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KRATICE I POJASNJENJA

APC — adenomatozna polipoza kolona
BCL9 — eng. B-cell CLL/lymphoma 9 protein
BRAF — B-Raf proto-onkogen

CBP — eng. CREB-binding protein (CAMP response element binding protein); CREB-vezujuci

protein

CDX — eng. cell line derived xenograft, stani¢ne linije usadene u miseve
CKla — kazein kinaza la

c-myc — eng. cellular myelocytomatosis oncogene
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Dkk — eng. Dickkopf
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IL-6 — interleukin 6

IP3 — inozitol-1,4,5-trifosfat

JNK C —Jun N-terminalna kinaza

Ksenograft — model za proucavanje tumora u kojem se stani¢na linija nekog tumora (CDX) ili
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mogao priblizno procijeniti odnos utjecaja neke terapije na tumor i Stetnog utjecaja na zdrav

organizam

LEF — eng. lymphoid enchancer factor



LRP 5/6 — eng. low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6
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PIP2 — fosfatidil-inozitol-bifosfat
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ShRNA — eng. short hairpin RNA; umjetna RNA molekula obi¢no kodirana DNA vektorom
koji se moze unijeti u stanice transfekcijom plazmida ili virusnom transdukcijom; moze se

koristiti za utiSavanje ekspresije ciljanog gena putem RNA interferencije

SIRNA — eng. small interfering RNA; mala interferiraju¢a RNA, dvolancana, egzogena (nije
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Sox9 — eng. SRY-Box transkripcijski faktor 9
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TERT —eng. Telomerase Reverse Transcriptase; telomerazna reverzna transkriptaza
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SAZETAK

Nove spoznaje o inhibitorima signalnog puta Wnt i njihova uloga u lije¢enju tumora

Sara Anici¢

U neprekidnim nastojanjima za poboljSanjem antitumorske terapije, otkrivena je vaznost
promjena Wnt signalnog puta u tumorima Covjeka i prepoznata ideja da bi se njegovom
inhibicijom mogao poboljsati ishod i1 prezivljenje bolesnika. U ljudskom organizmu Wnt
signalni put ukljucen je u regulaciju embrionalnog razvoja, kao i obnovu tkiva i organa u
odrasloj dobi. Budu¢i da su komponente Wnt puta ¢esto mutirane ili epigenetski promijenjene
u tumorima te nerijetko doprinose malignosti i invazivnosti tumora, nove molekule koje
inhibiraju taj put pojacano se istrazuju. Rezultati prijasnjih istrazivanja pokazali su da blokada
Whnt puta putem knockdowna njegovih komponenata djeluje inhibitorno na rast tumora in vivo
I in vitro. Stoga se sli¢ni efekti nastoje posti¢i primjenom Wnt inhibitora. Uz to, pretpostavlja
se da bi inhibicija Wnt puta mogla zaustaviti i epitelno-mezenhimsku tranziciju, proces kojim
tumorska stanica stjee invazivni fenotip. U posljednjih tridesetak godina otkrivene su
molekule koje mogu inhibirati Wnt signalizaciju djelujuci na specificne molekularne ciljeve u
signalnom putu Wnt. U ovom pregledu bit ¢e opisani dosad otkriveni inhibitori kanonskog Wnt
puta, dosadasnje studije o njihovoj uéinkovitosti u monoterapiji ili u kombinaciji s drugim
kemoterapeuticima, kao i primijecene nuspojave. Prije svega bit ¢e objasnjen Wnt signalni put
1 uloga njegovih glavnih komponenata, ¢esto mutiranih u tumorima, koje su ujedno 1 mjesta
djelovanja inhibitora. Neke od molekula koje su prepoznate kao inhibitori Wnt puta dospjele
su do ranijih faza klini¢kih ispitivanja, medutim neke od ovih molekula su tek otkrivene i nisu
usle u faze klinic¢kih ispitivanja te jo§ nemaju svoju primjenu u lijjeenju humanih tumora.
Nadalje, budué¢i da Wnt signalni put osigurava diferencijaciju osteoblasta, kao i regeneraciju
mnogih tkiva, posebno onih s brzom izmjenom stanica, poput hematopoetskog i
gastrointestinalnog sustava, inhibicija f-katenina nosi odredene rizike poput smanjene ¢vrstoce
kostiju, kao 1 anemiju, neutropeniju, trombocitopeniju, muéninu, proljev i povrac¢anje. Unatoc¢
tome, rana klinicka ispitivanja pokazala su da ozbiljnost ovih nuspojava nije znaCajna u
usporedbi s potencijalnom terapijskom koristi. 1z ovog preglednog rada jasno je vidljivo da

inhibicija signalnog puta Wnt ima potencijala za buduéi razvoj terapeutskih djelovanja.

Kljucne rijeci: signalni put Wnt, B-katenin, Wnt inhibitori, mutacije, tumori



SUMMARY

Novel findings on Wnt signaling inhibitors and their role in tumor treatment

Sara Anici¢

In a continuous search for the improvement of antitumor therapies, the importance of alterations
in the Wnt signaling pathway in human tumors was discovered and the idea that its inhibition
could improve clinical outcomes and survival of patients was recognized. In the human body,
the Wnt signaling pathway is involved in the regulation of embryonic development, as well as
tissue and organ regeneration in adulthood. Because the components of the Wnt pathway are
often mutated or epigenetically altered in tumors and often contribute to tumor malignancy and
invasiveness, new molecules that inhibit this pathway are being intensively investigated. The
results of previous studies have shown that blockade of the Wnt pathway by knockdown of its
components has an inhibitory effect on tumor growth in vivo and in vitro, so similar effects are
expected after the application of Wnt inhibitors. In addition, it is assumed that inhibition of Wnt
signaling could stop epithelial-mesenchymal transition cellular process needed for the
acquisition of an invasive phenotype. In the last thirty years, molecules that can inhibit Wnt
signaling by acting on specific molecular targets in the Wnt pathway have been observed. This
review will discuss the inhibitors of the canonical Wnt pathway that have been discovered so
far, summarize previous studies on their effectiveness in monotherapy or in combination with
other chemotherapeutics and debate on side effects. Primarily the thesis will explain the Wnt
signaling pathway and the role of its main components, which are also the site of inhibitor
action and the site of frequent mutations in tumors. Some of the molecules identified as Wnt
pathway inhibitors have reached earlier stages of clinical trials, however some of these
molecules have only just been discovered and have no application in the treatment of human
tumors. Furthermore, since the Wnt signaling pathway ensures osteoblast differentiation as well
as regeneration of many tissues, especially those with rapid cell turnover, such as the
hematopoietic and gastrointestinal systems, inhibition of -catenin carries certain risks for side
effects such as decreased bone strength as well as anemia, neutropenia, thrombocytopenia,
nausea, diarrhea and vomiting. Nevertheless, early clinical trials have shown that the severity
of these side effects is not significant compared to the potential therapeutic benefits. From this
review, it is clear that inhibition of the Wnt signaling pathway has the potential for development

of future therapy.

Keywords: Wnt signaling pathway, B-catenin, Wnt inhibitors, mutations, tumors



1. UVOD

Signalni put Wnt ima klju¢nu ulogu u embrionalnom razvoju kao i u obnovi tkiva u odraslom
organizmu kroz regulaciju proliferacije, diferencijacije i migracije normalnih stanica
organizma.[2] Da bi se mogla odrzavati pravilna homeostaza tkiva i organa, Wnt signalizacija
mora biti vrlo precizno regulirana, a poremecaji pojedinih komponenata ovog puta kao
posljedicu mogu imati nastanak ili razvoj raznih vrsta tumora. Kako se krajem 20. stoljeca
nepravilna aktivacija puta Wnt pocela sve vise povezivati s razvojem tumora, porastao je interes
za razvoj inhibitora ovog signalnog puta.[3] Dosadasnje inhibitore puta Wnt moZzemo podijeliti
u nekoliko skupina ovisno o njihovom mijestu djelovanja u Wnt signalizaciji. Skupine nisu
medutim jasno razgranicene. Takoder, neki od inhibitora ve¢ su upotrebljavani u svrhu lijecenja
drugih bolesti, a kod nekih je inhibicija puta Wnt samo jedan od nekoliko mehanizama njihovog
djelovanja. Glavne skupine ¢ine inhibitori porcupina, antagonisti Wnt-liganada, antagonisti
receptora Frizzled, antagonisti koreceptora LRP, inhibitori tankiraze, inhibitori interakcija -
katenina s transkripcijskim koaktivatorima, te inhibitor ekspresije gena ukljuenith u Wnt
signalizaciju. Tu su 1 molekule koje pojacavaju aktivnost GSK3, kao 1 molekula koja potice
proteasomsku razgradnju B-katenina. Molekule odnosno lijekovi koji su trenutno podvrgnuti
fazi 1 klinickih ispitivanja su antagonist Wnt signalizacije - Ipafricept, antagonisti receptora
frizzled (FZD) - Vantictumab i OTSA 101-DTPA-90Y, inhibitori porcupina - LGK974, ETC-
159, RXCOO4 i CG1321 te inhibitori interakcije B-katenina s CBP - PRI-724 i CWP232291.

[4] [5] [6] [7]

2.SIGNALNI PUT WNT

Signalni put Wnt dijeli se na kanonski ili B-kateninski put i dva nekanonska: put planarne
polarnosti stanica i Wnt/kalcijski put. [4] Kanonski signalni put Wnt zasluZan je za formiranje
tjelesnih osi u embrionalnom razvoju, kao i za morfogenezu udova, CNS-a i drugih organa. [8]
[9] U odraslom organizmu ima vaznu ulogu u obnovi tkiva iz mati¢nih stanica, regulaciji
proliferacije i diferencijacije stanica.[3] [10][11] Aktivacija kanonskog Wnt puta dovodi do

transkripcije Wnt ciljnih gena.



Put planarne polarnosti stanica sluzi za oblikovanje citoskeleta te polarizaciju stanica uzduz
apikalno-bazalne ravnine. I treéi tip Wnt signalizacije, kalcijski put, regulira koncentraciju
citoplazmatskog kalcija. Kanonski put ukljucen je u nastanak i razvoj brojnih tumora.[13] Osim
kanonskog, pretpostavlja se da i PCP put takoder ima vaznost u patogenezi tumora i stjecanju
metastatskih svojstava, upravo zbog njegove uloge u reorganizaciji citoskeleta ¢ime stanice
postaju sposobne metastazirati. [ 14] Buduc¢i da postoji 19 razli¢itih Wnt liganada [15] koji mogu
aktivirati Wnt signalizaciju, koji od ova tri signalna puta ¢e biti aktiviran vjerojatno prvenstveno
ovisi 0 vrsti samog liganda, kao i prisutnosti pojedinih tipova receptora, koreceptora i ostalih
regulatornih molekula. Treba takoder naglasiti da neki od Wnt liganada mogu aktivirati i

kanonski i nekanonske signalne puteve, dok su drugi specifi¢ni i aktiviraju isklju¢ivo jedan put.

3.KANONSKI WNT SIGNALNI PUT

Kanonski Wnt signalni put, kada je aktivan, doprinosi stabilizaciji citoplazmatske koncentracije
B-katenina, molekule koja u kompleksu s transkripcijskim faktorima i koaktivatorima TCF,
LEF, PYGO, BCL9, p300 1 CBP aktivira transkripciju Wnt ciljnih gena [16]. Osim toga [3-
katenin dio je pri¢vrsnih medustani¢nih spojeva gdje se nalazi vezan za unutarnju stranu E-

kadherina, te za a-katenin koji je povezan s proteinima citoskeleta.

Kada je Wnt put neaktivan, degradiraju¢i kompleks fosforilira slobodni citoplazmatski f3-
katenin 1 tako ga ¢ini podloZznim za ubikvitinizaciju 1 degradaciju u proteasomu. [4] [5] [6] [7]
Prva komponenta kanonskog signalnog puta Wnt su Wnt ligandi, proteini koji prolaze
dvostruku palmitoilaciju pomocu proteina Porcupine te glikozilaciju u endoplazmatskom
retikulumu i Golgijevom tijelu, nakon ¢ega se u sekretornim vezikulama secerniraju u
izvanstani¢ni prostor. [17] U izvanstani¢nom prostoru se sada palmitoilirani glikoproteini Wnt
vezu na Frizzled receptore i LRP5/6 koreceptore na membranama vlastite ili stanica u okolini,

dakle djeluju¢i parakrino ili autokrino. [10]

Frizzled je receptor koji posjeduje 7 transmembranskih domena i povezan je s G-proteinom.
Nakon vezanja Wnt-liganda, dolazi do stvaranja kompleksa Wnt-FZD-LRP i fosforilacije LRP.
LRP veZe aksin, nakon ¢ega dolazi do hiperfosforilacije proteina Dishevelled (DVL) koji se
veze za unutarstani¢ni dio receptora FZD i za aksin pomocu svoje DIX domene. [18] Ovime je
aksin izdvojen iz degradacijskog kompleksa te je onemoguceno njegovo uklapanje u kompleks

za razgradnju B-katenina tzv. degradacijski kompleks. U normalnim okolnostima degradacijski

2



se kompleks sastoji od aksina, APC-a, kazein kinaze la i glikogen sintaze kinaze 3. [5] [19]
[10] Kada je Wnt put neaktivan, prvo CK-1a fosforilira B-katenin na Ser45, a to omogucuje
glikogen sintazi kinazi 3 da prepozna taj slijed aminokiselina, te “nizvodno”, prema N-amino
kraju B-katenina fosforilira serinske/treoninske ostatke na Thr4l, Ser37 i Ser33 mjestu. [20]
[21] Fosforilirani Ser33 i Ser37 su vezno mjesto za [B-Trcp- E3-ubikvitin ligazu, koja

ubikvitinira B-katenin i time ga obiljezava za degradaciju u proteasomu.[21] [19] [10]

Na N-terminalnoj domeni B-katenina, koja je ujedno i najce$¢a meta mutacija, nalaze se
fosforilacijska mjesta za GSK3 i CK-1a i Bcl9. C-terminalna domena ovog proteina sluzi za
transaktivaciju Wnt ciljnih gena kroz interakciju s transkripcijskim faktorima TCF/LEF.
Pomocu svoje domene armadillo, koja se sastoji od 12 armadillo ponavljanja, [22] , B-katenin

ostvaruje interakcije s E-kadherinom, APC, PYGO, aksinom, a dijelom i TCF-om.

