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intracelularna domena (engl. intracellular domain)
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Kif7 kinezin protein (engl. kinesin protein)

LD engl. linker domains

MB meduloblastom (engl. medulloblastoma)

MPF engl. M-phase promoting factor

PHS Pallister—Hall sindromom (engl. Pallister-Hall syndrome)
PI3K fosfatidilinozitol 3-kinaza (engl. phosphatidylinositol 3-kinase)
PKA protein kinaza A (engl. protein kinase A)

Ptch engl. Patched

RND engl. resistance-nodulatio-division

SFK engl. Src family kinase

Shh engl. Sonic hedgehog

Ski engl. Skinny

Smo engl. Smoothened

SRR regija koja prepoznaje sterol (engl. sterol-recognition region)
ss signalna sekvenca

SSD domena osjetljiva na sterol (engl. sterol-sensing domain)
Sufu engl. Suppressor of fused

TMD transmembranska domena (engl. transmembrane domain)

ZPA engl. zone of polarizing activity



1. Uvod

Signalni putevi su neophodni za funkcioniranje svakog zivog organizma, od najjednostavnijih
jednostani¢nih pa do najsloZenijih viSestani¢nih organizama. Oni sluze primanju informacija iz
okolisa, vanjskog i unutarnjeg, ¢ime se potice stani¢ni odgovor (tj. reakcija na podrazaj) koji ima
ulogu u kontroli stani¢nog rasta, metabolizma, proliferacije i drugih stani¢nih procesa. Takoder
omogucuju medustani¢énu komunikaciju koja je potrebna za funkcioniranje tkiva, organa i
organizma kao cjeline.

lako su molekule koje su ukljucene razne signalne puteve veoma razli¢ite i putevi imaju vrlo
raznolike uloge, princip funkcioniranja signalnih puteva je u sustini veoma sli¢an. Put zapocinje
dolaskom signalne molekule (liganda) do stanice na ¢ijoj se povrsini ili u njoj nalazi receptor.
Ligand se veze za receptor $to dovodi do konformacijske promjene receptora. To za posljedicu
ima seriju kemijskih reakcija tj. prijenos signala, zadnja molekula u toj biokemijskoj kaskadi

potice stani¢ni odgovor (Slika 1.).

Signalna ___
molekula 0 (a)
(ligand) L

L Prijem signala

Stani¢na membrana

Prijenos
signala

Stanicni
odgovor

Slika 1: Shematski prikaz signalnog puta: (a) detekcija liganda i vezanje za receptor (b) kaskada
biokemijskih reakcija (c) dolazak informacija na ciljano mjesto i poticanje stani¢nog odgovora.
Slika preuzeta 1 prilagodena prema Microscope master
https://www.microscopemaster.com/four-steps-of-cell-signaling.html
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Komunikacija medu stanicama odvija se od stanice koja oslobada signalne molekule ili ih
izlaze na svojoj stani¢noj membrani do stanice koja ih veze i poti¢e unutarstani¢nu signalnu
kaskadu. Prijenos moze biti autokrini, parakrini ili endokrini. Autokrini prijenos podrazumijeva
prijenos signala u kojem se signalna molekula veze za receptore na stanici koja ju je i izlucila.
Tijekom parakrinog prijenosa signalne molekule utjecu na susjedne stanice. To je lokalni prijenos
tj. molekule prelaze kratke udaljenosti za razliku od endokrinog prijenosa gdje signalne molekule

krvlju prelaze velike udaljenosti.

Svi procesi u organizmu moraju biti jako dobro uredeni i kontrolirani kako bi sve pravilno
funkcioniralo, pa tako i signalni putevi. Poznavanje komponenti i mehanizama putova omogucéuje
nam bolje razumijevanje kako funkcioniramo, mi i organizmi oko nas. Budu¢i da poremecaji
signalnih puteva mogu rezultirati bolestima i nenormalnom funkcioniranju organskih sustava,
poznavanje mehanizama takoder pomaze u otkrivanju uzroka bolesti te pronalaska nacina
lijeCenja. U ovom radu poblize ¢u objasniti dijelove, mehanizam i ulogu signalnog puta

Hedgehog.



