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Wzrastajgce w ostatniej dekadzie
zainteresowanie Srodowiska naukowego
szlakiem zaleznym od Wnt jest podparte
licznymi  badaniami, wykazujacymi
znaczenie tej Sciezki zarbwno w proce-
sach fizjologicznych, jak i patologicznych.
Wykazano, ze zaburzona regulacja
i aktywacja tego szlaku jest zwigzana
z retinopatia, tetra-amelig oraz artre-
tyzmem. Ponadto niektére biatka tego
szlaku petnig istotna role w chorobie
Alzheimera, schizofrenii oraz chorobie
afektywnej dwubiegunowej. Dowodami
na to, ze Sciezka zalezna od Wnt ma
istotne znaczenie w etiologii nowotworéw
sa 3 odkrycia: 1) biatko supresyjne APC
(Adenomatous Polyposis Coli) jest zaan-
gazowane w proces degradacji B-kate-
niny, ktéra stabilizowana jest poprzez
Sciezke Wnt, 2) mutacje w biatku APC
w wielu typach nowotworéw prowadza
do stabilizacji B-kateniny oraz 3) mutacje
B-kateniny zwigzane z procesem nowo-
tworzenia w wielu typach nowotworéw
prowadzg do jej stabilizacji i pozwalaja
kwalifikowa¢ biatko to jako proto-
onkogen.

W niniejszej pracy opisane zostaty inte-
rakcje biochemiczne pomiedzy poszcze-
gblnymi biatkami szlaku oraz ich rola
w kancerogenezie.

Stowa kluczowe: Wnt, B-katenina, Fzd,
Dvl, nowotwory.
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Sciezka sygnatowa zalezna od Wnt jest potgczeniem kilku odrebnych szla-
kow, ktérych zréznicowana aktywacja zalezy od specyficznosci liganda Wnt
oraz izoformy receptoréw Frizzeled (Fzd), a takze warunkdw panujacych w ko-
morce. Poszczegdlne elementy tego szlaku budzg duze zainteresowanie nie
tylko naukowcéw, ale takze firm farmaceutycznych, ze wzgledu na potencjal-
ne wykorzystanie ich jako dobrych celéw do poszukiwania skutecznych lekow.

W artykule tym zaprezentowane zostaty najnowsze wiadomosci dotycza-
ce badan nad rolg szlaku Wnt/B-katenina w chorobach nowotworowych oraz
perspektyw wykorzystania tej Sciezki w terapii inhibitorami oraz krotkimi in-
terferujacymi RNA.

Sciezki sygnatowe Wnt/p-katenina

U ssakow pierwszy zidentyfikowany gen Wnt nazwano int-1, poniewaz
ulegat aktywacji poprzez integracje fragmentu LTR mysiego wirusa raka sut-
ka (MMTV), wywotujgcego nowotwory tego gruczotu u myszy. U Drosophila
homologiczny gen nazwano wingless, a kombinacja obu nazw zapoczatko-
wata okreslenie Wnt [1].

Sygnat zalezny od biatek z rodziny Wnt jest przekazywany w komarce po-
przez rozne sciezki. Potaczenie liganda Wnt z receptorem Fzd prowadzi do ak-
tywacji Sciezki: kanonicznej zaleznej od B-kateniny oraz dwdéch Sciezek nie-
kanonicznych (zaleznej od jonéw Ca* oraz tzw. polarnej). Kaskadowo prze-
kazywany wewnatrzkomaérkowy sygnat w kazdej z tych sciezek jest inny,
jedynym punktem wspélnym dla wszystkich jest zwigzanie liganda Wnt z re-
ceptorem Fzd. Aktywacja konkretnej sciezki zalezy od rodzaju liganda Wnt
oraz warunkow panujacych w komaérce. Obecnie wykryto 19 ligandéw Wnt
oraz 10 r6znych cztonkéw rodziny Fzd. Konsekwencja tego sa liczne odpo-
wiedzi inicjowane oddziatywaniami Wnt-Fzd [2].

