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1. UVOD
1.1. Embrionalni razvoj udova

Tijekom ranogUD]YRMD pRYMHND RVQRYH EXGXULK X@RaD SRMI
ventrolateralnoj strarstjenke tijela u 4. razvojnom tjednu. Prvo se razvijaju gornji udovi, a

nakon nekoliko dana donji (Slika 1). PupoljEi X G X U L Ksa$6@j&® ¥Dpd mezenhima koji
SRWMHpH RG SDULMHWDOQRJ OLVWD ERPQLR. S@R@u L SRYL
MH]JHQKLP SRWLpH QD GsvaranitizhdetiMnar Golikovanj® fignalnog centra
poznatog kao apikalni ektodermalni greben (AEG), dok se u dorzalnom dijelu mezenhima
udova pojavljuje drugi signalni centar, zyRQD SRODUL]JLUDM X)iiBrojpeNWLY QR
LQWHUDNFLMH L]JPHYyX JUHEHQD L PH]HQKLpoput XWmR B h K Q®D
proliferacije, VWD QLpPpQH VPUWL L o@llikdatjeH @&t uddbakF)MH WM QD

Slka 1. 5D]YRM XGRYD pRYMHND OMXGVNL SORHVWRSHWRPY RIND QYRRPM @Y R G/C
osmom razvojnom tjednu (C). Preuzeto iz Sadler TW. Langman's Mdsiichfyology. 11th ed. Lippincott
Williams & Wilkins, Baltimore, Maryland, 2012; pp 15t)

1.1.1. Apikalni ektodermalni greben i njegova uloga u razvoju udova

Apikalni ektodermalni grebenpLQL J]DGHEOMDQMH HSLWHOD NRMD RE
E X G X U H JDoKrG bblikovan AEG predstavlia YLAHVORMQEL GIBLMHBIPEULM >
Y Lrédti epitel u embrijP LABDUHNULYHQ QDGOHAHULP SHUdo&®UPRP NF
ventralne osnoveS XSROMND E KESXpiddstaWj@&/ OR Gu QKRR GO RAaQ X
PRUIR O pd@hdnBma (Slika 2). LjudskhEG YLaAH QD OL NXaMadvij@ 8e ®P4L.aML



razvojnom tjednu3). Zadebljanje AEGX SLOHWD ]D S$Rdiju QadtvbjaxX ali dobro
oblikovan AEG ne pojavljuje se prije 20. stadija razvdja

Pojam AJUHGQ33 R{QDpDYD YLa&aHw &<dawda,LprisuBan Wiad Gistalnom  dijelu

pupoljka udova, dok tzvA S LAEG 3 predstavlja raniji stadij razvojAEG-a, kada njegov

oblik nije M R $®otpunosti definiran (5) D p L GtéhickkojeL ] O X pofd(kKoje M Ri&u
UD]J]YLOH WLSLpPpQX -®.RRIdROARJreMeXAESE*podrazumijeva postepeni

nestanak (zaravnavanje) epitélBG-a. Prvo se regresija odvia8URVWRULPD L]JPHYX S
(interdigitalnim prostorima),D SRWRP X s8RilGaskjp XaWR MH Ytdiida EURM
AEG, WR MH YHUD SURL]Y®REG QRGDje [embPriomaQd stiDktursSRGORAaQD
promjenama koje JLVNXMH RrGstotg-tH&prienski obrazac, neophodannormalno
REOLNRYDQMH RVQERFRIKKQRIGMIG XSYODUD QD SRGUDADM L]
(7,8). Za razliku od drugih vrstéAEG u perajama riba brzo prelazi u apikalni nabor i pa ta
QDpPLQ LQKLELUD VLIQDOH NRML SRiVé&dMnSAER Caklikdje) §2F LM X D

tijekom razvoja riba i tetrapoda.)(9

SULVXWQRVW $(* MH YDaQD |]D NRQWUROX VWDQLpPpQH VPUW
)*) SRVHELFH )*) NRML &W L W LosioMiJirtiQvER 8 VW\M D\QW PQH FAP |
SRIQDWR MH GD MH DNWLYQRVW NR&WDQLK PRUIRJHQHW
proteins ili BMPs) SRWUHEQD ]D LQKLELFLMX L]0 &RWDL FD)Q M HS$ i\
smrti,. 8 SURWLYQRP DNWLYDFLMD )*) VLIQDOL]DFLMH X LQW
VPUW N DRGRW RXWDHO Xnakivhe{je BMP. Negativna regulacija FGF8 u AEG-u

mogla EL VH SRYH]DWL V SRUME HiPFEASPESFAWINRYWHU LPD NOM
utjecaj na najranije razvojne faze udova s obzirom da nastaje u AEG-u i djeluju kao signal
NRML SRWLpH SUR@aQHVID BIRVGO H a 80 HA)L BIRMIDKH PDML L]JUD 3
%03 EMHODQ p Hj¥ bledikpvanjdhHNWIRIEL b Q R IM$X( 8jeluie Rivbrotno od

BMP, tj. na indukciju AEG-ay OD QR Y L SGEUhBYG kafriijeniti AER (11,12).

SRVWRMH EURMQH VSRQWDQH LOL LQGXFLUDQH;,RXAWDFLMH
rezultat imajuUD]OLpPpLWH D Q(R3P DKdlikMde AER RKIODI u embriju pileta, oblik

udova E L Wrdintjenjen, a opse@ aWHIHQMD MH SRYH]DQ V UD]YGRMQLP V
uklonjen (14. Uz F*) p L P E HIdjriNdtugi geni mogu bitLJUDAHQL X $(5geMiDR daWR
za koneksine (connexin Cx43), p63 i Msx2 (13).
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Birth and Death of Cells in Limb Development: A Mapping Study. Developahelynamics 235:2522537,
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1.1.2. Mezenhimsko - epitelne interakcije u razvoju udova

%URMQH L QW H BBENifhebrhimd Réhirddiraju razvojne procese poMWW D QL Pp QH
proliferacije, diferencijacije i apoptoze tj. oblikovanje i rast udova (15). Za vrijeme
oblikovanja (morfogeneze) XGRYL SRVWHSHQR SUROD]JH NUR] PH]JHQ
N R aW D QSlikaB).XOdvajaneSUVWLMX NRG pRYMHNDS8.R&XNMD VH L]
tiedna (16)] D K'Y D Opkbeebxapdptezu interdigitalnim prostorima ()7NaznakeE X G X U L K

odvajanja prstiju u pileta javlja se u 20.stadiju raz\d)a
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Udovi se razvijaju uts X & W ULAMRevdposteriorne osi (AP), koja je odgovorna za razvoj

udova od palca do petog prséay W Du@nkepa®ciju kontrolirau stanice iz ZPA, kojdt ] O Xp XM H
SHH (engl.sonic hedgehoyenorfogen; 2/ Interakcija ud Xa SURNVLPRGLVWDOQH R
XNOMXpXMH UD]YRM RG UDPHQD SEHIROP R UX RBNEN D L5 OWXWX M
)*) bLPEHE®& dokHu interakcije B X& GRUJRYHQWUDOQH RVL '9 NRM
UD]JYRM XGRYD RG VWUDAQMH VWUDQH UXNMXitSiMANTD GODQF
signalnH E M H O O(I@)p BrsraQdidlika u razvoju i oblikovanju udova koja pos®jH y X

U D Jtinlvipstama  prvenstveno je kontroliranaD ] L IpJLUND A DMGIP VPMHAEGHQLK X
ZPA (19) (Slika 4). ZPA je lokalizirana u mezodermu@Xxa VWUDAQMHJ UXED SXSR
uda, ap L Q maM ¥rupa stanica odgovorna je za oblikovavij@/ &dpdij€aMidova. Harfe

sur. (20) navode da koncentracija i vrijeme izlaganja SHH-u morfojeRUMM HJ L]OXpXMH =
R G U HagbXkvpiétju kod PLAMLK L SLOHULK HPEULMD awWwWR MH YHUOD
LIJUDAHQLMH MH REOLNRYD@®hHVHUWJYORQNGIR VG\L M H-© ¥ FSDUQY/MLL
oblikuju normalno. Uloga SHH tijekom razvoja prstiju ima dvije faze, fpmu je prva faza

prolazna i sudjeluje u ranoj regulaciji oblikovanje prsta, dok drugaH a W R faxeDpiR @/LLN B

10



rast prstiju. Tako transplan@ QL GLMHORYL pRénjvhRINlddnd ddpva dovode
GR XGYRVWUXpHQMD X.GRahD] fhti FabvOj& itloval ASdRA tarina KHH u
=3%$ MH RGUHYHQD SULVXWQRAaUX */, DNWLYDWRUD GRN

SULVXWQRAaUX */Dok&rahe yeHomrRWwPR aHYL V */, PXWDFLMDPD W
mutacijama pokazuju razvojne anomalije udova tj. polidaktiliju sa slabo oblikovanim prstima.

,] QDYHGHQRJ VH Barovéj njdoyen B pIHW XK MH Y H O lapdi akoy REOLN

prsta (21).

Proksimodistalno
gg@%@
SOLA]
O Radical fringe

FGF-10 m} Engrailed-1 B FGF-4 i
O Ser-2 FGF-8

A

Anteroposteriorno Dorzoventralno

mezenhim

AEG

B wnt-7
ZPA
) ) O Engrailed-1
O retinska kiselina m} Lmx1
sonic hedgehog

6OLND 8WMHFDM UD]OLpLW L Kutlbize] YPReMzEX® i Sadll6r EW .Q argDarPsDMedita] Y R M

Embryology. 11th ed. Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, Marylaraf}12
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1.1.3. Genska regulacijarazvod GRYD X pRYMHND

Temeljna pitanaR PROHNXODUQRM SRGORU WD]WERMH¥OVEEGRYD M
LVWUDALYDQMD SRND]XMX GD Ere mddkuleé ur&yojlPlRAVA.H2ZLLWL N
5HWLQRLpQitindid A¢idDIL R W D N R y HebhellnB DIog u razvoju prstiju jer
PRWLPpH LOL LQKLELUD PROHNXODU QX CINNX/[SHUGIIML M X D \WRRWIL ¢
kontrola JHQV NRJ L]UD a BxadkadriRi\gensKWrBgdlBcii RMD RPRJXUDYD SRp
VWDQLpPpQH VPUWL Iprdlifgrédij€@3xLMX VWDQLpQH

ProcesiVWDQLpQH VPUWL L VWDQLDK KpgX RGKovENuDUEdvE H LJUD
SURJUDPLUDQD (8hgl.pdrnizd callRiéht PCB genski kontrolirani proces,
neophodan tijekom normalnog oblikovanjg¢ D ] O likiva Wdrdggana te XNODQMDQMH R&a&W't
stanica.$SRSWR]D MH HQHUJHWVNL RYLVDQ REOLN VWDQLpPpQH
skupine JHQD L HQ]LPD cisteiOaspariDEMWXSIHLF L | L b Q H(erglRspaske] | H
XQXWDUVWDQLpQHXHI®Y. B &#QXiNdpRiE PdbHIADO sada jeVWDQLpQD
smrt ovisna o kaspazi- SBURQDYHQD X UD]OLpLWLP RUJDGQjewDP NDR &
EXEUH]L L QH&Xd$piRalhLgahgliD drugi organX UD]Y R M X2hF62% &l D

vrijeme apoptoze, stanice se raspadaju na manje dijelove natv&Re SWRWV Kda WMHOH
VDGUAH 1UDJP QWD) L\ IQ]LIKEHROAADeQ28QRT) 3UYD SRGUXPEMD DSR!
mezenhimu, koja se pojavljuju za vrileme razvoja udova poznata su pod nazivom
QHNUR W zgriaU O kaxnijim razvojnim stadijimay WDQLpQD VPUW VH SRMDY:
susjednih prstiju (30) tj. u interdigitalnom prostorBVSRUHGED UD]J]YRMD XGRYD L
P L &dpisuje razlike u lokaciji apoptotskih stanica unutar osnove udova (31), a nedavne
VWXGLMH XSXuXMX QD XORJX VWDQLpQH VPUWL QH, VDPR X
YHUO L X RJUDQ pistuY32.Q3IY(Blika B)Y W D

Apoptoza tijekom regresije embrionalnog interdigitalnog tkiva i oblikovanja pr&ijuD G HQ D

tzv. VWDQLpPpQLP (34WDBWHBIMHPMH MH REOLN ]DXVWDYOMDQMD
povezan sa tumorskom supresijom. Radi se o normalnom razvojnom mehanizmu, kod kojeg
sestaniceSUHVWDMX GLMHOLWL WH S Rpra@21XplsWNedostatak pp1S R N D ]
X PLAHYD GRYRGL GR SRUHPHUDMD X HPEULRQDO®RP VWD
.RQDpPpQD \WYro&eEd Qdienja stanica je apoptoza i njihovo uklanjanje posredovano
makrofagima. Poznati geni povezani sa stamgu p53, p21, pl4,pl9. Stanice AEG ne
proliferiraju i pokazuju visoku razinu gena p21, ali ne i gena p53, dok p16 i p19 nedostaju u
udovima. 1HGRVWDWDN S PRAaH X]WRIbiBIDIM LstageRjlW BrascuD M X

12



proliferacije i oblikovanja AEG (36 Prednjai V W a 5aRAWO0OsovVeludova od H y BuQ D
UD]OLPpLWLP, NRRMIH @ X BEXGE A H RRAvtialng osi u lateralnom mezodermu
UD]OLpLWLKOva Ig&iR WN. @O QrozicibKiranje udova ili krila u tijekom

embrionalnog razvojavih kraljed @Kd i bezkraljgnjaka (14.

Osim kaspazeRYLVQRJ SXWD VWDQLpQH VPUWL Xapppd2aRMX XC
LQG XFLUDM Xéngl. mpdptesisQnifuiding factali AIF) NRML GR VWDQLpPpQH VP
kaspaza neovisnim mpm $,) MH PLWRKRQGULMDOQL pLPEHQLN NRN
FLWRSOD]PX SUHEDFXMH X MH]JUX L WazBrBdrf U BNXL|pBINN R Q G H
i u odsutnosti aktivnosti kaspaze. PrekomjerhUD &ADDMVHSVLQD ' SRWLpH VWDC
mezodermu udova. Interdigitalne mezenhimalne stanice pokazuju visoku razinu ekspresije

NDWHSVLQD ' XQXWDU OL]RVRPD X VWBGLMX QHSRVUHGQR

y O D QH&K bbitelji imaju ulogu u prostornavremenskom pozicioniranju stanica unutar

udova tijekom razvoja. Tako FgfiIlRML MH L]JUDAaHQ>»X S8R YRGAkQIEMLS RW L p
na iz O Xdnje Fgf8, koji je bitan u oblikovanju AEG. Postoji pozitivha povratna sprega

izmey Xgfl0i Fgf8, NRML P Hy X VIREYQRRMV SI@W DA, Mgf8, Fgf4, Fgf9 i Fgfl7
SRND]XMX RJUDQLpHQ@Q ARG.UB]D fe plLIBDHQOMND UDVWDiIi NRML MH
HNWRGHUPX EXERGBHXBIHEP PHJRGHUPX

,JUDADM )JI L )JI SRWL ptav. zofReGdstdend. Pragésdion Ak BZ) na
YUAFLPD SUVWLMX L asd \Ethnice RPdl Diferéntijaciél iHQridrioéite (38).
Nasuprot tome, NLY R V P M H a pvaksinralnj© bida MZRkoje nije bilo pod utjecajem

AER), kondenzira se i diferencira u smjeru hondrocita pod djelovanjem molekula BMP. (39

S druge strane iti W L Q R L p QéhgNrhatinb@ add RA) PRAH SRWDNQXWL VWDQ!
inhibirati diferencijaciju hrskavice Suprotno djelovanje ima Sox9 gen, koji O Mgép 2alL
KRQGURJHQH]X L XNOMXpH Qzacifi w injerdigitaany tk@u a/njeh@vD O
LIUDaDM V YiRdMdigitaMehQtkiMiHosnove prstiju. Kad je Sox9 gen uklonjen iz
nediferenciranih mezenhimalnih stani@X SR O M N D E XGHLig&nbifaG D dolazi do

razvoja dijelova skeleta.

