, ze brakowato jakiegos$ szczegolnego sygnatu, ale po
prostu dlatego, ze komorki, ktore miaty wechodzi¢ w sktad konezyny, umieraty w skutek
mikromanipulacji. Dlatego tez usunigcie AER w pdzniejszych stadiach rozwoju powodo-
walo mniej drastyczne skrocenie konczyn, poniewaz juz znaczna czg$¢ konczyny zostata
utworzona. Aby sprawdzi¢, czy FGF8 funkcjonowalo w AER jako stymulator
proliferacji komorkowej, eksperyment polegajacy na zastgpieniu AER czynnikiem
wzrostu Fgf8 zostat powtorzony [10]. Autorzy pokazali, ze rzeczywiScie dodanie Fgf8
wzbudzito proliferacje komorkowa 1 moglo odwroci¢ efekt usunigcia AER. A co
waznigjsze, ten efekt nie pojawial sig, jesli okres pomigdzy usunigciem AER i dodaniem
Fgf8 byl zbyt dlugi. Byto to prawdopodobnie spowodowane $miercia zbyt wielu komorek
zainicjowang usuni¢ciem AER, a tym samym brakiem Fgf8.

Nastepnie przeprowadzono eksperymenty znakowania komorek uzywajac barwnikoéw
fluorescencyjnych. W tych badaniach, barwniki zostaly wstrzyknigte w rozwijajace si¢
konczyny kurzych embrionow i tak wyznakowane komorki byty obserwowane w trakcie
rozwoju konczyn. Precyzyjna lokalizacja zastrzykow pozwolita na przesledzenie losu
komorek w regionach tuz pod AER. Autorzy wstrzykneli Dil, fluoryzujacy barwnik, w
roznej odlegtosci od AER w stadium Hamburgera-Hamiltona (HH) 19 [12] i przeana-
lizowali lokalizacjg tego barwnika trzy dni poézniej. Byli oni w stanie pokaza¢, ze Dil
oznaczyt regiony stylo-, zygo- lub autopodu, co wskazuje na to, ze komorki w mezenchymie
konczyny byly bardzo wczes$nie zaprogramowane do udzialu w formowaniu tych struktur.
Wyniki eksperymentow polegajacych na przeszczepach regionow sub-AER na kikuty
konczyn dawcow dodatkowo umocnity hipoteze méwiaca, ze komorki sa zdeterminowane
do formowania struktur konczyn bardzo wczes$nie w rozwoju [10].

Czy zatem Model Strefy Postepu nadaje si¢ do lamusa? Obecnie badacze w dziedzinie
biologii rozwoju konczyn sa podzieleni na dwa wspotzawodniczace ze soba obozy inie
jest jeszcze catkiem rozstrzygnigte, ktory model lepiej thumaczy wzrost konczyn w osi
PD[21]. Podczas gdy nowy model thumaczy stare i nowe rezultaty lepiej niz poprzednia
hipoteza, nie jest jeszcze w stanie wythumaczy¢ wszystkich uzyskanych wynikéow, tak
wigc na ostatnie stowo w tej kwestii trzeba bedzie jeszcze poczekac.

