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POPIS KRATICA

SFRP: izlu¢eni Frizzledu sli¢an protein ( prema engl. secreted Frizzled related
protein)

LEF: limfoidni pojacavajuci protein (prema engl. lymphoid enhancer factor)
TCF: T-stani¢ni ¢cimbenik (prema engl. T cell factor )

EMT: epitelno mezenhska tranzicija

SWAs: topljivi Wnt antagonisti ( prema engl. soluble Wnt antagonists)

DVL: prema engl. dishevelled

FZD: prema engl. frizzled

LRP: lipoproteinskom receptoru srodan protein (prema engl. lipoprotein receptor

related protein)

INT-1: prema engl. integration 1

Dkk: prema engl. dickkopf

Wifl: Wnt inhibiraju¢i faktor 1

CRD: domena bogata cisteinom ( prema engl. cysteine rich domain )
Waifl: Whnt aktivirajuéi inhibitor faktor 1

IGFBP-4:  inzulinu slican faktor rasta vezajuéi protein 4 ( prema engl. insulin like growth

factor binding protein 4)

PCP: prema engl. planar cell polarity

CKI: kazein kinaza 1 prema engl. casein kinase 1

GSK-3p:  glikogen sintaza kinaza 3 beta (prema engl. glycogen synthase kinase 3 betha)
APC: adenomatozna polipoza kolona (prema engl. adenomatous polyposis coli)

DNA: deoksiribonukleinska kiselina (prema engl. deoxyribonucleic acid)



c-myc: gen stani¢ne mijelocitomatoze (prema engl. cellular mylelocytomatosis)
MRI: prema engl. magnetic resonance imaging
SZO: Svjetska zdravstvena organizacija

DAB: 3,3'-diaminobenzidin tetraklorid
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Ana Maria VaroS$anec

ULOGA ANTAGONISTA SIGNALNOG PUTA WNT - PROTEINA sFRP3 U
ASTROCITNIM TUMORIMA MOZGA COVJEKA

1. SAZETAK

Wnt signalizacija regulirana je na viSe razina, velikim brojem efektora. Moduliraju¢e molekule
funkcioniraju kao agonisti ili antagonisti. Fina uStimanosti njihova odnosa je od velike vaznosti
za homeostazu stanice i normalno funkcioniranje cjelokupnog organizma. Predmet istraZivanja
u ovom radu bila je razina ekspresije proteina sFRP3 kao jednog od antagonistickih Wnt
molekula, u astrocitomima razli¢itih histopatoloskih gradusa ( I, II, III i glioblastoma ).
Metodom imunohistokemije odredena je razina ekspresije SFRP3 proteina.Na uzorku 200
stanica po preparatu utvrdena je ekspresija proteina sFRP3 s lokalizacijom u jezgrama i
citoplazmi stanica astrocitoma. Razina ekspresija u jezgri stanice ukazuje da je smanjen broj
stanica u kategorijama umjerene i visoke razine ekspresije za sve graduse astrocitoma, uz
dodatni nalaz statisticki zna¢ajnog smanjenja medijana stanica za vise graduse sto je u skladu s
porastom malignosti astrocitoma, s najvisim vrijednostima kod astrocitoma I i II — visoka (25
odnosno 26.5 stanica), umjerena (14 odnosno 13.5 stanica ) , a za visoke graduse broj stanica s
visokom i umjerenom razinom ekspresije iznosi za astrocitome |1l 3 stanice s umjerenom, a 1
stanica s visokom ekspresijom, dok kod glioblastoma nalazimo medijan od 2.5 stanice za
umjerenu ekspresiju odnosno 2 stanice za visoku ekspresiju. Analizom razine ekspresije
proteina sSFRP3 u citoplazmi utvrden je pad broja stanica u kategorijama umjerene i visoke
ekspresije za sve graduse astrocitoma. Uoceno je da broj stanica s visokom razinom ekspresije
u malignijih gradusa veci ( glioblastomi — 51 stanica , astrocitomi 42) u odnosu na broj stanica
kod nizih gradusa ( astrocitomi II — 26.5 stanica, astrocitomi | — 25 stanica). Prema naSim
rezultatima zakljuCujemo da je sniZenje ekspresije proteina sFRP3 u jezgri u pozitivnoj
korelaciji s porastom gradusa astrocitoma, dok poviSenje ekspresije proteina sFRP3 u
citoplazmi visih gradusa astrocitoma sugerira dvojnu prirodu sFRP3 u kojoj je u nekim

slucajevima antagonist, dok u drugim agonist signalnog puta Wnt.

Kljucne rijeci: astrocitni tumori mozga, protein sFRP3, signalni put Wnt



Ana Maria VaroS$anec

THE ROLE OF sFRP3 AS WNT ANTAGONIST IN HUMAN ASTROCYTE BRAIN
TUMORS

2. SUMMARY

Whnt signaling is regulated at several levels, by a large number of effectors. Modulating
molecules function as antagonist or agonist. Fine tuning of their relationship is of great
importance for the cell homeostasis and normal function of the entire organism. The subject of
this research was the expression level of SFRP3 as one of the antagonistic Wnt molecules, in
astrocytomas of different histopathological grade (I, II, I, and glioblastoma).
Immunohistochemistry was the method of choice for determining the levels of SFRP3 expression.
On a sample of 200 cells per slide we determined that the expression of sSFRP was localized in the
nuclei and cytoplasm of astrocytic tumor cells. The level of expression in the cell nucleus indicates
a decrease of the number of cells with moderate and high levels of expression in all astrocytomic
grades, with the additional statistically significant finding that shows a decrease of the median in
higher grades which is in accordance with the increase of malignancy in this grades, with the
highest values in astrocytomas I and 11 - high (25 or 26.5 cells), moderate (14 or 13.5 cells) and
in the high astrocytoma grades the number of cells with high and moderate levels of expression
amounts to astrocytoma I11 3 cells with moderate, and 1 cells with high expression, whereas we
find in glioblastomas median of 2.5 cells for the expression of moderate or 2 cells for high
expression. By analyzing the expression level of sFRP3 in the cytoplasm we determined a
decrease in the number of cells in categories of moderate and high expression for all grades of
astrocytomas. It was observed that the number of cells with high levels of expression is higher
in higher malignant grades (glioblastomas - 51 cells, astrocytoma Il - 42) in relation to the
number of cells at lower grades ( astrocytomas Il - 26.5 cells, astrocytoma | - 25 cells).
According to our results, we conclude that the decrease of SFRP3 expression in the nucleus is
positively correlated with increasing grade of astrocytomas, whereas an increase in protein
expression of sSFRP3 in the cytoplasm of higher grade astrocytomas suggests a dual nature
SFRP3 where in some cases it acts like an antagonist, while in other cases like an agonist of

Wnt signaling pathway.