7LMHNRP UD]YRMD SR \hwdgil berfa HgjiXkerudir@j iR ivyusrajévedaju rast

udova. Tako antagon@P L]PHYyX BA)LUUD NOMXpQX XORJIX X NRQWU
VWD QL p QdstavuBdyaVistotakoDQWDJRQL]DP L]JPHYX 58 L WUDQVIRUF
rasta -7*) $FWLYLQ VLIJQDOL]DFLMH X HPEULMX SLOHWD NRC(
vrijeme oblikovanja prstiju5% SRWLpH VWDQLpPpQX VMR \KojiSrRiajp XL LU

13



L] U DFRgfB MRA je molekula koja interferira s drugim signalnim putevima te regulira
prostornotvremenskiL]lUDADM VWRWLQH JHQD XNOMXpHQLK X DNWL"
VWDQLpPpQH GE2BHUHQFLMDFLMH

Slika 5. Razlike UREOLFLPD VWDQLpQH VPUWL WLMHNRP UDJWWR BQLP QRHE ¢ PNURWD
SRGUXpMX LQWHUGLJLWDOQRJ NDR SRVOMHGLFD HOLPLQDFLMH LQWHU (
BURJUHVLYQL REOLN VWDQLpQH VPUWLONRG LNRMWD]O® Hp SWHWWHU REXH. /X
diferencijacije. Preuzeo i5 R& Glernandez0DUW O QH] D QG [/ XhistdigiRNcEldehdh Eun&livh and

regulation: New insighten an old programmed cell death model. Develop. Growth Differ. (Z8,1345258

1.1.4. Patolcd Ndzvoja udova

SRUHPHUDML JHQD NRML NRQWUROLUDMX QRUPDOQL UD]YRI
anomalija udova.

Tako suu knockRXW PLAHYD EH] DNWLYQLK JHQD R GaRnaRje QLK ]D
poput sindaktilija, ektrodaktilja (40 LOL V NUD 0 #1Q) I8 drueGsRan® inhibicija ili
RGIJDYDQMH DSRRWPRYHFIDEMH NRG).SROLGDNWLOLMH

Sindaktiliia MH MHGQD RG QDMpH&aULK QDVOMHGQLK PDOIRUPDFL
fuzijom prstiju na rukama i / ili nogaa (Slika 6) 0 R &itilizolirani entitet ili u kombinaciji

V YLAH RG VLQGURPD )HQRWLSVNL VH PRa&Hod@shaVRYDW L
SIPHWULPQD LOMU3)D WLHP MW W IDRIIDA44U)O Roskofr deweD igisindromskih

sindaktilija s opisanim dodatnimp8dLSRYLPD 1D M pH a todorkitd d@riina@rid,Hy X M X
ali postoje dvaREOLND N R M D aMosoQrid VeOaeihy KMEzano J43indaktilija u
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VNORSX LQKLELFLMH L Q WpHIUtGaLjd LRVE 6 @ddodMatk@Qkiagp@zd- 2/ P U W L
kaspaze- 3, kaspaze- 6, kaspaze- 7, kaspaze- 8 ili kaspazg- 9 (45

"B,C

Slika 6. Mehanizmi nastanka anomalija prstiju: normalni razvoja $ijaktilija (B,C). Preuzeto iZRFOR
Hernandez0 D Wak énd Luis Covarrubias.Review Article. Interdigital cell death funciimh regulation: New
insights on an old programmed cell death model. Develop. Growth Oi#et1) 53, 245258

Ektrodaktilija ili rascjep dlanova i stopala je rijetka malformacij® M D X N OeNGX [OQNVHH VvV U
dijelove dlanova i stopala D P Rahktiti od jednog paGR VYD XGD 8GUXAHQI
sindaktilijom i oligodaktiljom (smanjeni broj prstiju) UMHVH V SR GIRG/HNIWY Q Q LBEARRP
prstiju) WH QDMpHA& i HopuP ROILIMEEHWD MDVWRJID 3ULVXWQD MH
X G U X a H@jin ano@alijama i sindromima. Nesindromni pacijenti imaju autosomno
dominantno QDVOMHVLYDHDB RLYISROQR & B\DFMMHIQIMWYM B/ SULG
sindromima, dodatno dolazi do gubitka senzomotornog sluha. Ektrodaktifijaj®¥GRJ X aH Q D

s aniridijom i Alportovim sindromon46).

Polidaktilija je nasljedna malformacija udova kojoj je svojstytéfUHNREURMQL SUVWL
po udu) (Slika 7). Podijeljena je u 3 glavna fenotipa: preaksijalni, centralni i postaksijalni.
SUHDNVLMDOQD SROLGDNWLOLMD PHGLM Dh@aitbu $BIOILGDNWL
tipa 8GUXAaHQD MH V GR (hbl BéioBokid P13X) i Shh (na kromosomu 7¢36).
&HQWUDOQD SROLGDNWLOLMD AFHQWUDOQD JUDND?3® SRO
rascjepom nepca, a pojavljuje se u sklopu sindroma. Postaksijalnoj polidaktiliji (lateralna
polidaktilija) svojstven je KL SR S O I WuMpbtpupdsti nerazvien maiSUVW QDMpHAaL
bilateralno,a PRa4H ELWL MHGQRVWOMDOAHQ@D VBRAHPDIWHPDFLNM
8GUXAHQD MH V SRIZ HFARADINRAFAB kXo is SHH nutacijama, MIPOLI i

PITXI (42).
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Slika 7. Razvojne anomalije udova. Preuzeto iz Isabelle Blanc, Antoine &@attlBentoit Robert. Unusual
pattern of Sonic hedgehog expression in the polydactylous mouset tHataimelic extra-toes. Int. J. Dev. Biol.
46: 969-974 (2002).

YLPEHQLFL UDQRJIXUPRYRIMD XGRY D
YLPEHQLFL VWDQLpPQH SUROLIHUDFLMH
1.2.1.1Ki-67-ELOMHJ VWDQLpPQH SUROLIHUDFLMH

Za razvoj udovaNOMXpDQ MH SURFHV VWDQLpQH SUROLIHUDFI
proliferacije je Ki-67, jezgrinaE M H O D QristinalXQWYLP ID]DPD VWDQLPQRJ FLI
0 fazi (47, 48). Do sada je uloga Ki- LVWUDALYDQD X UDQ49p bubEepi RM X KL
(50) i ganglija 651 pPRYMHND GRN VX VOLpPQD LVWUDALYDQMD UD]Y
QHGRVWDWQD ,VWUDALYDQMD X NXOWXUL YodoQitafuD RSLV:
IDODQJDPD S L OdkdnHzlagadmsEdekshriata@onu (52).

1.212.Pro-SRSWRWVNL L DQWLDSRSWRWVNL pLPEHQLFL

SURJUDPLUDQD VWDQLpPQD VPUW LOL EkaSpRZBWRAHD k&Radd | XM H
neovisni put.

Kaspaza-3RYLVQD VWDQLpPQD VPUW

$SRSWR]D MH HQHUJHWVNL RY tatit¢a DRREVOLL YD ¥ WEDSQUNHEEHH (MR P @
JHQD L HQJLPD XNOMXPKMXLRQHYSDBWHOD]H NDVSD]H XOQ
XNOMXpHQH X ]DYU&QH NRU B3\ BoB&IR BaghRzpH RXY X\GIRDY LVRDD Q L b
VPUW MH XRpHQD X UD]JOLpPpLWLP RUJDQLPD SRSXW WLPXVD
kao i u spinalnim ganglijima i drugim ljudskim organima (54,55,56). Do danas, uloga kaspaza

+ SRVUHGRYDQH VWDQLpQH VPUWL MH DQDOL]BLODQD ]D Y
pileta (58), ali ne i kod ljudi.
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AIF- DSRSWR]D LQGXFLUDMXuL pLPEHQLN

Brojni pro-apoptotski signali kojiX W Mh m#tohondrije i uzrokuju propusnost vanjske
mitohondrijske  membrane,SRWILRXN SXaWDQMH SRWHQFLMDOQLK WRN
EMHO D.Qéddardd@HE MH O D @ IDHBYR.SQMR D L Q G X F L LAFMigehetskiP EH Q L N
VWDUL IODYRSURWHLQ NRML VH QDOD]L X PLWiRHRQGULMYV
SURFHV VWDO®LHpYH B8BHWMHAWD X MH]JUX JGMH VH YHAaH ]
neovisnu kondenzaciju kromatina (59,60). PrekomjekfilUDaDM NDWHSVe®D ' XGL
ovim procesom $,) MH JODYQL pLPEHQLN NRMitNnRsGM heurimMd.HUzZN DV S D
ovaj procesVWDQLpPpQH VPUWje pBRpdpigtEKEEM N ® DARojeHbNpadaid Bcl-2

obitelji, a to su Bax i Bak koji sudjeluju u apoptotskoj propusnosti mitohondrijske membrane.
SRUHPHUDM X JHQX R GuzPkuR MR #Hekph énbrionalnog razvoja jer

dovodi do prekida piog vala kaspazaa QHRYLVQH SURJUDPL UBR@IBD W\NW DAR_JpmyH
za vrijeme ranog razvoja sisavaca. Fragmentacija DNA, jedr@ bdM V W D U Laddptoz¢Q D p D M N
pojavljuje se tijekom kaspaza- ovisNeW D QLp@®H VPUWL

AIF je visoko konzerviranaE M H O D Gxqad préed3tBvlja najstariji razvojni mehanizam

VWD QL p @263/ BdssAlh je otkriveno da AlF sudjeluje za vrijeme smrti neurona (36), a

X pRYMHND VD VPUUX VSROQLK SUDVWDQLFD WLMHNRP QD
(64) .

Tunel tPHWRGD GRND]JLYDQMD VWDQLpQH VPUWL

Terminal deoksinukleotid transferaza (TdT) deoksiuridin trifosfat (AUTP) biljeg (TUNEL) je
PHWRGD NRULAWHQMD 7G7 HQ]JLPD |]D NRYDOHQWQR YH]LYL
dvostruko ili jednostruko zavijene DNA u stanicama. Pouzdana je i korisha metoda za
GHWHNWLUDQMH '"1$ RaWHUH Qidtbalha S/eysb@tkipQ HvjatiPbbrade L Q VI
WNLYD XWMHpX QD VSRVREQRVW 7G7 HQORED G MRUQMW®Y\
SRWYUGX '1$ RAWH{INQRDSDVWERBEHNR]¥XHKDQL]DP ]D LGHQW
vrsta stanicke |D SURFMHQX XpLQNRYLWRVWLG6BHUDSHXWVNRJ OLI

P19

7LMHNRP UD]JYRMD XGRYD pRYMHND VWDQLFH L]YDQ VWD
SULND]JLYDOH VX MDNL FLWRSOD]PDWVNL L]JUDabDM LQKLEL
SRILWLYLWHW ELR MDNR PDOHQ X SUROLIHULUDMXULP VW
IDYHGHQL UH]XOWDWL VXJHULUDMX YDAaQR VapoptotEkMQRWH At
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SUROL I HUMbahika @ kaehtrofp broja stanica u epitelu i mezenhimu osnove udova
WLMHNRP UD]J]YRMD NDR &@&WR MH YHU WR GR VDGD YHU E
PLPEH@GANBWXGLMH R SUHNRPMHUQRP LJUDADMX S XSXUX|
SRSUDYDN '1$ S PRAH PRGXOLUDWL DSRSWR]X X]JURNRYL
sisavaca (67) 'RN PRJXuD XORJD S GR VDGD QLMH ELOD LVW
XGRYD X PLaAaHYD V GHILFLWRP VWDQLPQRJ LQKLELWRUD S
AEG (35)

Bax i Bcl 2

Bcl-2 obitel EMHOD QpHY L Qmitohdmiriskup &popfou  regulacijom propusnosti
mitohondrijske vanjske membrane (MOMP§ Wi&odi do aktivacijeL ] Y U keQpdze tj.

apoptoze. AtiIbSRSWRWVNH EMHOD QP Hpyo-@FHAR S /R V& WIRL VL PESH Q L F
%%$; PHYXGMH @poptotskim BCLR homologom 3 (BH3) proteinodo MHODQpPHYLQ|
p53 je direktni BAX aktivator (68).Bcl-2 je anti tapoptotskD E M H O DNJRoM LstiE@8. W L

RG DSRSWR]H EORNLUDMXiuUL QMLKRYX SRVW PLWRWVNX G
,(JUDaAN® X IHWDOQRP WNLYX XJOD WeRRiNkS Rt€rakipMX HSL
VWDQLpPpQH N®9.CBQ (Hel2 Lmddifying factor) knockt RXW PL&HYL SRND]
abnormalnosti oblikovanjgd D S7/D) . lako je Bcl- SURQDYHQ X RVQRYDPD EXG
PLAHYD ]D n)Houol edRdianja71 P L & H Yaktivied$fi Bcl2 gena ne pokazuju

nikakve abnormalnosti udova (72 1DVXSURW WRPH PXWDQWL NRML XEUL
RELWHOML NDR &a8WR VX %D[ L %DN SULND] XM S MU | MWWDANLRYE
LIUDAHQ X GLVWDOQLP GLMHORYLPD XGRY(]D YULMHPH LQ

RIP5 (DSTYK)

5,3 MH pODQ SRURGLFH VHULQ WUHRQLQ NLQD]DjeNNRML VX
VWDQLpPpQLP PHPEUDQDPD Hé&bwWrhdzddym IIKQORRNBR (RYUUDQDVD pOD
FGFR UHFHSWRU ]D ILEURE O DObMEIDQ bl PpR.NPE Bl QR WiExd (Bl I W D
mezenhimu PHWDQHIURVD L WDNR pLQL JODYQX RGUHGQLFX UI
(75). Kod RIP5 mutanata mnogobrojni organi su promijebjenX N O M X p Xdta§ tehopGR Y H
GLMHORP PR&H ELWL REMDAQMHQ QHLVSUDYQRP )*)5 VLJQCL

interakcije i rast udova.
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1.2.1.3.) L E UR E Gnib&niti @ktap njihovi receptori

YyLPEHQLFL UD YV WGEF) [drdalsiaR IR0 e\ abitelE M H O D Gkpjél SR pX UDVW
stanica teVXGMHO XM X & LVANIDHIQPIQVREMEMjWMI Lpoktljivbatl sfadibh. Kao
XQXWDUVWDQLPpQH NOMEDPQDHN P KOFRWXKHOHYDQMX V pODQRYLI
VLIQDOQLK PROHNXOD XNOMXpXMXUuL :QW 2GJRYRUQL VX
organa X N U D O MR¢ja@ubsdl D dva osnovna oblikdNLVHOL )*) L ED]LpL )*)
definirani kao FGF1 i FGF2). Pripadaju velikoj obitelji od 17 gena, od Fgfl do Fgfl7. Svi

b O D QW Yhiteli GLMHOH ]QDpDMQH DPLQRNLVHOLQNMKIeVHNYHQ
-HGQRP RWSXaWHQLH ]YWA&D|E BEaptorg {FGFRN D R & WindekdrX

glipikan ili perlekanQ D VW D QL p QRilk@ipaherdd B XV W D Q (egt@éellviay D U L
matrix ili ECM). Vezanje FGF-ova na FGFR receptdRRODNAaDYD SUpMEn@RYV )*)
dolazi do transfosforilacije i aktivacie RAS RYLVQRJ XQXWDUVWDQLpPpQRJ
Tijekom razvoja, Fgf2 je prisutan u ektodermu i mezodermu, dok su Fgfrl i Fgfr2 prisutni

samo u mezodermu.VWUDALYDQMD QD HPEULM Xu &hdébi nmerahizondH WD SR
oblikovanja udova evolucijski konzervirani. Signali iz AEG su kontinuirano potrebni za
proksimo-distalni rast udova, dok je Shh proizveden u stanicama ZPA glavni posrednik
SRODUL]JLUDMXUH DNWLY QR \ux\G Xaht&dpdsteddinkXo€.LMINT 7R DD LN R Y D
VH L]JOXpXMH L] GRU]DOQRJ HNWRGHUPD L GMHOXMH SXWFH
mezenhimu, igra¥ D aubiu u oblikovanju udova uz Xdarzoventralne osi.