2. Opcenito o putu Hedgehog

Proteini Hedgehog (Hh) glasnici su istoimenog signalnog puta, koji je bitan za medustani¢nu
komunikaciju tijekom razvoja organizama. Geni Hedgehog otkriveni su po prvi put u vinskoj
musici (lat. Drosophila melanogaster). Naime, licinka koja je mutant za gen Hh ima
karakteristiCan fenotip jer nije doslo do pravilne anteriorno-posteriorne segmentacije tijela.
Budu¢i da takva li¢inka izgledom podsjeca na jeza (Slika 2), gen je dobio naziv hedgehog (hrv.
jez) (Nusslein-Volhard i Wieschaus 1980). Naknadna istrazivanja mutanti slicnog fenotipa dovela
su otkri¢a ostalih komponenti i definiranja signalnog puta Hh u vinske musSice. Budu¢i da su
osnovne komponente i princip puta evolucijski vrlo konzervirani (Ingham i McMahon 2001),
mogu se povuci paralele izmedu signalnog puta u vinske musice i kraljeznjaka (Murone i sur.
1999). Odredene razlike ipak postoje, a jedna od vecih je ta da se normalno odvijanje puta Hh u

kraljeznjacima odvija putem posebne strukture, primarne cilije. (Goetz i Anderson 2010).

P P
2o &% e

Pt

I .
. .
et aen

e mwg”

Shes

e g
oy w T ®

-

P k]

- g ® B _aa
.

Slika 2: Izgled li¢inke vinske musice divljeg tipa i mutanta u putu Hedgehog. (a) Lic¢inka divljeg
tipa s pravilnom segmentacijom tijela. Svaki segment sastoji se od prednjeg dijela s dlakama
(¢ekinjama) 1 straznjeg dijela bez dlaka. (b) Mutant s nepravilnom segmentacijom. Segmentima
nedostaje straznji goli dio. Slika preuzeta iz Westendorp i sur. 2017.



Signalni put Hh je veoma vazan tijekom embriogeneze metazoa (Inghan i sur. 2011). U
embrionalnom tkivu ima ulogu u prijenosu informacija za pravilnu diferencijaciju i proliferaciju
embrionalnih stanica. Stani¢ni odgovor ovisi o koncentraciji i vremenu izloZenosti proteinima
hedgehog. Dokazano je da smanjena aktivnost signalnog puta Hh tijekom embrionalnog razvoja
dovodi do poremecaja u razvoju organa i organskih sustava (Cooper i sur. 2003; Ming i sur.
1998).

U odraslom tkivu put Hh ponajvise je aktivan u mati¢nim stanicama. Ima ulogu u regeneraciji
tkiva i zacjeljivanju rana (Le i sur. 2008) te reguliranju homeostaze tkiva kao §to su npr. zivéani
sustav (Palma i sur. 2005), probavni sustav (van den Brink 2007), koza i krv (Crompton i sur.
2007). Takoder ima ulogu u kontroli oblikovanja i rasta folikula dlake (Oro i Higgins 2003;
Silva-Vargas i sur. 2005). Poznato je da nenormalna aktivnost signalnog puta Hh u odraslim

tkivima dovodi do nastanka odredenih vrsta tumora (Taipale i Beachy 2001).



3. Molekule signalnog puta Hedgehog

3.1. Protein Hh

Proteini Hedgehog su signalne molekule, ekstracelularni ligandi u signalnom putu Hh i
stoga su vazan dio embrionalnog razvoja. U vinske musice postoji samo jedan gen Hh, dok kod
sisavaca postoje tri paralogna gena: Sonic hedgehog (Shh), Indian hedgehog (lhh) i Desert
hedgehog (Dhh), koji kodiraju za istoimene proteine. Shh je najbolje proucen i istrazen od svih
proteina Hh. Moze djelovati autokrino ili parakrino te sudjeluje u tzv. kanonskom i nekanonskom

putu signalizacije.

Svi proteini Hh sintetiziraju se kao prekursori koji moraju pro¢i modifikacije kako bi
postale aktivne signalne molekule (Chen i sur 2011). Prekursor se sastoji od dvije glavne
domene, Hedge i Hog (Burglin 2008a). Domena Hedge je signalna domena i zajedno sa
signalnom sekvencom (ss) ¢ini fragment HhN. Domena Hog, koja se dijeli na regiju Hint i SRR
(regija koja prepoznaje sterol; engl. sterol-recognition region), ¢ini fragment HhC. Regija Hint
dijeli slicanosti u sekvenci sa samo-spajaju¢im inteinima (Burglin 2008b; Koonin 1995), a SRR

moze vezati kolesterol. Stoga regije Hint i SRR imaju ulogu u modifikaciji proteina Hh.

