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1. Uvod

Zmije su kraljeznjaci koji spadaju u nadrazred Tetrapoda. Tetrapoda odlikuju Cetiri uda s pet
prstiju dok su predci ove skupine imali po osam prstiju na svakom udu. Veéina zivotinja iz
nadrazreda Tetrapoda zive na kopnu, a manji broj ih je sekundarno presao u vodu. Ud Tetrapoda
(Slika 1.) moguce je podijeliti na tri dijela. Prvi dio, najblizi tijelu, je stilopod kojeg Cine
humerus u prednjem udu i femur u straznjem, zatim zeugopod koji u prednjem udu ¢ine ulna i
radius dok su u straznjem tibia i fibula. Zadnji dio koji je najudaljeniji od tijela je autopod kojeg
u prednjem udu ¢ine zapesce, pesce 1 prsti, a u straznjem glezanj, stopalo 1 prsti (Pough i sur.

2023).

humerus

radius

ulnaW—

podojne

Slika 1. Prednji ud pretka nadrazreda Tetrapoda. Ud je podijeljen na stilopod (humerus), zeugopod
(radius i ulna) i autopod (pesce kojeg Cine karpalne kosti, zapes¢e od metakarpalnih kostiju i prsti
gradeni od falanga). Prsti su oznaceni rimskim brojevima od —III do V. Danasnji Tetrapoda imaju

prste od [ do V, a izgubili su one od —I do —III. Preuzeto i prilagodeno iz Liem i sur. (2001).

Nadalje, zmije pripadaju razredu Reptilia (gmazovi), a razredi Reptilia i Mammalia (sisavci)
zajedno C¢ine Amniota, Cija je glavna osobina amniotsko jaje s ovojnicama embrionalnog
porijekla (amnion, korion 1 alantois). Reptilia ukljucuje dvije skupine, a to su
Archosauromorpha (Testudines i Archosauria) 1 nadred Lepidosauria (Squamata i
Rhynchocephalia), a njih ¢ine ektotermalni organizmi koji kao tjelesni pokrov imaju ljuske
(iznimka ptice) 1 za respiraciju koriste pluc¢a (Pough 1 sur. 2023; Kardong 2018). U nadred

Lepidosauria spadaju premosnici (Rhynchocephalia) te gusteri (Lacertilia) 1 zmije (Serpentes)



koji zajedno ¢ine Squamata jer su zmije, filogenetski gledano, ugnijezdene unutar gustera.
Pripadnici Lepidosauria zive gotovo isklju¢ivo na kopnu, a moze ih se pronaci na svim
kontinentima osim Antartike. Neka njihova obiljezja su moguénost odbacivanja repa (iznimka
zmije), otvor kloake im je postavljen transverzalno dok je u ostalih Tetrapoda longitudinalno i
njihovo tijelo ne raste tijekom cijeloga zivota, ve¢ do odredene dobi. Nadalje, muzjaci iz reda
Squamata imaju bilateralne penise (hemipenisi) za kopulaciju, dok Zenke mogu biti oviparne
ili viviparne. Zmije imaju samo kromosomsko odredivanje spola za razliku od gustera koji uz

kromosomsko imaju i okolisno odredivanje spola (Pough 1 sur. 2023).

Zmijoliko tijelo koje odlikuje produzenje tijela i redukcija ili gubitak udova (Caldwell 2003)
nije isklju¢ivo obiljezje zmija, ve¢ je Cesta pojava i u drugim skupinama zivotinja. Takav oblik
tijela evoluirao je barem 14 puta u riba (Ward i Brainerd 2007), mnogo puta u vodozemaca
(Parra-Olea 1 Wake 2001), 25 puta u Squamata (Wiens i sur. 2006) i u nekih sisavaca poput
kuna (porodica Mustelidae) i kitova (red Cetacea) (Bejder i Hall 2002; Gliwicz 1988). Iz ovih
podataka vidljivo je da je ova znacajna promjena oblika tijela Siroko zastupljena medu
Zivotinjama, a zahvatila je velik broj vrsta unutar Squamata $to ih ¢ini dobrim modelom za
proucavanje evolucije zmijolikog tijela (Wiens 2009). Elongacija tijela moZe se posti¢i
produzivanjem trupa, repa ili oboje (Brandley i sur. 2008) na nacin da se kraljesci produlje ili
se poveca njihov broj (Bergmann 1 Morinaga 2019). Sve skupine sa zmijolikim predstavnicima
unutar Squamata, a to su porodice Anguidae, Cordylidae, Dibamidae, Gerrhosauridae,
Gymnophthalmidae, Pygopodidae i Scincidae (Wiens i sur. 2006) i podred Serpentes (Brandley
1 sur. 2008) postigle su produZenje tijela dodavanjem kraljeZzaka (Bergmann 1 Morinaga 2019).
Medu ovim skupinama, ali 1 u ostalih Zivotinjama s gubitkom udova, zabiljeZen je ¢eS¢i gubitak

prednjih udova (Royle i sur. 2021).

Gusteri bez nogu koji Zive na povrsini tla imaju izduzeno tijelo zbog dugih repova dok im je
trup normalne duljine. S druge strane, gusteri koji Zive pod zemljom imaju izduzeno tijelo zbog
produljenja trupa, a rep im je kratak. Zmije imaju oblik tijela poput gustera bez nogu koji Zive
pod zemljom (Pough i sur. 2023). Nadalje, zmije i1 guSteri imaju mnogo razlika u morfologiji i
ponasanju npr. zmije za razliku od gustera nemaju kapke 1 uSne otvore, ali klju¢na je razlika u
gradi njihove diapsidne lubanje (Slika 2.). Diapsidna lubanja ima dva otvora iza oc€iju koji se
nazivaju fenestrama i omedeni su gornjom (¢ine ju os squamosum i os postorbitale) i donjom
(¢ine ju os jugulare 1 os quadratum) temporalnom pregradom. Gusteri imaju gornju temporalnu
pregradu 1 sustav pomic¢nih kostiju koje su spojene u cCetiri tocke 1 izgubili su donju temporalnu

pregradu, Sto im omogucava vecu mobilnost lubanje od ostalih gmazova, a lijeva 1 desna strana
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celjusti povezane su koStanim tkivom. Za razliku od njih, zmije imaju kosti lubanje koje Cine
sustav pomicnih kostiju povezan u sedam tocaka i izgubile su donju i gornju temporalnu
pregradu, Sto im omogucava veéu mobilnost lubanje od gustera, a lijeva i desna strana celjusti
povezane su elasti¢nim vezivom zbog ¢ega mogu neovisno pomicati lijevu od desne strane
celjusti 1 obratno, Sto zmijama omogucava da pojedu plijen veci od njihove glave.

A) B) C)

o0s squamosum os postorbitale
o0s squamosum

o0s quadratum os postorbitale 0s squamosum
os quadratum

os jugulare — i
os postorbitale 0S quadraium os jugulare

Slika 2. Na slikama su bojama istaknute kosti lubanje koje tvore gornju i donju temporalnu pregradu.
A) Diapsidna lubanja s gornjom i donjom temporalnom pregradom. B) Lubanja gustera nema donju
temporalnu pregradu, te je vidljiva redukcija kostiju koje ¢ine temporalne pregrade C) Lubanja zmije
nema temporalnih pregrada niti os jugulare, a ostale kosti koje su Cinile temporalne pregrade

znacajno su reducirane. Preuzeto i prilagodeno iz Pough i sur. (2023).

