STRESZCZENIE

Kanoniczna Sciezka sygnalowa Wnt fizjologicznie zwiazana jest z regulacja proce-
sow embriogenezy, r6znicowania komérek i ich proliferacji. W transdukcji sygnatu
uczestniczy wiele bialek, z ktérych najwazniejszym mediatorem jest f-katenina. W sta-
nie braku pobudzenia Sciezki B-katenina podlega procesowi degradacji proteasomalnej,
podczas gdy aktywacja szlaku wiaze sie ze wzrostem jej cytoplazmatycznego stezenia i
nasileniem translokacji do jadra komérkowego. W wyniku oddzialywania p-kateniny z
czynnikami transkrypcyjnymi TCF/LEF dochodzi do zwiekszenia ekspresji ponad stu ge-
néw docelowych Sciezki Wnt. Nasilenie aktywnosci kanonicznej Sciezki Wnt obserwuje
sie w przypadku wielu komérek rakowych, w tym plaskonablonkowych nowotworéw
glowy i szyi. Znajomos¢é funkcjonalnej struktury tej Sciezki pozwala z kolei na poszuki-
wanie terapeutycznych punktéw uchwytu w celu zahamowania aktywnosci transkryp-
cyjnej p-kateniny w komdrkach nowotworowych.

WPROWADZENIE

Na sygnalizacje Wnt skladaja sie: Sciezka kanoniczna - zalezna od
B-kateniny oraz Sciezki niekanoniczne, takie jak sciezka odpowiedzialna za
biegunowo$¢ ciala (ang. planar cell polarity) oraz Sciezka zalezna od Ca?*. Fi-
zjologicznie sa one zwiazane z regulacja proceséw embriogenezy, réznico-
wania komoérek oraz ich proliferacji. Réwnoczesnie, dysregulacja tych Scie-
zek wiaze sie z powstaniem wielu patologii, w tym takze rozwojem choréb
nowotworowych [1,2]. W szczegélnoéci, nadmierna aktywnos¢ kanonicznej
Sciezki sygnatowej Wnt wplywac moze na promowanie procesu kanceroge-
nezy. Zmiany te maja bardzo istotne znaczenie dla rozwoju raka okreznicy
(ang. colorectal cancer, CRC) juz w stadium inicjacji procesu nowotworzenia.
Co raz czesciej wskazuje sie jednak na zaangazowanie aberracji w obrebie
tej éciezki sygnalowej w rozwéj wielu innych nowotworéw, w tym plasko-
nabtonkowych rakéw glowy i szyi (ang. head and neck squamous cell carcino-
ma, HNSCC). W przypadku raka okreznicy jedna z podstawowych przyczyn
nadmiernej aktywnosci szlaku Wnt sa mutacje w genie supresorowym APC,
jednakze w odniesieniu do HNSCC do zaburzenia tej sciezki dochodzi na
drodze réznych mechanizméw. Aby zmiany w aktywnosci kanonicznego
szlaku Wnt méc wykorzystaé terapeutycznie, konieczna jest dokladna zna-
jomos¢ jego struktury i zasad przekaznictwa sygnatéw. To z kolei moze po-
zwoli¢ na poszukiwanie efektywnych punktéw uchwytu terapii skierowanej
na obnizenie aktywnosci transkrypcyjnej p-kateniny.

FUNKCJONALNA STRUKTURA KANONICZNE]J SCIEZKI SYGNAELOWE] Wnt

LIGANDY Wnt

W sklad kanonicznej i niekanonicznych $ciezek sygnatowych Wnt wcho-
dzi, wedlug obecnego stanu wiedzy, rodzina dziewietnastu biatek: Wnt-1,
Wnt-2, Wnt-2B, Wnt-3, Wnt-3A, Wnt-4, Wnt-5A, Wnt-5B, Wnt-6, Wnt-7A,
Wnt-7B, Wnt-8A, Wnt-8B, Wnt-9A, Wnt-9B, Wnt-10A, Wnt-10B, Wnt-11,
Wnt-16. Poprzez fizjologiczne zaangazowanie szlakéw sygnalowych Wnt w
tworzenie przestrzennych wzorcéw réznicowania sie komérek w rozwoju
zarodkowym, bialka Wnt nazywane sa morfogenami. Skladaja sie z okolo
350-400 aminokwaséw (~40 kDa) i posiadaja wysoce konserwatywna dome-
ne bogata w cysteiny (22-25 Cys) [1].

Ze wzgledu na potranslacyjne modyfikacje ligandy Wnt klasyfikuje sie
jako glikolipoproteiny. Wszystkie biatka Wnt ulegaja N-glikozylacji niezbed-
nej do ich prawidlowej sekrecji [2]. Modyfikacje te maja miejsce w retikulum
endoplazmatycznym (RE) z udzialem kompleksu transferaz oligosacharydo-
wych [3].
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Rycina 1. Dojrzewanie i wydzielanie ligandéw Wnt. 1 - transkrypcja mRNA dla
ligandéw Wnt, transport mRNA do retikulum endoplazmatycznego i transla-
gja, 2 - N-glikozylacja ligandow Wnt, 3 - O-acylacja ligandéw Wnt z udzialem
Porcupiny, 4 - transport ligandéw Wnt do Aparatu Golgiego z udzialem p24,
5 - wigzanie ligandow Wnt z Wntless (Wls) i transport do blony komérkowej, 6 -
wydzielanie ligandéw Wnt poza komoérke, 7 - powr6t Wis do wnetrza komorki z
udziatem tzw. Kompleksu Retromerowego.

