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1. UvOD

Zlo¢udne odnosno maligne bolesti su, uz bolesti srca i krvnih Zzila, jedan od najvecih
zdravstvenih problema danasnjice. lako su postignuta znacajna unaprjedenjau postavljanju
dijagnoze te samim time i pruzanju sto bolje i adekvatnije terapije, rak je i1 dalje jedan od
vodecih uzroka smrti u svijetu. Navedenu bolest prati visoka stopa smrtnosti, no unato¢ tome,
to je i bolest s kojom se moze dugo i kvalitetno Zivjeti te je u konacnici i potpuno izlijeciti. Za
takav je ishod potrebna pravovremena, odnosno $to je moguce ranija dijagnoza, popra¢ena
odgovaraju¢om terapijom. Kako bi terapija bila Sto uspjesnija, potrebno je poznavati
mehanizme nastanka i komunikacije izmedu pojedinih stanica nastalog tumora $to je joS
uvijek veliki problem. Znanstvena istrazivanja svakim danom sve viSe napreduju i do sada su
ve¢ shvaéeni mnogi mehanizmi nastanka, komunikacije te suzbijanja i potpune eliminacije

tumora.

S obzirom na veliki broj raznih vrsta tumora, nize u tekstu bit ¢e navedene i objasnjene
pojedine grupe te ¢e se opisati jedan od tumora mozga, glioblastom. Rije¢ je o najces¢em i
najzlo¢udnijem tumoru ¢ije je izljeCenje gotovo nemoguce, a nastaje iz glija stanica ili
njezinih prekursora. Novije spoznaje pokazuju da vaznu ulogu u nastanku i ponaSanju
glioblastoma ima enzim IDH1 (izocitrat dehidrogenaza 1) te se danas koristi kao marker u
klasifikaciji glioblastoma. Kod glioblastoma su prisutne aplastiéne stanice oko
nekrotizirajuéega tkiva kao i hiperplazija krvnih zila. Glioblastom ¢ini 52% svih tumora
funkcionalnih tkiva mozga i 20% svih intrakranijalnih tumora (Burger i Scheithauer, 2007).
Smatra se da je njegova pojava sporadi¢na, jer Su primjeri s potencijalnom genskom
predispozicijom malobrojni. Tkiva glioblastoma izrazito su heterogena na stanicnoj i
molekularnoj razini. Trenutno dostupni tretmani, uz kirurski zahvat i radioterapiju, ukljucuju
ciljanu terapiju farmakoloskim inhibitorima klju¢nih molekula aberantnih signalnih puteva te

genotoksi¢ne agense poput temozolomida (Indranil 1 sur. 2013).

Jedan od nacina komunikacije tumorskih stanica je WNT signalni put, ¢iji efektori
reguliraju proliferaciju, smrt, migraciju i u konacnici samu sudbinu stanica. Zbog toga je
potrebno prikazati neke od vaznih uloga WNTsignalnog puta kod glioblastoma i dosadasnji
napredak u lokalizaciji i ciljanju WNT puta u antikancerogenom pristupu te otkrica

potencijalnih agenasa koji bi mogli inhibirati WNT signalni put.



2. TUMOR

Novotvorina,neoplazma(gr¢.neos- nov,plasia- rast) ilitumor(lat.tumor-
oteklina)patoloskaje tvorba nastala kao posljedica
prekomjernogumnazavanjaabnormalnihstanica. Rast novotvorine nadmasuje rast normalnih
tkiva, bioloski je nesvrhovit, nepravilan i neorganiziran. U osnovi, novotvorine nastaju kad se
izgubi normalna fizioloSka regulacija kontrolnih mehanizama rasta stanice. Novonastale
stanice se od polaznih stanica razlikuju i strukturno i funkcionalno, ali se u vecini slucajeva
moze prepoznati od koje vrste stanica ili tkiva je nastao tumor. Tumorske bolesti imaju
ozbiljnu prognozu, a neke su opasne pozivot.Znanostkoja se bavi prou¢avanjem novotvorina
naziva seonkologija.Tumori mogu biti zlo¢udni (maligni) i dobro¢udni (benigni). Razlika
izmedu njih je u agresivnosti rasta te u tome Sto kod malignih nastaju metastaze i Sire se u
okolinu, infiltriraju¢i se u okolno tkivo, dok kod benignih tumora ne nastaju metastaze, veé

rastu ekspanzivno.

Metastaze su sekundarno nastale promjene, presadnice koje nisu u dodiru s primarnim
tumorom i nalaze se u udaljenim tkivima. Metastaziranje je jedan od najvaznijih karakteristika
zlo¢udnosti, iako svi zlo¢udni tumori ne metastaziraju.Metastazirajuce stanice su pojedinacne
stanice koje se udaljavaju od tumora i ulaze u krv, te se Sire tijelom.Zlo¢udni oblik tumora
naziva se irak(lat.cancer — rak, rana, neizlje¢iva rana). Zlocudnost ili malignost nekog tumora
odnosi se na svojstvo tog tumora da invadira i razara okolno tkivo i da stvara udaljene
metastaze u organizmu te kao posljedica nastupasmrt.Medutim, dijagnoza zlo¢udnog tumora
ne podrazumijeva uvijek smrt, odnosno, pravodobnom dijagnozom i dobrim odabirom

terapije kod nekih malignih tumora je moguce izljecenje.

3. KARCINOGENEZA

Uzrok najveceg broja tumora nije poznat. Ipak, za odredene faktore se danas pouzdano
zna da su uzrocnici stvaranja tumora, a to su: pusenje, UV zracenje, odredeni virusi i sl. Sam
proces nastanka tumora dogada se ve¢ na molekulskoj razini, tj. poremecaji kontrolnih
proteina kao posljedice poremecenih gena koji te proteine i stvaraju. OSteCenje gena moze

nastati na dva nacina:

1. kao posljedica vanjskih kancerogenih faktora (kemijski, fizikalni, mehanicki,

virusniagensi)
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2. kao posljedica spontanih mutacija u organizmu.

Nastanak tumora se ne dogada u jednom tocno odredenom trenutku ili u kratkom
vremenskom razdoblju. To je proces koji se sastoji od niza promjena na genotipskoj i na
fenotipskoj razini. Taj niz promjena koji vodi od zdravog stanja stanice do pojave tumora

najcesc¢e traje mjesecima i godinama.

4. NASTANAK TUMORSKE STANICE

Tumor potjece od jedne jedine stanice, u kojoj su se godinama nagomilavale razne
mutacije gena odgovornih za diobu i regulaciju rasta same stanice. Skupine odgovornih gena

za regulaciju rasta su:

« onkogeni
« tumorski supresorski geni

e geni za provjeravanje i popravakDNA

Tumor je dinami¢na i vrlo heterogena populacija stanica zbog neprestanog dijeljenja,
nestabilnosti genoma tumorskih stanica i selekcijskih uvjeta okolisa. S obzirom na to, tumor
¢e nastati kada tijelo ne uspije prepoznati i unistiti stanice koje se nedijele normalno. Zasto do
toga dolazi jasno govori podatak da se kod prosjeénog ¢ovjeka svakodnevno podijeli oko
100000000 stanica, Sto je broj koji sam po sebi podrazumijeva da ¢e se neke od njih podijeliti
s greSkom. Upravo zbog toga, veliku ulogu otkrivanja i unistavanja takvih stanica ima
imunosni sustav koji ako u toj zada¢i zakaze, ostavlja slobodan put nastanku tumora. Prema

tome, tumor jeprije svega bolest disfunkcije imuniteta.
Da bi doslo do pojavezlo¢udnog tumora, moraju se dogoditi tri stvari:

1. Pocetak procesa predstavlja greska u diobi stanice. Postoje brojni uzroci povecanja broja
takvih greSaka, a najceS¢e su to kemikalije (karcinogeni), virusi i naravno, zivotna dob. S
deset godina starosti ve¢ina ljudi ima jako malo greSaka pri diobi stanica, manje od tisu¢u
dnevno na ukupan broj od sto milijuna dioba. Po nekim teorijama, do svoje Sezdesete godine
imamo bar sto tisu¢a stanica koje se ne dijele normalno. Kao posljedica toga, tumor se ¢esce

srece kod SezdesetogodiSnjaka nego kod djeteta od deset godina.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Geni
https://hr.wikipedia.org/wiki/Deoksiribonukleinska_kiselina

2. Druga stvar koja se mora dogoditi je da imunosni sustav ne prepozna abnormalnu stanicu
kada se ona formira. Ako takva stanica prode neprimijeceno i opet se podijeli, onda Cesto

dolazi do tre¢eg koraka.

3. Imunosni sustav ne reagira (ili bar ne reagiraidealno) i dopusta da tumor nastavlja rasti. U
vecini slucajeva organizam ¢e savladatitumor tokom nekoliko dana/tjedana/mjeseci njegovog
postojanja. Medutim, tumorponekad izbjegne otkrivanje i raste dok ne postane toliko velik da
sadrzi na stotine milijuna stanica. Dogada se da taj proces traje i do deset godina, a tada je
imunosnom sustavu teSko organizirati potrebnu, a i samim time i u¢inkovitu obranu protiv

,hapadaca“.

5. DEFINICIJA TUMORA MOZGA

Tumori mozga pojavljuju se u 5-15 slu¢ajeva na 100000 ljudi. Osnovna podjela
tumora je na primarne i sekundarne. Primarni tumori su oni tumori koji su nastali od
samog mozdanog parenhima ili u lubanji, a sekundarni tumori su metastaze, gdje
maligne stanice putem krvi dodu u lubanjsku Supljinu ili mozak. Najées¢i tumori Koji
metastaziraju u mozak su tumori dojke i bronha.

Primarni tumori se dijele na benigne (dobrocudne) i maligne (zlocudne). Kod
benignih tumora pojavljuje se problem njihovog nastanka i rasta, jer svojim obujmom
vrSe pritisak na okolne strukture. Drugi problem je i njihov smjestaj. Ako je benigni
tumor lociran u dubini mozdanog parenhima ili je u kontaktu sa strukturama vitalnima

za zivot, onda to predstavlja veliku zapreku u rjeSavanju problema.

