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Sazetak

Uloga signalnog puta WNT u epitelno-mezenhimskoj tranziciji

Vjekoslav Batarilo

Epitelno-mezenhimska tranzicija je slozeni molekularni proces u kojem dolazi do
tranzicije epitelnih stanica u mezenhimske stanice. Stani¢ne promjene koje se
dogadaju tijekom EMT su brojne, a posljedica su prestanka ekspresije gena koji
reguliraju epitelni fenotip te preuzimanja transkripcijskog obrasca ekspresije gena koji
upravljaju mezenhimskim fenotipom. Neke od tih promjena su prestanak ekspresije E-
kadherina, gubitak intercelularnih veza i apikalno-bazolateralne orijentacije stanice itd.
Mezenhimske osobine koje stanice stje€u su izgled nalik miofibroblastima, pokretljivost
i invazivnost, stanice pocinju secernirati molekule ekstracelularnog matriksa, manje su
podlozne aktivaciji apoptoze itd. EMT prisutna je i u fizioloSkim i u patofizioloSkim
procesima. FizioloSki procesi koji su u najvecoj mjeri posljedica EMT su embriogeneza
i reparacija tkiva, a patofizioloSki procesi u kojima EMT sudjeluju su fibrogeneza i
tumorigeneza. Jedan od glavnih puteva koji su zasluzni za aktivaciju ovog stani¢nog
programa je Wnt signalni put. To je evolucijski drevni, konzervirani put. Kategorizirana
su tri glavna Wnt puta: jedan kanonski i dva nekanonska. Kod ljudi postoji 19 razli€itih
Wnt proteina, koji su kategorizirani zbog sliCnost cisteinskih ostataka na N-
terminalnom kraju, a ne prema funkcijama, koje su nota bene, vrlo razli¢ite. Wnt ligand
veze se za Frizzled receptore te je srediSnja molekula B-katenin zasluzna za bioloske
ucinke koji se pripisuju Wnt putu. B-katenin translocira se u jezgru gdje se veze za

Tcf/Lef transkripcijski faktor i poti€e ekspresiju ciljnih gena.

Kljune rijeCi: epitelno-mezenhimska tranzicija, Wnt signalni put, genska ekspresija



Summary

Role of WNT signaling pathway in epithelial-mesenchymal transition
Vjekoslav Batarilo

Epithelial-mesenchymal transition is a complex molecular process in which epithelial
cells transform to mesenchymal cells. Cell changes that occur during EMT are
numerous due to loss of epithelial gene expression, and activation of mesenchymal
gene expression. Some of those changes are downregulation of E-cadherin
expression, loss of epithelial adherens junctions, loss of apical-basolateral polarity etc.
Mesenchymal traits which these cells acquire are myofibroblast-like shape, motility and
invasiveness, secretion of extracellular matrix, increased resistance to apoptosis etc.
EMT occurs both during physiological and pathophysiological processes. Physiological
processes, which are to the greatest extent consequence of EMT, are embriogenesis
and tissue reparation, while pathophysiological processes in which EMT has role are
fibrogenesis and tumorigenesis. One of the major signaling pathway that activates
EMT is Wnt signaling pathway. It is evolutionarily ancient and conserved pathway.
There are three main Wnt signaling pathway branches; a canonical Wnt pathway and
two non-canonical Wnt pathways. There are nineteen distinctive Wnt proteins in
humans, which are classified as Wnt based on similarity of their N-terminal cysteine
residues, rather than their functions which are quite different. The Wnt ligands bind to
Frizzled receptors, while the central molecule B-catenin is responsible for biological
effects of Wnt pathway. B-catenin translocates to the nucleus where it binds to Tcf/Lef

transcription factor and upregulates expression of target genes.

Key words: epithelial-mesenchymal transition, wnt signaling pathway, gene expression



1 Uvod

Normalni epitel graden je od epitelnih stanica koje su organizirane tako da se
razlikuje apikalni i bazalni pol stanice. Epitelne stanice medusobno su povezane sa
nekoliko tipova stanicnih spojeva koji imaju vaznu ulogu u uspostavljanju i odrzavanju
adhezija medu stanicama. Transmembranska molekula E-kadherin ima vrlo bitno
ulogu u diferenciranju epitelnog od mezenhimskog fenotipa. Ekstracelularne domene
E-kadherina susjednih stanica medusobno se povezuju te tako nastale veze tvore
homodimerske mostove koji su iznimno vazni u osiguravanju strukturnog integriteta
epitela. Citoplazmatska domena E-kadherina povezana je sa aktinskim nitima
citoskeleta putem, u najveéoj mjeri, a- i B-katenina. Ovakvim povezivanjem aktinskih
citoskeleta susjednih stanica, E-kadherin omogucava otpor epitela prema mehanickim

silama koje bi inaCe izazvale razdor u epitelu (Parisini et al. 2007).