Zawarte w biatkach Wnt reszty aminokwaséw o do-
datnim tadunku podlegaja z kolei r6znym modyfikacjom
lipidowym, za co odpowiada porcupina - blonowa O-
-acylotransferaza zlokalizowana w RE [4]. W obrebie
domeny cysteinowej (Cys77) dochodzi¢ moze do przyla-
czenia reszty kwasu palmitynowego, natomiast do sery-
ny 209 przytaczana jest reszta kwasu palmitooleinowego
[5,6]. Lipidowe modyfikacje Wnt majq znaczenie dla ich
sekrecji i aktywnosci, gdyz zaobserwowano nagromadze-
nie tych biatek w RE w przypadku utraty funkcji porcupi-
ny, co z kolei zwigzane jest z aktywnoscia biatka Wntless
(Wls) rozpoznajacego modyfikacje lipidowe Wnt i trans-
portujacego te bialka sygnalowe z aparatu Golgiego na
powierzchnie blony komoérkowej [3,4]. Po uwolnieniu
Wnt, Wls ulega recyrkulacji do aparatu Golgiego dzie-
ki oddzialywaniu z tzw. wielobiatkowym kompleksem
retromerowym [4]. Tam ponownie Wls bierze udziat w
transporcie dojrzatych bialek Wnt dostarczonych z RE do
aparatu Golgiego przy udziale bialek z rodziny p24 [7].
Ponadto w odniesieniu do aktywnosci bialek Wnt dowie-
dziono takze udzial reszty kwasu palmitooleinowego w
interakcji Wnt z receptorami Frizzled [8]. Przebieg proce-
su dojrzewania i wydzielania ligandéw Wnt przedstawia
rycina 1.

TRANSPORT LIGANDOW Wnt

Dojrzate biatka Wnt wydzielane s3 na zewnatrz ko-
morki, gdzie moga stanowi¢ czynnik pro-wzrostowy dla
macierzystej komoérki poprzez oddzialywanie autokryn-
ne z jej blonowymi receptorami, lub tez moga oddzialy-
wac parakrynnie na otaczajace je komorki [9]. Mechanizm
transportu ligandéw Wntjak dotad nie zostal jednoznacz-
nie okredlony. Najprostszy z nich zaklada miedzykomor-
kowa dystrybucje na zasadzie dyfuzji, czyli gradientu
stezenn bialek Wnt miedzy komérkami wydzielniczymi
a komoérkami wrazliwymi na te ligandy, na co wskazuje
ich rola jako morfogenéw m.in. w rozwoju skrzydelek u
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Drosophila melanogaster [10]. W modelu tym wskazywany
jest istotny udziat zakotwiczonych w blonie komoérkowej
B-glikanow - receptoréw proteoglikanowych zawieraja-
cych siarczan heparanu, ktére wiaza ligandy Wnt i ula-
twiaja ich przemieszczanie wzdtuz blony komoérkowej do
sasiednich komoérek [10,11]. Transport miedzy sasiaduja-
cymi komoérkami niekiedy odbywac sie¢ moze takze przy
udziale wypustek cytoplazmatycznych [12].

Modyfikacje lipidowe biatek Wnt wplywaja na prze-
wage wlasciwosci lipofilnych tych czasteczek. Negatyw-
nie wplywa to na mozliwosci dystrybucji w hydrofilnym
srodowisku miedzykomoérkowym. Ligandy Wnt zdolne
sg jednak do autoagregacji i tworzenia struktury miceli,
gdzie hydrofobowe reszty lipidowe kierowane sa do wne-
trza [1]. Tworzenie miceli przez jednonienasycone kwasy
tluszczowe moze by¢ utrudnione, jednakze taki mecha-
nizm transportu zostal udowodniony dla biatka sygnato-
wego Hedgehog, ktore takze posiada reszte kwasu palmi-
tooleinowego [13]. Lipofilnoé¢ bialek Wnt pozwala takze
na ich transport z udziatem czasteczek lipoproteinowych,
przykltadowo z apolipoforyna II [14]. Podobnie mozliwy
jest transport wewnatrz bialkowych komplekséw o hy-
drofobowym wnetrzu [15]. Obecnie wskazuje si¢ rowniez
na egzosomalny transport pecherzykowy. Uczestniczy¢
W nim moze wspomniana wczesniej czasteczka Wntless,
transportujaca ligandy Wnt na powierzchnie btony ko-
moérkowej [16].

ZEWNATRZKOMORKOWE INHIBITORY LIGANDOW Wnt

Juz na etapie transportu ligandéw Wnt do komoérek
docelowych dochodzi¢ moze do negatywnej regulacji ak-
tywnosci éciezek sygnatlowych Wnt. Mechanizm regulacji
polega na wiazaniu ligandéw Wnt przed ich potaczeniem
z blonowym receptorem. U czlowieka pierwsza grupa
endogennych inhibitoréw jest rodzina pieciu biatek sFRP
(ang. secreted Frizzled-related protein). Biatka te zawieraja
w swojej strukturze N-korficowa domene bogata w cyste-
ing, tozsama z domena obecng w gtéwnych receptorach
dla szlaku Wnt - Frizzled. Budowa ta sprzyja wysokiemu
powinowactwu do biatek Wnt takze zawierajacych liczne
cysteiny w swojej strukturze, dzieki czemu mozliwe jest
tworzenie mostkéw disiarczkowych [17]. Co ciekawe, w
niskich fizjologicznych stezeniach biatka sFRP-1 i sFRP-2
za posrednictwem dimeryzacji homologicznych domen
bogatych w cysteing wigzac si¢ moga z receptorami Friz-
zled, aktywujac kanoniczna $ciezke sygnatowa Wnt [18],
cho¢ wskazywano takze na inhibicyjny charakter interak-
cji sFRP-Fzd [19]. Zdolnos$¢ do wiazania ligandéw Wnt
posiada takze bialko WIF-1 (ang. Wnt inhibitory factor 1),
ktére w przeciwienistwie do sFRP nie posiada domeny
bogatej w cysteing, lecz wiaze biatka Wnt za posrednic-
twem swoistej N-konicowej domeny WIF rozpoznajacej
reszte kwasu palmitooleinowego [20].