Od 17 poznatih FGF gena 4 se eksprimiraju u AER (Fgf2, Fgf4, Fgf8, Fgf9), a dva u
SRGOHAHUHP PH]HQKLPYedinUFGFJHIQL pIEWHH ®XQpHYWQH L]JUD
AER, poput FGF2, FGF4 i FGF8 mogu zamjeniti AER u zametku. FGF koji se stvaraju u

AER imaju dvije glavne funkcije: pYD MH SRWLFDQMH VWDQLpQH SUROL
VWDQLFD X PHJHQKLPX SXsSIRGEWNLY EXGXUIKQNKFAMD MH RGU
6 KK EMHODQ p HRKo @libitak fard®ije FGF8 u AER mutUD QH & lokK&RMeLQMH S
DQRPDOLMH NRVWXUD R RED JRUQMD.L GRQMD XGD XOMXDp.
FGF10 je jedan od gena ] U D aHr@ekzehhimu distalnog dijela pupolika udova, koji igra
NOMXpQX XORJX X YUOR b @ribbljulptije pojpvMeYAER. OF-GRI® yen

S R Wanp kst pupoljkae djeluje preko FGFR2 u kasnijim stadijima razvoja. Nakeu
mezodermu, dok s§*) X QDGOHAHUHPS HN\NERGBIUPXELWDN, IXQNFL
FGF9, FGF17 nenpa utjecaja na oblikovanje uda (76).
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FGF2 MH SRSXW GUXJL KifogePiEangogéhD neubottrdthDfaktor, kol H LJUDAaHQ

u brojnim tkivima i U D ] O Ltipavima Stanica tijekom razvoja XNOM Xp XM XuL SXSROMEL
uda. Najbolji dokaz za to su eksperimenti gdje su transplantirane kuglice natopljene FGF2
mogle dijelom zamijenitit signalnu aktivhost AER. Proliferacija mezenhimskih stanica
SXSROMND Epxstojlalie X XBWRPp RGVIWQRVWL $(5

FGF8 MH pLPEHQLN UDVWDAEGHW D&WRYXAH WMOYRADM )*) SUHW
drugim pLPEHQLND UDVWD &WR JR ¥FEBR3LmX jeSitstveni Junpdij@ W HQ L FL
ranom razvoju udova)*) MH PLWRJHQ NRML SRWMHpH L] $(5 L VWLP.
uda (78). Inaktivacija FGF8 u ektodermu tijjekom ranog embrionalnog razvoja uzrokuje
]QDpDMQX UHGXNFLMX SXSROMND E XiGneizdhdimiGB R RIGHH®Y R Q M
regulaciu FGF4AL]UDADMD V SHpvmaMéhGili p@aRiPmVSHFLILPpQLK GLMH
skelHWD )*) MH MHGLQL SR]QDWL pODQ )*) RELWHOML X $(*
udova (79) kaoONOMXpQL UHJIX O DWRWM IU DY /P RXGRYPRWLpPpH REOL
EXGXUHJ XGD Q Hhjpfovlra®R@.FEEBYD XAaL NDR HQ G Rulikd@ahjaS RN U H W
XGRYD X SLOHWD QD QDpLQ QD SRWLpH L RGUADYD UD]YR
PRUIRIJIHQLPD NDR ,++ NRML VX YDAaQL ]D KRQGURJHQH]
EXGXULK SUVWNMENMULPHQW LprinieMiLkuliseOnitoplexii KGREom u

slabinVNR S R GS. RMgdrtjideraciju mezenhimskih stanickE XGXuHJ XGD L REOLN
HNWRSLPpQRJ JUHEHQD a&WR YRGL Xidd (8WBR)SMNds@rot RBEEO LNRY D
primjena inhibitora FGFR dovodi do reduciranog broja falangi.

FGFR1

OHyX EURMQLP pLPEHQLFLPD XNOMXpHQLP X NRQWUROX SL
PODQRYL RELWHOML ILE UREDDRAYEIsLUEDpLP BEM®& LMD NWRD Y W0 X
VWDQLPQRM SUROLIHUDFL({83),akoiakd BkEirM hjiHovignlveradjehQia L M D F L
receptore obitelji tirozin kinaze (FGFRs) (84 ,VWUDALYDQMD QD NRFN RXW PL
GD MH )*)5 JHQ QD YUKX KLMHUDUKLMH JHQV N Hadijg-HuJ XODFL |
SXSROMNX EM®BXUHJ XGD

)*)5 SRWLpH UDVW GXa S&jRNHRPIKRIG/MND DI EHLRVWIQMH SRS X(
SUHNXUVRUD RGUADYDQMHP SUHALY OMD Yrijl@Widentitét/ DQ L FD

vjerojDWQR SUHNR DXWRQRP QHLYWDEA®@MO H, RIH XX GERMMIEK 1§ K KX C
SXSROMND E KjeyruviHaktuxi Glidikovanju (§6Delecija gena za FGFR1 u ranijim

razvojnim stadijima (prije pojavd DGHEOMDQMD PH]HQ kKekzuttita &Milfpixiit HI X GI
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UD]YRMQLP SRUHPHUUDM L PodimaliNmR kivo)erhtAER p snvenjevijen SHEH)
LlUDabDMD L RGVXWQR&aUX YHUHJ GLMHOD VNHOHWD NRG D
VWDQLPpQX SheBORIWUDHLMWMXDQLPQX VPUW L GRYR&& GR SR
XNOMXpPpHQLK X DSRSWR]Xrajy*y D a)mgu\WlLrar@m @kvoju udova ali

XWLpX L QD NDVQLMH VWDGLMH UD]Y R ManjeXi®RikavanjeK NO M X p
prstiju (87).

DokmL&HYL V GHOHFLMRP )*)5 X SXSRPiMdfLrEddciEaXi GKEELK XGRY
promijenjeneSXSROMNH EXGXULK JRU&lbstatkon pEsiQ Shhi€reX-GIRRL D
PLakMau QRUPDOQX YHOLPLQX SXSROMND EXOO)XEGFR1IXeGD DOL
negativan regulator rasta kostiju u duljinui*)5 MH L]JUDAaHQ X NRQGHQ]LUDMX:
UDQRJ VWDGLMD UD]Y R NM®losakz8dn @M Nebhdhdr&nom i gerdahom

tkivu (90). Za razliku od FGFR2 , FGFR1 je odsutarSIR Y U & LepiteN Q1.

Mutacije FGFR receptora uzrokuju agenezu ili ozbiljnu dizgenezu buleegfanormalnosti

udova. FGF signalizacija je potrebna za rast i oblikovanje velikog broja organa kao i udova

(92) i vrilo MH V OR & H®Q42 rhbogoBRrojéi ligandi i izoforme receptora preklapaju
prepoznavanju (93,94). Uz to, neadekvatnL ] UBGFD Meadekvatna aktivacija FGFR je
XGUXaHQD V UD]OLDpranjgaams DORRIGIR&EANIHRLP VWDQLpPQLP
tumorogenezom (ahondroplazija, kraniosinostoza) (95)

1214 TranNULSFLMVN{AMBX P MB)XQA F L

Msx homebox geni kodiraju transkripcijske faktore koji kontroliraju organogenezu i tkivhu
interakciju za vrijeme embrionalnog razvoja (96). Msx1 i Msx2 su visbKHdJ D gehiQuL

AEG-u L SRGOHAaHUHP PH,&®isutnPod najEaRijhBtadija oblikovanja udova
.OMXpQL V Xoblik@/anfaritovaxus X & V'Y H DWstrukiRivtianti za Msx1 i Msx2
LIUDADYDMX R]EL @@ MRt e 6vih DI RPpLWXMX VHI ROLJRG
IRUPLUDQMHP , MMAR D/ F6 IRV Q) W B X W X S BdvddiBakijg BWID %P S
NRMD MH QDGUHYHQL OV[ JHQLPD D XQXWDU JKOB®NH NDVN
U normalnom razvojnom uda ekspresija Msx-1 gena zahtjeva prisutnost funkcionalnog AEG

u distalnom mezenhimu @aWR VH QH RGERVL QD 0V]

IzmijenjenL L] UdeaeDKRdji kodiraju transkripcijskep L P E H RdxM HVisx-2 dovodi do
SRUHPHUDMD )*)5 (¥Q0).(ZB QrljdrbeFraine Haze razvoja, Msx-1 i Msx2 su
normalno prisutni X UD]JOLpPLWLgRB MHN VKLIXINOMXPpHQL X NRQWUROX
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populaciaL RGUADYDQMHP VWDQLpPQRJ SRiWUHQ&EMM-DIOBX-27 DNR X |
VX L]JUD&HQL AEGSR GRGMVHMEerLhithu, dokSRUH PHitdRJ LJUDADMD
inducirgu REOLNRY DQMAEGtN ReBeherptriv dotencijal vrhova prstt DNjR y H U
povezan SLIUDADMHRB td) SRGUXpMMEON.GR ¥0DobaJHQD LPDMX VSHFLI

ulogu u razvoju glave i vrata te razvoju zuba (102,103,104

2. CILJEVI | HIPOTEZE
21. &LOMHYL LVWUDALYDQMD

&LOM LVWUDALYDQMD MH SULPMHQRP HOHNWURQVNH PLN
PHWRGH GYRVWUXNH LPXQRIOXRUHVFHQFLMH X KLVWRORA&N
UD]YRMQRJ WMHGQD LVWUDALWL

1) ProstornoYUHPHQVNL VOLMHG SUROLIHUDFLMH X SRGUXpM
interdigitalnih prostora te epitelu AEG-a, kao i promjene u proliferacijskom indeksu
SULPMHQRP VWDWLVWLPNLK PHWRGD

2) SBRVWRMDQMH GYDMX SXWRY DvidhtgD QlEpp@dhogvputalV L W M
mezenhimu i epiteludovatijekom diferencijacije falangi i odvajanja prstiju .

3) Raspodjelu i KOHNVSUHVLMX pLPE2Q LpNj@&inm$stahicahd Gsnove
XGRYD NRMRP VH RGUHYyXMH VXGELQD VWDQLFH WM S|

4) 9UHPHQVNX L SURVWRUQX UD VYRR & VHHIO & Do LREMH Q DN 1D RULL
na rast i diferencijaciju udova.

5 2SLVDWL XOWUDVWUXNWXUQH RVRELWRVWL VaWDQLFD .

mezenhima.

22.+LSRWH]H LVWUDAaLYDQMD

3UROLIHUDFLMD RPRJXUDYD UDVW OMXGVNLK XGRYD L SUV
GUXJH YUVWH 3RVWRMH GYD PHKDQL]PD VWDQLpQH VPUWI
PRYMHND RDWSDAF #HRYLVQL SXW - \REDGRMIMBLANDR L pLPEF
LPDMX VXSURWDQ XpLQDN QD DSRSWR]X L SUROLIHUDFLMX

kontroli normalnog oblikovanja udova.
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3. MATERIJALI | METODE

3 6DNXSOMDQMH WNLYD L RGUHYLYDQMH VWDURVWL ]DPH)

(PEULRQDOQR L IHWDOQR WNLYR NRULAWHQR X RYRP LVW
GRSXaWHQMH (WLpPpNRJ SRYMHUHQVWYD .OLQLpPpNRJ EROQLDI
6YHXpLOLAWD X 6SOLWX D X VNO DI5)XN&kDn vanj€kvd ppe@daP G HN
]DPHWND VYL PDFHULUDQL L OR&@H RpXYDQL X]JRUFL HPEULT
zametka procijenjena je mjerenjem tieh®GDN L XVNODYHQD V &DUQHLJILH V:
GREL ]DPHWND NRMD VH WHPHOM) URUpnd°|R ahbRzDaR@ jd 1& N UL W
normalnih zametaka, od 4. do 10. razvojnih tjedana starosti (gestacijske dobi). Zameci su
XJHWL L] NROHNFLMH KLVWRORANLK UH]JRYD OMXGVNLK WNL
KLVWRORJLMX L HPEULRORJLMX OHGLFLQWBRcA 1I)DNXOWH
Mikrosekcijom su u embrija starosti 4. i 5. tiedana odvojeni gornji od donjih dijelova tijela te
uklopljeni zajedno s udovima, dok su kod starijih embrija i fetusa udovi resecirani tj. odvojeni

od ostalih dijelova tijela (trupa). Tkivo je fiksirano u 4% paraformaldehidu u fosfatno
SXIHUX 3%6 GHKLGULUDQR X SURpLAUHQRP HWDQROX L
debljine 7 P L]JUH]DQL X SRSUHPQRM LOL X]GXaQRM UDYQL
WULHWRNVLODQRP REUDYyHQD SUHGPHWQD VWDNDOFD WHEH
mikroskopom (Olympus, Tokyo, Japan). Svaki 10. rez obojan je hematoksilinom i eozinom u
VYUKX RULMHQWDFLMH R UD]JLQL UH]D L SRWYUGH RpXYDQI

Age (weeks CRL (mm) Carnegie stag  No.

4 5 12 1
5 8 15 3
6 14 17 2
7 21 20 4
8 27 22 4
10 36 27 2

7TDEOLFD %URM L VWDURVW HPEULMD NRUL&GWHQLK X LVW
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3.2. Imunohistokemijske metode

Nakon deparafiniranja, rezovi su uronjeni u 0.3% H202 u PBS kroz 10 minuta zbog
VSUMHpDYDQMD DNWLYQRVWL HQGRJHQH SHURNVLGD]H L\
citrata 17 minuta na 9. 1DNRQ KODYyHQMD QD VREQX WHPS&HUDWXU
PLAMLP SURWXWLMHORP 0 '$.2 *ORVWUXS 'HQPDL
Bcl-2 (1:50, M70001, DAKO, Glostrup, Denmark) i aktiviranom kaspazom-3 (1:1500,
AF835, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 1 sat na sobnoj temper@tahlica 3.

Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi su inkubirani sa biotiniziranim sekundarnim protutijelom
Streptavidin-Biotin Peroksidaza Sistem (K0690, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA)

kroz 30 min, isprani u PBS i bojani diaminobenzidinom (DAB). Rezovi su isprani u
destiliranoj vodi, obojeni hematoksilinom i dehidrirani u etanolu i ksilolu. Pozitivha kontrola

za Ki-67, Bcl-2 i kaspaza-3 bojenje bili su druga tkiva unutar istog reza za koje je poznato da

VH VSHFLILPQR RERMH QDYHGHQLP SULFRWR ke SIRWXWL
SULVXWQR X VOXpDMX NDG VX UH]JRYL ELOL LQNXELUDQL \
SULPDUQLP SURWXWLMHOLPD 6OLNH VX GRELYHQH NRULZE
Diagnostic Instruments, USA) stavljene na mikroskop Olympus BX51 i uz upotrebu SPOT

softvera
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Tablica 2. Primarna protutiela NRULAWHQD X LVWUDALYDQMX

'RPDU 5D]UahYy 3URL]YRYDD

Protutijelo

Ki-67 oLa 1:100 DAKO Glostrup, Denmark
M7240

Bcl-2 oLa 1:50 DAKO, Glostrup, Denmark
M70001

Bcl-2 oLa 1:50 DAKO, Glostrup, Denmark
M-0887

Bax Zec 1:600 ChemiconR International, Inc.
kaspaza -3 Zec 1:1500 R&D Systems, Minneapolis,
AF835 MN, USA

MSX-1 Koza 1:300 Abcam, UK

protutijelo

ab93287

anti tFGFR1 oLa 1:300 Abcam,UK

protutijelo ab824

anti-MSX- Zec 1:300 Abcam, UK

2/Hox8

protutijelo

ab190070

anti £p19 INK4d Zec 1:100 Abcam, UK

protutijelo

ab102842

antiKi-67 Zec 1:50 Abcam, UK

protutijelo

al260

anti-RIPK5 Zec 1:500 Abcam, UK

protutijelo

ab153997

protutijelo FGF8 Koza 1:300 R&D Systems, Minneapolis,
AF-423-NA MN, USA

FGF2 Zec 1:500 Abcam, UK

Ab8880
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3.3. Kvantifikacija stanica pozitivnih na Ki-67

=DPHFL UD]JOLpLWH VWDURVWL WM UD]YRMQRJ VWDGLMD D
SUDUHQMD SURPMHQD X SURBGVIIHNVIDYFQIVKL WWWD QEHBFRMX WINL Y L
razvojne starosti. Za svaki razvojni stadij napravljena je kvantifikacija za 2 gornja i 2 donja
XGD 5DpXQDQMH VYLK VHULMVNLK UH]JRYD pLWDYLK XGRYL
tiednu, dok je za starije razvojne stadije (7. i 8. razvojni tjedan) slikano po 10 slika iz
RGJRYDUDMXuLK SRGUXpMD VYDNRJ XGD %URM VWDQLFD
QHRYLVQD LVWUDALYDpD D VWDQLFH VX NODVLILFLUDQH N
VWDQLFH %URMDQMD VX SURYHGHQD X]GXa& KLVWRORANR.
SRYUALQVNL HSLWHO PH]JHQKLP L KUVNDYLFX '3B62)7 YHU]
VYDNRJ UH]D QD N2XD@GURWR YSROALPSRYHUDQMHP [ 8 VYDN
NYDGUDWD LIUDpXQDW MH SIRVOVRWDN (RNDWLYQHK QWANDD (
standardna devijacija. Podaci su analizirani Mann-Whitney testom, Kradkallis i Dunn's

SRVW KRF WHVWRP 6WDWLVWLpPpNL ]QDpDMQD YULMHGQRVW

3.4. Polutanki rezovi i elektronska mikroskopija

Svi udovi ili dijelovi udova fiksirani su u 4%-tnom paraformaldehidu u 0.1 M fosfathom

puferu (pH 7.2) tijekom 24 sata na £ te su nakon dodatne fiksacije u 2% osmium
tetroksidu uklopljeni u LX 112 Embedding kitu (smoli) (Ladd Research, Williston, USA).