Poszczegélne ligandy nalezace do rodziny Wnt zaklasyfikowano do dwéch
grup funkcjonalnych: 1) zawierajacej glikoproteiny o wtasciwosciach onko-
gennych (transformujacych), do ktérej nalezg m.in. Wnt-1, -3A, -8 oraz 8B,
biatka te aktywujg bezposrednio Sciezke zwigzang z B-katening [3], 2), nie-
wykazujace zdolnosci transformujacych, do ktorej naleza m.in. Wnt-4, -5a
oraz -11. Biatka te aktywuja Sciezke niekanoniczna oraz dziataja antagoni-
stycznie wobec biatek z pierwszej grupy [4, 5].

Badania szlaku Wnt/B-katenina przeprowadzone zaréwno u kregowcow,
jak i bezkregowcow wykazaty, ze B-katenina jest centralnym biatkiem tego
szlaku. Biatka Wnt, bedace biatkami sekrecyjnymi, oprécz wigzania z recep-
torami Fzd wymagaja obecnosci takze innych biatek transbtonowych, takich
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jak LRP5 oraz LRP6 nalezacych do rodziny receptoréw LDL (Low-Density Li-
poproteid-Receptor Related Proteins), ktére odpowiadaja za dziatania para-
lub autokrynne [6]. Po zwigzaniu liganda Wnt z Fzd cytoplazmatyczne biat-
ko Dishevelled (Dvl) ulega fosforylacji i zostaje przetransportowane do bto-
ny komérkowej prawdopodobnie przy udziale fosfolipidéw i/lub biatek Fzd.
W ten sposéb nastepuje aktywacja Dvl, ktére po zwiazaniu z kompleksem
APC-Aksyna-Konduktyna, hamuje dziatanie kinazy 3 B syntazy glikogenu
(GSK3B) oraz kinazy kazeiny 1o (CKle) [7]. Prowadzi to do zablokowania fos-
forylacji B-kateniny. Fosforylacja B-kateniny na N-koAcu przez GSK3pB oraz
CKla jest konieczna do rozpoznania tego biatka przez B-TrCP, bedacego sktad-
nikiem kompleksu ligazy ubikwitynowej E3, ktéra odpowiada za degradacje
w lizosomach. Brak fosforylacji B-kateniny prowadzi do jej stabilizacji oraz
przetransportowania do jadra, gdzie tworzy kompleksy z czynnikami trans-
krypcyjnymi Tcf/Lef, co z kolei prowadzi do indukcji ekspresji gendw zalez-
nych od Wnt [8, 9]. Wiele z gendw, ktére ulegajg ekspresji pod wptywem sy-
gnatu Wnt petni istotna role w regulacji cyklu komérkowego, apoptozy, pro-
liferacji oraz progresji nowotwordéw (tab. 1.).

Co wazne, B-katenina oddziatuje takze z cytoplazmatyczna domena E-kadhe-
ryny, co chroni przed jej fosforylacja i degradacja przez kompleks ligazy ubi-
kwitynowej E3.

Przy braku sygnatu pochodzacego od kompleksu Wnt/Fzd, B-katenina ule-
ga fosforylacji przy udziale GSK-3p oraz CK-la, co prowadzi do jej rozpoznania
przez B-TrCP, ktore jest sktadnikiem ligazy ubikwitynowej E3. Potgczenie ufos-
forylowanej B-kateniny z ubikwityng prowadzi do jej degradacji w proteaso-
mie. W tym przypadku nie dochodzi do akumulacji B-kateniny w cytoplazmie
i jadrze, a Tcf/Lef w wyniku oddziatywania z Groucho oraz CtBP (C-Terminal
Binding Protein) dziata jako represor transkrypcji [9] (ryc. 1.).