RECEPTORY I KO-RECEPTORY KANONICZNE]
SCIEZKI SYGNALOWE] Wnt

Frizzled (Fzd) sa receptorami charakterystycznymi
dla kanonicznej $ciezki sygnatowej Wnt. Aktualnie zna-
nych jest 10 cztonkéw rodziny Frizzled (Fzd-1 do Fzd-10),
zbudowanych z N-koricowej duzej zewnatrzkomoérkowej
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domeny bogatej w cysteing (10 reszt Cys), siedmiu do-
men transblonowych oraz krétkiego C-konica po stronie
cytoplazmatycznej komorki. Receptory Fzd wykazuja
strukturalne podobieristwo do receptoréw sprzezonych z
biatkami G (GPRC/7TM), stad sugerowany udzial biatek
G w transdukgcji sygnatu kanonicznego szlaku Wnt [2].

Do aktywacji wylacznie kanonicznej Sciezki sygnato-
wej Wnt poza interakcja Wnt-Fzd niezbedny jest réwniez
udzial ko-receptoréw LRP5/6 (ang. low-density lipoprote-
in receptor related protein 5/6), ktére wspolnie z Wnt i Fzd
tworza trimeryczny kompleks aktywujacy przekaznictwo
sygnatu [21]. Biatka LRP posiadaja niewielka domene we-
wnatrzkomoérkowa oraz duza domene zewnatrzkomor-
kowa bogata w motywy wigzania bialek [22].

Poza omoéwionymi wyzej klasycznymi receptorami
Sciezek sygnalowych Wnt odkryto takze 3 alternatywne
receptory: Ror2, Ryk oraz PTK7. Zwiazanie biatka Wnt
z tymi receptorami bezposrednio aktywuje dalsza trans-
dukcje sygnatu [1]. Receptor Ror2 posiada domene boga-
ta w cysteine, z kolei receptor Ryk wspomniang wczesniej
domene WIF [20]. Receptor Ror2 wykazuje duze powino-
wactwo do biatka Wnt5a charakterystycznego dla nieka-
nonicznych $ciezek Wnt, jednakze receptory Ryk i PTK7
zwiazane sg z aktywnoscia kanonicznej i niekanonicznych
sciezek Wnt [15]. Co ciekawe, odkryto takze inne recepto-
ry zawierajace domene bogata w cysteing - Smoothened,
zaangazowane w Sciezke sygnalowa Sonic Hedgehog,
ktoérych aktywacja jest niezalezna od ligandéw Wnt [23].
Ponadto, poza opisana rodzina bialek Wnt, réwniez inne
proteiny wykazuja zdolnosci do pobudzenia $ciezki sy-
gnalowej zaleznej od -kateniny. Sg to 4 bialka R-spondin
oraz biatko Norrin. Wiaza sie one bezposrednio z recep-
torami Fzd, cho¢ zaangazowane sa réwniez w kontrole
poziomu btonowej puli tych receptoréow [24].

REGULACJA POZIOMU RECEPTOROW
1 KO-RECEPTOROW KANONICZNE]J
SCIEZKI SYGNAEOWE] Wnt

Blonowa dostepnosc¢ receptoréow Fzd podlega regulacji
za posrednictwem ubikwitynacji inicjujacej ich internaliza-
cje i endocytoze. Za modyfikacje Fzd odpowiadaja biatka
RNF43 i ZNRF3, bedace ligazami ubikwitynowymi (E3) za-
wierajacymi transbtonowg domene RING [25]. Aktywnos¢
ligaz podlega regulacji za posrednictwem wspomnianych
wyzej alternatywnych ligandéw kanonicznej éciezki Wnt
- RSPO, ktére tworza inaktywujacy kompleks z RNF43/
ZNRF4/5 oraz LGR4/5 (ang. leucine-rich repeat-containing
GPRC 5/6). Zablokowanie ubikwitynacji receptoréw Fzd
zwieksza ich blonowa pule, sprzyjajac mozliwosci akty-
wacji B-katenino-zaleznej Sciezki Wnt [26].

Aktywnos¢ ko-receptoréw LRP5/6 podlega regulacji z
udzialem zewnatrzkomérkowych inhibitoréw. Pierwsza
grupa inhibitoréw jest rodzina czterech biatek Dickkopf
(DKK1-4), podobnie do sFRP oraz Fzd zawierajacych
w swojej strukturze liczne cysteiny. Mechanizm dziata-
nia bialek DKK polega na fgczeniu sie z ko-receptorami
LRP5/6 i zapobieganiu tworzenia potréjnego komplek-
su Wnt-Fzd-LRP5/6 [27]. Bialtka DKK oddziatywa¢ moga
takze ze swoistymi dla nich receptorami Kremen 1/2
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(Krem1/2), przykladowo tworzac potréjny kompleks
DKK-1-Krem1/2-LRP6 i inicjujac internalizacje recepto-
ra LRP6 [28]. Do modulatoréw szlaku Wnt nalezy takze
biatko Wise. Jest ono inhibitorem LRP6, choé¢ opisano
rowniez dzialanie promujace sygnalizacje Wnt na drodze
dzialania biatka Wise imitujacego ligandy Wnt [29].

B-KATENINA - GLOWNY PRZEKAZNIK
KANONICZNE]J SCIEZKI SYGNALOWE] Wnt

B-katenina jest biatkiem zlozonym z duzej centralnej
domeny oraz dwoéch skrajnych (N- i C-koricowych)
domen. Na domene centralng sklada sie 12 tzw. po-
wtérzen armadillo (nazwa pochodzi od odpowiednika
B-kateniny w organizmie Drosophila melanogaster) o wyso-
ce konserwatywnej strukturze, gdzie kazde powtérzenie
zbudowane jest z 42 aminokwaséw tworzacych 3 helisy.
Calosé centralnej struktury tworzy superhelise o dodat-
nio naladowanym wnetrzu (bruzdzie). Jest to miejsce od-
dzialtywania B-kateniny z innymi czgsteczkami [30].