2 Epitelno-mezenhimska tranzicija

Epitelno-mezenhimska tranzicija molekularni je proces tijekom kojeg stanice gube
epitelne te stjeCu mezenhimalne osobine (Liu et al. 2015). Stani¢ne promjene koje se
dogadaju tijekom EMT su brojne. Stanice u tom procesu istovremeno gube i dobivaju
odredene osobine. Tijekom EMT u stanici gubi se ekspresija citokeratina koji je
intermedijarni filament. Osim toga gube se i stani¢ne veze izmedu susjednih stanica
Cija je funkcija odrZavanje integriteta epitelnog tkiva. Nadalje, polaritet koji epitelne
stanice izrazavaju, tijekom procesa EMT postaje sve manje izrazen te nije moguce
razluciti apikalni od bazalnog pola stanice. Osim gubitka osobina, stanice prolaskom
kroz EMT stjeCu osobine. Stanice stjeCu oblik nalik fibroblastima, dolazi do ekspresije
vimentina i PDGF receptora te stanice pocinju secernirati fibronektin, proteaze te
brojne druge intersticijske komponente. Epitelne stanice su nepokretne, no prolaskom
kroz EMT stje€u mogucnost kretanja i invazivnosti. Usto, stanice koje su prosle kroz
EMT imaju povecanu otpornost prema aktivaciji apoptoze $to je bitno u tumorskoj
biologiji. EMT ovisi 0 promjenama ekspresije visSe stotina razli€itih gena (Thiery, 2002).
Molekularne osobine koje stjeCu stanice koje prolaze kroz EMT su prestanak
eksprimiranja epitelnin  markera poput E-kadherina, o-katenina, y-katenina,
citokeratina i zonula occludens 1 (ZO-1) te eksprimiranje brojnih mezenhimalnih
markera poput N-kadherina, vimentina, a-smooth muscle actin (a-SMA), fibronektina
itd. (Liu et al., 2015). Fenotipske promjene stanica posljedica su prestanka genske
ekspresije karakteristiCne za epitelne stanice i preuzimanje transkripcijskog obrasca

karakteristicnog za mezenhimalne stanice.



Mnogi molekularni procesi u stanici posljedica su djelovanja relativno malog broja
pleiotropnih transkripcijskih faktora, pa tako i EMT. Opisano je nekoliko TF koji pokrec¢u
EMT te ektopi€no eksprimiran, svaki od njih mozZe potaknuti EMT. Snail i Slug TF,
produkti SNAI1 i SNAI2 gena, imaju vaznu ulogu u regulaciji EMT. Snail i Slug sadrze
strukturu poznatu kao cinkov prsten s aminokiselinskim slijedom poznatim kao C2H2.
Ovi TF su transkripcijski represori (Wu et al., 2012). Proteini Snail i Slug vezu se za E2
regije koje se nalaze proksimalno od transkripcijskog poCetka CDH1 gena, gen koji
kodira protein E-kadherin, i inhibiraju njegovu transkripciju (Batlle et al., 2000).
PoviSenje koncentracije TF proteina u jezgri stanice ovisi o procesima indukcije
transkripcije gena koji kodiraju pojedine TF, obradi nastale pre-mRNA te translaciji
MRNA u proteine. Ovaj proces je relativno spor i putem njega regulirana je vecina
sinteze TF. Snail je TF koji se u normalnim uvjetima sintetizira u visokim
koncentracijama, no nikada ne postiZe vrijednosti koje bi imale utjecaj na ekspresiju
gena koje inhibira buduci da se vrlo brzo nakon sinteze Snail degradira. Vrijeme Zivota
Snail TF je oko 25 minuta. U odsustvu Wnt signala glikogen sintaza kinaza 3 (GSK3p)
fosforilira i Snail i Slug, ¢ime ih oznaCava za beta transducin repeats containing
protein 1 (B-TrCP1) ovisnu ubikvitinilaciju i posljedi¢no proteosomalnu degradaciju. S
druge strane, u prisutnosti liganda kanonskog Wnt puta, inhibirana je aktivnost GSK3p3
zbog Cega ne dolazi do fosforilacije TF Snail i Slug $to uzrokuje poviSenje njihovih
koncentracija te zapocCinju EMT (Wu et al. 2012). Osim kanonskog Wnt puta, takoder,
i aktivacija mitogenih signala putem Ras-PI3K-Akt signalnog puta rezultira inhibicijom
djelovanja GSK3p i posljedicno akumulacijom Snail i Slug TF (Volckaert et Langhe

2015).