Keywords: astrocytic brain tumors, sSFRP3, Wnt signaling



3. UvOD
3.1. Signalni put Wnt

Signalni put Wnt je evolucijski sa¢uvan put koji regulira klju¢ne aspekte odredivanja sudbine
stanica, stani¢ne migracije, stani¢nog polariteta, neuronskih obrazaca i organogeneze tijekom
embrionalnog razvitka. Otkri¢ima proteina Int-1 i gena Wingless 1884. godine dolazi prvi put

do uporabe imena Wnt nastalog sintezom dvaju imena ( Nusse et al., 1984. )

Slika 2. Ekspresija Wnt5a u Ts19

Slika 1.Wingless mutantni
fenotipovi. misjem embriju ( Summerhurs et
a) fenotip divljeg tipa al., 2008.)

b) wgl mutacija

( Bejsovec , 2006. )

Na ranu evoluciju gena upucuje i podatak da su Wnt geni Siroko rasprostranjeni. U miSeva i
ljudi nalazimo ih devetnaest, dok ih Drosophila ima sedam (Cadigan, 2008.). Proteini Wnt
sekretorni su glikoproteini. Na vaznu ulogu Wnt signalnog puta ukazuje mnogobrojnost
podrucja ljudskog tijela u kojima Wnt igra znacajnu ulogu, kako u embrionalnom razvitku ,
tako 1 u najosnovnijim fizioloskim obrascima. Primjerice, otkriveno je da pojacana ekspresija
Wnt5b dovodi do povecanja rizika za diabetes tipa Il zbog vazne uloge Wnt5b u adipogenezi ,
jer je poznato da pretilost i dijabetes imaju visoki komorbiditet ( Welters i Kulkarni , 2008.).
Zamijeceno je takoder da je za razvoj nepca neophodan Wntl1 koji inducira apoptozu potrebnu
za fuziju nepca ( Lee et al., 2008.). Metastatski tumori dojke takoder pokazuju poviSene
vrijednosti komponentni Wnt signalnog puta. Zanimljiva je uloga Wnt signalnog puta u epitelno
mezenhimskoj tranziciji ( Welters i Kulkarni, 2008.), procesu u kojem stanice zadobivaju
mezenshimski fenotip, postaju pokretne i mogu migrirati na udaljena mjesta. Stanice prolaze

brojne molekularne promjene koje ¢e im omoguciti da zadobiju mezenhimski fenotip kojeg
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karakterizira migratorni potencijal, promjena citoskeleta i izvanstanicnog matriksa, invazivno
ponasanje i otpornost na apoptozu. Prijelaz beta-katenina iz citoplazme u jezgru moze izazvati
EMT. Time je beta-katenin svrstan u biljege epitelno mezenhimske tranzicije. Stabilizacija i
nakupljanje beta-katenina u jezgri povezani su s aktivacijom dvije molekule Snail i Slug ,
represora transkripcije koji potiskuju izrazenost E-kadherina ¢ime se takoder inducira EMT (
Paw et al. , 2015.). Studije pokazuju da neispravno funkcioniranje Whnt signalnog puta implicira
nastanak karcinoma, poput karcinoma zeludca ( Cheng et al., 2004. ) i debelog crijeva ( T.
Reya et al., 2007.). Ulogu u inicijaciji i odrzavanju homeostaze Wnt signalnog puta imaju
topljivi Wnt antagonisti ( sWAs ), ukljucujuéi solubilni Frizzled povezani protein ( sFRP ),
dickkopf ( Dkk ) i Wnt inhibirajuéi faktor-1 ( Wifl ) ( Byun et al., 2005.). Istrazivanja radena
sa sSFRP-om pokazuju da u tumorima nalazimo smanjenje razine sFRP-a zbog hipermetilacije
promotorske regije gena. U pokusima radenim s knock out misevima ustanovljeno je da misevi
kojima nedostaju oba sFRP1 alela (SFRP1 -/-) umiru zbog skrac¢enja anteriorno-posteriorne osi
I nepotpune segmentacije somita, a ucinak postaje jo$ izrazitiji isklju¢enjem gena SFRPS5 (

Satoh et al, 2008.).

3.1.1.Signalizacijski slijed

Signalni put Wnt sastavljen je od sloZenih interakcija brojnih proteina gdje je konaéni rezultat
aktivacija transkripcijskih ¢imbenika TCF/LEF u jezgri stanice (Rampazzo et al., 2013.).
Vezivanjem solubilne Wnt molekule na povrSinu proteina koji se protezu kroz membranu
pocinje signalizacijski slijed. Receptori za Wnt ligande su proteini iz obitelji Frizzled. Obitelj
receptora Frizzled ( Fzd ) dio je velike skupine receptora sa sedam transmembranih domena
povezanih s G-proteinima ( Malbon, 2004. ). Osim Frizzled proteina u signalizaciju su uklju¢eni
i lipoprotein receptor povezani proteini ( LRP5 i LRP6). Povezivanje proteina Fzd i LRP preko
Whnt liganda primjer je dimerizacije s unakrsnom fosforilacijom koja je posredovana tirozin-
kinazom ili TGF-beta receptorom. U daljem slijedu dolazi do aktivacije proteina Dishevelled
( Dvl) koji fosforilira LRP i privlaci aksin na stani¢nu membranu. Koncentracija beta-katenina
je jedan od vaznijih parametara cijele signalizacije.Osim §to u stanjima povecane koncentracije
difundira u jezgru gdje slijedi njegovo vezivanje za transkripcijske ¢imbenike TCF/LEF
(Clevers, 2006.) , beta-katenin sudjeluje u stvaranju veza medu stanicama pomocu tzv. zonula

adherens ( Rajasekaran et al., 1996. ). Beta-katenin takoder ulazi u interakciju s mnogobrojnim
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proteinima od kojih su kasein kinaza | ( CKI ), glikogen sintaza kinaza 3-beta (GSK3-beta),
proteinom adenomatozne polipoze kolona (APC) te aksinom koji pak utjecu na koncentraciju
beta-katenina na nacin da stvaraju tzv. beta-katenin razaraju¢i kompleks. Tako vezani beta-
katenin se veze za komponentu E3 ubikvitin ligaza kompleksa $to dovodi do poliubikvitinacije
i razgradnje u proteasomu ( Aberle et al., 1997.). U slucajevima stabilizacije ili pak povecanja
koncentracije citoplazmatskog b-katenina dolazi do njegove difuzije u jezgru preko kompleksa
jezgrinih pora. Nakon ulaska u jezgru dolazi do vezivanja beta-katenina za proteine iz porodice
transkripcijskih faktora TCF/LEF preko kojih zatim beta-katenin ostvaruje svoj u¢inak na DNA
( Clevers, 2006. ). Aktivacijom transkripcije dolazi do ekspresije Wnt ciljnih gena poput c-myc,
c-jun, cyclin D1, aksin2, survivin ( BIRC5 ), cyclin D2, matrilysin (MMP7) i mnogih drugih (
Shitashige et al., 2008.). Posebice vrijedi spomenuti c-myc onkogen koji regulira mnostvo
stani¢nih procesa poput progresije stani¢nog ciklusa, DNA replikaciju, apoptozu i stani¢ni rast.
Uoceno je da c-myc regulira ekspresiju preko 15% ljudskih gena ( Gearhart et al., 2007.). Sam
c-myc poznati je protoonkogen otkriven kao ciljni gen Wnt signalnog puta ( Tong-Chuan He et
al., 1998.). Danas se zna da c-myc neosporivo sudjeluje u tumorigenezi kod sisavaca (D'Cruz
et al., 2001.) sto pak daje naslutiti snaznu povezanost Wnt signalnog puta i tumorigeneze. Prva
istrazivanja bila su na karcinomima debelog crijeva i kasnije na karcinomima dojke, no nedavni
radovi dokazuju da je razina transkripcijkih cimbenika TCF/LEF proteina takoder povecana i
kod neuroepitelijalnih tumora mozga od kojih su posebice zanimljivi maligni astrocitni tumori

mozga ( Pecina Slaus et al., 2014.).

