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SAZETAK

Uloga signalnog puta Hedgehog u razvoju tumora
Ana Marija Skoda

Hedgehog (Hh) signalni put, prvi put opisan u vinskoj musici, evolucijski je visoko
oCuvan put prijenosa signala od stanicne membrane do jezgre, a ima klju¢nu ulogu
tijekom normalnog embrionalnog razvoja. Hh signalni put ostvaruje svoj utjecaj kroz
signalnu kaskadu koja kulminira promjenom ravnoteze izmedu aktivacijskih (GliA) i
represorskih oblika (GliR) transkripcijskih faktora Gli. U prijenosu informacije do Gli
transkripcijskih faktora sudjeluju razliCite komponente signalnog puta: Hh ligandi
(SHh, IHh i DHh), Ptch receptor (Ptchl, Ptch2), Smo koreceptor, Sufu, Kif7, PKA i
cAMP. GIliA putuje u jezgru i poti€e transkripciju cilinih gena vezanjem na njihove
promotore. Glavni ciljni geni signalnog puta Hh su Ptchl, Ptch2 i Glil. Poremeceno
funkcioniranje Hh signalnog puta povezuje se s razvojnim malformacijama i
tumorima, primjerice  Gorlinovim sindromom, bazocelularnim  karcinomom,
meduloblastomom te karcinomom gusteraCe, dojke, debelog crijeva, jajnika,
sitnostani¢nim karcinomom pluéa i mnogim drugima. Aberantna aktivacija Hh
signalnog puta uzrokovana je ili mutacijama u samom signalnom putu (neovisno o
ligandu) ili pretjeranom ekspresijom Hh signalnog puta (ovisno o ligandu-autokrina ili
parakrina signalizacija). Mnogi inhibitori Hh signalnog puta poput vismodegib-a i
sonidegib-a danas se koriste u lijeCenju karcinoma te predstavljaju obecavajucu

skupinu lijekova, posebice u pacijenata s loSom prognozom.

Klju€ne rije¢i: Hedgehog signalni put, tumorogeneza



SUMMARY
The role of the Hedgehog signaling pathway in tumor development
Ana Marija Skoda

The Hedgehog (Hh) signaling pathway, which was identified for the first time in
the common fruit fly, is a highly preserved evolutionary pathway of signal
transmission from the cell membrane to the cell nucleus. The Hh signaling pathway
plays an important role in the embryonic development. It has a biological influence
through a signal cascade culminating in a change of balance between activated
(GliA) and repression forms (GIiR) of Gli transcription factors. The components of the
Hh signaling pathway involved in the information transfer to the Gli transcription
factors are: Hh ligands (Shh, IHh i DHh), Ptch receptor (Ptchl, Ptch2), Smo
coreceptor, Sufu, Kif7, PKA and cAMP. GIiA travels to the nucleus and stimulates the
transcription of target genes by binding to their promoters. The main target genes of
the Hh signaling pathway are Ptchl, Ptch2 and Glil. The malfunction of the Hh
signaling pathway is associated with the developmental anomalies and tumors, such
as Gorlin syndrome, basal cell carcinoma, medulloblastoma, and pancreatic, breast,
colon, and ovarian cancer as well as small-cell lung carcinoma etc. The aberrant
activation of the Hh signaling pathway is either caused by mutations in the signal
pathway (ligand independent signaling) or by the excessive expression of the Hh
signaling pathway (ligand dependent signaling-autocrine or paracrine). Numerous Hh
pathway inhibitors, like vismodegib and sonidegib, have been developed for cancer
treatment. They are regarded as a promising treatment to be used in cancer therapy,

especially for patients with a poor prognosis.

Keywords: Hedgehog signaling pathway, tumorogenesis
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1. UvVOD

Rak je jedan od glavnih uzroka smrti u novije vrijeme, ne samo u razvijenim
zemaljama ve¢ i u zemljama u razvoju. Procjenjuje se da uzrokuje 7,6 milijuna
smrtnih slucajeva Sirom svijeta. Buduc¢i da rak nastaje zbog poremecaja temeljnih
regulacijskih stani¢nih mehanizama, bolest treba razumjeti na molekularnoj i
stanicnoj razini. Proliferacija, diferencijacija i prezivljavanje pojedinacne stanice u
viSestanichnom organizmu paZljivo su regulirani tako da zadovoljavaju interese
organizma kao cjeline. U stanicama raka te regulacije nema ili je poremecena te one
nekontrolirano rastu i dijele se. Naposlietku se 8&ire po citavom tijelu i
ometaju funkciju normalnih tkiva i organa. Biologija raka ovisi o razli€itim signalnim
putevima koji sudjeluju u njegovom rastu i metastaziranju, a medu znacajnije ubraja

se Hedgehog (Hh) signalni put (1).

Hh signalni put poznat i pod nazivima, kao $to su Hedgehog-Patched (Hh-Ptc),
Hedgehog-Gli (Hh-Gli) ili Hedgehog-Patched-Smoothened (Hh/Ptch/Smo), evolucijski
je visoko oCuvan put prijenosa signala od stanicne membrane do jezgre. Prvi put je
opisan u vinskoj musici (lat. Drosophila melanogaster), u kojoj je mutacija gena
Hedgehog (engl. jez), dovela do nastanka li¢inke, koja zbog bodljikavih izraslina
nalikuje jezu, pa otuda naziv ovom genu. Osnovni principi signalnog puta kod
D.melanogaster evolucijski su konzervirani, pa se tako mogu poistovjetiti sa
signalnim putem kod cCovjeka (2). Hh signalni put ima kljuCnu ulogu tijekom
normalnog embrionalnog razvoja beskraljeSnjaka i kralje$njaka (3). Eksperimenti na
D.melanogaster ukazali su da je gen Hh vaZan za pravilnu segregaciju, tj. polarnost

organizma te ima vaznu ulogu pri razvoju mnogih tkiva i organa.

U odraslom organizmu signalni put Hh veéinom je inaktiviran ili slabo aktivan. Po
potrebi se moZe aktivirati kao Sto je slu¢aj kod zacjeljivanja rana gdje Hh signalizacija
ima jednu od kljuénih uloga (4). Takoder, u odraslom organizmu, signalni put Hh
ukljucen je u odrzavanje somatskih matic¢nih i pluripotentnih stanica vaznih za obnovu
tkiva (5). Do sada je povezan s nizom takvih somatskih mati¢nih stanica, npr. dojke
(6), koze (7), ziv€anih stanica (8), eritropoetskih stanica (9), plu¢a (10) te nekih
epitelnih stanica unutarnjih organa (11). U skladu s tim, Hh signalizacija kriti¢na je za
regeneraciju plu¢nog epitela (10), epitela prostate (12) i egzokrinih stanica gusterace

(13). Vaznu ulogu ima u oblikovanju i normalnoj funkciji folikula dlake (14).



U ostalim tkivima signalni put Hh prisutan je samo u primarnim cilijama (PC). PC-
e su citoplazmatski izdanci na povrsSini stanica, izgradene od mikrotubula i zaduzene
za prijem mehanickih, kemijskih i termickih signala (15). Mogu se naéi na mnogim
stromalnim stanicama sisavaca. Signalni put Hh neophodan je za funkciju primarnih
cilija i svi sudionici Hh signalnog puta se mogu naéi u ovim citoplazmatskim

izdancima (16).

Poremeceno funkcioniranje Hh signalnog puta povezuje se s razvojnim
deformacijama i tumorima (17). Tako kod ljudi postoji nasljedni oblik bazocelularnog
karcinoma (engl. Basal Cell Nevus Syndrom; BCNS), poznat pod nazivom Gorlinov
sindrom, koji nastaje kao posljedica mutacije gena Patched 1 (Ptchl). Gorlinov
sindrom ima dva glavna fenotipa: razvojne defekte i povecani rizik od razvoja
karcinoma koji su povezani s mutacijama gena ukljuCenih u Hh signalizaciju,
ukljuCujuéi  bazocelularni karcinom (engl. Basal cell carcinoma; BCC),

meduloblastom, rabdomiosarkom i meningeom (18).

Opcenito, smatra se da poremecena regulacija bilo koje komponente Hh
signalnog puta dovodi do njegove aberantne aktivacije $to moze rezultirati
zlocudnom preobrazbom. Prema najnovijim procjenama, Hh signalni put sudjeluje u
nastanku jedne treéine svih zlo¢udnih tumora, stoga postaje znaCajnom metom

potencijalnih lijekova u terapiji raka (2).

Signalni put Hh dovodi do promjena u ponasanju stanica putem najmanje dvaju
mehanizama: poticanjem transkripcije cilinih gena i kontrolom stani¢nog ciklusa.
Zapocinju ga tri proteina: Hedgehog (Hh), Patched (Ptch) i Smoothened (Smo). Hh
ima ulogu liganda, Ptch, koji se nalazi na membrani stanice, receptora te Smo, koji
se takoder nalazi na membrani, koreceptora (19). Karakteristika Ptch receptora jest
da se on ne aktivira vezivanjem liganda ve¢ se ovom interakcijom suprimira.
Aktivirani Hh signalni put rezultira otpustanjem proteina Gli (engl. Glioma-associated
oncogene) koji se translocira u jezgru i poti¢e ekspresiju Gli ciljnih gena, kao $to su
Glil i ciklin D1 zaduzenih za rast stanica. Drugim rije¢ima, Hh ostvaruje svoj bioloski
utjecaj kroz signalnu kaskadu koja kulminira promjenom ravnoteze izmedu
aktivacijskih (GliA) i represorskih oblika (GliR) Gli transkripcijskih faktora (20).



U prijenosu informacije do Gli transkripcijskin faktora sudjeluju i razliCite
komponente signalnog puta (Sufu, Kif7, PKA, cAMP). Ovakav nacin aktivacije Hh

signalnog puta naziva se kanonski.