TOZSAMOSC PALCA, CZYLI HISTORIA Shh

Tworzenie osi AP bylo przedmiotem intensywnych badan i takze w tej kwestii ostatnie
wyniki przyniosty kilka niespodzianek. Jednym z do§wiadczalnych systemow najczescie;
uzywanych do studiowania tworzenia sig tej osi jest proces formowania si¢ palcow i okreslania
ich tozsamosci. Doswiadczenia te sa przeprowadzane u myszy lub kur, jednak rozwijajacy si¢
kurczak jest ciagle najbardziej popularnym modelem badawczym. Jedna z zalet tego systemu
jest to, ze palce u kurczaka maja zmienna liczbe stawdw zaleznie od miejsca, jakie ten palec
zajmuje wzdhuz osi AP. Podczas gdy u myszy wszystkie palce, poza keiukiem (palec 1), maja
t¢ sama liczbe stawow, u kurczaka kazdy palec ma wzrastajaca liczbe stawow w kierunku AP.
Tak wiec najbardziej anterioralny palec (kciuk) ma dwa stawy, kolejny 3 itd., co pozwala na
fatwe okreslanie tozsamosci palcow 1 tworzy system bardzo przydatny do badania
czynnikéw interferujacych z tworzeniem sig osi AP.
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Podczas rozwoju embrionalnego, mezenchyma znajdujaca sig¢ w przyszlym autopodzie
kondensuje si¢ tworzac tak zwane promienie palcowe, ktore nastepnie ulegaja réznico-
waniu. Region odpowiedzialny za to roznicowanie jest nazywany Strefa Aktywnosci
Polaryzujacej — ZPA (zone of polarizing activity) 1 jest ulokowany w najbardziej
posterioralnej (tylnej) czesci paka konczyny (ryc. 1B, strzatka). Ten region zostat
zidentyfikowany w latach sze§¢dziesiatych XX wieku przez J. Saundersa i
wspotpracownikow, ktorzy przeprowadzili roznego rodzaju transplantacje tkanek kon-
czyny [31]. Na przyktad, gdy tylna czg$¢ tego paka zostata przeszczepiona na przednia
cze$¢ innego paka, powstajacy autopod rozwinat si¢ z lustrzana duplikacja palcow.
Tak wigc zamiast porzadku 2, 3, 4 palcow w skrzydle w kierunku AP, powstat autopod
zpalcami4, 3, 2, 2, 3, 4. Poszukiwania molekularnych podstaw tego procesu wykazaty,
ze glownym biatkiem odpowiedzialnym za polaryzacje w kierunku AP byt Sonic
Hedgehog (Shh) [14, 27]. Wszczepienie peretki nasyconej Shh w przednia czg$¢ paka
konczyny, tak jak i transplantacja ZPA, powodowaly bowiem lustrzana duplikacje
palcéw. Poniewaz nowoutworzone palce utrzymywaly poprawna tozsamos¢ zdefinio-
wang za pomoca liczby stawow, badania te sugerowaty, ze Shh nie tylko bytby
odpowiedzialny za tworzenie osi AP i indukcje palcow, ale tez okreslatby ich tozsamo$¢
w zalezno$ci od st¢zenia, zachowujac si¢ tym samym jak morfogen.

Nowe wyniki sugeruja jednak, ze funkcja Shh w okreslaniu osi AP nie jest tak prosta,
jak bylo to poczatkowo postulowane. Na przyklad, mozna by oczekiwac, ze dezaktywacja
Shh spowoduje nieobecno$¢ wszystkich palcow, a nawet utrate calej konczyny.
Niespodziewanie, dezaktywacja Shh pozwolita na powstanie stylo- i zygopodu, a nawet
na czgs$ciowe utworzenie autopodu z jednym palcem w konczynach tylnych myszy i
pozostatosci palca w konczynach przednich [7, 34, 8]. Ten wynik zakwestionowat
dotychczas proponowana rolg Shh jako kluczowego biatka regulujacego roznicowanie
si¢ konczyn i powstawanie palcow. Nawet wigcej, dostarczyt dowoddw, ze Shh nie jest
wcale wymagany do tworzenia stylo- lub zygopodu, ani do tworzenia przynajmnie;j
jednego palca. Te wyniki staly si¢ jeszcze bardziej interesujace, gdy przeanalizowano
myszy, u ktorych zdeaktywowano geny kodujace biatka zaangazowane w przekaznictwo
sygnatu przez Shh.