Sve zmije danas imaju izduZeno tijelo veli¢ine od 10 cm do 10 m, grabezljivci su i vecina ih je
kompletno izgubila udove dok neke skupine imaju zakrzljale straznje udove (Kardong 2018).
Pitoni 1 boe imaju ostatke straznjih udova gradenih od reducirane zdjelice, zakrZljalog femura
1 vanjskog privjeska koji izgleda kao kandza dok Scolecophidia imaju jo§ vecu redukciju
straznjih udova i zdjelice (Leal i Cohn 2016; Zaher 1 sur. 2009). lako zmije nemaju udove koji
bi sudjelovali u kretanju, ipak se mogu kretati na Cetiri na¢ina, ovisno o veliini tijela 1 vrsti tla
po kojem se zmija krece. Ta Cetiri nacina su kretanje bo¢nim savijanjem, pravocrtno kretanje,
koncertina kretanje i postrano vijuganje (Slika 3.). Kod bo¢nog savijanja, tijelo zmije se savija
1 oslanja na nesavrsSenosti tla odguruju¢i se od njih. Nadalje, zmije velike mase se obi¢no krec¢u
pravocrtno, na nac¢in da izmjenjuju dijelove tijela koji se podizu od tla i dijelove tijela koji su
naslonjeni na tlo u obliku valova te se pomocu kontrakcije misica, od glave prema repu, kre¢u
naprijed u ¢emu pomazu grube ventralne ljuske koje zmijama daju oslonac kako bi se mogle
odgurnuti od tla. Tre¢i oblik je koncertina kretanje koje se koristi u uskim prolazima tako da se
straznji kraj tijela usidri 1 zatim se savijanjem tijela u obliku postranih zavoja ostatak tijela
stisne uza zid 1 potom se prednji dio tijela izduzi naprijed i usidri, nakon ¢ega se pomakne

straznji dio. Zadnji je oblik kretanja postrano vijuganje pri kojem se glava podigne i pruZi prema



naprijed, a ostatak tijela savija se postrano u odnosu na smjer kretanja pri ¢emu tijelo dodiruje
tlo u dvjema do trima tockama na jednoj strani i prilikom kretanja se izmjenjuje strana tijela
koja dodiruje tlo. Postranim vijuganjem se krecu zmije koje zive u pustinji $to im omogucava
nedostatak grubih ventralnih ljusaka koje bi povecale trenje pri postranom kretanju (Pough 1
sur. 2023). Zbog nedostatka udova misici, rebra i1 kraljesci su ojacani kako bi izdrzali mehanicki

stres zbog savijanja tijela tijekom kretanja (Camaiti i sur. 2021).

paralelni
tragovi u
pijesku

a\;— D)

Slika 3. Cetiri nadina kretanja zmija: A) pravocrtno kretanje B) bogno savijanje C) koncertina
kretanje D) postrano vijuganje. Plavom bojom su oznacena mjesta gdje zmija dodiruje tlo. Preuzeto

i prilagodeno iz Encyclopadia Brittanica, Inc. (2012).

Prve zmije pojavile su se pocetkom krede, prije 128,5 milijuna godina, i potjeCu iz Laurazije
dok se krunska skupina zmija, kojoj pripadaju sve Zivucée vrste, pojavila prije 108,5 milijuna
godina 1 potjece iz Gondvane. Do velike raznolikosti vrsta zmija dolazi nakon velikog
izumiranja na prijelazu krede u paleogen (Hsiang i sur. 2015), a na slici 4. vidljivi su filogenetski
odnosi izmedu pojedinih skupina zmija. Pretpostavlja se da su zmije evoluirale iz guStera koji
je imao jako reducirane o¢i, Zivio pod zemljom i bio prilagoden za kopanje. Razlika u gradi
ociju gustera i zmija podrzava hipotezu da su se o¢i zmija razvile iz reduciranog oblika ociju.
Kod zmija se oko akomodira pomicanjem le¢e naprijed ili natrag i grada njihovih cunjica
odgovara modificiranim $tapi¢ima, a kod guStera se akomodacija oka postiZze promjenom oblika
le¢e te imaju Cunjice i Stapice razliCite morfologije (Kardong 2018; Pough i sur. 2023). Od
danasnjih su zmija predcima najslicnije porodice Leptotyphlopidae i Typhlopidae koje Zive pod
zemljom, imaju reducirane oci, ostatke zdjelice 1 prilagodene su za kopanje (Pough i sur. 2023).
U proslosti su Zivjele zmije s dobro razvijenim straznjim udovima koje nisu bile prijelazni oblici

prema gubitku udova, ve¢ su bile stabilne vrste kojima je zadrZavanje straznjih udova bila
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prilagodba. Velika redukcija straznjih udova i zdjelice je svojstvo krunske skupine zmija
(Garberoglio 1 sur. 2019). Neke od vrsta s dobro razvijenim straznjim udovima su izumrla
Najash rionegrina Apesteguia & Zaher, 2006 koja je zivjela na kopnu i sestrinska je skupina
svim zmijama te izumrle Pachyrhachis problematicus Haas, 1979, Haasiophis terrasanctus
Tchernov, Rieppel, Zaher, Polcyn & Jacobs, 2000 1 Eupodophis descouensi Rage & Escuillié,
2000 koje su zivjele u moru. S obzirom na polozaj ovih triju izumrlih vrsta zmija koje su zivjele
u moru na filogenetskom stablu, pretpostavlja se da je kod njih doslo do ponovnog razvitka
nogu ili je doslo do viSestrukog postanka gubitka nogu kod zmija (Zaher i sur. 2009). Po uzoru
na objasnjenje ponovnog razvitka o€iju u zmija, ponovna pojava udova u ovih vrsta mogla se
dogoditi uspjesnim razvojem zakrzljalih udova jer su ovim zmijama najblizi srodnici skupina
Booidea koja ima zakrzljale udove (Leal i Cohn 2016). Nasuprot tome, kada bi doslo do
viSestrukog postanka gubitka nogu kod zmija svi fosili bazalnih vrsta zmija od svake skupine
(Booidea, Scolecophidia i Colubroidea) morali bi imati udove, ali ti fosili jo$ nisu pronadeni.
Prednji udovi su u potpunosti nestali u svim vrstama fosilnih zmija, a nemaju ih niti danasnje
vrste, $to upucuje da su se oni izgubili prije straznjih udova (Zaher i sur. 2009). Rane zmije
poput Najash rionegrina Apesteguia & Zaher, 2006 imale su lubanje s obiljezjima lubanja zmija
1 guStera $to nam govori da su se prednji udovi izgubili prije nego Sto su se razvila sva obiljezja

lubanje zmija (Caldwell i sur. 2015).



@ Rhynchocephalia

® Lacertilia

@ § Najash rionegrina

T Simoliophidae

Slika 4. Filogenetsko stablo zmija prema rezultatima Hsiang i sur. (2015) dobivenih na temelju
fenotipskih obiljezja i prema Leal i Cohn (2016) sa oznacenim fenotipom udova (boja kruzica).
Vanjske skupine su Lacertilia i Rhynchocephalia, a bazalna skupina je T Najash rionegrina. Izumrle
skupine oznacene su sa 7. Crvena boja kruZi¢a oznacava potpun gubitak udova, Zuta gubitak prednjih
udova i zakrZljale straznje udove, zelena gubitak prednjih udova i dobro razvijene straznje udove,
plava dobro razvijene prednje i straznje udove, ljubicasta dobro razvijene prednje udove i gubitak
straznjih udova, a bijela redukciju prednjih i straznjih udova. Unutar krunske skupine zmija (sivi
pravokutnik) nalaze se manji pravokutnici koji predstavljaju vise taksonomske kategorije i uokviruju

nize taksonomske kategorije (listovi filogenetskog stabla) koje im pripadaju.

2. Aksijalna elongacija

Tijelo kraljeznjaka moze se podijeliti na glavu, vrat, trup s udovima i rep (Weldon 1 Miinsterberg

2022). Samo je nekoliko skupina unutar Tetrapoda kompletno izgubilo udove i ti slucajevi su



uvijek povezani s elongacijom tijela. Kod zmija je, osim s aksijalnom elongacijom, gubitak
udova povezan i s promjenama u regionalizaciji kostura (Leal i Cohn 2018). Znacajno
produljenje trupa u zmija postignuto je povecanjem broja kraljezaka (Bergmann i Morinaga

2019) za $to su zasluzne promjene u somitogenezi.

2.1 Somitogeneza

Broj somita ovisi o kontroli posteriornog rasta duz aksijalne osi tijela (viSe jednakih somita Sto
je os dulja) 1 veli¢ini somita (viSe manjih somita u osi iste duljine) (Gomez i Pourquie 2009).
Somiti nastaju segmentacijom presomitskog mezoderma (PSM) s obje stane neuralne cijevi i iz
njih se kasnije razvijaju kraljesci, rebra, skeletni misi¢i stijenke tijela i udova te derma leda
(Brent 1 Tabin 2002; Christ i sur. 2007). Presomitiski mezoderm je naziv za rani paraksijalni
mezoderm. Tijekom gastrulacije stanice epiblasta putuju kroz primitivau prugu, a kasnije iz
pupoljka repa, migriraju u PSM kako se ne bi iscrpio. Nastanak somita ovisi o segmentacijskom
satu Cije djelovanje ovisi o brzini putovanja determinacijske fronte prema straznjem dijelu tijela
(Slika 5.) koje se odvija zbog elongacije aksijalne osi tijela. Segmentacijski sat ¢ine cikli¢ki
geni Msgnl 1 Mesp?2 koji pripadaju Notch, Wnt 1 FGF signalnim putevima. Ekspresija njihove
mRNA ide poput vala od straznjeg dijela tijela prema prednjem dijelu, a intervali izmedu
njihovih ponovnih ekspresija traju koliko je potrebno da nastane jedan somit. Determinacijska
fronta mjesto je iza kojeg ¢e do¢i do segmentacije PSM-a u somit, a odredena je anteriornom
granicom gradijenta koncentracija proteina FGF8 i WNT3A ¢iji maksimum se nalazi u pupoljku
repa. Anteriorna granica gradijenta FGF8/WNT3A odredena je antagonistickim djelovanjem
gradijenta retinoi¢ne kiseline (RK) koju izlu€uju nastali somiti. Stanice u posteriornom PSM-u
ostaju u nediferenciranom stanju zbog velike koli¢ine ekspresije gena Fgf8 1 Wnt3a. Takoder, u
stanicama posteriornog PSM-a zapocinje ekspresija gena Msgnl (Gomez i Pourquie 2009).
Kada val ekspresije mRNA od gena Msgn! dode do determinacijske fronte dolazi do smanjenja
ekspresije Msgnl Cime stanice iza determinacijske fronte postanu kompetentne za stvaranje
somita (Buchberger 1 sur. 2000). Zbog smanjenja ekspresije Msgnl, iza determinacijske fronte
dolazi do inicijacije ekspresije gena Mesp2 koji odreduje posteriornu granicu somita (Morimoto
i sur. 2005). Elongacijom aksijalne osi tijela se gradijenti, a s njima i determinacijska fronta
pomicu prema straznjem dijelu tijela jer je ekspresija gena Figf8 aktivna samo u pupoljku repa,

