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Leon Markovié

CIMBENICI TRANSKRIPCIJE TCF-1 | LEF-1 UKLJUCENI U SIGNALNI PUT
WNT IZRAZENI SU U TUMORIMA MOZGA ASTROCITOMIMA

1. SAZETAK

Obitelj transkripcijskih faktora TCF/LEF od velikog je znacaja u biologiji tumora. Predmet
istrazivanja u ovom radu bila je razina ekspresije TCF-1 i LEF-1, u astrocitomima razli¢itih
histopatoloskih gradusa (I, II i IIT). Razine ekspresije TCF-1 i LEF-1 odredene su metodom
imunohistokemije. Utvrdena je ekspresija transkripcijskih ¢imbenika TCF-1 i LEF-1
lokalizirana u jezgrama stanica astrocitoma. Za TCF-1 odreden je porast udjela stanica u
kategorijama jake i srednje razine ekspresije, koji je u pozitivnoj korelaciji sa porastom
gradusa, sa najviSim vrijednostima u astrocitomima gradusa III -jaka (4,67%), srednja
(51,85%), a u njima je oc¢ekivano smanjen udio stanica niske ekspresije (43,46%). Za LEF-1
utvrden je pad ekspresije u kategorijama srednje i niske razine ekspresije, dok je za razinu jake
ekspresije odreden porast ekspresije koji korelira sa porastom gradusa astrocitoma, sa najviSom
vrijednoséu jake ekspresije u astrocitomima III (3,73%). Prema nasim rezultatima
zaklju¢ujemo da je porast ekspresije TCF-1 i LEF-1 u pozitivnoj korelaciji sa porastom gradusa
astrocitoma. Izrazenost transkripcijskih ¢imbenika TCF-1 i LEF-1 upuéuje na ukljucenost

signalnog puta Wnt u nastanku i progresiji tumora mozga astrocitoma.

Kljuéne rijeci: astrocitomi, transkripcijski faktori TCF-1, LEF-1, signalni put Wnt
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TRANSCRIPTION FACTORS TCF-1 AND LEF-1 INVOLVED IN WNT SIGNALING
IN ASTROCYTE BRAIN TUMORS

2. SUMMARY

TCF/LEF family of transcription factors is of great significance in tumor biology. The subject
of this research was to determine the levels of expression of TCF-1 and LEF-1, in astrocytoma
of different histopathologic grade (I, Il and I11). Immunohistochemistry was the method of
choice for determining the levels of expression of TCF-1 and LEF-1. The expression of
transcription factors TCF-1 and LEF-1 was localised within the nuclei of astrocytic tumor cells.
In case of TCF-1, there was an increase in percentage of cells in categories of strong and
intermediate levels of expression, which is in positive correlation with the increasement of
grade, with peak values in astrocytoma grade 11l -strong (4,67%), intermediate (51,85%), as
expected there was decreasement in percentage of cells with low expression (43,46%). On the
other hand, results for LEF-1 displayed decreased expression in categories with intermediate
and low levels of expression, while for the level of strong expression was determined increase
in expression which correlated with the increasement of astrocytomic grade, with the peak
value in astrocytoma Il (3,73). Based on our results, we conclude that the increase in
expression of TCF-1 and LEF-1 is in positive correlation with the increase in astrocytoma
grade. The expression of transcription factors TCF-1 and LEF-1 suggests activation of Wnt

signaling pathway in formation and progression of astrocytic brain tumors.

Keywords: astrocytic brain tumors, transcription factors TCF-1, LEF-1, Wnt signaling



3. UVOD
3.1. Signalni put Wnt

Signalni put Wnt odgovoran je za medustani¢no signaliziranje u brojnim razvojnim
procesima. Komponenta Int-1 Wnt signalnog puta otkrivena je 1984. u mi$jim tumorima (Nusse
et al.- 1984.). Paralelno otkricu Int-1, otkriven je Wingless, homologni gen Drosophila
melanogaster (Klaus i Birchmeier - 2008.). Sintezom dvaju imena nastaje ime Wnt.
Homolognost Wnt gena odredena je specificnim rasporedom dvadeset i jednog cisteina u
primarnom proteinskom slijedu. Filogenetski gledano, Wnt geni su Siroko rasprostranjeni,
Drosophila ih ima sedam, pet ima Caenorhabditis elegans, dok u ljudi i miSeva nalazimo
devetnaest. Takva rasprostranjenost medu vrstama upucuje na ranu evoluciju gena
(Cadigan2008.). Proteini Wnt sekretorni su glikoproteini. Signalni put Wnt odgovoran je za
brojne embrionalne razvojne procese, primjerice ekspresija Wntll koji inducira apoptozu
potrebna je za fuziju nepca (Lee et al.- 2008.). Zamjecena je takode ekspresija Wnt11 u misjim
ventrikularnim kardiomiocitima tijekom embrionalnog razvoja, gdje smanjena ekspresija
Whntll dovodi do promjenjene distribucije N-kadherina i B-katenina, poslijedi¢no uzrokujuci
poremecaje citoskeleta i sarkomera (Nagy et al.- 2010.). Embrinalni razvoj misjeg mozga
takoder je povezan sa ekspresijom Whnt-a i pridruzenih molekula, poput onih iz obitelji TCF i
LEF, ¢ija je ekspresija povecana u ranim stadijima razvoja mozga u neuronima i astrocitima, a
kasnije njihova razina opada ( Coyle-Rink et al.- 2002. ). Posljedi¢no ovoj ranoj ekspresiji, u
okvirima razvitka, postoji potencijal povisene ekspresije istih molekula i u tumorskim
stanicama, koje su prosle proces svojevrsne dediferencijacije. U pokusima radenima sa
knockout miSevima ustanovljeno je da TCF-1 -/- miSevi imaju poremecaj u razvoju T-stanica,
i razvijaju adenome gastrointestinalnog sustava i dojke. LEF-1 -/- knockout misevi umiru u

vrijeme rodenja (Ravindranath- 2008.).