2.1 EMT u embriogenezi

Tijekom embrionalnog razvoja dolazi do brojnih morfogenetskih promjena.
Remodeliranje tkiva u ranom razvoju ovisi o razli€itim tipovima epitelnih stanica koje
prolaze kroz EMT. Odredene skupine epitelnih stanica, pod utjecajem razliitih faktora,
aktivno odbacuju veze sa susjednim stanicama te migriraju u nova mikro okruzenja

gdje se diferenciraju u specifi¢ne tipove stanica (P. Savagner 2001).

Faza ranog embrionalnog razvitka, poznatog kao gastrulacija, primjer je EMT u
razvoju kraljeSnjaka. Tijekom EMT u gastrulaciji dolazi do tranzicije epiblasta u
mezoderm, odnosno migracije stanica ektoderma prema srediStu embrija gdje
formiraju mezoderm koji je prekursor mezenhimalnog tkiva, ukljuCujuci fibroblaste i
hematopoetske stanice. Nadalje, osim gastrulacije, primjeri EMT tijekom embrionalnog
razvoja kraljeSnjaka su i somitogeneza, odnosno proces u kojem nastaju primitivni
segmenti koji €ine osnovu za daljnje diferenciranje u skeletne misSi¢e, dermis i
kraljeSke, zatim formiranje nepca te formiranje neuralne cijevi iz neuralne ploce (P.

Savagner 2001)

Osim navedenih primjera, transformacija stani€énog fenotipa neuroepitelnih
stanica, koje potjeCu od neuralnog grebena i migriraju u mezenhim tijekom ranog
embrionalnog razvoja kraljeSnjaka najbolje se moze opisati kao EMT. Subpopulacija
stanica koje se nalaze u prednjoj regiji neuralne cijevi prolaze kroz EMT §to im
omogucéava da se odvoje od susjednih stanica, steknu pokretljivost i invazivnost. Ova

subpopulacija stanica, zbog moguénosti pokretljivosti, raseli se Sirom embrija. U



novom okruzenju ove stanice diferenciraju se u melanocite, formiraju veci dio

perifernog ziv€anog sustava te veci dio skeleta lica (Cheung et al., 2005).

Kao $to je vec ranije navedeno, transkripcijski faktori vazan su pokreta¢ EMT pa
su tako i u embriogenezi. U ranim embrijima kraljeSnjaka, Snail, Slug i Twist TF
eksprimirani su u dijelu ektoderma c€ija je sudbina transformacija u mezoderm tijekom
gastrulacije. Primitivni organizmi Zarnjaci, koji nemaju bilateralnu simetriju niti 3
zametna listica poput kraljeSnjaka, eksprimiraju TF Snail na mjestu buduce
embrionalne blastospore, Sto ilustrira evolucijski drevno porijeklo ovog TF-a

(Martindale et al., 2004).

2.2 EMT u reparaciji tkiva i fibrozi

Epitelni sloj keratinocita nastaje diferencijacijom od progenitornih stanica koje
naposljetku dozive stani¢nu smrt. Na ovaj nacin nastaje vanjski sloj epidermisa graden
od mjeSavine citokeratinskog skeleta i lipida koji Cini mehaniCku barijeru kao zastita za
podlezecu stromu (Barriere et al., 2015). Brojne studije identificirale su EMT kao
komponentu cijeljena koznih rana. U ovom slu€aju inaCe stacionarni keratinociti
migriraju preko rane kako bi obnovili epidermalnu barijeru. S jedne strane, EMT je bitna
za fizioloSki proces reepitelizacije i odlaganje ekstracelularnog matriksa tijekom
cijelienja, dok nekontrolirana kontinuirana EMT keratinocita u miofibroblaste moze
rezultirati sa svim od benignih hipertrofi¢nih oziljaka pa sve do agresivne fibromatoze.
Osim u zacjeljivanju koznih rana, EMT ima vaznu ulogu i u cijeljenju ekstrakutanih

organa (Stone et al., 2016).



Brojne molekule sudjeluju u induciranju EMT tijekom cijeljenja rana. Glavni citokin
koji inducira EMT tijekom cijeljenja je TGF-B kojeg secerniraju inflamatorne stanice Cija
aktivacija je posljedica oStecenja tkiva. Osim TGF, razliciti faktori rasta takoder poticu
EMT tijekom reparacije tkiva, a neki od njih su HGF, EGF, IGF, TNF-a, FGF itd.
(Barriere et al., 2015). Kao i u drugim slucCajevima, i u ovome, jedan od kljucnih
signalnih puteva u EMT je i Wnt signalni put. Tijekom reparacije ozljeda koze postoji
interakcija izmedu TGF-B i B-katenina. Ozljede priviemeno induciraju TGF- signalni

put te ova stimulacija posljedi¢no povisuje razinu B-katenina u stanici (Zhang et al.,

2009).

