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SAZETAK

Uloga proteina obitelji GLI u diferencijaciji stanica trofoblasta
Anamarija Potkonjak

GLI proteini sudionici su evolucijski konzerviranog Hedgehog (Hh) signalnog puta koji tijekom
embrionalnog razvoja ima klju¢nu ulogu u prolifereciji i diferencijaciji stanica te morfogenezi
odredenih tkiva i organa. Hh signalni put aktivira se vezanjem Hh liganada za PTCH
transmembranski receptor pri ¢emu se aktivira SMO te dolazi do povecane aktivnosti GLI
transkripcijskih faktora koji poticu transkripciju ciljnih gena. Kod ljudi su pronadene tri

izoforme GLI proteina GLI1, GLI2 i GLI3 koji zbog razlika u gradi nemaju jednaku funkciju.

GLI proteini sudjeluju u diferencijaciji trofoblasta tijekom razvoja posteljice pri ¢emu se
maticne pluripotentne stanica trofoblasta diferenciraju u stanice citotrofoblasta koje su klju¢ne
u nastanku dvaju slojeva posteljice, nemigrirajuc¢eg viloznog trofoblasta gradenog od stanica
sinciciotrofoblasta 1 invazivnog ekstraviloznog trofoblasta gradenog od stanica citotrofoblasta.
Ova dva sloja posteljice razlikuju se po svojim funkcijama. Ako dode do poremecene aktivacije
Hh signalnog puta 1 ometanja normalne signalne kaskade pa samim time i aberantne ekspresije
GLI proteina, moze do¢i do poremecaja u diferencijaciji trofoblasta §to vodi razvoju raznih
bolesti kao Sto su hidatiformna mola, invazivna mola, koriokarcinom, trofoblasti¢ni tumor
leziSta posteljice 1 epiteloidni trofoblasticni tumor. Navedene bolesti obiljeZzene su
abnormalnom proliferacijom trofoblasta te zajedno ¢ine skup patoloskih stanja posteljice zvan
gestacijska trofoblasticna bolest. Povezanost aberantne ekspresije GLI proteina s razvojem
bolesti ukazuje na vaznost pravilne regulacije ovih transkripcijskih faktora tijekom

diferencijacije trofoblasta i normalnog razvoja posteljice.

Kljucne rijeci : GLI proteini, diferencijacija trofoblasta



SUMMARY

The role of GLI protein family of trophoblast cell differentiation
Anamarija Potkonjak

GLI proteins are participants of the evolutionary conserved Hedgehog (Hh) signaling pathway,
which plays a key role in the proliferation and differentiation of cells and morphogenesis of
particular tissues and organs. Hh signaling pathways activate by binding of Hh ligands to the
PTCH transmembranous receptor. In this process SMO activates and that leads to an increased
activity of the GLI transcription factors, which support the transcription of target genes. There
are three isoforms of the GLI proteins in people GLI1, GLI2, GLI3, which do not have the same
function because of the difference in structure.

GLI proteins participate in the differentiation of trophoblasts in the development of the placenta.
The stem cells of the trophoblast differentiate into cytotrophoblast cells (which play a key role
in the creation of the two layers of the placenta), non-migratory villous trophoblast (built of
syntitiotrophoblast cells) and an invasive extravillous trophoblast (built of cytotrophoblast
cells). These two layers of the placenta differentiate in functions. If a disrupted activation of the
Hh signaling pathway and disruption of a normal signaling cascade (and therefore even an
aberrant expression of GLI proteins) occurs, a disruption in differentiation of the trophoblasts
that leads to different diseases (such as hydatidiform mole, invasive mole, choriocarcinoma,
placental site trophoblastic tumour and epitheloid trophoblastic tumour) may occur. The
mentioned diseases are characterised by abnormal proliferation of trophoblasts and together
make up a group of pathological conditions known as gestational trophoblastic diseases. The
connection of the aberrant expression of the GLI proteins along with the development of
diseases shows the importance of a standard regulation of transcription factors during the

dfferentiation of trophoblasts and a normal development of the placenta.

Key words : GLI proteins, differentiation of trophoblasts



1. GLI proteini kao akteri Hedgehog signalnog puta

1.1. Hedgehog signalni put

Hedgehog (Hh) signalni put otkriven je u drugoj polovici 20. stolje¢a, proucavanjem vinske
musice (lat. Drosophila melanogaster) (1), a naziva se jos i Hedgehog-Patched (Hh-Ptch),
Hedgehog-Gli (Hh-Gli) 1 Hedgehog-Patched-Smoothened (Hh-Ptch-Smo) signalni put (2).
Podrijetlo imena signalnog puta Hedgehog rezultat je istrazivanja liCinke vinske musSice, u koje
je mutiran istoimeni gen, te je zbog same mutacije doslo do fenotipskih promjena u vidu kratkih
Siljastih izdanaka na kutikuli li¢inke koje su podsjecéale na jeza (engl. Hedgehog) (3, 4, 5, 6).

Hh signalni put predstavlja evolucijski visoko oCuvanu signalnu kaskadu koja se proteze od
stanicne membrane do jezgre i koja je iznimno znaCajna u embrionalnom razvoju, kako
beskraljeznjaka, tako i kraljeznjaka (1). Tijekom embrionalnog razvoja Hh signalni put ima
kljuénu ulogu u morfogenezi organa i kontroli rasta regulacijom stani¢ne diferencijacije,
proliferacije i migracije (7,8). U slucaju da tijekom embrionalnog razvoja, dode do aberantne
aktivnosti A signalnog puta, mogu se razviti intrauterine malformacije ploda (9). U stanicama
odraslog organizma signalni put je inaktivan ili slabo aktivan pa njegovu aktivnost moZemo
zamijetiti samo u somatskim tkivima poput kostiju i koze, gdje utjeCe na homeostazu i
regeneraciju stanica. Aktivacija ovog signalnog puta u stanicama odraslog organizma cCesto
moze ukazati na razvoj karcinoma (10). U ostalim tkivima, H# signalni put moZe biti aktivan
samo u primarnim cilijama (PC) koje su zasluZne za prijem mehanickih, termickih i kemijskih

signala (11).

Hh signalni put komunicira s jo§ nekoliko signalnih puteva u koje su uklju€eni proteini poput
kostanih morfogenih proteina (engl. bone morphogenetic proteins; BMPs) (12), paratirodinih

hormona (13) i retinoida (14).

1.2 Proteini obitelji Hedgehog (Hh)

Proteini obitelji Hedgehog pronadeni su u mnogim vrstama od meduze do ¢ovjeka. Dok u
vinskoj musSici postoji samo jedan gen H#, u ljudi nalazimo njegova tri homologa : Sonic Hh

(SHH), Desert Hh (DHH), i Indian Hh (IHH) .



Od navedenih homolognih gena, u ¢ovjeka je najvise proucavan SHH koji je ukljucen u razvoj
razlicitih organa tijekom embriogeneze. Gen SHH kontrolira razvoj srediSnjeg ziv€anog sustava
(15-17), udova (18), crijeva (19), pluca (20) i folikula dlake (21).
SHH odnosno njegov proteinski produkt SHH sudjeluje 1 u regulaciji desno-lijeve asimetrije
(22).

S druge strane, protein IHH je eksprimiran u hondrocitima gdje je klju¢an za morfogenezu
kostiju. Takoder, nuzan je i u regulaciji embrionalnog razvoja gastrointestinalnog sustava (23)

1 mlijeCne Zlijezde (24).

Protein DHH je najceS¢e izrazen u Sertollijevim stanicama testisa gdje je kljucan za
diferencijaciju spolnih stanica (25). Od svih homolognih gena, DHH ima najviSe slicnosti s

genom Hh koji se nalazi u D. Melanogaster.