Tablica 1. Bolesti povezane s mutacijama gena Wnt (Fahiminiya et al.- 2013.; Nieman et al.-
2004.; Biason-Lauber- 2004; Kanazawa- 2004.; Adamy - 2007.; Christodoulides - 2006.;
Ugur - 2008.; Mandel- 2008.)

GEN BOLEST
WNT-1 Osteogenesis imperfecta
WNT-3 Tetra amelia
WNT-4 Perzistencija Miillerovih kanala i virilizacija
SERKAL sindrom
WNT-5B Dijabetes tip 1l
WNT-7A Fuhrmannov sindrom
WNT-10A Odono-onyho-dermalna displazija
WNT-10B Split hand/foot malformacija
Mutacija u pretilih bolesnika

3.1.1.Signalizacijski slijed-citoplazma

Signalni put Wnt ukljucuje sloZeni niz interakcija nekoliko proteina kojima je jedan od
ishoda aktivacija transkripcijskih ¢imbenika TCF/LEF u jezgri stanice (Rampazzo et al.- 2013.).
Signalizacija zapocinje vezivanjem Wnt molekule na povrSinu transmembranskih proteina
Frizzled(Fzd) i lipoprotein receptor povezanih proteina (LRP5 i LRP6). Obitelj Fzd dio je velike
skupine receptora sa sedam transmembranskih domena povezanih s Gproteinima (Malbon-
2004.). Povezivanjem proteina iz obitelji Fzd i LRP preko Wnt liganda primjer je dimerizacije
s unakrsnom fosforilacijom koja je posredovana tirozin-kinazom ili TGF-f receptorom. To je
zbog Cinjenice da ni Fzd ni LRP5/6 nemaju dokazanu enzimatsku aktivnost. Daljnji
signalizacijski slijed dovodi do aktivacije skupine proteina Dishevelled (Dvl) ¢ija je uloga
fosforilacija LRP-a i regrutacija axina prema stani¢noj membrani . Sredi$nji dogabaj u Wnt
signalizaciji ukljucuje promjenu koncentracije fkatenina. Ova promjena utjece na difuziju p-
katenina u jezgru nakon cega slijedi njegovo vezivanje za transkripcijske ¢imbenike TCF/LEF
(Clevers- 2006.). B-katenin ne pokazuje samo vaznost u signalnom putu Wnt veé ima i
esencijalnu ulogu u vezama medu stanicama tzv. zonulama adherens , stvarajuci vezu izmedu
E-kadherina i aktinskog citoskeleta (Haftek et al.- 1996.). Koncentracija -katenina vezana je

uz nekoliko proteina koji formiraju tzv. B-kateninski razaraju¢i kompleks. Razaranje B-katenina
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zapocinje binarnim kinazim mehanizmom, gdje kasein kinaza I (CKI) fosforilira domene koje
sadrzavaju serinske aminokiselinske ostatke dovode¢i do fosforilacije serin/treoninskih
ostataka putem glikogen sintaze kinaze 3-p (GSK-3p). Za fosforilaciju B-katenina preko CKI
i GSK-3B , nuzno je i vezivanje proteina adenomatozne polipoze kolona (APC) i axina. Ova
dva proteina sluze kao usmjerivaci preko kojih se B-katenin i kinaze pozicioniraju u svrhu
ucinkovite interakcije. Tako vezani B-katenin se spaja za B-TrCP, komponentu E3 ubikvitin
ligaza kompleksa, §to dovodi do poliubikvitinacije i razgradnje u proteasomu (Aberle et al.-
1997.). Regrutacija axina prema fosforiliranom citoplazmatskom repu LRP5/6 onemogucuje
funkciju B-kateninskog razaraju¢eg kompleksa i stabilizira koncentraciju [-katenina u
citoplazmi. Postoje indikacije da i Fzd kao ¢lan obitelji receptora povezanih s G-proteinima,
dovodi do aktivacije Guo | Gag potrebnih za aktivnost Wnt-signalnog puta. Nakon stabilizacije
i povecanja koncentracije citoplazmatskog B-katenina dolazi do njegovog premjestanja u jezgru
preko kompleksa jezgrinih pora. Unato¢ izrazito potentim domenama na C- i N- Kkraju,
intrinzicna mogucnost vezanja B-katenina je zanemariva. Postoje mnogi transkripcijski
¢imbenici sposobni vezati B-katenin. Istrazivanja ukazuju porodicu transkripcijskih fakora
TCF/LEF kao glavne medijatore Wnt-signala. Kako bi se p-katenin vezao na DNA, potrebna je
njegova asocijacija s jednim od specificnih transkripcijkih faktora iz obitelji TCF/LEF
(Clevers- 2006.).