Tabela 1. Geny podlegajace ekspresji w roznych tkankach w wyniku aktywacji szlaku
Wnt/B-katenina
Table 1. Downstream target genes expressed after Wnt/B-catenin pathway activation

c-myc rézne nowotwory 0

Tcf-1 rézne nowotwory 0

PPAR delta rézne nowotwory 0

matrix metalloproteinaza MMP-7 rézne nowotwory 0

Gastrin rézne nowotwory 0

claudin-1 rozne nowotwory 0

VEGF rézne nowotwory 0

FGF20 rézne nowotwory 0

matrix metalloproteinase-26 rézne tkanki -

(Y — wzrost, — - brak zmiany)
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Ryc. 1. Schemat szlaku Wnt/B-katenina. Przy braku aktywnego Wnt (lewa strona) B-katenina ulega degradacji a kompleks Tcf/Lef dziata ja-
ko represor transkrypcji. W obecnosci aktywnego Wnt (prawa strona) B-katenina ulega kumulacji w cytoplazmie, a nastepnie przemieszcza
sie do jadra i aktywuje transkrypcje genéw docelowych poprzez czynnik transkrypcyjny Tcf/Lef (na podst. Janssens i wsp. 2006)

Fig. 1. Schematic overview of the Wnt/B-catenin signalling pathways. In the absence of active Wnt (left) B-catenin is degraded and Tcf/Lef
transcription factors act as repressors. When the Wnt signal is present (right) B-catenin accumulates in the cytoplasm, localizes then to

the nucleus, and activates transcription together with Tcf/Lef transcription factors (Janssens et al. 2006)

Sciezka niekanoniczna Wnt zalezna od jonéw Ca” prze-
biega poprzez wewnatrzkomdrkowe uwalnianie wapnia
pod wptywem liganda. Reguluje ona adhezje i przemiesz-
czanie sie komorek niezaleznie od B-kateniny. W proces ten
zaangazowane s3 kinaza proteinowa C (PKC) oraz kina-
za Il zalezna od wapnia/kalmoduliny (CamKil), ktére regu-
lujg dziatanie Ca** na czynnik transkrypcyjny NF-AT [10, 11].
Co ciekawe, Wnt-53, ktore jest gtéwnym ligandem tej sciez-
ki dziata antagonistycznie do sciezki kanonicznej Wnt/B-ka-
tenina [4, 5]. Biatko to aktywuje kinaze NLK zalezna od ki-
nazy MAP, ktéra fosforyluje Tcf i hamuje transkrypcje zalez-
na od Tcf/B-kateniny. Drugi mechanizm hamowania polega
na fosforylacji Dvl przez PKC.

Rola szlakéw zaleznych od Wnt w onkologii

Rola biatek z rodziny Wnt w rozwoju wielu choréb, w tym
nowotworowych, jest obecnie dos¢ dobrze zbadana. Wiele
doniesief wskazuje na zmiany w ekspresji tych genéw
w réznych typach nowotwordw. Badania na myszach trans-
genicznych wykazaty, ze rozwdj i wzrost nowotworéw pier-

si jest bezposrednio zalezny od Wnt-1[12, 13]. Ponadto ko-

morki posiadajace zwiekszong ekspresje tego genu sa opor-
ne na apoptoze indukowana chemioterapeutykami. Wnt-1
hamuje uwalnianie cytochromu c oraz blokuje aktywnosé
proteolityczng kaspazy 9 przy podawaniu vinblastyny [14].
Jest to zwiazane ze wzrostem transkrypcji onkogenéw za-
leznej od B-kateniny i Tcf. Zahamowanie aktywnosci Wnt2
indukuje apoptoze w niedrobnokomaérkowym raku ptuc oraz
czerniaku [15, 16]. Z kolei nadekspresja Wnt-5a zwieksza in-
wazyjnos¢ i zdolnos¢ do przemieszczania sie metastatycz-
nych komérek nowotworowych. Co wiecej, ekspresja Wnt-
-5a jest silnie skorelowana ze stopniem zaawansowania
choroby nowotworowej [17].