Postoje brojni dokazi da je EMT transkripcijski faktor Slug impliciran u procesu
reepitelizacije tijekom cijeljenja rana. Slug TF potice motilitet keratinocita tako $to
djeluje negativno na ekspresiju E-kadherina, koji sluzi za stvaranje &vrstih veza izmedu
stanica, te uzrokuje disrupciju intercelularnin dezmosoma (Stone et al., 2016). U
istraZivanju Savagner P. i suradnika, ekspresija Slug TF inducirana je prolazno u
jednoslojnoj kulturi keratinocita na kojoj se napravi rana. Keratinociti koji se nalaze na
rubovima rane eksprimirali su Slug TF zbog ¢ega su bili u moguénosti steci pokretljivost
i odvojiti se od ostatka stani¢ne kulture, kao individualne stanice, te do¢i na mjesto
rane kako bi rekonstruirali novi sloj keratinocita. Nakon 96 sati vecina ovih stanica koje
su inicijalno prosle EMT pod utjecajem Slug TF, prestaju eksprimirati Slug TF i
integriraju se u kontinuirani sloj stani€ne kulture. Implicirano je da su stanice koje su
prosle kroz EMT pod utjecajem Slug TF, nakon pokrivanja mjesta rane, prolaze kroz

MET kako bi vratile izvorni epitelni fenotip (Savager et al., 2005).



Kao sto je ve¢ spomenuto, epitelne stanice na rubovima ozljede prolaze kroz
EMT i poprimaju znacCajke slicne miofibroblastima. Kontraktilni miofibroblasti su
stanicni pokretaCi remodeliranja tkiva koji secerniraju ekstracelularni matriks te
pomazu u mehani¢kom zatvaranju rane. Tijekom fizioloSkog procesa, sudbina
miofibroblasta nije istoznacna. Neki miofibroblasti aktiviraju apoptozu, dok drugi
prolaze kroz MET u izvorno epitelne stanice. Medutim, patoloski produzeno djelovanje
miofibroblasta rezultira patoloSkom fibrogenezom. lako miofibroblasti mogu potjecati
iz viSe razliCitih izvora, veliki broj istrazivanja ukazuje da veéi dio miofibroblasta
proizlazi iz EMT tijekom reparacije tkiva. TGF-B1, kao jedan od kriticnih regulatora
fizioloSke reparacije i EMT, glavni je pokretac fibroze dijelom i kroz ulogu produzenog,
patoloSkog odrzavanja miofibroblasta aktivnima. Mnoga istrazivanja pokazuju da
miofibroblasti nastali tijekom EMT pridonose razvoju fibroze srca, jetre, koze, bubrega

i plu¢a (Stone et al., 2016).

2.3 EMT i tumorigeneza

Slicni genetski i molekularni procesi, kao i kod fizioloSke EMT, prisutni su i kod
patoloSke EMT (Hugo et al., 2007). Kao $to je ranije navedeno, vazna molekula za
odrzavanje epitelnog fenotipa je E-kadherin. Inhibicija transkripcije putem
transkripcijskih faktora Snail i/ili Slug, metilacija promotorske regije CDH1 gena ili
frame shift mutacije u ovom genu, igraju klju¢nu ulogu u stjecanju malignog fenotipa.
Osim formiranja intercelularnih veza, E-kadherin isto tako sekvestrira 3-katenin (Thiery

et Sleeman, 2006). Gubitkom E-kadherina na stani€noj membrani ne dolazi do



sekvestracije B-katenina. Stoga se B-katenin akumulira u jezgri i pod utjecajem Wnt
signalnog puta migrira u jezgru gdje se povezuje sa Tcf/LEF-1 transkripcijskim
faktorima ¢ime omogucava indukciju ekspresije gena koji sudjeluju u EMT (Parisini et
al., 2007). Analizama tumorskih tkiva, gubitak ekspresije ili ekspresija mutiranog oblika
E-kadherina, potvrdene su u humanim karcinomima dojke, jednjaka, koze, bubrega,

debelog crijeva, Zeluca, prostate, jetre, plu¢a te u leukemijama (Esteller, 2007).

Prolaskom kroz EMT, stanice sintetiziraju N-kadherin umjesto E-kadherina. N-
kadherin, poput E-kadherina, sudjeluje u formiranju homodimerskih veza sa
molekulama N-kadherina koje su eksprimirane na membranama stanica u blizini.
Tumorske stanice koje su proSle EMT i zbog toga eksprimiraju N-kadherin, imaju
povecan afinitet za vezanje sa stromalnim stanicama koje fizioloSki eksprimiraju N-
kadherin, posebice fibroblastima. Ovakvo povezivanje omogucuje tumorskim
stanicama da se infiltriraju unutar populacije stromalnih stanica. Ovakav mehanizam
predloZen je kao objasSnjenje kojim stanice melanoma invadiraju stromu. Normaini
melanociti eksprimiraju E-kadherin zbog €ega se vezu za keratinocite, dok stanice
melanoma eksprimiraju N-kadherin Sto im olakSava invaziju u dermalnu stromu zbog
veceg afiniteta za N-kadherin molekule na povrS§inama fibroblasta i drugih stromalnih
stanica. Medumolekulske veze nastale homodimerskim vezanje N-kadherin molekula
puno su slabije od veza formiranih putem E-kadherina, €ija je svrha imobilizacija unutar
epitelnog sloja, Sto omogucava motilitet stanice i ne dolazi do stvaranja velikih

nakupina stanica (Haass et Herlyn, 2005).