Shh bierze udziat w przekazywaniu sygnatoéw w komorce poprzez wiazanie si¢ do
kompleksu receptorow Patched-Smoothened (Ptc-Smo) znajdujacych si¢ na btonie
komorkowej. Wiazanie si¢ Shh do tego kompleksu, a w szczegolnosci do Ptc, powoduje,
ze represja Smo przez Ptc zostaje usunigta pozwalajac Smo na aktywacj¢ czlonkow
rodziny czynnikow transkrypcyjnych Gli w komorce. Znane sa trzy bialka z tej rodziny:
Glil, 213. Wszystkie trzy ulegaja ekspresji w rozwijajacych si¢ konczynach, gtéwnie
w niepokrywajacych si¢ obszarach [6, 22]. Zostato zaproponowane, ze Gli3 jest
najwazniejszym czynnikiem z tej rodziny przekazujacym sygnat pochodzacy od biatka
Shh w rozwijajacych si¢ konczynach. Ta hipoteza zostala oparta na wynikach analizy
myszy, u ktorych geny Glil, 2 lub 3 zostaty zdezaktywowane. Tylko dezaktywacja
Gli3 powodowata zmiany fenotypu konczyn [22, 25]. Zaskakujaco, dezaktywacja Gli3
odkryta w spontanicznym mysim mutancie extratoes spowodowala przedosiowa
polidaktylig, sugerujac, ze szlaki przekaznictwa sygnatu przez Shh zalezne od Gli3
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ograniczytyby raczej niz indukowaty ilo$¢ palcoéw [ 16]. Ponadto, podwojna dezaktywacja
genéw Shh/Gli3 ,ratowata” do pewnego stopnia fenotyp dezaktywacji genu Shh,
przywracajac wielopalczasto$¢ i tym samym wskazujac, ze ani Gli3, ani Shh nie sa
potrzebne do indukcji lub regulacji liczby palcow [19].

Jak mozna by ttumaczy¢ te wyniki? Gli3 jest bipotencjalnym czynnikiem transkryp-
cyjnym, ktéry moze dziata¢ jako represor lub aktywator transkrypcji. Jesli biatko Gli3
jest poddane specyficznej wewnatrzkomorkowej proteolizie, dziata ono jako represor
(Gli3R). Shh, poprzez Smo, blokuje proces proteolizy przeksztalcajac Gli3 w forme
aktywatora (Gli3A) [29]. Tak wigc w normalnej sytuacji Gli3R jest obecne w calym
autopodzie, a Shh, produkowany w ZPA, formuje gradient wzdtuz osi AP. Gli3R znajdujacy
sig blisko ZPA jest pod wplywem Shh, ktory regulujac przeksztatcenie Gli3R w Gli3A,
pozwala tym samym na formowanie okreslonej liczby palcéw (pigciu u myszy). Pod
nieobecnos¢ genu kodujacego Gli3 (mysi mutant extratoes), Gli3 A nie moze powstac, a
jednoczesnie pojawiaja si¢ dodatkowe palce. Ten wynik sugeruje, ze Gli3A reguluje ilos¢
palcow w negatywny sposob, poprzez ograniczanie ich ilosci do pigciu. Z kolei podczas
nieobecnosci Shh, tylko Gli3R jest obecne w komdrkach, pozwalajac na tworzenie tylko
palca 1 (kciuka) [19]. Przedstawione wyniki wskazuja na dwie istotne rzeczy.

Jedna z nich jest to, ze represorowa forma Gli3 (Gli3R) skutecznie blokuje tworzenie
si¢ palcow 2—5. Druga jest mozliwo$¢, ze szlaki regulowane przez Shh nie sa zaanga-
zowane w tworzenie si¢ przynajmniej pierwszego palca, kciuka. Pod nieobecnosci obu
genow wielopalczasto$¢ zostaje znow przywrdocona wskazujac na to, ze jeszcze inny,
dotychczas nieznany mechanizm reguluje tworzenie si¢ palcow. Interesujacym aspektem
tego wyniku jest mozliwo$¢, ze by¢ moze istnieje ewolucyjna determinacja do utrzymania
statej ilosci palcow u krggowcow.