Jednym z najbardziej istotnych dowodéw na udziat szlaku
Wnt w procesie kancerogenezy jest rola B-kateniny jako on-
kogenu w réznych typach nowotworéw oraz rola APC i aksy-
ny jako supresoréw tego procesu. Mutacje genu B-kateniny
w obrebie N konca biatka prowadza do zwiekszonej stabilno-
Sci tego genu. Mutacje te obejmuja miejsca fosforylacji B-ka-
teniny przez CKla i GSK3B (reszty seryny i treoniny) oraz
region rozpoznawany przez TrCP To prowadzi do stabilizacji
B-kateniny i chroni ja przed degradacja. Tego typu mutacje wy-
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Tabela 2. Rola biatek ze szlaku zaleznego od Wnt w rozwoju chordb
Table 2. Wnt-dependent signalling pathway components involved
in diseases and syndromes

Gen Schorzenie Mutacje/
zmiany w ekspresji
rodzina Wnt ~ nowotwory, artretyzm zwiekszona ekspresja
Wnt 5a nowotwory/przerzuty zwiekszona ekspresja
WIF-1 nowotwory obnizona ekspresja
LRP5 osteosarkoma zwiekszona ekspresja
Fzd nowotwory, schizofrenia zwigkszona ekspresja,
mutacje punktowe
B-katenina nowotwory nasilenie petnionej funkgji
APC nowotwory utrata petnionej funkgji
aksyna nowotwory utrata petnionej funkgji
GSK3B nowotwory, schizofrenia utrata petnionej funkgji
Wnt 1 nowotwory, schizofrenia zwiekszona ekspresja

kryto w wielu typach nowotworéw, m.in. jelita, jajnika, endo-
metrium, trzustki, prostaty, zotadka czy tez gtowy i szyi [18].
Mutacje obejmuja ponadto geny kodujace APC oraz aksyne,
ktore wraz z GSK3B reguluja proces degradacji B-kateniny. Po-
nad 80% sporadycznych nowotworéw jelita wykazuje muta-
cje w obrebie APC [19, 20]. Sa to zwykle mutacje dotyczace
zmian ramki odczytu, pojawianie sie kodonéw nonsensow-
nych oraz hipermetylacja w regionie biatka odpowiadajgcym
miejscu przytaczania aksyny i B-kateniny [21-23]. Wysoka cze-
stotliwos¢ pojawiania sie mutacji APC w raku jelita grubego
moze stuzy¢ wczesnemu diagnozowaniu i wykrywaniu raka
tego narzadu. Mutacje aksyny wykryto natomiast gtéwnie
w nowotworach watroby i obejmowaty one utrate zdolnosci
wigzania B-kateniny [24].

Obecnie stosowane terapie dziatajace
niespecyficznie na szlak Wnt/pB-katenina

Zainteresowanie inhibitorami szlaku Wnt/B-katenina
wzrasta w wyniku zwiekszonej liczby badan wskazujacych
na istotne znaczenie poszczegélnych elementéw tego szla-
ku w patogenezie wielu schorzen. Obecnie stosowanych
jest kilkanascie terapii, ktoére niespecyficznie oddziatuja
na ten szlak. Nalezg do nich:

« niesteroidowe leki przeciwzapalne, jak aspiryna, ktére ob-
nizaja ryzyko rozwoju raka piersi i jelita grubego, zwtaszcza
u pacjentéw z mutacjami APC, poniewaz hamuja trans-
krypcje zalezng od B-kateniny i Tcf poprzez fosforylacje
B-kateniny [25],

