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1. UVOD

Meningeomi su primarni tumori srediSnjeg Zivéanog sustava nastali od arahnoidalnih stanica.
Procijenjeno je da meningeomi cine oko 20% svih intrakranijalnih tumora, najcesSée se pojavljuju
u Sestom ili sedmom desetljecu Zivota te su otprilike dvostruko ¢eSci u Zena nego u muskaraca.
Meningeomi su najc¢eSc¢e spororastuci benigni tumori, no imaju veliku stopu povratka nakon

uspjesnog lijecenja.

U ovom radu biti ¢e opisan Wnt signalni put koji, kao i svi ostali signalni putevi, tvori
kompleksnu molekularnu mrezu unutar stanice, a njegovo normalno funkcioniranje odrzava
stanicnu homeostazu. Wnt signalni put regulira presudne aspekte determinacije stanice,
migracije stanice, neuralnog stukturiranja i organogeneze tijekom razvoja embirija te proliferaciju
stanica u tkivima odraslih jedinki. Poremecaji Wnt signalnog puta mogu dovesti do razvitka

tumora medu kojima su i meningeomi.

Poseban naglasak u ovom radu stavit ¢e se na dva proteina Wnt signalnog puta — E-kaderin i
APC. Oni su neizostavne molekule za njegovo normalno funkcioniranje te za funkcioniranje same
stanice, a opisat ¢e se i promjene ovih proteina koje dovode do nastajanja i/ili razvitka

meningeoma.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Opcenito o tumorima

Novotvorina, neoplazma ili tumor (lat. tumor — oteklina) je naziv za abnormalnu nakupinu tkiva
Ciji rast nije uskladen sa rastom normalnog tkiva, ve¢ ga nadmasuje. Rast novotvorine moze
utjecati na susjedne strukture u organizmu ili ih ¢ak ostecivati. Obiljezlja tumora su
nesvrhovitost (nije koristan organizmu, a moze biti i Stetan), samostalnost (ne podlijeze
fizioloSkim nadzornim sustavima organizma), parazitizam (iskoriStava i iscrpljuje organizam) i

neorganiziranost (tumorske stanice ne stvaraju nova normalna tkiva).

Tumorska masa nastaje iz jedne jedine stanice u kojoj su se tokom vremena nagomilavale
mutacije gena odgovornih za reprodukciju i regulaciju rasta stanice. Skupine gena odgovornih za
regulaciju rasta su geni za provjeru i popravak DNA, tumor supresijski geni te onkogeni (geni
koji uzrokuju nekontroliran rast i diobu stanica). Mutacije gena koje uzrokuju nastanak tumora
mogu biti spontane ili posljedica vanjskih kancerogenih faktora (kemijski, fizikalni, mehanicki,

virusni agensi).

Tumori se prema klinickim svojstvima dijele na dobrocudne (benigne) i zlocudne (maligne).
Dobroc¢udni tumori rastu ekspanzivno potiskujuci okolno tkivo, lokalizirani su i ne Sire se u druge
dijelove organizma. Zlocudni tumori invadiraju i razaraju okolno tkivo, a neki imaju i svojstvo
metastaziranja. Metastazirajuée stanice (stanice zlocudnog tumora) se mogu limfom ili krvlju
premjestiti s jednog mjesta u organizmu na drugo te tamo tvoriti sekundarnu tvorevinu —

metastazu.

2.2. Tumori mozga

Tumori mozga pripadaju heterogenoj skupini tumora srediSnjeg ziv€anog sustava (CNS).
Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) je podijelila tumore CNS-a u Sesnaest skupina: difuzni
astrocitni i oligodendroglijalni tumori, ostali astrocitni tumori, ependimalni tumori, ostali gliomi,
tumori koroidnog pleksusa, neuronalni i mijeSano-neuronalno-glijalni tumori, tumori pinealne
regije, embrionalni tumori, tumori kranijalnih i paraspinalnih Zivaca, meningeomi, mezenhimski
nemeningotelijalni tumori, melanocitni tumori, limfomi, histiocitni tumori, tumori zametnih

stanica, tumori selarne regije te metastatski tumori (Louis i sur., 2016).



Tumori mozga se opcenito dijele na primarne i sekundarne tumore. Primarni tumori mozga
nastaju od samog parenhima ili u lubanji, a sekundarni su tumori metastaze, najées¢e bronha ili
dojke (Horvatic¢ i sur., 2009).