Wnt-% =

= atmiy—1€)
\_/ .//pﬁosphorylation
SK3-

Slika 1. Signalni put Wnt



3.1.2.Signalizacijski slijed-jezgra

Proteini TCF/LEF se vezu direktno na DNA, no vezivanje zahtijeva prisutnost B-katenina
iz razloga $to je vezivanje samo TCF/LEF-a nedostatno za gensku transaktivaciju. TCF/LEF
pokazuju izvanredno konzervirane aminokiselinske sljedove u HMG-DNAvezuju¢oj domeni i
jezgrinom lokalizacijskom signalu (NLS-nuclear localization signal). Svi TCF/LEF-ovi,
prijenosom u jezgru putem alfa importina, naposlijetku se vezuju za sekvencu 5-CCTTTGWW.
Pokusi s DNA-vezuju¢im mjestom dTCF/pangolin i TCF-1 ukazuju na identi¢nost DNA-
sekvenci za sve TCF/LEF-ove i dokazuje visoku konzerviranost HMG-DNA vezujuc¢ih domena
(van de Wetering i Clevers- 1992.). Jedna od ¢esto zanemarivanih ¢injenica je savijanje DNA
prilikom vezanja od 130° za transkripcijski faktor LEF-1 (Giese et al.- 1991.). Rane studije
aktivnosti TCF/LEF ukazuju na vaznost savijanje DNA prilikom regulacije transkripcije ciljnih
gena kod limfocita. Savijanje je nuzno radi kontakta izmedu transkripcijskih faktora vezanih za
bilo koju stranu DNA. Vezivanje B-katenina slijedi preko izrazito konzervirane domene na
amino kraju transkripcijskih ¢imbenika TCF/LEF, ukljucujué¢i konformacijske promjene u
prvih 50 aminokiselina preko alfa uzvojnice i nekoliko vodikovih i elektrostatskih interakcija
sredi$nje Armadillo ponavljaju¢e domene (Graham et al.- 2000.). TCF/LEF mogu takoder
vezati i y-katenin/plakoglobin (Zhurinsky et al.- 2000.) , no mnogo slabije. Spajanje se odvija
preko njihovog C-terminalnog kraja (aminokiseline 51-80) (Miravet et al.- 2002.). Osim
vezujuc¢ih mjesta na TCF/LEF-u, istraZivanja pokazuju da i na B-kateninu postoje vezna mjesta,
preko kojih mnogi koaktivatori i korepresori transkripcije, ali i antagonisti mijenjaju
funkcionalnost kompleksa p-katenin/TCF/LEF/DNA. Ovisno o kontekstu ovo moze
pojacavajati ili inhibirajati transkripciju ciljnih proteina. Za vecinu koaktivatora otkriveno je se
vezu direktno na N- i C- krajeve B-katenina (Hurlstone i Clevers- 2002.). Zanimljivo je da je
vecina interakcija vezana za transkripcijski ¢imbenik LEF-1.

Proteomicka istrazivanja identificirala su FUS/TLS, PARP-1, Ku70, Ku80, Topo Ila i SF-1 kao
bitnije proteine koji utjeu na aktivnost B-katenin-TCF-4 kompleksa (Shitashige et al.- 2008.).
Dok su FUS/TLS i Ku70 identificirani kao represori, dokazano je da su Topolla i PARP-1
pojaciva¢i TCF/LEF/B-katenin transkripcijskog kompleksa. PARP-1 je enzim koji katalizira
poliADP-ribozilaciju nekolicine proteina u odgovoru na DNA ostecenje, igrajuci bitnu ulogu u
oc¢uvavanju integriteta genoma . Tijekom apoptoze PARP-1 se cijepa pomoc¢u kaspaze-3
(Idogawa et al.- 2007.). Cini se da to cijepanje inhibira interakciju PARP-1 s TCF4 (Idogawa
et al.- 2005.). Uklanjanje PARP-1 iz kompleksa [-katenin-TCF-4, vjeruje se, inhibira