5.1.VRSTE TUMORA MOZGA

Svaki tip stanica zivéanog sustava daje osnovu za svoj poseban tip tumora. Prema

ovoj klasifikaciji postoji veliki broj razli¢itih tipova primarnih tumora. Naj¢es$¢i su:
meningeom (tumor nastao iz mozdanih ovojnica)
neurinom (tumor nastao od tkiva zivca)

glioblastomi, astrocitomi, ganglioneuromi.



5.1.1. GLIJALNI TUMORI

Glijalni tumori najces¢i su tumori mozga. Ova skupina obuhvaca cijeli raspon tumora,
od najdobrocudnijih, kao §to su to pilocitni astrocitomi, do najzlo¢udnijih tumora u Covjeka,
kao Sto su glioblastomi. Glijalni tumori ponekad predstavljaju pravi dijagnosticki izazov, ne
samo neurolozima, neuroradiolozima i neurokirurzima, ve¢ i neuropatolozima. Glijalne
tumore srediSnjeg zivéanog sustava (CNS) Kklasificiramo prema Kklasifikaciji Svjetske
zdravstvene organizacije (WHO) iz 2007. godine (Tablica 1). Ova je klasifikacija, kao i sve
sli¢ne, histogenetska, Sto znaci da se temelji na morfoloskoj sli¢nosti tumorskih stanica sa
stanicama iz kojih tumor, pretpostavlja se, nastaje. Sto su tumorske stanice bolje
diferencirane, to su slicnije svojim normalnim stani¢nim prethodnicima. Medutim, s
progresijom anaplasti¢nih promjena i gubitkom diferenciranosti tumorskih stanica, navedena
sli¢nost postaje sve manja te se na kraju u potpunosti gubi. Zbog toga anaplasti¢ni tumori vise
slice jedan drugome nego tkivu/stanicama iz kojih nastaju. Klasifikacija WHO-a razlikuje
Cetiri stupnja diferencijacije tumora CNS-a, pri ¢emu dobro diferencirani, dobro¢udni tumori
imaju stupanj diferencijacije (gradus) I, dok najzlocudniji i najslabije diferencirani tumori
imaju stupanj diferencijacije IVV. Prema tome, da bi se bilo koji tumor klasificirao, potrebno je
odrediti njegovu histogenezu i stupanj diferencijacije na temelju rezultata histoloske,
histokemijske i imunohistokemijske analize. Histoloska i histokemijska analiza omogucuju
prepoznavanje morfoloSkih osobitosti pojedinih tumora koje odraZzavaju njihovu histogenezu 1
diferenciranost. No, kada tih morfoloskih osobitosti nema ili kada nisu dovoljno specifi¢ne,
Sto je Cest slucaj kod anaplasti¢nih tumora, tada je za odredivanje histogeneze tumora
potrebna  imunohistokemijska  i/ili  molekularno-geneticka  analiza. Dok  se
imunohistokemijskom analizom pokusava utvrditi sadrze li stanice pojedine, manje ili vise
specificne, proteinske ili druge molekule, molekularno-genetiCkom analizom nastoji se
utvrditi postojanje isto tako manje ili viSe specificnih geneti€¢kih promjena. Tocnost
neuropatoloske dijagnoze tumora mozga uvelike ovisi o veli¢ini bioptickog uzorka i/ili
njegovoj reprezentativnosti. Mnogi glijalni tumori imaju vrlo raznoliku histolosku sliku ili
mogu imati anaplastiéna promijenjena Zarista. Sto je uzorak veéi, veéa je i vjerojatnost da ée
sadrzavati sva dijagnosticki znacajna morfoloSka obiljeZja, a time biti 1 dijagnosticki

reprezentativan.



Tablica 1. Klasifikacija glijalnih tumora SZS-a Svjetske
zdravstvene organizacije iz 2007. godine

Table 1. WHO classification of glial brain tumors from
2007

Astrocitni tumori
¢ Pilocitni astrocitom
Pilomiksoidni astrocitom
Subependimalni tumor orijaskih stanica (SEGA)
* Pleomorfni ksantoastrocitoma
e Difuzni astrocitom
Fibrilarni astrocitom
Gemistocitni astrocitom
Protoplazmatski astrocitom
Anaplasti¢ni astrocitom
* Glioblastom
Glioblastom orijaskih stanica
Gliosarkoma

Oligodendroglijalni tumori
¢ Oligodendrogliom
* Anaplasticki oligodendrogliom

Oligoastrocitni tumori
* Oligoastrocitom
e Anaplasticki oligoastrocitom

Ependimski tumori
¢ Subependimom
¢ Miksopapilarni ependimom
¢ Ependimom
Celularni ependimom
Papilarni ependimom
Ependimom svijetlih stanica
Tanicitni ependimom




5.1.1.1.0SOBITOSTI GLIJALNIH TUMORA

Glijalni tumori, kao i svi ostali tumori CNS-a, imaju vise jedinstvenih obiljezja koja ih
razlikuju od svih drugih novotvorina. Tako, primjerice, prognoza ovih tumora ne ovisi samo o
njihovom bioloSkom potencijalu rasta, Sirenja i rasapa, nego je uvelike odredena njihovim
smjeStajem. Zbog smjestaja unutar ¢vrstog kostanog oklopa lubanje svi intrakranijski tumori u
odredenoj fazi svoga rasta mogu dovesti do pomaka mozdanog tkiva, §to moZze imati
smrtonosne posljedice. Pri tome znacajnu ulogu moze imati i tumoru pridruzeni edem koji
uvelike pridonosi prostornokompresivnom ucinku samoga tumora. Nadalje, zbog anatomske i
funkcionalne specifi¢nosti razli¢itih podrué¢ja CNS-a, simptomi ovih tumora, mogucnosti
njihovog kirurSkog odstranjenja te prognoza ne ovise samo o njihovom bioloSkom
potencijalu, nego i o njihovom sijelu unutar CNS-a. Tako se, primjerice, bioloski dobro¢udni
tumori mogu pojaviti na mjestima s kojih se ne mogu u cijelosti kirur§ki odstraniti (tzv.
zlo¢udna lokalizacija tumora), zbog ¢ega imaju i losu prognozu. Glijalni tumori CNS-a imaju
neka zajednicka obiljezja. Svi oni su infiltrativni tumori koji se medusobno razlikuju samo u
Sirini zone infiltracije. Dobro¢udni tumori, poput pilocitnog astrocitoma, imaju usku zonu
infiltracije zbog Cega je njihova granica prema okolnoj mozgovini dobro definirana, §to je
osnovna pretpostavka za njihovo potpuno kirur§ko odstranjenje. Slabije diferencirani gliomi
imaju Siru zonu infiltracije, zbog Cega im je granica morfoloski nedefinirana i to otezava
njihovu potpunu resekciju. Svi glijalni tumori imaju i sposobnost zlo¢udne preobrazbe, ali je
ona kod nekih, primjerice pilocitnih astrocitoma, iznimno rijetka, dok je kod drugih,

primjerice difuznih astrocitoma, gotovo neizbjezna.

5.1.2. GLIOBLASTOMA MULTIFORME(GBM)

Glioblastom (WHO, gradus IV) najces¢i je i najzlo¢udniji primarni tumor mozga. Na
njega otpada 12 do 15% svih intrakranijskih neoplazmi te 60 — 75% svih glijalnih tumora. U
Sjedinjenim Americkim Drzavama od ovog tumora svake godine oboli 18 000, a umre 13 000
ljudi. U zemljama Europske unije svake godine oboli 1 od 20 000 stanovnika. Glioblastom se
moze pojaviti u bilo kojoj Zivotnoj dobi, ali se najceSce javlja izmedu cetrdesete i
sedamdesete godine Zivota i neSto je ¢eS¢i u muskaraca nego u Zena. Etiopatogeneza
glioblastoma nije nam poznata, ali danas znamo da ovi tumori mogu nastati na najmanje dva
nacina koji se klinicki 1 molekularno-geneticki razlikuju. Jednu skupinu ¢ine glioblastomi koji

nastaju iz bolje diferenciranih astroglijalnih tumora. Ove glioblastome, koji ¢ine 10 % svih



glioblastoma, nazivamo sekundarnim, a molekularno-geneticki ih najéeS¢e obiljezavaju
mutacije TP53 gena. Drugu, znatno veéu (90%) skupinu ¢ine glioblastomi koji nastaju
denovo. Njih nazivamo primarnim glioblastomima, a molekularno-geneticki najcesce ih
obiljezava amplifikacija gena EGFR-a (engl. epidermal growth factor receptor). Molekularno-
geneticki ove dvije skupine glioblastoma razlikuju se 1 po mutacijama enzima
izocitratdehidrogenaze 1 (IDH1) koje su rana i Cesta (> 80%) geneticka promjena u
sekundarnih, ali ne i primarnih glioblastoma. Glioblastom se obi¢no javlja u subkortikalnoj
bijeloj tvari mozdanih hemisfera i to najces¢e u temporalnom (31%), potom parijetalnom
(24%) i frontalnom (23%) reznju. Osobito je tipi¢na frontotemporalna lokalizacija tumora.
Tumor se Cesto Siri preko zuljevitog tijela na kontralateralnu stranu s§to mu, makroskopski, na
frontalnim presjecima daje izgled leptira. Glioblastomi mozdanog debla su rijetki i obi¢no se
javljaju u djece. Mali mozak i kraljeznicka mozdina takoder su rijetka sijela ovoga tumora.
Sam naziv glioblastoma multiforme govori da ovaj tumor moZe biti iznimno Sarolik i
makroskopski 1 mikroskopski. Neka podru¢ja mogu biti sivkasta i tvrda, druga Zuta i mekana,
a Cesto se vide 1 podrucja nekroze, cista i krvarenja. Glioblastomi ¢esto imaju veliku sredi$nju
nekrozu koja moze zahvatiti i vise od 80% ukupnog volumena tumora. Oko ove sredi$nje
zone nalazi se hipervaskularizirani dio tumora koji neuroradioloski prima kontrast §to mu daje
izgled prstenaste tvorevine. Makroskopske ciste, kada su prisutne, sadrze mutnu tekuéinu koja
predstavlja kolikvirani nekroti¢ni sadrzaj. Mikroskopski su giloblastomi obiljezeni stani€nim
polimorfizmom, nekrozama, mikrovaskularnom proliferacijskom i1 mitotskom aktivnoscu.
Prominentna mikrovaskularna proliferacija i nekroze dijagnosticki su najvaznija obiljezja
ovog tumora. Pojedini tumori pokazuju iznimni histoloski i citoloski polimorfizam s brojnim
multinuklearnim gigantskim stanicama, dok su drugi izrazito celularni, ali unimorfni. Upravo
ta regionalna heterogenosthistoloske slike kod stereotaksijske biopsije predstavlja
dijagnosticki problem. Migracijska sposobnost tumorskih stanica najbolje se uoc¢ava kada one
naidu na prepreku svome Sirenju zbog Cega stvaraju, ve¢ spomenute, subpijalne (tzv.
subpijalne bradavice), perineuronske (tzv. pseudosatelitoza) i perivaskularne sekundarne
tvorevine. Prosjecni proliferacijski indeks jest 15 — 20%. Sitnostanic¢ni, slabije diferencirani
glioblastomi obi¢no su proliferacijski aktivniji od bolje diferenciranih, pretezito gemistocitnih
tumora. Glioblastomi spadaju medu najbolje vaskularizirane tumore u Covjeka, a
neovaskularizacija, u obliku mikrovaskularne proliferacije i stvaranja glomeruloidnih
tjelesaca (Slika 1.), ujedno je i dijagnosti¢ko obiljezje ovih tumora po kojem se razlikuju od
drugih infiltrativnih astrocitnih tumora. Nekroza tumora jo$§ je jedno klju¢no obiljezje