U slucaju kada je Wnt put aktivan, razina -katenina u citoplazmi se povecava te on prelazi u
jezgru, gdje se veze s transkripcijskim faktorima i koaktivatorima i poti¢e transkripciju Wnt
ciljnih gena. [6] [5] (Slika 1) Neki od Wnt ciljnih gena ukljuceni su u regulaciju stani¢nog
ciklusa (c-myc, N-myc, c-jun, ciklin D1, Sox9) ili u procese koji olakSavaju metastatsko Sirenje
tumora (MMP-7, VEGF), a gen TERT kodira jednu komponentu enzima telomeraze Cija
aktivnost predstavlja vazno obiljezje besmrtnih stanica. [23] Aktivacijom ciljnih gena za ciklin
D i c-myc, dolazi do povecanja njihove koncentracije §to pospjesuje prelazak stanice iz G1 u S

fazu te time i proliferaciju stanica.[12]

Aktivacija puta Wnt i transkripcijska aktivnost f-katenina ne moraju imati iste posljedice u
svim uvjetima i u svim stanicama. Na primjer, mehanizmi kojima mati¢na stanica nekog tkiva
“odlucuje” hoce li podle¢i asimetri¢noj ili simetricnoj diobi, koja moze i¢i u smjeru
diferencijacije ili o€uvanja pluripotentnosti stanice, nisu dovoljno razjasnjeni i vjerojatno ovise
o brojnim ulaznim signalima iz okoli$a. Postoji hipoteza prema kojoj je jedan od prvih koraka
pri odluci o pokretanju diferencijacijskog ili proliferacijskog transkripcijskog programa u Wnt
signalizaciji koriStenje transkripcijskog koaktivatora CBP umjesto koaktivatora p300. Pod
ovom pretpostavkom inhibitori interakcije CBP i katenina trebali bi doprinositi usmjerenju

diferencijacijskog transkripcijskog programa stanice.[24] [3]

Budu¢i da B-katenin ne sadrzi slijed aminokiselina potreban za ulazak u jezgru, tzv. NLS (engl.
nuclear localization sequence), jos uvijek se raspravlja o nacinu na koji on ulazi u jezgru.
Postoje suprotni zakljucci nekoliko studija o pitanju direktnog vezanja B-katenina za

nukleoporinski kompleks jezgrine ovojnice. Stoga bi inhibitori interakcije B-katenina s



nukleoporinskim kompleksom imali potencijalnu terapijsku korist, no takve molekule jos§ nisu
nadene. [25] [26]

A B

Absence of canonical signaling Activation of canonical signaling

Lrp5/6 /d FZD

i

e E-cadherin
0
(FD

Slika 1. Kanonski Wnt signalni put. Prema: Lee Y i sur. (2015.) [42]

Nadalje, poznato je da se B-katenin nalazi vezan za E-kadherin u dimeru s a-kateninom, dok se
U svojoj monomernoj formi veze za transkripcijske faktore. [27] Kao $to je ve¢ spomenuto,
neke domene B-katenina sluze istodobno kao vezno mjesto vise molekula, kao na primjer
domena armadillo koja sluzi kao vezno mjesto za E-kadherin, ali i za APC i dijelom TCF. Tako
bismo potencijalnom inhibicijom tog veznog mjesta za interakciju s TCF-om, mogli prouzrociti
disfunkciju medustani¢nih spojeva ali isto tako i inhibiciju degradacije B-katenina. [28]
Medutim, pokazalo se da vezno mjesto za E-kadherin i TCF nije sasvim identi¢no te da je za
vezanje P-katenina za TCF odnosno E-kadherin potrebna razli¢ita pozicija armadillo-
ponavljanja. Naime, za vezanje [-katenina s TCF potrebna su armadillo ponavljanja od 3. do
10., dok je za vezanje s E-kadherinom potrebno svih 12 armadillo ponavljanja. [29] Osim toga,



dio C-terminalne domene moze se vezati s dijelom armadillo domene i tako dovesti do
selektivnosti vezanja B-katenina za TCF. Dakle, konformacijska promjena -katenina kada C-
terminalna domena prekriva dio veznog mjesta za E-kadherin dovodi do situacije gdje se f-
katenin moze vezati samo za TCF. [29] Pretpostavlja se da aktivacija Wnt puta, osim §to
povecéava koli¢inu B-katenina u citoplazmi, uzrokuje i konformacijsku promjenu B-katenina
koja favorizira vezanje za TCF u odnosu na E-kadherin. S druge strane, u eksperimentima na
miSevima je kod delecije dijela C-terminalne domene, zvane helix C, funkcija medustani¢nih
spojeva bila u potpunosti ofuvana, dok je transkripcijska aktivnost [-katenina bila
onemogucena. [22] Nadalje, interakcija a-katenina s N-terminalnom domenom [-katenina
dovodi do konformacijske promjene C-terminalne domene koja olak$ava vezanje E-kadherina
za B-katenin.[30] Zanimljivo je da, nasuprot situaciji kod nekih vrsta nematoda kao $to je
Caenorhabditis elegans, gdje postoje tri razli¢ite molekule koje vrSe funkcije B-katenina,
dvojna uloga [B-katenina u sisavaca je ostvarena na ovaj nacin kako bi se djelomicno
antagonizirale spomenute oprecne funkcije. [22] [29] Takoder, prema jednom istrazivanju,
protein kinaza B (PKB/Akt) moze uzrokovati disocijaciju PB-katenina iz medustani¢nih
pri¢vrsnih spojeva fosforilacijom na mjestu Ser552, nakon ¢ega se on akumulira u citosolu,
gdje ga moze vezati protein 14-3-3C. Ovo vezanje potice njegovu translokaciju u jezgru, klju¢nu

za daljnje djelovanje — transkripciju Wnt ciljnih gena. [28]

Osim dosad spomenutih molekula, takoder je vazno spomenuti da postoji Sest obitelji proteina
koji djeluju kao izvanstanicni inhibitori kanonskog Wnt puta. To su Dickkopf, WIF,
SOST/Sclerostin, Cerberus, SFRP te IGFBP4. [10] [31] Naime, ovi proteini, slicno kao i Wnt-
ligandi, lokalizirani su izvan stanice. DKK-1 i DKK-2 i Sclerostin su proteini koji se vezu za
LRP5 i 6 te djeluju kao antagonisti Wnt puta, te se Cesto karakteriziraju kao tumor supresorski
proteini. Obitelj glikoproteina SFRP obuhva¢a SFRP1, 2, 3, 4 i 5. Njihove dvije domene,
cysteine rich domain (CRD) te netrin-related motif (NTR), omogucuju im da se vezu za Wnt
ligande 1 onemogucuju vezanje Wnt liganada za receptore FZD. [133] Takoder, proteini SFRP
mogu stvarati i neaktivne komplekse sa samim receptorom FZD, §to sprjeCava vezanje Wnt

liganda na ovaj receptor. [31]



4 NEKANONSKI WNT SIGNALNI PUTEVI

U nekanonske Wnt signalne puteve spadaju put planarne polarnosti stanica (PCP) i kalcijski
Wnt put. Nekanonski Wnt putevi bit ¢e vrlo kratko opisani s obzirom da se radi o ograncima
Wnt signalizacije koji nisu dovoljno prouceni i poznati. Put planarne polarnosti stanica pocinje
vezanjem Wnt (Wnt4,Wnt5a,Wnt10a, Wnt10b, Wntll) liganda za FZD i koreceptor
ROR2,PTK7 ili RYK, $§to aktivira protein DVL. Treba uociti da ovdje nije potreban LRP
koreceptor. Dolazi do formiranja kompleksa DVL s proteinom Daam-1. Taj kompleks stupa u
interakciju s WGEF koji aktivira malu GTP-azu Rho, koja zatim aktivira Rho-associated-
kinazu (ROCK). S druge strane, DVL preko DEP domene, neovisno o Daam-1, aktivira drugu
malu GTP-azu, Racl, a posljedi¢no i kinazu JNK. ROCK i JNK reguliraju polimerizaciju
aktina. [34] [33] [32][10] [86]

Kalcijski Wnt put utjeCe na unutarstani¢nu koncentraciju kalcijevih iona, preko njihovog
izlaska iz endoplazmatskog retikuluma, Sto takoder ima ulogu u razvojnim procesima i
medustanicnoj adheziji. Signalizacija se ostvaruje na sljede¢i nacin. Ligandi koji zapo€inju
prijenos signala u ovoj inacici puta su WntSa i FZD2. Wnt/FZD preko G-proteina aktivira
fosfolipazu C, koja cijepa PIP2 na diacilglicerol i inozitol trifosfat. DAG ostaje u membrani
gdje aktivira protein kinazu C, dok IP3 stimulira otvaranje Kkalcijskih kanala na
endoplazmatskom retikulumu. S druge strane, Wnt/FZD aktivira i cGMP-specifi¢nu
fosfodiesterazu PDE6, koja hidrolizom cGMP-a te smanjenjem njegove koncentracije
onemogucuje djelovanje cGMP-ovisne protein kinaze (PKG) 1 tako dodatno pojacava izlazak
kalcijevih iona iz endoplazmatskog retikuluma. Povecana koncentracija kalcija moze preko
aktivacije nekoliko proteinskih kinaza dalje utjecati na stani¢ne procese kao Sto su regulacija

stani¢nog ciklusa, medustani¢na adhezija i promjene morfologije citoskeleta. [2] [33] [10]



5. PROMJENE KOMPONENATA SIGNALNOG PUTA WNT U
HUMANIM TUMORIMA

Whnt signalni put neispravno je aktivan u brojnim tumorima, ukljuc¢ujuci kolorektalni karcinom,

karcinom dojke, glioblastom, melanom, karcinom pankreasa i mnoge druge.

lako nije upitna presudna uloga Wnt puta u odrzavanju i proliferaciji normalnih mati¢nih
stanica organizma, S$to se dokazalo na stanicama intestinalnog sustava kao i dla¢nih folikula,
koje gube kapacitet samoobnavljanja pri inhibiciji Wnt puta [35][36], njegova uloga u
obnavljanju tumorskih masa iz subpopulacije tumorskih mati¢nih stanica jo§ uvijek je
kontroverzna. Smanjenje klonogenosti inhibicijom Wnt puta uo¢eno je u studijama provedenim
na raznim vrstama tumora. [37] [38] [39] [40] [41] [23] Osim toga, Wnt signalizacija ima ulogu
u tumorskoj invazivnosti i procesima metastaziranja buduéi da B-katenin tvori pri¢vrsne
medustani¢ne spojeve koji se raspadaju prilikom stani¢ne pokretljivosti. -katenin takoder
aktivira transkripcijske represore Slug i Snail, koji smanjuju ekspresiju E-kadherina i tako
poticu epitelno mezenhimsku tranziciju. [18][132] Stoga, mutacije molekularnih sudionika
signalnog puta Wnt sudjeluju i u epitelno-mezenhimskoj tranziciji, gdje stanice gube dodir sa

svojim okoliSem i stjeCu sposobnost metastaziranja.[23]

Promjene u aktivnosti Wnt signalnog puta povezane su s raznim tumorima, ali i drugim
bolestima u ljudi koje ukljucuju bolesti kostiju, neurodegenerativne bolesti, shizofreniju i
artritis.[3][6] Sto se ti¢e promjena komponenata Wnt puta u zlo¢udnim tumorima, one mogu
biti mutacijske ili nemutacijske. Nemutacijske obuhvacaju epigenetske promjene - metilaciju
DNA, modifikaciju histona i RNA interferenciju. Promjene koje poticu rast i invazivnost
tumora najce$¢e dovode do gubitka funkcije komponenata koje djeluju kao negativni regulatori
Wnt puta ili do prekomjerne ekspresije komponenata koje djeluju aktiviraju¢e na put Wnt.
NajceS¢e mutacije Wnt signalnog puta u tumorima opcenito su mutacije gena APC te N-
terminalne domene [-katenina. Mutantni protein APC nema sposobnost vezanja aksina i
razgradnje B-katenina. Mutacija u egzonu 3 CTNNBI1 gena ¢ini 90% mutacija ovog gena u
tumorima, a dovodi do promjene u N-terminalnoj domeni -katenina kojom B-katenin gubi
kljutna mjesta za djelovanja enzima degradacijskog kompleksa. Ovime je onemoguéena
razgradnja B-katenina zbog ¢ega dolazi do porasta njegove koncentracije. [132] U slijedec¢im
odjeljcima ovog poglavlja ukratko ¢u navesti najcesce tipove tumora u ciju etiologiju je

ukljucen signalni put Wnt, s naglaskom na tumore glijalnog podrijetla.
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Prve otkrivene mutacije u tumorskom tkivu bile su u kolorektalnim tumorima, pa otuda potjece
I ime gena APC (adenomatozna polipoza kolona). Mutacije gena APC prisutne su u oko 85%
kolorektalnih tumora, dok je kod 50% tumora koji ne sadrze APC mutaciju prisutna aktivirajuca
mutacija -katenina. [23] S druge strane, mutacije u genu RNF43, identificirane su u do 18%
kolorektalnih karcinoma i medusobno iskljucive s APC mutacijom. RNF43 kodira E3 ubikvitin
ligazu koja ubikvitinira Frizzled receptore i inhibira Wnt put. [49] Mutacija barem jedne
regulatorne komponente puta Wnt prisutna je u preko 93% kolorektalnih karcinoma [49], a
povecana razina nuklearnog B-katenina povezana je s losijom prognozom [50]. Mutacije gena
APC narocito su vazne u kolorektalnom karcinomu koji nastaje iz polipa, gdje ih nalazimo u
sporadi¢nom, kao i nasljednom obliku. [6] Nadalje, epigeneticke promjene na razini miRNA su
takoder ukljucene u razvoj kolorektalnog karcinoma. U kolorektalnom karcinomu, u odnosu na
zdravo tkivo crijeva, prisutna je povecana razina odredenih miRNA koje interferiraju s
ekspresijom gena Wnt puta. Na primjer, za miR-494 pokazalo se da se direktno vezuje za 3'-
UTR regiju mRNA za APC, smanjuje ekspresiju proteina APC §to u konacnici potice
proliferaciju stanica kolorektalnog karcinoma. Sve u svemu, prekomjerna aktivacija Wnt puta

prisutna je u znac¢ajnom postotku kolorektalnih karcinoma. [51] [52] [53]

Sljedeci karcinom u kojem signalizacija Wnt igra vaznu ulogu je svakako i karcinom dojke.
Istrazivanja su pokazala da je signalni put Wnt aktivan u preko 50% ispitanih karcinoma dojke,
Sto je bilo povezano s loSijim preZivljenjem. NajviSe je aktivan u trostruko negativnim
karcinomima dojke, gdje su naj¢eS$ce hipereksprimirani Wnt ligandi i receptori, dok su
secernirani Wnt antagonisti hipoeksprimirani. Sam B-katenin je medutim rijetko mutiran u

karicnomima dojke. [23]

Splicing mutacije koje ometaju ispravno izrezivanje introna u procesima splicinga primarnog
transkripta za LRP nadene su u 85% karcinoma dojke 1 dovode do aktivacije puta Wnt. Takoder
su nadene i delecije gena antagonista Wnt puta, DKK-1, DKK-3, WIF1, SFRP5, APC, GSK3B,
MCC i CTNNBIP1, u 32-44% ispitanih uzoraka, a metilacije promotora antagonista Wnt puta
u 40-68% karcinoma dojke. Postoji mala nekodiraju¢a mikroRNA, miR-221/222 koja ometa
transkripciju antagonista Wnt puta, medu kojima su WIF1, SFRP2, DKK2 te AXIN2. [7]
Promjene u Wnt putu takoder su pronadene i u premalignom fibroepitelnom tumoru dojke. [7]
Pokazano je takoder da je put Wnt najaktivniji u mati¢nim stanicama karcinoma dojke u odnosu
na ostatak tumorske mase. Studije pokazuju da je gubitak Wntl smanjio formaciju sfera,
struktura koje stvaraju tumorske mati¢ne stanice, i ekspresiju markera tumorskih mati¢nih

stanica — CD44/CD24, ALDH1 i Sca-1. [10]