transkripcijsku aktivnost. U odgovoru na DNA ostecenje, PARP-1 Katalizira poliADP-
ribozilaciju vlastite domene inhibiraju¢i interkaciju s TCF-4. Ku70 natjece se s PARP-1 za
vezno mjesto na TCF-4, dovodec¢i do inhibicije transkripcije. Disocijacija PARP-1 omogucuje
vezanje Ku70, koji Cini se, inhibira interakciju TCF-4 i B-katenina. Povecana ekspresija PARP-
1 1 smanjena ekspresija Ku70, uocena je u kolorektalnom adenokarcinomu, pojacavajuc¢i TCF-
4/B-katenin posredovanu transkripciju gena (Shitashige et al.- 2008.). Jo$ jedan nacin
mijenjanja transkripcijske aktivnosti je i kovalentna modifikacija. U Drosophile melanogaster,
transkripcijski koaktivator dCBP moze se vezati za HMG DNA-vezuju¢u domenu dTCF/pana
i acetilirati lizinske ostatke u Armadillo/B-katenin vezuju¢oj domeni te tako interferirati
aktivno$cu kompleksa (Waltzer i Bienz- 1998.). Kod C. Elegans, POP-1 je acetiliran pomoc¢u
CBP/p300 u blizini HMG-domene te ova modifikacija povecava transport u jezgru. Obje
acetilacije smanjuju izrazaj Wnt ciljnih gena, no da li ovaj mehanizam vrijedi i za kraljeznjake
jo$ nije poznato, ali zanimljivo je istaknuti da su lizinski ostatci (K25) koji su acetilirani u
Drosophile, SUMOlirani kod misjeg LEF-1 pomo¢u E3 ligaze PIASy. TCF-1 i TCF-3 ne
posjeduju analogne aminokiselinske ostatke. Pocetna istrazivanja ukazuju da SUMO
modifikacija vodi do slicne inhibicije. Fosforilacija je jo§ jedan mehanizam s negativnim
odjekom. Fosforilacija serina u B-katenin vezuju¢oj domeni LEF-1 putem kasein kinaze
onemogucuje vezanje transkripcijskih TCF/LEF za DNA , a fosforilacija nizvodnih
aminokiselinski ostataka putem kazein kinaze 2 na TCF-4 onemogucuju vezanje [3-katenina
(Miravet et al.- 2002.) .Naposlijetku, aktivacija transkripcije dovodi do ekspresije Wnt ciljnih
gena poput c-myc, cyclin D2, CD44, c-jun, cyclin D1, axin2, survivin(BIRC5),
matrilysin(MMP7) i mnogih drugih (Shitashige et al.- 2008.). Posebice je zanimljiva aktivacija
c-myc protoonkogena. C-myc je pleotropni transkripcijski faktor koji regulira mnostvo
stani¢nih procesa kao $to su apoptoza, progresija stani¢nog ciklusa, stani¢ni rast i DNA
replikacija. Vjeruje se da c-myc regulira ekspresiju 15% ljudskih gena (Gearhart et al.- 2007.).
U pocetku je otkriven kao Wnt ciljni gen gdje je dokazano postojanje regulatornog genetickog
elementa WRE (engl. Wnt regulatory element) unutar promotora za c-myc gena (Tong-Chuan
He et al.- 1998.). Nedavni radovi sugeriraju da ovisne o B-kateninu interakcije izmebu Wnt
elementa odgovora (WRE) i c-myc locusa , kontroliraju ekspresiju f-katenina. Navedena
istrazivanja provedena su ve¢inom na kolorektalnom karcinomu, ali ovi radovi koji se bave
razli¢itim neoplazmama pa tako i1 tumorima srediSnjeg ziv€anog sustava daju naslutiti da
prekomjerna aktivacija signalnog puta Wnt igra ulogu u nastanku i progresiji neuroepitelnih

tumora mozga, posebice astrocitoma.



3.2. Transkripcijski ¢imbenici TCF/LEF

3.2.1.Struktura

LEF (od engl. Lymphoid enhancer factor) i TCF (od engl. T cell factor) proteini,
medijatori su Wnt signalnog puta i djeluju u jezgri stanice. Signalni proteini Wnt spregnuti su
putem [B-catenina, a djeluju na Wnt response elements 6 (WRE). U visih organizama postoje 4
predstavnika obitelji: TCF-1, LEF-1, TCF-3 i TCF-4. Svi ¢lanovi obitelji nastaju kao izoforme
istog gena putem alternativnog prekrajanja, ili upotrebe razli¢itog promotora (Arce - 2006.). N-
terminalna B-catenin-vezuju¢a domena je visokooc¢uvana, 60% sli¢nosti medu ortolozima, a svi
¢lanovi LEF/TCF obitelji vezu B-catenin. LEF/TCF takoder mogu vezati i kompleks y-
katenin/plakoglobin ( Zhurinsky et al.- 2000.). Premda uloga ove interakcije nije u potpusnosti
razjasnjena. Izmedu B-katenin vezuju¢e domene i HMG vezuju¢e domene smjestila se CRD
domena, context-dependant regulatory domain. U podru¢ju CRD smjesten je jedan alternativni
egzon (Arce- 2006.). Stovise, CRD djeluje kao vezno mjesto za represor Groucho ( Roose et
al.- 1998.). HMG-DNA vezuju¢a domena prisutna je u svim ¢lanovima LEF/TCF obitelji. Ova
domena prepoznaje sekvencu 5'-CCTTTGWW, smjeStenu na malom utoru DNA, a signal
lokalizacije u jezgri, NLS (od engl. nuclear localization signal) interagira sa fosfatnim
skupinama postrani¢éno na DNA, povecavajuci tako afinitet viSestruko. Vazno je istaknuti da
ova interakcija snazno savija DNA poslijediéno omogucujuc¢i vezanje transkripcijskih faktora
(Giese et al.- 1991. ; van de Wetering i Clevers- 1992.). Uklanjanje N-terminalne domene, za
koju je kasnije utvrdeno da je B-katenin vezujuca, ima za poslijedicu aktivaciju gena izvan
"normalnog” konteksta Wnt signalnog puta (Carlsson et al.- 1993.). C-terminalni krajevi
podlozni su alternativnom prekrajanju unutar pojedinih gena LEF/TCF obitelji (Hovanes et al.-
2000.). Jedan od najces¢ih je "B" kraj koji je prisutan u svim ¢lanovima obitelji, osim TCF-3,
funkcija mu je nepoznata, kao i veéini alternativnih krajeva. S druge strane "E" kraj, koji se
nalazi u svim TCF genima, osim u LEF-1, sadrzi nespecifi¢nu veznu domenu za DNA i regiju
odgovornu za interakciju sa p300, stvaraju¢i tako TCF, B-katenin, p300 transkripcijski
kompleks (Atcha et al.- 2003. ; Hecht i Stemmler- 2003.).