3.2. Protein sFRP

3.2.1. Otkrice 1 struktura

SFRP su antagonisti signalnog puta Wnt koji se direktno vezu na Wnt ligande i tako
onemugucuju njihovo vezanje za receptore Frizzled. Inicijalno su nazivani nekolicinom imena
s obzirom da su otkriveni na nekoliko nac¢ina ( Jones i Jomary , 2002.). Trenutno postoji osam
poznatih ¢lanova obitelji. Jedinstvena nomenklatura postoji za sSFRP1 do sFRP5 dok je na
primjer sFRP3 bolje poznat kao FrzB. Jednu podgrupu cine sFRP1, sFRP2 i sFRP5, a drugu
SFRP3 i sFRP4. Tre¢u podgrupu koja nije indentificirana u sisavaca cine Sizzled, Sizzled?2 i
Crescent. U literaturi postoje kontradiktorni izvjestaji 0 sposobnosti Sizzleda u inhibiciji Wnt
signalnog puta ( Salic et al., 1997.). sSFRP3/frzB su prvo procis¢eni kao hondrogenski faktori



nadeni u hrskavici ( Hoang et al., 1996.). FrzB sadrzi karakteristichu domenu bogatu cisteinom
(CRD ) koja je u nekim dijelovima homologna sa Fz domenom, sto je dovelo do pretpostavke
da regulira signalni put Wnt.Ovi nalazi otkriveni su eksperimentima na zabi iz roda Xenopus (
Leyns et al., 1997.). CRD sFRPova koji se nalaze na N-terminalom kraju proteina dijele 30-
50% sli¢nosti sekvence s onima Fz proteina i ukljucuju 10 konzerviranih cisteinskih ostataka (
Melkonyan et al., 1997.). Ostaje nejasno antagonizira li SFRP signalni put Wnt reagirajuci sa
Whnt ligandima putem CRD ( Lin et al., 1997.) ili pomocu C-terminalne domene koja se nalazi
izvan CRD ( Uren et al., 2000.). Kontradiktorni podatci mogu nastati zbog razli¢itih afiniteta
unutar sFRPa i njihovih liganada ili zbog upotrebe razlicitih liganada ( Wg prema Uren et al., i
Whnt-1 prema Lin et al.). CRD iz sFRP1 moze takoder biti u interakciji sa samim sobom i s
drugim Fz ( Bafico et al., 1999.). Tako sFRPovi mogu blokirati signalni put na dva nacina ,
tako da reagiraju s Wnt proteinima i onemogucuju njihovo vezanje na Fz receptor, ili tako da
utjecu na vezani Wnt ligand i tvore nefunkcionalne komplekse sa Fz proteinim. C- terminalna
domena sFRPa sadrzi dijelove koji nemaju slicnosti s terminalnim krajem NTR. NTR domena
koja je definirana sa Sest cisteinskih ostataka i nekoliko konzerviranih segmenata hidrofobnih
ostataka takoder je nadena u tkivnim inhibitorima metaloproteinaza i nekim komplementarnim
proteinima ( Banyai i Patthy, 1999.). Takoder je poznato da povezivanje sFRPa s heparin sulfat
proteoglikanima stabilizira SFRP- Wnt kompleks i odreduje lokalizaciju antagonista ( Uren et
al., 2000.).