Pretklinicka istrazivanja pokazala su prekomjernu ekspresiju gena FZD 6, 7 1 8 u trostruko-
negativnim karcinomima dojke $to je bilo povezano s loSijim prezivljenjem, invazivnoscu i
karakteristikama mati¢nih stanica tumora. Pacijenti s trostruko-negativnim karcinomom dojke
s neispravnim kanonskim Wnt putom imaju vece Sanse za razvoj plu¢nih i mozdanih metastaza.
[54] U trostruko-negativnim karcinomima dojke identificirano je preko dvadeset endogenih
mMiRNA, a za neke od njih pretpostavlja se da na posttranskripcijskoj razini reguliraju ekspresiju
gena Whnt signalizacije. Primjerice, prekomjerna ekspresija miR-374a dovela je do supresije
gena WIF1 i PTEN i poticanja epitelno mezenhimske tranzicije u stani¢nim linijama trostruko-
negativnog karcinoma dojke. S druge strane, indukcija miR-340 suprimirala je ekspresiju
CTNNBI1, MYC, ROCKIli SOX2 gena te je povezana sa smanjenom invazivnoScu i
proliferacijom, a istovremeno je njezina razina smanjena u trostruko-negativnim karcinomima
dojke. MiR-218-5p hipereksprimirana je u trostruko-negativnim karcinomima dojke kao i u
kostanih metastaza pacijentica s karcinomom dojke. Primjena anti-miR-218-5p dovela je do
smanjenja aktivacije Wnt puta, antiproliferativnog u¢inka in vitro i smanjenja rasta tumora in

vivo, dok je transfekcija miR-218-5p rezultirala suprotnim ucincima. [54]

Medutim, promjene Wnt puta nisu u svim tumorima povezane s lo§ijom prognozom. Naime,
vise studija ukazuje na manje invazivan fenotip i povecanje stope prezivljenja kod pacijenata s
melanomom s pove¢anom razinom B-katenina u jezgri. [55] [23] Ovo se tumaci razliitim
utjecajem aktivacije Wnt puta u razliCitim vrstama stanica ovisno o prisutnosti razli¢itih
transkripcijskih faktora; medu ostalim, transkripcijskog faktora MITF specificnog za stanice
melanocitnog podrijetla. [56] Nasuprot tome, rezultati druge studije pokazuju da, neovisno o
prisutnosti mutacije gena MAPK, primarni koZni melanomi s istodobnom mutacijom gena
CTNNBI pokazuju viSe proliferativnih obiljezja (veca dubina prodora po Breslowu, veci
mitotski indeks 1 ulceracije) nego oni s divljim tipom CTNNBI gena. [131] Takoder naglaSava
se vaznost ne-kanonskog puta planarne polarnosti stanica u progresiji melanoma. Naime,
aktivacija Wnt5a/ROR?2 inducira neku vrstu reverzibilne senescencije u stanicama melanoma,
pri ¢emu je stanica pojatano kemorezistentna 1 radiorezistentna, a ima povecan motilitet 1
sekreciju proinflamatornih i proangiogenih citokina kao Sto je IL-6. Uz to, Wnt5a preko
aktivacije Wnt Kalcijskog puta potice epitelno-mezenhimsku tranziciju i metastaziranje
melanoma. [33] [23] [56]

Osim melanoma, postoji jo§ jedan tip tumora gdje je Wnt aktivacija povezana s dobrom
prognozom. Radi se o meduloblastomima u pedijatrijskoj populaciji. Mutacija fosforilacijskog

mjesta -katenina u egzonu 3 prisutna je u 18-22% svih meduloblastoma, a u jo§ 5% prisutne



su mutacije u genima APC ili AXIN1. [42] Meduloblastomi s ovim, ali i drugim, rjedim
mutacijama koje aktiviraju put Wnt, ¢ine Wnt-pozitivnu podgrupu meduloblastoma. Mutacija
B-katenina u meduloblastomima dovodi do poremecaja fosforilacije i razgradnje B-katenina te
do konstitutivne aktivacije puta Wnt. [42] Medutim, od Cetiri podgrupe meduloblastoma, Wnt-
pozitivna podgrupa ima najbolju prognozu Sto se tiCe recidiva 1 metastaza, i petogodiSnje

prezivljenje koje iznosi 95%. [85]

Treba spomenuti i ostale tipove tumora u kojima je Wnt signalizacija neispravna i koji bi mogli

profitirati od primjene inhibitornih molekula.

Znanstvena istrazivanja koja se bave ulogom Wnt signalizacije u hepatocelularnom karcinomu
pokazala su da je u oko 25-50% hepatocelularnih karcinoma prisutna prekomjerna Wnt
aktivacija. Najc¢esce su promijenjeni geni AXIN1 ili CTNNBI, dok promjene gena APC nisu
Ceste kod ovih tumora. [49] Medutim, razlicite studije koje povezuju Wnt aktivaciju s
prognozom pacijenata s hepatocelularnim karcinomom dosle su do razlicitih zakljucaka.[84]
Prema podacima s cBioportala, baze podataka o0 molekularnim promjenama u humanim

karcinomima (https://www.cbioportal.org/), od 998 pacijenata s hepatocelularnim

karcinomom 1ili adenomom, 28% imalo je mutaciju u genu za B-katenin, a petogodiSnje
prezivljenje iznosilo je 66.26% kod skupine s CTNNB1 mutacijom u usporedbi s 61.20% kod
skupine bez mutacije (https://bit.ly/3gmvwW3, pristupljeno dana 9.5.2021.).

Sto se ti¢e tumora prostate pokazano je da je transkripcijski kofaktor LEF1 prekomjerno izrazen
u oko 50% tumora prostate. Wnt-aktiviraju¢e promjene u APC i CTNNBI1 genima prisutne su
u do 22% na kastraciju rezistentnih karcinoma prostate. [57]

U oko 10-15% karcinoma pankreasa prisutna je loss-of-function mutacija RNF4 koja kodira
ve¢ spomenutu E3 ubikvitin ligazu, Sto dovodi do povecanja broja Frizzled receptora na

membrani. [58]

I na kraju pregleda relevantnih tumora svakako treba opisati gliome. Gliomi su najces¢i
intrakranijski tumori, a ¢esto su nazalost otporni na terapiju. Mogu se podijeliti u astrocitome,
oligodendrogliome i ependimome. Svaki od tih tipova tumora dijeli se joS i1 u Cetiri stupnja
prema malignosti, od kojih je najmaligniji oblik stupanj 1V tj. glioblastom. Kako signalni put
Wnt ima vaznu ulogu u odrzavanju 1 proliferaciji neuralnih mati¢nih stanica, pretpostavljeno je
da je isti signalni put vaZan i za proliferaciju mati¢nih stanica glioma i glioblastoma. [42] ViSe
istrazivanja pokazalo je da je prekomjerna aktivacija kanonskog Wnt puta ukljucena u proces

razvoja glioma i povezana s njihovom losijom prognozom [18,43]. U istraZivanju provedenom
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na astrocitomima razli€itog stupnja malignosti utvrdeno je da je SFRP1 gen hipermetiliran u
32% uzoraka, a proteinska ekspresija SFRP1 bila je smanjena u 45.8% uzoraka. Hipermetilacija
SFRP1 kao i pojacana ekspresija LEF1 bile su povezane s ve¢im gradusom tumora. [44]
Takoder, neke od komponenata drugih signalnih puteva kao sto su TCTP, KPNB1 te LGK4
hipereksprimirani su u gliomima i ostvaruju svoje proliferativne ucinke kroz aktivaciju
kanonskog Wnt puta [43]. Osim promjena na razini DNA, pretpostavlja se da su u
etiopatogenezu ovih tumora uklju¢ene i male miRNA molekule koje mijenjaju ekspresiju
ciljnjih molekula Wnt puta. Medu ostalim, miR-155 i miR-92b aktiviraju kanonski Wnt put i
poticu proliferaciju stanica glioma, a miRNA-27a poti¢e progresiju i invazivnost glioma.
Nadalje, pokazano je da miR-1249 potiée proliferaciju glioma tako da sprjecava translaciju
MRNA za APC. Neke druge miRNA, na primjer miRNA-216a, miR-202, miR-139-5p te miR-

202 pokazuju suprotan u¢inak — inhibiraju Wnt put i negativno djeluju na rast tumora. [43]

Glioblastomi su tumori s najloSijom prognozom od svih primarnih tumora srediSnjeg Ziv€anog
sustava, a odlikuje ih znatna intertumoralna, kao i intratumoralna heterogenost, pri ¢emu tumor
u razli¢itim subpopulacijama svojih stanica sadrzi raznovrsne mutacije. Pretpostavlja se da je
aktivacija Wnt puta vazna u odrzavanju i proliferaciji mati¢nih stanica glioblastoma, kao i
njegovoj lokalnoj invazivnosti i infiltrativnosti te indukciji kemorezistencije i radiorezistencije.
[45][42] (Slika 2) Kao $to sam ve¢ prethodno spomenula, pokazalo se da u glioblastomima za
aktivaciju Wnt puta epigenetske promjene imaju vazniju ulogu od samih mutacijskih promjena.
Primjerice opisano je epigenetsko stiSavanje negativnih regulatora - hipermetilacija
promotorskih regija gena WIF1 te SFRP, DKK-1 i obitelji Naked. [46] [134] Hipermetilacija
promotora gena SFRP1, SFRP2 i NKD2 koji kodiraju inhibirajuce proteine, nadena u oko 40%
de novo glioblastoma (glioblastoma koji nisu nastali progresijom iz glioma niZzeg gradusa), a
slican metilacijski status prisutan je 1 u glioblastomima koji su nastali iz glioma, tzv.
sekundarnim glioblastomima. Hipermetilacija promotora DKK1 nadena je u 60% glioblastoma
nastalih iz glioma, [45][42] dok su Wnt3a, WntS5a, FZD 2,6 i 7 bili poja¢ano eksprimirani u
glioblastomima i gliomima II i III gradusa. Takoder je pokazano da ekspresija Wntl1, B-katenina
i ciklina D1 korelira s gradusom glioma. [19] Wnt5a ligand preko aktivacije ne-kanonskog Wnt
puta potiCe migraciju stanica glioblastoma, dok misji knockdown istoga gena inhibira
migratornu sposobnost stanica glioma. [47] U glioblastomima je nadena povecana ekspresija
molekula koje pozitivno djeluju na aktivaciju puta Whnt ili poti¢u nuklearnu translokaciju 3-
katenina, primjerice PLAGL-2. PLAGL-2 ima i direktne i indirektne (preko aktivacije

kanonskog Wnt puta) utjecaje na proliferaciju maticnih stanica glioblastoma.
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Sumirajuéi gore navedene nalaze mozemo reci da su u tumorigenezi glioblastoma znacajnije
promjene komponenata na pocetku signalnog puta Wnt, te da se ve¢inom radi o epigenetskim
promjenama, a ujedno su to veéinom promjene koje mogu aktivirati i kanonski i nekanonski
put. Zanimljivo je napomenuti da su imunohistokemijske analize pokazale prekomjernu
ekspresiju komponenata i kanonskog i nekanonskog puta Wnt u infiltrativnim dijelovima
tumora u usporedbi s centralnim dijelom tumora ili normalnim mozdanim tkivom. Ove analize
upucuju na doprinos Wnt signalizacije invazivnosti tumora [19]. Uz to, prekomjerna ekspresija
Wnt gena povezana je s povecanom otpornos¢u stanica glioblastoma na radioterapiju, a
inhibicija Wnt puta putem male inhibitorne molekule XAV939 pojacala je osjetljivost
glioblastoma na radioterapiju. [42] Stovise, XAV939 sprije¢io je invazivnost stanica glioma i

glijalno-mezenhimsku tranziciju. [9]
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Slika 2. Uloga Wnt signalizacije u glioblastomima. Prema Lee Y i sur. (2015.) [42]

Rezultati prethodno opisanih istrazivanja pokazuju bitnu ulogu signalnog puta Wnt u brojnim
tumorima covjeka. Stoga Ce se istraZivanja i razvoj inhibitora ovoga puta pokazati korisnim kao

potencijalna terapija.

6. INHIBITORI WNT PUTA

Razlog za potragom i pronalaZzenjem inhibitora puta Wnt dali su i rezultati prijasnjih
istrazivanja koja su djelovanjem na razli¢ite molekularne komponente pokazala da bi inhibicija

puta Wnt mogla imati pozeljan utjecaj na tumore. Na primjer, uoceno je da knock-down -
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katenina pomoc¢u siRNA djeluje inhibitorno na rast kolorektalnih karcinoma in Vitro i in vivo.
Nakon knock-downa B-katenina pomocu shRNA u stani¢nim linijama karcinoma kolona s APC
mutacijom, doslo je do znatne inhibicije rasta kada su ove stani¢ne linije presadene u miseve, a
uz to primijeceno je poticanje diferencijacije i smanjenje markera proliferacije Ki67. Medutim,
nakon prestanka djelovanja shRNA, nastupio je brzi oporavak tumorskog rasta, Sto nam govori
da bi terapija Wnt inhibitorima zahtjevala kontinuiranu primjenu.[135] U stani¢nim linijama
kolorektalnog karcinoma s mutacijama u genima za 3-katenin i K-ras, znacajan inhibitorni efekt
postignut je inhibicijom obje mutirane komponente.[135] Takoder, pokazalo se da knock-down
B-katenina i blokada Wnt puta u stani¢nim linijama humanih kolangiokarcinoma djeluje
antiproliferativno, proapoptotski i dovodi do zastoja stanice u G0/G1 fazi. [1] Osim toga, slican
inhibitorni efekt na tumorski rast nakon knock-downa B-katenina primijecen je i u stanicama
tumora bez mutacije u Wnt putu. [135] Jo$§ jedan aspekt inhibicije puta Wnt je inhibicija
interakcije B-katenina s TCF, koja je izazvala pojaCanje apoptoze i zaustavljanje proliferacije
stani¢nih linija adrenokortikalnih tumora. [138] StoviSe, pokazalo se da u usporedbi s
knockdownom B-katenina, knockdown TCF4 ucinkovitije inhibira stvaranje kolonija i inducira
apoptozu u stani¢nim linijama kolorektalnog karcinoma. [137] Inhibicija proteina BCL9
takoder predstavlja zanimljivu terapijsku opciju, zato Sto u crijevnom epitelu BCL9 nije
potreban za normalno odrzavanje homeostaze, ve¢ samo tijekom regeneracije izazvane upalom.
S druge strane potreban je za malignu progresiju kolorektalnih karcinoma, tako da njegovom
inhibicijom o¢ekujemo specifi¢nost za karcinomske stanice.[55]
lako se inhibicija Wnt puta putem knock-downa B-katenina pokazala uspjesnom u zaustavljanju
rasta tumora, inhibicija samog [-katenina donosi odredene poteSkoce. Kao S$to je veé
spomenuto, 3-katenin tvori medustani¢ne spojeve i vezno mjesto za E-kadherin mu se preklapa
s veznim mjestima za transkripcijske faktore. S druge strane, ako nam je cilj inhibirati samo [-
katenin koji je lokaliziran u jezgri, tu se pojavljuje problem u veli¢ini inhibitorne molekule koja
bi trebala biti dovoljno mala da moze pro¢i kroz stani¢cnu membranu i jezgrinu ovojnicu, a opet
dovoljno velika kako bi bila §to specifi¢nija i sposobnija ,,prekriti odredeno vezno mjesto
molekule B-katenina. [59]

Slican problem postoji i kod inhibicije transkripcijskih faktora i koaktivatora ukljucenih u
transkripciju Wnt ciljnih gena; TCF, BCL9 te CBP. Molekule koje odgovaraju ovim zahtjevima

pronadene su i bit ¢e opisane u nastavku teksta.