Polu tanki rezovi (debljine In) obojani su Toluidinskim modrilom. Ultratanki rezovi uzeti

L] RGUHYHQLK SRGUXpMD RERMDQL VX XUDQLO DFHWDW
mikrofotografije su dobivene slikanjem u JEOL 1200 EX mikroskopu (JEOL, Tokyo, Japan).

3.5. Dvostruka imunofluorescencija

'D ELVPR LVSLWDOL SULVXWQRVW GYDMX SULPDUQLK SURW
NRULAWHQD MH HAimimfudreseenBljy (TdblX&N3). Rezovi su inkubirgaan

sat sa sekundarnim fluorescentnim protutijelom u tamnoj komori. Za dvostruko
imunof OXRUHVFHQFLMVN R ERbBMBdaMIMaUINdRitddr@idrbQitijela koja se
inkubirala jedan sat, a nakon ispiranja PBS-om, doddld N RPELQDFLMD RGJRY
sekundarnih protutijela i inkubiran® DNRyYyHU MHGDQ VDW 1DN-RBQ |DGQM]I
rezovi u uklopljeni u medij za uklapanje (ImmunoMount, Shandon, Pittsburg, PA, USA) i
pokriveni pokrovnim stakalcem. Analizira@H VH ORNDOL]DFLMD SULPMHQMHC
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Stanice koje HDJLUDMX V RGJRYDUDMXUUg P sékéhBaBnodd itofujela SUL P D
imale su crveno obojenu citoplazmu i plavu jezgru. Stanice koje nisu reagirale
RGJRYDUDMXULP NRPSOHNVRP SULdhOha@RU DARIfEN XXQPS DUQRJ
diamidino-2-phenylindiole dihydrochloride-DAPI, D1306, invitrogen Molecular Probes Inc,
Eugene, OR, USA) plavo obojenu jezgru. Preparati su pregledani fluorescencijskim

mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) i slikatn DP71 digitalnom kamerom.

IDNRQ KODYyHQMD QD VREQRM WHPSHUDWXUH KLVWRORA&N
SULPDUQLP SURWXWLMHOLPD RGYRMB®QRI Ba® (rabbitR@JRYDUD
mouse 1:600; Chemicéninternational, Inc.)kaspaza- DNWLYQR JHpMH SURWXWLN

LOL PLaD $) 5" 6\VWHPV OLQQHDSROLV 01 86% N
SURWXWLMHOR DE $SEFDP 8. FGFRA lgrotutfetRQ RN O R (
DE $EFDP 8. ]JHPpMH -BRPIHHG R@Difed R1:3DQ W L

DE $EFDP 8. JHPpMH SRDUNARDDG®R1DA V102842,
$EFDP 8. PLAMH PR QRN ORLR/DQRL DA DR DE $EFDI
poliklonalno anti5,3. SURWXWLMHOR DE ofidklemafo 8. L R

protutijelo FGF8 AF-423-NA, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) (Tablica 3). Nakon
ispiranja. u PBSX UH]RYL ]D LPXQRIOXRUHVFHQFLMX VX LQN
sekundarnim protutijelima(T-862, Jackson Immuno Research Lab., PA, USA, sc52090

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA and Texas Red, sc-2780, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USBonkey Anti-Goat IgG H&L Alexa Fluor 488

(1:400; ab150129, Abcam, UK), Goat Anti-Rabbit 1IgG H&L Alexa Fluor 488 (1:300;
ab150077, Abcam, UK), Donkey Anti-Mouse IgG H&L Alexa Fluor 488 (1:400; ab150105,
Abcam, UK), Goat Anti-Rabbit IgG H&L Alexa Fluor 594 (1:300; ab150080, Abcam, UK),

QD VW '1$ VSHFLILpDQ |0 RdigtidnB-2H HQUPHQERPQGH3, MH N
zaERMDQMH MH]JJUH 5H]RYL VX SULSUHPOMHQL RVXaHQL Q
(Immuno-Mount, Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, USA) (Tablica 3).
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Table 3. Sekundarna protutiela NRULAWHQD X LVWUDALYDQMX

Protutijela 'RPDil 5DJUMHY 3URL]YRYDbD

Fluorescein Koza 1:200 Chemicon, Temecula,

isotiocyanat+FITC CA,USA

Ap132F (AP132F)

Rodamine Koza 1.200 Jackson Immunoresear

AP124R Lab, PA, USA

Streptavidin Alexa Koza 1:500 Invitrogen Molecular

Fluor 488 Probes, Inc, Eugene, Ol
USA

Biotinylated anti- Koza 1:100 Santa Cruz Biotechnology

mouse secondary Inc., Santa Cruz, CA, USA

antibody sc 2039

Texas Red sc-2780 Koza 1:200 Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz, CA, US4

Donkey Anti-Goat  Magarac 1:400 Abcam, UK

lgG H&L Alexa

Fluor 488 ab15012¢

Goat Anti-Rabbit Koza 1:300 Abcam, UK

lgG H&L Alexa

Fluor 488 (;

ab150077,

Donkey Anti-Mouse Magarac 1:400 Abcam, UK

IgG H&L Alexa

Fluor 488 ab150105

Goat Anti-Rabbit Koza 1:300 Abcam, UK

lgG H&L Alexa

Fluor 594 ab15008(

Pozitivna unutarnja kontrola na FGF2, FGFR8, FGFR1, MSX-1, MSX-2, Ki67, p19 and RIP5
(DSTYK) bilo je obojenje drugih tkiva u istim rezovima primarnim protutijelima. Bojenje nije
SULPMHUHQR X UH]RYLPD LQNXELUDQLP VDPR Villa VHNXQC
NRULAWHQD VDPR SULPDUQD SURWXWLMHOD OLNURIRWRJ
(SPOT Insight, Diagnostic Instruments, USA) koja se nalazi nalazi na mikroskopu Olympus
BX51 20\PSXV 7RN\R -DSDQ WH X] SRPRilU 632u CéIRIWYHUD
6SRW $GYDQFHG VRIWYHUX D IRWRJUDILMH REUDyJHQH X $C
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3.6. TUNEL metoda

Za dokazivanje fragmentacije DNA u apoptotskim stanicama, TUNEL metoda (Fluorescein
FragEL DNA Fragmentation Detection Kit, Calbiochem, USA) je kombinirana s bojenjem S
RYpMLP SURWXWLMHORP QD $,) $) 5" 6\VWHPV (
LQNXEDFLMH V QDYHGHQLP SURWXWLMHOLPD UH]RYL VX E
na zraku i pokriveni pokrovnim stakalcem (Immuno-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, USA)

te analizirani Olympus BX51 mikroskopom (opremljen digitalnom DP71 kamerom).
OLNURIRWRJUDILMH VX VOLNDQH SRPRUX 20\PSXV &HOOS$ VF
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4. REZULTATI

4 2SUH NDUDNWHULVWLNH UD]JYRMD OMXGVNLK XGRYD

U4 tedn uHPEULRQDOQRJ U Db Wreddj@ steRcy kataNoDjavljuju se osnove

XGRYD NRMH pLQH L]JERPLQH L]JJUDYHQH RG VUHGLAQMHJI
epitela. Epitel pokazuje blagoRINDOL]JLUDQR |J]DGHEOMDQMH X SRGUX{
ektodermalnog grebena (AEGngl. AER. 8 UD]JYRMQRP WMHGQX XGR"
PHIHQKLPVNRP VWDGLMX UD]JYRMD DOL VX QH&A&WR GXOML >
XGRYD NRML MH L]JJUDYyHQ RG PH]JHQKLPD SRND]J]XMH EODJR
EXGXULK KUVNDYLFD GRN MH PDUJLQDOQD YHQD VPMHAaW
UD]YRMQRP UD]GREOMX SR GU X pdéfitirén(c (IMkd 8BHAWR GHEOMH L

Slika8. 5D]YRM OMXGVNLK XGRYD L]PHVyX UD]YRMQYPRMORIHWE K M G Q B X GV ML
VDVWRMH RG VUHGLAQMHJ PH]JHQKLPD LW HLRd FSHRUNZL]E WINIR S RHpNHWYRERH JUDREDHC
X SRGUXpMX DSLNDO Q Rda.HrMERGj$ke/RADBDQLEH NH KRPHQH X HSLWHOX L Pt
Polutanki rez, Toluidinsko modrilo, bar = 25n. (B) U 5. razvojnom tjednu gornji udovi sastoje se od
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VUHGLaAQMHsko® BIIHVQHKQAP P WRPMULYDO®WAX YHQX Y L c@b@B@H&HUHJ SRY

Hematoksilin i eozin bojanje, bar = 108n. (C) Ljudski donji ud u 6. razvojnom tjednu pokazuje demzaciju

mezenhima (m) koji VDGUAL SHULIHUQL ALYDF Q X VYRP HBMIURNNQPDB JRB HEL

(strelica) oblikj X t$(* GRN VXAHQMH RGYDMD UD]OLpLWH GLMHOEDH XGRYD +
m. (D) Gornji udovi u 7. razvojnom tjednu pokazuju prisstnE UVNDYLPpQLK IDODQJL X eEXGXULP ¢

su odvojene mezenhimom (m). Toluidinsko modrilo, bar = 280 (E) U 9. razvojnom tjednu, susjedni prsti (f)
VDGUAH KUVNDYLpQH IDODQJH SUHNULYHQHRERVMHIXMPREDEP +HPDWRN\

7LMHNRP GDOMQMHJ UD]JYRMD ]IXVQXUD PH]JHQKLPVNLK \
osnova udova PLPMHUXMX VH GYD NUXaQD VXaHQMD NRMD RG
SRGODNWLFD Q Bbke BQY.WIL kabnijind BakvDjnim stadijima, mezenhimska
]IXVQ XpDVH if&éhdigju W Hhrsavicu (Slika 8D), a potom u kosti udova odnosno
SUVWLMX .UDMHP UD]YRMQRJ WMHGQD UD]JGYDMDQMH S|
se preostali okolni mezenhim diferencira u tetitel. aLUH LOL YH]JLYQR WNLYR 60l

4 6WDQLPpQD SUROLIHUDFLMD W L MFpbzRFMeddiidXeRMD XGRYD X

U 6. razvojnom tjednu, brojne stanice u osnovama (pupoljcima) udova su u procesu diobe
PLWR]H WM SRVWRML Y H G NbzitErhRstaniSal) ke Isé thaldze) DM X U L K
PHIHQKLPX L X SRYUALQVNRP HSLWHOX XNOMXpXMXuL $(*
PHIHQKLPX LVSRG SRYUALQVNRJ HNWRGHUPD D PDQMH SU
udova (Slika % 8 UD]YRMQRP WMHGQX SUROLIHUDFLMD GREL
GODQRYLPD L VWRSDOLPD X LQWHUGLJLWDOQRP SURVWRU
VX ULMHWNH X SRGUXpMLPD GLIHUHQFLMDFLMHSRPNWDRYL b C
LQYDJLQDFLMD SRNURYQRJ HSLWHOD PRaH VH XRpLWL QD
(Slika 9B). U 8. razvojnom tjednu, proliferacije u osnovi udova je manja u usporedbi sa
UubQLMLP VWDGLMLPD +UVNDYLPpQH IDODQJH VX GREUR REC
VWDQLFD GRN RNROQL PH]JHQKLP L SRYU&ALQVNL HSLWH
proliferacijsku aktivnost (Slika 9C). Polutanki rezovi kroz osnove udova u razvoju pokazuju
EURMQH DNWLYQH PH]HQKLP D OCo@Hukfomaxsdant fezgrovh, MaBnd D N W H
LIUDAHQLP QXNOHROXVRP L GXJLP FLWRSOD]PDWVNLP Q
NDUDNWHULVWLpPQR UDVSRGLMHOMHQLP NURPRVRPLPD YLG

i u elektrotronskm mikroskopu (Slika 9, E).
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Slika 9. 3UROLIHUDFLMD X EXGXULP OMXGYVN IDA YRR DVM B G QXU @ WMILN R BX
proliferacijske staniceVD VPHYH RERMHQRP pokithe REPKieV, WKdjel 6uLradpodijeljene u
HSLWHOX $(* L SRGOHAHUHP PHJHQKLPX P ,RRORKLNGRNHPDMYNRDRBF
Ki-67, bar = 250 m. (B) Gornji ud u 7. razvojnom tjednu pokazuje relativno nizal proliferacijskih stanica
pozitivnih na Ki-67 u hrtNDYLpQLP IDODQJD DU BNEW LWPHYH R/ERE stghide BUROLIHU
interdigitalnom mezenhimu (m) i epitelu (e). Plitku invaginaci@RYU&LQVNRJ HSIMAHOD VWU
interdigitalrog mezenhilDF SUHGVWDYOMD SRp.HOWWMDN NDG $ B MBDQIMPM B UYRIN.DX M X JLU
PHIJHQKLPD P NRML VDG tijgie WOVD QR M) HYHDR O HI HEBlb e @alaRdi pratijlk UV ND Y L |
() s jako malo proliferacijskih stanica. Imunohistokemijsko baem Ki-67, bar = 100m, umet& bar = 10

m. (C) Gornji udovi u 8 D]YRMQRP WMHGQX SRND]XMX KUVNDYLp@WH IDODQ.
proliferacijskim stanicama, dok okolPHJHQKLP P L HSLWHO VDG U®HApivlifeativMiPHYyH RER
stanica (strelice).8 R p D Y D BuKokV iHterdigitalni prostori koji odvaja susjedne prs@HOLND SRYHUDQM
pokazuju proliferacijske stanice (strelice) u epitelu (e) i mezenhimulifm)ohistokemijsko obojenje na Ki-
67, bar = 250 m, imetak bar = 25 m. (D) 4. razvojni tjedan, mezenhim gornjih udova s jeadom
proliferacijskom stanigm (strelica) koja MH VPMH&aWHQD LgkhHsyaxic® &h] svjethje. Bbojenom
jezgrom. Polutanki rezovi gornjeg uda, bojenje Toluidinskim rnhmay bar = 10 m. (E) Ultrastruktura

proliferacijske stanice (strelica) s tamnim obojenjem jezgre u embripnstatjedana. TEM, bar = 0,25n.
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4 6WDWLVWLpPpND DQD@GLpazitSiihR@iiddtHULUDM XULK .L

U 6. razvojnom tjednu udio Ki- SR]JLWLYQLK VWDQLFD MH YUOR YLVRN
UnXWDU SRYUALQVNRJ HSLWHOD VWDQLFD VX X VWDGLM,;
OHJHQKLPVNH VWDQLFH SRND]XMX YHUL VWXSDQM VWDQL]pC
bilieg Ki- BUROLIHUDFLMVNL LQGHNV MH ]QDepizM @devay LaL X
WLMHNRP UD]JYRMD 8QXWDU PH]J]HQKLPD SURNVLPDOQLK GLI|
GLMHORYL SRND]XMH NDUDNWHULVWLNH SRpHWQH KRQGUR
niskim proliferacijskim indeksom od 27%, dok okolfte WHO L PH]JHQKLP LPDMX ]C
SUROLIHUDFLMVNL LQGHNYVY QHJR KUVNDYLFD 8 SRGUXpMX
]QDNRYD RKUVNDYLpHQMD IDODQJL SD MH VWRJD SUROLIHU
se smanjuje u svim tkivnim komponentama osnove udova. Dok se u epitelu nalazi 27%
SUROLIHULUDMXuULK VWDQLFD PH]JHQKLPVNH VWDQLFH VDG
WNLYR EXGXUuULK |DO B6Q pbzitwimhGdthaita. Proliféracija u mezenhimu je
]QDpPpDMQR YHUBIuQ@HRskavicK LHS Ltj®dnu, proliferacija epitela raste na 42%,
QDURpPLWR X RQLP GLMHORYLPD HSLWHOD NRML SRNULYI
mezenhimu udio Ki- SR]JLWLYQLK VWDQLFD UDVWH QD RPRJXU
dok je u hrskapQLP IDODQJDPD SUROLIHULUDMXULK VWDQ
SHULKRQGULMX , X RYRP UD]YRMQRP VWDGLMX RVQRYH X

proliferacijski indeks u usporedbi s epitelom i hrskavicom (Slika 10).