B-katenina  przynalezy do  rodziny  katenin,
podobnie jak a-, 8- i y-katenina. Poza kluczowa rola w
transdukcji sygnatu klasycznej Sciezki Wnt jest takze
odpowiedzialna za utrzymanie prawidlowej struktury
cytoszkieletu. Zwigzane jest to z oddzialywaniem
B-kateniny z filamentami aktynowymi oraz E-kadheryna
- przezblonowym biatkiem adhezyjnym, ktére
uczestniczy w oddzialywaniach miedzy komoérkami
poprzez zapewnienie wlasciwego przylegania do siebie
komoérek tego samego rodzaju [31]. B-katenina potaczona
z E-kadherynami tworzy tzw. pule blonowa tego biatka.
W przekaznictwie sygnaléw Wnt znaczenie ma z kolei
pula cytoplazmatyczna. Pule te sa od siebie w pewnym
stopniu zalezne. B-katenina wystepowac moze w formie
monomerycznej - preferencyjnie uczestniczacej w trans-
dukcji sygnatu, badZ w formie dimerycznej w polaczeniu
z a-katening - chetniej wigzanej z E-kadheryna [32]. Po-
nadto nadekspresja kadheryn doprowadzi¢ moze do za-
hamowania kanonicznego szlaku Wnt poprzez relokali-
zacje p-kateniny do btony komérkowej [33].

Kontrola cytoplazmatycznej puli (-kateniny zwigza-
na jest z aktywnoscia tzw. kompleksu naznaczajacego
B-katenine do degradacji, ktérego aktywnos¢ zalezna jest
od stanu pobudzenia klasycznego szlaku Wnt.

KOMPLEKS NAZNACZAJACY B-KATENINE DO
DEGRADAC]I - STRUKTURA I AKTYWNOSC

Kompleks naznaczajacy p-katenine do degradacji sktada
sie z czterech podstawowych bialek: aksyny (Axin), APC
(Adenomatous Polyposis Coli), GSK-3f (kinazy syntazy gliko-
genu 3p) oraz CK-1a (kinazy kazeinowej 1a) [1,2].

Aksyna stanowi swoiste rusztowanie kompleksu, two-
rzac zwarta strukture wszystkich jego elementéw skia-
dowych. Wskazuje sie rowniez, ze ekspresja tego biatka
stanowi czynnik limitujacy zdolnosé komorki do bloko-
wania transdukcji sygnalu zaleznego od p-kateniny [1,2].
Cytoplazmatyczny poziom aksyny podlega Scistej regula-
cji. Ulega ona poli-ADP-rybozylacji z udzialem tankyrazy
1/2 (TNKS1/2), co powoduje dalsza ubikwitynacje aksy-
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Rycina 2. Sciezka sygnalowa Wnt. A - szlak nieaktywny: I brak pobudzenia szlaku przez ligandy Wnt powoduje wigzanie p-kateniny do kompleksu naznaczajacego ja do
degradacji, co zainicjowane jest fosforylacja Ser45 przez kinaze kazeinowa 1a (CKla), II fosforylacje w pozycji Ser33, Ser37 i Thr41 wprowadza kinaza syntazy glikogenu
3B (GSK3p), III poli-ubikwitynacja B-kateniny naznacza ja do degradacji proteasomalnej; B - szlak aktywny: I aktywacja receptora Frizzled doprowadza do stworzenia
kompleksu Fzd-LRP5/6-Dvl, Il dochodzi do rozpadu kompleksu naznaczajacego -katenine do degradacji, IIl zwiekszenie cytoplazmatycznego stezenia -kateniny wpty-

wa na jej nasilong translokacje do jadra komérkowego.

ny przez ligazy RNF146 i jej degradacje w proteasomach
[34]. Naznaczenie aksyny ubikwityng moze zosta¢ od-
wrécone za posrednictwem aktywnosci enzymu USP34
[35], badZ czasteczka ta moze by¢ chroniona przed ubi-
kwitynacja poprzez proces SUMO-ylacji jej C-koricowej
domeny [36]. W przypadku degradacji aksyny jej funk-
cje moze potencjalnie przejaé¢ aksyna 2 (Axin2/Axin-like
protein/conductin), bedaca produktem ekspresji jednego
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z genoéw docelowych szlaku Wnt, w przeciwienistwie do
aksyny konstytutywnie ulegajacej ekspres;ji [37].

Biatko APC w kompleksie réwniez pelni funkcje struk-
turalng poprzez wigzanie z B-katening, GSK-3f i aksyna
[2], aczkolwiek udowodniono udziat APC takze w proce-
sach niezwiazanych z Wnt, jak np. zaangazowanie w pro-
ces mitozy i migracji komorek [38]. Mutacje w genie APC
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maja powazne konsekwencje dla organizmu, na co wska-
zuje przypadek rodzinnej polipowatosci gruczolakowatej
(FAP), gdzie produkowane jest nieprawidlowe, skrocone
biatko APC. U pacjentéw chorujacych na FAP wystepu-
je bardzo wysokie ryzyko rozwoju raka jelita grubego
[39]. Nie udowodniono jednoznacznie w jaki sposéb APC
dziala jako negatywny regulator klasycznego szlaku sy-
gnalowego Wnt, cho¢ wiele wskazuje na zaangazowanie
w nakierowanie kompleksu degradujgcego zwiazanego z
B-katening na odpowiednia ligaze ubikwityny [40], kon-
trolowanie fosforylacji p-kateniny i jej uwolnienia z kom-
pleksu degradujacego [41] oraz zapobieganie defosfory-
lacji B-kateniny [42].

GSK-3p nalezy do rodziny kinaz serynowo-treonino-
wych zaangazowanych w wiele proceséw komoérkowych,
w tym regulacje zaleznej od insuliny syntezy glikogenu,
a takze bierze udzial w procesach réznicowania, wzro-
stu i mobilnosci komoérek oraz apoptozy [43]. Kinaza ta
zazwyczaj rozpoznaje substraty, ktére zostaly wczesniej
ufosforylowane w aminokwasach innych niz docelowe
dla GSK-3p. Kinaza katalizujaca taka fosforylacje jest ki-
naza kazeinowa la (CK-la) takze nalezaca do rodziny
kinaz serynowo-treoninowych [2].