U odsustvu liganda ("off-stanje"), Ptchl suprimira Smo, inace konstitutivno aktivni
signalni receptor Cija je aktivhost neophodna za prijenos Hh signala kroz stani¢nu
membranu u jezgru. Ptchl djeluje kao sterolska pumpa i uklanja oksisterole stvorene
pomocu 7-dehidrokolesterol reduktaze (21). Nizvodno od Smo u signalnoj kaskadi
sudjeluje citoplazmatski proteinski kompleks sastavljen od Kif7 (engl. Kinesin
protein), Sufu (engl. Supressor of fused) i GIiIFL (engl. full-length Gli). Kif7, Sufu i
GIliFL ulaze u PC-u, €ime se poti¢e obrada GIliFL u represorskii oblik (GliR) nakon
fosforilacije pomoc¢u protein kinaze A (PKA), glikogen sintaze kinaze 3 (GSK3) i
kazein kinaze 1 (CK1). GIiR blokira transkripciju Hh ciljnih gena (22) (Slika 1).
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Adenylyl
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Slika 1. Prikaz kanonske aktivacije Hh signalnog puta: U odsustvu liganda, Ptchl suprimira
konstitutivno aktivni signalni receptor Smo, neophodan za transdukciju signala u jezgru.
Nizvodno od Smo u signalnoj kaskadi sudjeluje citoplazmatski proteinski kompleks sastavljen
od Kif7 (engl. Kinesin protein), Sufu (engl. Supressor of fused) i GliFL (engl. full-length Gli).
Kompleks poti¢e obradu GIiFL u represorski oblik (GliR) nakon fosforilacije pomocu protein
kinaze A (PKA), glikogen sintaze kinaze 3 (GSK3) i kazein kinaze 1 (CK1). GIliR blokira
transkripciju Hh ciljnih gena. Preuzeto iz (22).



Fosfataza lokalizirana u PC-i, Inpp5e, odrzava lipidni sastav PC-e obogacen
fosfoinozitidom PI1(4)P. PI1(4)P regulira lokalizaciju modulatora Hh signalnog puta, npr.
Gprl6l (engl. Orphan G-protein-coupled receptor), unutar PC-e. U odsustvu Hh
liganda, Gprl6l se nalazi na PC-i i potiCe proizvodnju cAMP aktivacijom Gas.
posredovane adenilil ciklaze. Time se potiskuje Hh signalizacija. U jezgri, PRC2
kompleks odrzava represiju histona H3K27me3 Cime se blokira ekspresija ciljnih

gena na epigenetskoj razini (22) (Slika 2).
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Slika 2. Inpp5e, fosfataza lokalizirana u primarnoj ciliji (PC), odrzava lipidni sastav PC-e
bogat fosfatidilinozitolom 4-fosfatom PI(4)P. PI(4)P regulira lokalizaciju modulatora Hh
signalnog puta, Grpl61 (engl. Orphan G-protein-coupled receptor), unutar PC-e. Kada Hh
ligand nije vezan za receptor, Grpl61 aktivira Gasposredovanu adenilil ciklazu koja potice
stvaranje cAMP-a i potiskuje Hh signalizaciju. U jezgri se blokira ekspresija ciljnih gena
PRC2 kompleksom. Preuzeto iz (22).



U tzv. "on-stanju” Hh ligand se veZe na receptor Ptchl. Tada se ligand i receptor
internaliziraju i razgrade u lizosomima. CK1 (engl. Casein kinase 1) i GRK2 (engl. G-
protein-coupled receptor 2) fosforiliraju Smo koji poprima aktivhu konformaciju i
prelazi u PC-u. Kif7, Sufu i GIiIFL se takoder nakupljaju u PC-i, gdje aktivirani Smo
potiCe disocijaciju Sufu-Gli kompleksa (uklanja se Sufu inhibitorni u€inak) i aktivaciju
Gli-a (GliA). GIliA putuje u jezgru i potiCe transkripciju cilinih gena vezanjem na

njihove promotore (22) (Slika 3).

Slika 3. Prikaz vezanja Hh liganda na Ptchl receptor. Dolazi do internalizacije liganda i
receptora te njihove razgradnje u lizosomima. CK1 (engl. Casein kinase 1) i GRK2 (engl. G-
protein-coupled receptor 2) fosforiliraju Smo koji poprima aktivnu konformaciju i prelazi u PC-
u. Aktivirani Smo poti¢e disocijaciju Sufu-Gli-Kif7 kompleksa lokaliziranog u PC-i i aktivaciju
GliFL-a (GliA). GliA se u jezgri veze na promotore ciljnih gena i poti€e njihovu transkripciju.
Preuzeto iz (22).



Vezanjem Hh liganda na receptor Ptch1 potie se ubikvitinacija, endocitoza i
degradacija Ptchl posredovana proteinom Smurf. Smo se aktivira, a njegova
aktivnost moze biti pojaCana oksisterolima, modulatorima na bazi lipida, koji se vezu
na izvanstani¢nu domenu Smo-a. Aktivirani Smo prelazi u PC-u i moze se lokalizirati
u specijaliziranoj zoni zvanoj EvC zona. Iz EvC zone Smo prenosi signale za
aktivaciju proteina Gli. Vezanje Hh liganda takoder potiCe formiranje Kif7 kompleksa
s proteinom PPFIAl (engl. Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type, F
Polypeptide (PTPRF), Interacting Protein (Liprin), Alpha 1) i fosfatazom PP2A, §to
rezultira defosforilacijom Kif7 i njegovom translokacijom na vrh PC-e. U jezgri,
aktivacija Hh ligandom regrutira Jmjd3, koji aktivira ciljne gene zamjenom PRC2,
enzimatskim uklanjanjem H3K27me3, s kompleksom Set1l/MLL-H3K4me3. Takoder,
aktivna Hh signalizacija inducira Eyal/Six1 posredovanu transkripciju gena Nrp.
Sema3 se veze na Nrp protein i promiCe regrutaciju fosfodiesteraza PDE4D do
citoplazmatske domene Nrp-a. PDE4D degradira cAMP i time smanjuje razinu PKA
(22) (Slika 4).
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Slika 4. Ptchl degradacija potaknuta je vezanjem Hh liganda, a posredovana proteinom
Smurf. Time je smanjen inhibitorni u€inak Ptch1 na koreceptor Smo koji poprima aktiviranu
konformaciju i prelazi u EVC zonu PC-e gdje dalje prenosi signale za aktivaciju proteina Gli.
Aktivhost koreceptora Smo pojaCana je oksisterolima. Takoder, potiCe se formiranje
kompleksa Kif7 s proteinom PPFIAL (engl. Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type, F
Polypeptide (PTPRF), Interacting Protein (Liprin), Alpha 1) i fosfatazom PP2A. Rezultat je
defosforilacija Kif7 i njegova translokacija na vrh PC-e. U jezgri dolazi do aktivacije ciljnih
gena Jmjd3-om koji enzimatskim uklanjanjem H3K27me3 potice zamjenu PRC2 s
kompleksom Setl/MLL-H3K4me3. U jezgri je inducirana i transkripcija gena Nrp pomocu
kompleksa Eyal/Sixl. Na protein Nrp se veze Sema3. Time se promiCe regrutacija
fosfodiesteraze PDE4D do citoplazmatske domene Nrp-a i degradacija cCAMP-a $to smanjuje
razinu PKA. Preuzeto iz (22).



Unazad nekoliko godina dokazano je da Hh proteini mogu sudjelovati u signalnoj
transdukciji preko takozvanog Gli-neovisnog mehanizma koji se joS oznacava i kao
nekanonski Hh signalni put (23). Do sada su opisana dva tipa nekanonske Hh
signalne kaskade. Prvi tip ne zahtjeva prisustvo Smo receptora, ali zahtjeva prisustvo
Hh liganda i Ptch receptora. U odsustvu Hh liganda, Ptch se udruzuje s ciklinom B1 i
proapoptotskim kompleksom kojeg Cine kaspaza-9, protein Tucan-1 i adapterski
protein Dral. Ova interakcija inhibira proliferaciju onemoguc¢avajuéi ciklinu B1 ulazak
u jezgru. U nekim tipovima stanica regrutiranje ovog proapoptotskog kompleksa ovisi
o prethodnom cijepanju Ptch u C-terminalnoj domeni pomocu kaspaze-3. To rezultira
autofagijom i aktivacijom kaspaze-9. Ona ubrzava stvaranje ovog kompleksa i potice
povratnu aktivaciju kaspaze-3 Sto u konacnici dovodi do apoptoze. U prisustvu Hh
liganda naru$avaju se ove interakcije $to dovodi do stani¢ne proliferacije (24) (Slika
5).

Presence of Hh ligands

No proliferation

Slika 5. Prikaz prvog tipa nekanonske signalizacije: U odsustvu Hh liganda, Ptch se udruzuje
s ciklinom B1 i proapoptotskim kompleksom kojeg Cine kaspaza-9, protein Tucan-1 i
adapterski protein Dral. Kompleks onemogucéava ulazak ciklina B1 u jezgru i ne dolazi do
proliferacije stanica. U nekim tipovima stanica kaspaza-3 cijepa Ptch u njegovoj C-
terminalnoj domeni Sto rezultira autofagijom i aktivacijom kaspaze-9. Ona ubrzava stvaranje
proapoptotskog kompleksa i poti€e povratnu aktivaciju kaspaze-3. Rezultat je apoptoza
stanice. U prisustvu Hh liganda naru$avaju se ove interakcije $to dovodi do stani¢ne
proliferacije. Preuzeto iz (24).



Drugi tip nekanonskog Hh signalnog puta je takoder poznat kao Smo-ovisan Gli-
neovisan signalni put. Ovaj signalni put sudjeluje u regulaciji aktinskog citoskeleta
aktivacijom malih GTP-aza RhoA i Racl. U fibroblastima se ta regulacija odvija
pomocu G proteina i kinaze PI3K, a u neuronima pomocu proteina Tiam1 ili kinaze
SFK. Takoder, Smo u spinalnim neuronima stimulira otpusStanje Kkalcija iz
endoplazmatskog retikuluma (ER) (24) (Slika 6).