a kada stanice iz pupoljka repa migriraju u PSM ekspresija Fgf8 staje (Gomez 1 Pourquie 2009).
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Slika 5. Prikazana su dva ciklusa aktivacije gena Msgnl i Mesp2 u PSM-u tijekom somitogeneze.
Determinacijska fronta (crna ispunjena linija) odredena je granicom antagonistiCkog djelovanja
gradijenta retinoic¢ne kiseline (RK) (zeleno) i FGF/Wnt gradijenta (ljubicasto) i pomi¢e se prema
straznjem dijelu tijela. Narancasto je s lijeve strane prikazan val ekspresije gena Msgnl koji kada
stigne do determinacijske fronte aktivira gen Mesp2 (crni kvadrat prikazan na desnoj strani) te
segmentacijom na posteriornoj granici (isprekidana linija) nastane somit s obje strane neuralne cijevi
(bijela struktura u sredini). Nakon nastanka somita ciklus se ponavlja. Preuzeto i prilagodeno iz

Gomez i Pourquie (2009).

Veli¢ina somita odredena je udaljenos¢u koju determinacijska fronta prede tijekom jedne
oscilacije segmentacijskog sata, stoga mijenjanje brzine sata moze promijeniti veli¢inu somita.
Broj somita ovisi o vremenu postojanja PSM-a tijekom embriogeneze $to je povezano s
njegovom veli¢inom te odnosom izmedu brzine somitogeneze i brzine elongacije aksijalne osi
tijela. Ako je somitogeneza brza, PSM brzo nestane i dolazi do zaustavljanja somitogeneze, a
ako je elongacija osi brza, onda se PSM dugo odrzava i somitogeneza se moze nastaviti tijekom
duljeg vremenskog perioda. Brzina elongacije aksijalne osi ovisi o brzini proliferacije stanica
u pupoljku repa i njegovom posteriornom pomicanju. Tijekom somitogeneze kukuruzne zmije
(Pantherophis guttatus (Linnaeus, 1766)), pili¢a (Gallus domesticus (Linnaeus, 1758)) 1 miSa
(Mus musculus Linnaeus, 1758) veli¢ina PSM-a se prvo poveca, a zatim se krene smanjivati
(Gomez 1 Pourquie 2009). Somitogeneza se privodi kraju smanjivanjem PSM-a zbog
nedostatka signala za proliferaciju stanica iz pupoljka repa (Gomez i sur. 2008) i apoptozom
stanica koju kontroliraju faktori iz pupoljka repa i RK iz somita. Smanjivanjem PSM-a RK
dolazi blize pupoljku repa, koji je izvor Fgf8 1 Wnt3a, smanjujuci ekspresiju ovih gena (Gomez
1 Pourquie 2009), a do pocCetka smanjivanja PSM-a dolazi kada dode do inicijacije trup-rep

tranzicije zbog ¢ega se smatra da su u regulaciju velicine PSM-a uklju€eni i Hox geni.



Velik broj malih somita u zmija, iz kojih ¢e nastati kraljesSci, rezultat je akceleracije
segmentacijskog sata u usporedbi s brzinom elongacije aksijalne osi u odnosu na druge zivotinje
iz skupine Amniota, a nije rezultat broja generacija stanica u PSM-u jer kukuruzna zmija ima
315 somita dok je njezin PSM imao 21 generaciju stanica, a mi$ ima 65 somita dok mu je PSM
imao 17 generacija $to nije znacajna razlika u broju generacija stanica u PSM-u izmedu misa i

kukuruzne zmije (Gomez i sur. 2008).

2.2 Elongacija trupa

Gen Oct4 utisava ekspresiju posteriornih Hox gena, poti¢e stvaranje trupa i zajedno s RK-a
aktivira anteriorne Hox gene (Mallo 2018), dok gen GdfI! inducira razvoj repa i aktivaciju
posteriornih Hox gena (Slika 6.). Vrijeme i razina ekspresije gena Oct4 1 Gdf11 odreduju duljinu
trupa 1 trenutak inicijacije rasta repa, dok Hox geni odreduju identitet regija tijela i djeluju
nizvodno od Oct4 1 Gdf11 (Aires i sur. 2016). Gen Gdf11 ¢lan je porodice gena TGF-p, a aktivira
se tijekom sredine gastrulacije u posteriornom dijelu tijela te sluzi kao glavni signal za pocetak
tranzicije trup-rep ¢ime se elongacija trupa zavrSava (Mallo 2018), a aktivira se grupa HoxB
gena u pupoljku repa (Gomez 1 Pourquie 2009). Nasuprot Gdf11, gen Oct4 poti¢e produzenje
trupa tako da sprjecava Sirenje ekspresije posteriornih Hox gena prema prednjem kraju tijela
(Aires 1 sur. 2016; Mallo 2018). Provedeni su mnogi eksperimenti na miSevima i pokazano je
da ukoliko se u miSu promjene ekspresije Gdf1! ili Oct4 do¢i ¢e do promjena u poziciji straznjih
udova gdje ¢e do¢i do aktivacije posteriornih Hox gena nakon nove inicijacije trup-rep
tranzicije (Aires 1 sur. 2016). U prvom eksperimentu, ukoliko je u miSu odgodena aktivacija
Gdf1l1, dolazi do produljenja trupa i pomaka straznjih udova posteriorno, a prerana aktivacija
dovodi do skracenja trupa 1 anteriornog pomaka pozicije straznjih udova (Jurberg i1 sur. 2013),
dok u drugim eksperimentima, u miSu u kojem nema ekspresije Oct4 ne dolazi do nastanka
trupa, a produljena ekspresija rezultira produljenjem trupa (DeVeale i sur. 2013; Aires i sur.
2016). Iz ovakvih eksperimenata moze se pretpostaviti da ekspresija gena Gdfi1/ mora
nadvladati ekspresiju gena Oct4 kako bi se zaustavila elongacija trupa i kako bi se zatim preslo

na razvoj repa, ali mehanizam kojim se to postiZe nije poznat (Aires i sur. 2016).
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Slika 6. Mehanizam elongacije trupa i njeno zaustavljanje prelaskom na elongaciju repa. Linija sa
strelicom na kraju oznaCava aktivaciju, a linija s okomitom crtom oznacava represiju. Nacin
djelovanja gena Gdf1I na gen Oct4 nije poznat (isprekidana strelica s upitnikom). Prema Aires i sur.
(2016) i Mallo (2018).