Kod tumora mozga je specificna manja razlika izmedu dobrocudnih i zlo¢udnih tumora jer i
dobro¢udni mogu izazvati teska oStecenja ili ¢ak smrt uslijed nagnje¢enja mozdanog tkiva te
porasta intrakranijalnog tlaka do ¢ega dolazi zbog spaciokompresivnhog efekta u ogranicenom
prostoru lubanje. Da bi saznali koliko je neki tumor agresivan, odnosno zlo¢udan, pomaze nam
odredivanje gradusa istog. Svjetska zdravstvena organizacija je definirala Cetiri gradusa, a Sto je

gradus visi, ve¢a je i malignost samog tumora:

e Gradus I: Ovi tumori su najmanje maligni, rastu sporo i imaju gotovo normalan izgled
stanica (kada se gledaju pod mikroskopom). Tumori ovog gradusa se najc¢esce uspjesno
lijeCe kirurskim uklanjanjem.

e Gradus II: Ovo su spororastuci tumori koji imaju blago abnormalan izgled stanica. Neki
se mogu proSiriti u okolno zdravo tkivo, a postoji i mogucnost njihovog ponovnog
pojavljivanja (ponekad kao tumori viseg gradusa).

e Gradus III: Po definiciji, ovi su tumori maligni iako ne postoji uvijek velika razlika
izmedu tumora gradusa II i gradusa III. Abnormalne stanice ovih tumora se aktivno
umnazaju i Sire u okolna tkiva, a sami tumori se ¢esto ponovno pojavljuju, nerijetko u
obliku tumora gradusa IV.

e Gradus IV: Ovi tumori su najmaligniji i najagresivniji, njihove stanice izrazito
abnormalnog izgleda se umnozavaju velikom brzinom i s lako¢om se Sire u okolna tkiva.
Takoder, oni formiraju nove krvne Zile kako bi odrzali svoju brzinu rasta, a njihova

sredista sadrze podruc¢ja s mrtvim stanicama. (ABTA, 2014)

2.3. Meningeomi

Meningeomi su primarni intrakranijalni tumori sastavljeni od neoplasti¢nih arahnoidalnih stanica.
Procijenjeno je da meningeomi ¢ine 13-26% svih intrakranijalnih tumora (Marosi i sur., 2008), a
najéesée se pojavljuju u Sestom ili sedmom desetlje¢u zZivota. Meningeomi su, posebno u
pacijenata srednjih godina, znatno ¢es¢i u zena nego muskaraca i to s omjerom 2:1 (Lamszus,
2004).



Svjetska zdravstvena organizacija klasificirala je meningeome u petnaest skupina i tri gradusa

(Tablica 1.).

Tablica 1. Histoloski kriteriji Svjetske zdravstvene organizacije za odredivanje

gradusa meningeoma (Baressi i sur., 2016)

Histoloski tip Gradus Histoloski kriteriji

Meningotelijalni I

Fibrozni I

Tranzicijski I

Sekretorni I

Mikrocisti¢ni I

Psamomski I

Angiomatozni I

Metaplasticni I

Meningeom bogat limfoplazmocitima I

Hordoidni II

Meningeom svijetlih stanica II

Atipicni II 4-19 mitoza/10 HPF ili najmanje 3

od: 1) spontana ili geografska
nekroza, 2) gubitak strukture
(sheeting), 3) istaknuti nukleoli, 4)
male stanice sa visokim odnosom
jezgra/citoplazma, 5)
hipercelularnost

Papilarni I1I

Rabdoidni II1

Anaplasticni (zlo¢udni) 111 >20 mitoza/10 HPF ili morfoloski

izgled nalik karcinomima, sarkomima

ili melanomima

HPF: high power fields



Velika vec¢ina meningeoma klasificirana je kao gradus I (otprilike 70-80%) (Slika 1.) prema
njihovom histolosSkom podtipu i nedostatku histoloskih osobina koje upucuju na malignost samih
tumora (Barresi i sur., 2016). Iako je vecCina meningeoma definiranih kao benigni tromog
biolokog ponasanja, zna¢ajan udio se ponovno pojavijuje (Pecina-Slaus i sur., 2016) nakon

provedenog lijecenja.