Hh proteini prolaze proces sazrijevanja, posttranslacijskom modifikacijom njihovih perkusora
u endoplazmatskom retikulumu, nakon ¢ega Hh proteini djeluju autokrino (na stanice koje su

ih izlu¢ile) ili parakrino (na bliZe ili udaljenije stanice) (26).

Svi Hh proteini nakon posttranslacijske modifikacije gradeni su od N-terminalne "Hedge”
domene i C-terminalne "Hog” domene, od kojih je N domena palmitolirana, a C domena
kovalentno vezana za kolesterol. Takva dualna lipidacija nuZna je za aktivnost Hh proteina, ali

1 za njihovu hidrofobnost, svojstvo koje im omogucuje zadrzavanje u stanicnoj membrani (27).

1.3 GLI proteni (engl. glioma — associated oncogene)

Obitelj GLI proteina pripada obitelji transkripcijskih faktora GLI-Kruppel. Proteini GLI obitelji
razlikuju se od obitelji proteina Kruppel prema tome $to sadrze visoko konzervirani slijed
motiva C2-H2 cinkovih prstiju izmedu kojih se nalaze sekvence histidin - cistein. S obzirom na
to da GLI proteini sudjeluju u Hh signalnom putu, vazni su za embriogenezu i homeostazu.

(28)

Ova skupina proteina naziv je dobila prema glioblastomu, iz kojeg je prvi ¢lan obitelji GLI1
prvi put izoliran. Dok u vinskoj musSici postoji samo jedan transkripcijski faktor Cubitus
interruptus (kodiran genom Ci) koji djeluje 1 kao aktivator i kao represor, u kraljeznjaka pa tako
1 u ¢ovjeka nalazimo tri transkripcijska faktora GLI1, GLI2 i GLI3 koji se razlikuju prema

svojim funkcijama. (28)



Kako je ve¢ navedeno, GLI proteini pripadaju obitelji transkripcijskih faktora GLI-Kruppel koji
imaju motiv cinkovih prstiju (engl. Zing-finger domain; ZF) C2-H2 kojim se vezu na molekulu

DNA.

ZF domena GLI1/2/3 prepoznaje DNA sekvencu GACCACCCA u promotorima ciljanih gena.
Nalazi se u sredi$njem dijelu GLI proteina, dok je N- terminalni kraj uzvodno, a C-terminalni
kraj nizvodno od same ZF domene. GLI proteini, iako medusobno sli¢no gradeni, razlikuju se
prema svojim biokemijskim svojstvima i imaju razliite funkcije. Budu¢i da je ZF domena
visoko evolucijski konzervirana, funkcija pojedinog GLI proteina ovisi o duljini i gradi njihovih

N- terminalnih i C- terminalnih domena (29) (Slika 1).

Glil I 5 tQZFi -.ﬂ-c "
Gliz * in o —ZFI S w5 A e - .

G|i3 5 - I M3 ZF'-‘ S * . * *

Represorska domena Fosforilacyjska myesta :

DNA vezujuéa domena PKA, GSK36, CKL, ostali

I Transaktivacijska domena
Mjesto ubikvitinacije

5 Mjesto sumoilacye

. A Mijesto acetilacije
SuFu vezujuca domena

. 3 . ¥ Mjesto metilacije
.  Domena koja odreduje daljnju obradu

Slika 1. Prikaz grade GLI1/2/3 proteina. ZF domena nalazi se u srediSnjem dijelu,
dok je N-terminalni kraj uzvodno, a C-terminalni kraj nizvodno od ZF domene.
Preuzeto iz (29).



GLI2 1 GLI3 sadrze N-terminalnu represorsku domenu. Nizvodno od te represorske domene,
sva tri GLI proteina imaju visoko konzerviranu, prolin-tirozin (PY) domenu, koja je dio
nuklearnog lokalizacijskog signala, a ujedno vezno mjesto za protein SuFu i fosforilaciju (30).
Nizvodni dio proteina prema C-terminalnom kraju ima domenu koja odreduje smjer daljnje

obrade (engl. processing determinant domain; PDD) (31).

Sastav PDD odreduje hoce 1i u proteosomu do¢i do proteoliticCkog procesa GLI proteina u
okrnjene represore (GLI3) ili potpune razgradnje (GLI1, GLI2). Fosforilacijski klaster koji
sadrzi konzervirana fosforilacijska mjesta (P1-6 kod GLI2 i GLI3, djelomi¢no konzervirana u
Glil) (32) 1 fosforilacijska mjesta za GSK38 (engl. Glycogen synthase kinase 3 beta) 1 CK1
(engl. Casein kinase 1) nalazi se nizvodno od PDD. Fosforilacija navedenog klastera negativno
djeluje na transkripcijsku aktivnost proteina GLI1 1 GLI2, a potice stvaranje GLI3 represora
(GLI3R) kroz proteoliticke procese u proteosomu. Podrucje proteina koje je sastavljeno od
PDD i fosforilacijskog klastera nazivamo domenom Al i ona je klju¢na za poticanje
transkripcijske aktivnosti. No, A1 domena ne moze samostalno potaknuti transkripciju, veé to
postiZe zajedno s domenom A2 koja se nalazi nizvodno. Obje domene su visoko konzervirane

u GLI2 i GLI3 proteinima (33).

Sastav i redoslijed domena GLI proteina odreduje njihovu funkciju. Buduéi da GLI1 protein ne
sadrZi represorsku domenu, djeluje samo kao transkripcijski aktivator. GLI3 sadrzi aktivnu
PDD i zato dolazi do razgradnje njegovog C-terminalnog kraja i nastaje okrnjeni GLI3R
kojemu nedostaje aktivacijska domena sastavljena od Al 1 A2, a posjeduje samo represorsku
domenu zbog ¢ega djeluje kao transkripcijski represor. GLI2 sadrzi 1 represorsku i aktivacijsku
domenu, ali u vecini slu¢ajeva dovodi do transkripcijske aktivnosti ciljanih gena jer je prelazak
iz GLI2 u GLI2R neefikasan, budu¢i da se ve¢ina GLI2R u potpunosti razgradi u proteosomu,
Sto nije slucaj s GLI3R koji se u proteosomu ne razgraduju potpuno, ve¢ nastaju djelomicno

okrnjeni GLI3R proteini (34).

Bitno je naglasiti da GLI1 ve¢inom nije izrazen, ve¢ je njegova aktivnost posljedica stimulacije
Hh signalnog puta preko GLI2 1 GLI3. Stoga je u kanonskom H# signalnom putu transkripcijska
aktivnost odredena balansom izmedu GLI2 aktivatora (GLI2A) i GLI3 represora (GLI3R).
Medutim, GLI1 moZe biti potaknut i nekanonskim putevima preko ostalih signalnih puteva koji
ne ukljuuju Hh signalni put. Takva stimulacija se Cesto dogada u patoloskim stanjima,

primjerice kod karcinogeneze (34).



Put prijenosa GLI proteina u stanici, njihova aktivnost i u konacnici aktivnost samog Hh
signalnog puta ¢iji su akteri GLI1/2/3 proteini ovisi o postranslacijskim modifikacijama GLI
proteina, a to su: fosforilacija, ubikvitinacija/proteosomalna razgradnja, acetilacija, sumoilacija,

metilacija i O-GlcNAcilacija.
Fosforilacija

U odsutnosti liganada Hh signalnog puta, fosforilacija predstavlja klju¢nu inhibitornu
posttranslacijsku modifikaciju Gli proteina. Odvija se fosforilacijom P1-6 mjesta fosforilacije

unutar fosforilacijskog klastera (35).

Nakon §to protein kinaza A (PKA) fosforilira klaster proteina GLI2 1 GLI3, slijedi fosforilacija
enzimima CK1 i GSK3-B (36). Navedene fosforilacije klju¢ne su za formiranje GLIR proteina
poticanjem ubikvitinacije u proteosomu putem Cull/B-TrCP proteina (engl. Cullin 1/ beta-
transducin repeats containing proteins). Tijekom proteosomske ubikvitinacije, u slucaju
fosforiliranog GLI2R dolazi do potpune razgradnje, dok u slucaju fosforiliranog GLI3R dolazi

do djelomicne razgradnje i nastanka aktivnog represorskog oblika (37).