Produljenje prsnog kosa i mezoderma bo¢ne ploce te odgodena aktivacija posteriornih Hox
gena karakteristi¢ni su za zmije (Di-Poi i sur. 2010; Woltering 2012; Woltering i sur. 2009) i
miSeve u kojima je ekspresija Oct4 vremenski produljena. Ovakvi rezultati potvrduju da je
elongacija trupa zmija posljedica produzenja vremena ekspresije Oct4 tijekom embrionalnog
razvoja zmije u usporedbi s drugim Amniota. Unutar reda Squamata doslo je do preraspodjele
5' kraja lokusa Oct4, §to je dovelo do promjene regulatornog okoliSa u ovim organizmima.
Takoder, doslo je do razli¢itih promjena u nekodirajucoj sekvenci uz lokus Oct4 kod gustera 1
zmija, s time da je promjena u zmija konzervirana dok se razlikuje medu gusterima. Smatra se
da se ta promjena u zmija dogodila u klju¢nom mjestu za regulaciju ekspresije gena Oct4 za
razliku od gustera i da je ta promjena uzrok produljene ekspresije Oct4 u zmija (Aires i sur.
2016). Razlike u lokusu Oct4 i1 nekodirajucoj sekvenci uz njega jedan su od primjera zasto bi
se regulatorni okoli§ u zmija i gustera razlikovao od onog u miSeva koji se Cesto koriste kao
modelni organizmi u istraZivanju razvojnih procesa i zbog ¢ega bi se rezultati eksperimenata
koji su provedeni na miSevima mogli krivo protumaciti u kontekstu evolucije zmija (Vonk 1 sur.
2013). U sekvenci gena Gdf11 doslo je do inverzije kod svih Squamta u usporedbi s ostalim
Amniota, ali usprkos inverziji odrZano je normalno funkcioniranje Gdf7/ u Squamata (Aires i

sur. 2016).

Elongaciju aksijalne osi tijela poticu transkripcijski faktori Cdx, a zaustavlja ju aktivacija
posteriornih Hox gena (paralogni geni Hox12 1 Hox13). Aktivacija posteriornih Hox gena
dogada se zbog utiSavanja ekspresije njihovih regulatora Cdx/ 1 Cdx2 (Weldon 1 Miinsterberg
2022) i aktivacije gena Gdf11 koji promovira ekspresiju posteriornih Hox gena direktno ili

moduliranjem koli¢ine RK-a preko enzima CYP26A1 koji razgraduje RK-a (Royle i sur. 2021).
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Posteriorni Hox geni izazivaju smanjivanje ekspresije gena Wnt, ¢ime se reducira veliina
PSM-a i posljedicno dovodi RK-a blize pupoljku repa uzrokujuéi daljnje zaustavljanje
elongacije aksijalne osi i somitogeneze (Weldon 1 Miinsterberg 2022). U usporedbi s gusterima
1 ostalim Amniota, kod zmija je nadena normalna ekspresija gena HoxC13 u podrucju repa, ali
izostaje ekspresija gena HoxA13 1 HoxD13 (Di-Poi i sur. 2010). Nedostatak ekspresije HoxA13
1 HoxD13 u podrucju repa zmije pridonosi usporavanju zaustavljanja elongacije osi tijela jer je

koli¢ina inhibicijskih signala smanjena (Woltering 2012).

2.3 Regionalizacija tijela

Hox geni posreduju stvaranje rebara i zaustavljanje elongacije aksijalne osi tijela te odreduju
identitet kraljezaka, to jest paraksijalnog mezoderma prije formacije somita. Radi se o porodici
gena koja je u genomu organizirana u 4 skupine (A, B, C i D), a nastali su duplikacijom gena
kod predaka zbog Cega su geni iz ovih skupina medusobno sli¢ni sekvencom i polozajem u
genomu te su rasporedeni u 13 paralognih grupa (Mallo 2018). Poredak gena u tim grupama
odgovara poretku aktivacije njihove ekspresije duz aksijalne osi tijela (Deschamps i Duboule
2017). Ekspresija Hox gena poc€inje tijekom gastrulacije aktivacijom preko promjena u strukturi
kromatina (Weldon 1 Miinsterberg 2022). Hox geni dijele se jo$ na anterirone/3' Hox gene
(Hox1-Hox9) i posteriorne/5' Hox gene (Hox10-Hox13). Ekspresija 5' Hox gena odvija se
kasnije od ekspresije 3' Hox gena koji su aktivni u podrucju blize prednjem kraju tijela (Iimura
1 Pourquié 2006). Ovo svojstvo uzrokuje kolinearnu ekspresiju gena uzduz aksijalne osi tijela
definirajuéi specificne kombinacije Hox gena u svakom somitu. Te kombinacije Hox gena
uklju€ene su u odredivanje identiteta kraljeZaka (Gomez i Pourquié 2009). Ekspresija Hox gena
koji se nalazi viSe posteriorno dominantna je nad ekspresijom Hox gena koji se nalazi vise

anteriorno (Duboule i Morata 1994).

Kraljeznica u vecine kraljeznjaka podijeljena je na Sest regija, a to su redom okcipitalna,
cervikalna, torakalna, lumbalna, sakralna i kaudalna regija (Weldon i Miinsterberg 2022). Vratni
kraljesci razvit ¢e se iz somita u kojem su aktivni Hox4 geni (Horan i sur. 1995), Hox5-Hox9
geni potrebni su za specifikaciju prsnog kosa (Mclntyre i sur. 2007), pri cemu anteriorna granica
ekspresije gena HoxC6 odgovara anteriornoj granici torakalne regije u mnogih kraljeznjaka i u
zmija (Weldon 1 Miinsterberg 2022). Identitet lumbalnih 1 sakralnih kraljezaka odreduju Hox10
1 Hox11 paralozi (Wellik i Capecchi 2003). Na prijelazu cervikalne u torakalnu regiju razvit ¢e
se prednji udovi, a na prijelazu lumbalne u sakralnu straznji udovi (Royle i sur. 2021). Prednji
1 straznji udovi povezani su sa ostatkom kostura preko kostiju ramena 1 zdjelice (Weldon i
Miinsterberg 2022). Razina ekspresije Hox gena kontrolirana je kolicinom RK-a koju izlu¢uju
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somiti u prednjem dijelu tijela i razinom ekspresije gena Fgf8 ¢iji je maksimum na straznjem
dijelu tijela. Promjene u koli¢ini i vremenu ekspresije RK-a tijekom gastrulacije utjeCu na
razinu ekspresije gena 7hx5 i anteriornih Hox gena te na poziciju prednjih udova, dok je
promjena granica ekspresije Hox4 i Hox9 gena odgovorna za posteriorno prosirenje podrucja
ekspresije 7hx5 1 promjenu pozicije prednjih udova. Ovi pomaci u ekspresiji gena izazvani su
promjenama u regulaciji vremena ekspresije Hox gena jer gen HoxB4, koji potice aktivaciju
gena Tbx5, ostaje dulje aktivan zbog Cega se gen HoxB9 koji ogranicava podrucje ekspresije
Thx5 na prednji dio tijela aktivira kasnije. Pomak u poziciji prednjih udova uzrokovan takvom
promjenom regulacije Hox gena nije znacajan §to upucuje na postojanje dodatnih faktora koji
sudjeluju u pozicioniranju prednjih udova. Poziciju straznjih udova odreduje vrijeme ekspresije
gena Gdf11 bez kojeg ne dolazi do ekspresije gena Thx4 i Fgf10 zbog Cega se Gdf1l smatra

primarnim regulatorom pozicije straznjih udova umjesto Hox gena (Royle i sur. 2021).

Gmazovi nemaju prave torakalne i lumbalne kraljeske, ve¢ dorzalne kraljeske sa ili bez rebara.
Morfologiju kostura zmija obiljezava homogenizacija kraljezaka i redukcija/nestanak udova,
ramena 1 zdjelice (Woltering 2012). Regionalizacija tijela utemeljena je s Hox genima uzduz
aksijalne osi tijela (Dequéant i Pourquié 2008). Za razliku od sisavaca gusteri i zmije nakupili
su transpozone u Hox genima (Di-Poi i sur. 2010) $to je dovelo do promjene u njihovoj
regulaciji (Woltering 2012). U zmija je zadrZan slican uzorak ekspresije Hox gena u
paraksijalnom mezodermu trupa kao 1 kod miSa. Usprkos tome ova regionalizacija nije ocita u
anatomiji kraljezaka kod zmija. Somiti iz kojih nastaje homogena regija kraljezaka s rebrima
su regionalizirani s Hox genima za koje se zna da imaju uloge u oblikovanju kraljeZaka 1
potiskivanju razvitka rebara u miSa (Woltering i sur. 2009). Identitet kraljezaka s rebrima kod
miSa poticu Hox6 geni, a u supresiju rebara ukljuceni su Hox10 geni. U zmija geni Hox10
ubrzano evoluiraju i nalaze se u podrucju s rebrima Sto upucuje na njihov gubitak funkcije u
supresiji razvoja rebara (Woltering 2012). Evolucija zmijolikog tijela ukljucuje drugaciju
interpretaciju kombinacije ekspresija Hox gena nizvodno i promjenu njihove cis-regulacije.
Zmije nemaju dobro definiranu tranziciju vrat-trup koja je u drugih Squamata odredena s
polozajem prednjih udova s ¢ime se povezuje nedostatak ostrih anteriornih granica nekih 3' Hox
gena (Woltering 1 sur. 2009). Postoji nekoliko teorija o nacinu gubitka informacije za
pozicioniranje prednjih udova, a to su da je do toga doSlo zbog promjena u podrucju ekspresije
Hox gena u mezodermu bocne ploce (Cohn i Tickle 1999) ili zbog promijenjene interpretacije
Hox gena ili promjena u njihovoj sekvenci (Woltering i sur. 2009), npr. gen HoxA13 ima

specificne supstitucije u zmija i beznogih gustera (Kohlsdorf i sur. 2008).
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3. Razvoj udova kod Tetrapoda