Slika 1. Histologija razlicitih benignih meningeoma (gradus I):

A) meningotelijalni B) fibrozni C) tranzicijski D) psamomski E) angiomatozni F) mikrocisticni
G) sekretorni H) meningeom bogat limfoplazmocitima I) metaplasti¢ni (Riemenschneider i
sur., 2006)

Udestalost meningeoma gradusa II (Slika 2.) je otprilike 10-15% (Pe¢ina-Slaus i sur., 2016), a
da bi se neki meningeom svrstao u ovaj gradus mora zadovoljiti jedan ili viSe slijedecih kriterija:
1) prisutnost invazije mozga, 2) 4-9 mitoza po 10 HPF-a, 3) hordoidni ili histotip svijetlih stanica,
4) spontana ili geografska nekroza, gubitak strukture (sheeting), istaknuti nukleoli, male stanice
sa visokim odnosom jezgra/citoplazma, hipercelularnost (barem 3 od navedenih 5) (Barresi i
sur., 2016). Procijenjena stopa povratka potpuno kirurski uklonjenog meningeoma gradusa II je
40% u prvih pet godina (Harter i sur., 2017).



Slika 2. Histologija meningeoma gradusa II:

A) atipicni B) meningeom svijetlih stanica C) hordoidni (Riemenschneider i sur., 2006)

Ucestalost meningeoma gradusa III (Slika 3.) je otprilike 2-5% (Peéina-élaus i sur., 2016). Ovaj
gradus meningeoma je najagresivniji i ima Kklinicke karakteristike sli¢cne ostalim malignim
neoplazmama koje se mogu znacajno infiltrirati u susjedna tkiva te tvoriti metastaze. Ovi
meningeomi su povezani s stopama povratka od otprilike 50-80% (Riemenschneider i sur.,
2006), a dijagnosticirani su ako imaju =20 mitoza po 10 HPF-a ili morfoloski izgled nalik

karcinomima, sarkomima ili melanomima (Barresi i sur., 2016).
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Slika 3. Histologija meningeoma gradusa III: A) anaplasti¢ni B) rabdoidni C) papilarni

(Riemenschneider i sur., 2006)

Osim Sto su histoloski heterogeni, meningeomi iskazuju i veliku citogenetsku raznolikost.
(Pecina-Slaus i sur., 2016). Najcéesca alternacija meningeoma je monosomija kromosoma 22
(Zang, 2001) koji sadrzi tumor supresijski gen NVF2. Meningeomi predstavljaju jednu od glavnih
osobitosti neurofibromatoze tipa 2 (NF2), rijetkog autosomalno-dominantnog poremecaja
uzrokovanog mutacijom NF2 gena koji se nalazi na kromosomskoj regiji 22p12.2 (Pe(:ina-élaus i
sur., 2016). Bialelna inaktivacija ovog gena kao rezultat ima gubitak produkcije merlina
(schwanomin proteina) koji pripada 4.1 skupini strukturnih proteina koji povezuju citoskelet sa

proteinima citoplazmatske membrane (Gusella i sur., 1999). Do ¢ak 75% pacijenata koji pate od
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NF2 poremecaja razviju meningeom tijekom Zivota (Mawrin i sur., 2015). Mehanizam kojim
merlin djeluje kao tumor supresor je slabo razjasnjen, ali se poremecena signalna kaskada koja
dovodi do reorganizacije citoskeleta smatra kritichom za formaciju tumora (Lamszus, 2004).
Druga najcesS¢a abnormalnost kromosoma u meningeoma je delecija p kraka kromosoma 1 i €ini
se kako je upravo ona odlucujudi korak za anaplasticni rast (Zang, 2001). Bitno je joS spomenuti
DAL-1 protein koji pokazuje znacajnu homologiju merlinu te pripada istoj skupini strukturnih
proteina, ima tumor-supresorska svojstva te se nalazi na kromosomskoj regiji 18p11.3.
(Lamszus, 2004). Izostanak ovog proteina je neznatno ¢eS¢i u anaplasticnim (87%), nego u
benignim i atipi¢nim (70-76%) meningeomima Sto ukazuje na vjerojatnost da je to dogadaj koji

se odvija tijekom rane tumorogeneze (Perry i sur., 2000).