3.2.2. Uloga sFRP u signalnom putu Wnt

Whnt signalizacija regulirana je na vise razina i ukljucuje veliki broj efektora. Molekule koje
moduliraju signalizaciju mogu funkcionirati kao agonisti ili antagonisti. Fina ustimanost
njihova odnosa od velike je vaznosti za homeostazu stanice i normalno funkcioniranje
cjelokupnog organizma. Poznavajuci vaznu ulogu Wnt-a u embriogenezi poput razvitka AP-
osi, somitogeneze , angiogeneze, vaskulogeneze i formacije o€iju, zuba i udova dolazimo do
zakljucka da homeostatski mehanizmi ne samo da utje¢u na normalne razvojne procese vec i
da njihov poremecaj uzrokuje razvoj patoloskih oboljenja, poput karcinoma ( Jones i Jomary ,
2002.). Istrazivanja pokazuju da postoji nekoliko obitelji Wnt antagonista, od kojih cetiri
obitelji pripadaju tzv. transmembranskim Wnt antagonistima, a Sest obitelji pripada izlu¢enim
Wnt antagonistima. Od transmembranskih spominju se Tikil, protein APCDD1, Wnt-
aktivirajuéi inhibitor faktor 1 (Waif 1/5T4) 1 Shisa, dok su izlu€eni antagonisti Dickkopf
proteini ( Dkk ), Wise/SOST proteini, Cerberus, inzulinu sli¢an faktor rasta vezujuci protein 4
(IGFBP-4), Wnt-inhibirajuci faktor 1 ( WIF-1 ) i izluceni Frizzledu sli¢an protein ( SFRP ).
4
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Obitelji izlu¢enih proteina mozemo dalje podijeliti u dvije grupe od kojih se ¢lanovi grupe sFRP
koji ukljucuju sFRP, WIF-1 i Cerberus vezu se direktno na Wnt ¢ime onemoguéuju njegovo
vezanje na receptorski kompleks. Clanovi skupine Dickkopf inhibiraju signalizaciju vezujuéi
se na LRP5/LRP6 komponente Wnt receptorskog komleksa ( Niehrs et al., 2001.). Uloga sSFRP-
a u signalnom putu Wnt ostvaruje se preko receptora Frizzled ( Fzd ) koji je dio obitelji
receptora povezanih s membranskim G-proteinom. Frizzled proteini ukljucuju domene bogate
cisteinom koje sluze kao konzervirane receptorske tirozin kinaze ( Saldanha et al., 1998.). Na
izvanstani¢ne domene bogate cisteinom ( CRD ) na amino kraju vezu se osim Wnt proteina i
sekretorni antagonisti poput SFRP- a ( Dann et al., 2001.). Pocetna biokemijska istrazivanja
uporabom embrija Xenopusa i kultiviranjem stanica pokazuju da sFRP svoj antagonisticki
ucinak ostvaruje poglavito preko CRD domene ¢iji je ucinak smanjenje Wnt-a te
onemogucavanje pristupa receptorskom kompleksu ( Lin et al., 1997.). U prilog ovoj ¢injenici
govori da mutanti Drosophile kojima je nedostajala CRD domena u sFRP1 nisu mogle vezati
zaWnt (Uren et al., 2000.). Studije na mati¢nim stanicama ukazuju i na vaznost N-terminalne
regije ( NTR ) proteina SFRP gdje je pokazano da NTR domena oponasa funkciju cjelokupne
molekule u vezivanju Wnt8 proteina i inhibiciji Wnt signalizacije ( Lopez-Rios et al., 2008. ).
Navedeni rezultati ukazuju da sFRP-ovi vjerojatno posjeduju viSestruka vezujuéa mjesta za
Whnt i/ili da Wnt vezivanjem za razli¢ita mjesta na sFRP ostvaruje razlicite afinitete prema
receptorskom kompleksu ( Wawrzak et al., 2007. ; Galli et al., 2006. ; Bradley et al., 2000. ;
Pera i De Robertis , 2000. ). Sukladno djelovanju antagonista, uoceno je da je lokacija sFRP
gena na kromosomu 8p21 , mjestu ¢esto pogodenog gubitkom heterozigotnosti ( Wright et al.,
1998.). Snizena koncentracija SFRP-a je takoder pronadena u cervikalnih karcinoma ( Ko et al.,
2002.), karcinoma dojke( Ugolini et al., 2001 ), karcinoma jajanika i bubrega ( Zhou et al.,
1998.). Povrh toga, hipermetilacija SFRP1 promotora se ucestalo dogada kod kolorektalnog
karcinoma ( Matsuyama et al., 2009.). Dodatni razlog snizavanja koncentracije sFRP-a u
tumorskim stanicama je i indukcija apoptoze uz pomo¢ sFRP proteina. Primjerice sFRP1
uzrokuje senzibilizaciju stanica karcinoma dojke na apoptozu induciranu TNF proteinima(
Matsuyama et al., 2009.). Ipak, razmatraju¢i opazenu izrazenost ne bismo uvijek trebali
zakljucivati da oni funkcioniraju kao Wnt antagonisti. Istrazivanja s kulturama tkiva pokazuju
da pri niskim koncentracijama, sFRP3 mogu potencirati Wnt aktivnost ( Uren et al., 2000.).
Navedena istrazivanja odnose na ometanje funkcije proteina Wingless (Wg) u beskraljesnjaka.
Unato¢ tome, visoka podudarnost konzerviranih domena izmedu Wg i Wnt-a kralje$njaka
ukazuje da obrazac djelovanja moze biti specifican za vrstu. Studije takoder pokazuju da kod

kolorektalnog karcinoma, karcinoma bubrega, karcinoma dojke i prostate opazen je i pad razine
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, ali 1 porasta razine ekspresije sFRP-a ovisno o stupnju malignosti.To ukazuje na vjerojatnost
da visoke koncentracije inhibiraju, a niske koncentracije potenciraju Wnt signalizaciju(
Wawrzak et al., 2007.) . Provedena istrazivanja takoder ukazuju da posto sFRP djeluju
prvenstveno vezivanjem na Wnt i ometanjem njegove interakcije s Frizzled receptorskim
kompleksom, inhibicija kre¢e ve¢ na razini citoplazmetske membrane te se stoga moze
inhibitorno dijelovati i na klasi¢ni beta-kateninski signalni put Wnt ali i na drugi ogranak ovog
puta tzv. planar cell polarity put ( PCP ) ( Matsuyama et al., 2009.). Jedna studija sugerira da
SFRP1 stimulira i tre¢i Wnt put preko Frizzled 2 receptora neovisno o endogenoj koncetraciji
Whnt proteina ( Rodriguez et al., 2005.). Osim djelovanja na ponasanje stanica, uc¢inak sFRP3
proteina ostvaruje se i preko djelovanja na izvanstani¢ne proteaze i trombospondin 1 preko
kojih modulira medustanicnu adheziju i pokretljivost ( Martin-Manso et al., 2011. ).
Naposlijetku, nedavna istrazivanja ukazuju da sFRP kao Wnt antagonist djeluje jedino u
stanjima gdje mu je koncetracija daleko iznad fizioloske ( Willert et al., 2003.). Bolje bi dakle
razumijevanje obrazaca djelovanja sFRP-a zahtijevalo iscrpnije i detaljnije studije ekspresije i
ponasanja sFRP proteina uz pomocu kojih bismo mogli lakse identificirati i u buduénosti razviti
anti-Wnt molekulu koje bi sprijecila tumorsku progresiju uzrokovanu poveéanom aktivnos$cu

signalnog puta Wnt ( Surana et al., 2014.).

3.3. Astrocitni tumori srediSnjeg Zivéanog sustava

Nakon cerebrovaskularnih bolesti, tumori sredi$njeg Zivéanog sustava drugi su po ucestalosti
uzrok smrti od neuroloskih oboljenja ( Kohler et al., 2011.). Astrocitni tumori srediSnjeg
ziv€anog sustava su najces¢i primarni tumori mozga u odraslih. Spadaju u skupinu glijalnih
tumora ili glioma, u Kkojoj osim astrocitnihn tumora tu pripadaju i ependimomi,
oligodendrogliomi, gliomi mozdanog debla, gliomi optickog zivca i mijeSani gliomi poput
oligoastrocitoma koji se sastoje od razlicitih tipova glijalnih stanica. Unutar ove grupe,
astrocitomi imaju najveéi raspon diferenciranosti. Tako prema Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji ( SZO ) na temelju histoloskih i citoloskih karakteristika astrocitomima pripadaju
dobro diferencirani dobroc¢udni pilocitni tumori ¢iji je gradus I, ali i glioblastom koji je
najzlocudniji tumor koji se razvija u Covjeka i €iji je gradus IV. Osim navedenih gradusa, u
astrocitome spadaju i difuzni astrocitomi gradusa Il i anaplasti¢ni astrocitomi gradusa Il (