Paralelna istrazivanja su se takoder usmyjerila na procjenu ucinka inhibicije drugih ciljnih

komponenti na rast tumora. Tako je primjerice otkriveno da je nakon knock-downa gena FZD7
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u stani¢nim linijama trostruko-negativnog karcinoma dojke smanjena ekspresija Wnt ciljnih
gena i sposobnost formacije tumora in vitro i in vivo nakon presadivanja ovako modificiranih
stani¢nih linija u miseve. Inace, u ovom modelu karcinoma dojke bila je prisutna pojaana
aktivacija puta Wnt unato¢ nepostojanju mutacija njegovih komponenata. [135] Slican u¢inak
pokazao je knock-down FZD?7 - inhibirao je rast stanica, inducirao apoptozu i suzbijao migraciju
I invaziju stanica planocelularnog karcinoma jednjaka in vitro. [139] Takoder uoceno je da
inhibicija liganada Wnt-1 i Wnt-2 pomoc¢u siRNA ili specifi¢nog protutijela potic¢e apoptozu u

stanicama nesitnostanicnog karcinoma pluca. [136]

Na temelju ovih i drugih spoznaja ustanovljeni su molekularni ciljevi prema kojima su
usmjereni Wnt inhibitori ¢ijom se primjenom nastoje postié¢i sli¢ni inhibitorni efekti na tumorski
rast. Osim navedenog, razvijane su i druge skupine inhibitora koji djeluju na tzv. negativne

regulatore puta Wnt, kao §to su aksin i GSK3p, te pojacavaju njihovu aktivnost.

Inhibitori kanonskog Wnt puta mogu se podijeliti prema mjestu djelovanja u signalizaciji, a bit
¢e navedeni nizvodno prema komponenti Wnt puta na koju djeluju. Veéina ovih molekula uzeta
je u obzir kao inhibitor Wnt puta na temelju tzv. screeninga ili testiranja vise tisu¢a molekula,
Sto sintetskih Sto prirodnih, kako bi se identificirali oni najpotentniji za inhibiciju puta Wnt. Za
evaluaciju inhibicije Koristeni su razli¢iti testovi, a naj¢esce je to bio TOPFlash esej, koji nam
pokazuje koliko ispitivane molekule ometaju o B-kateninu ovisnu transkripciju dTF12 (top
flash-like luciferase reporter). [59] U drugim slu¢ajevima, mjerena je proteinska razina [3-
katenina ili drugih proteina pomocu imunohistokemijskih ili Western blot analiza ili razina
mRNA pomoc¢u qRT-PCR metode. Ovaj pristup screeninga identificirao je vrlo velik broj
molekula koje inhibiraju put Wnt. Stoga ¢u se u ovom pregledu usredoto¢iti na inhibitore
kanonskog Wnt puta s obzirom da je ovaj ogranak signalizacije danas najpoznatiji po svojoj
ukljucenosti u humane tumore. Neki od inhibitora kanonskog puta Wnt medutim imaju utjecaja
I na nekanonske signalne puteve, prvenstveno inhibitori porcupina, buduc¢i da oni ometaju
sekreciju svih Wnt liganada. Kako bismo objedinili sve inhibitore koji ¢e biti spomenuti u
daljnjem tekstu te kako bi Citatelj dobio dojam o ciljnim mjestima inhibicije prikazane su tri

sheme na slikama 3, 4 i 5.
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6.1. INHIBITORI O-palmitoiltransferaze PORCN

Porcupin (PORCN) je O-palmitoiltransferaza koja u endoplazmatskom retikulumu acilira Wnt
proteine prije njihove sekrecije u medustanicni prostor, §to je neophodno za njihovu sekreciju.
Povecana ekspresija ovog enzima povezana je s loSijom prognozom u planocelularnim
karcinomima glave 1 vrata. [55] Molekule koje inhibiraju PORCN sprjecavaju sekreciju svih
Whnt liganada, te su sposobne inhibirati i kanonski i nekanonske puteve. [55] Do sada su poznati
sljedeci oralni inhibitori PORCNa, WNT974 (LGK974), ETC-1922159, RXC004 i CGX1321.

LGK974 ili WNT974 mala je molekula za koju se pokazalo da moZe inhibirati proliferaciju 1
migraciju stani¢nih linija karcinoma svijetlih stanica bubrega AAHC i 0-974, povecati udio
stanica u G1 fazi te izazvati smanjenje proteinske ekspresije Wnt ciljnih gena. [60] U
pretklinickim studijama, primjena LGK974 u dozi od 3 mg/kg dnevno dovela je do regresije
tumora (T/C% = -63%) u roku od 13 dana u misjem modelu raka dojke u kojem je insercijom

MMTYV virusa doslo do pojacane ekspresije gena WNT1 u dijelu stanica tumora.

Sli¢an uc¢inak uz istu dozu ove molekule primijecen je i u HNSCC HN30 stani¢nim modelima

planocelularnog karcinoma glave i vrata (T/C% = -50%). U obje studije LGK974 nije
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prouzrocio znacajan gubitak tjelesne mase miseva. [61] LGK974 je hidrofobna molekula, slabo
topljiva u vodi, zbog ¢ega ima loSu bioraspolozivost. Medutim, ova prepreka se moze prevladati
stvaranjem kompleksa LGK974 s ciklodekstrinom. U miSjem ksenograftu karcinoma pluca,
LGK974 u kompleksu s ciklodekstrinom pokazao je manju intestinalnu toksi¢nost i ve¢i efekt
na inhibiciju rasta tumora i prezivljenje.[62] Takoder, LGK974 smanjuje rast tumora i pojavu
metastaza u  planocelularnih  karcinoma glave i wvrata in vivo. [10]
Trenutno je u fazi I klinickih ispitivanja u pacijenata s metastatskim planocelularnim
karcinomima glave i vrata te u kombinaciji s BRAF inhibitorom LGX818 i cetuksimabom u
pacijenata s metastatskim kolorektalnim karcinomima koji sadrze WNT 1 BRAF mutacije.[10]
U meduvremenu su objavljeni rezultati prve spomenute studije i evaluirane su nuspojave
stupnja 3 i 4 (prema Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) za onkoloske
lijekove, stupanj 3: nuspojave koje zahtijevaju hospitalizaciju ili ograniavaju sposobnost
pacijenta da skrbi o sebi; stupanj 4: Zivotno ugrozavajuce nuspojave koje zahtijevaju urgentnu
intervenciju). Od ukupno 68 pacijenata, 4.4% je prijavilo nedostatak snage i umor, a u 2.9%
pojavio se gubitak apetita i enteritis stupnja 3/4. [34]

Mala molekula ETC-153 je jo$ jedan inhibitor porcupina s visokom bioraspolozivo$¢u nakon
oralne primjene [63]. U pretklinickoj studiji ETC-159 doveo je do inhibicije rasta misjih modela
karcinoma dojke s prekomjernom ekspresijom Wnt1, i to za 52% i 78% pri dnevnoj dozi od 1
odnosno 3 mg/kg, bez znacajnog gubitka tjelesne tezine miSeva. Takoder, pokazao se uspjeSnim
u inhibiciji rasta humanog karcinoma kolona s fuzijom gena za R-spondin 2 i 3 (RSPO?2 i
RSPO3), u misjim ksenograftima. R-spondin je secernirani agonist kanonskog Wnt puta, a
gain-of-function fuzije gena RSPO2 i RSPO3 dovode do povecanog broja FZD i LRP na
membrani i tako mogu  potencirati  kanonsku  Wnt  signalizaciju  [63].
U fazi I klinickog ispitivanja evaluirana je njegova podnosljivost u pacijenata s uznapredovalim
solidnim tumorima. Istrazivanje je obuhvatilo Sest kohorti kojima su se davale rastu¢e doze,
maksimalno 30 mg per os svaki drugi dan. U oko 20% pacijenata razvile su se nuspojave u vidu

osjecaja slabosti, regurgitacije, anoreksije, disgeuzije 1 poteskoca defekacije. [34]

6.2. ANTAGONISTI LIGANADA WNT

Ipafricept (OMP-54F28) je rekombinantno fuzionirano protutijelo koje se sastoji od

izvanstani¢nog dijela FZDS8 receptora i Fc fragmenta humanog IgG1. Vezu¢i ligande Wnt u
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izvanstani¢nom prostoru sprjecava interakciju Wnt-liganada s FZD receptorima. [5] [6] [64] U
misjim ksenograftima karcinoma pankreasa deriviranih iz pacijenata, ipafricept je pokazao vecu
redukciju tumorskog rasta u usporedbi s kemoterapeutikom starije generacije - gemcitabinom,
zatim smanjenje broja tumorskih mati¢nih stanica te jetrenih i pluénih metastaza. Svi ovi ucinci
bili su medutim jace izraZzeni u kombinaciji gemcitabinom. [64] U klinic¢koj studiji faze [ na 26
pacijenata sa solidnim tumorima, pacijenti su bili podijeljeni u Sest kohorti pri ¢emu je svakoj
sljede¢oj kohorti davana veca intravenska doza ipafricepta (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 1 20 mg/kg)
svaka tri tjedna, a svakih 28 dana provjeravane su tzv. dose-limiting nuspojave; nuspojave koje
su toliko ozbiljne da se ta ili vi$a doza lijeka ne bi smjela primjenjivati. Ceste nuspojave koje
su se pojavile bile su smanjeni apetit, umor, disgeuzija i misi¢ni spazmi. Za klinicke studije

faze II preporucena je doza od 15 mg/kg svaka tri tjedna. [64] [4] [5] [6]

Provedeno je i klini¢ko ispitivanje faze Ib za kombinaciju ipafricepta s paklitakselom i
karboplatinom na karcinomima jajnika. U istraZivanje je ukljuceno je 30 pacijenata koji su
dobivali ipafricept, karboplatin i paklitaksel svaka 3 tjedna intravenski, s time da su ipafricept
dobivali 2 dana prije paklitaksela i karboplatina. Doze po kohortama, nakon revizije protokola,
povecavale su se od 2 do 6 mg/kg. g. Ukupna stopa odgovora na terapiju bila je 75,7%, medijan
prezivljenja bio je 33 mjeseca (95% CI 23,4-NR), a medijan prezivljenja bez progresije bolesti
10,3 mjeseca (95% CI 8,5-14,2).

Nuspojave primijec¢ene u >15% pacijenata ukljucivale su umor (40%), mucninu (35%), proljev
1 smanjenje apetita (22%), disgeuziju (19%) 1 povracanje (16,2%). U 21.6% pacijenata pojavile
su se barem dvije nuspojave stupnja 3, od kojih je naj¢esc¢a bila neutropenija (16%). Nije se

pojavila dose-limiting toksi¢nost, a maksimalna tolerirana doza nije ustanovljena. [130]

Pokrenuta je jo$ jedna klinicka studija faze Ib koja je evaluirala kombinaciju ipafricepta s nab-
paklitakselom i gemcitabinom u lijecenju pacijenata s metastatskim karcinomom pankreasa, pri
¢emu svi ukljuceni pacijenti nisu prije lije¢eni kemoterapijom. Studija je ukljucila ukupno 26
pacijenata, od Cega pet u kohorti 1 i po sedam u kohortama 2-4, kojima su davane rastuc¢e doze
terapije ipafriceptom pocevsi s dozom od 3,5 mg/kg na dane 1 1 15, u kombinaciji sa
standardnim dozama nab-paklitaksela i gemcitabina. Uz to, pacijenti su dobivali bisfosfonate
radi sprjecavanja toksi¢nosti za kosti.

Nuspojave bilo kojeg stupnja povezane s ipafriceptom ukljudivale su umor, mucninu,
povracanje, anoreksiju 1 vrucicu. Nuspojave stupnja >3 ukljucivale su dva slucaja povisenja
aspartat aminotransferaze i po jedan slucaj osipa, mucnine, povracanja i leukopenije. Nisu

primijecene nuspojave koje ograni¢avaju dozu (DLT) ili patoloski prijelomi. Devet pacijenata
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(34,6%) imalo je djelomi¢ni odgovor, 12 (46,2%) stabilnu bolest kao najbolji odgovor na
terapiju. [143]

6.3. ANTAGONISTI RECEPTORA FRIZZLED

Vantictumab (OMP-18R5) je humano monoklonsko antitijelo klase 1gG2 koje inhibira
receptore FZD 1, 2, 5, 71 8 te posljedi¢no inaktivira kanonski put Wnt. Veze se na izvanstani¢ne
domene receptora FZD bogate cisteinom, te vjerojatno stericki inhibira vezanje Wnt liganada
na ove receptore, ¢ime blokira fosforilaciju LRP6 koreceptora, smanjuje koncentraciju -
katenina u stanici i posljedi¢no inaktivira kanonski signalni put Wnt u tumorskim stanicama.
[65] Prema ranijim in vitro i in vivo studijama, vantictumab inhibira tumorski rast u vise vrsta
tumora i smanjuje ponovni rast tumora nakon primjene visokih doza kemoterapije. U mi§jim
ksenograftima tumora dojke i pankreasa pokazalo se da vantictumab sam i u kombinaciji s
taksanima ili gemcitabinom visestruko smanjuje broj tumorigeni¢nih (tumor-initiating) stanica,
za razliku od monoterapije taksanima ili gemcitabinom. [66] [67] [68] [69] Studija na misjim
ksenograftima adenokarcinoma pankreasa i seroznog karcinoma jajnika pokazala je znacajan
sinergizam Wnt antagonista, vantictumaba i ipafricepta, s nab-paklitakselom, dok s
gemcitabinom nije bilo sinergizma. Stovise, veli¢ina tumora je s nab-paklitakselom (takoder i
gemcitabinom) sporije rasla u odnosu na kontrolu, a s kombinacijom nab-paklitaksela i
vantictumaba te nab-paklitaksela i ipafricepta smanjivala se u sve Cetiri vrste ksenografta.
Najbolji u¢inak na redukciju tumorske mase u ksenograftima trostruko-negativnog karcinoma
dojke kao i gore spomenutim ksenograftima, postignut je kada se vantictumab davao 3 dana
prije nab-paklitaksela, odnosno kada se ipafricept davao 2 dana prije nab-paklitaksela. Na slicne
spoznaje o sinergizmu pri sekvencioniranoj administraciji ovih dvaju lijekova ukazuje i nesto
starije istraZivanje na ne-sitnostani¢énim karcinomima plu¢a [67]. Takoder, kombinacija
vantictumaba s paklitakselom bila je znatno ucinkovitija od samog paklitaksela u smanjenju
rasta tumorske mase i u ksenograftima HER2 negativnog karcinoma dojke. [70] Medutim, doze
vantictumaba u studijama [69] 1 [70] daleko su premasivale doze koje su se ustanovile kao

sigurne u Ib klinickim studijama (25 mg/kg 1x u 3 tjedna). [71]

Vantictumab je u monoterapiji znatno usporio rast tumorske mase i u Cetiri kulture
planocelularnog karcinoma glave i vrata u ksenograft-modelima (20 mg/kg svaka 2 tjedna).