3.2 Protein Patched

Patched (Ptch) je receptor proteina Hh (Marigo i sur. 1996) i negativni je regulator
signalnog puta Hh. U kraljeznjaka postoje dva homologa, Patched 1 i Patched 2 (Zaphiropoulos i
sur. 1999;). Oba receptora vezu sve proteine Hh sli¢énim afinitetom (Gailani i sur. 1996), no
postoje razlike u njihovoj ekspresiji $to za sobom povlaci i razliku u funkciji. Proteini Ptch
kontroliraju signalni put na nacin da inhibiraju molekulu Smo u odsutnosti liganda Hh, no Ptch2
ima smanjenu mogucnost inhibicije Smo u odnosu na Ptchl (Rahnama i sur. 2004). Ptchl se
eksprimira u stanicama koje luce protein Shh, a Ptch2 se najvise eksprimira u stanicama testisa i
koze (Carpenter i sur. 1998).

Patched 1 sastoji se od transmembranske domene (TMD) i dvije ekstracelularne domene,
vezane za transmembransku domenu, te intracelularne petlje (Kowatsch i sur. 2019). TMD je
sastavljen od 12 zavojnica, podijeljenih u dvije domene RND (engl. resistance-nodulatio-

division), a unutar jedne od njih nalazi se regija SSD (domena osjetljiva na sterol; engl. sterol-
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sensing domain) (slika 3). Pretpostavlja se da regija SSD stupa u interakciju s kolesterolom koji
je vezan za protein Hh (Ingham 2000).

PTCH?1

ECD1

NTD

L _SSD
L ] | |
Domena RND 1 Domena RND 2

Slika 3: Shematski prikaz strukture proteina Ptchl. Ptch 1 sastoji se od transmembranske
domene (TMD) i dvije ekstracelularne domene ECD1 i ECD2 (koje su vezane za
transmembransku domenu) te intracelularne petlje ICL3. TMD je sastavljen od dvije domene
RND, a SSD se dio domene RND1. Slika preuzeta i prilagodena prema Kowatsch i sur. 2019.
NTD: N-terminalna domena, CTD: C-terminalna domena, SSD: domena osjetljiva na sterol

3.3 Protein Smoothened

Protein Smoothened (Smo) receptor je koji veze G proteine (Ruiz-Gomez i sur. 2007) i
pozitivan regulator signalnog puta Hh. Graden je od 4 domene: CRD (domena bogata cisteinom;
engl. cysteine-rich domain), LD (engl. linker domains), transmembranske domene sastavljene od
7 uzvojnica (tipican izgled receptora koji veze G proteine) i intracelularne domene ICD
(Kowatsch i sur. 2019) (slika 4). CRD i transmembranska domena imaju vezna mjesta za koja se
mogu vezati kolesterol, oksisterol (Byrne i sur. 2016) i mnoge druge male molekule (Byrne i sur.
2018). ICD ima vaznu ulogu u lokalizaciji Smo i aktiviranju daljnje kaskade reakcija u signalnom
putu (Varjosaloi sur. 2006). Smo se naziva pozitivnim regulatorom puta jer, ukoliko on sam nije

inhibiran, potice daljnju signalizaciju (Murone i sur. 1999).



SMO

ECL3

TMD

ICD

Slika 4: Shematski prikaz strukture Smo. Smo je graden od 4 domene: CRD (domena bogata
cisteinom; engl. cysteine-rich domain), LD (engl. linker domains), transmembranske domene
sastavljene od 7 uzvojnica (tipican izgled receptora koji veze G proteine) i ICD (intracelularna
domena) Slika preuzeta iz Kowatsch i sur. 2019

3.4 Proteini Gli

Proteini Gli (engl. Glioma-associated oncogene) transkripcijski su faktori prisutni u
kraljeznjaka i homologni proteinu Ci (Cubitus interruptus) vinske musice. Dobili su ime prema
glioblastomu iz kojeg su prvi put izolirani (Kinzler i sur. 1987). Sadrze domenu ,,cinkov prst*
koja sluzi za vezanje na sekvencu DNA ciljnih gena kako bi potakli ili inhibirali transkripciju
(Sasaki i sur. 1997). Mutacija u toj domeni onemogucuje funkcioniranje proteina (Liu i sur.
1998).