Ionizacijsko zracenje lubanje je dobro utvrden faktor rizika za razvijanje meningeoma (Lamszus,
2004), no koji tipovi zracenja i pri kojim dozama predstavljaju rizik joS uvijek je slabo istrazeno
(Wiemels i sur., 2010). Uloga spolnih hormona u genezi meningeoma jos nije razjasnjena, no
sve je viSe dokaza da progesteron pridonosi barem rastu progesteron recepror (PR) pozitivnih
meningeoma kojih je otprilike dvije trecine (Marosi i sur., 2008). Takoder, zabiljezen je povecan
rast meningeoma tijekom lutealne faze menstrualnog ciklusa i trudnoce (Lamszus, 2004) i
povecan rizik od pojave meningeoma ukoliko je pacijent bolovao od raka dojke, no malo je
dokaza da izlozenost egzogenim hormonima kao Sto su hormonska kontracepcija i terapija moze
povecati rizik od razvijanja meningeoma (Custer i sur., 2006). IstraZivanja o ozljedama glave,
uporabi mobilnih telefona i gojaznosti kao rizicnim faktorima za razvijanje meningeoma nisu dala

doslijedne rezultate.

Simptomi meningeoma ovise o samoj lokaciji tumora unutar mozga. Oni najceséi su glavobolja i
slabost u rukama ili nogama, a mogu se pojaviti i napadaji, promjene osobnosti i promjene u
vidu (ABTA, 2014). Trenutna klinicka praksa je da svaki pacijent sa nedavnim ponavljanim
napadajima ili zariSnim neuroloskim simptomima mogucée povezanim s intrakranijalnom masom
treba pristupiti magnetskoj rezonanciji mozga (Marosi i sur., 2008). Velika veéina, oko 80%,
meningeoma se uspjesno lijeci kirurskim zahvatom (McCutcheon, 1996) dok se terapija
radijacijom koristi kod tumora koji se ne mogu kompletno ili uopce kirurski ukloniti, malignih

tumora ili kod ponovne pojave meningeoma u pacijenta (ABTA, 2014).



2.2. Wnt signalni put

Signalni putevi tvore kompleksnu molekularnu mrezu unutar stanice, a njihovo normalno
funkcioniranje odrzava stani¢nu homeostazu (Peéina-élaus i sur., 2016). Wnt signalni put je kroz
evoluciju sacuvan put koji regulira presudne aspekte determinacije stanice, migracije stanice,
neuralnog stukturiranja i organogeneze tijekom razvoja embrija (Komiya i Habas, 2008) te
proliferaciju stanica u tkivima odraslih jedinki. Wnt geni su geni koji kodiraju za proteine s
karakteristicnim uzorkom cisteina u svojoj stukturi, a do danas je otkriveno njih devetnaest.
Upravo su cisteini u Wnt proteinima palmitoilirani Sto se dokazalo kao presudno za njihovu
aktivnost. Vazno je joS naglasiti da su ovi proteini po svojoj strukturi glikoproteini te da ih
stanica izlucuje u ekstracelularni matriks nakon ¢ega se vezu na N-terminalnu cisteinom bogatu
domenu Frizzled (Fz) receptora. Za prijenos Wnt signala je, osim interakcije ovog
transmembranskog proteina i Wnt liganda, potrebna i prisutnost koreceptora kao Sto je npr.
LRP5/6 koiji je bitan u kanonskom Wnt signalnom putu (He i sur., 2004). Takoder, indentificiran
je i odreden broj proteina koji se u ekstracelularnom matriksu veze za Wnt proteine i
onemogucava njihovo vezanje na Fz receptor ili LRP5/6, a svaki od ovih inhibitora je strogo
reguliran tijekom embriogeneze kako bi limitirali ili stvorili gradijent prijenosa Wnt signala
(Kawano i Kypta, 2003). Nakon vezanja Wnt proteina na receptor, signal se prenosi do
citoplazmatskog fosforiliranog proteina Dishevelled (Dsh/Dvl) koji moze stupiti u izravnu
interakciju s Fz receptorom (Wallingford i Habas, 2005). Nakon Sto se signal prenese do
Dsh/Dvl, Wnt signalni put se grana u najmanje 3 kaskade: kanonsku, PCP i Wnt/Ca*".