S druge strane, kada dode do vezanja liganada 1 posljedi¢no do aktivnosti Hh signalnog puta,
dolazi do defosforilacije GLI proteina, odnosno do povecanja koncentracije GLI2A i pojacane
transkripcijske aktivnosti. Uzimajuci u obzir navedeno, moze se zakljuciti da GLI2 ve¢inom
djeluje kao aktivator, a ne represor (38). GLI1 takoder posjeduje mjesta podlozna fosforilaciji
( S544 1 S560 ) enzimom PKA koja sastavom nalikuju P1-2 sekvenci fosforilacijskog klastera
GLI2 i GLI3, medutim GLI1 ne podlijeze o PKA ovisnoj konverziji u GLI1R (39).

Dakle, enzim PKA sudjeluje u skra¢ivanju GLI1, GLI2 1 GLI3 proteina pune duljine te pripremi
GLI2 i GLI3 za ubikvitinaciju i stvaranje GLIR oblika.

Ubikvitinacija

Kljuénu ulogu u razgradnji punog oblika proteina GLIA u formiranju GLIR ima ubikvitinacija
u proteosomu. Kompleksi E3 ligaza zasluZzni za ubikvitinaciju su : Cull/B-TrCP 1 Cul3/Spop

(engl. Cullin 3/speckle-type POZ protein).

Kompleks Cull/B-TrCP reagira s GLI2 i GLI3 nakon njihove fosforilacije koja je rezultat
djelovanja enzima PKA, GSK38 i CK1.



Tijekom ubikvitinacije fosforiliranog GLI3, dolazi do njegove djelomicne razgradnje i nastanka
Gli3R. Sto se tie GLI1 i GLI2, oni su najée$ée potpuno razgradeni. Tako je odrzana negativna

aktivnost Hh signalnog puta ako nema vezanih liganada (40).

S druge strane, E3 kompleks Cul3/Spop je zasluzan za razgradnju aktivnog oblika proteina
GLI (GLIA). Cul3/Spop reagira s GLI1A, GLI2A i1 GLI3R, tako da snizuje razinu GLI1A i
GLI2A te istovremeno povisuje razine GLI3R (41).

1.4 Uloga obitelji proteina GLI u signalnom putu Hedgehog (Hh)

U Hh signalnom putu, dva transmembranska proteina klju¢na su za prijenos signala, a to su
protein Patched (PTCHI1) i1 protein Smoothened (SMO) (42). SMO poti€e transkripcijsku
aktivnost GLI proteina ako ga PTCHI1 ne inhibira. Kako je ve¢ receno, GLII djeluje kao
aktivator 1 potiCe transkripciju promotora ciljnih gena, dok GLI2 i GLI3 djeluju podjednako

kao aktivatori i represori (43).

U neaktivnoj fazi Hh signalnog puta, PTCH1 inhibira aktivnost proteina SMO te posljedicno
dovodi do djelomi¢nog ili potpunog okrnjenja GLI2 1 GLI3 u proteosomu 1 stvaranja GLI2R 1
GLI3R koji djeluju kao represori ciljnih gena. U ovoj fazi, pored stvaranja GLIR 1 GLI3R,
kljucan je supresor fuzijskog proteina (SuFu) koji povezuje protein SMO i GLI transkripcijske
faktore. SuFu zadrzava GLIFL inaktivnim sekvestracijom (odvajanjem od ostatka citoplazme)
te tako sprjecava njegovu nuklearnu translokaciju. S druge SuFu potice fosforilaciju i preradu
GLIFL u GLIR te na taj nacin odrzava aktivnost transkripcijskih korepresora (44). Pored
djelovanja SuFu u citoplazmi, ovaj protein djeluje i1 u jezgri gdje koci aktivnost GLIA te

posljedicno transkripciju ciljanih gena (45).

Ukoliko dode do vezanja Hh proteina za PTCH 1, potonji viSe ne inhibira SMO koji sada blokira
proteoliti¢ku razgradnju Gli proteina u proteosomu i poti¢e njihovu disocijaciju od SuFu.
GLIFL podlijezu posttranslacijskim modifikacijama ¢ime dolazi do stvaranja GLIA koji se

zatim translociraju u jezgru gdje potice transkripciju ciljanih gena (46) (Slika 2.) .



Glavne komponente Hh signalnog puta u stanicama sisavaca, smjestene su u primarnoj ciliji
(PC) organeli gradenoj od mikrotubula. PTCH1 i SMO smjesteni su na membrani PC-a. Nakon
vezanja Hh proteina, PTCHI izlazi iz baze PC-a, dok se SMO nakuplja u ciliji. Nakupljanje
SMO omogucava ulazak proteina SuFu i GLIu PC (47). PC je vazna kako za uzvodni dio Hh
signalnog puta preko PTCHI1 i SMO, tako i za nizvodni dio H% signalnog puta gdje sudjeluje u
preradi GLI proteina bilo u GLIA ili GLIR.

2.b

2.3  [paktivan HH signalni put Aktivan HH signalni put

SUFU

@i GLlpune dufjine
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Slika 2. Prikaz aktivacije Hh signalnog puta. (a) U neaktivnoj fazi Hh signalnog puta, PTCH1
inhibira aktivnost proteina SMO te posljedicno dovodi do djelomi¢nog ili potpunog okrnjenja
GLI2 i GLI3 u proteosomu 1 stvaranja GLI2R i GLI3R koji djeluju kao represori ciljnih gena.
U ovoj fazi, pored stvaranja GLIR i GLI3R, kljucan je supresor fuzijskog proteina (SuFu) koji
povezuje protein SMO 1 GLI transkripcijske faktore . (b) Ako dode do vezanja Hh proteina za
PTCHI, potonji vise ne inhibira SMO koji sada blokira proteoliticku razgradnju Gli proteina u
proteosomu 1 poti¢e njihovu disocijaciju od SuFu. GLIFL podlijezu posttranslacijskim
modifikacijama ¢ime dolazi do stvaranja GLIA koji se zatim translociraju u jezgru gdje potice
transkripciju ciljanih gena. PTCHI1 (engl. Patchedl), SMO (engl. Smoothened), SuFU (supresor
fuzijskog proteina, engl. Suppressed fusion protein), GLIFL (engl. Full-length Gli), GLIA (GLI
aktivacijski oblik, engl. G/i activation form), GLIR (Gli represorski oblik, engl. Gli repression
form). Preuzeto iz (46).



2. Uloga proteina GLI u diferencijaciji stanica trofoblasta

Placenta ima vrlo vaznu ulogu u trudno¢i i klju¢na je za normalan fetalan rast i razvoj. Po
strukturi je hemokorionska, Sto znaci da je trofoblast u izravnom kontaktu s maj¢inom krvi.
Pored uloge prijenosnika, placenta izlu€uje i hormone nuzne za odrzavanje trudnoce.
Pri kraju prvog tjedna intrauterinog razvoja nastaje blastocista koja se sastoji od dviju razli¢itih
vrsta stanica : trofoblasta (vanjske epitelne stijenke blastociste) iz kojeg Ce se razviti fetalni dio
placente i embrioblasta (unutrasne nakupine stanica) iz kojega ¢e se razviti embrionalne
strukture 1 ekstraembrionalne ovojnice. Nakon Sto se Sestog dana razvoja blastocista
embrionalnim polom priljubi uz epitel endometrija kako bi se implantirala, sedmog dana dolazi

do diferencijacije trofoblasta (48).