3.2.2.Prepoznavanije ciljnih gena

Iako postoji intrizi€no prepoznavanje DNA od strane TCF/LEF proteina, ono je slabog

afiniteta, stoga su potrebni drugi ¢imbenici koji ¢e pojacati afinitet vezanja, poput 3-katenina.



Upravo alternativni C-terminalni krajevi se dovode u vezu sa prepoznavanjem ciljnih gena,
posebice "E" Kkraj, koji je prisutan u izoformama TCF-1 i TCF-4, koje stoga imaju sposobnost
vezanja za varijabilnije WRE. Za izoforme bez "E" kraja, predvida se da postoje neki drugi
faktori koji utjeCu na njihovu interakciju sa DNA. Na slici 2. prikazana su mjesta vezivanja i
molekule koja ta vezivanja ostvaruju. Zanimljivo je da ortolozi u muhe, crva, hidre obligatno
sadrzavaju C-terminalni DNA vezuju¢i motiv, §to daje za pretpostavku da je u 7 sisavaca doslo
do razvoja novih C-terminusa kako bi se postigla interakcija sa veéim brojem molekula i

¢imbenika koji sudjeluju u razli¢itim signalnim putovima. (Arce- 2006.)

MED-12 Hyrax C
* *

*

*
FUS/TLS E-kadherin Brg-1 ICAT Chibby

B-katenin

* * * *
axx Ku70 HBP1 HIC1

TCF/LEF =

Slika 2. Mjesta vezivanja. Shematska reprezentacija TCHLEF i B-katenin domena nuznih za
interakciju s indiciranim proteinima



4. HIPOTEZA

U posljednjih 20-ak godina, biljezi se povecan razvoj novih histolosko-biokemijskih
markera tumorskog rasta koji omogucéuju poboljsanje dijagnostike, te takoder doprinose to¢nijoj
prognozi slijeda bolesti. Promatrajuci tumorski rast prema profilu ekspresije pojedinih gena,
mozemo ustvrditi svojevrsnu dediferencijaciju tumorskih stanica, uz ostale citogeneticke
promjene. Shodno tome realno je ocekivati aktivaciju pojedinih unutarstani¢nih signalnih
putova, koji su bili aktivni u vrijeme diferencijacije pojedinih stanica. Zbog toga o¢ekujemo da
¢e ckspresija TCF-1 i LEF-1 biti poviSena u astrocitomima, shodno njihovoj efektorskoj

funkciji na transkripciju u sklopu aktivacije WNT signalnog puta.

5. CILJEVI RADA

Cilj istrazivanja je odrediti lokalizaciju u stanici i usporediti razinu ekspresiju proteina TCF-1
i LEF-1 razli¢itih gradusa astrocitoma te prema tome zakljuditi u kojoj su mjeri proteini TCF-1
| LEF-1 kao transkripcijski ¢imbenenici signalnog puta Wnt ukljucen u regulaciju maligne

preobrazbe astrocitoma.



6. MATERIJALI | METODE

6.1. Tumorski uzorci

Uzorci od 52 astrocitoma prikupljeni su od strane Zavoda za patologiju "Ljudevit Jurak",
Klini¢kog bolni¢kog centra "Sestre milosrdnice", Zagreb, Hrvatska. Tumori su pronadeni
ve¢inom u temporalnim, frontalnim, parijetalnim i cerebelarnim regijama mozga, pomocu
magnetske rezonance MRI (magnetic resonance imaging). U pacijenata nije postojala obiteljska
povijest tumora mozga. Svi tumori su klasificirani od strane patologa prema kriterijima Svjetske
zdravstvene ogranizacije (WHO), u astrocitome gradusa I, astrocitome gradusa I, astrocitome
gradusa III. 28 pacijenata su bili muSkarci, a 24 Zene. Dob pacijenata sezala je od 3 do 81, sa
srednjom vrijednos$¢u od 38.28; a srediSnjom vrijednoS¢u od 34.50 (median). Prosje¢na dob u

vrijeme dijagnoze je bila 38.89 za muskarce, a 37.58 za zene.

Eticki odbor je odobrio istrazivanje, a pacijenti su potpisali informirani pristanak.

6.2. Imunohistokemija

U svrhu odredivanja stani¢nog smjestaja TCF-1 i LEF-1 proteina, te odredivanja razine
njihove ekspresije, primijenjena je metoda imunohistokemije. Uzorci su bili fiksirani u
formalinu, proZeti parafinom, te izrezani na 4-um debele preparate pomocu Capillary gap
microscope (DakoCytomation, Denmark). Preparati su imunohistokemijski obojeni prema
streptavidin horseradish peroxidase/DAB metodom. (LSAB+, Dako REAL™).
Deparafinizirani i rehidrirani preparati stavljeni su u (citratni pufer) Dako Target Retrieval
Solution (DakoCytomation, Denmark) unutar mikrovalne komore, 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 metanola i 3%
H20.. Nespecificno vezanje protutjela blokirano je pomocu inkubacije peparata u goat serumu
tijekom 30 min na 4°C. Primarna protutijela primijenjena su u optimiziranim razrjebenjima po
30 min na sobnoj temperaturi. KoriStena su mi$ja monoklonalna protutijela anti-human TCF-1

(2:50) i anti-human LEF-1 (1:50), Santa Cruz Biotechnology, USA. Nakon inkubacije preparati
su tri puta ispirani u fizioloskoj otopini puferiranoj fosfatom/kozjem serumu.