Kod kraljeznjaka postoje tri gena koji kodiraju za transkripcijske faktore Gli: Glil, Gli2 i
Gli3. Glil ima samo aktivacijsku funkciju, a Gli2 i Gli3 mogu biti i aktivatori i represori (Sasaki i
sur. 1999). Ovisno o prisutnosti liganda dolazi do cijepanja proteina GliFL (engl. full-length Gli)
na GliA (Gli aktivacijski oblik) ili GIiR (Gli represorski oblik). Gli2 je ve¢inom u aktivacijskom
obliku, a Gli3 u represorskom obliku. Omjer pojedinih oblika proteina Gli moze odredivati
aktivnost puta, te se naziva Gli kod. Mutacije u genu Gli3 povezuju se Greigovim sindromom
cefalopolisindaktilije (GCPS) te Pallister-Hall sindromom (PHS) (Teglund i Toftgard 2010).


https://wikihrhr.top/wiki/Greig_cephalopolysyndactyly_syndrome

3.5 Protein Sufu i Kif7

Protein Sufu (engl. suppressor of fused) i kinezin Kif7 bitni su regulatori signalnog puta
Hh. Zajedno s faktorima Gli ¢ine proteinski kompleks. Sufu je negativan regulator puta,
vezanjem za Gli sprjecava njegovu translokaciju u jezgru i aktivaciju gena (Humke i sur. 2010).
Takoder odrzava faktor Gli u obliku GliFL na nacin da sprjeCava njegovu degradaciju Sto
omogucuje modifikaciju u oblik GliR kada nema liganda, odnosno oblik GliA u prisutnosti
liganda (Chen i sur. 2009a). Kinezin Kif7 ima ulogu u lokalizaciji proteina Gli, pa time i cijelog

kompleksa.

3.6 Primarna cilija

Primarna cilija igra vaznu ulogu u putu Hh u kraljeznjaka. To je nepokretna cilija, strukturom
slicna pokretnim cilijama. Izgradena je od devet mikrotubularnih dubleta sloZenih u krug, no za
razliku od pokretne cilije nema sredi$nji par mikrotubula (Kiefer 2010). Kao i pokretne cilije,
nastaje iz bazalnog tijela. Komponente signalnog puta lokaliziraju se na odredenim mjestima u
primarnoj ciliji ovisno o aktivnosti puta (Goetz i Anderson 2010; Nozawa i sur. 2013). Mutacije
u genima odgovornim za formaciju primarne cilije uzrokuju da stanica ne moZe reagirati na

signal (Huangfu i sur. 2003).



4. Signalizacija puta Hedgehog

4.1 Modifikacija proteina Hh

Za prijenos signala bitna je ve¢ pocetna modifikacija proteina Hh (slika 5). Ona se odvija
u endoplazmatskom retikulumu (ER). Prvo se odvija autokataliticko cijepanje prekursora na dva
fragmenta, HhN i HhC (Lee i suradnici 1994), a zatim se na C-terminalni dio fragmenta HhN
veze molekula kolesterola (Beachy i sur 1997). Oba procesa uzrokovana su aktivnoscéu fragmenta
HhC. Potom se na N-terminalni dio fragmenta HhN, iza signalne sekvence, nadodaje palmitoilna
skupina palmitinske kiseline (Chen i sur. 2004) uz pomo¢ enzima Skinny hedgehog (Ski) vinske
musice (Chamoun i sur 2001), odnosno hedgehog acetiltransferaze sisavaca (Buglino i Resh

2008). Tako aktivirani protein moze se izluciti iz stanice.

HhN HhC

‘ Hedge GICF Hint -

Hog
Autokataliticko

cijepanje u ER

Palmitoilacija
Izlazak iz ER Izlazak iz

ﬂjﬁl Hedge G}m\w m» Ciljna stanica

Slika 5: Modifikacija prekursora Hh u endoplazmatskom retikulumu. Prekursor proteina Hh
sastoji se od domena Hedge i Hod te signalne sekvence (ss). On prolazi kroz autokataliti¢ko
cijepanje te se na C-terminalni kraj domene Hedge veze molekula kolesterola. Oba procesa
uzrokovana su aktivno$éu domene Hog. Prije samog izlaska iz endoplazmatskog retikuluma na
N-terminalni kraj domene Hedge nadodaje se palmitoilna skupina palmitinske kiseline. Tako
modificiran protein moze izaci iz stanice. Slika preuzeta i prilagodena prema Pereira i sur. 2014.
HhN: N-terminalna domena, HhC: C-terminalna domena, SRR: regija koja prepoznaje sterol