Takoder, starija studija pokazala je vrlo potentan u¢inak kombinacije taksola i vantictumaba na
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ksenograftima karcinoma dojke i plu¢a, a slabiji u¢inak u monoterapiji jednim ili drugim
lijekom. [66]

Dodatno, sinteticko protutijelo F2.A, proSirene specificnosti jer dodatno inhibira i FZD4, jace
je inhibiralo tumorski rast u stani¢nim linijama stanica duktalnog adenokarcinoma pankreasa
s mutacijom RNF43 u odnosu na vantictumab , koji je takoder bio ucinkovit. [72] [73]
Tretiranjem trostruko negativnih karcinoma dojke (UM-PE13) razli¢itim dozama vantictumaba
s paklitakselom ustanovljena je minimalna efektivna doza od 5 mg/kg svaka 3 tjedna, koja

djeluje bolje u usporedbi sa samim paklitakselom. [73]

U klinickoj studiji faze Ia ukljuceni su pacijenti sa solidnim tumorima, ukljucujuci kolon, dojku,
sarkome te neuroendokrine tumore. Kod vecine pacijenata terapija vantictumabom prekinuta je
u roku od 60 dana zbog progresije bolesti, a kod tri starije pacijentice s neuroendokrinim

tumorima doslo je pak do prolongirane faze stabilizacije bolesti. [74]

Provedeno je nekoliko dodatnih istrazivanja u fazi Ib za ovaj lijek. U prvom istrazivanju 31
dotad nelijecen pacijent s metastatskim adenokarcinomom pankreasa dobivao je rastu¢e doze
vantictumaba u kombinaciji s nab-paklitakselom i gemcitabinom, po principu 3+3. Zbog
prekida istrazivanja nije utvrden MTD (maksimalna tolerirana doza). Evaluacijom smanjenja
tumorske mase, 41.93% (13) pacijenata pokazalo je parcijalni odgovor na terapiju, a u 12.9%
(2 pacijenta) bolest je progredirala. [75] U drugoj, slicno strukturiranoj studiji, provedenoj na
19 pacijenata s metastatskim karcinomom pankreasa, polovina pacijenata imala je parcijalni

odgovor na terapiju, a u trecine je zabiljeZena stabilna bolest.

Zbog vazne uloge puta Wnt u metabolizmu koStanog tkiva, nuspojave vezane uz kosti 1 njihova
ucestalost bile su jedna od glavnih posljedica koje su se pokusavale evaluirati u istrazivanjima.
Vantictumab povecava koncentraciju biomarkera koStane degradacije BCTX ¢ak 1 pri malim
dozama, a pri dozama ve¢im od 5 mg/kg svaka 3 tjedna, smanjuje koncentraciju markera

stvaranja nove kosti, PLNP i osteokalcina. [65]

U istrazivanju [74], najCeS¢e prijavljene nuspojave bile su mucnina, umor, disgeuzija,
povracanje, zatvor i proljev. U cijelom istrazivanju pojavila se samo jedna DLT (dose limiting
toxicity) u obliku dehidracije stupnja 3, a u 9 ispitanika pojavile su se teze nuspojave. Frakture
kostiju povezane s vantictumabom pojavile su se u 2/6 pacijenata u kohorti 2, kod kojih je doza
bila 7 mg/kgTT svaka 2 tjedna. Nakon toga ponovljeno je istraZivanje tako Sto su kohorte 3, 4
i 5 dobivale lijek 1 x u 4 tjedna. Na ukupno 16 ispitanika u tim kohortama pojavile su se 2

frakture, kod dviju ispitanica koje su medutim bile u postmenopauzalnom razdoblju. [75]
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Druga studija dosla je takoder do zakljuc¢ka da vantictumab u dozi 3-5 mg/kg koja se daje
jednom u 4 tjedna ne dovodi do dose-limiting toksi¢nosti. U obje studije doslo je do fraktura u
pacijenata koji su primali 7 mg/kg 2x u 4 tjedna. NajceS¢e nuspojave takoder su bile umor i
mucnina, kao i u studiji [73], u kojoj se kod jedne od 29 pacijentica pojavila DLT u obliku
povracanja 1 proljeva 3. stupnja. [70] NajceS¢e nuspojave vezane za vantictumab, umor i
konstipacija, pojavile su se u 22.6% pacijentica. Pojavnost koStanih nuspojava moze se
prevenirati davanjem vitamina D, kalcijskih preparata te zoledronske kiseline.[73] Vantictumab
nece poluciti zeljeni ucinak kod tumora s mutacijom neke od molekula silazno od njegovog
mjesta djelovanja, receptora FZD, no djelovat ¢e na zdravo tkivo. To se pokazalo u tumorima
kolona s mutiranim APC/CTNNB [66], u kojima je primjena ovog antitijela inhibirala

proliferaciju zdravih stanica i uzrokovala nuspojave.

OTSA101 je kimeriéno monoklonsko protutijelo napravljeno na receptor FZD10. Ovo
protutijelo razvijeno je nakon S$to je utvrdeno da stanice sinovijalnog sarkoma eksprimiraju
FZD10 znatno viSe nego normalna tkiva, izuzev tkiva placente. OTSA101 ima slabiju
antitumorsku aktivnost od svog radioaktivnog oblika (OTSA 101-DTPA-90Y). [4] [5] [80]

U misjim ksenograftima sinovijalnog sarkoma s hiperekspresijom FZD10 nakon jednokratne
primjene 90Y-OTSA-101 u dozi od 3,7 MBq doslo je do znacajnog smanjenja mase tumora.
Medijan vremena do progresije tumora u tretiranih miseva bio je 58 dana u usporedbi s 9 dana

u kontrolnoj skupini. [80]

U klinickom ispitivanju u fazi Ib na pacijentima s metastatskim sinovijalnim sarkomima, prvo
su pomocu ne-terapeutskog radioaktivnog oblika 111In-OTSA-101, odabrani pacijenti s
relativno visokom ekspresijom FZD10 u tumorskim tkivima, za koje je procijenjeno da bi
profitirali od terapije s potentnijim, terapeutskim radioaktivnom oblikom ove molekule, 90Y -
OTSA-101. Nakon toga, u drugi dio studije ukljuceno je samo 8 od 20 pacijenata, od kojih su
prva 3 pacijenta dobila jednu dozu od 370 MBq 90Y-OTSA-101, 4 pacijenta jednu dozu od
1110 MBqg 90Y-OTSA-101 i 1 pacijentica dvije doze od 1110 MBq 90Y-OTSA-101.
Nuspojave stupnja 3, 1 to naj¢eS¢e hematoloske, pojavile su se u 1/3 pacijenata pri nizoj dozi te
4/5 pacijenata pri viSoj dozi. Kod 50-godisnje pacijentice nakon §to je primila drugu injekcije
od 1110 MBqg 90Y-OTSA-101, doslo je do hemoptize sa smrtnim ishodom, za §to se
pretpostavlja da je posljedica i samih pluénih metastaza i trombocitopenije uzrokovane 90Y -
OTSA-101. [80]
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6.4. ANTAGONISTI KORECEPTORA LRP

Lijekovi koji djeluju antagonisti¢ki na koreceptor LRP ve¢inom su registrirani za lijeCenje
infekcija parazitima, no istrazuje se njihov potencijal za lijeCenje tumora. Mehanizam njihovog
djelovanja na Wnt put nije dovoljno jasan, ali smatra se da djeluju kao antagonisti LRP

koreceptora.

Salinomicin je monokarboksilni polieterski ionofor koji je otprije poznat po svom antibiotskom
1 kokcidiostatskom ucinku. Ionofori su molekule hidrofilne iznutra, a hidrofobne izvana, koje
reverzibilno veZzu ione i omogucavaju im prijelaz preko membrane. PoSto sadrzi karboksilnu
skupinu, salinomicin je slaba kiselina, a ima afinitet prema kalijevim ionima, kojima olakSava
prijelaz preko stani¢ne ili mitohondrijske membrane. Brojna istrazivanja pokazuju da ovaj lijek
ima antitumorsku aktivnost, osobito protiv tumorskih mati¢nih stanica. Iako to¢an mehanizam
djelovanja nije sasvim razjasnjen, predlozeni su mnogi potencijalni mehanizmi. Jedan od njih
je djelovanje na signalni put Wnt. Istrazivanja pokazuju da salinomicin, osim $to inducira
degradaciju koreceptora LRP, aktivira transkripcijski faktor FOXO3a koji sprjecava vezanje -
katenina za TCF, i na ta dva nacina inaktivira put Wnt. [76] [77] Salinomicin smanjuje
fosforilirani i ukupni LRP, $to dovodi do inhibicije svih aktivnosti silazno od njega, i u
konaénici do smanjenja ekspresije Wnt-ciljnih gena. Salinomicin je takoder potentni inhibitor
P-glikoproteina (ABC transportera), Sto moze doprinijeti lijeCenju tumora otpornih na vise
lijekova (tzv. multidrug-resistant tumora). [78] Osim djelovanja na put Wnt, salinomicin
takoder djeluje inhibitorno na mnoge druge puteve: Akt, Nf-kB i Hedgehog. Salinomicin
inhibira angiogenezu, a aktivira JNK, p38 1 ERK signalizaciju. Ipak, ¢ini se da najvecu zaslugu
za njegovu antitumorsku aktivnost ima sposobnost uzrokovanja feroptoze. [77] Nakon tretiranja
stani¢nih linija glioblastoma nanoc¢esticama Zeljezovog oksida sa salinomicinom, doslo je do
negativne regulacije ciklina D1 i proteina Wntl. [79] U stanicama kroni¢ne limfocitne
leukemije s konstitutivno aktivnim Wnt putom, inducira apoptozu, dok u mononuklearnim
stanicama zdravih donora nije primijeen takav efekt. [81] Daljnji pokusi upucuju na
potencijalnu korist od kombinacije salinomicina s resveratrolom, buduci da je ta kombinacija
dovela do inhibicije Wnt puta, smanjenja ekspresije markera epitelno-mezenhimalne tranzicije,
vimentina, te indukcije apoptoze u stanicama karcinoma dojke. [82] Iako klini¢ke studije jo$
nisu zapocele, postoji opravdana bojazan da bi toksi¢nost ovog lijeka mogla biti znatna, s
obzirom na brojnost stani¢nih puteva na koje utjece, kao i nedovoljnu istrazenost mehanizama

djelovanja.
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Rottlerin je prirodni polifenol izoliran iz zrelih plodova biljke Mallotus philippinensis, a kroz
povijest se koristio kao antihelmintik. lako utjece na brojne druge signalne puteve u tumorima
[87], radeno je svega nekoliko studija o utjecaju rottlerina na put Wnt, od kojih je jedna pokazala
da rottlerin dovodi do degradacije receptora LRP6 i inhibicije kanonskog puta Wnt. [87] U
drugoj novijoj studiji, metodom Western blota nadena je smanjena ekspresija LRP6 1 njegovog
fosforiliranog oblika (p-LRP), kao i B-katenina nakon primjene rottlerina na stani¢nim linijama
adrenokortikalnog karcinoma. Sli¢no se dogodilo i in vivo, u mi$jim ksenograftima gdje je
nakon intraperitonealne primjene rottlerina, ekspresija LPR6, p-LRP6 i B-katenina bila manja.
[88]

Monensin je antibiotik i antiparazitski lijek dobiven iz bakterije Streptomyces cinnamonensis,
a inace je ionofor koji veze monovalentne katione, s deset puta ve¢im afinitetom za natrijeve
nego za kalijeve ione [89]. Takoder djeluje antiproliferativno, inhibirajuci signalne puteve kao
Sto su JAK/STAT, E2F/DP1, Elk-1/SRF i NF-xB i EGFR-signalni put. U tumorima jajnika i
pankreasa pokazao je antiproliferativni, antimigratorni i pro-apoptotski u¢inak te sinergizam s
oksaliplatinom odnosno erlotinibom i gemcitabinom. Pokazalo se da monensin inhibira
kanonski Wnt signalni put u intestinalnim tumorima in vivo, bez ucinka na zdrave stanice
intestinalne sluznice, te da sprjeava fosforilaciju i dovodi do degradacije LRP6 [89], a
smanjuje ekspresiju i ciklina D1.[90] Nadalje, studija iz 2019. ukazuje na selektivni
citotoksi¢an u¢inak monensina na stanice koje prolaze epitelno-mezenhimsku tranziciju [89].
Ove studije upucuju da bi monensin mogao biti dobar inhibitor Wnt signalnog puta.

Niklozamid je peroralni antihelmintik kojem se u zadnje vrijeme pripisuju ucinci na Siroku
kolorektalnim karcinomima, karcinomima prostate, pluca, jajnika kao i1 dojke putem inhibicije
signalnih puteva Wnt, mTOR, STAT3, Notch i NF-kB. [91] Takoder sprjeCava stvaranje
sferoida u karcinomima dojke, te djeluje na put Wnt poticanjem degradacije LRP6 koreceptora
[92]. Osim toga, pretpostavlja se da potice internalizaciju receptora FZD1 1 degradaciju DVL2
i B-katenina. Mehanizam kojim niklozamid degradira sudionike Wnt puta — FZD1 i -katenin,
nije u potpunosti jasan ali smatra se da je najvjerojatnije posredovan autofagijom. Autofagija
dovodi do razlaganja makromolekula na njihove monomere, na Sto ukazuje studija u kojoj je
marker autofagije LC3 kolokaliziran s ovim molekulama nakon primjene niklozamida. Stovige,
razli¢itim metodama inhibicije autofagije ne dolazi do degradacije receptora FZD1 te se
inhibicija smanjuje. Na sli¢an na¢in se mogu objasniti 1 ostali uc¢inci niklozamida na stanic¢ne

signalne puteve, a isto tako trebalo bi se rasvijetliti djeluju li i drugi ionofori koji inhibiraju
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Wnt put na sli¢an nacin. [93] [94] [95] Pokazalo se medutim, da su neke stanice rezistentne
na niklozamid, a pretpostavljeni mehanizmi ukljuuju poremeéenu autofagiju, poremecenu
mTORCI signalizaciju, efluks niklozamida iz stanice i slicno. [93] Rezultati jedne studije
navode na zaklju¢ak da niklozamid djeluje na mjestu nizvodno od B-katenina, buduci da
inhibira Wnt put i u stanicama s mutiranim B-kateninom, pritom ne smanjujuc¢i njegovu
koncentraciju. [96] U karcinomima jajnika niklozamid smanjuje broj tumorskih mati¢nih
stanica [91]. Niklozamid je nitroaromatski spoj, Sto znaci da sadrzi nitro skupinu (NO2). Nitro
skupina se povezuje s ozbiljnim nezeljenim pojavama kao $to su hepatotoksi¢nost, mutagenost
1 supresija kostane srzi [98]. Niklozamid se zbog loSe bioraspolozivosti nije pokazao pogodan
za sistemsko lijecenje tumora [91]. Kako bi se povecala stabilnost ove molekule i produljio
poluvijek razgradnje, proizveden je analog niklozamida u kojem je nitro skupina zamijenjena
trifluorometilnom skupinom te analog kojem je modificiran salicilni dio molekule. Pokazalo se
da djeluju jednako antiproliferativno kao i niklozamid, suprimiraju ekspresiju LRP6 te
inhibiraju signalne puteve Wnt i mTOR/STAT3 u stani¢nim linijama karcinoma jajnika i
karcinoma jajnika rezistentnih na kemoterapiju. Pokazalo se da im se povecala bioraspoloZzivost
nakon oralne primjene. [91] U klini¢kom ispitivanju u fazi Ib u kombinaciji s enzalutamidom
kod pacijenata s karcinomom prostate rezistentnim na kastraciju, oralni niklozamid je odbacen
kao daljnji perspektivan lijek za lijeCenje ove vrste tumora, buduc¢i da njegova koncentracija u

plazmi pri maksimalnoj toleriranoj dozi nije bila dovoljna da prouzroci terapeutski u€inak. [97]

6.5. INHIBITORI TANKIRAZE

Tankiraza je enzim koji vr$i poli-ADP-ribozilaciju aksina 1 i aksina 2 i doprinosi aktivaciji Wnt
puta. ADP-ribozilacija proteina je reverzibilna post-translacijska modifikacija u kojoj se
adenozin difosfat (ADP)-ribozni dio iz nikotinamid-adenin-dinukleotida (NAD) prenosi na
ciljni protein. Ovom modifikacijom reguliraju se stani¢ni procesi. Pomocu svojih visestrukih
ANK ponavljaju¢ih klastera (ARC), tankiraza prepoznaje ciljne proteine, medu kojima je i
aksin, a zatim im dodaje poli-ADP-ribozne ostatke. Takav poli-ADP-ribozilirani aksin (PAR-
ilirani aksin) prepoznaje ubikvitin ligaza RNF146 te ga obiljeZzava za razgradnju u proteasomu.
Zbog posljedi¢nog smanjenja koncentracije aksina onemogucena je formacija degradacijskog
kompleksa P-katenina pa se njegova koncentracija u citoplazmi povecava [99]. Kod

kolorektalnih karcinoma, dokazano je in vitro i in vivo da ¢e na terapiju inhibitorom tankiraze
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biti osjetljive stanice koje imaju takozvanu kratku formu APC mutacije, pri cemu nedostaje
svih sedam aminokiselinskih ponavljanja od po 20 aminokiselina koje sluze za vezanje f3-
katenina, dok kod duge forme APC mutacije, koja sadrzi dva ili vi$e takvih ponavljanja, stanice

¢e biti rezistentne na inhibitore tankiraze [100].