Presence of Hh ligands

cytoskeleton

[ Calcium spikes ] -Migration, tubulogenesis,
axon turning, dendritic
spine formation

Slika 6. Prikaz drugog tipa nekanonske signalizacije: U fibroblastima se regulacija aktinskog
citoskeleta odvija pomo¢u G proteina i kinaze PI3K te aktivacijom malih GTP-aza RhoA i
Racl. U neuronima regulacija se vrSi pomocu proteina Tiam1l ili kinaze SFK. Koreceptor
Smo u spinalnim neuronima stimulira otpustanje kalcija iz endoplazmatskog retikuluma (ER).
Preuzeto iz (24).



2. GLAVNE KOMPONENTE Hh SIGNALNOG PUTA

2.1 Hedgehog gen/protein

Gen Hh visoko je konzerviran od vinske musice do Covjeka i klju¢ni je regulator u
embrionalnom razvoju (3). Za razliku od D. melanogaster u koje se nalazi jedan Hh
gen, u kraljeSnjaka su otkrivena njegova tri homologa: Sonic hedgehog (SHh), Indian
hedgehog (IHh) i Desert hedgehog (DHh) (25)(26)(27). Sva tri produkta ekspresije
ovih gena mogu se vezati za Ptchl i biti aktivatori Hh signalnog puta (28), ali tu
aktivnost ostvaruju u razli€itim organskim sustavima (25)(27). Proteini Hh mogu
djelovati kao mitogeni, morfogeni i diferencijacijski ¢imbenici tijekom razli€itih faza

razvoja na razliCitim mjestima, na ve¢im ili manjim udaljenostima (19).

NajviSe proucavan od svih Hh liganda je SHh. On pokazuje najjacu aktivnost te je
tijekom embriogeneze uklju¢en u razvoj razliCitih organa. Eksprimiran je u razvoju
srediSnjeg ziv€anog sustava, pluca, zuba, crijeva i folikula dlaka (29)(30)(31)(32).
Djelovanje SHh moZe biti autokrino (na stanice iz kojih se izlu€uje) ili parakrino (na

stanice iz blize ili dalje okoline).

IHh je uklju€en u endhondralnu formaciju kosti kao negativni regulator
diferencijacije hondrocita (33). Takoder, zapazeno je da IHh sudjeluje u razvoju

gastrointestinalnog trakta (34) i mlijecnih zlijezdi (6).

Od svih otkrivenih Hh proteina najviSi stupanj slicnosti s Hh ligandom D.
melanogaster pokazuje DHh (24). DHh se izraZzava uglavhom u Sertolijevim

stanicama sjemenika gdje ima klju¢nu ulogu u diferencijaciji spolnih stanica (35).

Svi Hh proteini prolaze procese sazrijevanja (Slika 7) prije nego se njihovi aktivni
oblici otpuste iz stanica i aktiviraju Hh signalni put (36). Nakon translacije, s
polipeptida veliCine oko 45 kDa uklanja se N-terminalna signalna sekvenca.
Polipeptid se potom autokatalitiCki cijepa izmedu glicina i cisteina pri Cemu nastaje N-
terminalni fragment. C-terminalna domena (autoprocesuirajuta domena) Hh
polipeptida potiCe vezanje kolesterola za glicin na C-kraju N-terminalnog fragmenta.
Pri tome nastaje N-terminalna Hh signalna domena (HhN) veliine oko 19 kDa koja je
povezana s nizom poznatih signaliziraju¢ih aktivnosti (37). Nakon toga se za cistein

na N-terminalnom kraju uz pomo¢ enzima Skinny (Ski) hedgehog aciltransferaze
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veze palmitoilna skupina palmitinske kiseline pri ¢emu nastaje dvostruko izmijenjena
Hh signalna domena (HhNp) odnosno aktivni Hh protein (38). Sekrecija zrelog,
funkcionalno aktivnog Hh proteina regulirana je Dispatched (Disp) proteinom, koji

omogucava njegovo otpustanje iz stanica u kojima nastaje.

Signal

sequence  Signaling domain Autoprocessing domain
N o R ) OO O
1-23 24-197 198-424

t 1.*

I e S COoH

Signaling domain Autoprocessing domain

HC

cholesterol

' Palmitic acid

4, * Ski (acyltransferase) =+ “A\

Signaling domain

/\/\/\/\/\/\/\iH
HhNp

Slika 7. Prikaz procesa sazrijevanja Hh proteina: 1 - odcjepljenje signalne sekvence; 2, 3 -
C-terminalna domena (autoprocesuiraju¢a domena) polipeptida Hh potie reakciju vezanja
kolesterola za glicin pri ¢emu nastaje N-terminalna Hh signalna domena (HhN) koja je
izmijenjena kolesterolom na C-terminalnom kraju. Spajanje HhN s membranom uzrokuje
vezani kolesterol na C-terminalnom kraju. 4 - dodavanje palmitoilne skupine palmitinske
kiseline pomoc¢u Skinny (Ski) hedgehog aciltransferaze na N-terminalni kraj. Rezultat je
nastanak dvostruko izmijenjene Hh signalne domene (HhNp). Preuzeto iz (3).
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2.2 Patched gen/protein

Protein Patched (Ptch) je receptor Hh proteina. U kralje$njaka su izolirana dva
homologa proteina: Ptchl i Ptch2 (39). Oni vezu SHh, IHh i DHh ligande sli¢nim
afinitetom te oba mogu tvoriti kompleks s proteinom Smo (40). Ljudski gen Ptchl
smjesten je na kromosomu 9g22.3, sadrzi 23 egzona i kodira glikoprotein od 1447
aminokiselina (41)(42). Gen Ptch2 lociran je na 1p34.1 i kodira protein od 1203
aminokiselina. Nadalje, geni Ptchl i Ptch2 imaju razliCite funkcije temeljene na
njihovoj razli€itoj ekpresiji tijekom razvoja epidermisa (43). Ptchl je prvenstveno
eksprimiran u mezenhimskim stanicama u kojima se proizvodi SHh protein, dok je

Ptch2 eksprimiran u epitelnim stanicama koze i sjemenika (44).

Protein Ptchl sastoji se od 12 transmembranskih domena, dvije velike
ekstracelularne petlije i dvije velike intracelularne petlje (27). Unutar strukture
ekstracelularne petlje nalazi se sterol-osjetljiva domena (engl. Sterol-sensing domain;
SSD), za koju se pretpostavlja da stupa u interakciju s kolesterolom vezanim na Hh
proteinu (45). U odsutnosti liganda, Ptchl blokira aktivnost signalnog puta. Vezanje
Hh liganda na Ptchl receptor rezultira njihovom internalizacijom i degradacijom te
otpuStanjem blokade Smo koreceptora i aktivacijom puta (46)(47). Dakle, vezanjem
liganda ne uklanja se samo represija signalnog puta Ptchl-om, ve¢ se ograniCava
poluzivot liganda. Mehanizmi kojima se Ptch1 uklanja s povrSine stanice nakon
vezanja liganda nisu u potpunosti razjasnjeni. Pokazalo se da SHh ligandi induciraju
nakupljanje Ptchl i E3 ubikvitin ligaza, Smurfl i Smurf2, u lipidnim splavima. Lipidne
splavi predstavljaju glikolipoproteinske mikrodomene proteinskih
receptora u stani€noj membrani (48). Ubikvitinirani Ptchl putuje endosomima do

lizosoma gdje se razgraduje.

Proteini Ptch i Hh, dvojako reguliraju i stani¢ni ciklus (49). Prvo, Ptch bez Hh
liganda veze faktor koji promovira M-fazu (engl. M-phase promoting factor; MPF), a
izgraduju ga ciklin B1 i kinaza CDK-1. Vezanjem, odnosno zadrzavanjem MPF-a u
citoplazmi, sprjeCava se njegova aktivnost. Kada se protein Hh veze na Ptch, dolazi
do otpustanja vezanog ciklina B1 i daljnje progresije kroz stani¢ni ciklus (19). Drugo,
prijenos signala aktiviranim Hh signalnim putem dovodi do transkripcije ciklina D i

ciklina E, ¢ime se takoder potiCe progresija kroz stani¢ni ciklus (50).
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Osim Ptch, i drugi receptori Hh liganda sudjeluju u modulaciji aktivacije signalnog
puta (51). Pozitivni koreceptori su Cdo, Boc te, za kraljeSnjake specifican, Gas1. Hhip
receptor, djeluje kao negativni regulator Hh signalnog puta. Indukcijom puta, pozitivni
koreceptori bivaju transkripcijski potisnuti, dok su negativni receptori (Ptchl i Hhip)
aktivirani. Proteoglikani takoder mogu djelovati kao koreceptori te imati pozitivne ili
negativhe ucinke na signalizaciju Hh ovisno o njihovom jedinstvenom sastavu
proteina i Se€era. Stanice pravilno tumace trajanje i razinu aktivacije Hh signalnog

puta zahvaljujuc¢i spomenutoj mrezi receptora, koreceptora te povratne sprege.

2.3 Smoothened gen/protein

Protein Smoothened (Smo) je, kako je ve¢ spomenuto, koreceptor signalnog puta
Hh tj. predstavlja signalnu komponentu receptorskog kompleksa. Graden je od
sedam transmembranskih hidrofobnih domena i strukturno je sli€an receptorima

vezanim uz G-protein (52) (Slika 8).

Smo se smatra pozitivnim regulatorom signalnog puta, jer je u odsustvu
inhibiraju¢eg Ptch1 konstitutivno aktivan i potiCe aktivaciju nizvodnih komponenti

ovog signalnog puta (2).