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 koZze, bubrega i kolona.

6.3. Analiza razine ekspresije transkripcijskih faktora TCF/LEF u
jezgri

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/+, srednja razina ekspresije oznacena je kao ++, a vrlo izrazena ekspresija kao +++.
Analizirano je 200 stanica po preparatu. Za svaki uzorak, intenzitet bojenja na izrazenim
dijelovima preparata ocijenjen je koristeci ImageJ software (NIH, SAD). Odabrana su sredi$nja

podrudja preparata koja su prikazivala najvise karakteristika malignog tkiva.

7. REZULTATI

Utvrdena je ekspresija oba transkripcijska faktora u veéini analiziranih uzoraka kao 1
heterogena distribucija kroz tumor, s lokalizacijom wu jezgri, sugeriraju¢i povecanu
transkripcijsku aktivnost. Na razini svih uzoraka astrocitoma, naSa analiza je pokazala da
srednje vrijednosti ekspresije TCF-1 za jaku ekspresiju iznose nesto manje od 4 % , malo manje
od 46 % pokazuje srednju ekspresiju, dok otprilike 50 % iskazuje slabu ekspresiju ovog
transkripcijskog faktora. Rezultati vezani za LEF-1 slijede ovaj obrazac gdje jaku ekspresiju
pokazuje nesto manje od 3 %, malo manje od 42 % pokazuje srednju ekspresiju, dok otprilike

55 9% iskazuje slabu ekspresiju ili nedostatak ekspresije . Intenzitet obojenja 200 stanica
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svakog primjerka je analiziran koriste¢i ImageJ ( NIH, SAD) i ravrstan u kategorije prema broju
stanica koje su pokazivale odredeni intenzitet obojenja, $to ukazuje na razinu ekspresije
pojedinog transkripcijskog faktora. Nasa istrazivanja za oba transkripcijska faktora kod
astrocitoma | pokazuju da udio stanica s izrazitom ekspresijom za TCF-1 iznosi 3,1 %, umjerena
ekspresija 39,31 %, aslaba ili bez ekspresije dokazana je u 57,57 % stanica. Rezultati na LEF-1 u
astrocitomima | iznose kako slijedi: izrazita ekspresija 1,71 %, umjerena ekspresija 35,86 %, slaba
ili bez ekspresije 62,34 %. Rezultati za astrocitome Il za TCF-1 iznose: izrazita ekspresija

4,19 %, umjerena ekspresija 45,53 %, slaba ili bez ekspresije 50,26 %. Sli¢an obrazac pokazuje i
ekspresija LEF-1 kod astrocitoma Il gdje je udio stanica s izrazitom ekspresijom 3,07 %, umjerenom
53,15 % i slabom ili bez ekspresije 43,32 %. Kona¢no najmaligniji gradus astrocitoma odnosno
gradus Ill astrocitoma pokazuje da je udio stanica s izrazitom ekspresijom za TCF-1 4,67 %, s
umjerenom ekspresijom 51,85 %, dok udio sa slabom ili bez ekspresije iznosi 43,46 %.

Rezultati gradusa 11 astrocitoma za LEF-1 pokazuju sljedece vrijednosti: izrazita ekspresija 3,73%,
umjerena eksprsija 35,87%, slaba ili bez ekspresije 60,39 %. Primijetili smo da se nagli porast
prepoznatljive ekspresije dogodio odmah u gradusu Il astrocitoma, dok su rezultati ekspresije za
gradus III nisu bili toliko izrazeni. Utvrdili smo relevantne korelacije izmedu intenziteta ekspresije
za dva promatrana proteina. Razine dvaju proteina bile su u pozitivnoj korelaciji u nasSem ukupnom
uzorku tumorskih uzoraka gdje izrazita ekspresija ili umjerena ekspresija pokazuju da su oba
proteina prisutna u razli¢itim gradusima. Razina ekspresije dvaju istraZivanih proteina pozitivno
koreliraju s histoloSkom malignosti. Prikupljeni rezultati u ukupnom uzorku demonstriraju
razlike u razini ekspresije ponajprije povezane s ekspresijom TCF-1 slaba ekspresija, TCF-1
izrazita ekspresija i LEF-1 izrazita ekspresija u razli¢itim gradusima. Ekspresija TCF-1 kod
astrocitoma III pokazuje najnizi postotak zastupljenosti stanica sa slabom ekspresijom, dok je
postotak zastupljenosti visoke ekspresije TCF-1 najvisi kod astrocitoma III, a kod astrocitoma
Il blago povisen pozitivno korelirajuéi sa stupnjem malignosti tih tumora. U suprotnosti, udio
stanica sa slabom ili bez ekspresije, 43,46 %, bili su najnizi kod astrocitoma III, pri tome
ukazujuéi da udio stanica koje ne eksprimiraju ovaj transkripcijski faktor je u ovom gradusu
smanjen. Rezultati takoder pokazuju pravilni porast postotka stanica s izrazitom ekspresijom
LEF-1 s porastom malignosti astrocitoma I do I11.