glioblastoma, pri ¢emu su osobito karakteristicne trakaste nekroze okruzene palisadno
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poredanim jezgrama tumorskih stanica (tzv. palisadiraju¢e nekroze). Glioblastom je
najzlo¢udniji tumor u covjeka. Prosje¢no je prezivljenje priblizno 12 mjeseci i ne ovisi o
primijenjenom lijeCenju. Manje od 20% bolesnika prezivi godinu dana, a manje od 3 % tri
godine. Bolesnici sa sekundarnim glioblastomima prezive znacajno duZe (prosjeéno
prezivljenje je 7,8 mjeseci) nego bolesnici s primarnim glioblastomima (prosje¢no
prezivljenje je 4,7 mjeseci) Sto je mozda posljedica ¢injenice da se oni javljaju u mladih osoba
nego primarni glioblastomi. Najvazniji prognosticki ¢imbenik jest dob bolesnika, pa tako
mladi bolesnici duze prezive. Glioblastomi invazivnih stanica od klasi¢nih glioblastoma
razlikuju se po tome $to su gradeni od brojnih multinuklearnih gigantskih stanica, ¢esto
bizarnih oblika uz prisutnost obilne retikulinske stromalne mreze zbog koje su ¢vrséi i bolje
ograni¢en od okolne mozgovine od klasi¢nih glioblastoma. Gliosarkomi su bifazni tumori
gradeni od dviju zlocudnih sastavnicai to glijalne i mezenhimske. Zbog velike koli¢ine veziva
¢vrsti su i dobro izolirani od okoline te se mogu zamijeniti za metastaze ili kada su priljubljeni
uz duru, za meningeome. Mikroskopski, zlofudna glijalna sastavnica ima sve odlike
glioblastoma, dok sarkomska sastavnica najéeS¢e ima obiljezja fibrosarkoma ili malignog

fibroznog histiocitoma. Prognoza mu je istovjetna onoj glioblastoma.

Slika 1. Glioblastom — mikrovaskularna proliferacija (H&E, 400x).



6. WNT SIGNALNI PUT

WNT proteini ¢ine veliku obitelj palmitoiliranih signalnih sekretornih glikoproteina
(Bovolenta i sur. 2008). Razvili su se tijekom pojave Metazoa, nakon divergencije
hoanoflagelata. Kako ve¢ spuzve posjeduju nekoliko WNT proteina, a kod jednostani¢nih
organizama ne nalazimo niti jedan, pretpostavlja se da je njihova pojava imala znaéajnu
evolucijsku ulogu u nastanku visestani¢nih organizama (Clevers i Nusse 2012). U genomu
sisavaca, ukljucujuéi i ljudski, detektirano je 19 WNT gena, koji su rasporedeni u 12 o¢uvanih
WNT podobitelji. Ova skupina proteina je bogata cisteinom. U prosjeku sadrze 350-400
aminokiselina i posjeduju N-terminalni signalni slijed za sekreciju (MacDonald i sur. 2009).
WNT proteini odgovaraju klasicnoj definiciji morfogena $to znaci da signalizaciju vrSe
stvaranjem gradijenta kroz manje udaljenosti u nekom tkivu. Ovisno o lokalnoj koncentraciji
odreduju sudbinu stanica (Clevers i Nusse 2012). WNT signalni put jedan je od
najistrazivanijih kod Zivotinja (Mii 1 Taira 2011). Regulira ¢itav niz stani¢nih procesa za
vrijeme embrionalnog razvoja, ali i u odraslim stanicama. Utje¢e na diobu stanica, stani¢nu
polarnost i determinaciju stani¢ne sudbine za vrijeme embrionalnog razvoja (npr. formiranje
dorzoventralne osi, apoptozu) te kroz spomenute procese odrzava tkivnu homeostazu (Logan i
Nusse 2004). U njegovoj regulaciji sudjeluje velik broj sekretornih glikoproteina. Sekretorni
proteini djeluju kao ligandi ili okidaci specifi¢éne kaskade signalnog puta. WNT signalni put
moze u stanici biti u aktivnom ili neaktivhom stanju, ovisno o prisutnosti Wnt liganda s
ekstracelularne strane membrane. Kad je WNT odsutan nekoliko proteina s citoplazmatske
strane formira degradacijski kompleks. On se sastoji od aksina, adenomatous polyposis coli
proteina (APC), glikogen sintaze kinaze (GSK3p) i kazein kinaze I (CKI). Spomenute kinaze
spadaju u skupinu serin/treonin kinaza, a druga dva proteina Cine strukturnu jezgru
kompleksa. Svrha ovog kompleksa je modifikacija transkripcijskog kofaktora -katenina. CKI
fosforilira serin 45 i treonin 41, a GSK3p serine na pozicijama 33 i 37 (svi su na amino
terminalnoj regiji). Upravo ove aminokiseline ¢esto su mutirane kod karcinoma. Slijedi
ubikvitinizacija pomoc¢u E3 podjedinice ubikvitin ligaze- B-transducin repeat containing
protein (B-TrCP) ¢iji Fbox/WD ponavljajuéi motiv prepoznaje fosforilirano mjesto
(MacDonald 1 sur. 2009). Ubikvitinizacija je oznaka koja B-katenin Salje u degradaciju 26S
proteasomom. Posljedi¢no, on ne ulazi u nukleus i izostaje aktivacija obitelji transkripcijskih
faktora T-cell factor/lymphoid enhancing factor (TCF/LEF) tj. odrzava se stanje represije.
TCF se u ovom stanju veze za transkripcijski represor Groucho. WNT ligand se s vanjske

strane stani¢ne membrane veze za sedmerostruki transmembranski receptor Frizzled (Fz) i
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njegov koreceptor low-density lipoprotein receptor related protein (LRP6 ili srodni protein
LRPS5). Citoplazmatski rep LRP-a fosforiliran je kompleksom WNT-Fz-LRP6 (vjerojatno uz
simultanu regrutaciju proteina DVL) i s tom modifikacijom regrutira aksin. AXIN vise nije
dostupan kao slobodan u citoplazmi i1 stoga onemogucéuje formiranje degradacijskog
kompleksa. Koncentracija -katenina u citoplazmi raste i f-katenin je transportiran u nukleus
gdje aktivira transkripcijske faktore obitelji TCF/LEF i njihove ciljne gene. Nuklearni proteini
Bcl9 i Pygopus takoder sudjeluju u aktivaciji ciljnih gena (Pecorino 2012) (Slika 2.). Vezanje
WNT na Fz receptor uzrokuje hiperfosforilaciju proteina dishevelled (DVL) koji time postaje
aktivan i djeluje kao inhibitor GSK3p. DVL djeluje na sjeciStu na kojem se Wnt signalni put
grana na dva segmenta (Giles i sur. 2003).

(a) No Wnt
LRP _Ubiquitin___ B-catenin Tcf/ ER
HGSK3 hgase —n@ ) degradation > \Lef ) [Groucho[X]
Proteosomes
Frizzled
B-catenin P

(b) @ Wnt

— Nolk 7 .
’ ENAXND ~ A/\ = . @ -,
g’ @ B-catenin Lef
Fnzzledi Target genes

e.g. c-myc
cyclin D1

Slika 2. Pojednostavljeni prikaz signalnog puta WNT u neaktivnom i aktivnom stanju. (P)

oznacava fosforilaciju, (u) oznacava ubikvitinizaciju. (Pecorino 2012).
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6.1.KANONSKI OBLIK(p-katenin ovisan)

Kanonski segment kao negativni efekt ima aktivaciju B-katenina. Ovaj oblik WNT
signalne kaskade je Klju¢anza regulaciju kod embrionskih i odraslih mati¢nih stanica. Iniciran
je vezanjem WNT liganda na cisteinom bogate regije receptora FZD i LRP obitelji na
povrsini stanice. Aktivacija ovih receptora dovodi do disocijacije kompleksa kojega Cine
AXIN, adenomatus polyposis coli (ACP) i GSK3p stabiliziranih B-kateninom. Posljedi¢no, B-
katenin je translociran iz citoplazme u jezgru stanice gdje stvara kompleks sa T-cell
factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) i djeluje kao promotor transkripcije viSestruko
kodiranih gena ukljucuju¢i C-MYC i ciklin D1(Sareddy i sur. 2009, Liu i sur. 2011). Najnovija
istrazivanja pokazuju da FOXMI1 djeluje kao promotor nuklearne translokacije i stabilizacije
B-katenina u GBM povezujuéi se sa citoplazmatskim B-kateninom, sugerirajuci pritom da

FOXM1 moze aktivirati kanonski Wnt signalni put na ligand-neovisni nacin.