Mehanizmi kojima Ptch1 inhibira Smo su nepoznati. Prema dosada$njim
saznanjima, ne postoji fiziCka interakcija izmedu Ptch1 i Smo, ve¢ Ptch1 regulira
transport i sintezu male molekule (ili molekula) koja utjeCe na aktivhost Smo (53).
2006. godine lipofilni sekosteroid vitamina D3 predloZen je kao molekula koja je
endogeni regulator Smo aktivnosti (54). Nedavna istraZivanja dokazuju aktivaciju
Smo pomocu oksisterola, derivata kolesterola (55). CRD (engl. Cysteine rich domain)
mutante ne uspijevaju u potpunosti reagirati na Hh stimulaciju, ali pokazuju viSu
bazalnu razinu signalizacije u usporedbi s divljim tipom Smo-a, $to ukazuje da CRD
domena potiskuje osnovnu aktivnost Smo proteina. Medutim, Ptchl joS uvijek moze
inhibirati CRD mutante. Dakle, vezanje oksisterola moze biti potrebno za maksimalnu
Smo aktivnost, ali ne za posredovanje Ptch-ovisne inhibicije proteina Smo. Dodatni
lipofilni Smo modulatori su endokanabinoidi koji mogu inhibirati Smo aktivnost (56).

Unato€ spomenutim saznanjima o lipofilnim regulatorima aktivnosti proteina Smo,
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mehanizmi kojima Ptchl potiskuje Smo i kako Hh ligand uklanja tu represiju ostaju i

dalje nepoznanica.

Nakon vezanja Hh liganda i razgradnje proteina Ptchl, kinaze CK1l i GRK2
fosforiliraju Smo koji potom prelazi u PC-u te preuzima aktivnhu konformaciju (57).
Smo prenosi signal prema citoplazmi fosforilacijskom kaskadom, kojoj je konacna

meta protein Gli.

Drosophila smo Human smo
\
1 1
Extracellular
86-221 CRD 66-196 CRD N-terminal and
cysteine rich
domain (CRD)
v
\
Heptahelical
Smo-M2 domain
Smo-A2
\
Smo-M1
< e riatin ( s C-terminal
L TP T PP T T L 787 Cytoplasmlc
850 s tail
L]
1036 W
"‘“;lllIllllllIl....!'

Drosophila specific region ~

Slika 8. Prikaz strukture Smo proteina D. melanogaster i Covjeka: Brojevi predstavljaju
aminokiseline (engl. amino acid; aa). CRD - domena bogata cisteinom (engl. Cysteine rich
domain). Crvene zvjezdice na ljudskom proteinu Smo ukazuju na mutacije koje su
identificirane kod pacijenata s rakom. M1, M2 i A2 su aktivirajuce mutacije proteina Smo
utvrdene u bazocelularnom karcinomu. U M1 dolazi do zamjene arginina (Arg) glutaminom
(GIn) u aa 562, dok u M2 nalazimo promijenu triptofana (Trp) leucinom (Leu) u aa 535. U
Smo A2 mutiran je serin (Ser) aa 533. Preuzeto iz (58).
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2.4 Gli gen/protein

Obitelj Gli su ,proteini s motivom cinkovog prsta”, koji su ime dobili po
glioblastomu iz kojeg su prvi put izolirani (59). U kraljeZnjaka postoje tri Clana obitelji
gena Gli: Glil, Gli2 i Gli3. Glil je genski produkt aktivne Hh signalizacije koji postoji
samo kao transkripcijski aktivator. Naime, N-terminalna domena proteina Gli sadrzi
dominantnu, represorsku aktivnost, a C-terminalna regija aktivacijsku domenu i
domenu za smjestaj u citoplazmi. Glil protein ima skracenu N-terminalnu domenu,
Cime se kod njega izgubila represorska aktivnost pa tako protein djeluje iskljucivo kao
aktivator (60). Gli2 i Gli3 mogu djelovati kao aktivatori i kao represori, s time da je
Gli2 primarno aktivator, dok je Gli3 primarno represor.

Gli proteini reguliraju ekpresiju ciljnih gena direktnim vezanjem na njihove
promotore (61). Glil i Gli3 proteini prepoznaju GACCACCCA sekvencu u
promotorima ciljnih gena (62), a Gli2 prepoznaje gotovo identi€an GAACCACCCA
motiv (63).

Nakon vezanja Hh liganda dolazi do razgradnje represorskih oblika (GIiR), a u
slu¢aju da liganda nema, represorski oblici koCe ekspresiju ciljnih gena. U odsutnosti
Hh liganada, GIiFL fosforilira protein kinaza A (PKA), glikogen sintetaza kinaza 3
(GSK3) i kazein kinaza 1 (CK1) (64)(65). Hiperfosforilirani GliFL veze se za protein
adaptor, B-TrCP (engl. B-transducin-repeat containing protein), a rezultirajudi
kompleks ubikvitinira se Cull-based E3 ligazom i obraduje u proteosomu. Rezultat te
obrade je skraceni transkripcijski represor (GliR) (66). GliR blokira transkripciju ciljnih
Hh gena. Fosforilacija Gli2FL pretezno uzrokuje njegovu potpunu proteosomsku
degradaciju, dok se fosforilirani Gli3FL obraduje u Gli3R (67). Sukladno tome Gli2 je

viSe aktivator nego represor Hh signalizacije (64).

Gli1 nije podlozan PKA-posredovanoj proteasomskoj obradi ve¢ njegovu funkciju
mijenja nekoliko drugih kinaza. Fosforilacija Glil pomocu atipicne protein kinaze Ci/A
(aPKC-I/A) potice maksimalno vezanje Gli1 na molekulu DNA i transkripcijsku
aktivaciju (68). Jo$ jedan od enzima koji fosforilira Glil je AMP-aktivirana protein

kinaza (AMPK) koja fosforilacijom uzrokuje njegovu degradaciju (69).
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Aktivacija kanonske Hh signalizacije dovodi do ukidanja proteoliticke degradacije
Gli proteina ovisne o fosforilaciji, povecavajuc¢i na taj nacin njegovu citoplazmatsku i
nuklearnu razinu te samim time i transkripciju ciljnih gena Hh signalnog puta. Podaci
iz literature pokazuju da su ekspresija Gli transkripcijskih faktora i njihova aktivacija
regulirane i drugim signalnim putevima. Dokazano je da TGF-B, EGF, MAPK i FGF

signalni putevi mogu inducirati ekspresiju transkripcijskih faktora Gli (70).

2.5 Suppressed fusion protein

U stanicama sisavaca, supresor fuzijskog proteina (engl. Suppressed fusion
protein; Sufu) klju¢ni je regulator Hh puta, a funkcionira izmedu Smo i Gili
transkripcijskih faktora (71). Sufu se izravno veze na GIliFL u citoplazmi i sekvestrira
ga. Sekvestracijom faktora Gli sprijeCava se njegova nuklearna translokacija te se
potiCe fosforilacija i prerada GIliFL u GIiR (72). Sekvestracija takoder stabilizira Gli2FL
i Gli3FL, stite¢i ih od proteosomske degradacije i odrZzavajuéi tako dostupne Gili
proteine za signalnu transdukciju putem SHh (73). Osim citoplazmatske
sekvestracije, Sufu se lokalizira u jezgri gdje se veze na Gli-vezujuce sekvence u

molekuli DNA te sprje€ava transkripciju gena (74).

2.6 Kif7

Kinezin protein (Kif7), evolucijski je konzervirana komponenta Hh signalnog puta
koja modulira funkciju Gli nizvodno od Smo (75). Kif7 djeluje u interakciji s Gli
proteinima i ima pozitivne i negativne regulatorne uloge u Hh signalizaciji (76). Kif7
se nalazi u bazalnom dijelu PC-e u odsutnosti Hh liganda, ali kada je put aktiviran,

prelazi u PC-u i vazan je za nakupljanje Gli2 i Gli3 na vrhu PC-e.

Nedavno predloZzeni model usuglasava proces fosforilacije Kif7 s ranijim
opazanjima (77). Kada je Hh put neaktivan, Kif7 je fosforiliran i lokaliziran u podnoZzju
PC-e, a promet Kif7 i Gli u PC-i je ograni¢en. Kada je put aktiviran, protein PPFIA1 i
fosfataza PP2A se regrutiraju te defosforiliraju Kif7, $to dovodi do povecanog
nakupljanja Kif7 i Gli proteina na vrhu PC-e, disocijacije Sufu od Gli proteina i Gli

aktivacije. Zanimljiv dodatak ovom modelu dolazi od grupe Anderson koja je nedavno
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predloZila da je glavna uloga Kif7 u Hh signalizaciji kontroliranje duljine i arhitekture
PC-e (78).

2.7 CcAMP i PKA

Protein kinaza A (PKA), ovisna o c-AMP-u, glavni je negativni regulator Hh puta.
PKA fosforilira Sufu i Gli2/3 faktore transkripcije. Sekvencijalna fosforilacija Sufu
putem PKA i GSK3 stabilizira Sufu u kompleksu Gli2/3 koji se krece u PC-i kao
odgovor na Hh ligand (79) (Tablica 1). Mnoge molekule mogu modulirati aktivhost
PKA. Na primjer, proizvodnja cAMP-a pomocu adenilil ciklaze i degradacija cAMP-a

pomocu fosfodiesteraze mogu promicati odnosno smanijiti aktivnost PKA.

Aktiviran Hh signalni put inducira pozitivnom povrathom spregom ekspresiju
Eyal fosfataze i transkripcijskog faktora Six1. Oni sudjeluju u transkripciji
transmembranskog receptora Neuroplina (Nrp). Na Nrp se veze ligand Sema3 (engl.
Semaphorin 3) te oni tvore kompleks koji potiCe interakciju fosfodiesteraze 4D
(PD4D) i citoplazmatske domene Nrp-a. Interakcija dovodi do hidrolize cAMP-a, a
time i redukcije razine PKA (80).