Dobivene vrijednosti za TCF-1 nesto su manje izrazene zbog porasta udjela stanica s 3,1 % kod
astrocitoma I do vrjednosti od 4,19% kod astrocitoma II, a udio stani¢ne populacije astrocitoma
I11 slijedi trend blagog porasta udjela stanica s visokom ekspresijom 4,67 %, nasuprot tome
dogada se izrazito smanjenje stani¢ne populacije sa slabom ili bez ekspresije kod TCF-1 gdje

astrocitomi I posjeduju 57,57 % stanicne populacije s niskom ili bez ekspresije, astrocitomi II
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50,26 %, a astrocitomi III uvjerljivo najnizu vrijednost, 43,46% . Udio stanica s umjerenom

ekspresijom linearno raste za TCF-1, dok dobiveni rezultati za LEF-1 pokazuju da je najveci

udio takvih stanica kod astrocitoma II, a astrocitomi I i III posjeduju sli¢an postotak stanicne

populacije s umjerenom ekspresijom. Slike 4. i 7. jasno pokazuju da s povecanjem gradusa

astrocitoma dolazi do povecanja udjela stanica s izrazitom odnosno umjerenom ekspresijom

transkripcijskih faktora TCF-1 i LEF-1, a smanjenja udjela stanica sa slabom ili bez ekspresije.

Na slici 3. i 6. prikazani su postotci razine ekspresije transkripcijskih faktora TCF-1 odnosno

LEF-1 gdje za TCF-1 jasno uo¢avamo porast razine ekspresije s porastom gradusa astrocitoma,

dok rezultati za LEF-1 nisu tako jasni.

Tablica 2. Postotak razine ekspresije transkripcijskih faktora kod razli¢itih gradusa astrocitoma

Jaka Umjerena Slaba ili bez
ekspresija ekspresija ekspresije

TCF-1 3,10% 39,31 % 57,57 %

Astrocitomi | LEF-1 1,71 % 35,86 % 62,34 %

TCF-1 4,19 % 45,53 % 50,26 %

Astrocitomi |1 LEF-1 3,07 % 53,15 % 43,32 %
TCF-1 4,67 % 51,85 % 43,46 %

Astrocitomi I11 LEF-1 3,73% 35,87 % 60,39 %
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Slika 8. Prikaz ekspresije transkripcijskog faktora LEF-1 u razli¢itim gradusima astrocitoma,
slika a-astrocitomi I, b-astrocitomi I, c-astrocitomi IlI

8. RASPRAVA

Raspravljajuéi o signalnom putu Wnt mozemo ustvrditi €injenicu da je glavni izvrsni
medijator kompleks transkripcijskih faktora iz obitelji TCF/LEF. Unutar jezgre, TCF/LEF
obitelj transkripcijskih faktora stvara kompleksni signal aktiviraju¢i procese bitne za
medustani¢nu komunikaciju u zivotu embrija i odraslog ¢ovjeka, a takoder posjeduju i vaznost
u stani¢noj diferencijaciji i proliferaciji ( Logan i Nusse- 2004. ; Lie et al.- 2005.).

Nasi rezultati s transkripcijskim ¢imbenicima TCF-1 i LEF-1 pokazuju vaznost signalnog puta
Wnt u tumorima mozga astrocitomima. U navedenom radu pokazali smo ekspresijski uzorak

transkripcijskih faktora TCF/LEF u astrocitomima razli¢ite malignosti. Broj stanica s izrazitom
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ekspresijom TCF-1 faktora iznosi 4,67 % u astrocitomima III najviSeg stupnja malignosti, dok
onih s niskom ili bez ekspresije iznosi 43,46 % . Analiza transkripcijskog faktora LEF-1
pokazala je izrazitu ekspresiju u 3,73 %, a slabu ili bez ekspresije u 60,39 % populacije
neoplasticnih stanica. Najnizi stupanj malignosti astrocitoma, gradus I, pokazuje znantno
povecanje stanica sa slabom ili bez ekspresije, za ekspresiju TCF-1 sa 57,57 %, a u slucaju
LEF-1 ekspresija 62,34 %, dok se stani¢na populacija s izrazitom ekspresijom smanjuje u
slu¢aju TCF-1 na 3,1 %, a za LEF-1 na 1,71 %. Rezultati dobiveni za astrocitome

Il takoder ukazuju na postupni porast udjela stanica s visokom, a pad stanica s niskom
ekspresijom, gdje je taj obrazac za TCF-1 linearno pada odnosno raste kroz porast stupnja
malignosti. IzraZzenost LEF-1 pokazuje eksponencijalni porast broja stanica s izrazitom
ekspresijom i najnizi udio stanica s niskom ili bez ekspresije upravu u gradusu II, gdje gradus I
i 1l imaju podjednak postotak stanica s niskom ekspresijom. Astrocitomi gradusa I i Il su
spororastuci, slabo agresivni tumori, dok je gradus III maligni tumor karakteriziran visokim
proliferacijskim indeksom. Pojasnjenje aberantne aktivnosti LEF-1 odnosno TCF-1 u i njihove
interakciju u pacijenata s astrocitomom je jos uvijek nedovoljno istrazeno.