6.2.NEKANONSKI OBLIK(f-katenin neovisan)

Nekanonski segment grana se na jo§ dva moguca nizvodna efekta. Wnt signal se
prenosi na c-JunN-terminalnu kinazu (JNK signalni put) ili na Ca**-otpustajuci put preko
Frizzled receptora. JNK signalni put upravlja polarno$¢u planarne stanice u gastrulaciji (ima
kljuénu ulogu u morfogenezi). Wnt/Ca®* grana puta blokira Wnt/B-katenin put preko
fosforilacije DVL. Iako je mnogo ¢imbenika koji mogu poremetiti Wnt signalni put, krajnji
rezultat se uvijek ocituje na koncentraciji B-katenina. Kako je Wnt/Ca** grana puta povezana s

B-kateninom, logi¢no je da postoji implikacija u karcinogenezi (Giles 1 sur. 2003).
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6.3.POVEZNICA WNT SIGNALNOG PUTA S KARCINOMOM

Signalni putevi Cije promjene utjeCu na prezivljenje stanica, proliferaciju i migraciju
fundamentalni su u tumorogenezi. WNT1 je jedan od prvih otkrivenih protoonkogena, poznat
jos od 1982. godine (pod izvornim nazivom Int-1), ¢iji je gen bio aktiviran viralnom
integracijom DNA i kao takav uzrokovao karcinom mlije¢nih Zlijezda kod miSeva (Clevers i
Nusse 2012). Aktivan WNT signalni put moze nadvladati apoptozu i poti¢e proliferaciju
(Peé¢ina-Slaus 2010). Brojni su tipovi karcinoma koji nose konstitutivnu aktivaciju WNT
signalnog puta kao posljedicu mutacije nekog od segmenata kaskade (npr. aktivan je kod 90%
slucajeva kolorektalnog karcinoma). Ovo je stanje najesce uocljivo kod tkiva koja 1 u
odrasloj dobi nuzno odrzavaju WNT signalni put aktivnim zbog potrebe za samoobnavljanjem
ili popravkom (Clevers i Nusse 2012). NajceS¢e su mutacije koje inaktiviraju APC (gen
APCima ulogu tumor supresora) ili aktiviraju B-katenin, manje su ucestale promjene u genu
CTNNBL koji kodira za B-katenin ili AXIN genu (Giles i sur. 2003), dok su promjene na
samom ligandu WNT izuzetno rijetke (Pecorino 2012). AXIN1 je tumor supresor protein i
njegova je ekspresija u glioblastomima ¢esto utiSana (31% uzoraka tkiva) u odnosu na zdravo
mozdano tkivo, no vie je primjera pojacane ekspresije (38.1% uzoraka tkiva) (Peéina-Slaus i
sur. 2011). Mutacije u WNT signalnoj kaskadi poti¢u razvoj razli¢itih tipova tumora (Tablica
2). Primjeri mutacija dovode do zakljucka da mnogi segmenti kaskade mogu reaktivirati put
samoobnavljanja stanica. Stanice ovih karakteristika nazivamo de novo mati¢nim stanicama
pri ¢emu se podrazumjevaju stanice koje su ove karakteristike zadobile mutacijom, a ne
diobom iz ,,zdrave* samoobnavljajuce stanice ili mati¢ne stanice. Maticne stanice raka uzrok
su inicijacije ove skupine bolesti kao i razlog njenog recidiva te pokazuju visoki stupanj

otpornosti na radijaciju i kemoterapiju (Surana i sur. 2014).
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Tablica 2. Pregled mutacija WNT signalnog puta u odabranim karcinomima kod ljudi (Giles i
sur. 2003)

Cell or tissue Method Genes Regulation Reference

1 PLAGL2-overexpressing astrocyte and GBM cells with PLAGLZ amplification RT-PCR WNTE Upregulation 75
FD9
FaD2

2 NHA with ASCL1 overexpression, compared with NT RT-PCR TIET Upregulation 79
AXINZ
DKKT Downregulation

TCF7
TF7LT
GBM cells, compared with NHA Microarray ASCLT Upregulation
DKKT Downregulation
3 Highly invasive GBM cells (UB7R4), compared with non-invasive GBM cells (US7L4)  Microarray RANKT Upregulation 68
DisCT
D4
FZD4
Caspase3 Downregulation
SMADS
MAML3
POCDM
4 GBM cells and US7MG with constitutive S-catenin S33Y RT-PCR ZEBT Upregulation 14
TWET
N-cadherin
SNAIL
5  Radioresistant U373, compared with NT Microarray WISPT Upregulation 110
FADT
APC
LEF1
TCF4
CTNNEIPT
WINT9B Downregulation
AXINZ
6 US7 and LN229 cells with f-catenin downregulation STRING analysis and RT-PCR  AKTT Downregulation a5
CTNNDT
JUN
VEGFA
LN229 xenograft turnor from S-catenin siRNA-treated mice IHC EGFR Downregulation
AKT (phosphe-, total)
5TAT3
MMP2
MMP9
7 Patient-derived GBM cells with high MET expression, compared with MET Microarray D44 Upregulation 123
low population
CCNDT
TCF7
MYC
LEF1

Gene expressions by regulating EMT, stemness and WNT-related genes are altered as follows.
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Nuklearni B-katenin vrsi transaktivaciju TCF/LEF ciljnih gena, §to za posljedicu ima
poticanje stani¢nog rasta i represiju programa diferencijacije. Medu ciljnim genima su c-MYC,
N-MYC, c-JUN, ciklin D1 koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa tj. diobe, geni EPH
obitelji gena odgovorne za kodiranje adhezijskih molekula te geni za Survivin, VEGF, IL-8,
EGFR. Time veza izmedu aktivnog WNT signalnog puta i karcinoma postaje jasnija (Indranil
i sur. 2013). Pojacana ekspresija proteina TCF-1 detektirana je u 51.6% uzoraka glioblastoma,
a proteina LEF-1 u 71% uzoraka. Pojacana ekspresija LEF-1 sama po sebi moze biti biljeg za
razlikovanje astrocitoma gradusa Il i Il od glioblastoma.LEF-1 stoga moze posluziti kao
marker malignosti kod tumora mozga (Peé¢ina-Slaus i sur. 2014). Detekcija p-katenina u
nukleusu biljeg je aktivnog WNT signalnog puta (Li i sur. 2014), jer je kontrola njegove
stabilnosti kona¢ni produkt svih agonistic¢kih i antagonistickih regulatora.

Aberantna aktivacija WNT signalnog puta ne doprinosi samo umnazanju stanica raka,
nego pojacava njihovu otpornost na radijaciju i kemoterapiju, te moze utjecati na represiju
diferencijacije i mogucnost stanice da migrira. Od najveéeg je interesa u kontekstu
kancerogeneze sposobnost aktivnog WNT puta da odrzava stanice u funkciji mati¢nih stanica.
Mati¢ne stanice sadrze intrinzi¢nu uputu za diferencijaciju, stoga je pretpostavka da aktivacija
Wnt signalnog puta moze zaobi¢i diferencijaciju blokirajuéi ili suprimirajuci za to specifi¢an
set gena (Clevers i Nusse 2012). Aberantne ekspresije ili mutacije proteina APC i B-katenina
mijenjaju staniénu migratornu sposobnost. B-katenin osim uloge u Wnt signalnom putu u
epitelnim stanicama utjece na jo§ jedan proces. Esencijalan je vezujuci protein u interakciji S
citoplazmatskim dijelom skupine kadherina. Tipi¢an primjer je E-kadherin u zonulama
adherens izmedu stanica. Obavljajuci ovu funkciju B-katenin je izricito stabilan u usporedbi s
citoplazmatskim c¢iji se signalizacijski poluZivot broji u minutama (Clevers 1 Nusse 2012). U
normalnim uvjetima, ovi proteini stupaju u interakciju s aktinom i mikrotubularnim
citoskeletnim sustavom. Mutirani B-katenin slabije veze E-kadherin na §to upucuju studije s
delecijama dijelova CTNNBL1 gena kod stanica karcinoma Zeluca (Giles i sur. 2003). Precizno
uspostavljena ravnoteza izmedu koncentracije citoplazmatskog i nuklearnog B-katenina
odreduje ishode WNT signalnog puta preciznije od iznosa apsolutnih koncentracija (Schiefer i
sur. 2014).
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6.4.GENSKE/EPIGENSKE PROMJENE WNT SIGNALNIH KOMPONENTI

Aberantna WNT aktivacija pronadena je kod razli¢itih tipova raka, uklju¢ujuc¢i i GBM.
Mutacije u WNT signalnim komponentama (APC, B-katenin, AXIN, WTX, TCF4) mogu biti
uzrok aktivacije Wnt signalnog puta u GBM tumorima (Kikuchi i sur. 2003, Austinat i sur.
2008, Kim i sur.2008, Fattet i sur. 2009, Anastas i sur. 2013). Kod raka debelog crijeva,
mutacije u WNT signalnim komponentama bile su izrazito naglaSene. Otprilike 85%
tumoradebelog crijeva imaju mutacije na APC-u, uzevsi u obzir da su aktivirane mutacije kod
B-katenina bile proucavane u 50% slucajeva tumoradebelog crijeva kod kojih je nedostajala
APC mutacija (Sparks i sur. 1998, Aust i sur. 2002, Sieber i sur.2002). APC je negativni
regulator aktivacije WNT signalnog puta. Prema tome, ve¢ina APC mutacija su zapravo
,,loss-of-function® mutacije. Sli¢no kao kod tumora debelog crijeva, mutacije u Wnt signalnim
komponentama (B-katenin, APC i AXIN1) detektirane su na meduloblastomima (tumor na
mozgu koji primarno nastaje u malom mozgu) (Zurawel i sur. 1998, Eberhart i sur. 2000,
Yokota i sur. 2002, Baeza i sur. 2003, Silva i sur.2013). Posljednja opsezno provedena
istrazivanja pokazala su da mutacije na egzonu 3 [-katenina, odgovaraju njegovoj
fosforiliranoj regiji koja je pronadena u 18-22% slucajeva kod meduloblastoma (Yokota i sur.
2002, Baeza i sur. 2003). Nadalje, 5% imalo je mutacije na APC ili AXIN1 (Baeza i sur.
2003, Silva i sur. 2003). Mutacije B-katenina detektirane kod oboljelih od raka jetre i
meduloblastoma, dovele su do poremecaja fosforilacije i degradacije P-katenina §to je
rezultiralo hiperaktivacijom WNT signalnog puta (Austinat i sur. 2008, Fattet i sur. 2009, Kim
i sur. 2013). Prema tome, mutacijski status WNT signalnih komponenti je indikator WNT
aktivacije kod tumora. Kao krajnja suprotnost tumoru debelog crijeva i meduloblastomima,
genske mutacije kod B-katenina i APC-a u GBM nisu pronadene (Logan i sur. 2004, Reya i
sur.2005). Identificarana je homozigotna delecija FAT Atypical Cadherin 1 (FAT1), negativni
efektor WNT signalnog puta u GBM.