4.2 Prijenos proteina Hh
U izluc¢ivanju oroteina Hh iz stanice sudjeluje membranski protein Dispatched (Disp)

(Burke i sur. 1999) uz pomo¢ proteina Scube2 (Creanga i sur, 2012; Tukachinsky i sur. 2012).
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Poznato je da Hh moze tvoriti multimerne komplekse (Chen i sur. 2004) i povezivati se s
lipoproteinskim Cesticama (Panakova i sur. 2005). To, kao i interakcija s izvanstani¢nim
proteinima omogucuje Kkretanje proteina Hh od stanice koja ga Iu¢i do okolnih stanica, tj.

autokrino i parakrino djelovanje (Gallet i sur. 2006).

4.3 Kanonski put

Signalni put Hh je neaktivan kada nema liganda Hh, odnosno aktivan kada ga ima. Kad
nema Hh, Ptchl inhibira akumulaciju Smo na membrani primarne cilije. Pretpostavlja se da to
¢ini tako $to uklanja oksisterole iz citoplazme (Corcoran i Scott 2006). Transkripcijski faktor Gli
vezan je za kinezin Kif7 i Sufu (engl. supressor of fused) u proteinski kompleks. Oni odrzavaju
Gli u njegovoj punoj duljini (GIiFL) i lokaliziraju ga u primarnoj ciliji. To omoguéuje kinazama
PKA (protein kinaza A), GSK3p (kinaza glikogen sintaze 3) i CK1 (kazein kinaza 1) da u
nedostatku Hh fosforiliraju Gli. Fosforilacija Gli potice proteoliti¢ko cijepanje pri ¢emu dolazi do

konverzije GIliFL u oblik GliR. GIliR putuje u jezgru gdje inhibira transkripciju ciljnih gena.

Ukoliko postoje proteini Hh u stani¢nom okolisu, oni se vezu za receptor Patched te se
zajedno s receptorom internaliziraju i degradiraju. Rezultat toga je to da Smo vise nije inhibiran
te se moze akumulirati na membrani primarne cilije. Kif7 i Sufu, potaknuti aktivnos¢éu Smo
otpustaju faktore Gli. To omogucuje nastanak GliA koji putuje u jezgru i aktivira transkripciju
ciljnih gena kao sto su: Ptch, Glil, Hip, BCL2, ciklin D i drugi (Slika 6).

Opisani put je signalni put u kraljeznjaka, no i u vinske musice put funkcionira na veoma
slican nacin. Razlika je u molekulama koje sudjeluju u putu: transkripcijski faktor Ci te
proteinski kompleks kojeg ¢ine Ci, Cos2, Fu i Sufu. Takoder signalni put u vinske musice je

neovisan o postajanju primarne cilije.
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Slika 6: Shematski prikaz kanonskog signalnog puta Hh. Prikaz lijevo: Ukoliko nema liganda,
Ptch sprjecava akumulaciju Smo u primarnoj ciliji. Faktori Gli su fosforilirani putem kinaza
PKA, CK1 i GSK3pB te dolazi do nastanka oblika GliR koji odlazi u jezgru i inhibira
transkripciju gena. Prikaz desno: Prisutni ligand veZe se za receptor Sto dovodi do njihove
internalizacije 1 razgradnje. Smo se akumulira na membrani cilije i sprjecava fosforilaciju faktora
Gli i omogucuje njihovu konverziju u aktivacijski oblik (GliA) koji odlazi u jezgru i potice
transkripciju ciljanih gena. Slika preuzeta i prilagodena prema Ok i sur. 2012.

4 .4 Nekanonski put

U nekanonsku signalizaciju ulaze putovi koji su neovisni o faktorima Gli (Jenkins 2009).
Zasad je poznato da postoje dva takva puta: put povezan s drugim funkcijama proteina Ptch,
neovisno o njegovoj sposobnosti inaktivacije Smo i put povezan s drugim funkcijama proteina

Smo nevezanim s kontrolom faktora Gli.