Prilikom diferencijacije trofoblasta, iz mati¢nih pluripotentnih stanica trofoblasta (TSCs)
diferenciraju se stanice citotrofoblasta (CTB) koje su klju¢ne u nastanku dvaju slojeva
posteljice, a to su : nemigrirajuci vilozni trofoblast (VT) graden od stanica sinciciotrofoblasta i
invazivni ekstravilozni trofoblast (EVT) koji je graden od stanica citotrofoblasta. Ova dva sloja

posteljice razlikuju se prema svojim funkcijama (49).

Zadaca stanica EVT-a je prodiranje i implantacija u stromu maternice, dok je zadaca stanica
VT-a sudjelovanje u izmjeni tvari i proizvodnji hormona (50). Ekstravilozni trofoblast zbog
svoje invazivne funkcije dalje se diferencira u inersticijski trofoblast 1 endovaskularni trofoblast

odgovoran za invaziju u spiralne arterije majke (152).



2.1 GLI1 i GLI2 kao akteri epitelno-mezenhimalne tranzicije (EMT)

Epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT) predstavlja preobrazbu epitelnih stanica u stanice
mezenhimalnog fenotipa pri cemu gube svojstva polarnosti i adhezivnosti, a poprimaju svojstvo
povecane mobilnosti. Ovakva preobrazba stanica odvija se u razli¢itim tkivima i organima, pa

tako 1 u trofoblastu tijekom embrionalnog razvoja (51).

Tijekom placentacije, EVT invadira endometrij gdje dolazi u interakciju s decidualnim i
imunokompetentnim stanicama endometrija. Prilikom invazije endometrija, endovaskularni
EVT prodire u stijenke spiralnih arterija endometrija te ih pretvara u vrecaste tvorbe neosjetljive
na vazoaktivne utjecaje. Prilikom stvaranja endovaskularnog trofoblasta, dolazi do tranzicije
epitelnih stanica u stanice mezenhimalnog fenotipa. Sukladno tome, moZe se zakljuciti da je

EMT kljucna za diferencijaciju trofoblasta i placentaciju (52).

Hh signalni put kljuéni je regulator ETM-a §to je dokazano proucavanjem mnogih patoloskih
stanja poput karcinoma guSterae, hepatocelularnog karcinoma, gastrointestinalnih

neuroendokrinih tumora, karcinoma pluca i bubrezne fibroze (53,54).

Hh signalni put kljucni je regulator ETM-a $to je dokazano proucavaju¢i mnoga patoloska
stanja poput karcinoma guSterae, hepatocelularnog karcinoma, gastrointestinalnih

neuroendokrinih tumora, karcinoma pluc¢a 1 bubrezne fibroze (53,54).

Prema istraZivanju Tanga 1 suradnika dokazano je da Hh signalni put sudjeluje u EMT-u
aktivacijom proteina GLI1 1 GLI2. GLII i GLI2 zajedno sudjeluju u inhibiciji transkripcije gena
CDHI (engl. Cadherin-1) koji kodira za E-kadherin, dok GLI1 sudjeluje kao aktivator
transkripcije kljuénih EMT regulatora ukljucujuéi: SNAIL1, SLUG 1 gena za TWIST proteine.
Sukladno tome, Hh signalni put putem GLI1 i GLI2 djeluje kao klju¢ni regulator EMT-a
tijekom diferencijacije trofoblasta i na taj nacin podrzava fiziolosku funkciju placente (55)

(Slika 3.) .
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Slika 3. Prikaz modela EMT u trofoblastu pod utjecajem Hh signalnog puta. Hh signalni put
sudjeluje u EMT-u aktivacijom proteina GLI1 i1 GLI2. GLII i GLI2 zajedno sudjeluju u
inhibiciji transkripcije gena CDHI (engl. Cadherin-1) koji kodira za E-kadherin, dok GLI1
sudjeluje kao aktivator transkripcije kljuénih EMT regulatora ukljuCujuéi: SNAILI, SLUG 1
gena za TWIST proteine. Preuzeto iz (55).

2.2 Kompleks GLI2-GCMa

Stani¢na fuzija kljucna je kako za razvoj novog organizma, tako 1 za stvaranje multinuklearnih
stanica koje sadrze razli¢iti organi. U placenti do stani¢ne fuzije dolazi prilikom stvaranja
stanica sinciciotrofoblasta (STBs) 1 taj proces se naziva sincicijalna fuzija. Sincicijalna fuzija

kljuéni je faktor u pravilnoj morfogenezi i funkciji posteljice (56).

Primarni STBs nastaje intercelularnom fuzijom tijekom preimplantacije, dok sekundarni STBs
nastaje kontinuiranom fuzijom podleZe¢eg citotrofoblasta otprilike 1-2 tjedna nakon
implantacije 1 traje sve do porodaja. Multinuklearni STBs odgovoran je za uspjeSnu
implantaciju, komunikaciju s maj¢inom krvlju te produkciju s trudno¢om povezanih hormona

poput korionskog gonadotropina ( hCQG), estradiola i progesterona (57).

Sincicijalnu fuziju kontroliraju razli¢iti hormoni, faktori rasta i transkripcijski faktori.
Dokazano je da je transkripcijski faktor Geml (engl. glial cell missingl), ukljuCen u
sincicijalnu fuziju stanica trofoblasta koji formiraju misju placentu te da mi§je mutante za ovaj
gen nemaju fuziju trofoblasta. Homolog misjeg proteina GCMa pronaden je u ljudskoj placenti
gdje je eksprimiran u STBs te zasluzan za aktivaciju fuzogena (npr. syncytin-1) i formiranje

korionskih resica (58).
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U istrazivanju Chao Tang 1 suradnika pokazalo se da Hh signalni put ima veliku ulogu u
sincicijalnoj fuziji trofoblasta putem proteina GLI2. Naime, aktivacijom Hh signalnog puta i
posljedi¢cnom aktivacijom GLI2 proteina, doslo je tijekom istrazivanja do stabilizacije GCMa
1 stvaranja transkripcijskih dimera GLI2A-GCMa. Transkripcijski dimeri GLI2A-GCMa doveli
su do aktivacije fuzogena koji su zasluzni za regulaciju sincicijalne fuzije. Prema ovome, moze
se zakljuciti da Hh signalni put, zajedno s GLI2 djeluje je kao kriti¢ni faktor kako razvoja tako
1 fizioloske funkcije placente (59) (Slika 4.) .
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Slika 4. Prikaz stvaranja transkripcijskog dimera GLI2A-GCMa. Aktivacijom Hh signalnog
puta 1 posljediénom aktivacijom GLI2 proteina, dolazi do stabilizacije GCMa 1 stvaranja
transkripcijskih dimera GLI2A-GCMa. Transkripcijski dimeri GLI2A-GCMa dovode do
aktivacije fuzogena koji su zasluzni za regulaciju sincicijalne fuzije. Preuzeto iz (59).

2.3 GLI proteini u embrionalnom razvoju

Embrionalni razvoj kraljeznjaka posljedica je proliferacije i diferencijacije pluripotentnih
maticnih stanica, a klju¢nu ulogu u tim procesima ima H#k signalni put i njemu pridruZeni GLI
proteini koji djeluju kao aktivatori 1 represori istog. Prilikom razvoja odredenog tkiva, ne
moraju biti uklju€ena sva tri GLI proteina. GLII specifian je za normalan razvoj kraljeZnjaka,

dok vaznost 1 uloga GLI2 i GLI3 u razvoju varira od tkiva do tkiva (60, 61).
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Istrazivanja su pokazala da su misevi kod koji je bio inaktivan ili aberantno aktivan protein Gli2
umrli intrauterino s defektima razlicitih tkiva ukljucujuci: srediSnji ziv€ani sustav (CNS), kosti
i plu¢a. Medutim, pokazano je da ukoliko dode do ekpresije Glil na mjestu gdje je trebao biti
izrazen Gli2 lokus, Glil moze zamijeniti Gli2 u ve€ini razvojnih procesa. Sukladno tome, moze
se zaklju¢iti da je Gli2 stvarni aktivator tijekom razvoja (62). Sto se ti¢e Gli3 proteina,
istrazivanja su pokazala da misSevi kod kojih je gen G/i3 aberantno aktivan ili inaktiviran, umiru
perinatalno uz teSke kraniofacijalne defekte, malformacije CNS-a i maloformacije udova poput

primjerice polidaktilije (63).