Kopija izgubljenog FAT1 pronadena je u priblizno 20% od istrazivanih GBM-a; WNT
signalno povezani geni bili su pojacani, sugeriraju¢i pritom da je gubitak FAT1 Kriticni
molekularni dogadaj za WNT aktivaciju u GBM-u. U skladu sa TCGA(The Cancer Genome
Atlas) anabolickom bazompodataka, ucestalost inaktivacije mutacije FAT1 u GBM-u je oko
1%. Epigenetsko smanjenje negativnog utjecaja Wnt signalnog puta moze aktivirati WNT
signaliziranje 1 pridonjeti malignom ponasanju GBM-a. Frizzled-povezani proteini (FRPS) su
topljivi proteini koji se vezu na WNT i interferiraju s WNTSsignalnim putem. Dickkopf (DKK)

se pona$a kao antagonist WNT signaliziranja putem povezivanja na njegov CO-receptor LRP
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(Shou i sur. 2002). Uistinu, epigenetsko smanjenje negativnog utjecaja ihibitornih gena WNT
signalnog puta Cesto se dogada u gliomima, ukljucujuci i hipermetilaciju promotora sFRP-a
(sFRP1, sSFRP2, sFRP4, sFRP5), Dickkopf-a (DKK1, DKK3) i Naked-a (NKD1, NKD2).
Hipermetilacija promotora sFRP1, sFRP2 i NKD2 u GBM-u, pojavljuje se u vise od 40%
primarnih GBM uzoraka. Roth i sur. (2000)izvijestio je o ulozi sFRP-a u proliferaciji i
migraciji gliomskih stanica (Roth i sur. 2000). U toj studiji ektopi¢na ekspresija sFRP-a
reducira gliomsku pokretljivost stanica povecanjem MMP2(matriks metaloproteinaza2).
Hipermetilirani DKK1 promotor identificiran je u 50% sekundarnih GBM (Foltz i sur. 2010,
Schiefer i sur. 2014). Sumarno, ove studije upucuju na to da epigenske promjeneWNT

signalnih komponenti, imaju odlué¢ujucu ulogu u WNT aktivaciji u GBM.

7. WNT SIGNALIZACIJA U GBM SPOSOBNIM ZA DIFERENCIJACIJU
7.1. WNT SIGNALIZACIJA U MATICNIM STANICAMA

Ve¢ je ustanovljeno da WNT signalizacija regulira diferencijaciju mati¢nih stanica i
nise(nisa mati¢nih stanica je ograni¢eno i specijalizirano podruéje gdje obitavaju mati¢ne
stanice , Gabrijela Korica, University of Technology, Graz, Austrija, 2015) mati¢nih stanica u
normalne stanice. Npr. intestinalne mati¢ne stanice koje su imale TCF4 mutaciju, nisu uspjele
podnjeti samoobnovu mati¢nih stanica koja je potom rezultirala regresijom intestinalnog tkiva
(Korinek i sur.1998). U sustavu folikula dlake, ektopi¢nackspresija DKK uzrokovala je deficit
folikula dlake i zlijezde dojke, indicirajuéi tako ulogu WNT signalizacije u ni§i mati¢nih
stanica (Andl i sur. 2002). Suprotno tome, aktivacija WNT signalnog puta pod pritiskom od
strane mutiranog B-katenina, povecala je razinu mati¢nih stanica u folikulu dlake (Gat i sur.
1998).

Model tumorskih mati¢nih stanica (cancer stem cells — CSCs) pretpostavlja stani¢nu
hijerarhiju u kojoj CSCs uglavnom dovodi do nastanka tumora i njegovog razvitka.(Facchino
i sur. 2011, Suva i sur. 2014). Karakteristike koje su Cesto povezane sa CSCs ukljucuju
Sposobnost samoobnove, sli¢nost s normalnim mati¢nim stanicama i tumorogenezu In
vitro/vivio(Gursel i sur. 2011). Neke su studije pokazale da je inhibicija WNT signalizacije
putem modulacije -katenina, LEF i TCF sprijecila klonogenski rast raznih vrsta tumorskih
stanica (Fodde i sur. 2007, Vermeulen i sur. 2010, Kanwar i sur. 2010, Jin i sur. 2011,
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Ramachandran i sur. 2014). Uz to, WNT inhibiraju¢i faktor 1 (WIF1) inducirao je stani¢no

starenje, sprjeCavajuéi uslijed toga maticnost i rast tumora (Ramachandran i sur. 2014).

7.2. WNT SIGNALIZACIJA U GBM MATICNIM STANICAMA (GSCs)

UnatoC¢ kontroverzama vezanih za pojedine tumorske modele, mnogobrojne studije
podupiru teoriju o GSCs kao kriticnoj stani¢noj populaciji koja pridonosi GBM malignosti,
terapeutskoj rezistenciji te ponovnom pojavljivanju tj. povratku tumora (Das i sur. 2008,
Wang i sur. 2013, Ortensi i sur. 2013). Povezanost izmedu WNT signalizacije i GSCs
razjaS$njena je u narednim istraZivanjima. Studija Depinho grupe (Zheng i sur. 2010)pokazala je
da je PLAGL2 na kromosomu 20ql1.21 pojaéan u primarnim GBM uzorcima i GBM
stani¢nim linijama (Zheng i sur. 2010). PLAGL2 podrzava samoobnavljajuéu sposobnost
GBM stanica, dok s druge strane ogranicava NSC diferencijaciju. Pretjerana ekspresija
PLAGL2 u astrocitama i GBM stanicama dovodi do pozitivne regulacije WNT
signaliziraju¢ih komponenti, ukljuc¢uju¢i WNT6, FZD9 i FZD2. K tome, PLAGL2 pokazao se
bitnim za odrzavanje mati¢nih stanica i gliomagenezu putem aktivacije kanonske WNT
signalizacije (Zheng i sur. 2010, Sekiya i sur. 2014). Jo§ jedna studija pokazala je utjecaj
WNT signalizacije u GSCs putem FoxM1 (Zhang i sur.2011). Njeni su autori pokazali da
FoxM1 djeluje kao promotor nuklearne translokacije B-katenina direktno se veZuci na B-
katenin,sukladno ekspresijskom nivou nuklearnog FoxM1 u suradnji s [-kateninom u
uzorcima GBM-a. FoxM1 je fosforiliran MELK-om, kinazom oboga¢enom GSC-om. FoxM1
takoder pospjesuje samoobnovu i otpornost na zracenje u GBM stanicama (Joshi i sur.2013).
Shodno tome, FoxM1 selektivno se veZe na promotor Sox2, glavni regulator

samoobnavljaju¢eg GSC i na taj nacin potiCe transkripciju mati¢nih stanica (Lee i sur. 2015).

Rheinbay i sur.(2013) napravili su komparativnu analizu kromatina u GSCs
usporediv§i ga sa cijelim tumorom te su, na taj nacin, uspjeli identificirati dio
razvojnogtranskripcijskog faktora,jedinstvenog za GSCs. Otkrili su da ljudski homolog gena
(ASCL1) aktivira WNT signalizaciju u GSCs tako da inhibira negativni regulator DKK1
(Rheinbay i sur.2013). S obzirom da je aberantna WNT aktivacija u GBM potpomognuta
epigenskom regulacijom, a ne genskim mutacijama, epigenski profili cijelog genoma c¢e
najvjerojatnije rasvijetliti mehanizme u mati¢nim stanicama koje su pod kontrolom WNT
signalnog puta u GSCs. Uz to Bartscherer i sur. (2006)otkrili su da je o¢uvani seven-pass

transmembranski protein, Evi, ukljuéen u sekreciju WNT liganada u Drosophila-i i humanim
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stanicama utjecuci tako na (kanonski) WNT signalni put (Goodman i sur. 2006, Bartscherer i
sur. 2006,Augustin i sur. 2012). Uz to, otkrili su da je Evisnazno eksprimiran u gliomima i
dadjelovanje Evi-ja u glioblastomima otezava proliferaciju, klonogenski razvoj i invaziju (pod
invazijom se ovdje misli na Sirenje tumorskih stanica u okolna tkiva) (Augugstin i sur.2012).
Druga su istrazivanja pokazala da su WNT signalne komponente kao Frizzled i Dishevelled 2
(DvI2) prekomjerno eksprimirane u GBM i da ti geni djeluju kao promotori klonogenskog
rasta. (Holland i sur. 2001, Jin i sur. 2011).

7.3. WNT SIGNALNI PUT U GBM INVAZIJI

Metastaziranje tumora je glavni faktor koji doprinosi smrtnosti uzrokovane tumorima.
Epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT) je klju¢ni proces koji omogucuje stanicama raka
epitelnog podrijetla da metastaziraju u udaljene organe. WNT signalni put je ukljucen i u
tumorsku invaziju i u EMT. Neke su studije pokazale da aktivacija WNT signalnog puta
povecéava pokretljivost stanica raka odgovornih za rak mjehura, dojki i gusterace (Xue i sur.
2011, Smit i1 sur. 2011).Povecana koncentracija pozitivnih WNT signalnih regulatora,
povecava ekspresiju EMT povezanih gena kao npr. ZEB1, SNAIL, TWIST, SLUG i N-
kadherina, ukazujuéi pritom na ulogu WNT signalnog puta u EMT-u (Howe i sur. 2003,
Kemler i sur. 2004, Wellner i sur. 2009, Mikheeva i sur. 2010, Yang i sur. 2010,Han i sur,.
2011, Scheel i sur. 2011) (Slika 3.).
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Slika 3. Visestruke uloge WNT signalnog puta u GBM: 1. Odrzavanje mati¢nih stanica

glioblastoma, 2. Povecana migracija i invazivnost, 3. Poveéana rezistentnnost na lijekove.
WNT regulatori signalizacije (npr. PLAGL2, FoxM1, Evi/Gprl77 i ASCL1) dovode do
aktivacije WNT signalnog puta i time povecavaju moguénost samoobnavljanja GBM stanica.
WNT signalna aktivacija pozitivno regulira ekspresiju EMT-povezanih gena (npr. ZEB1,
SNAIL, TWIST, SLUG, MMP i N-cadherin), dovodec¢i do povecanja migracije i invazivnosti
GBM stanica. Usprkos kemo i radioterapiji, pozitivna regulacija WNT signalizacije pomocu

gena za popravak DNA pomaze ponovnom razvoju tumora i moguéem recidivu.