Postoji mali broj znanstvenih radova ( Sareddy et al.- 2009. ; Sareddy et al.- 2012. ) koji se
odnose na ulogu signalnog puta Wnt u ljudskim astrocitomima. Sareddy et aladnici (2009.) su
istrazivali LEF-1 i TCF-4 i pokazali da su oba transkripcijska faktora bila pojacano eksprimirana i
pozitivno korelirala sa stupnjem histoloske malignosti astrocitoma. Ovaj je rezultat u s skladu s
nasim nalazima, iako je istrazivana kombinacija TCF/LEF razli¢ita od naSe. lako nasi rezultati s
TCF-1 i LEF-1 podupiru razmisljanje da svi ¢lanovi obitelji transkripcijskih ¢imbenika TCF/LEF
imaju podudarnu ulogu omogucujuéi jednom c¢lanu ove obitelji obavljanje funkcije nekog drugog
¢lana, dokazano je da ovo nije to¢no. Pokazano je da je ekspresijski obrazac TCF/LEF razlicit u
zdravim stanicama debelog crijeva ¢ovjeka u usporedbi s tkivom zahva¢enim tumorom. Kao
primjer, u normalnom debelom crijevu TCF-1 i TCF-4 su eksprimirani, a LEF-1 i TCF-3 nisu (
Najdi et al.- 2011.). Kod tumora debelog crijeva TCF-4 je eksprimiran u izoformi s 2 DNA vezujuce
domene, dok se ekspresija TCF-1 mijenja, on se pojavljuje kao druk¢ija izoforma koja omogucuje
maksimalno vezivanje B-katenina i onkogeni efekt. Napravljeno je nekoliko istrazivanja s ciljem
identifikacije molekula koje interferiraju s B-katenin i TCF/LEF jezgrinog kompleksa. Emami et
aladnici (2004.) su otkrili molekulu ICG-001, za koju se pokazalo da se specifi¢no veze za CBP i
inhibira njegovu interakciju s B-kateninom. ICG-001 efikasno reducira rast stanica kolorektalnog
karcinoma 1 inducira apoptozu. Poznato je da CBP funkcionira kao koaktivator Sirokog spektra
transkripcijskih faktora, a specifi¢nost i klinicka korisnost ICG-001 ostaje jo§S nerazjasnjena

(Shitashige et al.- 2008.). Uzimajuc¢i u obzir ¢injenicu da B-katenin nakon translokacije u jezgru
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ulazi u interakciju s obitelji transkripcijskih ¢imbenika TCF/LEF ( Daniels i Weis - 2005.),
definitivno je zanimljivo pratiti i ekspresijske obrasce i lokalizaciju Pkatenina. Peéina Slaus et
aladnici (2010.) pokazali su na studiji 72 neuroepitelna tumora mozga, od Cega su 79 % bili
astrocitomi, povisenu ekspresiju -katenina u 51,1 % ispitanih uzoraka.

Stovise, akumulacija B-katenina u jezgri je pronadena u 59,4 % uzoraka, od &ega kod astrocitoma
33,3 %. Istrazivanje Schiilea et aladnika (2012.) pokazuje kako ekspresija [3-katenina znacajno
korelira s viSim astrocitomskim gradusom SZO, dok Western blot analize napravljene od Sareddyja
et aladnika (2012.) pokazuju kako stupanj izrazaja f-katenina progresivno raste od niskog gradusa
(I do visokog gradusa (IIL,IV) astrocitoma.. Nasa istrazivanja po prvi put pokazuju pozitivne
korelacije razine ekspresije TCF-1 i LEF-1 u astrocitomima. Bazirajuéi se na naSim rezultatima,
mozemo jasno zakljuciti da su astrocitomi tumori s poviSenom razinom ekspresije transkripcijskih
¢imbenika TCF-1 i LEF-1 uklju¢enih u signalni put Wnt, s posebnim osvrtom na TCF-1 ¢ija je
ekspresija pravilnija i izrazenija u ve¢em dijelu tumorskih uzoraka. Sukladno nasim rezultatima i
istrazivanjima koja pokazuju moguénost ciljane terapije postoji nada za moguci razvoj terapije
kojoj bi ciljne molekule bile upravo proteini iz obitelji transkripcijskih faktora TCF/LEF
(Shitashige et al.- 2008.).
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9. ZAKLJUCCI

1. U ukupnom uzorku koji smo analizirali ¢imbenici transkripcije TCF-1 i LEF-1 izrazeni

su i lokalizirani u jezgrama stanica astrocitoma.

2. Izrazenost ovih proteina medusobno se ne iskljucuje, nego naprotiv izrazenost oba

proteina prisutna je u naSem uzorku.

3. Razine ekspresije TCF-1 biljeze porast, u kategorijama jake izraZenosti i umjerene
izrazenosti ovog proteina, s porastom gradusa astrocitoma. Porast je u skladu s naSim

oc¢ekivanjima i pretpostavkama.

4. Razine ekspresije LEF-1 kategoriji jake ekspresije biljeze porast ekspresije, dok

postotak stanica sa slabom ili nedostatkom ekspresije pada od gradusa | do IlI.

5. Nasi rezultati upucuju da dolazi do aktivacije signalnog puta Wnt u tumorima mozga

astrocitoma covjeka.
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