Prvi tip nekanonske signalizacije povezan je s aktivnosti proteina Ptch, odnosno
njegovom funkcijom u kontroli proliferacije i apoptoze. Patched u odsustvu proteina Hh veze

ciklin B (koji je sastavni dio kompleska ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu, MPF-a; engl. M-phase
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promoting factor) i sprjecava njegov odlazak u jezgru, a samim time i njegovu aktivnost (Barnes i
sur. 2001). Osim ciklina B, Ptch takoder moze vezati i proapoptotski kompleks koji se sastoji od
kaspaze-9, proteina Dral i Tucan-1. Ptch svojom aktivno$¢u aktivira kaspazu-9 koja potice
kaskadu reakcija apoptoze. Ukoliko se za Ptch veze protein Hh, ne moze do¢i do vezanja niti
ciklina B, niti proapoptotskog kompleksa. Posljedica toga je ulazak u stani¢ni ciklus. stani¢no

prezivljenje i proliferacija (slika 7).

Odsutnost liganda Hh Prisutnost liganda Hh

' -
‘,ﬁv =
Cospased) § /'l /I/ @ )
2

Slika 7: Shematski prikaz nekanonske signalizacije tipa 1. Lijevi prikaz: U odsustvu proteina Hh,
Ptch veze ciklin B i proapoptotski kompleks. To sprjecava proliferaciju i potic¢e apoptozu. Desni
prikaz: Ukoliko se za Ptch veze protein Hh, ne moze do¢i do vezanja niti ciklina B, niti
proapoptotskog kompleksa. Posljedica toga je ulazak u stani¢ni ciklus i odsutnost apoptoze. Slika
preuzeta i prolagodena prema Robbins i sur. 2012.

Drugi tip nekanonskog puta ima ulogu u regulaciji aktinskog citoskeleta te je ovisan o
aktivnosti proteina Smo. Smo aktivira male GTP-aze iz obitelji Rho: RhoA i Racl (Polizio i sur.
2011). To se odvija pomocu kinaze PI3K i G proteina u fibroblastima te proteina Tiam1 (Sasaki i
sur. 2010) ili kinaze SFK (Yam i sur. 2009) u neuronima.
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5. Uloga puta Hedgehog u razvoju

Proteini Hh spadaju u skupinu tvari koje se nazivaju morfogeni. Njihove razlicite
koncentracije dovode do razli¢itih posljedica $to uzrokuje diferencijaciju stanica, ato je jedna od
glavnih uloga signalnog puta Hh tijekom embrionalnog razvoja. Razlika u koncentraciji, tj.
koncentracijski gradijent nastaje lucenjem proteina Hh u medustani¢ni prostor. Naime, Stanice
koje su blize izvora izloZene su vecoj koncentraciji proteina, za razliku od udaljenijih stanica do
kojih dopiru nize koncentracije proteina Hh. Uloga koncentracijskog gradijenta u razvoju dobro

je predstavljena na primjeru uloge signalnog puta Hh u razvoju udova i prstiju u kraljeZznjaka.

Ud u kraljeZznjaka se razvija iz zametne kvrzice uda (engl. limb bud). Na njegovoj
posteriornoj strani nalazi se zona ZPA (engl. zone of polarizing activity), ¢ije stanice luce
proteine Shh (Riddle i sur. 1993). Koncentracija i vrijeme izlozenosti proteinima Shh utjece na to
koji ¢e se prst razviti (Harfe i sur. 2004). Naime prsti 5 (mali prst) i 4 (prstenjak) te dio treceg
prsta (srednji prst) nastaju direktno iz potomaka stanica koje izlu¢uju proteine Shh. Pri tome prst
5 je najdulje izloZen Shh, a prst 4 je izlozen neSto krace. Prst 3 je jos krace izloZen ne$to nizoj
koncentraciji Shh, prst 2 (kaziprst) je izloZen najnizoj koncentraciji, dok prst 1 (palac) uopce nije
izlozen (Harfe i sur. 2004).

Kao §to je ranije reCeno, u kraljeZnjaka postoje tri homologa Hh (Shh, Ihh i Dhh). Oni su
aktivni u razli¢itim organskim sustavima (Echelard i sur. 1993), pa je tako Shh je uklju¢en u
razvoj mnogih organa i organskih sustava, a neki od njih su sredi$nji ziv€ani sustav (Litingtung i
Chiang 2000), udovi (Laufer i sur. 1994), zubi (Hardcastle i sur. 1998) i pluca (Bellusci i sur.
1997). Mutacije u genu Shh mogu dovesti do holoprozencefalije (Dubourg i sur. 2007).
Holoprozencefalija je urodena mana mozga koja nastaje kad se embrijski prozencefalon ne

razdvoji u potpunosti na polutke.