Proteini GLI2 i GLI3 su ukljuc¢eni u proces neurulacije. Prilikom razvoja neuralne cijevi,
visoke koncentracije SHH izlucene iz notokorda potic¢u stvaranje GLIA i inhibiraju stvaranje
GLI3R. GLI2A i1 GLI3A usmjeravaju neuralne progenitore prema razvoju ventralnih stanica
(,,floor plate”, V3 interneuroni), suprimiraju¢i pri tome dorzalne markere u kraljezni¢noj
mozdini . Dok je GLI2 klju€an za razvoj ventralnih stanica (,,floor plate”, V3 interneuroni) u
kaudalnom dijelu kraljeznicne mozdine, GLI3 je klju¢an za razvoj ventralnih stanica u
kranijalnim dijelovima kraljeZnicne mozdine. Razvoj intermedijarnih stanica (VO,V1,V2
interneuroni) pod kontrolom je balansa izmedu SHH liganda i GLI3R. IstraZivanja su pokazala
da u slucaju izostanka aktivacije Hh signalnog puta SHH ligandom, dolazi do represije razvoja
VO0-V2 pod utjecajem GLI3R . Za razvoj motornih neurona vazna je aktivnost kako GLIA, tako
1 GLIR. S druge strane, razvoj telencefalona ne ovisi o aktivaciji Hh signalnog puta, niti o

represivnoj ulozi GLI3R (64).

Uloga Hh signalnog puta 1 GLI proteina najbolje je istrazena u razvoju udova. Gornji 1 donji
ekstremiteti tijekom embriogeneze razvijaju se iz male nakupine mezodermalnih stanica koje
se nazivaju pupoljak udova. Udovi se razvijaju u tri osi : anteriorno-posteriorna os (AP),
proksimalno-distalna os (PD) i dorzalno-ventralna os (DV). U posteriornom dijelu pupoljka
nalazi se zona polarizacijske aktivnosti (ZPA) koja odreduje morfoloske i anatomske znacajke

udova u AP osi (65).

SHH ligand Hh signalnog puta eksprimiran je u zoni polarizacijske aktivnosti (ZPA) 1 potice
gradijent GLIA i GLIR tijekom razvoja AP osi udova. Broj i morfologija prstiju udova odredena
je medudjelovanjem GLIA 1 GLIR. GLI3R predstavlja najvazniju odrednicu u morfoloskim 1
anatomskim znac¢ajkama prstiju udova anteriorne osi, a GLI2A 1 GLI3A odreduju morfologiju

1 anatomiju prstiju udova posteriorne osi (66).
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Hh signalni put takoder je iznimno vazan za normalan razvoj kostiju. Za razliku od razvoja
udova, gdje glavnu ulogu ima SHH protein, pri razvoju skeletalnog sustava dolazi do ekspresije
IHH proteina. Razvoj kostiju pod kontrolom je sva tri GLI proteina. Prilikom embrionalnog
razvoja kostiju dolazi do dvaju procesa, a to su : enhondralna osifikacija (duge kosti) i
intramembranozna osifikacija (plosnate kosti i klavikula). Uloga Hh signalnog puta i GLI

proteina dokazana je tijekom enhondralne osifikacije (67).

GLI1 predstavlja marker ranih progenitora osteoblasta tijekom embrionalnog razvoja.
Abernatnost GLI2 proteina dovodi do defekata u kraniofacijalnim kostima, kraljeznici, dugim
kostima udova i prsnoj kosti . Takoder GLI2 protein poti¢e vaskularizaciju hrskavice $to je

kljucan korak u konverziji nezrele hrskavic¢ne kosti u zrelu mineraliziranu kost (67).

Inhibicija GLI3R dovodi do proliferacije 1 hipertrofije hondrocita, dok s druge strane aktivacija
GLI2A i inhibicija GLI3R uzrokuje diferencijaciju osteoblasta od strane osteoblast-specifi¢nog
transkripcijskog faktora Runx2 (engl. Runt-related transcription factor 2). Takoder prilikom
aktivacije GLI2A 1 inhibicije GLI3R dolazi do ektopicne osifikacije u zglobovima (67).

Tablica 1. Ostala tkiva i organi u kojima sudjeluju GLI proteini

Tkivo/Organ Vrsta Gli proteina (Ref))
Bubreg GLI3R, GLI2ZA (153-155)
Sklerotom GLI2A, GLI3A, GLI2R,Gli3R (156)
Pluéa GLI2A, GLI3A (157
Placenta GLIZA, GLI3A 158y
Mlijeéna Zlijezda GLI3R (159)
Mlijeéni duktusi GLI2A (160)
Leydigove stanice testisa GLI1A, GLI2A (161)
T-stanice timusa GLI1A.GLIZA, GLI3A (162-164)
Hipofiza GLI1A, GLI2A (165)
Folikul dlake GLIZA (166}
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3. Bolesti povezane s abnormalnom aktivacijom Gli proteina

3.1 Greigova cefalopolisindaktilija (GCPS)

Greigova cefalopolisindiktalija (GCPS) rijetka je pleiotropna kongenitalna malformacija
karakterizirana trijadom simptoma: polisindaktilija, makrocefalija 1 hipertelorizam.
Malformacija je dobila naziv prema Davidu M. Greigu zbog opisa 1926 pacijenata s tim
sindromom (68). Klini¢ka slika moze varirati od blage do vrlo izrazene. Polisindaktilija se
prezentira na bilo kojem ekstremitetu, a u vecini slu€ajeva je preaksijalna, no moze biti 1
postaksijalna. Neki pacijenti razvijaju kutanu polisindaktiliju. Kraniofacijalne malformacije
takoder variraju u svojoj ekspresiji zbog Cega pacijenti mogu imati sve ili samo neke od
slijede¢ih simptoma : hipertelorizam, telekantus, makrocefaliju i kraniosintoze. Ostali simptomi
pored prethodno navedenih koji se mogu javiti uz GCPS su : mentalna retardacija, ageneza
corpusa callosuma, umbilikalne i dijafragmalne hernije (69) (Slika 5.) . Zabiljezeni su slucajevi

gdje su pacijenti s GCPS razvili patoloska stanja poput leukemije i glioma (70).

Slika 5. Prikaz pacijenta s GCPS. (a) Hipertelorizam i makrocefalija. (b) Kutana
polisindaktilija prstiju Sake. (¢) Kutana polisindaktilija prstiju stopala. Preuzeto iz (69).

Dijagnoza GCPS postavlja se na temelju klinickih simptoma (trijade simptoma: polisindaktilija,
hipertelorizam 1 makrocefalija) 1 molekularnih analiza koje su potvrdile mutaciju u genu koji
kodira za GLI3 protein. Naime, kod vise od 75 % klinicki prepoznatih pacijenata s GCPS-om,

molekularnim analizama utvrdena je mutacija GLI3 (71).
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Do mutacija dolazi u dijelu gena koji kodira za C-terminalnu transaktivacijsku domenu, $to

rezultira reduciranom funkcijom GLI3 proteina i GCPS-om (72).