2.8 Ciljni geni

Glavni ciljni geni signalnog puta Hh su Ptchl, Ptch2 (60) i Glil koji u odgovoru na
aktivirani signalni put pokazuju poviSenu razinu mRNA i proteina (60). Povecana
ekspresija gena Ptchl, Ptch2 i Glil je vrlo pouzdan pokazatelji aktiviranog signalnog
puta i osigurava negativhu (Ptchl) i pozitivnu (Glil) regulaciju Hh signalizacije
mehanizmom povratne sprege (81). Post-translacijske modifikacije Gli proteina,
uklju€ujuci fosforilaciju, acetilaciju i ubikvitinaciju takoder utjeCu na ucinak proteina Gli

na ciljne gene.

Ostali ciljni geni uklju¢uju Hip (engl. Hedgehog-interacting protein) (82),
regulatore stani¢nog ciklusa (ciklin D2 i ciklin E1) (50) i apoptoze (BCL2) (83) te
MYCN (84), ABCG2 (85), FGF4 (86), VEGFA (87), PAX6, PAX7, PAX9 (88), FOXM1
(89), JAG1 te cClanove signalnog puta Wnt (90) (Tablica 1). Novija istrazivanja
ukazuju na postojanje interakcije izmedu Wnt i Hh signalnog puta (34)(91). Aktiviranje
i deaktiviranje ovih gena Hh moze doprinijeti normalnom razvoju tkiva i organa, ali i

nastanku tumora.
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Tablica 1. Ciljni geni Hh signalnog puta

Kratica Puno ime gena Uéinak genskog produkta (Ref.)
gena
Ptchl engl. Patched 1 pokazatelj aktiviranog signalnog (81)
puta, negativha povratna sprega
Ptch2 engl. Patched 2 pokazatelj aktiviranog signalnog (81)
puta
Glil engl. Glioma-associated pokazatelj aktiviranog signalnog (81)
oncogene 1 puta, pozitivha povratna sprega
Hip engl. Hedgehog-interacting regulacija Hh signalnog puta (82)
protein
CCND2 engl. G1/S-specific cyclin-D2  regulator stani¢nog ciklusa (50)
CCNE1 engl. G1/S-specific cyclin-E1  regulator stani¢nog ciklusa (50)
MYCN engl. N-myc proto-oncogene  proliferacija stanica i (84)
protein tumorogeneza
BCL2 engl. B-cell ymphoma 2 regulator apoptoze (83)
ABCG2 engl. ATP-binding cassette transport mnogih pozitivno i (85)
sub-family G member 2 negativno nabijenih hidrofobnih
molekula
FGF4 engl. Fibroblast growth factor mitogena aktivnost, sudjeluje u (86)
4 razli€itim bioloSkim procesima
(embrionalni razvoj,
morfogeneza, popravak tkiva)
VEGFA engl. Vascular endothelial angiogeneza, vaskulogeneza, (87)
growth factor A rast endotelnih stanica
PAX®6, engl. Paired box protein Pax- faktori transkripcije tijekom (88)
PAX7, 6,719 embriogeneze
PAX9
JAG1 engl. Jagged 1 ligand Notch i Wnt signalnog puta (92)
FOXM1 engl. Forkhead box protein transkripcijski faktor (89)

M1
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2.9 Primarna cilija (PC)

SrediSnje komponente Hh signalizacije kod kraljeSnjaka, ukljuCujuci proteine
Ptchl, Smo, Sufu, Kif7 i Gli, dinamicki se lokaliziraju u PC-i (93)(94). Nakon vezanja
Hh liganda, Ptchl izlazi iz baze PC-e, dok se Smo nakuplja u ciliji. Aktivacija puta
takoder potiCe kretanje kompleksa Sufu-Gli u PC-i gdje se disociraju. To rezultira
istodobnim nakupljanjem proteina Gli na distalnom vrhu cilije i translokacije Gli u
jezgru. Translokacija Smo i Gli disocijacija pokazuju pozitivhu regulaciju Hh signalnog
puta pomocu PC-e. PC sudjeluje u inhibiciji puta posredovanjem proteoliticke obrade
GliFL u GIliR koji smanjuje ekspresiju ciljnin gena. Tako, miSevi s defektnom ili

odsutnom PC-om pokazuju funkcionalni gubitak ili promijenjeni omjer GliIA/GIliR (94).

Precizna lokalizacija proteina unutar PC-e vazna je za prijenos signala. Na
primjer, EvC zona (Slika 9), nazvana po Ellis-van Creveldovom sindromu, nalazi se u
podnoZju PC-e i definira poseban odjeljak gdje se Smo akumulira vezanjem na
proteine EVC i EVC2. Sidrenje EVC-EVC2 kompleksa u EvC zonu potrebno je za

aktivaciju Gli2, ali ne i za regulaciju razine Gli3R (95).

}Cilia tip

Ciliary ————
membrane

*——————— Axoneme

iliary necklace

iliary pocket\.\[ J } EvC zone
" | I l Transition zone
’ ‘!
<

’D

Transition fiber

Basal body

Slika 9. Prikaz strukture primarne cilije: ruziCasto je ozna¢ena EvC zona. Preuzeto iz (96).
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Lipidni sastav PC-e pridonosi prometu i signalizaciji komponenata Hh signalnog
puta. Fosfatidilinozitol 4-fosfat (P1(4)P) prisutan je u ciliarnoj membrani, dok su oba
PI1(4)P i PI(4,5)P, (fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat) smjeStena u stani¢noj membrani
(97). Ovakav drugaciji lipidni sastav PC-e odrzava se fosfatazom smjeStenom na
ciliji, Inpp5e, koja defosforilira PI(4,5)P, u PI(4)P. Gubitak Inpp5e rezultira
akumulacijom PI(4,5)P, na membrani cilije regrutacijom Tubby-like-proteina 3
(Tulp3). Tulp3 ometa intraflagelarni transport (IFT-A) proteina u PC-i. Takoder,
negativni Hh regulator, Gprl61, koristi Tulp3 i IFT-A kompleks za promet i
akumulaciju u PC-i nakon gubitka Inpp5e. Akumulaciju Gpr161 prati povecana razina
cAMP-a koja ometa aktivaciju ciljnih gena signalnog puta Hh. Gubitak Inpp5e takoder
umanjuje akumulaciju Gli3 na vrhu cilje nakon stimulacije puta, ali ne utjeCe na
promet Smo-a. Stoga, Inpp5e uspostavlja poseban fosfoinozitidni sastav PC-e koji
ograni¢ava koli¢inu akumuliranih negativnih Hh regulatora te time dopusta daljnji
prijenos signala. Nadalje, studija (98) istice vaznost fosfatidilinozitol 3-fosfata
(PI(3)P). Lipidna kinaza, fosfoinozitid 3 kinaza-C2a (PI3K-C2a), lokalizirana u
podrucju cilijarne baze regulira stvaranje i nakupljanje PI(3)P-a. PI(3)P aktivira Rab11
koji je zasluzan za aktivaciju Rab8 i nuzan je za pravilnu elongaciju cilija. Nedostatak
PI3K-C2a uzrokuje smanjenu akumulaciju proteina Smo pa samim time i smanjenu

aktivaciju puta.
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3. ULOGA Hh SIGNALNOG PUTA U KARCINOGENEZ|

Abnormalna aktivacija Hh signalnog puta pridonosi razvoju nekih vrsta
karcinoma. Takva aberantna aktivacija Hh signalnog puta uzrokovana je ili
mutacijama u samom signalnom putu (neovisno o ligandu) ili pretjeranom
ekspresijom Hh signalnog puta (ovisno o ligandu-autokrina ili parakrina signalizacija)
(99).

U skladu s time, predloZzena su tri mehanizma aktivacije puta u razli€itim vrstama

karcinoma (100):

3.1 Tip 1-Ligand-neovisno signaliziranje inicirano mutacijom

PTCH-1
- a0 /‘f\ _‘\
(U(JUUU \ * Inactivating
Mutation
- * Activating
e D SMO " mutation
\\\GLl"l_.
\ 4

Slika 10. Prikaz: Tip 1 - ligand neovisno signaliziranje. Ovaj tip obuhvaca: inaktivacijsku
mutaciju Ptchl (plava zvjezdica) ili aktivacijsku mutaciju Smo-a (crvena zvjedica) ¢ime se
gubi Ptchl inhibicija Smo koreceptora. Dolazi do aktivacije signalnog puta u odsustvu
liganda. Preuzeto iz (101).

Ligand-neovisno signaliziranje inicirano mutacijom (Slika 10) prvi put je uoceno u
bolesnika s, ve¢ spomenutim, nasljednim Gorlinovim sindrom. Ovi pacijenti nasljedili
su aktiviraju¢e mutacije gena Smo ili inaktiviraju¢e mutacije gena Ptchl, Sto dovodi
do konstitutivne aktivacije Hh signalnog puta u odsutnosti liganda (102). Buducéi da
gen Ptch djeluje kao tumor supresorski gen, (103) mutacijom promijenjena ekspresija

Ptch leZi u osnovi razli€itih tumora (104). Tako u Gorlinovom sindromu postoji visoki
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rizik oboljevanja od BCC-a i povecan rizik razvoja meduloblastoma (MB),

meningeoma i rabdomiosarkoma (105).

Mutacije gena pronadene su i u sporadicnom BCC-u i MB-u. BBC je najces¢i
karcinom u ljudi, a kod 50% sporadi¢nih slu€ajeva detektirana je mutacija gena
Ptchl, Sto upucuje na moguénost postojanja mutacija i drugih gena u ovom tipu
karcinoma koze. Doista, mutacije gena Smo nalaze se kod oko 10% sporadicnih
BCC-a. S obzirom na navedena otkri¢a, predloZeno je da je BCC bolest aberantne
aktivacije Hh signalnog puta (40). U pozadini 30% BCC nije pronadena mutacija
gena Hh siganalnog puta. Molekularne studije upuc¢uju kako aktivacija Hh signalnog
puta u BCC-u dovodi do proliferacije stanica kroz povisenu ekspresiju PDGFRa
(106), dok ciljana inhibicija Hh signalizacije uzrokuje apoptozu putem Fas indukcije
(207).