M epithelium

B mesenchyme

% of Ki-67+ cells

W cartilage

6w 7w 8w

weeks of development
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Slika 10. Raspodjela stanica pozitivnih na Ki- X EXGXULP OMXGVNLP XGRYLPD LDPPHYVX L
AaHVWL WMHG D &lan @w), ¥sthztjedanwBm). Podaci su prikazani kao srednja \agedn SD. Plavi
stupac-epitel, crveni stupac-mezenhim, zeleni stupac-hrskavibd. O LN D ] Q D p D MW@aRis/aNd_DuntgX V N D O
SRVW KRF WHVW MH RGUHYHQD NDR S S

4.4. Kaspaza- SRILWLYQH DSRSWRWVNH VWDQLFH WLMHNRP UD]Y

U 6. razvojnom tjednu, apoptotske kaspaza-3 pozitt&/ DQLFH XRPHQH X PH]HQ
HSLWHOX RVQRYH XGRYD XNOMXpXMXuL $(* $SRSWRWVNH
DSRSWRWVND WMHOH&FD VDGUADYDMX VPHYH RERMHQH
citoplazme raspadnutih apoptotskih stanica (SlikallA). U tom stadiju, skupine apoptotskih
VWDQLFD VX QDMEURMQLMH X SURNVLPDOQLP GLMHOR
QDMYMHURYDWQLMH R GJR SikaD1BY.]¥simQkepiaz®R3Vlopi@miv R Q L
DSRSWRWVNLK VWDQLFD HSL Witdréne, henkhlati@i bifojéne*jexgieG U AD Y
jezgrine fragmente koji su kaspaza-3 negativni (Slika 11A, B). U 7. razvojnom tjednu broj
kaspaza - SR]LWLYQLK VWDQLFD UDVWH QDURpPLWR RNR SRpH
PHIHQKLPD VPMHAWHQLK L]QDG EXGXULK LQWHUGLJLWDC
odvajanje prstiju. Skupine apoptotskih stanica ili njihovih fragmenata nakupljaju se na
SRYUELQL HSLWHOD L X SR G0OQ. dkkekdinPdaRriepHaQudja P8xazeofdil N D
tiedan), za vrijeme procesa odvajanja prstiju, skupine apoptotskih kaspaza-3 pozitivnih
VWDQLFD XRpHQH VX X PH]JHQKLPX L]SRG SRYUALQVNRJ HS
X]GXa SRGUXpMD RGY DNDP PoMtBnksrg26WKrdd ezénbitmMdghove udova

otkrivaju svijetlu, eukromatsku jezgru mezenhimskih stanica s istaknutim nukleolusom.
SRMHGLQDpQH DSRSWRWVNH VWDQLFH X PHJHQKLPX LPDM:
znakove fragmentacije (Slika 11E). U elektronskom mikroskopu u blizini apoptotskih stanica

X R p HQ Ktamcée d.istaknutim endoplazmatskim retikulumom, mitohonrijima, Golgijevim

tijelom i lizosomima koje vjerovatno predstavljaju makrofage koji fagocitiraju ostatke
odumrlih stanica (Slika 11F).

34



Slika 11. Apoptoza u ljudskim udovima tijekom razvoja. (A) $hyH RERMHQMH VWDQLFD S
kaspazuzx3 (strelica) vidi se u mezenhimu (m) i AEG u 6. razvojnom tjedrilele stanice s plavom

jezgrom su kaspaza-3 negativne (strelica). Imunohistokemijsko bojenje nauk&spzar = 10 m

(B). U 6. razvojnom tjednu, skupine kaspaza-3 pozitivnih stanica (strelice) vidgpszksimalnom
PHJHQKLPX P REOLNXMXiULPRNNEROMNMQXHIROKOQH L ALYDF Q
SULND]XMX DSRSWRWVNH VWDQLFH VWUHOLRMNMHQIQHNBRWDRFSRE\
bar = 250 m, umetak bar = 25m (C) Nakupljanje kaspaza-3 pozitivnih stanica (strelice) vidi se
HSLWHOX H L PHIHQKLPX P VWUHOLFH LV S RGV HIRG/ LA MDDV
invaginacije (i) u 7. razvojnom tjednu. Imunohistokemijsko obojenje na kaspaza-3,18arns (D)

Brojne apoptotske kaspaza-3 pozitivne stanice (strelice) vide se u mezenhigarr{jim udova ispod
interdigitalnog epitela (e) tijekom 8. razvojnog tjedna. Imunohistolekmipbojenje na kaspaza-3, bar

= 10 m (E) Mezenhimske stanice udova (m) imaju svijetlu eukromatsku jezgru, dok apoptotske
stanice imaju tamnu i fragmentiranu jezgru (strelica). Polutanki rez kmezemhim uda u 6.

razvojnom tjednu, bar = 10m. (F) U 6. razvojnom tjednu mezenhim gornjeg uda (vhp G U AL
makrofage (Ma))HQGRSOD]PDWVNL UHWLNXOXP PLWRKRQGULMH *ROJL
0,25 m.
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4.5. Bcl-2 pozitivne stanice tjekomrazvofaGRYD X pRYMHND

8 UD]YRMQRP WMHGQX L]UWDANDRV LEVMBDIOHD® XHSRYHABLBGONRP
XGRYD XJODYQRP X SRGUXpMX $(* 6UHGLAQML GLR PH]HQ}
Bcl-2, izuzev dio mezenhimskih stanica neposredno ispod epitela AEG, koje su umjereno

pozitivne na Bcl-2 (Slika 12A). U 7. razvojnom tjednu, Bc-MH XPMHUHQR LJUELC
SRGUXpMLPD IDODQJHDOQLK KUVNDYLFD GRN VWDQLFH X
pozitivan Bcl-2 signal (Slika 12B). U 8. tjednu razvoja, BCEMM HODQpPHYLQD MDNR MFE
HSLWHOX NRML SRNULYD YUKRYH SUVWLMX XJODY¥YXDRP X EI
MH XPMHUHQR L]JUDAaHQ X HSLWHOX NRML SRNULYD LQWHU

falanga i mezenhimu je slab (Slika 12C

Slika 12. Bcl-2 ekspresija za vrijeme razvoja udova. (A) Rez kroz gaoichu 6. tjednu prikazuje jak LJUDA&DM

Bcl-2 u AEG i umjere. LJURABRIGOHAHUHP PH]HQKLPX P ODUJLQDLROME@DNRYHQD
bojanje na BcR, bar = 10 m (B) U 7. razvojnom tjednu, Bcl-2 je umjeretig UD XHIQ ODQJDPD EXGXULK X
(), dok je njegovL ] podsutan u interdigitalnom mezenhimu MR ¥YDJLQDFLMD SRYUALQVNRJ HSI
XYODpPpL VH X SRGOHA&HUL PH]JHQKLP V P DNH Plo@ibie RMBcYHIQRPLON. ,PXQRKI
(C) U 9. razvojnom tjednu, Bc- MH MDNR L]UD ah@uadprstig, L WDHOXp LMWL P PLELULPD PX (
V KUVNDYLpQLP IDODQJDPD | PHIHQKDANRP YRPOR ¥OVDHRPEREQMIS@ME
Imunohistokemijsko bojenje na Bcl-2, bar = 258.

4.6. KoekspresijaBcl- L % D[ WLMHNRP UD]JYRMD XGRYD X pRYMHND

U 6. razvojnom tjednu, antiapoptostka BclE2M H O D Q p H Y3AR Dproépohtdidka BAX

E M H O D @¥iikh YIBR) Dstovremeno su prisutne u stanicama udova tijekom razvoja, pri
PHPX VH %$; MH MDNR L]JUD&HQ X VWDQLFDPD SRYUALQVN
DAPI bojaobojiSODYR VWD QL pQ@a).Ridkldparie rézOva divjenih s Bel-2 i Bax
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ELOMH]LPD SRND]XMH G Rambapiarg B¢Q W tvin tRignDrivkopb@dnentama

udova (Slika 13D). U 7. razvojnom tjednu, mezenhim udova poka3lgegY HUDQL LZUDAaDM
(Slika13( L VPDQMHQL & ulbindsuMa ¥a8iji tazvojni stadij (Slika. 6F), dok su

jezgre obojane DAPI-jem plavo (Slika G3 3UHNODSDQMH UD]JOLpPpLWLK RE
dominaciju Bcl- X VXEHSLWHOQRP PH]HQKLP X-du8&imkepitelgdrivi H LU D
stanicama (Slika 13 8 SURNVLPDOQRP GLMHOX KLVWRO®R@NRJ UH]
MDN GRN MH IEEMBODNpHFQQH XPMHUHQ X SRGdAXpMLPD JG
XGRYH LVMHR>N BOLNB]YRMQRP WMHGQX -2 [®ikdBML EMHO
BAX (Slikl1 13- VX XPMHUHQR L]JUDAHQL X SRGUXpMLPD IDOD
SRGUXpPpMLPD QWRDKRY DD a®IMWR EURMQH NUYQH 4LOH PR
interdigitalnom mezenhimu. Preklapanje DAPI bojanja za jezgre (Slika 12K) s obojenjem za
BAXiBcl- SRND]XMH GRPLQDFu klXndaia D BAXMND redfeenciranom
mezenhimu (Slika 18 9HUH SRYHUDQMH LQWHUGLJLWD@G@KkaK SRGU X
pozitivne na BAX (Slika 13 LV M H p D Nost IBcRGaaktiwgxti (Slika 131, K, L). U 9.
UD]YRMQRP WMHGQX YUKRYL UD]JGYRMHQLK Su2/[(8likaM X SRNL
13M) i BAX (Slika 131 X KUVNDYLpQLP IDODQJDPD SRYUALQVNR
vezivnhom tkivu. Jezgre su obojane DAPI-jem plavo (Slika213 3UHNODSDQMHP UD]
RERMHQMD SRND]XMH-VHX MSIRPYDU A1 QO AR % S B Mok BdIS L W H O D
dominira u subepitelnom vezivnom tkivu (Slika 13P).
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Slika 13 Ko-ekspresija Bcl-2 i Bax u osnovama ljudskim udova. (A) Ura@&vojnom tjednu, epitel (e) i

mezenhim (m) pokazuju umjerén LJUBZRDM% % $; MH MDNR LJUDAHQ X VYLP VWUXNW X
ERML VYH VWDQLpQH MH]JUH ' 3UHNODSDQNMHAX $atoB&-2SELN D] XMH GRF
razvojnom tiednu Bcl- MH MDNR LJUDAHQ X PH]JHQKLPX P L (R BkHbiikezQ&® L]UDaH
promjenjivu ekspresiju u usporedbi s Bcl- RVLP X ALYFLPD slikef. HGY QAPIVHoji Gue Rezgre

struktura uda. (H) Preklapanje E+F+G pokazuje dominahthU CBZIE2MI mezenhimu, dok BAX dominira u
HSLWHOX L X ati¥ié&dikel (1)>XUPHrs2@jnom tjednu, Bc-MH XPMHUHQR L]JUDaHQ X EXGX
ali ne i u interdigitalnim prostorima (i) (umetnuti dio slike). (J)>8fe jako L] U D aepi@luX mezenhimu na

vrhovima prstijute u nekim stanicama interigitalnog prostora (umetnuti dio slike . '$3, ERML VWDQLDp
jezgre. (L) Preklapanje I+J+K pokazuju dominantnj U IBAR Mnekim stanicama interdigitalnog mezenhima

(strelice). (M) Vrhovi prstiju u 9. razvojnom tjednu pokazuju eraji L ] U CBZIE2MI epitelu (), mezenhimu

(m) i hrskavici prstiju (f). (N) Sve strukture su jako obojene W&XBO) DAPI boja jezgre svih tkiva. (P)

Preklapanje M+N+O pokazuje dominantnu ekspresiju BAX u epitelu akiski Bel-2 u mezenhimu. Dvostuka

imunofluorescencija na Bcl-2 i Bax, A-H i M-P bar = 1@, |14 bar =25 m.

4 %RMDQMH EMHODQpPHYLQRP $,) L 781(/ PHWRGRP WLMHN

8 UD]YRMQRP WMHD QXH XIRWMEDMQR )LJUDAHQ X HSLWHOX
tijekom razvoja. Neke stanice pokazuju jakilUDAaDM® X,)SRYUALQVNRP HSLW
mezenhimu ispod AEG (Slika 14A). DAPI oboV WDQLpQH MH]JUHB)SODYR
SBUHNODSDQMH GYDMX PHWRGD ERMD QMDD staRd®PD] XENIE XILWKR S
udova (Slika 14C). U 7. razvojnom tiednuNa L]JUDAD MW YSRMVWYHQ MH SRY|
HSLWHOX L PHIJHQKLPX XGRYD WLMHNRP UD]YRMDIMGRN MH
falangama prstiju (Slika 14D). DAPI oboji jezgre stanica plavo (Slika 14E). Preklapanje s
AIF-om pokazuju citoplazmatsku lokalizaciju AlF-a u stBiDPD RSLVDQLK SRGUXp!
14) 8 UD]YRMQRP WMHEEXQ LW DQAWDHQ LY QLML X SRGUXpN
nekim epitelnim i mezenhimskim stanicama (Slika 14G). DAPI oboWWDQLPpQH MH]JUH
(Slika 14H), dok preklapanje s AIRP SRND]XMX MDNL FLWRSWOMREMDWV NL
stanicama AEGL SRGOHAHUHJ P H J4IQ Bvostidko B@ehj AlF-om i TUNEL

metodom, u 6. razvojnom tjednu pokazuje samo nekoliko jako AIF pozitivnih mezenhimskih
stanice (Slika 14J), i brojne pozitivne TUNEL stanice (Slika 14K). DAPI oboji sve jezgre

plavo (Slka14 D QDNRQ SUHNODSDQMD VD $,) L 781(/-PHWRGHF
ekspresija TUNEL-a u jezgrama i AlF-a citoplazmama istih stanica (Slika 14M).
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Slika 14. ,] U DAIB MITUNEL tijekom razvoja ljudskih udova. (A) Rez kroz gorojl u 6. razvojnom tjednu
SRND]XMH GD MH $,) wepitdlti (8)H iQeRenhjrdu(id)H© jako] U D @ hekoliko stanica (strelice).
(B) DAPI boji jezgre svih stanica. (C) Preklapanje A+B pokazuje citopisstn L] U DAIR ND) U 7.
razvojnom tjednu, L] U DAIP ¢ odsuan u hrskavicama falangiSUVWLMX | GRN MH XPMHUHC
SRYU&ALQVNRPI H&eiMmAuO(X). (E) DAPI boji jezgre svih stanica. (F) Prekl@pBrE prikazuje
citoplazmatskilL ] U DASFD (@) Vrhovi prstiju ljudskih udova u 9. razvojnom tjednikpauju jakL L ] UADFAWD M
HSLWHOX H L PHJHQKLPX P + (N$BeklEparye GV akax Ujp @kt dibllIZArabkski
L ] U DxAFDUMstanicama na vrhovima prstiju. Imunofluorescencijsko bojamjalR i DAPI, A-C bar = 10 m;
D4 bar =25 m; G4 =10 m. (J) Mezenhim u 6. razvojnom tjednu pokazuje jako pozitiviemice na AlF
(strelice). (K) TUNEL metoda pokazujeBtQLp QX VPUW L EUR M@riidmB ireliQelk (L WAPL P
boji sve jezgre mezenhimskih stanica. (M) Preklapanje J+K+L pokamnugkdpresiju AIF i TUNEL u istim

stanicama. Imunofluorescencijsko bojanje na AIF, TUNEL i DAPI, bar =midmunofluorescencija
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48.,]JUDADM )*) WLMHNRP UD]JYRMD XGRYD X pRYMHND

,JPHYX L WMHGQD UD]J]YRMD MDN LJUDADM )*}u VYRMV\
RVQRYH EXGXUHK XGRYD 7LMHNRP GDOMQMHJ UD]JYRMD (
neposredno ispod AE@ GRN VH QMHJRY XPMHUHQL LJUD&DM YLGL
SRGUXpMX 'LIHUHQFLUDMXUL KRQGURFLWL WDNRYHU VX

(Slikal5.a-i).