Nastepstwem braku receptorowej aktywacji klasycznej
Sciezki Wnt jest degradacja p-kateniny (Ryc. 2A). Zgodnie
z zaproponowanym mechanizmem dzialania kompleksu,
B-katenina zostaje zwigzana z aksyna/APC, dzieki cze-
mu N-koricowa domena [-kateniny zlokalizowana jest
blisko CK-1a. Dochodzi wéwczas do fosforylacji seryny
45 pB-kateniny [41]. Stanowi to sygnat dla GSK-3p do dal-
szej fosforylacji p-kateniny w obrebie seryny 33, seryny
37 oraz treoniny 41 [1,2]. Rola GSK-3p dodatkowo polega
na fosforylacji aksyny i APC, co wplywa na prawidlowa
interakcje tych bialek z {3-katening [41]. P-katenina zo-
staje uwolniona z kompleksu i rozpoznana przez biatko
zawierajace powtérzenia pB-transducyny (B-TrCP), bedace
podjednostka ligazy ubikwityny SCF E3. Tak naznaczona
B-katenina podlega degradacji proteasomalnej [1,44].

Za regulacje aktywnosci kompleksu naznaczajacego
B-katenine do degradacji w znaczacym stopniu odpowia-
da heterotrimeryczna biatkowa fosfataza 2A (PP2A), jed-
nakze jej rola jest niejednoznaczna. Prawdopodobne jest,
ze rézne heterotrimery PP2A posiadaja odmienne biatka
docelowe, z czego wynika ich odmienny wplyw na ak-
tywnos¢ sciezki sygnatowej Wnt. Enzym skladajacy sie z
podjednostek A, B56a oraz C przyczynia sie do degrada-
cji B-kateniny u ptazéw z rodzaju Xenopus [45]. Ponadto
PP2A wplywa na aktywnosé GSK-3p poprzez regulacje
statusu jej fosforylacji [41]. Z drugiej jednak strony biat-
ko PP2A jest zdolne do defosforylacji docelowych biatek
GSK-3f w strukturze kompleksu degradujacego - aksyny
i APC oraz odwrdcenia fosforylacji B-kateniny, aktywujac
w ten spos6b transdukcje sygnatu [41,46].

Na pozytywny wplyw aktywnosci PP2A wskazywaé
moga doniesienia o onkogennym dziataniu inhibitoréw
tego enzymu. Naleza do nich biatka CIP2 (ang. cancero-
us inhibitor of PP2A) oraz SET (12PP2A). CIP2 (kodowane
przez gen KIAA1524) taczy sie z fosfataza PP2A, dzieki
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czemu blokuje m.in. defosforylacje seryny 62 w struk-
turze onkogennego czynnika transkrypcyjnego c-Myc,
sprzyjajac stabilnodci c-Myc [47]. Bialko SET réwniez
dziata jako inhibitor PP2A, a jego nadekspresja zwiazana
jest z promowaniem proliferacji, przejscia epitelialno-me-
zenchymalnego, a zatem takze inwazyjnosci komoérek no-
wotworowych i zdolnosci do tworzenia przerzutéw [48].

AKTYWACJA KANONICZNE]J SCIEZKI SYGNALOWE] Wnt

W wyniku przylaczenia sie ligandu Wnt do recepto-
ra Fzd dochodzi do aktywacji wewnatrzkomoérkowej
kaskady sygnalowej (Ryc. 2B). Poczatkowo zachodzi
fosforylacja z udzialem m.in. CK-le oraz przywolanie
adaptorowego biatka dishevelled (Dvl) do blony komér-
kowej. Rodzina Dvl u czlowieka sklada sie z trzech bia-
tek homologicznych (Dvl1-3), a kazde z nich posiada w
strukturze 3 duze domeny: DIX (Dvl/Axin), PDZ (post-
sinaptic density 95, disc large, zona occludens-1) oraz DEP
(DV, Egl-10, pleckstrin). Umozliwiaja one polaczenie z
receptorami Fzd. Za przekazanie sygnatu od kompleksu
Wnt-Fzd do biatek Dvl odpowiedzialne moga by¢ biatka
G. Aktywowane przez fosforylacje bialtko Dvl koordynu-
je tworzenie polaczenia miedzy Fzd a LRP6 [49]. Docho-
dzi nastepnie do fosforylacji cytoplazmatycznej domeny
LRP6 prowadzonej przez rézne enzymy, w tym kinaze
PIP5KIp (ang. phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase type
1B), GSK-3B (z puli blonowej, a nie cytoplazmatycznej),
CK-1 i kinaze biatkowa A (PKA) [50,51].

Podstawowa konsekwencja aktywacji klasycznej $ciez-
ki Wnt jest zablokowanie aktywnosci kompleksu nazna-
czajacego P-katenine do degradacji. Jednoznaczny me-
chanizm tego zjawiska nie jest znany, chociaz wspdlnym
elementem proponowanych modeli wydaje si¢ by¢ zaha-
mowanie oddzialywania GSK-3f3. Moze by¢ to zwigzane
z dysocjacja GSK-3p z kompleksu degradujacego, inakty-
wacyjna fosforylacja seryny 9 GSK-3p, Iaczeniem GSK-3f
do LRP6 lub rozpadem kompleksu w wyniku odlaczenia
aksyny [2]. Biatka Dvl w swojej strukturze posiadaja do-
mene DIX, za ktérej posrednictwem oddziatywaé moga z
aksyna ulegajaca wspélnie z GSK-3p i CK-1a relokacji z
rozpadajacego si¢ kompleksu do blony komorkowej [49].

Opisany powyzej mechanizm inaktywacji kompleksu
nie jest jednak jednoznaczny, poniewaz do degradacji
B-kateniny dochodzi¢ moze jeszcze dlugo po aktywacji
blonowego receptora, a ligand Wnt jedynie cze$ciowo
zaburza funkcje kompleksu [52]. Alternatywny model
regulacji cytoplazmatycznego poziomu [-kateniny za-
klada brak wplywu aktywacji $ciezki na rozpad tego
kompleksu. Ufosforylowana p-katenina moze nie ulega¢
ubikwitynacji i pozosta¢ w polaczeniu z kompleksem na-
znaczajacym [B-katenine, blokujac mozliwos¢ fosforylacji
kolejnych czgsteczek P-kateniny. Za wzrost cytozolowe-
go stezenia tego konstytutywnie syntetyzowanego biatka
przekaznikowego odpowiadaé bedzie jego nowo utwo-
rzona pula [53].