Oko 30% svih sluajeva tumora mozga povezano je s Hh signalnim putem (108).
Kod oko 45% slu€ajeva pronadene su mutacije gena Ptchl i Cesti kromosomski
gubitak Ptchl lokusa, dok su Smo mutacije (<14%) manje uobicajene i ¢eS¢e kod
odraslih u usporedbi s pedijatrijskim pacijentima (109). Uloga Hh signalizacije u
formiranju MB-a na neki nacin nije iznenaduju¢a s obzirom na mitogenu ulogu SHh
liganda u masovnoj proliferaciji GNP-a (engl. Granule neural progenitor) u razvoju
cerebeluma (110). Ako je Hh signalni put konstitutivno aktiviran u GNP-u, proliferacija
perzistira izvan normalnog razdoblja razvoja i moze dovesti do formiranja MB-a
(111).

Gubitak funkcije Sufu, takoder, rezultira formiranjem BCC-a i MB-a. Zanimiljivo,
ciljana inaktivacija Sufu u misjoj kozi rezultira zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u
G2/M fazi, ali ne dolazi do formiranja BCC-a (112). Stovie, Sufu heterozigotni migevi
nisu skloni tumorogenezi. Medutim miSevi heterozigoti za Sufu i insuficijenti za oba
p53 alela razvijaju MB (113). lako spomenuti misji modeli ukazuju da gubitak funkcije
gena Sufu sam po sebi nije dovoljan za tumorogenezu, mutacije gena Sufu u
zametnim stanicama i u BCC-u i MB-u bolesnika, ukazuju da je Sufu ipak autenti¢ni
tumorsupresor gen (109). U MB-u ovisnom o Hh signalnom putu, pojavijuju se
mutacije gena Sufu u oko 14% sluc€ajeva, pri ¢emu je vecina pronadena kod djece (0-
3 godine) (109), dok su u BCC-u, Sufu mutacije rijetke (<10% somatske) (114).
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Smanjena aktivnost glavnog negativnog regulatora, PKA, pokre¢e onkogenu Hh
signalizaciju. Tu c&injenicu potkrepljuje istrazivanje tumorskog supresora Gnas, Kkoji
kodira za G-proteini Gas, Spomenuti protein poti€e PKA aktivhost ovisnu o cCAMP-u.
Gubitak funkcije proteina Gnas povezan je s nastankom MB-a u misjim modelima
(115). Sli¢éno tome, delecija gena Gnas u epidermalnim stanicama izaziva stvaranje
lezija slicnih BCC-u (116). Mutacije gena Gnas zabiljezene su i u ljudskom MB-u
(117)(109), a njegova niska ekspresija detektirana je u posebno agresivhom podtipu
MB-a (115).

Aberantna aktivacija Gli-posredovane transkripcije moze zaobiéi ¢vrsto reguliranu
kontrolu i promicati rast tumora neovisno o uzvodnim modulatorima i PC-i. Na
primjer, ekspresija i aktivacija Glil pozitivnog regulatora, aPKC-I/A, nuzna je za rast
stanica BCC-a (68). Stovise, poveéana aktivnost aPKC-/A mozZe uzrokovati
rezistenciju prema Smo inhibitorima. Slicno tome, amplifikacija gena Gli2 moze
potaknuti tumorogenezu. Oko 8% BCC-a i MB-a pokazuju amplifikaciju Gli2
(114)(109). U MB-u, amplifikacije gena Gli2 identificirane su kod djece u dobi od 4
do 17 godina i pretezno su povezane s mutacijama gena TP53. TP53 je jedan od
naj¢eS¢e mutiranih gena u karcinomima te je ¢esto mutiran u BCC-u i MB-u. Ovaj
gen kodira za protein p53, koji je vazan za odrzavanje genomske stabilnosti. Kod
pacijenata s MB-om i mutiranim TP53, petogodiSnje preZivlienje smanjeno je za

gotovo polovicu u odnosu na pacijenate bez te mutacije (118).

Amplifikacija transkripcijskog faktora, MYCN, je takoder uklju¢ena u stvaranje

MB-a i posreduje stvaranju rezistencije na Smo inhibitore (111).

U trihoepiteliomima (119), planocelularnom karcinomu jednjaka (120) i karcinomu
prijelaznih stanica mjehura (121) zabiljezene su mutacije gena Ptchl. Ptch2 mutacije,

iako rijetke, zabiljezene su u MB-u i karcinomima bazalnih stanica (43).
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3.2 Tip 2- Autokrina ili jukstakrina signalizacija ovisna o ligandu

PTCH-1  « @

Slika 11. Prikaz: Tip 2 - autokrino/jukstakrino signaliziranje ovisno o ligandu. Ligand se
otpusta iz samih tumorskih stanica i povratno djeluje na iste tumorske stanice (autokrino) ili
na obliZznje tumorske stanice (jukstakrino) te aktivira signalnu kaskadu Hh signalnog puta.
Preuzeto iz (101).

Karcinomi ovisni o ligandu, povezani s prekomjernom ekspresijom Hh signalnog
puta su: karcinomi jajnika i endometrija (33), gornjeg gastrointestinalnog trakta,
gusteraCe (122), dojke, prostate, debelog crijeva, sitnostani¢ni karcinom pluca,
melanom, gliom (123) te ostali ekstrakutani tumori. Ligand izlu€en iz tumorskih
stanica djeluje autokrinom ili parakrinom sekrecijom na obliZznje tumorske stanice,
aktivirajuci nizvodne signale Hh signalnog puta, ¢ime se stimulira rast i proliferacija
karcinoma (124) (Slika 11).

Istrazivanja ukazuju da Hh signalizacija moze biti ukljuena u razliCite faze
karcinogeneze u razli€itim tumorima. Primjerice, kod karcinoma gusterace i jednjaka,
aktivaciju ovog signalnog puta nalazimo kako u ranoj fazi razvoja tumora tako i u
metastatskim tumorima (125)(126). U ostalim tumorima, kao $to su karcinom zeluca i
prostate, aktivacija Hh signalnog puta povezana je s progresijom raka. U skladu s tim
nalazima, inhibicija Hh signalizacije u stanicama karcinoma prostate i Zeluca
smanjuje invazivnost stanica (12)(127). U sitnostaniénome karcinomu pluca

signalizacija Hh mozZe potaknuti razvoj raka, ali ne moze potaknuti formiranje tumora.

Podaci o aktivaciji Hh signalnog puta u kolorektalnom karcinomu (CRC)

medusobno su kontradiktorni. Nekolicina studija (128)(129) otkrila je poviSenu razinu
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¢lanova Hh signalnog puta u CRC-u. Takoder, u in vivo stanicama CRC-a registirana
je poviSena razina ekspresije SHh kako na razini mRNA tako i na razini proteina. Ovi
nalazi upucuju na to da je SHh potreban u razvoju epitelnog tumora debelog crijeva
in vivo. Suprotno tome, neki autori (130)(34)(91) dokazuju da je Hh signalni put
tijekom progresije CRC-a inaktiviran. U prilog tome govori i €injenica da ciklopamin,
kao inhibitor Hh signalnog puta, ne utje€e na vijabilnost stanica CRC-a (130), za

razliku od ostalih stanicnih linija karcinoma probavnog trakta.

3.3 Tip 3 - Parakrina signalizacija ovisna o ligandu

Parakrina aktivacija Hh puta povezana je s karcinomom prostate, gusterace i
debelog crijeva. Hh ligand, kojeg lu¢e tumorske stanice, veZze se na udaljene
stromalne stanice §to dovodi do stvaranja signala poput VEGF i IGF. Oni se prenose

natrag do tumora i podrzavaju njegov rast i prezivljavanje (131) (Slika 12).
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Slika 12.Prikaz: Tip 3 - parakrina signalizacija. Tumorske stanice sekretiraju Hh ligand koji
djeluje na stromalne stanice. Stromalne stanice proizvode proteine VEGF i IGF koji djeluju
na tumorske stanice potiCuci njihov rast i prezivljavanje. Preuzeto iz (101).
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Model reverzne parakrine signalizacije uoCen je u limfomima B-stanica, multiplim
mijelomima i leukemijama. U ovom modelu Hh ligand izravno luCe stromalne, a ne
tumorske stanice. Ove ligande u hematoloskim zlocudnim bolestima proizvodi stroma
koStane srzi, a primaju ih tumorske stanice. Dakle, aktivacija Hh puta u stromalnim

stanicama osigurava zadovoljavaju¢e okruzenje za rast tumora (132) (Slika 13).
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Slika 13. Prikaz: Tip 3 - reverzna parakrina signalizacija. Stromalne stanice proizvode Hh
ligand koji se veze na receptor na tumorskim stanicama. Na taj nacin stromalne stanice
pomazu u proliferaciji i rastu tumorskog tkiva. Preuzeto iz (101).
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3.4 Tumorske matiéne stanice

Osim odrzavanja normalnih mati¢nih stanica, u zadnje vrijeme je popularan novi
model razvoja tumora koji ukljuuje tumorske mati¢ne stanice (133)(134). Naime,
unutar svakog tumora postoji set stanica koje se ponasaju kao mati¢ne stanice: dijele
se sporo, ali u slu¢aju potrebe mogu vrlo brzo proliferirati i stvoriti novu populaciju
tumorskih stanica (135). Aktivirani signalni putevi, medu kojima i Hh, uklju€eni su u
njihov rast, preZivljenje, migraciju i proliferaciju (136). Mati¢ne stanice nekih tumora
ve¢ su detektirane, primjerice u multiplim mijelomima (136) ili adenokarcinomu
gusteraCe (137). Budué¢i da su ove matiCne stanice potencijalno otporne na
kemoterapiju i radioterapiju, smatraju se glavnim uzrokom relapsa nakon primjenjene
terapije. Stoga se pokusSavaju razviti nove generacije antitumorskih lijekova koje bi

ciljano blokirale ovakve signalne puteve (138).