Slika 14. a-c. Ljudski u dovi u 6. razvojnom tjednu pokazuju jaki giai@matsk. L ] UBGED Kétrelica) u
SRYUEGLQVNRB(*HELBRI®XHAHUHP PHJHQKLPX P D pla@RNDAPX(bMH]JUH R
Preklapanje dvaju bojanja (c). Imunofluorescencijsko bojanje na F&&PI, x100 (scaOH EDU -f. P G
Ljudski ud u 7. razvojnom tjednu pokazuje jakjiUD&DM )*) VWUHOLFD X SRYU&GLQVNRP H
LIUDADRMGRHAHUHP PHJHQKLPX P LQVHW pla8d&). Rrklapahjeldydju BdReMaD QH V '$
(H. ImunofluoresH QFLMVNR ERMDQMH QD )*) L '$3, 1 VFOWWHEEDU-i. PP LQVI
Ljudski ud u 7. razvojnom tjednu pokazuje jaku citoplazmatskU DabM )*) VWUHOLFD X SRYUAELQ
SRGOHAHUHP PH]JHQKLPX P XPahyamalc) (g)Xddk swjexdrerdofaqelsFDARI @lavo (h).
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UHNODSDQMH GYDMX ERMHQMD L ,PXQR3BQ XR UHWHFMHOQH LBMMMN R ERRMDQ
[ VFDOH EDU P

49.,]JubabM™M )*)5 L 5,3 WLMHNRP UD]J]YRMD XGRYD X pRYMHNTE

US5.i6. UD]JYRMQRP WMHGQX RVQRYH EXGXULK XGRYD SRND
SRYUGLQVNRP tXSSLWHORGOHAHUHP PH]JHQKLPX JRQH UDVWD
REOLN 8 PH]JHQKLPX NRML RGJRYDUD SRGUXpMX ]JRQH SRO
RIP MH MDpD X XVSRUHGEL V RNROQLP PH]JHQKLPRP 2ED S
ekspresiju dvaju biliega (Slika 15 a-d,ke- 8 WMHGQX UD]J]YRMD MDNL L]JU
XRpDYD VH X SRYUALQVNRP HSLWHOX L KRQGURHLWLPD KL
vezivnom WNLY X EXGXULK Sil)VWBL MXrazvej@mNj&dnu, vrhovi odvojenih
SUVWLMX SRND]XMX MDN LJUDabM )5*5 L 5,3 X HSLWHOX L
MH MDpL QHJIR L]JUDADM 5,3 GRN RRSDesuYWDepdldMiHID SR
mezenhimskim stanicama. Isti obrazac ekspresije dvaju biljega svojstven je najdubljem dijelu

epitela u interdigitalnoj zoni odvajanja prstiju (Slika 15 m-p, g-t).
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Slika 15. a-d. U 6. razvojnom tjednu FGFR1 je jakol U DIABAEQ, a ovalnog je oblika (ocrtano strelicama) u
SRGOHAHUHP PHJHQKLPX RIP rianjeGiRavzivhbK LNMWBRPMSRGUXpMX E -H]JJUH
DAPl plavo F  GRN SUHNODSDQMH UD]OLpPpLW L Kek§presijlD EGERL SRREDAX MH G MH
Dvostruka imunofluorescencija na FGFR1, RIP5 i DAPI obojenje jeigre VFDOH EDW. 8] GPXaW) L

rez kroz ljudski ud u 6. razvojnom tjednu pokazujg¢ U OF&BRA (e) i RIP5 (f) u AEG, mezenhimu (m) i u

JRQL SRODUL]JLUDMXUH DNWLYQRVWL =3$% WR pNEpkHiKA(Si®lice)PddaV Q XW L C
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SURWXWLMHOD -H]JJUH VX ERMDQH V "'$3/HQMDB5 BR N B IXHWNBRIBBHHONR HP LLp]O
primijenjenih protutijela (h). Dvostruka imunofluorescencija FGFR1,2RIFDAPI obojenje jezgrel P

VFDOH EDUmetakP VFDOH E D-U Tangdncijdlni rez kroz ud u 7. razvojnom tjednu, FGFR1
() i RIP5 (j) su jakoL]U D & B/QMLU H O L F Hskord eBifely Ulirék@vicama (c) te slabo u mezenhimu (m).
Jezgre su bojened '$3, N SUHNODSDQMH UD]JOLPpLWLK ERMHHVMNIR BRMDYRMW L
FGFR1, RIP2 i DAPI obojenje jezgrel VFDOH E Dnkp. Ljudski vrhovi prstiju u 9. razvojnom tjednu
pokazuju jakiL]U DRGBRL (m) i RIP5 (n) (strelica) SRYU&GLQVNRP HSLWHOX H L SRGOHa
Preklapanje DAPI obojenja (0) s drugim bojenjima pokazuje lepsiju dvau markera, ali dominantnu
)*)5 HNVSUHVLMX S 'YRVWUXNR LPXQRIOXPBUHVEH®FLRERRI HHRENRM HRQ |
(scalH EDU g-W 3RGUXpMH Q InMr@igitaIaiy ptaktabalu M.H&2Djnom tjiednu pokazuje jaki
L]U DF&BRM (q) i RIP5 (r) uS R Y U 4 L&piteN RelPi njihovu slabu ekspresiju u mezenhimu (m). Preklapanje
DAPI obojenja (s) s drugim bojanjima (t) pokazuje kkNVSUHVLMX GYD ELOMHJIDFBFRIRPLQLUDM
Dvostruka imunofluorescencija na FGFR1, RIP2 i DAPI obojenje jezdre VFDOH EDU P

410.,]JUDADMiVM6X- WLMHNRP UD]J]YRMD XGRYD X pRYMHND

Krajem 4.tjedna razvoja, MSX- MH XPMHUHQR L]JUDAHQ X SRNURYQRP
SRGOHAHUHP PH]JHQKLPXXP®RN HVDHR OflUDAHQ X HSLWHOX L
membrani te u mezenhimu. Oba biljega pokazuju ko-ekspresiju u epitelu i mezenhimu osnove
udoYD L]X]JHY&L ED]DOQX PHPEUDQX NRMSikiM1b. S®JUW.LYQD V
UD]YRMQRP WM H G Q %ostajeUilténRiwiji W6 epitelu i AEG¢ SRYUAELQVNLP
VWDQLFDPD WH SRGOHAHUHP PH]JHQBRNXUMRIN XYW H RYUBRBEAI
epiteniP VWDQLFDPD ED]DOQRM PHPEUDQLeKspesj&GNSXdHUHP PH
MSX- MH XRpHQD X PQRJLP GLMHORYLPD SXSR-OMMWND MEDX[E3X U |
(Slika 16. eK , JUDADIM MSX- WDNRYyHU MH XRpHQ X LQWHUGLJL
razvojQRP WMHGQX YUKRYL SUVWLM-X uSeitelD,] adaid XhedihihL. L]UD
SRND]XMH XPMHUHQL 4{2]j& btaixivan y]épitebuRevenddelu krvnih stanica.

Oba biljega pokazuju ke HNVSUHVLMX X RVQRYDPD EXGXlakicE UVWLM
NUYQLK &LOD NRMH SULN D JX (8lkall¥. NOMSKHL MEXL2 jdkazupM 06 ;
L]U D &@xrii u citoplazmi (Slika 16 i-1), ali je citoplazmatskijUDaDM LQWHQ]JLYQL

5), red a-c; redovi MSX-1/DAPI i MSX-2/DAPI).
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Slika 16. a-d. U 4. razvojnom tjednu, MSX-MH VODER L]JUD&AHQ X QHNLPasWWe@ei®DPD WD
jako LJUD@éb&aVWUHOLFD X GUXJLP VWDQLFDPD SRNURYQRJMHSGRMOD H
MSX-2 je umjerenoL ] U D& 8tiih strukturama (b). Preklapanje DAPI obojenja jezgre simirumpjanjima

pokazuje ko-ekspresiju MSX-1/MSX- RVLP X SR GddatngM Kembrane (d). Dvostruko
imunofluorescencijsko obojenje na MSX-1, MSXL '$3, RERMHQMH 1 VFDOH EDU P
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e-h. U 6. razvojnom tjednuD b L] UNDSXBELIMe) i MSX-2 (f) (strelice) vidi se u AEG i mezenhimu (m) u

usporedbi s ranijim stadijima. Preklapanje dva protutijela s DAPI olmje(g) pokazuje ko-ekspreiju MSX-1 i

MSX-2s GRPLQLUDM X iMEX1 |(b) DvasivukaPimunofluorescencijsko obojenje na MSX-1, MSX-2

'$3, RERMHQMH 1 V F BIOwhoki istiju u & razvojnom tjednu pokazuju umjerenj UDaD M

MSX- X HSLWHOX H umeye@Hntl(m)[)UddKajD MSX-2 jakb]JUDaHQ X jdr&danms Kok L VW

aL @) (strelice)(j). Preklapanje DAPI obojenja (k) s MSX-1 i MSX{2ojenjem (I) pokazuje njihovu ko-

ekspresiju osim u stienkamd UY QLK aLOD 'YRVWUXNR LPXQRIOXRUSHY FBKPFLMVNR R
RERMHQMH 1 V F Dndpd UED tdzvojnol tjednu brojne I6i7 pozitivne proliferacijske stanice

(strelice) vide se u epitelu (e) i mezenhimu (m)(m), dok jeU Dp&D(dtrelice ) nejednolik, aliigMDNR LJUD&AHQ X
cijelom pupoljiku buGXUHJ XGD Q 3 U HiW@jehj& R MKI-675 19 obojenjem pokazuje ko-
ekspresiju dvja biljiega u stanicama udova (p). Dvostruko imunofluorescencijskanjgona Ki-67, p19 i DAPI
RERMHQMH 1 V F Dg2t.HU E.DdzvojnonfP tjednu pozitivnost na Ki-67 (strelica) se gm@m

epitelu (e) i mezenhimu (m)(q), dok je p19 umjerengUDAHQ VWUHOLFH X RED SRGUXpMD
obojenja (s) sa Ki-67 i p19 obojenjem prikazuje njihov obrmraporciR Q D O Q Lu kthdiEaénB tiva udova

(t). Dvostruko imunofluorescencijsko obojenje na Ki- S L '$3, RERMHQMH 1 VFDOH EDU

411.0RUIRORANH L LPXQRKLVWRNHPLMVNH RVRELWRVWL VWL

8 QDMUDQLMLP VWDGLMLPD UD]J]YRMD XGRYD YLaHeRRG QM
SUROLIHUDFLMH VP HYV H7RERRKIHIQ Mridzanhirskintdij@dvima osnove
EXGXULK XGRYD 1DVXSURW JR67HU @01V stadieaQ BB pbRazmed D M X
GRPLQDQWQR FLWRSOD]PDWVNL L]JUDADMI1AViteM Bty Reld LV SLW
S '$3, 8 UD]YRMQRP WMHGQX SUROLIHULUDMXUH VWI
epitela AEGD XNOMXpXMXUL VYH VR Mjekyrilistoyvraz@oinsdoperdaal. N D
neke stanice AEG® SRND]XMX MDNL SiRodnRuL¥tANFBNS, Gold BuPdduge L
VWDQLFH XQXWDU $(* QH JBIMALLY.Q)HInjuDohistakemijskird BoitqdmNs
kaspazom+ XRpPpDYDMX VH IDJRFLW pariihvQih apoptotdRik Istahid WS D] D
FLWRSOD]PL P DN U Rm&éamhimi ésivble Qdev@HSlka 17. c). Polutanki rezovi

NUR] SRYUALQVNL HSLWHO RVQRYH XGRYD L GLR VWDQLFD
VWDQLFH LPDMX EOLMHGR RERMHQH HXNURPDWVNH MH]JUE
mezenhimu (Slika 17. d). Metodom dvostruke imunofluorescencije, u 5. razvojnom tjednu

VWDQLFH DSLNDOQRJ HNWRGHUPDOQRJ JUHEHQD SRND]XM
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Ki- QHJDWLYQLP VWDQLFDPD GRN SUROLIHULUDMXUH VWD
citoplazmatskog it/ DADMD EMHO D Q p Hevh). @ 18. 1@zvojrem tjediii, dvostrukom

LPXQRIOXRUHVFHQFLMRP X WNLYX RVQRMIX-XG&yr@maSULND a
citoplazmama epitelnih stanica AEB- NDR L X SRGOHAHULP PH{$KQKLPVNLI

17 i),

Slika 17. a. ljudski udoviu5. MHGQX UD]YRMD NUR] VYH VORMHYH %{diskj2aSRGOHA&H
proliferacijska aktivnost (strelica). Imunohistokemijsko bojanje n&Ki- DAB, 1 VFDOH EDD. P

Detalj AEG u 5. razvojnom tjednu pokazuje nejedhakl | UBGEDB Kétrelice) u stanicama i slahi]U Dl D M
mezenhimskim stanicama (minunohistokemijsko bojanje na FGF8 i DAB, VFDOH E DdaJDetaljP

ljudskih udova u 5. razvojnom tjednu prikazuje AEG i prisutriagocitiranih apoptotskih dijelova (strelica) u
PDNURIDJLPD VPMHA&aW H Q lmkinohisPkehtijshd hopakje R kaspaza - 3 i DAB, VFDOH

EDU P G 3ROXWDQNL UH]JRYL SRYWMHG/QR JGLIMMOROM % () D3 Y R MPOIF
pokazuju YLAHVORMQL HSLWHOR&*NDR®ENWHU VDOWWRMIK VYLMHWOR RERMHC
QXNOHROLPD 3ROXWDQNL UH] 7ROXLG L®\DstRj [Réskoy uda R 5. razvopién® OH EDU
tjednu: bilieg SUR O L | H Btani¢@XM X U IV W U H O L felkroz $ue Bl&je® AEG WDNRYHU L X SRYUAELQ
VWDQLFDPD L X PHIJHQKLPX P H GRN S DSdaNiEmMaMEG ()DR@Klgpanjé LQWH Q
DAPI obojenih jezgri (g) s drugima bojanjima (h) pokazuje ahrmproporcionalnost ko-ekspresiji Ki-67 i p19 u
VWDQLFDPD RV QRDMdstikoGmundlldorEseadcijsko bojanje na Ki-67, p19 i DAPIljebe jezgre,

7 VFDOH E D W Detalpvrholza prstiju u 8. razvojnom tjednu pokazuje |akU OisarBlibe) MSX-1 (i)

i umjeren L] U O&t@lige) MSX2iu VW D Q L p Qucithptaidhistanica AEG i mezenhima (m). Preklapanje
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DAPI obojenja (k) s MSX-1 i MSX-2 pokazuje njihovu KENVSUHVLMX V G R-R bliplebjdMIXULP 06;
Dvostruko imunofluorescencijsko bojanje na MSX-1, MSXt '$3, ERMHQMH 1 VFDOH EDU P
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5. RASPRAVA

Tijekom oblikovanja udovdpRYMHND NDR L X UD]O L malgkildka &antrétaNv L Q MV N
VWDQLpPpQH SUROLIHUDFLMH L ViopPpgstijph,QjihovoRoblMolanRGU HYy X M H
QDpPLQ QMLKR YTirekoR &v¢l0ckeDPpebzba kontrola ovih razvojnih procesa dovela

MH GR YHOLNH UD]JQRYUVQRVWL X REOLNRYDQMX¥ XGRYD
SULODJRegdDN RQMRIMHQARMHP SRMHGIUO®QH YUVWH aLYH

5.1.80RJD VWDQLpQH SUROLIHUDFLMH X UD]YRMX OMXGVNLK

1DAH LVWUDALYDQMH UD]YRMD XGRYrma na ¢kBpérivheramimny X VOl
aLY R W L1IQ? poRa2ala da je najranijim stadijima oblikovanja ljudskih udova svojstvena
LQWHQ]LYQD VWDQLpPpQD SUROLIHdpizRLMBG Xte IRGUGHLMEM R MFR
VPMHAWHQRP PH]JHQKLPVNRP WNLYX DEhoteldddVR SRENWR ISU
]QDNRYL UD]JYRMD KUVNDYLFH KRQGULILNDFLMH L aLvypl
dijelovima udova, dok su u distalnim dijelovima istih udova (osnovd@d G XULK WDEDQTL
GODQRYD PH]HQKLPV Npgdtpyvhe/ BeQifefehtirdnd? &o Ebdgovhra prethodno
dokazanim principima razvoja udov@ D HNVSHULPHQWDOQLP ALYRWLQMD
proksimo-GLVWDOQRP VPMHUX 1DLPH suLMDaQMH VWXGLMH
VLIQDOL]DFLMD L] $(* RPRJXUDYD 3' GLIHUHQFLMDFLMX SX¢
ILEUREODVWQLK pgop® EGFQGHLA i 17TR QW R P R M4 dixtdMnKmezenhim

udova RVWDQH X REOLNX QHGLIHUHQFLUDQLK SUROLIHULUD
tijekom razvoja udova (108L1., 109). Pokazano je da se stanice neposredno ispod AEG

(zona rasta) proliferiraju, a zatim SSERQWLQXLUDQR SULSDMDMX VWDQLFDF
KUVNDYLPpQLK RVQRYD EXGXiULK SUVWLMX NRMH VH HQJO!
PFR)IRPRJXUXMXiL WDNR UDVW XGRYD

1DAD VWXGLMD SRND]DOD MH Gdnoy tdzdddljar wisbkpidiferaéijskdii H O R J
indeks u mezenhimu ljuskih udova selektivno mijenjao, ovisno o smjeru diferencijacije
pojedinih dijelova udovaRPRJXuUXMXuL SUL WRPH SURFHVH LQWHQ]LYC
odvajanja prstiju. Do sada su mnogobrojne studije provedene na pokusBhiyRWLQMDPD
SUYHQVWYHQR DQDOL]J]LUDOH XWMHFDM UD]OLPpLWLK JHQD
REOLNRYDQMD XGRYD 7DNR MH SRND]DQR GD VLJQDOQL
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proliferaciju, dok odsutnost naveddqi VLJQDOD GRYRGL GR JDVWRMD VWI
poticanja diferencijacije hondrocit&E X G X U L K iz Dr@Zeighidriskih stanica u osnovama

EXGXULK1ISWVWRNMXMD]OLNX RG QDaHJ LVWUDALYDQMD QL MH(
usmjerena na analizu prostorroY UHPHQVNH UD]JOLNH X VWDQLpQRM SUI
udova tijekom razvoa7DNR MH QD&H LVWUDALYDQMH SRND]DOR GI
KUVNDYLFD EXGXULK NRVWLMX XGRYD SUROLIHUDFLMD V
nvx NUHQXOH SXWHP GLIHUHQFLMDFLMH PHIHQKLP GXJ

potencijal.