3.2 Pallister — Hall sindrom (PHS)

Pallister — Hall sindrom (PHS) rijedak je autosomno-dominantni poremecaj koji je prvi puta
opisan 80-tih godina XX stolje¢a (73). Klinicka slika je varijabilna i obuhvaca veliki broj
organa i tkiva. Karakteristi¢ni simptomi PHS-a su kongenitalni hipotalamicki hamartom i
postaksijalna polidaktilija, dok od ostalih simptoma pacijenti s PHS-om mogu imati:
displasticne nokte, rascjep epiglotisa, perforaciju anusa, displaziju hipofize, hipopituitarizam,
skeletalne anomalije, kongenitalne malformacije srca (VSD, perzistentni ductus Botalli,

aortalna koarktacija) i defekte pluca (74) ( Slika 6.).

Zbog razvoja hipotalamickog hamartoma, posljedicno moze do¢i do ometanja razvoja hipofize
te razvoja panhipopituitarizma Sto moze dovesti i do akutne adrenalne insuficijencije. Od
ostalih endokrinoloskih simptoma koji se mogu javiti u pojedinih pacijenata s PHS-om zapazeni
su hipotireoza i1 kriptorhizam. Razvoj hamartoma sekundarno dovodi do kraniofacijalnih
malformacija ukljucujuéi : kratak 1 malen nos, nisko poloZene uske, rascjep nepaca, epiglotisa

i larinksa (75).

Slika 6.MR Prikaz klini¢kih simptoma pacijenta s PHS. (a) Polisindaktilija prstiju Sake. (b)
Hipotalamicki hamartom. (c) Rascjep epiglotisa. Preuzeto iz (74).

Konaéna dijagnoza u pacijenata ¢ija klinicka slika (hipotalamicni hamartom 1 polisindaktilija)
upucuje na PHS je dokaz mutacije gena GLI3. Mutacija u slu¢aju PSH-a smjesStena je u dijelu
gena koji kodira za sredinu samog proteina te uzrokuje okrnjenje proteina u proteosomu i
stvaranje represorskih oblika GLI3 koji su klju¢ni u nastanku sindroma i razvoju klinicke slike

(72).

15



3.3 Policisti¢na bolest bubrega (PKD) i nefronoftiza

Policisti¢na bolest bubrega (PKD) nasljedno je stvaranje mnogobrojnih cisti u bubreznim
glomerulima 1 tubulima koje dovodi do uvecanja bubrega i1 u konac¢nici do mogucéeg zatajenja
njegove funkcije. Ces¢i oblik PKD-a je autosomno-dominantni koji nastaje mutacijom u
genima PKDI i PKD?2 koji kodiraju proteine policistin 1 i 2 (76). Autosomno-recesivni PKD,
rjedi je oblik i rezultat je mutacije u genu PKHDI koji kodira protein poliduktin/fibrocistin
(77).

Razvoj PKD-a povezan je s poremecajem funkcije primarne cilije i pridruZenog proteina GLI3.
Naime, dokazano je da su miSevi s mutacijom gena G/i3 razvili PKD. Takoder, dokazano je da
je grada primarne cilije normalna u miSevima kod kojih je Gli3 protein mutiran Sto govori u
prilog tome da Gli3 nije kljucan za razvoj primarne cilije, ali je povezan sa signalnim putem
koji se odvija u samoj primarnoj ciliji. Pored toga, dokazano je da u razvoju PKD-a dolazi do

poremecaja u stani¢noj funkciji i u polarnosti stanica do kojih dolazi zbog G/i3 mutacija (78).

Nefronoftiza (NPH) je autosomno-recesivna bolest koja se prezentira klinickom slikom
kroni¢nog tubulointersticijskog nefritisa 1 posljedicno dovodi do kroni¢nog bubreznog
zatajenja. Postoji infantilni, juvenilni i adolescentni oblik NPH-a, od kojih je juvenilni oblik
najces¢i (81). Simptomi NPH-a u sva tri oblika su: tubularna atrofija, fibroza 1 stvaranje
glomerularnih cisti. Do razvoja NPH , kako je potvrdeno u recentnim studijama, dolazi zbog

gubitka ili mutacije gena koji kodira za sintezu GLI2 proteina (82).

3.4 Secerna bolest (DM)

Secerna bolest metabolicki je poremeéaj kod kojeg zbog smanjenog ludenja inzulina dolazi do
hiperglikemije. Postoje dvije osnovne vrste Secerne bolesti, a to su DM tip 1 1 DM tip 2.
Patogeneza oba tipa DM je disfunkcija B-stanica guSterace ¢ija je osnovna uloga odrzavanje
homeostaze glukoze putem izlucivanja primjerenih koli¢ina inzulina (79). Dokazana je uloga

GLI3 proteina u regulaciji transkripcije gena za inzulin u oba tipa DM (80).

3.5 Kongenitalna hipotireoza

Kongenitalna hipotoreoza oznacava niske razine T3 i T3 prilikom rodenja, uz poviSene
razine TSH do cega dolazi zbog poremecaja u razvoju Stitnjace. Ovo patoloSko stanje
uoceno je u pacijenata koji su zbog mutacije Gli3 razvili DM tip1 ili tip 2 i PKD Sto ukazuje

na mogucu povezanost mutacije GIi3 i kongenitalne hipotireoze (83).
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4. Uloga proteina GLI u reprodukciji

Razvoj reproduktivnog sustava sisavaca odvija se u tri faze. Prva faza zapocinje fertilizacijom
kod koje dolazi do fuzije Y ili X kromosoma spermija s X kromosomom jajne stanice §to
uzrokuje spolnu determinaciju nakon ¢ega slijedi morfogeneza(84). Kod embrija muskog spola
dolazi do ekspresije gena SRY koji potiCe razvoj testisa (85). Zbog odsustva gena SRY u
zamecima zZenskog spola dolazi do razvoja jajnika. Embrionalni razvoj reproduktivnog sustava
zavrSava razvojem reproduktivnih kanala i vanjskih spolnih organa specificnih za spol. U
pocetku se u oba spola razvijaju perkusori reproduktivnih kanala, odnosno Mullerov i Wolffov
kanal (86). Testisi muskog embrija lu¢e Anti — Mullerov hormon (AMH) i testosteron koji
dovode do diferencijacije Wolffovog kanala i nestanka Mullerovog kanala pri ¢emu se razvijaju
epididimis, sjemeni mjehuriéi i ductus deferens. Kod zametaka Zenskog spola zbog nedostatka
AMH 1 testosterona Wolffov kanal nestaje, a diferencira se Mullerov kanal pri ¢emu nastaju
jajovod, maternica, vrat maternice i gornja polovica vagine. Embrionalni razvoj reproduktivnog
sustava pod utjecajem je endokrinoloSkog sustava i lokalnih signalnih puteva, medu kojima je
Hh signalni put i GLI proteini (87). Istrazivanjem miSeva s aberantnom ekspresijom proteina
Dhh, zapazila se uloga Dhh 1 Gli proteina, izraZzenih u intersticijskim stanicama testisa, u
razvoju poremecaja spermatogeneze (88). Pored ekspresije u intersticijskim stanicama testisa,
neka su istrazivanja dokazala prisustvo Dhh 1 Gli proteina i u spolnim stanicama (89,90). Osim
toga, mutacije gena Glil dovode do blokiranja spermatogeneze na razini primarne spermatocite

(90).

Mutacije gena Dhh u miSevima dovele su do smanjenja broja fetalnih Leydigovih stanica (91).
Leydigove stanice izlucuju androgene i inzulinu slican faktor 3 (engl. insulin-like factor 3,
INSL3) koji su odgovorni za embrionalni razvo; musSkog reproduktivnog sustava, razvoj
vanjskih genitalija i spustanje testisa (92,93). Defekt Leydigovih stanica uzrokovan je pored
mutacije Dhh 1 gubitkom minimalno jedne kopije steroidogenog faktora 1 (engl. steroidogenic

factor I; SF1) (94).

Dokazano je da fetalnom ovariju miSa nema ekspresije gena Ptchl 1 Glil te da je Hh signalni
put inaktivan . Aktivacija Hh signalnog puta u jajniku dovela bi do razvoja Leydigovih stanica

koje se normalno nalaze u testisu (95).