Sekrecijom brojnih molekula, tumorske stanice priviaCe u svoju neposrednu
blizinu mezenhimalne stanice koje zatim Cine tumorski mikro okoli§. Ove stanice

molekularnim mehanizmima komuniciraju sa tumorskim stanicama Sto utjeCe na



prezivljavanje, proliferaciju i naposljetku migraciju tumorskih stanica. Budu¢i da EMT
tijekom embrionalnog razvoja, osim temporalne, ovisi i 0 prostornoj lokalizaciji, takoder
je i EMT tijekom tumorske progresije inducirana ekstracelularnim signalima koje
primaju od tumorskog mikro okoliSa (Aiello et al., 2016). Tumorske stanice koje se
nalaze na rubovima tumora i u bliskom su kontaktu sa okolnom stromom aktiviraju
EMT, dok stanice koje se nalaze u unutrasnjim podrucjima tumora, odnosno one
stanice koje nisu u kontaktu sa stromom, ne pokazuju znakove aktivacije EMT.
UobiCajene histopatoloSke tehnike nisu uspijevale prikazati tumorske stanice koje su
proSle EMT na invazivnim rubovima primarnih karcinoma, jer tumorske stanice koje
produ EMT su, histopatoloski, vrlo slicne normalnim mezenhimalnim stanicama u
okolnoj stromi (Brabletz et al.,, 2005). Zbog toga kako bi se prikazala EMT na
invazivnim rubovima koriste se specifi¢ni staniéni markeri koji se ne koriste rutinski.
Primjer je dokazivanje intracelularne lokalizacije p-katenina. Wnt signalni put je jedan
od fundamentalnih signalnih puteva zasluznih za EMT (Eger et al., 2004). Na
invazivnim rubovima kolorektalnog karcinoma, B-katenin se akumulira u jezgri gdje
sudjeluje u regulaciji transkripcije, dok je u sredidnjim dijelovima tumora, B-katenin
lokaliziran na membrani i citoplazmi polariziranih epitelnih stanica. Isto tako, E-
kadherin se ne detektira na membranama stanica na invazivhom rubu, dok je njegova
ekspresija u dijelu tumora koji nije u kontaktu sa stromom, o€uvana (Brabletz et al.,

2001).



3 Wnt signalni put

Wnt signalni put je evolucijski o€uvani put €ija je uloga regulacija klju¢nih procesa
poput odredivanja stani¢ne sudbine, migracije stanica, polariteta stanica, tijekom
embrionalnog razvoja sudjeluje u specifikaciji osi embrija, gastrulaciji te sudjeluje u
organogenezi udova, srca i ziv€anog sustava. (Komiya et Habas, 2008; Croce et
McClay, 2008). Predstavnici Wnt genske obitelji identificirani su neovisno u Drosophila
melanogaster i u miSa. Gen wingless identificiran je kao gen za polarizaciju segmenta
Drosophila melanogaster, dok je kod misa identificiran gen int-1 tijekom potrage za
protoonkogenima 1982. godine. Naziv Wnt posljedica je kombinacije naziva ovih gena,
wingless i int-1, nakon $to se pokazalo da kodiraju homologne proteine. Wnt proteini
definirani su homologijom sekvence. Wnt proteini slicne su veli€ine i strukture. Sadrze
350-400 aminokiselina u nizu. Svi Wnt proteini sadrze N-terminalnu signalnu sekvencu
nakon koje slijedi visoko konzervirani obrazac od 22-24 cisteinska ostatka koji su
esencijalni za funkciju ovih proteina. Vise od 100-tinjak Wnt gena opisano je do sada.
Filogenetske analize organiziraju ove gene u 13 podobitelji, od Wnt-1 do Wnt-11, Wnt-
16 i WntA (Croce et McClay, 2008). Wnt proteini su glikoproteini te €ine veliku skupinu
od 19 proteina kod ljudi. Wnt proteini svoju funkciju vrSe vezZuci se za N-terminalnu
cisteinom bogatu ekstracelularnu domenu Frizzled (Fz) receptora. Kod ljudi postoji
deset razli€itih Fz receptora. Frizzled receptor je transmembranski protein koji sedam
puta prolazi kroz membranu stanice (Komiya et Habas, 2008). Opisana su tri glavna
Wnt signalna puta koja su aktivirana ligandima koji pripadaju istoj genetskoj obitelji,
Wnt. Medutim, specifiCna funkcija svakog od ovih puteva determinirana je pomocu tri