Ektopicna ekspresija aktivnog B-katenina potice ekspresiju ZEB1 u GBM stanicama i
povecava stani¢nu pokretljivost (Kahlert i sur. 2012). S druge pak strane, inhibicija B-katenina
koci stani¢nu invaziju u 487MG i LN229 GBM stanicama (Yue i sur. 2010). Uz to, pokazalo
se da WNTS5H uzrokuje migraciju u GBM stanicama aktiviraju¢i B-katenin neovisni put.
Smanjenje WNTSA u GBM stanicama znatno inhibira moguénost migracije tih stanica bez
da utjeCe na kinetiku proliferacije (Kamino i sur. 2011). Sukladno tome, ekspresija
rekombinantnog WNTSH proteina omogucila je migraciju u GBM stanicama povecavajuci
aktivnost MMPL (Kamino i sur. 2011). Sli¢ni zakljucci proizasli su koristenjem WNT
regulatora kao npr. WNT2 i FZD2 (Pu i sur. 2009, Kamino i sur. 2011).

Ukljucenost WNT signalne aktivacije u GBM invazivnosti vidljiva je u radu (Jin i
sur.2011). Autori su obogatili,izrazitoinvazivne GBM populacije stanica, kroz seriju in vivio
transplantacija, analiziraju¢i pritom mRNA ekspresiju tih populacija. FZD4, pozitivni WNT

regulator identificiran je kao uzro¢ni efektor invazivnih fenotipa GBM stanica (Jin i
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sur.2011). Zaklju¢no, WNT signalni put ima klju¢nu ulogu u GBM invaziji stoga je

opravdana lokalizacija nastanka WNT signala zbog potencijalne terapeuticke primjene.

7.4. WNT SIGNALNI PUT U TERAPEUTSKOJ REZISTENCIJI

Vecina tumora razvija otpornost na radioterapiju i kemoterapiju. Neke su studije
pokazale da aktivacija WNT signalnog puta uzrokuje rezistenciju na lijekove kod mnogih
tumora, ukljucujuci tumore jajnika, debelog crijeva i gusterace (Varma i sur. 2005, Peng i sur.
2011, Anastas i sur. 2014)(Slika 3.). Npr. WNT5A bio je pojacano reguliran kod stani¢ne
linije karcinoma jajnika koja je bila otporna na Oxaliplatin (Varma i sur. 2005). Dislocirana
ekspresija WNTSA omogucila je vecu rezistenciju tumorskih stanica jajnika na lijekove poput
Paclitaxela, 5-fluorouracila, Epimbicina i Etoposida (Bao i sur.2011). WNT5A je aktivirao
Abt signalni put i na taj nacin osigurao rezistenciju stanica debelog crijeva na inhibitore
histon-deacetilaze (Bordonaro i sur.2011). Shodno tome, inhibicija WNT5A dovela je do
lijekovima izazvane apoptoze kod raka gusterace (Griesmann i sur.2013). U GBM Auger i
sur. (2006) pokazali su da WNT signalni put djeluje kao promotor rezistencije na

Temozolomide, standardni kemoterapeutik za pacijente koji imaju GBM.

WNT signalni put takoder doprinosi radiorezistenciji tumorskih stanica (Chen i sur.
2007, Woodward i sur. 2007, Zhang i sur. 2010). Kod modela stanica dojki stabilizirani -
katenin selektivno rezistentna tvorevina na dojci i pove¢ana rezistencija na zracenje u Scal”
podpopulaciji u usporedbi s odgovaraju¢im Scal- stanicama (Woodward i sur. 2007, Zhang i
sur. 2010). TCF4 takoder se pokazao odgovornim za radiorezistenciju tumorskih stani¢nih
linija debelog crijeva (Kendziorra i sur. 2011). U GBM, Bao i sur. (2006)su otkrili da su
CD133" stanice obogaéene sa GSC(izloZene matiénim stanicama glioblastoma)bile otpornije
na zraCenje od CD133" stanica. Uzrok tomu bio je povecan kapacitet popravaka DNA u
CD133" stanica (Bao i sur. 2006). Ti rezultati ukazuju na to da CD133" populacija tumorskih
stanica pridonosi radiorezistencijikod GBM-a i $to je viSe vjerojatno doprinosi vra¢anju
GBM-a. Sli¢no tomu, Zhang i sur.(2012) dosli su do podataka da FoxM1 djeluje kao
promotor GBM rezistencije putem regulacije Rad51, klju¢ne komponente prilikom procesa
popravka DNA (Zhang i sur.2012).

Koriste¢i in vivo Orthotopic Xenograft tumorski model kombiniran s in vivo

radijacijom, Kim i sur.(2012) uspjeli su dobiti genske potpise koji su obogaceni §to se tice
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radiorezistencije GBM stanica u usporedbi s ishodisnim tumorskim stanicama(Kim i
sur.2012). Radiorezistentne GBM stanice eksprimiraju visoku razinu WNT signalno
povezanih gena poput WISP1, FZD1, LEF1, TCF4, WNT9B i AXIN2. Inhibicija WNT
signalnog puta putem XAV93S, WNT signalnog inhibitora, izaziva povecanje senzitivnosti

GBM stanica na radijaciju.

7.5. CROSS-TALKIZMEDU WNT I OSTALIH SIGNALNIH PUTEVA U GBM

Cross-talk se odnosi na medudjelovanje dviju ili viSe komponenti signalnog puta,
naj¢esce izmedu proteina u signalnoj kaskadi. RTK (Receptor Tirozin Kinaza) djeluje kao
promotor prezivljavanja, proliferacije i invazije kod GBM. Hiperaktivacija RTK signalizacije
uzrokovane genomskom amplifikacijom i/ili aktivacijom RTKs mutacije u vise od 90%
slucajeva uzrokuje GBM(Verhaak i sur. 2010, Noushmehr i sur. 2010). Amplifikacije ili
somatske mutacije na EGFR, PDGF, FGFR i ME1 c¢esto djeluju na GBM pojacavajuéi
ekspresiju tumora. (Verhaak i sur.2010). Zbog toga ¢e se u narednom dijelu rada govoriti 0
potencijalnoj vezi izmedu WNT i RTK signalnih puteva(Slika 4.).
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Slika 4. Cross-talk s drugim signalnim putevima. Na slici je prikazan cross-talk izmedu
EGFR i MET.Aktivacija EGFR omogucuje fosforilaciju CK2oa $to dovodi do
razdvajanjakompleksa a-katenin/B-katenin (lijevo). Iako detaljni mehanizam nije razja$njen
do kraja, poznato je da MET aktivacija povecava stabilnost B-katenina. Slobodan
citoplazmatski PB-katenin stabiliziran je i dislociran u jezgru. B-katenin u jezgri povezuje

TCF/LEF transkipcijski faktor koji inducira ekspresiju gena WNT signalnog puta.

7.6.1. CROSS-TALK S EGFR SIGNALNIM PUTEM

EGFR amplifikacija i hiperaktivacija pronadeni su kod 60 %pacijenata, oboljelih od
GBM(Ekstrand i sur. 1992, Watanabe i sur. 1996, Ohgaki i sur. 2004, Huang i sur.
2009).AktivacijaEGFR inducira negativhu mitogenu signalizaciju, kao i mitogen-aktivirajucu
protein-kinazu, fosfatidil-inozitol 3-kinazu/Akt te transducere i aktivatore transkripcijskih
(STAT) puteva (Huang i sur. 2009, Karpel-Massler i sur. 2009). Bioinformaticka analiza
koriste¢i program za analizu gena u interakciji (STRING), pokazala je da je B-katenin
povezan s nekoliko gena, uklju¢ujuc¢i Aktl, CCND1, JUN, P53te VEGFA(Yue i sur.2010).
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Shodno tome, nekoliko je studija pokusalo naci poveznicu izmedu EGFR i WNT signalnih
puteva, a jedna je pokazala da inhibicija B-katenina u GBM stani¢nim linijama (U87MG i
LN229) dovodi do negativne regulacije EGFR, STAT3, Aktl, MMP2 i MMP9, FRA-1 te c-
MYC. Druga je pak studija pokazala da negativna regulacija TCF4 reducira Aktl ekspresiju
vezanjem na Aktl promotor, stvarajuci tako poveznicu izmedu AKT i WNT signalnog puta
(Cheng 1 sur.2011). Neki radovi ukazuju na to da je EGF signalizacijapozitivni regulator
WNT signalnog puta (Lu i sur. 2003, Ji i sur. 2009). EGF-inducirana ERK2 uzvodna
regulacija rezultira fosforilacijom CK2a, a potom i CK2a te kona¢no pojedinacnom
fosforilacijom B-katenina na S641 (Ji i sur.2009). CK2a-posredovana fosforilacija a-katenina
uzrokuje disocijaciju kopleksa a-katenin/B-katenin te posljedi¢no, prelaska B-katenina u
jezgru, gdje formira kompleks B-katenin/TCF/LEF. Uz to, dugotrajno lijeCenje EGF-om
rezultiralo je nizvodnom regulacijom transkripcije kaveolina-1 i E-kaderina (Lu i sur.2003).
Nedostatak kaveolina-1 inducirao je transaktivaciju B-katenina, zbog ¢ega je nedostatak E-

kaderina izazvao stanica-stanica (cell-cell) poveznicu i inducirao EMT.

7.6.2. CROSS-TALK S MET SIGNALNIM PUTEM

Receptor faktora rasta kod hepatocita (MET) ima klju¢nu ulogu u rastu tumora,
odrzavanju mati¢nih stanica i metastaziranja (Kong i sur. 2009, Joo i sur. 2012). Kod GBM,
razina ekspresije MET-a koreliraju niskom stopom preZivljavanja pacijenata i malignoscu
(Nabeshima i sur. 1997,Louis i sur. 2006). Uz to, klinicke analize GBM uzoraka otkrile su
pozitivnu poveznicu izmedu MET ekspresije i neinvazivno povezanih gena (MMP2 i MMP9)

te proto-onkogena (c-MYC, KRAS, JUN) (Louis i sur. 2006).