Ihh ima ulogu u diferencijaciji hondrocita tijekom endohondralne osifikacije, oblikovanja
kostiju iz hrskavica (Vortkamp i sur. 1996), a mutacija ovog gena uzrokuje brahidaktiliju tipa Al
(BDAL1) (Ma i sur. 2011). BDA1l je dominantna autosomno nasljedna bolest, a njene
karakteristike su kratke kosti zapesc¢a i ¢lanaka prstiju, dodatne kosti u pesc¢u te hipoplazija
palcane Kosti. Ihh takoder ima ulogu u formiranju gastrointestinalnog trakta zajedno sa Shh (van

den Brink 2007). Dhh ima ulogu u diferencijaciji muskih spolnih stanica (Bitgood i sur. 1996) te
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je mutacija Dhh povezana s nastankom gonadne disgeneze XY (Werner i sur. 2015) poznate kao

Swyerov sindrom.
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6. Uloga puta Hh u nastanku tumora

Kontrola stani¢nog ciklusa veoma je vazna jer u protivnom dolazi do nekontrolirane
proliferacije §to za posljedicu moZe imati nastank tumora. Tumor je bolest koja je
okarakterizirana nekontroliranom proliferacijom stanica. Kao $to je ranije spomenuto, signalni
put Hh ima ulogu u kontroli proliferacije stanica. To se moze odvijati kanonskim putem te u tom
slu¢aju put Hh aktivira transkripciju gena potrebnih za stani¢ni ciklus. U vinske musSice to Su geni
za sintezu ciklina D i ciklina E (Duman-Scheel i sur. 2002), a kod sisavaca za ciklin D1 i D2
(Mill i sur. 2003). Takoder, proliferacija je i pod kontrolom nekanonske signalizacije,
interakcijom proteina Ptch i ciklina B (Barnes i sur. 2001). Stoga nastanak tumora moze biti

potaknut ukoliko signalni put Hh ima pojac¢anu aktivnost u tkivima u kojima inace nije aktivan.

Do nenormalne aktivacije signalnog puta Hh moze do¢i iz vise razloga: mutacijom neke od
komponenti puta (npr, mutacije proteina Ptch ili Smo) ili nekontroliranim lu¢enjem proteina Hh
(od strane tumorskih stanica) (Hahn i sur. 1996; Merchant i Matsui 2010).

Mehanizam nastanka tumora kod kojeg su proteini puta Ptch ili Smo mutirani naziva se i
mehanizmom neovisnim o ligandu jer nije potrebno vezanje proteina Hh da se aktivira signalni
put. Mutacija koja inaktivira protein Ptch put je pronadena kod bolesnika sa sindromom bazalnih
stanica nevusa (BCNS; engl. basal cell nevus syndrome) poznatim kao Gorlinov sindrom. Ljudi
koji boluju od ovog sindroma imaju predispoziciju za oboljevanje od bazocelularnog karcinoma
koze (BCC) i meduloblastoma (MB) (Hahn i sur. 1996). Osim mutacija proteina Ptch, BCC
mogu izazvati i mutacije koje aktiviraju Smo te mutacije kod proteina Sufu. Na ovakav naéin

nastaju i brojni drugi tumori.

Drugi nacin koji dovodi do nenormalne aktivacije puta naziva se put ovisan o ligandu Hh.
Tumorske stanice izluCuju proteine Hh, koji djeluju parakrino i autokrino, poti¢uci nekontorlirani
rast tumora (Scales i de Sauvage 2009). Neki od tumora kod kojih je uoc¢ena ovakva aktivacija
puta su tumori gornjeg gastrointestinalnog trakta (Berman i sur. 2003), gusterace, jajnika i
endometrija (Bhattacharya i sur. 2008; Liao i sur. 2009) te prostate (Chen i sur 2009b; Karhadkar,
i sur. 2004).
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7. Inhibitori puta Hedgehog