Regulatorne mreze gena utjeCu na ponasanje stanica, prvenstveno na procese proliferacije,
diferencijacije, migracije i apoptoze stanica koji pokrecu morfogenezu. Iako su osnovni procesi
za razvoj udova medu kraljeznjacima konzervirani ipak postoje razlike u morfogenezi udova
unutar jedinke (drugaciji geni ukljuceni su u razvoj prednjih i straznjih udova) i medu vrstama
(razlike u regulaciji gena i vremenu pocetka njihove ekspresije) Sto potice evoluciju udova (Zhu
1 Tabin 2023). Nakon inicijacije udovi se razvijaju u tri osi, a to su proksimalno-distalna os (od
ramena do prstiju), anteriorno-posteriorna os (od prvog do zadnjeg prsta) i dorzalno-ventralna

os (od dorzalne strane Sake prema dlanu) (Gilbert 2010).

3.1 Inicijacija razvoja udova kod Tetrapoda

Mjesto na tijelu gdje ¢e se ud razviti odredeno je trenutkom aktivacije Hox gena duz aksijalne
osi organizma tijekom gastrulacije. Ud se razvija iz stanica somatopleure koja je dio mezoderma
bocne ploce embrija, a inicijacija pupoljka uda zapocinje proliferacijom mezenhimskih stanica
mezoderma bocne ploce (Weldon 1 Miinsterberg 2022). Prvi korak u inicijaciji pupoljka uda
jest tranzicija epitelnih stanica u mezenhimske stanice u podruc¢ju nastanka uda. Aktivacija gena
Fgf10 potice gubitak epitelnih obiljezja stanica, to jest stanice gube strog raspored, polarizaciju
te izlaze iz epitela stvaraju¢i nakupinu mezenhimskih stanica. Osim §to pokrece tranziciju
epitela u mezenhim Fgf70 aktivira ekspresiju gena Fgf8 (Slika 7.) u apikalnom ektodermalnom
grebenu (AEG-u) (Zhu 1 Tabin 2023) i ima ulogu u razvoju mozga, plu¢a, udova i potice
proliferaciju stanica (Sekine 1 sur. 1999). Upravo zbog ovih uloga, aktivacija gena Fgf10 u
podrucju gdje ¢e nastati udovi klju¢an je dogadaj u njihovoj inicijaciji. Uzvodno od Fgf10
djeluju geni 7hx35 1 Thx4 koji spadaju u T-box porodicu gena i1 sudjeluju u inicijaciji 1 odrZzavanju
rasta uda (Rallis 1 sur. 2003; Royle 1 sur. 2021). Podrucje ekspresije gena 7hx5 u prednjim
udovima preklapa se s ekspresijama paralognih gena Hox4 1 Hox5 koji aktiviraju 7bx5, a
podrucje ekspresije gena 7hx4 u straznjim udovima preklapa se s ekspresijama paraloga Hox8
1 Hox9. Ekspresija gena HoxC9 inducira gen Pitx/ koji je uzvodni aktivator od 7bx4, te takoder
ogranicava ekspresiju 7bx5 na prednji dio tijela (Zhu i1 Tabin 2023). Gen Thx4 aktivan je 1 na
drugim mjestima u organizmu kao $to su proktodeum, pluéni mezenhim 1 atrij srca (Chapman
1 sur. 1996). Uzvodno od anteriornih Hox gena, koji sudjeluju u inicijaciji prednjih udova
aktivacijom gena 7hx35, djeluje RK iz somita koja regulira podrucje ekspresije anteriornih Hox
gena (Royle 1 sur. 2021) te takoder direktno aktivira 7bx5 (Slika 7.) (Zhu 1 Tabin 2023). Bez

RK-a ne dolazi do nastanka pupoljka uda u pili¢a (Stratford i sur. 1996), a u misa bez sinteze
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RK-a nema ekspresije gena 7bx5 i Fgf10 Sto za posljedicu ima nedostatak razvoja prednjih
udova (Niederreither i sur. 1999). Osim u razvoju prednjih udova, 7bhx5 sudjeluje i u razvoju
kostiju ramena (kljucne kosti i lopatice), odreduje identitet prednjeg uda i bez njega nema
indukcije 1 odrzavanja AEG-a (Rallis i sur. 2003). Nadalje, na podrucju nastanka straznjih
udova aktivni su geni Thx4 i PitxI. Bez ekspresije Thx4 dolazi do Sirenja podrucja ekspresije
gena Hand? iz posteriornog dijela uda u anteriorni dio i do inicijacije ekspresije gena Fgf10, ali
ne i do njezina odrzavanja (Naiche i Papaioannou 2003). U misa ekspresija gena Pitx]/
odgovorna je za identitet straznjih udova 1 aktivaciju ekspresije gena 7hx4 te indukciju
posteriornih HoxC10 1 HoxCI11 gena (Slika 7.) specifi¢nih za straznje udove (Logan i1 Tabin
1999), dok bez ekspresije Pitx/ dolazi do nastanka skracenih straznjih udova s obiljezjima
prednjih udova (Szeto i1 sur. 1999). Za aktivaciju gena Fgfi0 u prednjem udu potrebna je
ekspresija Thx5, a u straznjem su potrebni 7hx4 1 koregulator, a za koregulatore su predlozeni

Wnt geni jer su potrebni da odrze ekspresiju Figf10 tijekom rasta uda (Royle i sur. 2021).

3.2 Razvoj triju osi u udovima Tetrapoda

Uz razvoj proksimalno-distalne osi uda vezan je zadebljali ektoderm na granici dorzalnog 1
ventralnog ektoderma koji se naziva apikalni ektodermalni greben (AEG) i mezenhimske
stanice s mogucnoscu proliferacije ispod AEG-a pod nazivom zona progresije (ZP). ZP izluCuje
protein FGF10 koji u AEG-u potic¢e ekspresiju FGF gena od kojih su najvazniji Fgf8 Cija je
uloga odrZavanje proliferacije stanica mezenhima, njihove nediferenciranosti i ekspresije
Fgfl0, te Fgf4 koji odrzava ekspresiju gena Shh u zoni polarizacijske aktivnosti. Sljedeca je
anteriorno-posteriorna os uz €iji je razvoj vezana zona polarizacijske aktivnosti (ZPA) u kojoj
je aktivan gen Shh (Gilbert 2010). Za aktivaciju ekspresije Shh u ZPA-u zasluzna je RK iz
somita (Stratford i sur. 1996) i geni koji su aktivni u posteriornom dijelu uda, a to su Hand? i
5" HoxD geni koji se vezu na ZRS (Slika 7.), a u slu€aju proSirenja podrucja ekspresije Hand?2
1 5' HoxD gena na anteriorni dio uda dolazi do nastanka druge ZPA-e 1 duplikacije prstiju
(Charité 1 sur. 2000). ZRS je specifi¢ni pojacivac uda koji se nalazi jednu megabazu uzvodno
od gena Shh u intronu gena Lmbrl (Lettice i sur. 2003) i podijeljen je na dvije domene. Prva
domena je 5'-domena koja je odgovorna za pravilnu vremensku i prostornu aktivaciju Shh
promotora dok je 3'-domena vazna za postavljanje pravilne strukture kromatina Shh promotora
1 onemogucava aktivaciju ekspresije gena Shh u anteriornom dijelu uda (Zhu i1 Tabin 2023). U
odredivanju veli¢ine ZPA-e osim ZRS-a sudjeluje i gen Shh regulirajuci broj stanica u ZPA-u
preko BMP2-signala (Bastida i sur. 2009) za apoptozu stanica u posteriornom dijelu ZPA-e
(Sanz-Ezquerro 1 Tickle 2000). Osim toga, ekspresija Shh poti¢e ekspresiju gena Gremlinl u