5280RJD VWDQLpPQH VPUWL X UD]JYRMX OMXGVNLK XGRYD

SRGUXpMD VWDQLpPQH VPUWL X XGRYLPD UD]JOLpPpLWLK aLYF
zonom, ali su kasnijd VWUDALYDQMD S RpravppomadaiDprycdsonQdpsibze,

a ne nekroze (111 8 QD&HP LVWUDALYDQMX MH QDNXSOMDQMH
PHIHQKLPVNRP WNLYX SURNVLPDOQLK GLMHORYD XGRYD Y
(5.tjedan). Primjena elektronske mikroskopije i imunohistokemijskog bojenja s kaspg&om

NDR ELOMHJRP VW®DXQILPMH YPUWR. GD EURMQH VWDQLFH X
UD]YRMD SRGOLMH&X SURJUDPLUDQRM VWDQ kés@ijrRM VPUW
UD]YRMQLP VWDGLMLPD DSRSWRWVNH VWDQLFH VH SRMDY
L X PLAMLP XQGRYREDLNXMXiUL QDNXSLQH X VXEHSLWHO
LQWHUGLIJLWDOQRJ SURVWRUD SRGUXpMD tRIGYIBKMDQMD S
udovima nije bila tako masivna&DNR MH WR XWYUYyHQRkod ®jihOsdiLP HP
UHJUHVLMD WNLYD VPDWUD NOM KrptiuL(R13p Gpisar® bjdaée UD]G®
UD]GYDMDQMD OMXGVNLK SUVWLMX VDPR GMH@EPLPpQR F
VLVDYDFD SD VH WDNR X PLaAaD DSRSWRWVNH VWDQLFH SUI
(114 *HQVND NRQWUROD DSRSWR]JH X LQWHUGLJLWOQLP S
SRND]XMH QHNH UD]JOLNH X L]UD&D MXojeRiveLWseRooRzaIRPH G|
SOLYDULP NRALFDPD SHUDMD X UR&E® MM LWXUDVARERQKPH S
prisutnost kaspaza&3 oYLVQH VWDQLpPpQH WwWdshbW Ludskils ISV Rasitbji i

AIF- SRVUHGRYDQD MWD D L QivauR& y-Hvtjeme oblikovanja ljudskih

SUVWLMX QDURpPLWR X QDMUDQLMLP UD]YRMj@kh VWDGL
embrionalnih udova primijetili smo i neke kaspaza negativne stanice, za koje smo potom

dokazali da su AIF i TUNEL pozitivne apoptotske WDQLFH ,VWUDAaALYDQMD
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pokusnim ALYRWLQMDPD WDNRYHR\WWOHOREDY R MW B Qop QX VPU
pLPEH @zvhNja udova (115 7DNR VH VWDQLpQD VPUW X LQWHUGLJ
posljedicom koordinirane aktivacijgsYDMX SXWRYD VWD @UumQuHpuwtaFUWL N
kaspaza-neovisnog puta, koji je posljedica aktivacije lizosomalne degenerativhe molekularne
kaskade (57 ,VWUDALYDQMD NRMD XNOMXpXMX LQKLELFLMX LO
(epitelu) pokusnih&LYRWLQMD GRYRGH G&GRJBNRMKUH@RY HU(B QM H
SRGOHAHUHJ PHIHQKLPD L1®&RMDYX SROLGDNWLOLMH

533.3QRPDOLMH XJURNRYDQH SRUHPHUDMLPD DSRSWR]H X $(*

8 PLAHYD V GYRYWU SR Bl HBdaktidrP sindaktiljom donjih udova,

QDYHQ MH DEQRUPDOQ Rojéje (EFRR X WDXYEIHD (D VPDQMHQRP
interdigitalnim prostorima (117). Ultrastrukturno, u mezenhimu ljudskih udova primijetili

smo VWDQLFH V PRUIR OaRraddrofagaRNVRNEH WY WILGH VPMHaAWHQH
EOL]LQL DSRSWRWVNLK VWDQLFD D OQODMYMHURYDWQLMF
fagocitozom ostataka odumrlih stanica VW UDALYDQMD Q Bladl daRapopt@eD PD SR
stanice mogu stvarati signadNRML SRWLpH UHJUXWLUDQMH PDNURIDJL
stanica ili od strane makrofaga (118) ili od straReE O L & Q M L KskiR 4thHi€aKkbje

posjeduju fagocitnu aktivhost (119 1DMpH&auL ILJLROR&NL VLIQDOL NRI
SXSROMNX EXGXuUHJ XGD VX PROHNXOH NRaAWDQLK PRUIRJF
XNOMXpHQH X NRQWUROX REOLNRYDQMD XA@®B®YD L UHJXODF

Dodatno H X HNVSHULPHQWDOQLK 3aLYRWLQMD GRND]DQR GD
broj i vrstu prstiju, VXSURVWDYOMDMXuL VH GMHORYDQMX 6++ X RE
(120 1IDYHGHQR VH SRND]DQR NDR YDAQR ]D REOLNRYDQM}
(121).1RYLMD LVWUDALYDQMD QD WUDQVNULSVFLMVYNBP UHJX
EL UD]JYRM XGRYD NRG NUDOMHaAaQMDND PRJDR ELWL NRQW

objedinjuje pozitivne i negativne regulatorne mehanizme povratne g{ir22je
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5.4.Utjecaj antiapoptotskih Bcl- L SURDSRWRWVNLK 2%#v0] FubKIOUd®@dpHYLQD

8 QDAaRM jevantisgaptiMska Bc- EMHODQpPHYLQD ELOD MDNR L]JUDAH
XNOMXpXMXuL tékors RiihUagzpdihiH stadija. Tijekom kasnijih razvojnih stadija,

. UDJ]GREOMD RGYDMDQMD SUVWLMX -SRPRMWWIDRMERDMH VW
PHIHQKLPX EXGXULK IDODQJL VSUMHpDYDHEX@ XK. NR VWD
.DR aWprthetHOGRND]DQR QD SRNXVQLP 3ALYRWLQMDPD L OM
pokazuju ko-ekspresiju antiapoptotske Bclh. SURDSRSWRWVNH %$; EMHODQ
stupnju razvoja. Tako s¥% D[- Bak-- GYRVWUXNL ANQRF NRiXWseitnedt AHY L S|
LQWHUGLJLWDOQLK SOLYDPERK AWRINEEH SREAUGWXNYNXVXGRGE RV
Bak, ili Bim, Bid i Puma Q Dy H QdndaWktHja tj. prsti su bii VSRMHQL ]J]DWR aw
LQWHUGLJLWDOQD VWDQLBY Buyerrarij @D MEH. Q QWWIH $ & MIDL YN_IDADC
VPUW PRJOD ELWL GMHORPLDPpQR RERIQVWHOR/OLL UD @ DjdptODRMRLYLS
lizosomskih degenerativnih molekularnih kaskada (106 8 QDaRM \2WeXb® ljakbl. % F O
LIUDAHQ X PH]JHQKLPX QHSRVUHGQR LV SiBoBa $XN WV XMWENR PQ B
QMHJRYX PRJXUX XORJX X VSUMHpPpDYDQMX putaRij8 wdradH X QXW
rasta)) NRMD MH YD&QD ]D RELP UDVWD L L]GXaLYDQMD SUVWL
ili diferenciraju ili da odumru, ovisno o signalima koje prime jednom se odmaknu iz zone
rastatiSRGUXpMD PH]HQKLPD QHIS®R YV WU B &LQ B H]X®R\ iteX ND ] X M X
REOLNRYDQMD OMXGVNLK SUVWLMX WLMHNRP UD]JYRMD XC
interdigitalnog tkiva procesom apoptoze koja dovodi do odvajanja prstiuMiWDQLpPQRP
proliferacijom mezenhima neposredno ispod ABGBRMD RPRJXuUDYD SRVWHSHQF

prstiju.

55.80RJD pLPEHI@jhdvi recBptovd® UD]YRMX XGRYD pRYMHND

1D4D DQDOL]D L]JUD&DMD pLPEHQLND UDVWD )*) L )*) X

SRND]DOD MH GD VX RED pLPEHQLND ELOD SXNO MW XM X G\LW
SRGUXpPpMH $(* GRN MH )*) GRGDWOQR ELR L]UDastd)QuL X SRG
KUVNDYLFDPD IDODQJL 'RN VX RED pLPEHQLND ELOD MDN
HSLWHOX WLMHNRP pLWDYRJ LVWUDALYDQRJ UD]JGREOMD
KRQGURFLWLPD IDODQJHDOQLK KUVNDYLFD SRYHUDYDR V
REOLNRYDQMD XGRYD XND]JXMXuL QD PRJIXU0X iR X )*) X

hrskavica. Uz to, FGF2 je pokazita SXQR MDpL L]JUDADM X VUHGLAQMHF
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S R G U2¢iheMasta, u usporedbi s lateralnim dijelovima osnove prstisMH MH LJUDADM )
bio znatno slabilt. 6 XNODGQR QDALP UH]XOW D WpoRUBnihlA\W R W & QWDDQ
WDNRYHU VEWRMWMORDW )*) LVNOMXpPLYR X SRYUALQVNRP |
GD VH SRMDYOMXMH NDR RGJRYRU QD UDQL LJUD&aDM GUX
mezenhimu osnove udoya (123).

8 QDAHP LVWUDALYDQMX L]JUDADM )*)5 ELR MH VOLpPpDQ L]L
RVWYDUXMX VYRM XpLQDN YH]XMXiL VH QD RGJRYDUDMXI
VLIQDOQH NDVNDGH NRMH SRWLpPpX VWDQLpPQX SUROLIHUDF
124). , DNR MH X YHULQH ALYRWLQMVNLK YUVWD LJUDA&DM )JIU
MH ELR L]JUDAHQ L X HNWRGHUPX L X PHPHQKISP X DRHPRY H
LVWUDALYDQMX VPR SULPLMHWLOL MDNL Lijddth&bgd u)*)5 QH
GLMHORYLPD PHJHQKLPD NRML RGJRYDUDMX =3%$ NDR L X

HSLWHOX NRML SRNULYD QDMGXEOMH GLMHORYH LQWHUGL
)*)5 VXGMHOXMH QH VDPR X UDVWX SUSuptatbXezottatithal X QM
QDALK LVWUDAaLYDQMD X HPEULMX SLOHWD )JIU MH ELR S
DOL QH L X X SRYUALQVNRP HNWRGHUPX ]D YULMHPH SRpH
udoval|(12%) 7UHED QDJODVLWL GD VH QDYHGHQL SRGDFL RGQR
embrija u odnosu na ljudske uzorke analizirane u ovoj studif UHQLWR LVWUDALY
SLOHULP L PLAMLP HPEULMLPD SRND]JDOD VX GD VX RVQ
HYROXFLMVNL GREUR RpXYDQL SUL pHPX MH REUD]DF R
IXQNFLRQDOQLP YDULMDFLMDPD SRY HJ]D @btvweju\perRjs Rba,LAQ L P

JGMH VX |]D UDJOLNX RG NUDOMH&AQMDND WHWUDBSRGD VI
awRYL&H L]JOHGD GD pLPEHQLFL UDVWD L GUXJL PRUIRJ}
UHJXOLUDMX UD]OLpLWH WLSRYH UDVWD L REOLNRYDQMD X
GD PROHNXOH )*) NRMH L]JOXpXMH $(* XJ @Bt udorPaR IXUDY I
dok SHH koji nastaje u ZPA regulira antetgposteriorni obrazac razvoja osnove udova (126,

127) 7DNRYyHU MH SRND]DQR, GBN]D prODMRVPIH )U)D RERMIHOML F
QDVWDQDN SUHNREURKQ 1) HBIRMWR SIRIUHAKHKEBRY D ]JUDADM PR
)*)5 PRAaH GRYHVWL GR Uthnjoi bastankh Kin®a (I EBOIRH.N L K
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56.80RJD WUDQVNULEFLMVNRK pLPEHQLND UDVWD X UD]JYRM

Osim fibroblastnih pLPEHQLNDO. WDUWDMD/NULSFLMVINde povézBéel QLN OV|
RGUADYDQ Mdsta pfRijQ H sposobribli Xjezine regeneraciie (130) 8 QDA&aHP
LVWUDALYDQMX FLWRSOMPOWYNELHR)WDHOMX0OB,SLWHOX L >
PHIHQKLPX D RE D bNaXpriputia EuHS@irhaNddanicama (ko-lokalizirala) tijekom
PLWDYRJ LVWUDALYDQRB GCRIGREQRIELREMDNR SR]JLWLYDQ >
te je zarazliku od MSX- SULND]JLYDR L]JUD&@DM L X FLWRSOD]PL L X M
da postoji L] U D a DM uOg&rihondriju i hondrocitima A NDYLFD &AWR XSXUXMH C
XORJX X KRQGRJHQH]L L REOuUdbvr Y1B1Q MliXvjeEofa@ il Kazwjik VW L M X
NUYQLK aLOD 8 VNODGX V QHGDYQLP RSVHAQLP HNVSHU
PLJULUDMXULP VWD@MBERDPDX SB&ND]JLYDOL SUHNODSDQMH X
HPEULRQDOQRJ L IHWDOQRJ UD]JYRMD awR SRWYUyXMH

RUJDQRJHQH]H D QDURPLWR VX X NroekkXipish inerdddjad X OL U D Q
RVQRYDPD EXG@XALK RUJDQD

Rezultati studija na pokusnilLYRWLQMDPD NRML RSLVXMX DQRPDOLM]
L] U Pra VMk- PRJX VH WDNRyYyHU REMDVQLWL QD VOLpDQ QD
LIUDADM XVWJRU]JDOQRP HNWRGHUPX RV QRixrbkujg Xx&taiiebkK XGR"®
HNWRSAEBQRUXND]XMXiUL-GPRIDRVELWL YDADQ pLPEHQLN X V
NRAWDQLK PRUIRJHQHWVNLK EMHODQpPHYLQD N@ME VX XNO
druge strane, kod Msx - GYRVWUXNLK ANQRFNRXW?3 PLAHYD SUHGQM
SUHGQMD WUHUOULQD $(* XRSUH VH QH UD]JYLMDMX X]JURN
PHIHQKLPD XGRYD XNOMXpXM X133 U Krik) ii¢dultating 0vepMH SO
VWXGLMH JRYRUH VOLPpQD SUHNODSDQMD LJ]UDADMD WUDQ
epitelno +t PHIHQKLPVNLK LQWHUDNFLMD XQXWDU RVQRYD RUJI
LIUDADMD SUHWKR @GRRIjuBs8dgVADRL04X JEJBPPDMXUL X RE]JLU PF
REMDaQMHQMH ]DAWR VX OV[ EMHODQPHYLQH SUYHQVWYHC
LI UDADM X MH]JUL WUHED X]HWL X RE]JLU pLQMHQLFX GD
homolognim transkripcfY NLP pLPEHQLFLPD NDR aWR VX 'O[V D WH
GHADYDMX XSUDMBS XB(F]BV\).HR]SWB]PFLLMHSIDQMH PLPEHQLND 06;
VWDQLpQLK RGMHOMDND FLWRSOD]PH L MH]JJUH QHGDYQF
VWXGLML R XNO N >XQPIHNQRIVGNX0W/:X PR udiSYIB&G.QMHI UHAQMD
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Stoga, transkripcijsketUHIJXODFLMH 06; QD FLOMQH JHQH PR&H ELV
vezanjem na promotorske sekvence ciljnin gena (odgovara jezgrinom MSX1/2 obrascu
LIUDADMD LOL LQGLUHNWQR NUR] FLWRSOD]PDWVNH LQV
(odgovara citoplazm#&/ VN RP 06 REUDVFX L]JuUDabDMD

57..RQWUROD VWDQLpQH VPUWL L SUROLIHUDFLMH WLMHNRF

2VLP QD pLPEHQLNH UDVWD QMLKRYH UHFHSWRUH L SRGU
LVWUDALYDQMH ELOR XVPMHUHQR QD MR& GYD GUXJD plL
SRSUDYNRP '1$ VWDUHQMHP L DSRSWR]RP 7LMHNRP UD]
VWDQLpPpQRJ FLNOXVD QHSUROLIHUDMXUH VWDQLFH SULND
VWDQLpPpQRJ FLNOXVD S GRN MH QMHJRY SR]JLWLYLWHW E
XQXWDU HSLWHOD L PHJHQKLPD XGRYD 1DYHGHQL UH]XOW
proapoptotskihnianD SRSWRWVNLK SrbéhiRd U kbuotidibio)a Gtarkca b épitelu i
mezenhimu osnove udov/ LMHNRP UD]J]YRMD NDR awWR MH YHU WR GF
neke druge razvojng L P E H(@39N StudijieR SUHNRPMHUQRP L]JUD&DMX S X
RVLP aWR XWMHpH QD SRSUDYDN '1$ S PRAH PRGXOLUD\
DNA u stanicama sisavaca (67)'RN PRJXUD XORJD S GR VDGD QLMH
RVQRYDPD EXGXuUuLK XGRYD X PLAHYD V GHILFLWRP VWL
nedostatak proliferacije u AEG (35).