LijeCenje tumora je individualiziran proces koji uvelike ovisi o vrsti i uzroku nastanka
tumora. To vrijedi i za tumore nastale poremec¢ajima u signalnom putu Hedgehog. Osim
uobicajenih metoda lijeCenja (operacija, kemoterapija i radioterapija), sve se vise radi na razvoju
terapija koje inhibiraju put Hh, odnosno ciljano djeluju na uzrok nenormalne aktivnosti puta,
pogotovo kod pacijenata s teSkom dijagnozom. Do sada postoje tri molekulske terapije koje su
odobrene od strane agencije FDA (U.S. Food and Drug Administration), a to su: vismodegib,
sonidegib i arsenov trioksid, dok su mnoge druge u raznim fazama ispitivanja (Rimkus i sur.
2016). Opcenito govoredi, inhibitori signalnog puta dijele se ovisno o tome na koji dio puta
djeluju te tako postoje inhibitori proteina Hh, Smo i Gli.

Neki od inhibitora proteina Hh su 5E1, robotnikinin te RU-SKI 43. Robotnikinin je molekula
koja se veze za protein Hh u medustani¢cnom prostoru (Stanton i sur. 2009), a RU-SKI 43 je
inhibitor hedgehog acetiltransferaze koja je bitna u modifikaciji proteina Hh (Petrova i sur. 2013).

U oba slucaja sprijec¢eno je vezanje liganda za Ptch te je tako inhibiran signalni put.

Vismodegib (GDC-0449) i sonidegib (LDE-225) pripadaju inhibitorima proteina Smo te su
oni jedni od naj¢esce koristenih spojeva u tumorskim terapijama za lijeCenje BCC-a. Inhibiraju
Smo na nacin da se direktno vezu za njega, onemogucavajuci daljnju signalnu kaskadu. Osim
njih postoje mnogi drugi, a jedan od njih je i ciklopamin. Ciklopamin je steroidni alkaloid i
prirodni inhibitor Smo, izoliran iz ¢emerike Veratrum californicum 1965 godine (McFerren
2006). Krave koje su pasle ovu biljku radale su telad s poremecenim razvojem oéiju, imala su
samo jedno oko. Njegovo otkri¢e potaklo je znanstvenike na razvoj lijekova za borbu protiv raka
koji se temelje na inhibiciji signalnog puta Hh (Cooper i su. 1998; Incardona i sur. 1998). lako su
inhibitori Smo ucinkoviti u terapijama, istraZivanja su pokazala da koristenje koriStenje moze
potaknuti razvoj mutacija koje za posljedicu imaju otpornost prema terapiji (Dijkgraaf i sur.
2011; Laukkanen i Castellone 2016).

Osim inhibitora proteina Hh i Smo, postoje i inhibitori Gli. Oni se koriste kada je u
tumorskim stanicama prevelika aktivacija faktora Gli. Neki od njih su arsenov trioksid, GANT56,
GANT-6 i HPI-1. Oni mogu djelovati na nacin da ometaju vezanje faktora Gli na sekvencu DNA
(kao npr GANT) ili da utjecu na reakcije u citoplazmi kao $to su posttranslacijske modifikacije
(HPI-1) (Hyman i sur. 2009), lokalizacija te degradacija (arsenov trioksid).

16



8. Zakljucak

Signalni put Hedgehog je veoma vazan i slozen put. Iako je proslo Cetrdesetak godina od
njegova otkri¢a i svake se godine otkrije ne$to novo, on za sobom jo$ uvijek povlaéi brojne
nepoznanice. Daljnja istrazivanja pojedinih komponenti puta mogu ukazati na do sad nepoznate
funkcije i sposobnosti tih komponenti u medusobnoj interakciji, sto moze pridonijeti boljem
razumijevanju pojedinosti regulacije samog puta. S obzirom na kompleksnost interakcija
signalnog puta Hedgehog s drugim signalnim putevima, moguce je o¢ekivati otkri¢e jo§ nekog
nac¢ina nekanonske signalizacije. U sklopu s time, omogucuje se razvoj novih lijekova i metoda
kontrole tumorskih stanica. To je trenutno veoma potrebno zbog ¢injenice da koristenje inhibitora
Smo, koji se od svih inhibitora najvise upotrebljavaju u lijeCenju, moze potaknuti razvoj mutacija

koje za posljedicu imaju otpornost prema terapiji.

Sve U svemu, nova istrazivanja signalnog puta Hedgehog mogu otvoriti vrata mnogobrojnim

moguénostima u svijetu medicine.
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