Jesli Shh nie jest wymagany do indukcji palcow, czy jest wymagany do okreslania ich
tozsamosci? Niedawno przetestowano t¢ hipoteze korzystajac z modelu rozwijajacego si¢
zarodka kurczaka i faktu, Ze jak juz wspomniatem, tozsamos$¢ palcow w tym modelu jest,
miedzy innymi, okreslana poprzez ilos¢ stawow w palcach. Przeprowadzajac
mikromanipulacje, Dahn i Fallon pokazali, ze usuni¢cie miedzypalcowej mezenchymy
spomiedzy palcow 2 i 3 przeksztalcito palec 2 w palec 1 [9]. Nastgpnie, separujac dwa
rozwijajace si¢ palce folig aluminiowa autorzy pokazali, ze czynnik odpowiedzialny za to
przeksztatcenie dyfundowat do przestrzeni pozakomorkowej. W koncu, poprzez pokazanie,
ze tozsamo$¢ palcow byta wrazliwa na zbyt duza ilo$¢ biatek Bmp lub Noggin (antagonista
Bmp), udowodnili, ze Bmp, a nie Shh, bylo bezposrednio odpowiedzialne za okreslanie
tozsamosci palcow [19]. Kolejne prace, wykonane przez Ogura i wspotpracownikow
pokazaly, ze Bmp regulowato tozsamos$¢ palcow poprzez indukcjg czynnikow
transkrypcyjnych Tbx2 i Tbx3 [37]. Dodatkowo wykazano, ze Shh bylo wymagane do
posterioralnej indukcji palcow, ale nie byto wymagane do okreslania ich tozsamosci. Zamiast
tego, petla regulacyjna ztozona z Bmp/Hoxd12/13 i Tbx2/3 byla wymagana do okreslania
najbardziej posterioralnego palca (czwarty u kurczaka). Palec 3 natomiast byt okre§lany
przez $ciezki sygnatowe zalezne od Bmp7, Hoxd12 i Tbx2, a najbardziej anterioralny palec
byt niezalezny od tych szlakow (ryc. 3). Te wyniki dodatkowo poparty tezg, ze proces
tworzenia osi AP w konczynie jest o wiele bardziej skomplikowany niz poczatkowo zaktadano
ize jest on tylko czgSciowo pod wptywem sygnalizacji zaleznej od Shh.
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RYCINA 3 (zmodyfikowana z [37]. Rozwijajaca si¢ konczyna tylna zarodka kury w stadium HH 31.
Palce sa ponumerowane 1-4 w kierunku A/P. Linia przerywana okresla granicg¢ pomigdzy IV palcem
i mezenchyma (obszar oznaczony szarymi cgtkami). Linie kropkowane wydzielaja obszar mezenchymy
migdzypalcowej (obszar oznaczony biatymi kropkami) pomigdzy palcami 3 i 4. Strzatki reprezentuja
pozytywne interakcje

Inny interesujacy zwrot w zrozumieniu funkcji Shh w okreslaniu tozsamosci palcow
pojawit si¢ w zwiazku z analiza myszy, u ktorych ekspresja rekombinazy Cre byta pod
kontrolg elementow regulatorowych pochodzacych z promotora genu Shh, wiernie
odtwarzajacych dynamike ekspresji Shh podczas rozwoju konczyn (Shh-Cre). Ot6z
zaproponowano, ze Shh moglby dziata¢ jako prawdziwy morfogen, dziatajac na
odleglos¢ i wywolujac rozne efekty biologiczne w zalezno$ci od st¢zenia. Na przyktad,
gdy Shh ulegat ekspresji w ZPA, mogltby on regulowac tozsamos$¢ palcow w zalezno$ci
od odleglosci od ZPA, poprzez precyzyjna modulacjg stosunku Gli3R do Gli3A. Aby
zbadac t¢ mozliwos¢, autorzy przesledzili los komorek, u ktorych Shh ulegt ekspresji w
konczynie. Zostalo to osiagnigte przez skrzyzowanie Shh-Cre transgenicznych myszy
z innymi transgenicznymi myszami, ROSA26-Bgal. U tych myszy gen reporterowy
kodujacy B-galaktozydaze jest aktywowany tylko w obecno$ci rekombinazy Cre. Tak
wigc w potomstwie pochodzacym z takiej krzyzowki, Cre rekombinaza powodowata
permanentng aktywacje 3-galaktozydazy w komorkach, w ktorych Shh kiedykolwiek
ulegt ekspresji ujawniajac czasowo-przestrzenna regulacjg tego genu. Analiza tych myszy
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pokazata, ze komorki, w ktorych Shh ulegt ekspresji, znajdowano poczatkowo w ZPA,
p6zniej wykryto w mezenchymie palcow 5,413 [2].