3.5 Epigenetske promjene

Najnoviji rezultati pokazuju da se osim mutacijama, ovaj signalni put moze
poremetiti i epigenetski, to¢nije metilacijom promotora gena. Do sada je pokazano da
je metilacija promotora gena Ptchl povecana u dermoidima i fibromima jajnika (139)
te karcinomu dojke (140), dok u MB-u SHh ligand inducira zamjenu epigenetskih

kofaktora (iz represivnih u aktivne oblike) na ciljnim genima (141).
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4. TERAPIJA

Novija saznanja o Hh signalnom putu i njegovoj ulozi u formiranju pojedinih
tumora otvaraju nove poglede prema razvitku molekularno ciljane terapije i prevencije
tumora povezanih s Hh signalizacijom. Mnogo je paznje posvecéeno ciljanoj inhibiciji
Hh signalnog puta (HPI) kao sredstvu za lije€enje naprednih BCC-a. Naime, BCC je
spororastuci tumor koji ima tendeciju recidiva, pojavljivanja na viSe lokacija i invazije
lokalnih tkiva poput miSi¢a, kosti ili hrskavica (laBCC). Metastatski BCC (mBCC) je
vrlo rijedak s vrlo loSom prognozom prezivljavanja. Nazalost, u tim stadijima tumora,
radioterapija i operativno lije€enje ne pruzaju zadovoljavajuce stope izlje€enja. Stoga
HPI terapija predstavlja novu nadu za pacijenete oboljele od laBCC-a i mBCC-a jer
pokazuje veliki kurativni potencijal. Moguéi izazovi u primjeni HPI terapije su:
identifikacija pravih tumora za optimalnu terapeutsku primjenu, pouzdani Zivotinjski
modeli za ispitivanje HPI spojeva i optimizacija doza lijeka kako bi se minimizirale

nuspojave.

Utvrdeno je vise od 50 HPI spojeva koji modificiraju aktivnost signalnog puta Hh
na razliCitim razinama prijenosa signala (Slika 14). Medutim, do sada su samo dva
HPI lijeka odobrena od strane US Food and Drug Administration (FDA): vismodegib i
sonidegib. Opc¢enito, HPI se kategoriziraju na sljedeci nacin: inhibitori Hh liganda,
antagonisti  Smo, GIi inhibitori, BET inhibitori, aPKC inhibitori i inhibitori
fosfodiesteraze (Tablica 2).

28



Primary

Cilium f
Smao_
Inhibitors uf ,
vismodegib @ { %
sonidegib T P Gpri61
IP1-926
itraconazole B\OC Phosphodiesterase

=1o Inhibitors

Smg Ptch1

5.7 [

BET Inhibitors

Gli
Targets

Tumor Drivers: L] Oncogene [} Tumor suppressor

Resistance: ‘f}Activating ﬁlnactivating 1 T Amplification

Slika 14. Prikaz inicijatora karcinogeneze, mjesta djelovanja ciljnih lijekova i mehanizama
rezistencije u onkogenoj Hh signalizaciji: tumorski supresori (crveno) i onkogeni (zeleno) koji
dovode do razvoja bazocelularnog karcinoma (BCC) i meduloblastoma (MB). Aktivacijske
odnosno inaktivacijske mutacije koje rezultiraju rezistencijom na terapiju (zvjezdice).
Komponente signalnog puta uklju€ene u mehanizam rezistencije na Smo inhibitore (strelice).
Mjesto djelovanja pojedinih inhibitora signalnog puta (HPI) (bijeli okviri). Preuzeto iz (22).

4.1 Inhibitori Hh liganda

U ovu skupini spadaju Hh neutraliziraju¢a antitijela (5E1) i robotnikinin. Oni
djeluju na najvidoj razini signalnog puta inhibirajuci vezanje proteina Hh na receptor
Ptch (142).

4.2 Antagonisti Smo

Ciklopamin (Slika 15) je prvi i najpoznatiji anatagonist Smo. Veze se izravno na
transmembranske helikse Smo te na taj nacin blokira prijenos signala nizvodno od
Smo (143). Ciklopamin je po kemijskoj strukturi steroidni alkaloid, a izoliran je iz biljke
planinskog ljiljana, Veratrum californicum (144), 1965. godine. Naziv je dobio zbog

svoje sposobnosti inhibicije Hh signalnog puta, $to rezultira kiklopijom kod potomaka
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ovaca koje su pasle ovu biljku. U istrazivanjima na stani¢nim kulturama i Zivotinjama,
ciklopamin je pokazao antikarcinogenu aktivnost. Medutim, niska topljivost i
nestabilnost u vodi i u kiselim uvjetima te mnogi negativni ucinci Cine ga loSim

kandidatom za primjenu u lijeCenju karcinoma ljudi.

Slika 15. Prikaz kemijske strukture ciklopamina. Preuzeto iz (144).

Upravo zato, posljednjih se godina ispituje niz razli€itih kemijskih spojeva kako bi
se pronasli novi modulatori signalnog puta Hh koji bi imali poboljSanu aktivnost i
manju toksicnost te bi se mogli primjenjivati u terapiji. Trenutno je sedam Smo
inhibitora u postupku kliniCkog ispitivanja ili je odobreno u lijeCenju Hh induciranih
karcinoma. Ovi inhibitori uklju€uju derivate ciklopamina IPI-926 (saridegib), GDC-
0449 (vismodegib), BMS833923 (XL-139), PF04449913 (glasdegib), LY2940680
(taladegib), LEQ506, TAK- 441 i LDE225 (sonidegib) (145)(100)(146). FarmakoloSka
svojstva ovih lijekova kao i njihov inhibicijski potencijal i moguc¢nost topikalne uporabe
znacajno se razlikuju. Na primjer, LEQ-506 i TAK-441 povoljni su u lije€enju
minimalno invazivnih BCC-a zbog moguc¢nosti topikalne primjene i minimalnih
nuspojava. Nasuprot tome, sonidegib i vismodegib imaju viSe nuspojava,

ograni¢avajuci njihovu upotrebu u manje invazivhim BCC-ima (147).
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FDA je u srpnju 2015. odobrila sonidegib kao lijek za oralnu primjenu za lije€enje
recidivnhog laBCC-a i mBCC-a ili BCC-a kod bolesnika koji nisu prikladni za operaciju
ili radioterapiju. Pripada klasi bifenil-karboksamida (148). Vezno mjesto sonidegib-a
na proteinu Smo (engl. drug-binding pocket) sastoji se uglavhom od 3 aminokiseline:
arginin (R) 473, arginin (R) 400 i glutaminska kiselina. Vezuéi se na drug-binding
pocket, sonidegib djeluje kao antagonist sprieCavajuci nizvodnu aktivaciju signala Hh
kaskade (149)(150). Medutim, mutacije drug-binding pocket-a, ukljuujuéi Q476 i
D473, sprjeCavaju vezanje sonidegib-a. Druge mutacije, primjerice S533 i W535,
uzrokuju konformacijske promjene proteina Smo, blokirajuci pristup sonidegib-a

mjestu vezanja lijeka (150). Ove mutacije rezultiraju rezistencijom na sonidegib (151).

Mnoga farmakokineti¢ka svojstva sonidegib-a €ine ga ucinkovitim terapeutskim
sredstvom (152). U visokom postotku veze se za proteine plazme (preko 99%). Kada
se daje u otopini pokazuje izmedu 69% i 100% oralne bioraspolozivosti. Posjeduje
veliku sposobnost penetracije tkiva i prodora krvno-mozdane barijere, Sto ga Cini
potencijalnom terapijom u MB-u. Ne pokazuje sposobnost inhibicije ili indukcije
citokroma P450, sto smanjuje mogucnost interakcije s metabolizmom drugih lijekova
(149). Sonidegib ima topljivost ovisnu o pH, s malom topljivo§¢u pri visokom pH
(148).

Studija BOLT (153) prva je procijenila sigurnost lijeka i obuhvatila dugoro¢ne
podatke o pracenju bolesnika lije€enih sonidegib-om. Od 94 pacijenata oboljelih od
[aBCC kod njih 18 bolest je napredovala ili su umrli, dok je vise od polovice imalo
pozitivan ucinak dulje od 6 mjeseci. 80% bolesnika s mBCC takoder je pokazalo
pozitivan odgovor nakon primjene terapije. lako je lijek ucinkovit, gotovo svi pacijenti
imaju barem jednu nezeljenju nuspojavu, a najceSc¢e su: spazam misi¢a, alopecija,
mucnina, umor, smanjenje tezine, proljev, smanjenje apetita, mialgija te povracanje.
Ozbiljne nuspojave, ukljuujuci rabdomiolizu i vrlo visoku kreatin kinazu, vrlo su
rijetko povezane sa sonidegib-om. Nijedna smrt u studiji nije bila povezana s
uzimanjem sonidegib-a (153)(154). UnatoC tome, korist lijeka je znatno veca od
potencijalnih nuspojava, a kroz edukaciju pacijenata, one se mogu svesti na

minimum.
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Postoji znacajan interes u primjeni sonidegib-a u lije€enju drugih karcinoma
poput karcinoma bubrega, pluc¢a, gusteraCe, mijeloidne leukemije, MB-a, karcinoma
jajnika i limfoma. Medutim, vecCina studija provedena je na misjim modelima. Postoje
dokazi koji ukazuju na to da bi lijeCenje sonidegib-om zajedno s drugim agensima

moglo biti ucinkovitije.

Vismodegib je prvi u klasi HPI koji je FDA odobrila 2012. za lijeCenje BCC-a, a
trenutno se prouCava za uporabu u drugim vrstama karcinoma, ukljuCujuéi rak
debelog crijeva, rak gusteraCe i MB. Vismodegib se veZe na isto vezno mjesto kao i
sonidegib. Oba lijeka imaju sli¢an sigurnosni profil, medutim u Il. fazi ispitivanja lijeka
kod pacijenata lije€enih vismodegib-om zabiljezena je manja terapeutska ucinkovitost
te mnoge ozbiljnije nuspojave poput znacajnog umora, hiponatrijemije, hipokalijemije,

miSicnog spazma i atrijske fibrilacije (155).