Zaburzenie rownowagi syntezy i rozkladu B-kateniny
powoduje jej translokacje do jadra komérkowego. Wska-

zuje sie na mozliwoé¢ oddzialywania -kateniny z rézny-
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mi biatkami petnigcymi funkcje chaperonéw importuja-
cych ja do wnetrza jadra komoérkowego. Jako chaperony
stuzy¢ moga przyktadowo biatka PygopusiLegless/BCL9
zwiazane z jadrowym dzialaniem p-kateniny, biatka Dvl
ulegajace rowniez translokacji do jadra komoérkowego, a
nawet aksyna i APC zwiazane potencjalnie z transportem
B-kateniny z jadra komérkowego do cytoplazmy [1,49].

AKTYWACJA TRANSKRYPCJI GENOW DOCELOWYCH
KANONICZNE] SCIEZKI SYGNAELOWE] Wnt

Za ekspresje genéw docelowych szlaku Wnt odpowie-
dzialna jest rodzina czynnikéw transkrypcyjnych TCF/
LEF (ang. T-cell factor/lymphoid enhancer factor), odkrytych
poczatkowo jako czynniki zwiazane z transkrypcja w
komérkach T i B ukladu odpornoéciowego [54]. Naleza
do nich: TCF1 (TCF?7), LEF1, TCF3 (TCF7L1) oraz TCF4
(TCF7L2). W jadrze komérkowym pelnia one dwojaka
funkcje. Przy niskich stezeniach P-kateniny lacza sie z
represorami transkrypcji TLE1-3 (ang. transducin-like en-
hancer, Groucho u D. melanogaster) i wigza sie¢ z DNA w
obszarze tzw. elementéw odpowiedzi na Wnt (WRE) po-
siadajacych sekwencje CCTTTGT/AT/A [55]. Tak utwo-
rzony kompleks oddzialuje ponadto z modulatorami
epigenetycznymi, a przede wszystkim aktywuje deace-
tylazy histonéw (HDAC), ktére poprzez usuwanie reszt
acetylowych z ogonéw histonéw H3 i H4 doprowadzaja
do utworzenia heterochromatyny i zahamowania proce-
su transkrypcji [54]. Ekspresja genéw docelowych Wnt
pozostaje zablokowana.

Gdy dochodzi do nasilonej translokacji p-kateniny
do jadra komoérkowego, bialko to bezposrednio wypiera
TLE/Groucho z polaczenia z czynnikami TCF/LEF [56].
W procesie eliminacji TLE/Groucho udziat bierze biatko
XIAP (ang. X-linked inhibitor of apoptosis), powodujac ubi-
kwitynacje i zmniejszenie powinowactwa TLE/Groucho
do czynnikéw transkrypcyjnych [57]. Do obszaru WRE
przywolane zostaje biatko CBP (ang. CREB-binding prote-
in) pelniace role acetylotransferazy histonéw i zwigzane
ze zwiekszeniem stopnia acetylacji histoné6w H3 i H4 [58].

Do aktywagji transkrypcji zaleznej od Wnt niezbedne
sa odpowiednie czynniki pomocnicze. Do najwazniej-
szych naleza Pygopus oraz BCL9, gdzie BCL9 pelni role
swoistego pomostu miedzy czasteczka p-kateniny i Pygo-
pus [59]. W przypadku transkrypcji zaleznej od TCF4 nie-
zbedne jest takze oddzialywanie biatka TNIK (ang. Traf2
and Nck-interacting protein kinase). Powoduje ono fosfory-
lacje Ser154 TCF4, tym samym nadajac peina aktywnos¢
transkrypcyjna temu czynnikowi [60].

Aktywnosc kompleksu transkrypcyjnego moze podlegaé
tez negatywnej regulacji. Biatka Chibby oraz ICAT (ang. in-
hibitor of p-catenin and TCF4) blokuja aktywnos¢ transkryp-
cyjna pB-kateniny [32]. Same czynniki transkrypcyjne TCF/
LEF podlega¢ moga regulacji na drodze fosforylacji z udzia-
tem kinazy NLK (ang. nemo-like kinase), gdzie fosforylacja
wprowadzana jest w obrebie domeny HMG (ang. high mobi-
lity domain) odpowiedzialnej za interakcje TCF/LEF z DNA.
W efekcie NKL doprowadza do utraty zdolnosci wigzania
czynnikéw transkrypcyjnych z DNA [61].
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Lista genéw docelowych szlaku Wnt zaleznego od
B-kateniny zawiera ponad 100 pozycji (https:/ /web.stan-
ford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/target genes).
Wyrézni¢ tu mozna geny kodujace czynniki transkryp-
cyjne np. c-Myc, TCF1, LEF1, regulatory cyklu komoérko-
wego np. cyklina D1, czynniki wzrostu np. VEGF, czyn-
niki prozapalne np. IL-8, COX-2, regulatory apoptozy
np. surwiwina, metaloproteinazy np. MMP-7 oraz biatka
zwigzane z aktywnoscig komoérek macierzystych np. Oct
4 i Nanog. Wéréd genéw docelowych pojawiajq sie row-
niez elementy sktadowe szlaku sygnatowego Wnt m.in.
wspomniane czynniki transkrypcyjne TCF1 i LEF-1, re-
ceptor Fzd7, inhibitory DKK i sFRP-2 oraz Aksyna 2.