Inhibitor tankiraze XAV939 se veze na kataliticku domenu tankiraze [102], Sto dovodi do
stabilizacije aksina kao komponente degradacijskog kompleksa B-katenina [4]. Zbog toga
povecava se frakcija fosforiliranog -katenina i njegova degradacija, smanjuje se koncentracija
ukupnog B-katenina i ciklina D1 u stanicama, a takoder stani¢ni ciklus se zaustavlja u GO/G1
fazi [101]. U usporedbi s nekim drugim Wnt inhibitorima, XAV939 ne utjece na druge signalne
puteve kao §to su NF-kB i TGF-B signalni putevi.[102].

Ovim putem pojacava se stabilizacija aksina 1 inaktivnost Wnt puta je ocuvana, osim ako se
radi o mutaciji nizvodno na signalnom putu. U navedenim studijama nije medutim naveden
status mutacija u stani¢nim linijjama. XAV939 imao je inhibicijski u¢inak na stani¢ne linije
sitnostani¢nog karcinoma pluca, a kombinacija s cisplatinom nije pokazala znacajno jaci u¢inak
od samog XAV939. Proto¢nom citometrijom uocena je povecana frakcija stanica u apoptozi,
ovisna o dozi XAV939 [102].

Druga studija provedena takoder na stani¢nim linijama sitnostanicnog karcinoma pluca
zabiljezila je smanjenje proliferacije ovisno o dozi XAV939 [103]. HeLa stanicama
pretretiranima XAV939 dva sata prije radioterapije smanjila se vijabilnost sa 77.12 +0.13% na
69.39+1.34% u usporedbi sa samom radioterapijom, u roku od 24 sata. Takoder, stopa
stvaranja kolonija smanjila se s 35.00 + 2.25% na 26.00 + 1.06% u odnosu na stvaranje kolonija
nakon radioterapiju u dozi od 2 Gy. Takoder, primjena XAV939 u kombinaciji s radioterapijom
dovela je do smanjenja ekspresije Wnt proteina (Wnt3a,Wnt5b,B-katenin, ciklin D1, c-myc).
Sama radioterapija kao i sam XAV939 imali su skroman efekt na ekspresiju ovih proteina, u
roku od 24 sata nakon primjene terapije. Takoder, pretretman molekulom XAV939 povecao je
omjer apoptotskih stanica u odnosu na samu radioterapiju za 46.53%, iako sam nije imao
znacajna ucinka [104]. Ipak, treba uzeti u obzir da put Wnt nije prekomjerno aktivan u HeLa
stanicama [105]. Jos$ jedna studija in vitro na adenokarcinomima pluca izoliranim iz pacijenata
pokazala je povecanu ekspresiju tankiraze i -katenina u tumorima u odnosu na susjedno,
zdravo tkivo pluca te smanjenu vijabilnost, proliferaciju 1 migraciju nakon primjene XAV939
u odnosu na kontrolu [106]. Nadalje, kombinacija paklitaksela i XAV939 pokazala se
ucinkovitijom u redukciji vijabilnosti stanica trostruko negativnog i ER+ karcinoma dojke u

odnosu na monoterapiju. Na migracijsku sposobnost stanica nije imala bolji u¢inak od samog
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paklitaksela, u dozi paklitaksel 20 mM + XAV939 10 uM. Kombinacija paklitaksela i XAV939
znacajno je smanjila rast tumora u misjim ksenograftima u odnosu na monoterapije (u dozama

od 10 mg/kg), dok se tjelesna masa miseva nije bitnije mijenjala kroz period od 35 dana. [106]

JW-55 i JW-74 takoder su inhibitori tankiraza. Povecavaju razinu citoplazmatskog aksina,
degradaciju B-katenina i1 smanjuju ekspresiju Wnt ciljnih gena. U stani¢nim linijama
kolorektalnog karcinoma s APC mutacijom primjena JW-74 dovela je do redukcije tumorskog
rasta 1 zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G1/S fazi, u usporedbi sa stani¢nim linijama bez
aktiviranog Wnt puta.

JW-55 je takoder pokazao pojacanu antiproliferacijsku aktivnost u istoj stanicnoj liniji u odnosu
na HelLa i stani¢nu liniju humanih hepatocita. JW-55 nije testiran na misjim ksenograftima, a
JW-74 je smanjio tumorski rast za oko 30% nakon tri tjedna terapije, medutim rezultate treba

dodatno provjeriti na ve¢em uzorku i s duljim pra¢enjem [105] [4].

GO007-LK je takoder inhibitor tankiraze. In vitro, u monoterapiji smanjuje proliferaciju i
sposobnost formacije sfera mati¢nih stanica glioma. Potencira ucinak temozolomida u
sprjeCavanju formacije sfera, ali ne i proliferacije mati¢nih stanica glioma. Smanjuje ekspresiju
proteina Wnt 1 Hippo signalnih puteva. [108] Drugo istraZivanje je pokazalo da G007-LK
inhibira Wnt signalizaciju 1 smanjuje frekvenciju LGR5+ duodenalnih mati¢nih stanica u
miSeva, medutim bez utjecaja na morfologiju tkiva (LGR5+ jedan je od Wnt ciljnih gena i
ujedno marker intestinalnih mati¢nih stanica). Ovi u€inci bili su reverzibilni, Sto je objaSnjeno

rezistencijom dijela stanica na G0O07-LK. MiSevi nisu znacajnije gubili na tezini. [109]

Jo§ jedan inhibitor tankiraza je derivat spirindolina RK-287107 [107]. Pri oralnoj primjeni u
tolerabilnim dozama, inhibirao je rast kolorektalnog tumora s APC mutacijom in vitro i in vivo.
Za ovaj lijek smatra se da je najizgledniji kandidat iz skupine inhibitora tankiraza za buduca
klini¢ka istrazivanja. RK-287107 inhibirao je tankirazu 1 i 2 Cetiri odnosno osam puta vise u
usporedbi s GO07-LK, s IC50 vrijednosti od 14.3, odnosno 10.6 nmol/L, u genetski
modificiranim sojevima plijesni Schizosaccharomyces pombe. [99] , a pokazao se kao vrlo
selektivan za tankiraze (PARP5a i b) u odnosu na druge PARP enzime (PARP 1, 2i 10). [107].
RK-287107 inhibirao je rast stani¢nih linija kolorektalnog karcinoma s kratkom formom APC
mutacije, dok na rast stani¢nih linija s gain-of-function mutacijom CTNNB1, divljim tipom
APC te duzom formom APC mutacije, s parcijalnom retencijom 20-AARs, nije imao znac¢ajnog
ucinka [99] GI50 (50% growth inhibition) koncentracija za RK-287107 i G007-LK na
stani¢nim linijama s kratkom formom APC mutacije bila je 0.449 odnosno 0.434 umol/L. Nalaz

imunohistokemije pokazao je da RK-287107 i GO07-LK smanjuju razinu nefosforiliranog f3-
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katenina u usporedbi s kontrolom. Intenziteti imunofluorescencije aktivnog (nefosforiliranog
B-katenina) bili su 100%, 0.63%, 106% i 26.4% za DMSO, RK-287107, olaparib (PARP
inhibitor koji se koristi u lije¢enju karcinoma jajnika s BRCA mutacijom) odnosno G007-LK-
tretirane stani¢ne linije. Prema rezultatima Western blota, nakon primjene RK-287107 povecala
se koli¢ina tankiraze i aksina, §to se objasnjava time da tankiraza takoder poli-ADP-ribozilira
samu sebe i oznacava se za ubikvitinizaciju, a kada se ista funkcija inhibira, dolazi do njezine
akumulacije u citoplazmi [99]. RK-287107 smanjio je i ekspresiju mRNA aksina 2 i MYC —
kao Whnt ciljnih gena. Intraperitonealna (2x dnevno 150 mg/kg) te peroralna (2x dnevno 300
mg/kg) primjena ovog lijeka u misjih ksenografta s kratkom formom APC mutacije rezultirala
je 47.2% odnosno 51.9%-tnim TGI (inhibicijom tumorskog rasta). FarmakokinetiCkom
analizom utvrdene su vece koncentracije u plazmi nakon peroralne nego nakon
intraperitonealne primjene [99], a bioraspolozivost kod peroralne primjene mu je oko 60%.
[107] [4]

6.6. MOLEKULE KOJE POJACAVAJU AKTIVNOST GSK3p

Jedna od strategija inhibitornog djelovanja Wnt signalnog puta je putem molekula koje

pojacavaju aktivnost kinaze odgovorne za degradaciju p-katenina, GSK3p.

Pyrvinium je antihelmintik koji svoje antitumorske ucinke ostvaruje preko inhibicije
fosforilacije kinaze AKT glavne molekule PI3K signalnog puta, $to rezultira smanjenjem
fosforilacije GSK3f na mjestu aminokiseline S9 i pojacanjem aktivnosti GSK3p u fosforilaciji
B-katenina 1 degradaciju B-katenina [110]. Prvotno se smatralo da Pyrvinium izravno pojacava
aktivnost CK1 kinaze, ali prema novijim istrazivanjima to nije sluc¢aj [111] [112]. Takoder,
navodi se da pyrvinium negativno regulira i transkripcijsku aktivnost 3-katenina degradacijom
PYGO96. [4]. Budu¢i da inhibira AKT, bilo bi zanimljivo istraziti utjece 1i ovaj lijjek na
smanjenje disocijacije -katenina iz kompleksa s E-kadherinom, s obzirom da je jedna studija

pokazala da AKT pospjesuje ovu disocijaciju.
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6.7. MOLEKULE KOJE POTICU PROTEASOMSKU RAZGRADNIU -
KATENINA

Nova zanimljiva razina zaustavljanja aktivnosti signalnog puta Wnt je pomoc¢u molekula koje
poti¢u razgradnju B-katenina u proteasomu. MSAB ili metil-3(4-metilfenil)sulfonil amino-
benzoat, identificiran je kao potentan i selektivan inhibitor Wnt signalizacije. Ovaj rezultat
dobiven je skriningom 22000 molekula na stani¢noj liniji kolorektalnog karcinoma s delecijom

Ser45, fosforilacijskog mjesta CK-1 na B-kateninu.[113]

MSAB se veze za B-katenin i pojacava njegovu proteasomsku razgradnju [4], smanjuje razinu
B-katenina u jezgri, a povecava onu citoplazmatsku, iako u manjoj mjeri. Takoder se pokazalo
da MSAB povecava udio fosforiliranog [-katenina. Sve ove akcije ovisne su o aktivnosti
proteasoma. Zaklju¢eno je da MSAB potice ubikvitinaciju i proteasomsku degradaciju B-
katenina, i najvjerojatnije se veze za armadillo domenu, iako toan mehanizam jo$ nije
razjaS$njen. Treba spomenuti da supstitucija metoksi skupine na fenilnom prstenu halogenim
elementima ili pak zamjena esterskih skupina MSAB-a amidnima rezultiraju gubitkom
aktivnosti MSAB-a.

Utvrdena je selektivnost MSAB-a za tumorske stanice s pojaCanom Wnt signalizacijom u
odnosu na normalne stanice; epitelne stanice dojke ili fibroblaste koze kao i u odnosu na stanice
tumora neovisnih o Wnt-signalizaciji. MSAB je takoder izazvao redukciju veli¢ine tumorske
mase na misjim ksenograftima s hiperaktivnim Wnt putom, uzrokujuéi apoptozu tumorskih
stanica, dok u Wnt-neovisnim tumorima nije primijecen nikakav efekt. Vazno je navesti da je
MSAB inhibirao proliferaciju i u stanicama humanog adenokarcinoma kolona LS174T, koje
posjeduju samo mutirani oblik B-katenina. Buduéi razvoj inhibitora -katenina trebao bi biti
usmjeren na nalazenje molekula koje bi bile selektivne za odredenu vrstu mutirane varijante f3-

katenina u odnosu na divlji tip, i tako postedile ne-tumorska tkiva. [59] [113] [28]
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6.8. INHIBITORI PROTEINSKO-PROTEINSKIH INTERAKCIJA -
KATENINA S TRANSKRIPCIJSKIM FAKTORIMA | KOAKTIVATORIMA

6.8.1. INHIBITORI INTERAKCIJE B-KATENINA i TCFa

U ranijim istrazivanjima molekule PKF115-584, CGP049090 i PKF222-815, predstavljene su
kao inhibitori interakcije TCF/B-katenina, medutim pokazale su se nedovoljno selektivne u
odnosu na inhibiciju interakcije APC/B-katenina. [28] Stoga u situacijama kada je APC mutiran,
ove molekule mogle bi se pokazati vrlo korisnima. Selektivna inhibicija dodatno je otezana

zbog vecéeg afiniteta 3-katenina za TCF, nego za APC i E-kadherin [114].

Za slijedec¢u skupinu malih molekula koje su nazvane UU-T02 i UU-TO03, utvrdeno je da
selektivno inhibiraju proteinsko-proteinske interakcije p-katenina i TCF, bez djelovanja na
interakciju s E-kadherinom ili APC. UU-T03 ucinkovito inhibira interakciju TCF/B-katenina i
smanjuje ekspresiju Wnt ciljnih gena. Isto tako, pokazalo se da reducira rast kolorektalnog
karcinoma in vitro, sa selektivnoS¢éu za tumorske u odnosu na normalne stanice. U istom
istrazivanju, na molekuli B-katenina dodatno su identificirani hidrofobni B i C dzepovi koji su
nuzni samo za interakciju s TCF, ali ne i s E-kadherinom i APC-om, te zbog toga predstavljaju
potencijalno ciljno mjesto za razvoj novih, selektivnijih lijekova odnosno unaprjedenje

navedenih. [114][28]

6.8.2. INHIBITORI INTERAKCIJE B-KATENIN i CBP

Osim TCF 1 LEF, u transkripcijski kompleks B-katenina se jo$ vezu koaktivatori CBP, p300 1
PYGO. PRI-724 je mala molekula koja inhibira interakciju B-katenina i CBP, tako Sto se
kompetitivno veze na CBP i posljedi¢no onemogucuje vezanje beta-katenina. U pretklinickim
studijama utvrdeno je da PRI-724 potiCe interakciju p300 i B-katenina, potice diferencijaciju
tumorskih mati¢nih stanica, 1 ¢ini ih osjetljivijima na kemoterapiju. [34] [50]
U klini¢koj studiji faze I na ukupno 18 pacijenata PRI-724 pokazao se podnosljiv u pacijenata
sa solidnim tumorima u dozi od 905 mg/m2 u kontinuiranoj infuziji kroz 7 dana svaki drugi

tjedan, Sto je i preporucena doza za fazu II, budu¢i da se DLT pojavio u jednog pacijenta

tretiranog PRI-724 u dozi od 1280 mg/m2, u obliku hiperbilirubinemije trec¢eg stupnja. U ovoj
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studiji medijan dobi pacijenata bio je 53, a medijan prethodnih terapija bio je 3. Od ostalih
nuspojava primije¢ene su dijareja, poviSenje razine bilirubina te hipofosfatemija u 11%,
odnosno mucnina, umor, anoreksija, povisenje alkalne fosfataze i trombocitopenija u 6%
slucajeva. PRI-724 takoder je smanjio ekspresiju survivina u cirkuliraju¢im stanicama tumora
[115] [34], Sto ide u prilog ve¢ spomenutoj teoriji o aktivaciji razli¢itih transkripcijskih

programa ovisno o odabiru CBP ili P300 transkripcijskih koaktivatora.