Itrakonazol spada takoder u skupinu Smo inhibitora, ali se ne veze na isto vezno
mjesto kao vismodegib ili sonidegib. Stoga se smatra potencijalnim lijekom za
lijeCenje rezistentnih tumora. Trenutno se provode klinicka ispitivanja u lijeCenju
BCC-a itrakonazolom (156).

Zaklju€no, iako terapija antagonistima Smo ima veliki potencijal u lije¢enju BCC-
a, a u zadnje vrijeme i drugih tipova karcinoma, u klinickim istrazivanjima ta skupina
lijekova pokazuje nesto slabije rezultate. Ukupna stopa odgovora na terapiju (~ 30%)
prilicno je niska u tumorima potaknutima mutacijama u genu Ptchl. Stopa odgovora
u mBCC-u joS je gora (<5%). Postoji niz razloga za razli¢ite odgovore kod bolesnika
s BCC-om. Prvo, u mutacijama gena Smo ili Sufu, koje su mogucée u 20% tumora,
sonidegib i vismodegib nece biti ucinkoviti. Drugo, odgovor pacijenata na lijekove
znacCajno varira. Detaljna analiza biomarkera nakon lijeCenja moze otkriti dodatne
mehanizme zasto neki pacijenti odgovaraju bolje od drugih. Trece, iako je aberantna
Hh signalizacija najvazniji put za razvoj BCC-a, poremecena signalizacija u drugim
signalnim putovima, kao Sto su mutacije gena p53, takoder imaju vaznu ulogu.
Cetvrto, tijekom lijedenja Smo antagonistima obiéno se javlja rezistencija na lijek.
Zato je kod donoSenja odluke o uporabi Smo antagonista u lije€enju vazno uzeti u
obzir i moguc¢nost razvitka rezistencije kod velikog dijela pacijenata. Redovitim
praéenjem terapijskog odgovora pacijenata lije¢nik moze odrediti je li Smo antagonist

prikladan lijek za odredenog pacijenta. Nadalje, genotipizacijom tumora mogli bi se
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identificirati bolesnici s mutacijama koje rezultiraju rezistentnim tumorima i tako
izbjeCi nepotrebno lijeCenje Smo inhibitorom. Odredene vrste raka, ukljuCujuci rak
gusteraCe, mogu pokazivati aberantnu nekanonsku aktivaciju puta. Usprkos tome $to
je sonidegib moc¢an HPI, nece biti u€inkovit u suzbijanju nekanonske Hh signalizacije
jer ovi signalni dogadaji zaobilaze Smo-ovisnu signalizaciju. Te €injenice utiru put
razvoju zajedniCkog antagonista Hh signalnog puta, kao Sto su inhibitori Gli-

transkripcijskog faktora.

4.3 Gliinhibitori

Smo inhibitori nedjelotovorni su u tumorima pra¢enima pretjeranom aktivacijom
Gli faktora (157). Iz tog razloga Gli, koji je nizvodno od proteina Smo u signalnoj
kaskadi, postaje vazan cilj represije aktiviranog Hh signalnog puta. Nekoliko studija
dokazuje da su Gli1 i Gli2 primarni transkripcijski efektori uklju¢eni u formiranje
tumora (158)(159). Zbog toga Gli1 postaje obecCavajuéa meta u razvitku
protutumorske terapije (160). U skupinu Gli inhibitora spadaju HPI-1, HPI-2, GANT-
56, GANT-61 te ATO (engl. Arsenic trioxide). GANT ometa vezanje Gli na promotore
gena. HPI-1 djeluje na posttranslacijsku modifikaciju Gli proteina i/ili interakciju
izmedu Gli proteina i kofaktora (161). ATO inhibira cilijarnu akumulaciju Gli2 te poti¢e
njegovu degradaciju. Bilo pojedinacno ili u kombinaciji s itrakonazolom inhibira Hh
signalni put i rast rezistentnih tumora (156). Medutim, specificnost Gli inhibitora i
njihov potencijal u lijeCenju BCC-a nije dokazana u klini¢kim ispitivanjima (162), a

amplifikacijom Gli2 takoder se moZe razviti rezistencija tumora na terapiju.

4.4 BET inhibitori

BET proteini (engl. Bromodomain proteins) olakSavaju transkripciju gena
vezanjem na specificna mjesta na kromatinu i interakcijom s elongacijskim faktorima i
RNA polimerazom 1l (163). BET inhibitori, kao $to je JQ1, reduciraju vijabilnost i
proliferaciju stanica te aktivhost Hh signalnog puta u Smo-rezistentnim tumorima.
Takoder, reduciraju rast tumora i povecavaju prezivljenje kod Zivotinja s MB-om i
BCC-om (164).
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45 aPKC inhibitori

Kao $to je ranije spomenuto aPKC-1/A promovira rast BCC-a i moze biti posrednik
u stvaranju rezistencije na Smo inhibitore, zato aPKC inhibitori mogu biti korisni u
ljeCenju rezistentnih BCC-a (68).

4.6 Inhibitori fosfodiesteraza

Inhibitori fosfodiesteraza blokiraju cAMP degradaciju i tako poveéavaju aktivnost
negativnog regulatora Hh signalnog puta, PKA. U in vivo pokusima pokazali su se

korisnim u lije¢enju Smo-rezistentnih MB-a (165).

4.7 Prirodni spojevi

Neki prirodni spojevi takoder su se pokazali korisnima u lije€enju tumora. Tako
primjerice deguelin, prirodni spoj koji pripada skupini flavonoida, posjeduje
antikarcinogena i antiproliferativha svojstva poti€uci procese apoptoze, zaustavljanje
stani¢nog ciklusa i anti-angiogeneze (166). Nekoliko je studija ve¢ pokazalo njegov
izvrstan potencijal u lije€enju razli¢itih malignih tumora kao $to su karcinom Zeluca,
plu¢a i dojke te odnedavno i karcinoma gusteraCe (engl. Pancreatic cancer; PC).
Suprimira tumorske stanice kroz niz signalnih putova, ukljuCuju¢i PI3K Akt,
HIF1VEGF, IKK IkBa NFkB, EMT i AMPKmMmTOR (166), a sve viSe studija govori o
deguelinu kao regulatoru Hh signalnog puta. Rezultati studije (167) otkrili su da
deguelin inhibira proliferaciju PC stanica suprimiraju¢i Hh signalni put, inducira
apoptozu i suzbija migraciju PC stanica. Takoder posjeduje antimetastatska svojstva
(168).

Nadalje, opazeno je da seskviterpeni iz biljke Siegesbeckia glabrescens (S.
glabrescens) potiskuju Gli-posredovanu transkripcijsku aktivnost i suzbijaju
proliferaciju ljudskih stanica PC-a. Ekstrakti S. glabrescens pokazuju antioksidativne,

antialergijske, protuupalne (169) i antitumorske aktivnosti (170).

Nedavne studije ukazuju da vitamin D3, Cije izluCivanje moze biti olakSano
pomocu Ptch1, moze inhibirati Hh signalizaciju izravnim putem, vezanjem na Smo.

Ovo otkri¢e otvara moguénost lijeCenja BCC-a dodacima prehrani (54).
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Tablica 2. Ciljana terapija tumora povezanih s Hh signalnim putem

Skupina

Lijek

Inhibitori Hh liganda

neutralizirajuca antitijela (5E1),

robotnikinin

Antagonisti Smo

ciklopamin,
sarideqgib,
vismodegib,
sonidegib,
glasdegib,
taladeqgib,
LEQ506,
TAK- 441,
XL-139

itrakonazol

Gli inhibitori

HPI-1,
HPI-2,
GANT-56,
GANT-61,
ATO

BET inhibitori

JO1

aPKC inhibitori

Inhibitori

fosfodiesteraza

Prirodni spojevi

deguelin,
ekstrakti S. glabrescens,

vitamin D3
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5. ZAKLJUCAK

Novija istrazivanja otkrivaju ulogu Hh signalnog puta u razvoju razliCitih vrsta
tumora. Postoji velika heterogenost izmedu mutacija komponenti Hh signalnog puta i
karcinogeneze kao $to je primjerice javljanje mutacije ovisno o dobi (kod djece se
javljaju mutacije gena Sufu, dok odrasle osobe nose mutacije gena Smo). Medutim,
razumijevanje i daljnje istraZivanje uloge Hh signalnog puta u karcinogenezi
doprinosi razvoju terapije tumora povezanih s Hh signalizacijom. Smo inhibitori
predstavljaju prvi tip ciljane terapije za takve tumore, a u nekim tumorima ti lijekovi
mogu izazvati snazan odgovor. Njihovim ulaskom u KliniCku primjenu pruzena je
nada mnogim bolesnicima s terminalnim i kemorezistentnim oblikom BCC-a. Takoder
ispituje se mogucnost njihove uporabe i u drugim vrstama tumora poput karcinoma
gusteracCe ili meduloblastoma. Medutim, izvje§¢a o Stetnim dogadajima sugeriraju
kako lijeCenje sa Smo inhibitorima nije odrzivo i dugoro¢no rjeSenje jer su
potencijalno toksi¢ni i zahtjevaju oprezan i intenzivan nadzor. Tome doprinose i
dokazi o razvitku rezistencije na spomenute lijekove. Inhibitori Hh signalnog puta
nizvodno od Smo proteina daju obecavajuce rezultate, ali prije njihove uporabe u

Siroj populaciji i kliniCkoj praksi, potrebna su daljnja istrazivanja.

Osim toga dokazana je interakcija izmedu drugih signalnih puteva, poput Wnt, i
Hh signalnog puta. Buduca istrazivanja razjasnit ¢e njihov doprinos u karcinogenezi i
stvaranju rezistancije na terapiju Sto mozZe rezultirati razvitkom novih, potentnijih i

djelotvornijih lijekova u lije€enju tumora.
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