Proteini Dhh i Thh izraZeni su u jajniku odraslog miSa, a luce ih granuloza stanice. S druge
strane, Ptch1, Smo i1 Glil su takoder izrazeni, a luce ih teka stanice (96). Gubitak Hh signalnog

puta ne utjece na folikulogenezu, ali ektopi¢na aktivacija dovodi do poremecaja iste (97).
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5. Vaznost GLI obitelji u razvoju, ranoj dijagnostici i lije¢enju reproduktivnih karcinoma

5.1 Karcinogeneza i GLI

Poremecaji Hh signalnog puta mogu potaknuti karcinogenezu ili ubrzati rast i Sirenje vec
postojeceg karcinoma. Do aberantne aktivacije signalnog puta Hh dolazi zbog mutacija
(missense/nonsense/frameshift), prekomjernog ili smanjenog izlu¢ivanja i1 posttranskripcijskih
modifikacija njegovih komponenti. Pored genetskih i epigenetskih promjena kanonskog Hh
signalnog puta, do karcinogeneze dolazi i nekanonskom aktivacijom GLI proteina ostalim
signalnim putevima koje pokre¢u: MAPK (engl. Mitogen-activated kinases) , TGFB (engl.
Transforming growth factor beta) , EGFR (engl. Epidermal growth factor receptor) i FGFR
(engl. Fibroblast growth factor receptor) (110, 111,112).

GLI proteini reguliraju transkripciju razli€itih protumorskih faktora i na taj na¢in sudjeluju u
karcinogenezi. Stani¢na proliferacija karcinoma potaknuta je GLI ovisnim ciklinima D1 1 D2
(113). Samoobnova mati¢nih stanica karcinoma regulirana je GLI proteinima koji aktiviraju
ekspresiju gena Sox2 (engl. Sex determining region Y-box 2) (114). Do razvoja metastaza dolazi
zbog aktivacije proteina GLI 1 njihove regulacije tumorske angiogeneze, apoptoze i invazije
imunoloskog sustava. Aktivnost GLI proteina ve¢inom je izraZena u promijenjenim tumorskim

stanicama 1 stromi koja se nalazi oko samih stanica (115).

5.2 Karcinom dojke

Karcinom dojke predstavlja jedan od najces¢ih tumora Zenske populacije, a lijeci se ovisno o
stadiju kirurski, kemoterapijom, radijacijom 1 ciljanom hormonskom terapijom. Navedeni
nacini lijeCenja karcinoma pokazali su se nedovoljno uspjeSnim u prevenciji razvoja metastaza
i relapsa bolesti. Mati¢ne stanice karcinoma (engl. Cancer stem cells; CSC ) CD44+/CD24-
posjeduju svojstvo invazivnosti i slabog odgovora na terapiju (116). Terapijskim ciljanjem CSC

moze se sprijeciti razvoj metastaza i relaps bolesti (117).

Hh signalni put i njegove komponente SHH, SMO, PTCHI1 i1 GLI uklju€eni su u razvoj,
invazivnost 1 Sirenje karcinoma dojke. SHH, SMO, PTCH1 i GLI potencijalni su biomarkeri
relapsa bolesti (118), dok su serumski SHH 1 interleukin-6 ( IL-6) potencijalni biomarkeri

invazivnosti (119,120).
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Shh signalni put odreduje hoce li se razviti neinvazivni ili invazivni karcinom dojke, ovisno o
GLI1 nukleranoj translokaciji. Povisene razine GLI1 i GLI2 povezane su s loSijom prognozom
1 slabijim terapijskim odgovorom (121,122). GLI1 potic¢e epitelno-mezenhimalnu tranziciju

(EMT ) koja dovodi do invazije karcinoma dojke(123).

Kemoterapija doksorubicinom i cisplatinom aktivira Shh signalni put i GLI proteine, dok su
CSC rezistentne na kemoterapiju. Iz tog razloga, Shh signalni put i njegove komponente

potencijalne su terapijske mete karcinoma dojke (124).

Dokazano je djelovanje dvaju antagonista GLI u inhibiciji Shh signalnog puta razli¢itih
karcinoma, a to su GANTS58 1 HPI-1. U karcinomu prostate GANTS8 remeti transkripciju GLI1
1 GLI2 te na taj nacin onemogucava rast karcinoma (125). GANTS58 potic¢e apoptozu T stanica
u leukemiji (126). Djelovanje HPI-1 dokazano je u hepatocelularnom karcinomu i karcinomu
gusterace, gdje anatagonisti dovode do ometanja aktivnosti, stabilnosti i funkcije GLI proteina

(127).

Iako trenutno nije razjaSnjen mehanizam djelovanja GLI antagonista u primarnom karcinomu
dojke postoje rezultati koji ukazuju da terapijsko ciljanje GLI proteina moze dovesti do
supresije rasta stanica ovoga karcinoma. Naime, Kuo-Shyang Jeng je sa suradnicima usporedio
djelovanje GANTS58 1 HPI-1 na stani¢ne linije karcinoma dojke s visokom ekspresijom Hh
signalnog puta (linjia T2) 1 linije karcinoma dojke MDA-MB-231. Dokazali su da GANTS8 1
HPI-1 mogu smanjiti stanicnu proliferaciju, potaknuti apoptozu i smanjiti invazivnost u

stanicama karcinoma dojke. (128).

5.3 Karcinom jajnika

Epitelni karcinom jajnika ( engl. Epithelial ovarian carcinoma; EOC) najces¢e se dijagnosticira
u uznapredovaloj fazi zbog slabo izraZenih simptoma, klinickih znakova i neefikasnih metoda
probira. EOC je visoko invazivan i vrlo brzo razvija rezistenciju na lijeCenje. To je razlog Sto

ima loSu prognozu i prezivljenje (129).

Prepoznata je uloga Hh signalnog puta i GLI proteina u razvoju i potencijalnom terapijskom
u¢inku EOC-a. U mati¢nim stanicama jajnika vinske muSice dokazana je njihova uloga u

regeneraciji epitela nakon rupture folikula za vrijeme ovulacije.

Aberacije Hh signalnog puta dovode do diferencijacije mati¢nih stanica u stanice karcinoma te

na taj na¢in omogucavaju rast i razvoj karcinoma (130).
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Razlicite studije ukazale su na ulogu aberantnog Hh signalnog puta u karcinomu jajnika koji
potencijalno moze potaknuti stani¢nu proliferaciju i inhibirati apoptozu karcinomskih stanica.
Liao X 1 suradnici dokazali su prekomjerno lucenje GLI1 proteina u karcinomu jajnika i
njegovu ulogu u losijem ishodu (131). S druge strane Yang L. i suradnici pokazali su da je Hh
signalni put eksprimiran u manjem broju karcinoma i zbog toga pretpostavili da ne dovodi do
razvoja karcinoma (132). Schmid S. i suradnici pronasli su pojac¢anu ekspresiju proteina GLI2
u stanicama karcinoma i potvrdili povezanost Hh signalnog puta i karcinoma jajnika (133).
Prethodno navedene studije se ne podudaraju, §to navodi na ulogu nekanonske signalizacije u

razvoju karcinoma jajnika.

Terapijsko ciljanje komponenti Hh signalnog puta ima potencijal u lijecenju i sprjeCavanju
progresije karcinoma jajnika. Primjena ciklopaminoma (inhibitora SMO) u kulturi stani¢nih
linija karcinoma jajnika, dovela je do blokiranja stani¢nog ciklusa u G1 fazi i poticanja apoptoze
(134). McCann i suradnici koristili su derivat ciklopamina i time sprijecili rast tumora u
ksenograftu (135). Do danas, dokazana je samo uloga SMO inhibitora u smanjenju rasta i
progresiji karcinoma jajnika. Terapijska uloga inhibitora ostalih komponenti signalnog puta nije

pronadena.