Postoji nekoliko dokaza koji upucuju na to da je MET signalni put povezan sa WNT-
om kod raka, iako ta poveznica u GBM jos$ nije u potpunosti razjasnjena. Kim i sur. (2013)
pokazali su da se MET signalni putaktivira uz dodatak HGF-inducirane nuklearne
translokacije B-katenina. Stovise, MET inhibicija dovela je do blokade nuklearne translokacije
B-katenina i aktivnosti TCF/LEF promotora, (Kim i sur.2013) sugeriraju¢i pritom moguc¢nost

da je MET signalni put pozitivni regulator WNT signalnog puta.
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7.6.3.CROSS-TALK WITH SONIC HEDGEHOG (SHH) SIGNALNIM PUTEM

SHH signalni put je kljuéni put za stani¢nu proliferaciju i tumorogenezu (Dahmane i
sur. 2001, Pasca di Magliano i sur. 2003, Takezaki i sur. 2011). Studije na meduloblastomu
otkrile su da su SHH i WNT istaknuti signalni putevi koji omogucéuju formiranje izrazitih
tumorskih podgrupa (Northcott i sur. 2011, Taylor i sur.2012). GLI1 u stanicama
meduloblastoma, u fizickoj je interakciji sa P-kateninom wuzrokujuc¢i pritom njegovu
degradaciju, a ujedno podrzavajuc¢i mogucénost da SHH i WNT mozda ipak nisu koaktivirani u
ovim tumorima (Zinke i sur.2015). Uistinu, mutacije u SHH signalnim komponentama
(PTCH1 1 SUFU) koje su dovele do aberantne SHH signalne aktivacije, pronadene su kod
30% pacijenata oboljelih od meduloblastoma(Taylor i sur. 2002). lako su alteracije SHH
signalnih komponenti i amplifikacija kromosoma na 12q regiji koja sadrzi GLI1 bili rjede
pronadeni (Reifenberger i sur. 1994, Collins i sur. 1995, Werner i sur. 1996, Rao i sur. 1997),
uoCena je aktivacija SHH signalnog puta u GBM. Npr. blokada SHH signalnog puta
kemijskim inhibitorom Vismodegib inducirala je zastoj stani¢nog ciklusa i apoptozu te
negativno reguliranu ekspresiju GLI1 u uzorcima GBM-a (Chandra i sur. 2015). Nekoliko je
studija otkrilo da SHH signalizacija ima supresijski efekt na WNT signalni put (He i sur.
2006, Rossi i sur. 2011,Zinke i sur. 2015). Npr. opisano je da se GLI1 veze na sFRP1
promotor i povecava sFRP1 mRNA ekspresiju u GBM. Daljnja su istraZzivanja provodena sa

ciljem da se razjasni povezanost izmedu SHH i WNT signalnih puteva u GBM.

8. CILJANJE WNT SIGNALNIH PUTEVA GBM-a

Razine ekspresije gena WNT signalnog puta pronadeni su kod vise istrazivanih grupa
u kojima su sudjelovali, uglavnom, pacijenti s lo§im prognozama za preZivljavanje. Pomocu
RT-PCR i imuno-histokemijskog bojenja, analizirane su razine ekspresije WNT
komponenata(Sareddy i sur. 2011). Ekspresija mMRNA B-katenina, Dul3 i ciklina D1 bila je
znacajnije visa na uzorcima tkiva oboljelog od glioblastoma nego kod zdravog tkiva mozga.
Uz to, proteinski nivoi pB-katenina, TCF4, LEF1, c-MYC, n-MYC, c-JUN i ciklina D1 bili su
u korelaciji sa stupnjem glioma, gdje je p-katenin imao znacajnije pozitivniju korelaciju s
TCF4 i LEF1. U drugoj je studiji ekspresija WNT1, B-katenina i ciklina D1 bila povezana s
malignoscu i klinickim posljedicama kod pacijenata oboljelih od GBM (Liu i sur. 2011).
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Novije genske studije pokazale su gensku i molekularnu heterogenost izmedu tumora kao i
izmedu GBM tumora. LEF1, klju¢ni efektor WNT signalnog puta, regulira intra-tumorsku
heterogenost, pokazuju¢i time raSirenost i povezanost izmedu transkripcijom reguliranog

WNT signalizirajuceg faktora i GBM puteva (Rheinbay i sur. 2013, Sottoriva i sur. 2013).

Sve gore navedene studije pokazuju da otkrivanje lokacije WNT-a moze imati
efektivan terapeuticki pristup protiv GBM-a(Tablica2). Identifikacija WNT signalnih
inhibitora omogucila je demonstraciju terapeuticke ucinkovitosti kod raznovrsnih slucajeva
tumora kod covjeka (Su i sur. 2003, You i sur. 2004,Liu i sur. 2004,Yoshizumi i sur. 2004,
Emami i sur. 2004, He i sur. 2005, Nagayama i sur. 2005, Fuji i sur. 2007, Chen i sur. 2009,
Lazarova i sur. 2013). No ipak, relativno je malo poznato o klini¢koj primjeni WNT inhibitora
kao tretmana za GBM, stoga ¢e u ovom dijelu biti prikazana lista WNT signalnih inhibitora
koji bi mogli imati potencijalnu primjenu kod anti-GBM terapije. Neke vrste lijekova, koje su
se pokazale uspjesnima prilikom lociranja WNT signalnog puta, razvile su se ili se jo$ uvijek
razvijaju za klinicka ispitivanja. Ti se lijekovi mogu svrstati u tri skupine: 1) ne-steroidni
protiv-upalni lijekovi, 2) nisko-molekularni kemijski inhibitori i 3) terapeuticka antitijela koja

ciljajurazlicite WNT signalne komponente (Slika 5.).
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Slika 5.Visestruke uloge WNT signalnog puta, jednog od kljuc¢nih signalnih puteva u GBM.
lako nisu detektirane strukturne genske promjene WNT signalnih komponenti, primijecena je
hipermetilacija WNT signalnog represora u 50% GBM pacijenata. WNT signalizacija ima
visestruke uloge u razvoju sredi$njeg ziv¢anog sustava i gliomagenezi. Uloge WNT signalog
puta su: 1. Odrzavanje nemati¢nosti (stemness), 2. Migracija i invazivnsot, 3. Indukcija
rezistencije na lijeCenje. Prema tome, lijecenje koje ukljucuje ciljanjeWNT signalnog puta, bit

¢e vazno za iskorjenjivanje GSC-a i svladavanje rezistencije na standardna lijeCenja.
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Ne-steroidni protiv-upalni lijekovi (NSAIDs) koristeni su za lijeCenje upala i vrucice.

NSAIDs inhibiraju aktivnost prostaglandin biosintetskih enzima, izomere ciklooksigenaze

(COX-1 i COX-2); pokazali su anti-kancerogene kao i protiv-upalne efekte te efikasno

prolaze barijeru ulazeci iz krvi u mozak (Courad i sur. 2001, Parepally i sur. 2006). Ipak,

NSAIDs su privukli veliku paznju kao potencijalni antikancerogeni agensi(Tablica 3.).

Tablica 3.Klini¢ka testiranja NSAIDs (Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs ) u stanicama

raka kod ljudi

Compound  Tumaor type |dentifier Phase Detailed description
Aspirin Esophageal cancer NCT02326779 3 Effect of low-dose aspirin on survival of esophageal cancer patients
Colorectal cancer NCTO02245679 3 Efficacy test of reqular low-dose aspirin in reducding the recument tumor of colorectal
adenomatous polyps
NCTODD02527 3 Examination of chemo-preventive effect to reduce risk of colorectal cancer
MNCT0234769
NCT02125409 3
NCTOOSE3580 2
NCTO0D62023 2 Safety/efficacy test of NSAIDs in colorectal cancer
Breast cancer NCTO07 27948 Examination of anti-angiogenic effect in breast cancer patients
NCT01431053 2 Efficacy and safety test of aspirin as the adjuvant treatment in breast cancer patients
NCT01612247 23 Safety/efficacy study of cyclophosphamide and methotrecate in combination with
aspirin treatment in breast cancer
Lung cancer MNCTO1058502 3 Efficacy study of aspirin on survival of NSCLC
Prostate cancer NCT02420652 2 Examination of anti-proliferation effect in prostate cancer patients
NCTO0316527 3 Examination of anti-prolferation effect of locally advanced or metastatic prostate cancer
Diclofenac Basal cell carcinoma MNCTO1358045 Efficacy test of N5AIDs in basal cell carcinoma
Breast cancer WNCTO1 596647 1 Examination of dovitinib-drug interaction effect on the phamacokinetics of a cocktail
including caffeine, diclofenac, omepraole, and midazolam
Celecoxib Head and neck cancer NCTOD058006 2 Examination of chemo-preventive effect to reduce risk of recurent cancer
and Lung cancer
NCTO0052611
MNCTO0527982 Examination of toxicity/efficacy test as adjuvant thempy
Head and neck cancer NCTO0400374 1 Examination of tumaor prevention effect an Edotinib (OSH774, Tarceva)
NCTODDE1906 2 Safety/anti-proliferation efficacy study of celecoxib in differentated thyroid cadinoma
NCTO0581971 1b/2  Radiosensitzing effect with radiation treatment

Pancreatic cancer

Esophageal cancer

Glioblastoma

NCTO0177853

NCTO0137852
NCTO0520091
NCTO0112502

(]

(]

Safety/efficacy study of celecoxib and irinotecan combination effect concurrent
radiation treatment

Safery/efficacy study of celecoxib treatment combined with imadiation

Examination of anti-proliferation effect with radiation treatment

Clinical information pertaining to aspirin, diclofenac, and celecoxib in various cancer types is avallable at the following website: httpsy//clinicaltrials gov.
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Aspirin je mala molekula topiva u mastima koja se koristi za suzbijanje bolova.
Mnoge studije pokazuju da aspirin inhibira proliferaciju stani¢nih linija raka koje nemaju
ekspresiju gena COX-1 i COX-2 (Zhang i sur. 1999). Ranije studije pokazuju da aspirin
negativno regulira WNT signalni put u stanicama raka rektuma. Potvrdeno je da dnevno
uzimanje aspirina kroz period od pet godina viSe ne reducira rizik za razvitak raka debelog
crijeva. U GBM-u aspirin inhibira proliferaciju i invazivnost te povecava apoptozu radi
zastoja interfaze stanicne diobe u genima US7MG i A172. Do toga dolazi radi pozitivne
regulacije WNT signalnog puta. Prate¢i razvoj tretmana aspirinom TCF/LEF promotorske
aktivnosti i ekspresije WNT signalno-lociranih gena (c-MYC, ciklin D1 i FRA-1) bili su
poviseni u GBM stani¢nim linijama (Chen i sur. 2011). Diklofenak je jedan od tipi¢nih
NSAIDs-a i djeluje tako da inhibira gene COX-1 i COX-2, dok je Celexocib novija generacija
lijekova koja selektivno inhibira COX-2 aktivnost. Tretman tim lijekovima reducira

proliferaciju, formiranje kolonija i metastaziranje GBM stanica (Sareddy i sur.2013).