« exisulind (Aptosyn®) — nalezacy do selektywnych lekow
anty-neoplastycznych, indukujacy ekspresje kinazy biat-
kowej G (PKG), ktéra powoduje fosforylacje B-kateniny
na C-koncu, co prowadzi do jej degradacji bez udziatu APC
i GSK-3B [26],

 witamina A (retinoidy), bedaca regulatorem proliferacji
i réznicowania hamuje takze onkogenne dziatanie AP-1
oraz kompleksu B-kateniny i Tcf poprzez dziatanie recep-
tora retinoidowego X (RXR), ktéry indukuje degradacje te-
go kompleksu [27],

« endostatyna oraz inne leki antyangiogeniczne wykazuja
dziatanie hamujace na szlak Wnt, poprzez aktywacje pro-
cesu degradacji B-kateniny w proteasomach [28],

« imatinib (Gleevec®) — inhibitor receptora dla ptytkowego
czynnika wzrostu (PDGF) oraz kinazy Bcr-Abl stosowany
powszechnie w leczeniu biataczek, wykazuje takze dzia-
tanie w przypadku nowotworéw litych. Wykazano, ze lek
ten hamuje proliferacje komérek raka jelita grubego linii
SW480 oraz HCT-116 poprzez fosforylacje B-kateniny [29].

Terapie celowane oddziatujace
na szlak Wnt/pB-katenina

Ze wzgledu na istotny udziat szlaku Wnt/B-katenina w roz-
woju nowotwordw, poszukuje sie obecnie skutecznych lekow
oddziatujacych bezposrednio na biatka regulujace ten szlak.
Obecnie w fazie badan sg zaréwno inhibitory hamujace wia-
zanie Wnt do receptoréw Fzd, inhibitory Dvl, jak réwniez
zwigzkow zwiekszajgcych ekspresje naturalnych inhibitoréw
tego szlaku, tj. WIF-1 czy sFRP [15]. Prowadzi sie takze bada-
nia z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych, ktore jak
wykazano blokujg wigzanie Wnt z Fzd i indukuja apoptoze
jedynie w komérkach nowotworowych. W przeprowadzonych
doswiadczeniach hamowaty one proliferacje komérek nowo-
tworowych (linie H460 i MCF-7), a takze hamowaty wzrost
nowotworu w modelu mysim, w ktérym inokulowano komar-
ki nowotworu ptuc (H460). Przeciwciata monoklonalne prze-
ciw Wnt-1 wywotywaty takze apoptoze w komérkach nowo-
tworowych miesakow (A-204) oraz w komaérkach raka ptuc
linii NCI-H1703 i H28 [15, 16].

Ze wzgledu na to, ze aktywacja B-kateniny jest kluczowym
etapem patogenezy wielu chordb, wydaje sie, ze specyficzna
farmakologiczna inhibicja tego szlaku moze by¢ skuteczna
strategia w walce z nowotworami. Duze nadzieje wiaze sie
obecnie z wykorzystaniem zjawiska interferencji RNA (RNAI).
Wiele badan wskazuje, ze zastosowanie siRNA (small inter-
fering RNA) i wyciszenie aktywnosci B-kateniny oraz innych
biatek regulujacych ten szlak, indukuje apoptoze oraz ha-
muje proliferacje komdrek nowotworowych [30].

Celon Pharma —firma, bedaca pionierem badan nad siRNA
w Polsce, rowniez podjeta probe wykorzystania interferencji
RNA w leczeniu choréb nowotworowych. W Laboratorium Bio-
logii Molekularnej prowadzone sg obecnie badania nad wyci-
szeniem jednego z biatek szlaku Wnt/B-katenina. Dotychcza-
sowe wyniki wskazuja, ze zastosowanie specyficznej sekwen-
cji sSiRNA w komérkach raka piersi linii MCF-7 indukuje po 48
godz. apoptoze komoérek na poziomie poréwnywalnym z do-
cetakselem. Badania te wskazuja zatem, ze oddziatywanie
na szlak Wnt/B-katenina moze by¢ skutecznym narzedziem
w walce z nowotworami.
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