razliCite skupine ekstracelularnih, citoplazmatskih i nuklearnih komponenti koje
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omogucuju njihovo razlikovanje (Croce et McClay 2008). Ta tri glavna puta podijeljena
su na kanonski Wnt put ili B-katenin ovisni i dva ne-kanonska puta ili B-katenin
neovisna. Ne-kanonski Wnt putevi se dalje dijele na Wnt/Ca?* put i Wnt/planar cell

polarity put (Wnt/PCP) (Habas et Dawid, 2005).

3.1 Nekanonski Wnt signalni putevi

3.1.1 Wnt/PCP signalni put

Wnt/PCP signalni put prvi put opisan je tijekom genetskih studija na Drosophila
melanogaster, gdje ovaj put regulira orijentaciju razli€itih struktura u odnosu na osi
tijela (Seifert et Mlodzik, 2007). Osim ubikvitarne apikalno-bazolateralne polarizacije
epitelnih stanica, epitelne stanice polariziraju se, takoder, i uzduz ravnine epitelnog
sloja od Cega potje€e i naziv ovog signalnog puta. Kod D. melanogaster ovaj put
sudjeluje u organizaciji orijentacije struktura poput folikula dlake, senzornih dlacica te
u heksagonalnom polozaju omatidia u oku insekta (Mlodzik, 2002). Istrazivanja na
miSevima, zabama i zebrastim ribicama, pokazala su da, osim u Drosophila, ovaj put
postoji i kod kraljeSnjaka gdje sudjeluje u orijentaciji stereocilija u senzornom epitelu

unutrasnjeg uha i organizaciji folikula dlaka (Wang et Nathans, 2007).

Wnt/PCP signalni put aktivan je i tijekom gastrulacije kraljeSnjaka. Tijekom
gastrulacije mezodermalne i ektodermalne stanice prolaze kroz konvergencijsku
ekstenziju. U ovom procesu, polarizirane stanice interkaliraju se uzduz mediolateralne

osi Sto rezultira mediolateralnim suzenjem ili konvergencijom, dok posljedi¢no tome
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dolazi do anteroposteriorne elongacije, tj. ekstenzije (Keller et al., 2003). Pokazalo se
da Wnt/PCP signalni put regulira i polarizaciju stanica i motilitet stanica dorzalnog
mezoderma tijekom konvergencijske ekstenzije i kasnije tijekom zatvaranja neuralne

cijevi (Veeman et al., 2003).

3.1.2 Wnt/Ca?* signalni put

Druga grana ne-kanonskog signalnog Wnt puta je Wnt/Ca?* put koji ima sli¢nosti
sa Wnt/PCP putem, ali razlikuje se dovoljno od njega da se opisuje zasebno (Komiya
et Habas, 2008). Ovaj put opisan je kada je otkriveno da neki Wnt proteini i Fz receptori
mogu uzrokovati porast intracelularnog Ca?* oslobadanjem iz endoplazmatskog
retikuluma bez utjecaja na B-katenin stabilizaciju. Ovaj put ovisan je 0o G-proteinima
(Kohn et Moon, 2005; Slusarski et Pelegri, 2007). Oslobadanje Ca?* i njegova
intracelularna akumulacija aktiviraju nekoliko proteina koji su osjetljivi na Ca?*, poput
protein kinaze C (PKC) i kalcij/kalmodulin-ovisna kinaza Il (CamKIll) (Sheldahl et al.,
2003). Jedna od uloga CamKiIl je i aktivacija TGF aktivirane kinaze (TAK1) i Nemo-
like kinaze (NLK) koje antagoniziraju B-katenin signalizaciju (Ishitani et al., 1999), dok
PKC regulira tkivhu separaciju tijekom gastrulacije (Winklbauer et al., 2001). Zbog
svega navedenoga, Wnt/Ca?* signalni put ima iznimno vaznu ulogu u modulaciji i

kanonskog i Wnt/PCP signalnog puta (Komiya et Habas, 2008).
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3.2 Kanonski Wnt signalni put