KANONICZNA SCIEZKA SYGNALOWA
Wnt W PELASKONABEONKOWYCH
NOWOTWORACH GEOWY I SZYI

W raku okreznicy (CRC) nasilenie aktywnosci kano-
nicznej Sciezki Wnt jest jednym z podstawowych zmian
na poziomie molekularnym juz na wczesnych etapach
kancerogenezy. Rodzinna polipowatos¢ gruczolakowa-
ta (FAP) nalezy do choréb genetycznych wywotujacych
powstanie bardzo licznych polipéw gruczolakowatych
- gltéwnie jelita grubego - zazwyczaj juz w wieku kilku-
nastu lat, ktére nieleczone niemalze zawsze przeksztal-
caja sie w inwazyjny nowotwoér. FAP spowodowana jest
mutacjami anty-onkogenu APC - jednego z elementéw
sktadowych kompleksu naznaczajacego P-katenine do
degradacji. Na niezwykle istotne znaczenie APC w roz-
woju CRC wskazuje wystepowanie mutacji kodujace-
go go genu w ponad 70% przypadkéw spontanicznych
nowotwordéw jelita grubego [39,62]. Inne obserwowane
mutacje dotycza réwniez genéw: FBXW7 (koduje jedna
z podjednostek ligazy ubikwitynowej, mutacja u 10,4%
pacjentéw z CRC), CTNNB1 (B-katenina, 4,7%), TCF7L2
(TCF4, 4,1%), Axin (3,4%), LRP6 (2,9%), LGR5 (2,0%),
GSK3p (0,9%), RNF43 (0,6%) [63].

W przeciwienistwie do nowotworéw okreznicy, w
przypadku HNSCC mutacje genéw kodujacych elementy
sktadowe kanonicznego szlaku Wnt wystepuja rzadko i
stanowia przykladowo jedynie 4% przypadkéw dla APC,
a dla innych genéw m.in. CTNNB1, Axin oraz GSK-3f -
niemal nie wystepuja. Z tego wzgledu przez diugi czas
nie brano pod uwage zmian molekularnych w obrebie
sciezki sygnatowej Wnt jako istotnych z punktu widzenia
kancerogenezy HNSCC [64,65]. Jednakze wiele wskazuje
na znaczenie nadmiernej aktywnosci tego szlaku sygna-
towego w rozwoju HNSCC zwiazanej z mechanizmami
odmiennymi od mutacji.

W nowotworach glowy i szyi hiperaktywacja szlaku
Wnt wynika¢ moze z podwyzszonej ekspresji ligandéw
Wnt, receptoréw Frizzled oraz bialek dishevelled oraz
nasilonej translokacji B-kateniny do jadra komoérkowe-
go [66,67]. Z kolei zwiekszenie jadrowej puli f-kateniny
zwiazane jest z nasilong ekspresja genéw docelowych
szlaku, takich jak wspominane wczeéniej c-Myc, CCND1,
MMP7 i BIRC5. Zwiekszone ilosci syntetyzowanych w
komoérkach metaloproteinaz macierzy miedzykomorko-
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wej sprzyjac¢ beda inwazyjnosci i potencjalowi przerzuto-
wania takich komérek, polaczonej takze ze zmianami w
ich morfologii [68]. Zmiany w poziomie aktywnosci szla-
ku Wnt, podobnie jak w przypadku nowotworéw jelita
grubego, obserwuje sie juz na bardzo wczesnych etapach
kancerogenezy, w tym takze w tzw. stadiach przednowo-
tworowych. Przyktadowo, cho¢ w prawidlowym nablon-
ku jamy ustnej nie obserwuje sie translokacji p-kateniny
do jadra komorkowego, to w przypadku leukoplakii,
szczegOlnie leukoplakii dysplastycznej, zwiekszeniu ule-
ga jadrowa pula tego biatka [69,70].

Na istotne zaangazowanie szlaku Wnt w rozwdj
HNSCC wskazuja wyniki badan okreslajace efekt zaha-
mowania tego szlaku na komoérki nowotworowe. Badania
in vitro na hodowlach komoérkowych, w ktérych opisano
podwyzszony poziom ekspresji ligandéw Wnt, wskazaty
na efekt antyproliferacyjny immunoterapii skierowanej
wobec Wnt-1 w wybranych liniach komoérkowych [71].
Na podobnym poziomie oddzialywania, zastosowanie
LGK974 - inhibitora porcupiny - doprowadzito do osta-
bienia sygnalizacji Wnt w przypadku niektérych modeli
komoérkowych, a takze redukcji wielkoséci guza w modelu
mysich ksenograftéw [72] Poprzez zablokowanie ekspre-
sji B-kateniny takze zaobserwowano ograniczony wzrost
komoérek nowotworowych, co po czeséci zwigzane bylo z
zablokowaniem ich cyklu komérkowego w fazie G1/GO
oraz znaczaca indukcja apoptozy [73]. Takze na poziomie
obserwacji klinicznych udowodniono zaleznoé¢ miedzy
podwyzszonym poziomem P-kateniny a krétszym prze-
zyciem pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem ob-
szaru jamy ustnej [67].

Kanoniczny szlak sygnatowy Wnt podlega fizjologicz-
nej regulacji m.in. na drodze oddzialywania zewnatrz- i
wewnatrzkomérkowych antagonistéw. Stad, w przypad-
ku zaburzenia ich ekspresji dochodzi¢ moze do nadmier-
nego pobudzenia sygnalizacji zaleznej od [-kateniny.
Odmiennie nizZ ma to miejsce w nowotworach okreznicy,
dla rozwoju kancerogenezy nabtonka ptaskiego glowy
i szyi istotne znaczenie maja zmiany w mechanizmach
regulacji epigenetycznej. Na ekspresje naturalnych an-
tagonistow szlaku Wnt wplyw ma status metylacji ich
obszaréw promotorowych. W przypadku HNSCC dla
zewnatrzkomorkowych antagonistow szlaku Wnt opisa-
no hipermetylacje sFRP-1, sfFRP-2, sfFRP-5, DKK-1, WIF-
1 [74,75]. Wéréd antagonistow wewnatrzkomérkowych
wyciszenie ekspresji na drodze epigenetycznej dotyczy
genu DACH1 (jadrowy inhibitor ekspresji genéw docelo-
wych Wnt, w tym receptoréw Fzd), PPP2R2B (jest genem
dla podjednostki B biatkowej fosfatazy 2A), CXXC4 oraz
DACT?2 (kodujace biatka hamujace szlak Wnt poprzez od-
dzialywanie z Dvl) [75,76].

MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA INHIBICJI
KANONICZNE] SCIEZKI SYGNALOWE] Wnt
W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]

Zdolnosé¢ do modulacji zaleznej od -kateniny sygna-
lizacji Wnt wykazuja liczne substancje stosowane ruty-
nowo w lecznictwie. Nalezg do nich niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ) m.in. kwas acetylosalicylowy,
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indometacyna i sulindak, ktére prawdopodobnie po-
przez hamowanie aktywnosci cyklooksygenaz zaangazo-
wanych w kaskade kwaséw arachidonowych ogranicza-
ja produkcje prostaglandyn, a te z kolei sa czynnikami
blokujacymi degradacje {-kateniny [77-79]. Wieloletnie
obserwacje wskazuja na chemoprewencyjny efekt kwasu
acetylosalicylowego w rozwoju nowotworéw jelita gru-
bego, pluci piersi [80]. Sposrdéd lekéw biologicznych ima-
tynib - inhibitor kinazy tyrozynowej Bcr-Abl oraz recep-
tora dla ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF), réwniez
nasila fosforylacje B-kateniny [81].

Ze wzgledu na rosnace zainteresowanie klasyczna
Sciezka Wnt jako miejscem oddziatywania lekéw prze-
ciwnowotworowych, w ostatnich latach zsyntetyzowano
wiele substancji blokujacych r6zne biatka tej sciezki. Sg to
gléownie zwiazki drobnoczasteczkowe licznie opisywane
w literaturze. Ich dzialanie obejmuje wczesne w sygna-
lizacji punkty uchwytu np. IWP-1, IWP-2 (inh. porcupi-
ny), etap wewnatrzkomoérkowego przekaznictwa sygna-
tu np. XAV939, JW55, JW74 (inh. tankyrazy) oraz 3289-
8625, NSC668036, J01-017a (inh. Dvl) oraz w znaczacym
stopniu jadrowe inhibitory transkrypcyjnej aktywnosci
B-kateniny m. in. PKF115-584, PKF118-310, PKF118-744,
PRI-724, ZTM000990. W przypadku oddzialywania wo-
bec bialek zwiazanych z blong komoérkowa oraz wobec
ligandéw Wnt zastosowanie majg przede wszystkim leki
biologiczne, tzn. przeciwciala monoklonalne, rekombi-
nowane bialka oraz interferujace RNA [63,79,82-84]. Za
efektywne punkty uchwytu w obrebie kanonicznego
szlaku Wnt w rakach glowy i szyi uzna¢ mozna inhibicje
porcupiny oraz interakcji CBP z pB-katening [85].

Na aktywnosé sygnalizacji Wnt wplyw maja bardzo
liczne zwiazki pochodzenia naturalnego, czesto bedace
sktadnikami pozywienia. Wéréd nich wiele zwigzkéw
nalezy do grupy flawonoidéw: galusan epigallokatechiny
(EGCG), genisteina, kwercetyna i izokwercetyna, kamfe-
rol, sylibina [86]. Podobna aktywnos$¢ zaobserwowano
réwniez w przypadku kurkuminy, resweratrolu i innych
zwiazkoéw polifenolowych m.in. pochodzacych z zielonej
herbaty, triterpenéw np. lupeolu, a takze likopenu oraz
retinoidéw [87]. Zwigzki pochodzenia naturalnego posia-
daja rézne punkty dziatania w obrebie klasycznej $ciezki
Wnt. Przykltadowo EGCG sprzyja¢ moze demetylacji pro-
motora dla biatka WIF-1, jest inhibitorem $ciezki PI3K/
AKT, co pomaga w stabilizacji kompleksu naznaczaja-
cego [-katenine do degradacji, jak réwniez wspdlnie z
izokwercetyna i sylibing zaburza translokacje p-kateniny
do jadra komérkowego. Genisteina, kurkumina i kwerce-
tyna wykazuja zdolnoé¢ do blokowania ekspresji genow
docelowych szlaku Wnt, cho¢ ich dziatanie widoczne jest
tez na wczesniejszych etapach tej Sciezki sygnalizacyjnej
[86, 87]. Wskazano takze na inhibicje $ciezki sygnatowej
Wnt pod wplywem kwasu kaperatowego i fyzodowego
pozyskiwanych z porostow [88].

PODSUMOWANIE
Ztozonos¢ struktury kanonicznej Sciezki sygnatowej

Wnt sprawia, ze wcigz opisywane sa nowe biatka uczest-
niczace w transdukcji sygnatu. Wiele interakcji pomiedzy
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nimi wymaga dokladniejszego wyjasnienia, jednakze juz
obecny stan wiedzy pozwala na zrozumienie molekular-
nych podstaw zaburzonej sygnalizacji Wnt. Nadmier-
na aktywno$é transkrypcyjna p-kateniny obserwowana
m.in. w niektérych nowotworach moze by¢ podstawa do
ujecia sygnalizacji Wnt jako punktu uchwytu celowanej
terapii przeciwnowotworowej. Z kolei zdolno$¢ wybra-
nych sktadnikéw zywnosci do modulacji szlaku Wnt daje
nadzieje réwniez na mozliwosci chemoprewencyjnego
dzialania takich zwiazkéw naturalnych.
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ABSTRACT

The canonical Wnt pathway is related to regulation of embryogenesis, cell differentiation and proliferation. Various proteins are necessary
for proper signal transduction and f-catenin serves as the main mediator. In off-state of the Wnt pathway f-catenin undergoes proteasomal
degradation, while in on-state increase of cytoplasmic concentration of f-catenin occurs followed by p-catenin translocation into the cell
nucleus. Interaction between p-catenin and TCF/LEF transcription factors activates the expression of over hundred target genes of the Wnt
pathway. Highly active Wnt signaling is observed in many cancers, including head and neck squamous cell carcinomas. Knowledge of the
functional structure of the canonical Wnt pathway enables search of therapeutic molecular targets to effectively inhibit transcriptional activity

of B-catenin in cancer cells.
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