Provedena je i klini¢ka studija faze Ib s PRI-724 u kombinaciji s gemcitabinom na 20 pacijenata
s metastatskim karcinomom pankreasa nakon FOLFOX ili FOLFIRINOX terapije. Medijan
dobi pacijenata bio je 60 godina, a pacijenti su takoder podijeljeni u tri kohorte koje su dobivale
PRI-724 u dozama 320, 640 odnosno 905 mg/m?/dan, u kombinaciji s gemcitabinom. Najbolji
odgovor na terapiju bio je stabilna bolest, i to u 40% (8) pacijenata. Od toga u petero pacijenata
zabiljeZen je pad razine CA-19-9 za vise od 30%.
Nuspojave stupnja 3 1 4 primijecene su u sedam pacijenata, u troje neutropenija, a u po jednoga
anemija, umor, abdominalna bol i poviSenje razine alkalne fosfataze, s tim da nijedna nuspojava

nije bila dose-limiting.[116] [34]

Peptidna molekula CWP232291 jo§ je jedan potentni inhibitor proteinsko-proteinskih
interakcija B-katenina i CBP.[34] Provedene su dvije studije faze la. Jedna studija pratila je
devetero pacijenata s relapsom ili refraktornim multiplim mijelomom, gdje su pacijenti CWP
dobivali intravenski u dozama 198 - 446 mg/m? 2x tjedno 3 od 4 tjedna, s medijanom trajanja
terapije 3 ciklusa. NajCeS¢e nuspojave vezane su za gastrointestinalni sustav (proljev 77.8%,
mucnina 55.6% te konstipacija 33.3%) i krvotvorni sustav (neutropenija 33.3% anemija i
trombocitopenija po 22,2%). Uz to, pojavile su se i dvije dose-limiting-toksi¢nosti pri najvecoj
dozi, hipoksija i trombocitopenija stupnja 3 odnosno 4. Nastavak ove studije planira imati

evaluaciju kombinirane terapije CWP s lenalidomidom i deksametazonom u fazi Ib. [118]

Druga klini¢ka studija na 56 pacijenata (53 s akutnom mijeloicnom leukemijom i 3 s
mijelodisplastiénim sindromom), koji su dobivali CWP intravenski svaki dan 3 tjedna, polucila
je kompletnu remisiju u jednog pacijenta u dozama 153 i 118 mg/m? . Medu nuspojavama
takoder su Ceste bile gastrointestinalne nuspojave, a dose-limiting nuspojave ukljucivale su

muéninu, osip i anafilakti¢ku reakciju pri dozama od 54, 153 odnosno 198 mg/m?. [34] [117]
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6.8.3. INHIBITORI INTERAKCIJE B-KATENIN/BCL9

BCL9 jedan je od transkripcijskih koaktivatora koji s [-kateninom tvore transkripcijski
kompleks. Karnozinska kiselina sprjeCava vezanje BCL9 i B-katenina tako Sto se veze uz
vezuju¢e mjesto za BCL9 na B-kateninu [119] [4] . Do sada nema drugih studija koje bi
potvrdile ili opovrgnule navedeno. Karnozinska kiselina je slaba kiselina i mala je molekula.
Po kemijskoj strukturi je fenolni diterpen, prirodni spoj izoliran iz ruzmarina, s antioksidativnim
1 antimikrobnim svojstvima, a nalazi se u hrani i u higijenskim proizvodima. Jos jedna skupina
molekula djeluje inhibitorno na kompleks BCL9 i B-katenina. Radi se o nedavno otkrivenim
sulfono-y-AApeptidima koji svojom strukturom oponasaju a-heliks molekule BCL9 (HD2
domenu), §to im omogucuje da se vezu za f-katenin i ometaju proteinsko-proteinske interakcije
B-katenina i BCL9. Uz to, ovi peptidi pokazali su izrazitu stabilnost i otpornost na proteolizu,
Sto je obecavajuce jer je za inhibiranje kompleksnih interakcija nuzno da peptid na putu do

ciljne tocke odrzi svoju 3D strukturu optimalnu za djelovanje na ciljnom mjestu. [120] [28]

6.9.INIBITORI KINAZA CLK

SMO08502 je inhibitor svih CDC-like kinaza (CLK). [121] Mala je molekula i moZe biti
primijenjena oralnim putem. [122] U pokusu inhibicije 402 kinaze, ovaj lijek je pokazao
selektivnost (IC50 <0.05 uM) za njih 19 (4.7%). Medu njima treba izdvojiti kinaze CLK2
(IC50=0.002 uM), CLK3 (0.022 uM), CLK1 (0.008 uM), CLK4 (0.001 uM) i DYRK (ICsg
0.002—-0.013 uM).[122] Istovremeno rezultati govore o smanjenoj razini fosforiliranog SRSF5
1 6 u usporedbi s kontrolom. [122] Rezultati upucuju da SM08502 inhibira kinaze CLK1,2,3 1
4 (s tim da je presudna inhibicija CLK3 [122] ), posljedi¢no smanjuju fosforilaciju SRSF-a, te
ometaju njegovu ulogu u splicingu dovode¢i do zadrzavanja introna u genima VL2, TCF7,
ERBB?2 i LRPS te preskakanja egzona u genima LEF1 1 TCF7L2, §to ¢ini rezultantne mRNA
nestabilnim. Kada se nestabilne mRNA stignu na ribosom, inducirat ¢e se nonsense-mediated
MRNA decay (NMD) put te nece doé¢i do ekspresije navedenih gena. SM08502 smanjuje
ekspresiju ovih gena neovisno o citoplazmatskim i nuklearnim razinama B-katenina.[122]
Mjerenjem markera Wnt puta u usporedbi s markerima nekog drugog puta kao kontrolom
pokazalo se da SM08502 znacajno smanjuje ekspresiju Wnt ciljnih gena in vitro, inhibira Wnt
put, te je 10 puta potentniji od PRI-724, inhibitora transkripcijske aktivnosti B-katenina. Ovi
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pokusi radeni su in vitro na stanicama kolorektalnog karcinoma s APC mutacijom. [122]
SMO08502 inhibira formaciju sferoida kako je pokazano na stani¢nim linijama karcinoma
pankreasa [146]. Maksimalna tolerirana doza u miSeva, koja iznosi 50 mg/kg/dan, utvrdena je
pokusom u trajanju od 7 dana.[122] Provedeno je nekoliko vrlo sli¢nih studija na razli¢itim
vrstama tumora na stani¢nim linijama ili na mi§jim ksenograftima. SM08502 je inducirao
apoptozu u svim stani¢nim linijama gastrointestinalnih tumora in vitro te u misjem ksenograftu
kolorektalnog karcinoma.[122] U mi§jim ksenograftima kolorektalnog karcinoma u vedini
ispitanih grupa (nekoliko razlicitih stani¢nih linija te nekoliko doza, iznad 12,5 mg/kg svaki
drugi dan) doslo je do znacajnog smanjenja rasta tumora za >50% u odnosu na kontrolu,
neovisno o tome sadrze li tumori mutacije KRAS-a i B-katenina. Druga studija dosla je do
slicnih zakljucaka o antiproliferativnoj aktivnosti SM08502 na karcinome pankreasa in vivo i
in vitro. [123] Vrlo sli¢na studija radena je i na karcinomima jajnika. [121] In vitro su ovim
lijekom tretirani razni histoloski tipovi ukljucujuéi serozni karcinom jajnika visokog gradusa,
endometrioidni, karcinom svijetlih stanica i teratokarcinom, a in vivo su upotrebljeni misji
ksenografti za tumore s mutacijom TP53, endometrioidni tumor s mutacijom CTNNB1 i
teratokarcinom s mutacijom N-Ras. Kod svih staniénih linijja smanjena je proliferativna
sposobnost neovisno o mutaciji i1 histoloSkom tipu s prosjecnom ECs0=0.123 uM [0.034 —
0.275]. Kod svih mi§jih modela SM08502 TGI je takoder bila iznad 50%, pogotovo pri dozama
od 25 mg/kg/dan. [121] Jo§ jedna studija sli¢nog ustroja radena je na trostruko negativnim
karcinomima dojke. Kod nje je prosjecni TGI na PDX modelima iznosio 69% te na CDX
modelima 80%. SM08502 je trostruko smanjio broj CDX mi$eva s metastazama pluéa (n=20).
Kombinirana terapija SM08502, gemcitabinom i paklitakselom pokazala je znacajan TGI (vise
od 80%), dok je njihova kombinacija jo$ povecala TGI (na vise od 93%; p<0.0001) te dovela
do regresije tumora u 3/10 odnosno 6/10 miSeva. Sama kombinacija paklitaksela i gemcitabina
nije uspjela izazvati regresiju tumora. In vitro, u usporedbi s normalnim stanicama dojke, u
tumorskim stanicama dojke Wnt proteini kao $to su TCF7, DVL2, LRP5 i ERBB2 bili su
hipereksprimirani, te se SM08502 pokazao kao selektivan (ECso=1.517 uM u odnosu na 0.080
uM) pri inhibiranju proliferacije tumorskih u odnosu na normalne stanice dojke [124]. U svim
stani¢nim linijama karcinoma prostate, neovisno o njihovom mutacijskom statusu, SM08502
doveo je do inhibicije proliferacije (ECs0=0.319 uM), takoder je inhibirao SRSF6 i ekspresiju
Wnt gena. In vivo, SM08502 je takoder pokazao znafajan TGI na CDX miSevima s
karcinomima prostate rezistentnim na kastraciju, dok je TGI za druge lijekove (enzalutamid,
abirateron 1 docetaksel) bio negativan, medutim bez statisticke znacajnosti. Takoder, vise

tumorskih regresija nastupilo je uz kombinaciju SM08502 i docetaksela nego samog SM08502
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[68] [125]. U modelima CDX i PDX karcinoma pankreasa, SM08502 u kombinaciji s
gemcitabinom i paklitakselom izazvao je znacajno manji ponovni rast tumora u odnosu na
gemcitabin + paklitaksel nakon 27 dana lijecenja i 40 dana pracenja [126]. Na kraju lijeCenja
(27.dan) u CDX modelima dodavanje SM08502 u kombinaciji s gemcitabina i paklitakselom
imalo je ve¢i ucinak na TGI 1 regresiju tumora, za razliku od PDX modela gdje dodatak
SM08502 nije imao veéeg ucinka na TGI, no svejedno je smanjio ponovni rast tumora (za doze
25mg/kg u CDX te 12.5 mg/kg u PDX). Takoder se lijek pokazao vrlo uspjesnim u inhibiciji
rasta tumora modela CDX u svim dozama u kombinaciji s gemcitabinom i paklitakselom. [126]
Buduc¢i da su pretklinicki rezultati in vivo i in vitro bili obecavajuci, SM08502 je trenutno u fazi

I klinickih istrazivanja.

Tablica 1. Inhibitori kanonskog Wnt puta u dosadasnjim klini¢kim ispitivanjima. Prema: Jung
SY isur. (2020.) [4]

Lijek Nacin Tip karcinoma Faza
djelovanja Identifikacijski
broj
*WNT974 (=LGK974) _ .
. Inhibitor Metastatski Faza
(s .LGX818 ' PORCN kolorektalni karcinom 1 NCT02278133
cetuksimabom)
Inhibitor Planocelularni Faza
WNT974 PORCN karcinomi glave i 5 NCT02649530
vrata
Karcinom pankreasa
Kolorektalni
karcinom s BRAF
mutacijom
Inhibitor Melanom Faza
WNT974 Trostruko-negativni NCT01351103
PORCN . a1
karcinom dojke
Glavai vrat
Planocelularni
karcinomi  (cerviks,
jednjak, pluca)
Inhibitor . Faza
ETC-1922159 PORCN Solidni tumor 1 NCT02521844
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Lijek

RXCO004

CGX1321

*CGX1321

pembrolizumabom)

(s

OTSA101-DTPA-90Y

*OMP-18R5
(=Vantictumab;
docetakselom)

OMP-18R5

OMP-18R5

*OMP-18R5 (s nab-

paklitakselom
gemcitabinom)

*OMP-54F28
sorafenibom)

*OMP-54F28
paklitakselom
karboplatinom)

(sa

(s

Nacin
djelovanja

Inhibitor
PORCN

Inhibitor
PORCN

Inhibitor
PORCN

antagonist
FzZD10

Monoklonsko
protutijelo protiv
receptora FZD

Monoklonsko
protutijelo protiv
receptora FZD

Monoklonsko
protutijelo protiv
receptora FZD

Monoklonsko
protutijelo protiv
receptora FZD

neaktivni
mimetik
receptora

FZD8

neaktivni
mimetik
receptora

FZD8

Tip karcinoma

Solidni tumor

Kolorektalni
adenokarcinom

Adenoakarcinom

zeludca
Adenokarcinom
pankreasa
Karcinom
vodova
HCC
Karcinom

karcinom

Solidni
Karcinomi

gastrointestinalnog

trakta

Sinovijalni sarkom

Solidni tumori

Metastatski karcinom

dojke

Solidni tumori

Karcinom pankreasa
Karcinom pankreasa

stadija IV

Hepatocelularni
karcinom
Karcinom jetre

Karcinom jajnika
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zuénih

jednjaka
Gastrointestinalni

tumori

Faza

Faza

Faza
1

Faza

Faza

Faza

Faza

Faza

Faza

Faza

Faza

Identifikacijski
broj

NCT03447470

NCT03507998

NCT02675946

NCTO01469975

NCTO01957007

NCTO01973309

NCTO01345201

NCT02005315

NCT02069145

NCT02092363



Lijek

*OMP-54F28 (s nab-
paklitakselom i
gemcitabinom)

OMP-54F28

PRI-724

PRI-724

PRI-724

*PRI-724 (s leukovorin
kalcijem,
oksaliplatinom ili
florouracilom)

SM08502

Nacin
djelovanja

neaktivni

mimetik FZD8

receptora

neaktivni

mimetik FZD8

receptora

antagonist
CBP/B-katenin

antagonist
CBP/B-katenin

antagonist
CBP/B-katenin

antagonist
CBP/B-katenin

Inhibitor

ekspresije gena

kontrolirane
kateninom

Tip karcinoma

Karcinom pankreasa
Karcinom pankreasa
stadija IV

Solidni tumori

Uznapredovali
karcinom pankreasa

Metastatski karcinom
pankreasa
Adenokarcinom
pankreasa
Uznapredovali solidni
tumori

Akutna  mijeloidna
leukemija

Kroni¢na mijeloidna
leukemija

Akutna
leukemija
Kroni¢na mijeloidna
leukemija

mijeloidna

Solidni tumori

7. NUSPOJAVE WNT INHIBITORA

Faza

Faza

Faza

Faza

Faza

Faza

Faza

Faza

Identifikacijski
broj

NCT02050178

NCT01608867

NCTO01764477

NCTO01302405

NCTO01606579

NCT02413853

NCT03355066

Zbog inhibicije esencijalnog stanicnog puta Wnt ocekuju se nuspojave povezane s

nemogucnos¢u obnove tkiva. [6] Naime, ¢injenica da je optimalno regulirana aktivacija Wnt

puta presudna za obnavljanje tkiva zdravog organizma, a posebice tkiva s brzim obratom stanica

kao Sto su gastrointestinalni sustav, folikuli dlake te hematopoetski sustav, mogla bi drasti¢no

ograniciti upotrebu inhibitora Wnt puta kao sistemske terapije u lijeCenju tumora.
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Pokazalo se da su najizglednije posljedice inhibicije Wnt puta gastrointestinalne nuspojave,
gubitak kose, imunosupresija, vitiligo, lomovi kostiju te neurodegeneracija. Sukladno tome,
kod vecine pacijenata kod kojih su primjenjeni inhibitori puta Wnt najcesce prijavljene
nuspojave bile su mucnina, umor, povracanje, bol u abdomenu, proljev ili konstipacija, anemija,

neutropenija, trombocitopenija, svrbez koze te rjede patoloski prijelomi.