5.4 Inhibitori transkripcijskih faktora

GANTS8 1 GANT61 blokiraju vezanje GLI proteina na molekulu DNA pa time
onemogucavajuc¢i njihovu transkripcijsku aktivnost (136). Prethodno navedeni inhibitori,
blokiraju tumorsku proliferaciju in vitro 1 tumorski rast in vivo. Antitumorsko djelovanje
GANT61 dokazano je u karcinomu pluca (137), karcinomu dojke (138), karcinomu gusterace

(139) i neuroblastomu (140).

ATO (engl. Arsenic tiroxide) inhibira ekspresiju gena reguliranih GLI transkripcijskim
faktorima. Smanjuje stabilnost GLI2 koji ima ulogu u razli¢itim protumorskim signalnim

putevima (141).

Pirfenidon je antifibroticki lijek koji posjeduje protuupalna, antioksidativna i antitromboticka
svojstva. Dovodi do destabilizacije GLI2 1 blokiranja aberantnog Hh signalnog puta za vrijeme
karcinogeneze (142). Miura 1 suradnici dokazali su smanjenu incidenciju karcinoma pluca kod

pacijenata koji su koristili pirfenidon u lijeenju idiopatske pluéne fibroze (143).
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HPI djeluju nizvodno od SMO na nacin da destabiliziraju GLI proteine i onemogucuju njihovu
transkripcijsku aktivnost. Ostali antagonisti GLI proteina su : pirvinium, imikvimod i

nanokvinakrin (144).

Tablica 2. Inhibitori GLI i njihovi ucinci

Naziv lijeka Uctinak (Ref.)
GANTS8.GANT61 blokiranje vezanja GLI i DNA (145)
ATO destabilizacija GLI2 (146)
Pirfenidon destabilizacija GLI2 (147)
HPI 14 destabilizacija GLI2 (148)
Pirvinium poticanje proteosomalne razgradnje GLI (149)
Imikvimod poticanje proteosomalne razgradnje GLI (150)
Nanokvinarin destabilizacija kompleksa GLI1-DNA (151)

5.5 Gestacijska trofoblasti¢na bolest (engl. Gestational trophoblastic disease ; GTD)

Gestacijska trofoblasticna bolest (engl. Gestational trophoblastic disease; GTD) skup je
patoloskih stanja posteljice, a prezentira se abnormalnom proliferacijom trofoblasta. Prema
histoloSkim 1 klinickim karakteristikama, GTD se dijeli u : hidatidoznu molu (engl.
Hydatidiform mole; HM), invazivnu molu (engl. Invasive mole; IM), koriokarcinom (engl.
Choriocarcinoma; CCA), trofoblasticni tumor leziSta posteljice (engl. Placental site
trophoblastic tumour ; PSST) 1 epiteloidni trofoblasti¢ni tumor (engl. Epitheloid trophoblastic
tumour ; ETT). Od navedenih patoloskih stanja, jedino je HM benigne prirode (167).

lako je ve¢ina HM benigne naravi, 30 % HM maligno alterira pri ¢emu se najcesce razvija
CCA. CCA moze nastati de novo nakon uredne trudnoce, spontanog pobacaja ili ektopi¢ne

trudnoce. Dok se benigna HM lijeci evakuacijom, CCA zahtijeva lijeCenje kemoterapijom

(168).
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Do sada nisu otkriveni prediktori maligne tranzicije HM u CCA, ali pretpostavlja se da su u
patogenezi tranzicije ukljucene aberantne maticne stanice (169). Hh signalni put ukljucen je u
regulaciju normalne diferencijacije mati¢nih stanica i razvoj tkiva. Poremecaji signalnog puta

mogu dovesti do razvoja razlicitih karcinoma, ukljuc¢uju¢i i CCA (170).

Studija Joanna Ho i suradnika usporedila je razine proteina GLI1, GLI2 i GLI3 u HM, CCA,
terminskoj posteljici 1 posteljici iz prvog trimestra. Dokazali su sniZzene razine proteina GLI1 1
GLI2 u sve cetiri proucavane posteljice 1 snizene razine proteina GLI3 u posteljici iz prvog
trimestra i terminskoj posteljici. Dok su snizene razine GLI proteina pronadene u gotovo svim
promatranim tkivima, Kif7 (engl. Kinesine-like protein 7) snizen je samo u CCA (171). Moze
se zakljuciti da je Hh signalni put poremec¢en u GTD-u. Do aberacija u signalnom putu i razvoja
karcinogeneze naj¢esce dolazi zbog prekomjernog luc¢enja proteina GLI, mutacija PTCH 1 SMO
te posttranskripcijskih modifikacija komponenti Hh signalnog puta (172). Joanna Ho 1 suradnici
ukazali su na Kif7 i njegovu ulogu u disregulaciji Hh signalnog puta i razvoju CCA. Kif7
suprimira migraciju, invaziju i stani¢ni rast stanica CCA. Budu¢i da je Kif7 snizen u CCA,
mogao bi imati kljucnu ulogu u poremecenoj aktivaciji Hh signalnog puta i karcinogenezi

trofoblasta (171).

Moze se zakljuciti da bi Kif7 mogao imati glavnu ulogu u tranziciji HM u CCA 1 progresiji

CCA, te bi na taj na¢in mogao biti dobar biomarker za rano otkrivanje bolesti.
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6. ZAKLJUCAK

Novija istrazivanja dokazuju ulogu GLI proteina u diferencijaciji trofoblasta. Prilikom
diferencijacije trofoblasta dolazi do razvoja nemigrirajuc¢eg viloznog trofoblasta (VT) gradenog
od sinciciotrofoblasta i migrirajuéeg ekstraviloznog trofoblasta (EVT) gradenog od
citotrofoblasta. Epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT), koja je pod kontrolom GLI proteina,
kljuc¢na je u diferencijaciji trofoblasta. Dokazana je uloga GLI1 1 GLI2 proteina u inhibiciji
gena CDHI (engl. Cadherin-1) koji kodira E-kadherin ¢ija je uloga inhibicija EMT. S druge
strane GLI1 potiCe transkripciju klju¢nih EMT regulatora SNAILI, SLUG i gena za TWIST
proteine. Pored EMT, u diferencijaciji trofoblasta od velikog je znacaja i uloga sincicijalne
fuzije. Istrazivanja su potvrdila da je sincicijalna fuzija pod kontrolom GLI2 transkripcijskog
faktora. Sve navedeno ukazuje da su GLI proteini iznimno vazni u diferencijaciji trofoblasta te
da poremecajem u njihovom funkcioniranju moze do¢i do patoloskih stanja u razvoju posteljice.
Trenutno nije dokazano na koji nac¢in GLI proteini dovode do gestacijske trofoblasti¢ne bolesti
(engl. Gestational trophoblastic disease ; GTD), no pretpostavlja se da u tome sudjeluje Kif7
(engl. Kinesine-like protein 7). Kif7 regulator je GLI proteina koji sudjeluje u diferencijaciji 1
razvoju normalne posteljice. Dokazano je da smanjene razine Kif7 dovode do razvoja
koriokarcinoma. Sukladno tome, moze se zakljuciti da poremecaji Kif7 dovode do loSe

regulacije aktivnosti GLI proteina i posljedi¢no razvoja koriokarcinoma.

GLI proteini nuzni su u normalnoj diferencijaciji trofoblasta i razvoju posteljice. Buduca
istrazivanja razjasnit ¢e njihov mehanizam djelovanja u patoloskim stanjima razvoja posteljice
Sto moZe rezultirati koriStenjem GLI proteina kao potencijalnih biomarkera i ciljnih mjesta

terapije. To ¢e dovesti do ranijeg otkrivanja i uspjesnijeg lijeCenja GTD.
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