5,3 pLPEHQLN NRML ,LSRONVOHXWH S RMMSHVORIXLPQR SUHNODSDQ
LVWLP VWDQLFDPD WLMHNRP UD]YRMRIPX {& RidkBzado ¢eRj¢¥ M HN D
povezan s kaspazaovisnim i kaspazacQHRYLVQLP VWD 14pXdakle sbawpa Y L P D

VWDQLpPpQH VPUWL SUHWKRGQR Rifdva @I DRAxLIAG e Biedije D] Y R M [
GRGDWQR SRWNUMHSOMXMX PRJXiUX XORJX 5,3 NDR MHGC

kontrolu normalnog obrasca apoptoze u ljudskim udovima.

+LVWRORAND DQDOL]JH OMXGVNRJ $(* X RVQRYL XGRYD WLM
RG YLAHVORMQRJ HSLWHOD NRML VDGUAL SUROLIHUDFLM\
HSLWHOD B6WXGLMH R UD]JYRMX XGRYD X UD]OLpLWLK &LYR
$(* UHIXOLUDQR SRVWHSHQRP DNWLYDFLMBRFOV[SIHVFLKL pVQL®I
NDVNDGD 3UYL KLVWRORANL ]QDN REOLNRYDQMD DSLNDOC
XGRYD RPLWXMH VH NDR SURPMHQD WO REDR NWD B XGGKRI LP R V¢
RYRM VWXGLML V SRMDYRP QHNROLNR VORMHYD SRYU&AL
FLOLQGULp@UIK VIWWNEBEHMRW QDYHGHQRP $(* X SLOHWD VH
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MHGQRJ VORMD FLOLQGULpPQLK ED]DOQLK VWDQIgAD. L MHGL:
U mezenhimu neposredno ispod AER dokazana je prisutnost makrofaga koji vjerojatno
pridonose fagocitozi apoptotskih stanica (139DQLMH VWXGLMH WDNRYHU
PDNURIDJL VPMHAGWHQL RNR $(* YHU (1435 UV KMIH & IRUWDWXU IV &
SULPDUQD IXQNFLMD VWDUHQMD L VWDQLKE3®BH VPUWL GRSUL
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6.=$./-8YyCl

1/ Proliferacija (dokazana billegoiki-67 RPRJXUXMH QRUPDODQ UDVW L UD
mijenja tijekom razvoja ovisno o stupnju diferencijacije pojedinih struktura koje se formiraju

u osnovama udova: u mezenhimu je prolifera(f@DpDMQR YHUD QHJR tEuUHSLWHO
kasnijim razvojnim VWDGLMLPD RPRJXUXMHULKG X &DYDRQ @ HR SID\OVDIQ\
(RVQRYH EXGXBUROIRWWLWMDIMXULK VW DP@riambd sMokalifxdnrpDM QR |
u perihondriju.3UROLIHUDFLMD VWDQLFD X $(* MH YUOR LQWHQ]LY
XSXUXMH QDbg@uwnbria@rastu i razvoju udovaltd GXALYDQMX SUVWLMX

6WDQLpQD VPUW YDAaQD MH WLMHNRP REOLNRYDQMD XGF
SUVWLMX .RG pRYMHND VH SRMD X&spaxahdWsnopuD késSpa@d ND VW
neovisni put tjAIF- SRVUHGRYD QL RE O.lDv s¢ YWABt lai Q Bipoptiedl dukazali
smo TUNEL metodom.2ED REOLND VWDQLpPpQH VPUWL VXGMHOXMX
SRUHPHUDML X QMLKRYRM UHJXODFLM Lp&itaktiti¢ XM, v DQRPD
OMXGVNLP XGRYLPD WLMHNRP UD]YRMD @®R kabipbildtaraVP R S UL
VWDQLPQRKRHMIDN@®XVDDAQD W LM H MBdRladjVWDNJOH@LMD @ HAKY B Q WH.D

kontrolira broj stanica u tkivu.

yODQLFHR BAMDHOML BEMH MIQNYHYSRSHW R WBAK l@poptetdkH QLN L
PLPEHQLN WLMHNRP UD]J]YRMD XGRYD X pRY MékdpsiERND]LYD
X LVWLP VWDQLFDPD DOL VH PHYyXRGQRYVY QMLKRYRJ L]JUDAaD
2E]JLURP QD PMHVWD SRMDYOMLYDXQMSOSLYMOKR Y Rakd|LH QAP D
prstiju, a BAX u interdigitalnim prostorima) smatramo da BclVSUHpDYDMXuUL VWDOQL
RPRIJXUXMH UDVW OMXGVNLK XG RitRluie b pBXanipBPuM H SUV WL |

JLEUREODVWQL ACEPIEFBEBL FRNDYWDOL VX LJUDADM X HSLW
FLMHORJ LVWU D aaxgaRidval) ® FGIRE|© MdDprisutan i u mezenhimu te
KUVNDYLpQLP IDODQJL OMHVWR L]UD aditamu prolifet&ieitix MH QD
u rastu prstiju i oblikovanjuDODQJL 2EUDFAFRIINNDPOWHD QD QMHJRY X F
uloguQH VDPR X UDVWX SUVWLMX. YHUO L X QMLKRYRP RGYDMLE

5/ Transkk EFLMV NL MBXPLE MEXE-FSRND]LYDOL VX LJUDADM X HSLWt!
mezenhimu (posebice u zonirastap RED V X pilalpEsdt@aluNddima stanicama (ko-
lokalizirald). MSX- MH GRGDWQR ELR MDNR SR]LWWLH XQKX WNDWHQ®Q

56



IDODQJDPD L QMLKRYRP SHULKRGULMX 7HPHOMHP QDYHG
PRJOD VXGMHORYDWL X UDVWX SUVWLMX D 06; GRGDWQR

6/ Elektronsko mikroskopskom analizom uzoraka tkiva ljudskih udova tijekom razvoja

GRGDWQR VPR PRUIRORANL SRWYUGLOL VWDQLFH X SUROLI
L DSRSWR]L ]JXaQMDYDQMH L IUDIJPHQWDFLMD MH]JUH L
PHIJHQKLPX NRML VX YDAQL X IDJRFLWR]L RGXPUOLK VWDQL
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654(7$.

5D]YRM XGRYD pHVWR VH NRULVWL NDR PRGHO ]D LVWUDAL
UD]J]OLNH NRMH VH L]JPHYyX SRMHGLQLK YUVWD SRMDYOM)
REOLNRYDQMD XGRYD 8VSUNRV PQRJREURMQLWPprstiwWw UDAaLY
X SRNXVQLK 4ALYRWLQMD VDPR MH QHNROLNR LVWUDALY
RVWDYOMDMXuL WDNR RYDM SUREOHP QHUD]MD&AQMHQLP
DQDOL]JLUDQ X VHULMVNLP KLVWRORANLP UHJRAOLW®D oM
UD]YRMQLK WMHGDQD SUL pHPX VX NRUL&A&WHQH LPXQRKL"
LPXQRIOXRUHVFHQFLMH L HOHNWURQVNH PLNWBWNRSLMH
Whitney, KruskalVallis i Dunnovims post hoc testom.

SRVHEQD SDaQMD SRVYHUHQD MH UD]JYRMX SUVWLMX QDUR
UD]GYDMDQMH L L]GXAaLYDQMH S3URVWRUQL L YUHPHQVNL
NRQWUROX VWDQLpQH SUROLIHUDFLMH XNOMXgL¥DOL V)
aQWLDSRSWRWVNX ENBRDQpPHEYULREXOBY®QH pLPEHQLNH UDV
UHFHSWRU )*)5 WH WUDQV N LEFK{-M Rrocesi phoptie @rialztand 6 ;

VX SULPMHQRP pLPEMQLNODS NDWMBD IHPLPEHQLNDNSRYH]DQLK
RIP5. Apoptoza je dodatno dokazana TUNEL metodom.

7LMHNRP UDQRJ UD]YRMD OMXGVNL XGRYL VDVWRMDOL VX
ektoderma s apikalnim ektodermalnim grebenom (AEG). S napredovanjem razvoja, jaka
proliferacijska aktivhost postepeno se smanjivala u mezenhimu (od 78% na 68%) i u epitelu

(od 62% na 42%), dok je u hrskavicama prstiju proliferacija stalno bila niska (26-27%).
Apoptotske stanice pozitivne na kaspazu-3 i AIF bile su svojstvene za mezenhim i AEG
tijekom ranih faza razvoja, dok su tijekom razdvajanja prstiju bile prisutne i u mezenhimu
LIPHYyX SUVWLMX LQWHUGLJLWDOQRP -PH(RIQHKQPMH XQWHQ
PHJHQKLPX QHSRVUHGQR LVSRG $(* L X KUVNDYLpPpQLP IDC
svojstven podip MLPD V DSRSWR]JRP 1D XOWUDVWUXNWXUQRM UD
prepoznatljive mitotske figure, dok su apoptotske stanice pokazivale fragmentaciju jezgre.
ODNURIDJL VX XRpHQL RNR DSRSWRWVNLK VWDQLFD

7LMHNRP UD]YRMD SRMDpDYDR VH L]UDADM VYLK ILEURE(
mezenhimu i AEG-u, mezenhimu neposredno ispod grebena (zona rasta) i hondrocitima
KUVNDYLFD XGRYD 'RN MH LVWRY Uédkspre§d) MXMIREESD |PDWVN
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QDYHQ X HSLWHOX L PH]JHQKLPX S MH SRND]JLYDR VQLC
SUROLIHULUDMXULP VWDQLEDBDROHJIHWULQ D MXBAPMVWDQLFD
PLPEHQLNDMSB&: XRpHQ MH X pLWDYRM RVQRYL XGRYD 6QD:

prisutan u AEG-u i mezenhimu udova.

5H]XOWDWL QDA&ALK LVWUDALYDQMD SRND]XMX GD LQWHQ]L
LIGXALYDQMH RVQRYH XGRYD NDR L UD]JOLpLWL BDVW SU
ovisnii AIFFRYLVQL SXW XNOMXpHQL VXLXENR@\W WM/OXQY.HD L) LISR
mezenhimu u najranijim razvojnim stadijima, kao i u proces odvajanja prstiju tijekom kasnijih
ID]D UD]YRMD XGRYD 3URVWRUBAX U o¥ridH tdev@ VKdtujed hd) DaD M
QMLKRYX PRJIXUX XORJX X iVeklpRikidb Q@MicanjD BaRtS Wjekph
REOLNRYDQMD XGRYD 2EUD]DF L]JUD&aDMD pLPEHQLND S L
NRQWUROL VWDQLpQRJ VWDUHQMD L VPUWL 1DVXSURW LV
SRYUELQVNRP HSLWoadmowxljudsgih udovh magbDby tiMezultat

UD]J]OLND X REOLNRYDQMX XGRYD L]PHYyX UD]JOLpPpLWLK YUV\
JHQD NDR L WUDQVNULSELMSNLIQLMIREHQR NS HRBLILPpDQ ]D
odnosu na druge vrste. Temeljem WK UQRJ L YUHPHQVNRJ LJUD&ADMD LV
WLMHNRP UD]J]YRMD OMXGVNLK XGRYD QDA&aL UH]XOWDWL Xt
VWDQLpQH SUROLIHUDFLMH UDVWX XGRYD L]GXALYDQMX L
2 u kontrolivasKk ORJHQH]H .DVNDGD PHYyXVREQR RUNHVWULUDQL
RQH DQDOL]JLUDQH X RYRM VWXGLML ]DMHGQLpPpNL GRSULQR
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8. SUMMARY

The limb development has been widely used as a model to investigate how gene expression
controls interspecies differences appearing in normal limb morphology and in limb
malformations. Despite numerous investigations performed on digit formation of
experimental animals, only few investigations analyzed human limb development, thus
remaining this problem largely unclear. In the present studyjdtielopment of human limbs

was analyzed in serial histological sections of 16 normal human conceptuses betwden the 4
and 18" developmental weeks by using immunohistochemical and double
immunofluorescence methods, aabbctron microscopy. Statistical data were analyzed by
Mann#Vhitney test, KruskatVallis and Dunr§§ post hoc test.

Special attention was paid to development of fingers, in particular to factors involved in their
separation and elongations. Spatiotemporal expression pattern of factors involved in control
of cell proliferation included proliferation marker Ki-67 and antiapoptotic marker Ba&2,

well as fibroblast growth factors FGF8 and FGF2, their receptor FGFR1, and transcription
factors MSX-1 and MSX-2Processes of apoptosis were analyzed by markers to c&pase-
AIF, BAX as well as to apoptosis associated fad®rand RIP5. poptosis was additionally
conformed by TUNEL method.

Initially, developing human limbs consisted of mesenchymal core and surface ectoderm with
apical ectodermal ridge (AER). During progression of development, strong proliferation
activity gradually decreased in the mesenchyme (from 78% to 68%) and in the epithelium
(from 62% to 42%), while in the differentiating finger cartilages proliferation was constantly
low (267 %). Apoptotic caspase-3 and Afpositive cells characterized mesenchyme and
AER at earliest stages, while during digit separation they appeared in interdigital mesenchyme
as well. Strong Bcl-2 expression was observed in AER, subridge mesenchyme and phalanges,
while BAX expression characterized limb areas undergoing apoptosis. Ultrastructurally,
proliferating cells showed mitotic figures, while apoptotic cells were characterized by nuclear

fragmentation. Macrophages were observed around the apoptotic cells.

Increasing expression of all analyzed growth factors (except FGF8) characterized both the
multilayered human apical ectodermal ridge (AER), sub-ridge mesenchyme (progress zone)
and chondrocytes in developing human limbs. While cytoplasmic co-expression of MSX-1

and MSX-2 was observed in both limb epithelium and mesenchyme, p19 displayed strong
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cytoplasmic expression in non-proliferating cells. Nuclear expression of Ki-67 proliferating
cells, and partly of MSX-1 and MSX-2 was detected in the whole limb primordia. Strong
expression of factors p19 and RIP5, both in the AER and mesenchyme was observed in

human developing limbs.

Our data suggest that intense proliferation enables growth and elongation of human limb
primordia, and differential growth of digits. Both caspase-3 and#dpendant pathways of

cell death control the extent of AER and number of cells in the subridge mesenchyme at
earliest developmental stages, as well as process of digit separation at later stages of limb
development. Spatio-temporal co-expression of Bcl-2 and BAX indicates their role in
suppression of apoptosis and selective stimulation of growth during human limb
morphogenesis. Expression pattern of p19 and RiBisates their possible involvement in
control of cell senescence and cell death. In contrast to animal studies, expression of FGFR1
in the surface ectoderm and p19 in the whole limb primordia might reflect interspecies
differences in limb morphology. Expression of FGF2 and downstream RIP5 gene, and
transcription factors Msx-1 and MSX-2 did not show human-specific changes in expression
pattern. Based on their spatio-temporal expression during human limb development, our study
indicates role of FGFs and MSX genes in stimulation of cell proliferation, limb outgrowth,
digit elongation and separation, and additionally MSX- 2 in control of vasculogenesis. The
cascade of orchestrated gene expressions including the analyzed developmental factors,

jointly contribute to the complex human limb development.
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