Novija istrazivanja su otkrila nekoliko malih molekula koje djeluju kao inhibitori i

antitijela pronadenih kod WNT signalnog puta(Tablica 4.) (De Robertis i sur.2013).
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Tablica 4.Eksperimentalni lijekovi koji ciljaju WNT signalni put

Developmental  Type Target Tumor type Detailed description Reference
agents
SEN4&1 Smallmolecule inhibitor  AXIN Glioblastoma  SEN451 protected AXIN degradation, causing B-catenin loss 158
XAVG39 SmalFmolecule inhibitor  Tankymse  Glioblastoma  XAW939 inhibited TNK degradation, increasing AXIM stability 10
Thiazolidinedione Smallmaolecule inhibitor  f<Catenin - Colon cancer  Thiazolidinedione inhibited cellular proliferation and metastasis 144
ICG-001 Small-molecule inhibitor  $Catenin Colon cancer  1CG-4001 downregulated survivin and oyclin D1 expression by 148
disrupting the intermction between S-catenin and CBP
Artificial F box SmalFmolecule inhibitor  f<atenin - Colorectal A chimeric F box protein (CFP) lead to in vitravivio growth 149
protein cancer inhibition by nuclear fcatenin destruction
Smallmolecule inhibitor  f<atenin Colon cancer A chimeric F box fusion protein reduced the S-catenin, which 147
downregulated TCF/LEF promater activity
Inhibitors of Smallmolecule inhibitor  AXINZ Colorectal Whs stabilized AXINZ via interacting with AXINZ protein, which 146
WNT response cancer induced fcatenin degradation
Inhibitors of Smallmaolecule inhibitor  Porcupine  Colorectal MWPs was as a Porcn inhibitor, which blocked palmitoylation of
WNT production cancer WNT ligands
Flg Smalkmolecule inhibitor  FZD7 Lung cancer F19 inhibits the canonical WNT signaling, interrupting the 143
interaction between FZD7 and Dni.
WHNT monoclonal  Monoclonal antibody WNT1 Lung cancer  Anti-Wnt-1 suppressed cellular growth of lung cancer cells in vito 161
antibodies and in vivo
Monoconal antibody WINT1 Colorectal WNTT monockonal antibody reduced the dlonogenic potential 140
cancer and TCF/LEF promoter activity
Monoconal antibody WINT2 Mealanoma WNTZ monaclanal antibody inhibited in vitro/vivo proliferation 141
and WNT signaling activation, whereas it induced cellular
apoptosis
pAbSa-S Polyclonal antibody WNTSA Gastric cancer  pAbSa-5 inhibited migration of gastric cancer cells and 162
WHNTSA-dependent Racl activation
SFRPZ Mab Monoclonal SFRPZ Angiosarcoma,  SFRPZ antibody inhibited tumor growth and migration 163
Antibody Breast cancer
Foxy-5 Peptide FZD5 Murine breast  Foxy-5 inhibited metastasis capacity of mouse breast cell lines 164
cancer
MABS2-13 Murine monockonal FZD10 Synovial MAB92-13 bound to FZD10 and exhibited anti-tumor effect 165
antibody sarcoma
TTe41 Polyclonal FZD10 Synowvial TTe41 decreased in vivadvitro proliferation 142
sarcoma

Small molecules and antibodies targeting WNT signaling are listed, along with their mechanisms of action.
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Nasumicna selekcija 16 000 molekula koriStena je u istrazivanju SEN461 kao
obecavajuci inhibitor WNT signalnoga puta, potvrdiv§i molekulski mehanizam inhibicije.
SEN416 sprjecavao je proteosomalnu degradaciju AXIN-a. Stabilizacijom AXIN-a,
citoplazmatski nivo fosforiliranoga B-katenina je povecan, popracen smanjenjem ukupne
koncentracije B-katenina. Eksperimentalno, SEN461 uvelike je odgovoran za inhibiciju rasta
potisnuvsi WNT signalni put u GBM stanicama. XAV939 je antagonist Tankyrase (TRF-1,
TNK) tako $to inhibira interakciju s AXIN-om i regulira njegovu stabilnost. TNK enzimska
aktivnost posredovana je ubikvitinizacijom AXIN-a i proteosomalnom degradacijom.
XAV939 kontrolira WNT signalni put povecavajuci stabilizaciju AXIN-a (Huang i sur.2009).
Kim i sur.(2013) pokazali su da XAV939 potencijalno inhibira WNT signalni put u GBM
stanicama U373 koje su rezistentne na zracenje (Kim i sur.2013). Kako bilo, nema klini¢kog

napretka u istrazivanju gena SEN461 i XAV9309.

Antitijela koja napadaju WNT signalni put kategorizirana su kao: anti-ligand antitijela
koja zarobljuju i neutraliziraju WNT ligande (WNTL1, 2, 5A i sFRP2) (You i sur. 2004,
Hanaki i sur. 2004,He i sur. 2005, Fontenot i sur. 2012) i anti-FZD antitijela (FZD5 i FZD10)
(Nagayama i sur. 2005, Safholm i sur. 2008, Fukukawa i sur. 2008). Da bi se povecala
sposobnost terapijskih antitijela da penetriraju kroz krvno-mozdanu barijeru, novi su pristupi
kao npr. konjugacija nanocCestica i protutijelno inZenjerstvou fazi istrazivanja s ciljem razvoja

novih terapijskih antitijela (Gabathuler i sur. 2010,Hernandez-Pedro i sur. 2013).
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9. ZAKLJUCAK

WNT signalni put uvelike pridonosi nastanku i razvoju GBM-a, stoga su istrazivanja
uglavnom usmjerena prema otkrivanju gena zasluznih za nastajanje odredenih WNT proteina
te pronalazenjem njihovih funkcija u svrhu $to boljeg poznavanja mehanizma nastanka i
djelovanja. Tako je u genomu sisavaca do sada detektirano 19 WNT gena ¢iji su produkti
bogati cisteinom i koji u prosjeku sadrze 350-400 aminokiselina. U WNT regulaciji sudjeluje
velik broj sekrecijskih glikoproteina koji djeluju kao ligandi ili okidaci specifi¢ne kaskade
signalnog puta. WNT signalni put moze u stanici biti u aktivnom ili neaktivnom stanju,
ovisno o prisutnosti WNT liganda s ekstracelularne strane membrane. Kad je WNT odsutan
nekoliko proteina s citoplazmatske strane formira degradacijski kompleks. On se sastoji od
aksina, adenomatous polyposis coli proteina (APC), glikogen sintaze kinaze (GSK3p) i kazein
kinaze | (CKI). Svrha ovog kompleksa je modifikacija transkripcijskog kofaktora [3-katenina.
CKI fosforilira serin 45 i treonin 41, a GSK3p serine na pozicijama 33 1 37 (svi su na amino
terminalnoj regiji). Slijedi ubikvitinizacija pomo¢u E3 podjedinice ubikvitin ligaze- (-
transducin repeat containing protein (B-TrCP) ¢iji F box/WD ponavljajuéi motiv prepoznaje
fosforilirano mjesto. Ubikvitinizacija je signal kojidovodi do degradacije p-kateninapomocu
26S proteosoma. Posljedi¢no, on ne ulazi u jezgru i izostaje aktivacija obitelji transkripcijskih
faktora T-cell factor/lymphoid enhancing factor (TCF/LEF) tj. odrzava se stanje represije.
TCF se u ovom stanju veZe za transkripcijski represor Groucho. WNT ligand se s vanjske
strane stanicne membrane veZe za sedmerostruki transmembranski receptor Frizzled (Fz) 1
njegov koreceptor low-density lipoprotein receptor related protein (LRP6 ili srodni protein
LRP5). Citoplazmatski dio LRP-a fosforiliran je kompleksom WNT-Fz-LRP6 i tako aktivira
aksin. Koncentracija B-katenina u citoplazmi raste i B-katenin prelazi u jezgru gdje aktivira
transkripcijske faktore obitelji TCF/LEF i njihove ciljne gene. Nuklearni proteini Bcl9 i
Pygopus takoder sudjeluju u aktivaciji ciljnih gena. Vezanje WNT na Fz receptor uzrokuje
hiperfosforilaciju proteina dishevelled (DVL) koji time postaje aktivan i djeluje kao inhibitor
GSK3p. DVL djeluje na sjecistu na kojem se WNT signalni put grana na dva segmenta.
PLAGL2 podrzava samoobnavljaju¢u sposobnost GBM stanica, dok s druge strane
ogranicava NSC(Neural stem cell) diferencijaciju. Prekomjerna ekspresija PLAGL2 u
astrocitama 1 GBM stanicama dovodi do pozitivne regulacije WNT signaliziraju¢ih
komponenti, uklju¢uju¢i WNT6, FZD9 i FZD2. K tome, PLAGL2 se pokazao bitnim za
odrzavanje mati¢nih stanica 1 gliomagenezu putem aktivacije kanonske WNT signalizacije.

Radiorezistentne GBM stanice eksprimiraju visoke razine WNT signalno povezanih gena
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poput WISP1, FZD1, LEF1, TCF4, WNT9B i AXIN2. Inhibicija WNT signalnog puta preko
XAV93S, WNT signalnog inhibitora, izaziva povecanje senzitivnosti GBM stanica na

radijaciju.
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