Kanonski Wnt signalni put, kao Sto je ranije navedeno, opisan je u pocCetku
genetskim istraZivanjima Drosophila te je daljnje istrazivanje ovog signalnog puta na
ribama, miSevima, zabama, drugim zivotinjama i staniCnim kulturama dovelo do
identifikacije osnovnih molekularnih procesa koji sudjeluju u ovom signalnom putu.
Glavno obiljeZje kanonskog Wnt puta je akumulacija -katenina u citoplazmi te njegova
translokacija u jezgru gdje sudjeluje u regulaciji transkripcije (Gordon et Nusse, 2006).
Medutim, regulacija transkripcije nije jedina uloga p-katenina. B-katenin takoder djeluje
i kao pomocni protein u stani¢noj adheziji tako Sto odrzava vezu izmedu E-kadherina i
aktinskog citoskeleta. Brojni su molekularni procesi kojima se mogu aktivirati
transkripcijski faktori. B-katenin pripada skupini koja ovisi o receptorima na stani¢noj
povrsini i ligandima koji aktiviraju te receptore. Receptori zatim generiraju signale koji
se kaskadno prenose na nize razine kako bi se u konacnici aktivirali latentni
transkripcijski faktori u citoplazmi. Nakon aktivacije, transkripcijski faktor premjesta se
u jezgru. Citoplazmatska koncentracija 3-katenina odrzava se na niskim razinama. Bez
Wnt signala, citoplazmatski -katenin se degradira pomocu B-katenin degradacijskog
kompleksa kojeg Cine proteini Axin, adenomatozna polipoza kolona (APC), protein
fosfataza 2A (PP2A), GSK3p i kazein kinaza la (CKla). Dva proteina unutar ovo
kompleksa, Axin i APC, vezu na sebe novosintetizirani B-katenin. Unutar ovog
degradacijskog kompleksa, GSK3p i CK1a fosforiliraju skup konzerviranih serinskih i
treoninskih ostataka na N-terminalnom kraju p-kateninske molekule. Ovakav obrazac

fosforilacije p-katenina prepoznaje F-box/B-Trcp/ubikvitin ligaza kompleks zbog €ega
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dolazi do ubikvitinilacije B-katenina i posljedi€no tome proteoliticke razgradnje u

proteosomima.

Vezanjem Wnt proteina za receptorski kompleks, koji se sastoji od Fz receptora
i koreceptora low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 (LRP5/6), dolazi do
kaskadnog niza razli€itih molekularnih procesa koji dovode do promjena u B-katenin
degradacijskom kompleksu. Vezanje Wnt proteina uzrokuje fosforilaciju
citoplazmatske domene LRP 5/6 posredovanu kazein kinazom 1y (CK1ly), koja je
vezana za membranu, ili GSK3p. Fosforilirani dijelovi LRP 5/6 koreceptora osiguravaju
mjesto na koje se veze protein Axin. Vezanje proteina Axina dovodi do
hiperfosforilacije fosfoproteina Dishevelled (Dsh). Dsh se istovremeno veze i za Axin i
za citoplazmatske dijelove Fz receptora. JoS uvijek nije u potpunosti razjasnjeno na
koji nacin se aktivira Dsh. Modulacijski protein Dsh sadrzi tri razliC¢ite domene, DIX,
PDZ i DEP. Domene DIX i PDZ posreduju u provedbi Wnt signalnog puta. Protein Axin
i Dsh vezu se pomoc¢u DIX domene. Organiziranjem ovog multiproteinskog kompleksa
koji je vezan za membranu, inhibira se aktivhost GSK3p. Inhibicija GSK3 rezultira
smanjenom degradacijom p-katenina, te je dolazi do stabilizacije i akumulacije B-
katenina u citoplazmi. Zatim, takav p-katenin se translocira u jezgru za sada
nedovoljno jasnim mehanizmima. Sam B-katenin ne posjeduje nuclear localization
sequence (NLS), odnosno slijed aminokiselina koji obiljeZzava protein za unos u
staniénu jezgru nuklearnim transportom, niti je potrebna aktivhost importinskih
proteina. U jezgri, B-katenin, veze se za N-terminalni kraj DNA-vezanih proteina iz
Tcf/Lef obitelji. Genom kraljeSnjaka kodira Cetiri vrlo sli¢na Tcf/Lef proteina. Kada Wnt

signalni put nije aktivan, Tcf/Lef proteini inhibiraju transkripciju ciljnin gena putem
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direktnog vezanja sa korepresorima koji su proteini potrebni za inhibitornu aktivhost
specifiCnih transkripcijskih faktora, ali nema sposobnost samostalnog vezanja za DNA.
Interakcijom B-katenina i Tcf/Lef kompleksa, B-katenin zamjenjuje korepresor koji se
naziva Groucho, te prolazno mijenja inhibitorno djelovanje Tcf/Lef kompleksa u
transkripcijskog aktivatora. Osim vezanja za Tcf/Lef kompleks, pB-katenin zamjenjuje
histonsku deacetilazu (HDAC), koja prevenira kromatinsku remodelaciju putem
deacetilacije histona, sa p300 zbog ¢ega dolazi do acetilacije histona $to omogucava
gensku ekspresiju. Kompleks Tcf/Lef/B-katenin potom se veze za promotore, ¢ime se
inicira transkripcija Wnt ciljnih gena (Reya et Clevers, 2005; Fagotto et al., 1998; Zeng
et al., 2008; Yamamoto et al., 1998; He et al., 2004; Gordon et Nusse, 2006; Mao et

al., 2001, Fisher et Caudy, 1998; Liu et al., 2015).