Pazanin, 2011.). U djecoj i mladoj dobi pretezito se javljaju spororastuci pilociti¢ki astrocitomi


http://cshperspectives.cshlp.org/content/5/3/a015081.full#ref-142

( SZO gradus | ). Predilekcijsko mjesto javljanja su cereberalne hemisfere
( Minehan et al., 1995.). Difuzni astrocitom je tumor gradusa II. Javlja se u svakoj zivotnoj
dobi, ali je najces¢i kod ljudi starosti izmedju 30 i 40 godina zivota.Od ukupnog broja
astrocitnih tumora, 35% spada u difuzne astrocitome. Tumor je ve¢inom smjeSten u bijeloj
mozdanoj tvari, dok se kod manjeg broja oboljelih razvija u dubljim strukturama sive tvari.
Karakterizirani su sporim, ali infiltrativnim nac¢inom rasta §to ih ¢ini tesko resektabilnim te
poveéava ucestalost recidiva ( Pazanin , 2011.). Zajedno s astrocitomima gradusa | (
pilociti¢kim astrocitomima ) spadaju u astrocitome niskog stupnja malignosti. Uz povoljne
¢imbenike bolesnici mogu prezivjeti 6-8 godina kod difuznih astrocitoma ( Ohgaki et al.,
1999.), dok izrazito spori rast pilocitnih astrocitoma omogucuje da neki bolesnici prezive i vise
od 40 godina nakon nepotpunog odstranjenja tumora ( Pollack et al., 1994.). Astrocitomi
visokog stupnja malignosti su karakterizirani izrazitom celularno$¢u i znac¢ajnom stani¢nom
atipijom te lokalnim invazivnim i agresivnim sirenjem. U njih spadaju anaplasti¢ni astrocitomi
(SZO gradus I11) i glioblastomi ( SZO gradus 1V). Karakteristika astrocitoma visokog stupnja
malignosti je i moguénost progresije iz glioma nizeg stupnja malignosti ili ,, de novo “ nastanak
bez znakova postojanja manje zlo¢udnog prekursora. Najéesce su lokalizirani u cerebralnim
hemisferama, a kompletno kirur§ko odstranjenje rijetko je moguce zbog njihove infiltrativne
prirode ( Burger etal., 2007. ). Anaplasti¢ni astrocitom ima veliku sklonost zlo¢udnoj progresiji
u glioblastome za §to mu prosjecno treba dvije godine. Glioblastom ( SZO gradus 1V ) najces¢i
je 1 najzlocudniji primarni tumor mozga. Prosje¢no je prezivljenje priblizno 12 mjeseci i ne
ovisi o primijenjenom lijecenju. Manje od 20% bolesnika prezivi godinu dana, a manje od 3%
prezivi tri godine ( Ohgaki et al., 2004.).



4. HIPOTEZA

U zadnjih nekoliko desetlje¢a biljezimo porast novih molekularnih histolosko-biokemijskih
biljega tumorigeneze koji omogucuju bolje razumijevanje i predvidanje patohistoloSkog
ponasanja tumora. Otkrivanjem novih molekularnih biljega poboljSava se dijagnostika i
prognoza bolesti. Promatrajuci tumorski rast prema obrascima ekspresije pojedinih gena i
proteina, mozemo slobodno re¢i da specifi¢ni proteini mijenjaju svoju razinu izraZenosti ovisno
o tipu tumora i dediferencijaciji tumorskih stanica. Sukladno saznanjima o poviSenoj aktivnosti
signalnog puta Wnt u tumorskim stanicama, pretpostavljamo da ¢e razina antagonista ovoga

signalnog puta - sFRP3 biti smanjena shodno njegovoj inhibitornoj funkciji u Wnt signalizaciji.

5. CILJEVI RADA

Cilj istrazivanja je odrediti te usporediti razinu ekspresiju proteina sSFRP3 u jezgri i citoplazmi
razlicitih gradusa astrocitoma te prema tome zakljuciti u kojoj je mjeri protein sFRP3 kao

antagonist signalnog puta Wnt ukljucen u regulaciju maligne preobrazbe astrocitoma.



6. MATERIJALI I METODE

6.1. Tumorski uzorci

Uzorci od 56 astrocitoma prikupljeni su od strane Zavoda za patologiju "Ljudevit Jurak",
Klinickog bolnickog centra "Sestre milosrdnice", Zagreb, Hrvatska. Tumori su pronadeni
veé¢inom u temporalnim, frontalnim, parijetalnim i cerebelarnim regijama mozga, pomoc¢u
magnetske rezonance ( MRI, magnetic resonance imaging ). U pacijenata nije postojala
obiteljska povijest tumora mozga. Svi tumori su Kklasificirani od strane patologa prema
kriterijima Svjetske zdravstvene ogranizacije (SZO), u astrocitome gradusa | (pilocitni
astrocitomi), astrocitome gradusa Il ( difuzni astrocitomi ), astrocitome gradusa IlI (
anaplasti¢ni astrocitomi ) te astrocitomi gradusa IV ( glioblastome ).25 pacijenata su bili
muskarci, a 31 Zene. Dob pacijenata sezala je od 3 do 73 godine , sa srednjom vrijedno$¢éu od
41.45 godina ; a sredi$njom vrijedno$¢u od 47 godina ( median ). Prosje¢na dob u vrijeme
dijagnoze je bila za muskarce 43.12 , a za zene 40.11 godina. Eticka povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu i KBC Sestre Milosrdnice odobrila su istrazivanje, a pacijenti

su potpisali informirani pristanak.

6.2. Imunohistokemija

U svrhu odredivanja stani¢nog smjestaja sFRP3 proteina, te odredivanja razine njegove
ekspresije, primijenjena je metoda imunohistokemije. Uzorci su bili fiksirani u formalinu,
prozeti parafinom, te izrezani na 4 um debele rezove na Capillary gap microskopskim staklima
( DakoCytomation, Denmark ). Preparati su imunohistokemijski obojeni metodom streptavidin
horseradish peroxidase/DAB metodom. ( LSAB+, Dako REALTM). Deparafinizirani i
rehidrirani preparati stavljeni su u Dako Target Retrieval Solution (DakoCytomation, Denmark)
unutar mikrovalne pecnice, dva puta po 3 min pri snazi od 700W i jednom na 4 min pri snazi
od 350W, kako bi se prikazali skriveni epitopi. Inaktivacija endogene peroksidazne aktivnosti
postignuta je pomocu otopine 3% H20». Nespecifi¢no vezanje protutijela blokirano je pomocu
inkubacije peparata u kozjem serumu tijekom 30 min na 4°C. Primarna protutijela primijenjena

su u optimiziranim razrjedenjima po 30 min na sobnoj temperaturi. KoriStena su misja



monoklonska protutijela anti-human FRP3 (1:200), Santa Cruz Biotechnology, USA . Nakon
inkubacije preparati su tri puta ispirani u puferu PBSu. Sekundarno protutijelo primjenjeno je
tijekom 16 min. KoriSteno je biotinizirano protumisje sekundarno protutijelo. Ispiranje je
ponovljeno, a nakon toga preparati su bili inkubirani u otopini supstrat kromogen (sadrzava
supstrat pufer i streptavidin konjugiran sa peroksidazom/DAB+) po 30 sekundi po preparatu.
Ispiranje je ponovljeno tri puta po 10 min. Upotrijebljene su kemikalije od DakoCytomation.
Negativne kontrole su bili preparati koji su prosli cijeli postupak imunohistokemije izuzevsi
korak inkubacije sa primarnim protutijelom. Kao pozitivne kontrole koriSteni su preparati,

korteksa frontalnog lobusa normalnog mozga, normalne koze, bubrega i kolona

6.3. Analiza razine ekspresije proteina sFRP3 u stanici

Preparati su skenirani na digitalnom skeneru visoke rezolucije NanoZoomer 2.0RS
(Hammamatsu) u Laboratorij za digitalnu obradu preparata Zagrebacke neuroembrioloske
zbirke pri Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga. Analizu su obavila dva promatraca,
kojima su bili nepoznati uvjeti eksperimenta, na Olympus BH-2 mikroskopu. Preparati bez
ekspresije ili sa vrlo slabom ekspresijom oznaceni su sa 0/+, umjerena razina ekspresije
oznacena je kao ++, a vrlo 1zrazena ekspresija kao +++. Analizirano je 200 stanica po preparatu.
Za svaki uzorak, intenzitet bojenja na izraZzenim dijelovima preparata ocijenjen je koristeci
ImagelJ software (NIH, SAD). Odabrana su srediSnja podruc¢ja preparata koja su prikazivala
najviSe karakteristika malignog tkiva. Rezultati su statisti¢ki obradeni metodom studentovog t-

testa koriste¢i program Excel ( Microsoft Office, 2014. ).
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7. REZULTATI