Biatko Shh moze zosta¢ wydzielone do przestrzeni migdzykomoérkowej po potrans-
lacyjnej modyfikacji, polegajacej na dodaniu do niego czasteczki cholesterolu. Dezakty-
wacja genu odpowiedzialnego za ten proces, dispatched 1 (disp 1), powoduje zahamo-
wanie dyfuzji Shh i pozwala na rozdzielenie autokrynnych i parakrynnych efektow
dziatania Shh. Ten fakt, razem z oparta na systemie Cre-lox dezaktywacja genow,
pozwolil badaczom na zbadanie krétko i dlugodystansowych efektow, jakie Shh wywiera
na formowanie palcow u myszy. Cre rekombinaza, ulegajaca ekspresji pod kontrola
elementéw promotora shh, zostata uzyta do usunigcia genu kodujacego disp! z
rozwijajacego si¢ paka konczyny [13]. Powstale w ten sposob potomstwo miato normalne
palce 5,41 3, palca 2 nie bylo, a palec 1 byt normalny. Ten wynik pozwolil na wyciag-
nigcie wniosku, ze Shh oddziatuje autokrynnie w trakcie tworzenia palcow 5, 4 1 3 oraz
parakrynnie w czasie tworzenia palca 2. Ta praca dodatkowo potwierdzita, ze Shh nie
jest potrzebny do tworzenia palca 1.

W dwoch kolejnych pracach przedstawiono wyniki badan, w ktérych wykazano, ze
czynnik transkrypcyjny dHand dziata powyzej biatek Shh/Gli na szlaku przekaznictwa
sygnatu [39, 38].

Model roznicowania wzdtuz osi AP oparty na sygnalizacji regulowanej przez Shh,
zaproponowany jakies 30 lat temu, zostat wigc ostatnio poddany przegladowi i rewizji
dzigki wyzej wspomnianym badaniom. RzeczywiScie, podczas gdy ekspresja Shh jest
krytyczna dla prawidtowego rozwoju konczyn, mogtaby ona ogranicza¢ raczej niz
indukowac liczbe palcow, nie by¢ krytyczna dla okreslania ich tozsamo$ci i wcale nie
by¢ zwiazana z tworzeniem stylo- lub zygopodu.

PERSPEKTYWY

W jakim punkcie zatem znajduje si¢ obecnie biologia rozwoju konczyn? Sekwencje
genomow wielu organizmow zostaty juz poznane, rézne rodzaje ,,omics” (transcript-
omics, proteomics itd.) sa stosowane do analizy molekularnego stanu tkanek, jak
rowniez ciagle pojawiaja si¢ nowe sposoby na modyfikowanie genéw. Wszystko to
razem pozwala nam na nowe podejscie do klasycznych eksperymentow embriolo-
gicznych. To nowe spojrzenie ujawnito, ze nawet dobrze opisane i zbadane modele
doswiadczalne ciagle dostarczaja nam niespodzianek, ktore zmuszaja nas do przepisania
niektorych rozdziatdéw w podrecznikach. Kombinacja bogactwa informacji otrzymane;j
z biologii rozwoju embrionalnego i dostgpnos¢ molekularnych narzedzi zwiastuje bardzo
interesujaca przyszto$s¢ w biologii rozwoju generalnie, a w biologii konczyn w
szczegblnosci.