Osim ovih nuspojava, zapaZene su i poviSenje razine bilirubina i alkalne fosfataze, kao i
hipofosfatemija. Ove nuspojave mogle bi se objasniti koStanom pregradnjom, ali i ¢injenicom
da je uredna Wnt signalizacija vazna pri obnovi jetrenog i bubreznog tkiva nakon ozljede [127].
Slaba tocka ovih studija predstavlja neprovjeravanje jesu li pacijenti kod kojih su zabiljeZene

navedene nuspojave tijekom uzimanja terapije imali ozljede ili bolesti bubrega.

S obzirom da Wnt put na kompleksan nacin regulira kostanu pregradnju, jedna od nuspojava
Whnt inhibitora prijavljena u ranim klinickim fazama je povecanje kostane pregradnje. Pokazalo
se medutim da se ona moze prevenirati bisfosfonatima, konkretno zolendronskom kiselinom.
Na temelju prethodnih studija poznato je da smanjena ekspresija LRP5 u misjim osteoblastima
dovodi do osteopeni¢nog fenotipa, dok kod poveéane ekspresije LRP5 nalazimo povecanu
koStanu masu. [128] Naime, aktivacija kanonskog puta Wnt potice diferencijaciju
mezenhimskih progenitorskih stanica u osteoblaste. [5] Osim toga, B-katenin potic¢e ekspresiju
osteoprotegerina u diferenciranim osteoblastima, koji vezanjem za RANKL sprjeava njegovu

interakciju s RANK na osteoklastima, te tako doprinosi inhibiciji diferencijacije osteoklasta.

Dakle, aktivacija kanonskog Wnt puta doprinosi pomaku ravnoteZe prema izgradnji u odnosu
na resorpciju kostiju. Stovise, i ne-kanonski Wnt put doprinosi funkciji osteoblasta, primjerice
Wnt7b preko aktivacije PKCo stimulira diferencijaciju osteoblasta, a neki Wnt ligandi takoder
aktiviraju mTORCI1 §to promovira izgradnju kosti. Navedeno bi objasnilo mehanizam nastanka
kostanih nuspojava i patoloskih prijeloma prilikom farmakoloske inhibicije Wnt puta, §to je ve¢
primije¢eno u ranim fazama klinickih ispitivanja pojedinih Wnt inhibitora. [128] Tako je
poznato da se agonisti Wnt puta istrazuju kao potencijalna terapija za osteoporozu, kao 1 za

druge bolesti gdje je potrebno potaknuti obnovu tkiva ili organa.

Ne treba dodatno naglaSavati da su svi inhibitori Wnt puta apsolutno kontraindicirani u
trudno¢i. Naime, Wnt signalizacija medu stanicama pokazala se izrazito bitnom u morfogenezi
srediSnjeg zivCanog sustava. Gradijent Wnt signalizacije upravlja uspostavljanjem anteriorno-
posteriornih odnosa u srediSnjem Ziv€anom sustavu, a Wnt signalizacija takoder ima ulogu u
navodenju dendrita i aksona 1 sinaptogenezi. [9] Pri formaciji neuralnog grebena Wnt
signalizacija je izrazenija u dorzalnim strukturama, a u anteriornim je inhibirana pomocu
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parakrinih proteina DKK-1. Inhibicija DKK-1 dovodi do posteriorizacije anteriornih dijelova
mozga, a knock-out-om Wnt3a sprijeCen je razvoj hipokampusa u misa. Inhibicija LRP-a
dovodi do hipoplazije dorzalnog talamusa. [9, 129]
U fazama klinickih istrazivanja ostaje otvoreno pitanje kako bi inhibicija puta Wnt utjecala na
kognitivne sposobnosti bolesnika, pogotovo mladih. U odraslom mozgu, pravilna aktivacija
Whnt puta presudna je za adultnu neurogenezu i prezivljenje neurona u supraventrikularnoj zoni
i hipokampusu, odrzavanje visih kognitivnih funkcija te dopaminergickih puteva u
mezencefalonu, a ¢ini se da utjeCe i na formiranje sinapsi. [3] [129] Eventualne nuspojave

ovakvog tipa mozda nece biti uocene u studijama na Stakorima.

Sve u svemu, nuspojave koje mozemo ocekivati kod Wnt inhibitora sli¢ne su ve¢ poznatim
nuspojavama dosadasnjih kemoterapeutika, a u nekim slu¢ajevima, kod primjene kombinirane
terapije, nije moguce razluciti jesu li nuspojave posljedica kemoterapeutika ili striktno Wnt
inhibitora. Isto tako nedovoljno su istrazene interakcije s drugim molekulama eventualno sli¢ne
kemijske strukture ili funkcije, §to moze dovesti do tzv. off-target nuspojava. [28] Kako bi se
prevladale nuspojave sistemske inhibicije puta Wnt, predloZene su strategije za dopremanje
Wnt inhibitora direktno do tumorskih stanica, pomocu nanocestica, liposoma ili povezivanja

inhibitora s nekom od molekula koje odredeni tumor privlaci.[55]

8. KOMBINACIJA WNT INHIBITORA S DRUGIM OBLICIMA
ANTITUMORSKE TERAPIJE

Tijekom istrazivanja djelovanja Wnt inhibitora na tumorske stanice, u nekim studijama

primijecen je i njihov povoljan utjecaj na druge modalitete antitumorske terapije.

Na primjer, novija istrazivanja upucuju na potencijalno suzbijanje rezistencije na checkpoint
inhibitore pomo¢u Wnt inhibitora. Checkpoint inhibitori su vrsta imunoterapije, a djeluju tako
da blokiraju tzv.checkpointe, proteine koji omoguéuju imunosnim stanicama prepoznavanje i

postedivanje tumorskih stanica od imunosnog odgovora.[141]

Wnt signalizacija moze uzrokovati rezistenciju na checkpoint inhibitore modulacijom
tumorskog mikrookoliSa kroz interakciju s makrofagima povezanim s tumorom, ili poticanjem
proizvodnje mlijeCne kiseline 1 stvaranjem kiselog tumorskog okolisSa koji djeluje

imunosupresivno za citotoksi¢ne T-limfocite. Dakle, Wnt signalizacija na ovaj nafin moze
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potaknuti sprjeCavanje akumulacije imunosnih stanica u blizini tumora, tzv. immune cell
exclusion, a budu¢i da imunosne stanice ne mogu doprijeti do tumorskih stanica, tumor postaje

rezistentan na checkpoint inhibitore.[142]

Nekoliko pretklinic¢kih studija pokazalo je da inhibicija kanonskog puta Wnt u kombinaciji s
checkpoint inhibitorima moze ucinkovito prevladati ovu rezistenciju.[142] Jedno novije
istrazivanje pokazalo je da farmakoloska inhibicija proksimalne Wnt signalizacije senzibilizira
transgeni¢ne misje modele melanoma i raka pluca na imunoterapiju checkpoint inhibitorom
anti-PD-1, kroz ukidanje tolerancije dendriti¢nih stanica i suzbijanje regrutacije granulocitnih

supresorskih stanica iz koStane srzi u tumor.[141]

Klinicka studija faze 1 koja je koristila inhibitor porcupina LGK974 u kombinaciji sa
spartalizumabom, monoklonskim protutijelom na PD-1, izvijestila je o impresivnim rezultatima
u pacijenata s nekoliko vrsta solidnih tumora, Sto je ukljucivalo stabilnu bolest u 53% pacijenata

koji su prethodno bili otporni na checkpoint inhibitore. [142]

Takoder, neka istrazivanja su ukazala na dobrobit kombinacije Wnt inhibitora s taksanima.
Taksani, medu kojima su paklitaksel, nab-paklitaksel i docetaksel, djelovanjem na mikrotubule
blokiraju diobu stanica u M fazi. Komponente Wnt puta takoder imaju ulogu u M fazi stani¢nog
ciklusa. B-katenin je nuzan za razdvajanje centrosoma pri formaciji diobenog vretena, dok APC
i Dishevelled sudjeluju u regulaciji vezanja diobenog vretena na kinetohore, a zajedno s FZD i
LRP utjecu na orijentaciju diobenog vretena. Inhibicija Wnt signalizacije dovodi do defekata
diobenog vretena. Uz to, rezistencija na taksane povezuje se s povecanjem frekvencije
tumorigenih stanica, dakle stanica koje su sposobne inicirati rast tumora nakon serijske
transplantacije tumora. Naime, nab-paklitaksel je u misjih ksenografta s tumorima pankreasa
deriviranim iz pacijenata izazvao povecanje broja stanica u G2-M fazi, poviSenje razina [-
katenina u stanicama te trostruko poviSenje razina 3-katenina u stanicama u mitozi. Tretiranje
istih tumora gemcitabinom nije polucilo ovakve efekte. Budu¢i da se B-katenin u kompleksu s
transkripcijskim faktorima 1 koaktivatorima veZe na promotorsko mjesto gena za CD44, koji je
inace jedan od markera tumorskih stanica, pretpostavljeno je da bi inhibicija Wnt puta
doprinijela smanjenju ovog efekta. Sve u svemu, sinergizam Wnt inhibitora s taksanima mogao
bi se objasniti dvostrukim djelovanjem na funkciju mikrotubula i ometanje diobe stanice te
sprjeCavanjem aktivacije Wnt puta nakon primjene taksana. Kombinacija ipafricepta te
vantictumaba s taksanima evaluirana je na misjim ksenograftima tumora dojke, jajnika i
pankreasa, medu kojima nisu bili tumori s mutacijama nizvodno od mjesta djelovanja

ipafricepta i vantictumaba. Pokazalo se da Wnt inhibitori pojacavaju citotoksi¢ni u¢inak taksana
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modulacijom aktivnosti Wnt puta u mitotskim stanicama, a manje su u¢inkoviti u kombinaciji
s blokatorima S-faze ili lijekovima na bazi platine. U ovom istrazivanju doze vantictumaba i
ipafricepta bile su 25 mg/kg svaka 2 ili 3 tjedna, jer se takav rezim doziranja pokazao i
ucinkovitiji 1 manje toksi¢an za kosti nego kada bi se manje doze davale ¢esS¢e. Za optimalan
ucinak ove kombinacije lijekova nuzno je davati Wnt inhibitor prije taksana, jer se obrnuta ili
istovremena primjena pokazala manje ucinkovitom. Isto tako, pokazalo se da Wnt inhibitori
potenciraju sposobnost taksana da izazove mitoticku katastrofu; vrstu stani¢nog odgovora na
neispravnu mitozu koja rezultira apoptozom, nekrozom ili senescencijom. Kao §to je navedeno,
terapija taksanima povecava frekvenciju tumorigenih stanica, a ovaj efekt znacajno je smanjen
koriste¢i gore naveden rezim pre-tretiranja tumora Wnt inhibitorima. [6] [69] [130] [48] [66]

Klinicka istrazivanja ove kombinacije lijekova opisana su u dijelu o ipafriceptu

9. ZAKLJUCAK

Brojna istraZivanja iznjedrila su molekule koje su sposobne inhibirati nepravilnu aktivnost Wnt
signalizacije u tumorskim stanicama. Rezultati pretklini¢kih i klinickih istrazivanja za velik dio
spomenutih molekula su obecavaju¢i. Medutim, mutacijski status p-katenina i transkripcijskih
faktora i koaktivatora nije uzet u obzir u svim spomenutim studijama, pa ostaje otvoreno pitanje
bi li pojedini inhibitor interakcija -katenina s transkripcijskim faktorima i koaktivatorima imao
uc¢inka i na njihove mutirane oblike. Isto tako valja naglasiti kako ve¢ina navedenih studija nije
pratila napredovanje bolesti niti pojavu metastaza 1 recidiva tumora, barem ne dugorocno, a
umjesto toga glavna mjerena vrijednost inhibitornog ucinka bila je veli¢ina ili masa tumora. Za
sada najvise izgleda za uklju¢ivanje u buducu antitumorsku terapiju ima inhibitor PRI-724, koji
je trenutno dosao do II faze klini¢kih ispitivanja. Sto se ti¢e ostalih inhibitora, potrebno je
razluditi vrste tumora u kojima bi odredena skupina Wnt inhibitora imala uspjeha. Na primjer,
za inhibitore porcupine, antagoniste Wnt liganada ili antagoniste receptora FZD ne bi se
ocekivao efekt u kolorektalnim i1 drugim spomenutim karcinomima s konstitutivno aktivnim
Wnt putem nizvodno od njihovih mjesta djelovanja. Medutim, njihova primjena kod glioma i
glioblastoma predstavlja bolji izbor s obzirom na visoki postotak promjena Wnt-liganada, FZD
receptora te izvanstani¢nih negativnih modulatora kao §to su SFRP 1 DKK. U ovim tumorima
takoder mozemo djelovati na inhibiciju palmitoilacije i sekreciju Wnt liganada PCP puta,

ukljucujuci i Wnt5a koji je hipereksprimiran u glioblastomima. Potrebno je dalje razjasniti zasto
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je aktivacija Wnt puta u nekim tumorima povezana s agresivnim ponaSanjem dok u drugima
nije, pri ¢emu bi, na primjer, trebalo istraziti utjecaj signala iz tumorskog okoliSa kao i
specificnosti vrste tumorskih stanica na odabir transkripcijskih koaktivatora (-katenina i
posljedice transkripcije Wnt ciljnih gena. S obzirom na mnoge ozbiljne nuspojave koje su se
izazvane primjenom ovih molekula, kao 1 zbog nedovoljnog poznavanja potencijalnih Stetnih
ucinaka Wnt inhibitora preporuca se provedba daljnjih istrazivanja. Medikamentna regulacija
signalnog puta Wnt i dalje predstavlja jedan od perspektivnih pristupa budu¢em lijecenju

tumora u kombinaciji s postoje¢im lijekovima.
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