Nasi rezultati su pokazali prisutnost proteina SFRP3 u vecini analiziranih uzoraka astrocitnih
tumora mozga. Analizom ekspresije utvrden je obrazac izrazenosti, te je nadeno da je protein
SFRP3 heterogeno distribuiran u tumorskom tkivu s lokalizacijom u jezgri i citoplazmi.
Intenzitet obojenja u 200 stanica svakog uzorka analiziran je nakon digitalnog skeniranja na
visokoj rezoluciji na skeneru NanoZoomer 2.0RS (Hammamatsu), a koriste¢i ImageJ ( NIH,
SAD). Rezultati su razvrstani u 2 kategorije od kojih je jedna pokazivala stanice s ekspresijom
u jezgri, a druga stanice s ekspresijom u citoplazmi. Daljnja kategorizacija stanica kod kojih
smo nasli ekspresiju u jezgri odnosno citoplazmi temeljena je na intenzitetu obojenja, Sto
ukazuje na razinu ekspresije ovoga antagonista signalnog puta Wnt ( Tablica 1. ). Rac¢unajuci
medijan ekspresije, rezultati pokazuju da 90 stanica od 200 prebrojanih posjeduje nisku
ekspresiju odnosno bez ekspresije u jezgri i citoplazmi, njih 13 sadrzava umjerenu ekspresiju u
jezgri dok samo 8 stanica u jezgri pokazuje visoku ekspresiju. Analizom ekspresije u citoplazmi
dokazano je da je medijan stanica s visokom ekspresijom u citoplazmi 36 dok 54 stanice
pokazuju srednju razinu ekspresije u citoplazmi. Nasi rezultati pokazuju kad smo ukupni uzorak
analizirali po gradusima da kod astrocitoma | medijan stanica s niskom ili bez ekspresije u
jezgri i citoplazmi iznosi 90 stanica, median stanica s umjerenom ekspresijom u jezgri iznosi
23, dok 14 stanica pokazuje visoku ekspresiju u jezgri. Analizom medijana ekspresije u
citoplazmi astrocitoma |, median od 44 stanice pokazuju umjerenu ekspresiju, a Vvisoku
ekspresiju pokazuje 25 stanica. Osim analize ekspresije astrocitoma gradusa I ili pilociticnog
tumora, analiza visih gradusa pokazuje da kod astrocitoma I od ukupno prebrojenih 200 stanica
nalazimo medijan od 96 stanica s niskom ili bez ekspresije u jezgri i citoplazmi, njih 49,5
umjerenu ekspresiju u citoplazmi,a medijan od 26,5 stanica pokazuje visoku ekspresiju. Kod
astrocitoma Il median broja stanica sa umjerenom ekspresijom u jezgri je 25,5 stanica dok 13,5
stanica pokazuje visoku ekspresiju.Median ekspresije astrocitoma Ill kako slijedi iznosi: 94
stanice niske ili bez ekspresije u jezgri i citoplazmi, 3 stanice s umjerenom ekspresijom u jezgri,
1 stanica s visokom ekspresijom u jezgri, 51 stanica s umjerenom ekspresijom u citoplazmi te
konacno 42 stanice s visokom ekspresijom u citoplazmi. Naposlijetku, najmaligniji stupanj
astrocitoma, glioblastom ( gradus 1V) , posjeduju median od 80,5 stanica u niskom ili bez
ekspresije u jezgri, median umjerene ekspresije u citoplazmi iznosti 72,5 stanica, a postoji 51
stanica koje posjeduju visoku ekspresiju u citoplazmi. U jezgri iznos mediana stanica s

umjerenom ekspresijom iznosi 2,5, a samo su 2 stanice s visokom razinom ekspresije u jezgri
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( Tablica 2.) Upotrebom studentovog t-testa primijetili smo da statisticki znac¢ajno smanjenje
razine ekspresije slijedi iz stadija s niskom ili bez ekspresije u jezgri ili citoplazmi u stadij s
umjerenom ekspresijom u jezgri odnosno citoplazmi. Ovim statistickim testom dobili smo
statistiCku znacajnost za astrocitome | za stadij s niskom ekspresijom ili bez ekspresije u jezgri
i citoplazmi naspram stadija s umjerenom ekspresijom u jezgri ( p=0,0001 ) dok je rezultat
odnosa broja stanica niske ili bez ekspresije u jezgri i citoplazmi i broja stanica u umjerenom
ekspresijom ( p=0,002 ). Takoder, analizom ostalih gradusa astrocitoma dobivamo statistiCku
znacajnost odnosa broja stanica niske ili bez ekspresije u citoplazmi i jezgri i broja stanica s
umjerenom ekspresijom u jezgri za astrocitome Il ( p=0,000017), astrocitome 111 ( p=0,00001
) 1 glioblastome ( p=0,000009 ). Statisticka znacajnost takoder je uo¢ena u odnosu broja stanica
s niskom ili bez ekspresije u jezgri i citoplazmi i broja stanica s umjerenom ekspresijom u
citoplazmi za astrocitome Il ( p= 0,0001 ) i astrocitome Ill ( p=0,0023 ). Takoder je uocena
statisticka znacajnost u padu broju stanica umjerene ekspresije u jezgri izmedu astrocitoma I 1
astrocitoma III ( p= 0,03 ) te takoder pada broja stanica s viSokom ekspresijom u jezgri izmedu
astrocitoma | i 11l ( p=0,017 ). Dodatnom analizom uo¢avamo da ekstrapolacijom rezultata
pozitivnog nalaza ekspresije u jezgri naspram broja stanica bez ekspresije u jezgri i citoplazmi
nailazimo na statisti¢ki znac¢ajno smanjenje ( p=0,00005 ) broja stanica s ekspresijom. Osim
navedenih rezultata nalazimo i statistiCku znacajnost u povecanju broja stanica s umjerenom i
visokom ekspresijom u citoplazmi glioblastoma u odnosu na stanice iste kategorije kod
astrocitoma Il ( p=0,013) te statisticku znaéajnost kod povecanog medijana stanica za visoku
ekspresiju u citoplazmi kod astrocitoma Il u odnosu na astrocitome Il (p=0,04) te veceg
mediana stanica za visoku ekspresiju u citoplazmi kod glioblastoma u odnosu na astrocitome
Il ( p=0,03). Na ukupnom uzorku pokazali smo da je broj stanica s umjerenom i jakom
izrazeno$c¢u s lokalizacijom u jezgrama uvijek manji od broja stanica s lokalizacijom sFRP3 u
citoplazmi. Vidljivo je da je umjerena i visoka ekspresija u jezgri kontinuirano pada kroz
stupnjeve malignosti $to pokazuje ulogu sFRP3 kao antagonista. Takoder je vidljivo da
umjerena citoplazmatska ekspresija kontinuirano raste kroz stupnjeve malignosti , a takoder i
visoka citoplazmatska ekspresija raste kroz stupnjeve malignosti. Glioblastom tako imaju
najvecu citoplazmatsku ekspresiju ovoga antagonista. Zakljuciti moZemo da je tu put Wnt
inaktiviran. Sto bi znaéilo da smo mi pokazali da nije samo antagonist nego da stimulira te