Ciagle jeszcze duzo pytan dotyczacych rozwoju konczyn pozostaje bez odpowiedzi,
czasami od do$¢ dawna. Uwaga badaczy skupia si¢ obecnie bardziej na osiach AP i1 PD
niz DV. Ta ostatnia 05 jest regulowana poprzez interakcj¢ pomigdzy dwoma biatkami.
Jednym z nich jest sekrecyjne biatko regulujace dorsalna cz¢s$¢ konczyny, Wnt7a. Drugim



658 P. TYLZANOWSKI

z nich jest czynnik transkrypcyjny Engrailed, regulujacy wentralny aspekt konczyny
poprzez regulowanie ekspresji jego biatka docelowego, Lmx1 [26]. Bardzo mato
wiadomo o biatkach docelowych Wnt7a albo Engrailed w tych procesach. Wczesne
doniesienia wskazywaly, ze Engrailed (transkrypcyjny represor Wnt7a) obecny w
wentralnej ektodermie, bylby zaangazowany w indukcje Shh w ZPA, ale jego dezak-
tywacja spowodowata defekty w osiach DV i PD, ale nie w osi AP prawdopodobnie
poprzez indukcj¢ defektow w AER [1].

Podczas gdy wigcej wiadomo o rozwoju osi AP, ciagle nie wiadomo, jak jest okreslana
ilo$¢ palcow (4 w nodze i 3 w skrzydle u kurczaka, 5 u myszy), ani co jest bezposrednio
odpowiedzialne za indukcje¢ stawow. Dodatkowo, ostatnie doniesienia, inaczej niz
dotychczas zaktadano, opisaty rolg, jaka Wnt mogltby odgrywac w okreslaniu osi AP.
W tych badaniach przeanalizowano petle regulatorowsa sktadajaca si¢ z biatek Wnt,
Dkk1 (antagonista Wnt) i Lrp6 (putatywny receptor Wnt) [20]. Proponowany nowy
system, niezaleznie od Shh, regulowalby ilo$¢ palcow poprzez petle Wnt/Dkk1/Lrp6 i
dziatatby poprzez doprecyzowywanie przekazywania sygnatow przez Wnt. Potrzeba
jednak wigcej badan, aby te obserwacje potwierdzic.

Formowanie osi PD, by¢ moze najintensywniej badane, nie jest jeszcze w petni
poznane, poniewaz niektore z opisanych wynikéw nie mogg by¢ wythumaczone ani
przez modele Strefy Postgpu, ani Prespecyfikacji. Dlatego tez nowe eksperymenty
powinny zosta¢ przeprowadzone, co obiecuje ekscytujacy okres w dziedzinie biologii
rozwoju konczyn.

Szczegdlowa wiedza dotyczaca molekularnych podstaw kierujacych procesami
rozwoju konczyn jest niezbgdna, aby lepiej zrozumie¢ procesy chorobowe wystepujace
w okresie postnatalnym. Staje si¢ coraz bardziej oczywiste, biorac pod uwagg raczej
ograniczona liczbe szlakow sygnalizacyjnych, ze niektore z nich sa prawdopodobnie
reaktywowane w nicodpowiednim czasie lub miejscu, prowadzac do roznego rodzaju
patologii, na przyktad artretyzmu. Doktadna molekularna i genetyczna analiza drog
przekazywania sygnatéw w komorce, ktore sa aktywne w trakcie normalnego rozwoju
konczyn, jest zatem bardzo wazna do zrozumienia proceséw chorobowych i odpowied-
niego zaprojektowania indywidualnych, molekularnych strategii do leczenia symptomow
lub nawet catkowitego wyleczenia schorzenia. Ta taktyka, razem z pojawiajaca si¢
technologia oparta na komoérkach macierzystych oraz z uzupetiajacym podejsciem
opartym na inzynierii tkankowej, tworzy podstawy dlugoterminowych rozwiazan w
leczeniu chorodb.
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