14



posteriornom dijelu uda. Protein Gremlinl inhibira ekspresiju gena BMP4 koji bi inhibirao
djelovanje Fgf4 gena. Osim BMP4, protein Gremlinl ograni¢ava ekspresiju gena G/i3 na
anteriorni dio uda gdje ekspresija G/i3 inhibira ekspresiju gena Shh i drugih gena koji su aktivni
u posteriornom dijelu uda kao Sto su 5' HoxD geni (Slika 7.). Posljednju, dorzalno-ventralnu os
karakterizira ekspresija gena Wnt7a u dorzalnom ektodermu koji potice ekspresiju gena Shh u
ZPA-u i gena Lmx-1b u mezenhimu koji odreduje identitet dorzalnog dijela uda. Na ventralnoj
strani ektoderma aktivan je gen En-1 koji ogranicava ekspresiju Wnt7a na dorzalnu stranu, a
time 1 ekspresiju Lmx-1b gena (Slika 7.; Carlson 2013). Sve tri osi medusobnu djeluju jedna na
drugu na sljedeci nacin: gen Shh iz ZPA-e potice ekspresiju gena Figf4 u AEG-u tako da inhibira
BMP gene, a Figf4 iz AEG-a i gen Wnt7a iz dorzalnog ektoderma pozitivno utje¢u na ekspresiju
gena Shh u ZPA-u (Gilbert 2010). Segmentacija uda na stilopod, zeugopod i1 autopod odredena
je ekspresijom HoxA i HoxD paralognih gena (Mallo 2018) tako da su u stilopodu aktivni Hox9
1 Hox10 paralozi, u zeugopodu Hox11 paralozi, a u autopodu Hox12 i Hox 13 paralozi (Gilbert
2010). Regulacija dviju faza ekspresije Hox gena tijekom razvoja udova povezana je sa
reguliranjem strukture kromatina unutar genoma na mjestima gdje se nalaze Hox skupine
(Mallo 2018) pomocu topoloski asocijativnih domena (TAD-a) koje predstavljaju regije u
genomu u kojima su interakcije izmedu kromatina ucestalije nego u drugim dijelovima genoma
(Dixon i sur. 2012; Mallo 2018). Tijekom ranog razvoja pupoljka uda aktivna je 3' TAD koja
obuhvaca grupe gena od Hox3 do Hoxl11 te se njezina aktivnost u proksimalnom dijelu uda
odrZava i u kasnijim stadijima razvoja. Kako ud raste, regulatorni okoli§ Hox gena u distalnom
dijelu uda (autopod) prebaci se s 3' TAD-a na 5' TAD S$to aktivira paraloge od Hox9 do Hox13.
Ekspresija Hox13 paraloga u autopodu ogranicava ekspresiju Hox11 paraloga na podrucje
zeugopoda (Mallo 2018). Stanice koje grade ud potjecu iz njegova mezenhima. Mezenhim uda
¢ine mezenhimske stanice bo¢ne ploce iz kojih ¢e se razviti kosti, tetive, ligamenti 1 krvne Zile
uda, mezenhimske stanice iz somita iz kojih ¢e se izgraditi miSi¢i uda te stanice neuralnog
grebena koje ¢e formirat Zivce 1 pigmentne stanice uda. Iz somita se lu¢i RK koja potice
diferencijaciju proksimalnog dijela uda dok distalni dijelovi ostaju dulje nediferencirani zbog
aktivnih FGF 1 Wnt gena. Razvoj odredenog tipa prstiju ovisi o vremenu izloZenosti 1
koncentraciji proteina SHH u autopodu, a apoptoza mezenhimskih stanica izmedu njih ovisi o
ekspresiji BMP gena na tom podru¢ju (Carlson 2013). Osim apoptoze, BMP geni poti¢u
aktivnost gena Sox9 (Slika 7.) koji sudjeluje u hondrogenezi na podruc¢ju prstiju 1 tu inhibira
aktivnost BMP 1 Wnt gena. Aktivnost Wnt gena u tkivu izmedu prstiju inhibira ekspresiju gena
Sox9 koji sudjeluje u hondrogenezi (Raspopovic i sur. 2014). Do zavrSetka razvoja uda dolazi

kada se ZPA zbog rasta uda dovoljno udalji od AEG-a da viSe ne postoji pozitivna povratna
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sprega izmedu Shh 1 FGF gena, to jest protein Gremlinl tada vise nije dovoljno blizu kako bi
mogao inhibirati ekspresiju gena BMP4 koji inhibira ekspresiju gena Fgf4 u AEG-u (Carlson
2013).
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Slika 7. Inicijacija i razvoj pupoljka prednjeg i straznjeg uda kod Tetrapoda prema podacima iz
Carlson (2013), Roscito i sur. (2022) i Zhu i Tabin (2023). Smjerovi triju osi razvoja uda oznaceni
su u gornjem desnom uglu. Linije koje zavrSavaju strelicom oznacavaju aktivaciju elementa koji
sudjeluje u razvoju, a linije koje zavrSavaju okomitom crtom oznacavaju inhibiciju elementa. Kratice
u legendi oznacavaju presomitski mezoderm (PSM), apikalni ektodermalni greben (AEG), zonu
polarizacijske aktivnosti (ZPA) i zonu progresije (ZP). U kurzivu su napisani geni, a uspravno njihovi

pojacivaci, nazivi grupa gena i retinoic¢na kiselina (RK).

4. Gubitak udova kod zmija

S obzirom na to da veliki broj razli¢itih gena sudjeluje u razvoju udova i da je razvoj sli€nih
fenotipova zbog promjena u istim genima rijetka pojava, postoji mnogo mogucih evolucijskih
puteva kojima je doslo do gubitka udova u razlicitih skupina (Roscito 1 sur. 2022). Zahvaljujuci
sekvenciranju genoma Squamata (Castoe i1 sur. 2013; Georges 1 sur. 2015; Song 1 sur. 2015;
Vonk 1 sur. 2013; Xiong i sur. 2016) moguce je usporediti promjene u genomu, a kasnije i u
regulaciji gena izmedu pripadnika odredenih skupina §to je pridonijelo boljem razumijevanju
razli¢itih nacina koji stoje iza gubitka nogu promatranih skupina (Infante i sur. 2018). Tako je
analiza genoma skupina bez udova pokazala da je doslo do promjena u razli¢itim regulatornim

genima izmedu skupina, ali ti promijenjeni geni mogu biti dio istih signalnih puteva. Na primjer,
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zmije imaju mutacije u ZRS-u, ali tih mutacija nema u beznogih gustera $to upucuje na to da
su oni najvjerojatnije izgubili noge promjenama nekih drugih faktora u razvoju udova (Roscito

i sur. 2022).

Zmije su vrlo uspjeSna skupina organizama koja nema udove i sastoji se od 3 400 vrsta
(Pincheira-Donoso i sur. 2013). Mnogi geni koji sudjeluju u razvoju udova ocuvani su izmedu
zmija 1 zivotinja s udovima. Nasuprot tomu, geni koji sudjeluju samo u razvoju udova nisu
ocuvani 1 imaju mutacije koje su specificne za zmije (Infante i sur. 2015). Konzervirani
transkripcijski faktori aktivni su tijekom razvoja hemipenisa i udova kao dio signalnih puteva
BMP, FGF 1 Wnt iako su hemipenisi i udovi znacajno razli¢iti morfologijom i funkcijom.
Tijekom embriogeneze udovi i hemipenisi nastaju izrastanjem tkiva na prethodno odredenim
mjestima i imaju regionalne signalne centre koji usmjeravaju rast i daljnji razvoj, ali usprkos
ovim sli¢nostima razvoj udova 1 hemipenisa nije jednak. Zajednicki geni udova i hemipenisa
ocCuvani su jer su bili pod selekcijskim pritiskom bez obzira na gubitak nogu u zmija, a u te gene
spada velik broj cis-regulatornih elemenata Hox gena (Infante i sur. 2018). Smatra se da je
straznje udove teZe izgubiti zbog povezanosti s razvojem vanjskih dijelova genitalija (Leal 1
Cohn 2018). Za razliku od njih, geni koji su vezani isklju¢ivo uz razvoj udova promijenjeni su
ili izgubljeni zbog nedostatka prirodne selekcije za njih jer kako nema udova ti geni su izgubili
ulogu u razvoju zbog ¢ega mogu slobodno mutirati. Jedna od moguc¢ih promjena jesu mutacije
u veznim mjestima transkripcijskih faktora §to za posljedicu ima promjenu regulacije nizvodnih
gena (Roscito i sur. 2022) dok bi primjer za gubitak gena bio gen HoxD12 (Di-Poi i sur. 2010).
Zmije su izgubile noge prije 170 milijuna godina (Garberoglio i sur. 2019), a gusteri prije 35-
40 milijuna godina (Brandley 1 sur. 2008) te je zbog ove razlike u vremenu gubitka udova, u
zmija nakupljeno viSe mutacija u sekvencama gena za razvoj udova nego $to je u beznogih
gustera (Roscito 1 sur. 2022). Zbog preklapanja u regulaciji razvoja vanjskih dijelova genitalija
1 udova usporena je evolucija morfologije genitalija u organizama s udovima, ali kod zmija je
evolucija vanjskih genitalija ubrzana jer su njihovi regulatori izgubili ulogu u razvoju udova,
ali su zadrzali ulogu u razvoju genitalija te je tako uklonjen ogranicavajuéi u¢inak razvoja udova
na te regulatore Sto je dovelo do ubrzanja pojave mutacija u njima (Infante i sur. 2018; Infante
1 sur. 2015). O evoluciji zmija danas se najviSe informacija dobiva prou¢avanjem Zzivucih vrsta
zbog nedostatka fosila (Brandley 1 sur. 2008) Sto oteZava razumijevanje i objasnjavanje nacina
na koji je doslo do gubitka nogu u zmija, npr. jesu li se odmah izgubili kompletni udovi ili je

prvo doslo do redukcije udova, a onda njihovog gubitka (Camaiti i sur. 2021).
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4.1 Inicijacija udova kod zmija