pojacava prijenos signala.
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Tablica 1. Prikaz broja stanica pojedinih preparata s razlicitim ekspresijama sFRP3 kod
razli¢itih gradusa astrocitoma. Znacenje slova: 0(+/-)nc -slaba ili bez ekspresije u jezgri i
citoplazmi ; 1(++)c - umjerena ekspresija u citoplazmi ; 1(++)n - umjerena ekspresija u jezgri;

2(+++)c - visoka ekspresija u citoplazmi ; 2(+++)n - visoka ekspresija u jezgri

Astrocitomi |  |O(+/)nc [1(+)n  |L(++)c  |2(+++n  |2(++)c  ||Astrocitomilll |O(+/-)nc |1(++)n  |[1{++)c  |2(+++)n |2(+++)c
161608 82 40 23 30 25/ 101108 60 3 68 1 74
2096 08 20 85 40 30 4710264 03 113 7 48 4 54
3581 200 0 0 0 0111601 06 103 2 51 1 61
23000 200 0 0 0 0]11928 03 94 32 61 18 39
777001 145 12 34 0 0| 1243203 185 ! 3 2 6
842202 28 36 74 53 52 ij;i: 22 igg g 52 2 32
gziz gi :g 12 ig g éi 19016 09 93 28 51 26 42
1061401 50 30 41 48 18 (1648 10 2 2 > : -
5866 01 34 36 82 19 54
1300009 110 10 58 8 32| 1g538 07 78 v ” 1 3
1441703 110 35 44 3 4 Glioblastomi |0(+/-)nc |1(++)n  [1(++)c  [2(+Hn |2(++)c
1479110 60 59 62 47 67| 5505 a1 19 74 27 68
16604 08 130 4 40 n 2|89 09 18 15 73 10 114
17499 07 100 48 56 14 10{ 651 04 11 41 81 32 96
728604 62 23 51 18 46/ 2418 05 123 2 48 1 41
Astrocitomi [ |0(+/-)nc [1{+)n  |1(+H)c  |2(++)n |2(+++)c | 269505 110 1 72 0 38
17608 80 40 40 42 65/ 285003 82 1 81 1 62
74101 101 2 52 14 13(2088 04 93 2 61 3 24
243008 135 P 48 3 10704103 12 ! 60 0 112
399107 64 38 55 65 53/ 217203 10 3 8 .
739001 98 19 64 13 202429 08 200 0 0 0 0
751001 106 29 51 23 38 ?Egi; 3 - 1;2 i 9; ; 12?
963905 24 &2 68 L 101573304 153 16 15 13 12
1212903 152 16 14 3 10/ 12200 04 e 3 9 5 >
1334310 93 39 73 13 3315422 03 69 > 03 3 2
14506 04 n 22 38 39 69] /16127 06 80 19 63 18 43
14874 04 30 101 16 128 13[16176 04 120 4 41 10 32
1970708 160 8 15 4 10{205 n 6 120 2 74
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Tablica 2. Median stanica s razinom ekspresije proteina SFRP3 kod razli¢itih gradusa

astrocitoma

Slaba ili bez Umjerena ekspresija Visoka ekspresija
ekspresije u
jezgri i citoplazmi u jezgri u citoplazmi u jezgri u citoplazmi
Astrocitomi | 90 23 44 14 25
Astrocitomi 11 96 25,5 49,5 13,5 26,5
Astrocitomi 111 96 3 51 1 42
Glioblastomi 80,5 2,5 72,5 2 51
100
90
. \
70
60
o A |
50 e A ||
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40
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20
10
0
0(+/-)n 1(++)n 2(+++)n

Slika 3. Median razine ekspresije proteina sFRP3 u jezgri kod razli¢itih gradusa astrocitoma
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Slika 4. Median razine ekspresije proteina SFRP3 u citoplazmi kod razli¢itih gradusa
astrocitoma
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Slika 5. Prikaz ekspresije proteina sFRP3 kod glioblastoma. Vidljivo je: a) izrazita ekspresija

u citoplazmi ; b) slaba ekspresija u jezgri

Slika 6. Prikaz ekspresije proteina SFRP3 kod astrocitoma I11.Vidljivo je: a) slaba ekspresija u

jezgri

; b) izrazita ekspresija u citoplazmi
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a b

Slika 7. Prikaz ekspresije proteina sFRP3 kod astrocitoma Il .Vidljivo je: a) izrazita ekspresije
u jezgri ; b) slaba ekspresija u citoplazmi

Slika 8. Prikaz ekspresije proteina sSFRP3 kod astrocitoma I. Vidljivo je: a) slaba ekspresije u
citoplazmi ; b) izrazita ekspresija u jezgri
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8. RASPRAVA