Analizirajuéi brojne microarray studije, neovisno o stani¢nom tipu ili organizmu te
evaluacijom kopija gena, identificirano je 1886 gena koji su posljedica aktivhog Wnt
signalnog puta. Daljnjom evaluacijom eksprimiranih gena pokazano je da je samo mali
dio potencijalnih cilinih gena direktno posljedica djelovanja Tcf/Lef transkripcijskog
faktora i time Wnt signalnog puta. Ekspresija vecine gena regulirana je pomocu ciljnih
gena, koji se direktno transkribiraju pod utjecajem Wnt signalnog puta, ili pomocéu
signalnih puteva koje aktiviraju ciljni geni. U Wnt targetomu mozZemo razlikovati tri
razine. Primarna razina obuhvaca Tcf/Lef koji direktno regulira ekspresiju ciljnih gena,
poput proteolititkog enzima matriks metaloproteinaza 7 (MMP-7), transkripcijskog
regulatora c-Myc, regulatora signalnog puta kao Sto je vascular endothelial growth
factor (VEGF) te gena koji sudjeluju u embriogenezi kao sto su Siamois i Twin.
Sekundarna razina obuhvaca indirektnu regulaciju gena cija je ekspresija regulirana

transkripcijskim regulatorima, dok tercijarna razina oznac¢ava regulaciju gena pomocu
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izvrsitelja Wnt ciljnih signalnih puteva. Genski produkti nastali kao posljedica aktivacije
Wnt signalnog puta sudjeluju u brojnih razli¢itim molekularnim funkcijama stanice, $to
odrazava razliCite bioloSke ucinke koji nastaju aktivacijom Wnt signalnog puta, kao sto
su regulacija embrionalnog razvoja, diferencijacija, rast i migracija stanica, progresija

te proliferacija stanica i inhibicija apoptoze (Vlad et al., 2007).

3.2.1 Inhibitori Wnt signalnog puta

RazliCite ekstracelularne molekule mogu djelovati kao inhibitori Wnt signalnog
puta. Dvije najzastupljenije molekule su Wnt inhibitory factor 1 (WIF-1) i secreted
frizzled-related protein (sFRP), koji se vezu za ekstracelularni Wnt protein i time
onemogucuju njegovo vezanje za Fz receptor. S druge strane, molekule kao Sto su
Dickkopf (DkK) i sklerostin interferiraju sa aktivacijom koreceptora LRP 5/6 (Voronkov

et Krauss, 2013).
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4 Zakljuéak

ProuCavajucéi literaturu za pisanje ovog rada, uvidio sam da je proces epitelno-
mezenhimske tranzicije izuzetno kompleksan i vrlo je teSko, sve Sto je do sada
poznato, sazeti u nekoliko stranica teksta. Prilikom pisanja rada uoCio sam da unatoC
ekstenzivnom znanju o ovom procesu i aktivatorima istoga, postoji jo§ mnogo
nepoznanica. Kao $to sam nekoliko puta navodio kroz tekst, epitelno-mezenhimska
tranzicija proces je koji je aktivan kako u fizioloSkim tako i u patofizioloSkim pojavama.
Epitelno-mezenhimska tranzicija sreCe se ve¢ u najranijim danima embrionalnog
razvoja Zivotinja, gdje sudjeluje u gastrulaciji nakon koje slijedi organogeneza. Osim u
razvoju, epitelno-mezenhimska tranzicija prisutan je proces i u adultnim organizmima
tijekom reparacije tkiva. Epitelno-mezenhimska tranzicija klju¢an je mehanizam kojim
dolazi do fibroze brojnih organa, ali isto tako i proces kojim tumorske stanice stjecu

sposobnost invazivnosti i migracije $to za posljedicu ima metastatsku bolest.

Jedan od glavnih signalnih puteva koji aktivira epitelno-mezenhimsku tranziciju je
signalni put Wnt. Ovaj signalni put evolucijski je izuzetno star i konzerviran $to ga Cini
pogodnim za istrazivanja na jednostavnijim organizmima. Poznato je da Wnt signalni
put utjeCe na mnoge stani¢ne funkcije i da potiCe transkripciju mnogih gena i aktivaciju
signalnih puteva ¢iji u€inak rezultira bioloSkim odgovorima koje moZzemo saZzeti pod

jednim nazivom — epitelno-mezenhimska tranzicija.
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