Medu razli¢itim skupinama organizama s udovima postoje varijacije u inicijaciji pupoljaka
udova zbog Cega poznati mehanizam inicijacije udova u Amniota ne predstavlja mehanizam
razvoja udova svih Tetrapoda (Royle 1 sur. 2021). S obzirom na razlike u razvoju udova medu
skupinama i unutar jedinke kod istrazivanja gubitka udova u zmija modelni organizmi, umjesto
miSeva ili pili¢a, trebale bi biti zmije ili gusteri koji su im najblizi srodnici kako bi se izbjegli
mogudi lazni rezultati u eksperimentima. Pili¢i i miSevi najce$¢i su modelni organizmi u
istrazivanjima gubitka udova u zmija zbog manjeg broja dostupnih sekvenci genoma gmazova
1 neprilagodenosti znanstvenih metoda za gmazove (Infante i sur. 2018). Danas ipak postoje
neke znanstvene metode koje su uspjesno prilagodene za gmazove, npr. elektroporacija in ovo
za macakline i kornjac¢e (Nomura i sur. 2015), transgeneza pomocu lentivirusa za gustere i

RNA-interferencija za kornjace (Ge 1 sur. 2017; Tschopp i sur. 2014).

Zadnji zajednicki predak svih zmija imao je sve tri kosti zdjelice (ischium, pubis i illium) i
razvijene straznje udove, ali nije imao prednje udove i ramena (Palci i sur. 2020). Prema
fosilima zmije su potpuno izgubile elemente prednjih udova i ramena te reducirale straznje
udove 1 zdjelicu prije vise od 100 milijuna godina (Houssaye i1 sur. 2011). Promjene u cis-
regulaciji gena Pitx] dovele su do redukcije zdjelice u ribe koljuske (Gasterosteus aculeatus
Linnaeus, 1758), lamantina (7richechus Linnaeus, 1758) 1 miSa zbog Cega se pretpostavlja da
je Pitx] zajednicka meta medu skupinama Zivotinja za redukciju zdjelice. U Squamata i ostalih
skupina mehanizam redukcije zdjelice i ramena slabo je istrazen (Shapiro i sur. 2006), a mogao
bi razjasniti moze li do¢i do gubitka udova zbog redukcije/gubitka zdjelice 1 ramena ili prvo
treba do¢i do gubitka udova kako bi doslo do redukcije zdjelica i ramena. Gen ThxJ5 regulator
je razvoja prednjih udova kojeg aktiviraju Hox4 1 Hox5 paralogni geni, zbog ¢ega su promjene
u regulaciji Hox gena i nemoguénost odgovora na njih prouzrokovale zastoj razvoja pupoljka
uda u zmija (Mallo 2018). Na primjer, kod kukuruzne zmije koja je potpuno izgubila udove
pronadena je ekspresija gena 7hx5 u cijeloj somatopleuri umjesto uobicajene ekspresije 7hx5
koja je ograni¢ena na podrucje prednjih udova (Woltering i sur. 2009). Do prosirenja podrucja
ekspresije gena Thx5 dolazi jer je Thx5 izgubio nacin regulacije pomoc¢u Hox gena (Slika 8.) s
obzirom da je njihova ekspresija u zmija kolinearna s onom u ostalih Amniota (Royle 1 sur.
2021). Kod zelenog anola gustera (4Anolis carolinensis Voigt, 1832) 1 misa pojaciva¢ HLEB od
gena Thx4 koji sudjeluje u razvoju straznjih udova i vanjskih dijelova genitalija aktivan je u tim
podru¢jima, ali kod burmanskog pitona (Python bivittatus Kuhl, 1820) i kraljevske kobre
(Ophiophagus hannah (Cantor, 1836)) nadeno je da je HLEB izgubio ulogu u indukciji
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straznjeg uda (Slika 8.) dok ju je zadrzao u genitalijama (Infante i sur. 2015). Mnogobrojni
transkripcijski faktori koji su ukljuceni u razvoj udova i genitalija kod zmija izgubili su ulogu
u razvoju udova, ali su je zadrzali u razvoju genitalija, u Sto spadaju i HoxD paralogni geni

(Slika 8.; Guerreiro i sur. 2016). Do gubitka uloge ovih transkripcijskih faktora u razvoju uda

doslo je zbog promjene njihove regulacije u udovima.
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Slika 8. Inicijacija i razvoj triju osi pupoljka straznjeg uda kod pitona prema podacima iz Cohn i
Tickle (1999), Guerreiro i sur. (2016), Infante i sur. (2015), Leal i Cohn (2016), Roscito i sur. (2022)
i Royle i sur. (2021). Smjerovi osi razvoja pupoljka uda oznaceni su u gornjem desnom uglu. Linije
koje zavrSavaju strelicom oznacavaju aktivaciju elementa koji sudjeluje u razvoju, a linije koje
zavrSavaju okomitom crtom oznacavaju inhibiciju elementa. Smedom bojom oznacene su interakcije
koje se ne dogadaju kod pitona ili nemaju isti rezultat, a crnom bojom oznacene su interakcije koje
se odvijaju kod pitona i kod Tetrapoda. Crne isprekidane linije oznaCavaju interakcije koje se
iniciraju u pitona, ali brzo zavrSavaju. Kratice u legendi dolje desno oznacavaju presomitski
mezoderm (PSM) i zonu progresije (ZP). U kurzivu su napisani geni, a uspravno njihovi pojacivaci,

grupe gena i retinoi¢na kiselina (RK).

4.2 Razvoj triju osi udova kod zmija

Ni kod jedne izumrle ili Zivuce vrste zmija ne dolazi do inicijacije prednjih udova, nemaju kosti

ramena (Raynaud 1985), no neke imaju zdjelicu i straznje udove (Apesteguia i Zaher 2006).
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Od zivuc¢ih zmija rudimentarne straznje udove koji su izgubili ulogu u kretanju, ali imaju ulogu
u parenju (Palci i sur. 2020) imaju zmije koje spadaju u nadporodicu Booidea i slabo istrazivani
infrared Scolecophidia (Leal i Cohn 2016). To¢an mehanizam koji stoji iza gubitka prednjih
udova u zmija nije poznat, a njihov rani gubitak otezava proucavanje tih mehanizama. Nasuprot
tomu, redukcija straznjih udova u Booidea 1 Scolecophidia rezultat je zaustavljanja razvojnog
procesa ili kraceg vremena ekspresije klju¢nih regulatora za odrzavanje razvoja udova, dok je
nadporodica Colubroidea u potpunosti izgubila straznje udove i1 zdjelicu zaustavljanjem
inicijacije pupoljaka uda (Zhu i Tabin 2023). Zbog deaktivacije AEG-a i ZPA-e u pupoljku uda
nema ekspresije gena Fgf8 1 Shh. Postoji inicijacija gena Shh, ali njegova se ekspresija ne odrzi,
zbog Cega dolazi do zaustavljanja ekspresije gena Fgf8 u AEG-u i njegovog propadanja
(Camaiti i sur. 2021). Promjene u ekspresiji Shh i transkripcijskih faktora G/i3 ¢ije podrucje
ekspresije je proSireno prema proksimalnom dijelu i Hand?2 ¢ija ekspresija se nakon inicijacije
smanjuje 1 nestaje (Slika 8.), doprinose zastoju razvoja udova i njthovom nestanku u zmija (Leal
i Cohn 2016). Nadalje, zmije imaju razlike u nekodiraju¢im sekvencama gena i u sekvencama
veznih mjesta transkripcijskih faktora u mnogim regulatornim elementima udova, to jest doslo
je do velikih promjena cis-regulatornog okoliSa vezanog uz razvoj udova. Neke od tih promjena
jesu mutacije u pojacivacima za gen Gremlinl koji je antagonist skupine gena BMP koji igraju
ulogu u distalnom razvoju udova i prstiju, zatim u pojacivac¢ima za HoxA paralogne gene koji
sudjeluju u proksimalno-distalnom razvoju uda, te mutacije u pojacivac¢ima blizu gena Sox§ i
Sox9 koji su regulatori hondrogeneze i razvoja kostiju (Roscito i sur. 2022). Posteriorni HoxD
geni sudjeluju u razvoju prstiju, a kod zmija su ostali konzervirani §to se povezuje s njthovom

ulogom u razvoju hemipenisa (Leal 1 Cohn 2016).