Signalni put Wnt ucestalo je promijenjen i neispravno reguliran ( aktiviran) u brojnim
tumorima. NaSa prethodna istraZzivanja izrazenosti i uloge molekularnih komponentni signalnog
puta Wnt pokazale su povisenu aktivnosti signalnog puta Wnt u astrocitomima razlicitih
gradusa ( Pecina-Slaus et al., 2014.). Analiziraju¢i ulogu sFRP3 proteina u astrocitinim
tumorima mozga razli¢itih gradusa na temelju zapazanja moze utvrditi da je razina ekspresije
SFRP3 globalno snizena u navedenim tumorima. Funkcija sFRP-a tijekom embrionalnog
razvitka ukazuje na Cinjenicu da gradijent ekspresije sFRP proteina utjeCe na aktivnost
signalnog puta Wnt ( Lescher et al, 1998.) sto pak pokazuje da protein sFRP svojom
koncentracijom regulira i odrzava normalni staniéni ustroj. Postoji nekoliko znanstvenih radova
u kojima se reflektira uloga sFRP proteina u homeostazi signalnog puta Wnt te je tako dokazano
da SFRP4 inhibira Wnt signalizaciju i stani¢nu proliferaciju u tumorima prostate ovisnim o
androgenim hormonima ( Horvath et al., 2004.). Studije takoder pokazuju da je uloga sFRP
proteina neosporiva i u drugim malignim tumorima poput karcinoma dojke, jajnika,
endometrija, debelog crijeva, bubrega, mokra¢nog mjehura ,zeludca, pluca i jetre gdje je
dokazano da u svim navedenim malignomima sFRP funkcionira kao antagonist signalnog puta
( Surana et al., 2014.). NaSe istrazivanje pokazuje da u jezgri astrocitoma dolazi do pada
ekspresije SFRP3 proteina, gdje najvisu razinu ekspresije imamo kod pilocitickog astrocitoma
kao benigne forme, medijan od 23 stanice s umjerenom ekspresijom i 14 stanica s visokom
ekspresijom, te astrocitoma gradusa Il, medijan od 25,5 stanica s umjerenom ekspresijom i 13,5
stanica s visokom ekspresijom, dok pak visoki gradusi pokazuju veoma malu razinu ekspresije
SsFRP3 proteina u jezgri,medijan ekspresije kod astrocitoma gradusa Il za umjerenu ekspresiju
iznosi 3 stanice, dok za visoku ekspresiju samo 1 stanica, a takoder i kod najmalignije forme
astrocitoma, glioblastoma, nalazimo medijan u iznosu 2,5 stanica za umjerenu ekspresiju i
medijan iznosa 2 stanice za visoku ekspresiju. Navedeni rezultati u jezgri su u skladu s
pretpostavkama da sFRP djeluje kao inhibitor signalnog puta Wnt jer dokazanom pove¢anom
aktivno$¢u navedenog puta logicki se namece zakljucak da je razina inhibitora niska. Postoji
samo jedan rad u literaturi koji se odnosi na medudjelovanje proteina sFRP i signalnog puta
Whnt kod astrocitoma gdje rezultati tog rada pokazuju da djelovanjem na signalni put, poja¢ana
ekspresija sFRP proteina inhibira migraciju djelujuci preko inhibicije MMP-2 aktivnosti, no u
isto vrijeme pojacava proliferaciju stanica nepoznatim mehanizmom ( Roth et al., 2000.).

Zapazanje o inhibiciji migracije pokazuje da SFRP razlicito utjece na procese rasta (
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proliferacije ) i invazivnosti ( mobilnosti) tumora te se podudara s nalazima drugih radova o
antagonistickog djelovanju sFRP proteina na signalni put Wnt kod razli¢itih malignoma, no
nalaz pojacane proliferacije otvara moguénost postavljanja hipoteze da kod razli¢itih gradusa i
kod razlicitih tumora sFRP drugacije djeluje na ponaSanje stanice. Osim analize ekspresije u
jezgri, analizom ekspresije u citoplazmi dobili smo rezultat u potpunosti suprotan misljenju da
je sFRP iskljucivo antagonist signalnog puta Wnt. Nase istrazivanje pokazalo je da u citoplazmi
glioma dolazi do statisti¢ki znacajnog porasta medijana stanica u iznosu od 72,5 stanica koje
pokazuju umjerenu ekspresiju kod glioblastoma kao najmalignijih astrocitoma naspram
mediana stanica s umjerenom ekspresijom kod astrocitoma Il u iznosu od 51 stanice dok pak
median stanica za visoku ekspresiju kod glioblastoma iznosi 51, kod astrocitoma 111 42, a kod
astrocitoma Il kao najmanje malignih forme difuznih astrocitoma taj broj iznosi 25,5. Studija
Surane et al. iz 2014. pak sugerira da povisene koncentracije sFRP-a djeluju nekim drugacijim
mehanizmimam na signalni put Wnt posljedica ¢ega je ,suprotno ocekivanjima, poticanje
proliferacije stanica. Neke pak studije pokazuju da sFRP kao antagonist djeluje prvenstveno u
koncentracijama iznad fizioloskih ( Willert et al., 2003. ). Studija Schiefera et al. iz 2014.
pokazuje da upotrebom Western blot analize nalazimo povisenu ekspresiju SFRP4 proteina kod
glioblastoma sto se podudara s nasim rezultatima povisene citoplazmatske ekspresije sSFRP3
ekspresije kod glioblastoma.Nasa istrazivanja pokazuju da osim uobi¢ajene uloge sFRP kao
Wnt antagonista,analizom razina ekspresije navedenog proteina i u citoplazmi i u jezgri
mozemo zakljuciti da prepoznavanje promjena u molekularnom kontekstu tumorskih stanica
mozga znanstveno je vrlo vrijedno jer otkrivanjem uloge novih proteina mozemo ponuditi
potencijalne dijagnosti¢ke biljege nastanka i progresije i otvoriti nove molekularne mete za
terapeutske intervencije. Komponente singalnog puta Wnt od kojih se iz naseg rada vidi da je i
SFRP3 ukljucen pokazale su da imaju ulogu u astrocitnim tumorima mozga. Za bolje
razumijevanjenije i bolju uspjesnost u koristenju pametnih lijekova potrebne su dodatne studije
u kojima koristenjem purificiranih Wnt proteina i studije gubitka funkcije SFRP3 pomo¢i ce
odraditi ulogu proteina Sfrp3 kao Wnt antagonista.
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9. ZAKLJUCCI

1. Po prvi puta smo pokazali da je u ukupnom uzorku koji smo analizirali ekspresija proteina

SFRP3 izrazena i lokalizirana u citoplazmama i jezgrama stanica astrocitoma.

2. Razina ekspresije SFRP3 u jezgri i citoplazmi smanjena je u kategorijama umjerene i visoke
ekspresije u svim gradusima astrocitoma. Pad je u skladu s nasim ocekivanjima i

pretpostavkama.

3. Razine ekspresije u jezgri biljeZze veci pad u kategorijama umjerene 1 visoke ekspresije
malignijih gradusa( astrocitomi I11 i glioblastomi) u odnosu na manje maligne( astrocitomi I1)
I benigne graduse( astrocitomi 1) i ova razlika se pokazala statisnic¢ki zna¢ajnom ( p=0.00014)

4. Razina visoke ekspresije u citoplazmi je najvisa za najmaligniji gradus IV ( glioblastomi) u
odnosu na manje maligan gradus ( astrocitomi Il i Il) sto se pokazalo statisti¢ki znac¢ajno
(p=0.006)

5. Nasli smo smanjenu razinu ekspresije u jezgri stanica astrocitoma dovodi do gubitka
kontrole nad ograniCavanjem aktivnosti signalnog puta Wnt, te posljedicno pojacanoj

malignosti s poviSenjem gradusa.

6. Interpretacija rezultata ekspresije u citoplazmi nije tako jednostavna te su potrebna daljnja

istrazivanja za razjasnjavanje funkcije SFRP3 kod maligno promijenjenih stanica.
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