Tijekom evolucije zmija, Booidea su se odvojili od Colubroidea prije nego Sto su straznji udovi
u potpunosti izgubljeni (Head 2015). Embriji pitona zapocinju formaciju pupoljaka straznjih
udova koji razviju hrskavi¢ne pretece tibije, fibule 1 stopala, ali te strukture nisu odrzive §to za
posljedicu ima nastanak rudimentarnog femura 1 terminalne kandze. Ovo otkri¢e daje temelj za
moguéi ponovni razvitak straznjih udova u izumrle porodice Simoliophidae jer nije bio
potreban razvoj udova de novo, ve¢ su se embrionalni udovi mogli odrzati i razviti u potpuno
funkcionalne udove (Leal 1 Cohn 2016). Hrskavi¢ne pretece tibije, fibule 1 stopala u pitona
najvjerojatnije se ne uspijevaju odrzati zbog promjena u regulaciji BMP gena i ekspresiji Sox
gena koji su odgovorni za kontrolu i provodenje hodrogeneze i kasnije kostiju (Slika 8.), te
zbog promjene u ekspresiji HoxA gena koji u kasnoj fazi razvoja uda zajedno s HoxD genima

usmjeravaju razvoj autopoda, stilopoda i zeugopoda (Rosito 1 sur. 2022). Pitonov pupoljak uda,
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tijekom ranog razvoja ne stvara dvije signalne regije, ZPA 1 AEG (Slika 8.; Cohn i Tickle 1999).
Ekspresija gena Wnt7a nalazi se isklju¢ivo u dorzalnom ektodermu uda $to vrijedi i za druge
organizme iz skupine Tetrapoda, stoga Wnt7a ne utjeCe na gubitak udova u pitona (Leal i Cohn
2016). Nadalje, usporedba podruc¢ja zahvacenog apoptozom u pupoljcima straznjih udova
burmanskog pitona i1 zelenog anola gustera pokazala je da je kod pitona dosSlo do distalnog
prosirenja podrucja zahvacenog apoptozom zbog nedostatka AEG-a (Infante i sur. 2018) $to
potvrduje da nedostatak AEG-a moZze biti mehanizam redukcije udova kako je predlozio
Rahmani (1974). Zastoju razvoja straznjih udova pitona pridonose i mutacije koje uniStavaju
vezna mjesta za transkripcijske faktore u sekvenci ZRS-a koji sluzi kao regulator ekspresije
gena Shh u ZPA (Slika 8.). U pupoljku uda dolazi do indukcije ekspresije Shh gena, ali ne i do
njezinog odrzavanja (Leal i Cohn 2016). Eksperimentom je pokazano da se ekspresija gena Shh
u pitonu moze odrzavati ako se transplantira AEG-a iz pili¢a §to znac¢i da mehanizam regulacije
ekspresije Shh nije kompletno izgubljen u pitona (Cohn i Tickle 1999). Pitoni imaju
konzerviranu regiju u sekvenci genoma koja odgovara 3' kraju ZRS-a Tetrapoda s udovima te
konzerviranu sekvencu preZRS-a (Park i sur 2008), a na 5' kraju ZRS-a nalaze se tri delecije
koje onemogucavaju aktivaciju ZRS-a pomocu trans-djelujucih aktivatora, to jest HOXD?9,
HOXD10 ili HOXD13 proteina. Ostale mutacije u ZRS-u pitona nalaze se u veznim mjestima
za ostale regulatore djelovanja ZRS-a (Kvon i sur. 2016; Leal i Cohn 2016). Kada se ZRS iz
kobre 1li pitona prebaci u misa ne dolazi do aktivnosti gena nizvodno od ZRS-a (Infante 1 sur.
2015) jer se okoli$ u kojem se nalaze trans-djelujuci faktori razlikuje izmedu zmije 1 sisavaca
(Infante 1 sur. 2018). Ekspresija HoxD paraloga u pitona odrzava se do kasne faze razvoja uda

kada nastane domena koja bi trebala postati autopod (Kvon i sur. 2016; Leal 1 Cohn 2016).

Colubroidea u koje spadaju npr. kukuruzna zmija i kraljevska kobra kompletno su izgubile noge
1 kod njih je pronadena jo$ veca degeneracija ZRS-a od 3' kraja prema 5' kraju 1 preZRS-a dok
je kod kukuruzne zmije preZRS izgubljen. Zbog konzervacije 3' kraja ZRS-a u Colubroidea
pretpostavlja se da taj dio ZRS-a ima ulogu u razvoju organizama izvan razvoja udova §to je
ostavljeno za daljnja istrazivanja (Leal i Cohn 2016). Pojacivaci HoxD gena u pitona takoder
su oc¢uvani, ali u Colubroidea su podlegnuti mutacijama. IstraZivanje postojanja razlika u
pojacivacima izmedu Booidea 1 Colubroidea pomogli bi u daljnjem razumijevanju mehanizma
iza kompletnog gubitka udova u Colubroidea. Na primjer, trebalo bi se utvrditi dolazi li do
nemogucnosti predodredenja podrucja na kojem bi se trebao razviti ud $to bi znacilo da se put

razvoja udova moze odvojiti od razvoja hemipenisa ili je mozda uzrok gubitka straznjih udova
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u Colubroidea nedostatak signala koji potice proliferaciju stanica na predodredenom podrucju

za nastanak uda (Leal i Cohn 2018).

5. Zakljucak

Gubitak udova kod zmija rezultat je sloZenih evolucijskih procesa, pri ¢emu su prednji udovi
izgubljeni rano, §to potvrduje odsustvo kostiju ramena i prednjih udova kod svih zivuéih i
fosilnih zmija. Nedostatak fosila ranih zmija i neistrazenost mehanizama odgovornih za gubitak

kostiju i ramena zdjelice znacajno oteZzava razumijevanje ovog fenomena.

Straznji udovi prisutni su u rudimentarnom obliku kod skupina Booidea i Scolecophidia, dok
su u Colubroidea potpuno izgubljeni. Kod nadporodice Booidea u odredenom trenutku dolazi
do prekida u razvoju straznjih udova, dok kod nadporodice Colubroidea jo$ nije otkriveno zasto
dolazi do potpunog izostanka njihove inicijacije. Razvoj udova regulira kompleksna mreza
gena, od kojih su mnogi kod zmija promijenjeni ili izgubljeni, a do promjena je najcesce doslo
u nekodiraju¢im sekvencama koje su povezane uz regulaciju gena. Nasuprot tome, geni
povezani s razvojem hemipenisa ocuvani su i upravo se ova povezanost smatra razlogom zasto

su se straznji udovi izgubili mnogo kasnije u odnosu na prednje udove.

lako je ekspresija Hox gena u zmija oCuvana, doslo je do promjena u njihovoj regulaciji, pri
¢emu su neki izgubili ulogu u razvoju udova, ali zadrzali funkciju u razvoju drugih struktura.
Zmije u pupoljcima uda nemaju signalne centre AEG 1 ZPA, a mutacije u ZRS regiji smanjile
su sposobnost odrzavanja ekspresije gena Shh, kljuénog za odrzavanje razvoja pupoljka uda.
Razlike u genima izmedu skupina Colubroidea i Booidea i skupina Booidea i Scolecophidia,
koje sudjeluju u razvoju udova, mogu biti predmet daljnjih istrazivanja kako bi se razumjele
njihove posljedice. Takoder, trebalo bi provesti istrazivanja na ve¢em broju vrsta zmija kako bi
se dobila potpunija slika evolucije gubitka udova, a odgovori vezani uz pocetak evolucije
gubitka udova kod zmija mogli bi se potraZiti kod beznogih gustera koji su najbliZi srodnici
zmijama i kasnije su izgubili udove od njih zbog ¢ega su nakupili manji broj mutacija. Opcenito,
istrazivanja vezana za gubitak udova mogu omoguciti bolje razumijevanje procesa odgovornih
za embrionalni razvitak pojedinih organskih sustava 1 otvoriti put u otkrivanju mehanizama

ravoja brojnih bolesti.
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