2.2.1. Kanonski Wnt signalni put

Glavna uloga kanonskog (B-katenin ovisnog) Wnt signalnog puta je akumulacija i unos
citoplazmatskog proteina B-katenina u jezgru, no ovaj signalni put moze biti aktivan i inaktivan
(Slika 4.).
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Slika 4. Kanonska Wnt signalna kaskada: A) inaktivha B) aktivha

P-proteasom (Pecina-Slaus i sur., 2016)

Kada je signalni put inaktivan (Slika 4. A), koli¢ina B-katenin u citoplazmi se regulira i drZi na
niskoj razini. To se postize formacijom B-katenin degradacijskog kompleksa kojeg Cine aksin,
adenomatosis polyposis coli (APC), kinaza glikogen sintaze 3B (GSK3pB) i kazein kinaza 1 (CK1)
(Cliffe i sur., 2003; Hart i sur., 1998; Lien i Fuchs, 2014). Aksin i APC cCine strukturu
degradacijskog kompleksa, a serin/treonin kinaze GSK3 i CK1 fosforiliraju serine na pozicijama
45, 37 i 33 te treonin na poziciji 41 B-katenina (Pecina-Slaus i sur., 2016) ¢ime ga oznacavaju za
daljnju ubikvitinizaciju i, naposlijetku, degradaciju u proteasomu. Kontinuirana eliminacija -
katenina sprijeCava njegov ulazak u jezgru ¢ime se vrsi represija Wnt-ciljanih gena (MacDonald i
sur., 2009).

Kada je Wnt ligand prisutan te kada se veze na Fz receptor i njegov koreceptor LRP5/6, aktivira
se kanonski Wnt signalni put (Slika 4. B). Formacija Wnt-Fz-LRP5/6 kompleksa te regrutacija Dvl

proteina rezultiraju fosforilacijom LRP5/6 i regrutacijom aksina koji se potom veze na fosforilirani

9



LRP5/6. To dovodi do raspadanja B-katenin degradacijskog kompleksa pa se on stabilizira,
akumulira u citoplazmi te translocira u jezgru gdje se veze na LEF/TCF transkripcijske faktore
zamjenjujuéi korepresor TLE i regrutiraju¢i dodatne koaktivatore na Wnt-ciljane gene cime
pocinje njihova transkripcija. Aktiviran Wnt signalni put povezan je sa meningeomima (Pecina-
Slaus i sur., 2016).

Kanonski Wnt signalni put igra klju¢nu ulogu u sudbini stanice tijekom rane embriogeneze te se
¢ini da ne postoji organski sustav ¢iju formaciju on, direktno ili indirektno, ne regulira. Samo ova

c¢injenica naglasava presudnu vaznost ovog signalnog puta (Komiya i Habas, 2008).

2.2.2. Nekanonski Wnt signalni putevi
Nekanonski (B-katenin neovisan) signalni put moze se dalje podijeliti na dvije razli¢ite grane:
PCP put i Wnt/Ca** put.

U PCP signalnom putu, Wnt signal se prenosi preko Fz receptora do Dsh proteina koji se time
aktivira. PDZ i DEP domene Dsh proteina aktiviraju dva paralelna puta koji aktiviraju GTP-aze
Rho i Rac (Wallingford i Habas, 2005). Aktivacija Rho GTP-aze vodi aktivaciji ROCK proteina i
miozina Sto dovodi do modifikacije aktina u citoskeletu i njegove preraspodijele, dok aktivacija
Rac GTP-aze stimulira JNK aktivitet. Osobitost koja definira ovaj signalni put je njegova
regulacija aktinskog citoskeleta i njegova usmjerena migracija. Takoder, smatra se da on

funkcionira neovisno o transkripciji (Komiya i Habas, 2008).

Wnt/Ca®* signalni put modulira kanonski signalni put u formaciji dorzalne osi i PCP signalni put u
pokretanju stanica tijekom gastrulacije na nacin da Wnt/Fz signal vodi do unutarstani¢nog
otpustanja Ca’* ¢&ja akumulacija aktivira Ca**-osjetljive proteine PKC (Sheldahl i sur., 2003) i
CamKII (Kuhl i sur., 2000). CamKII aktivira kinaze koje djeluju kao antagonisti B-katenina/TCF

prijenosu signala, a PKC regulira procese separacije tkiva tijekom gastrulacije.
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2.3. E-kaderin

Kaderini su skupina glikoproteina koji pripadaju kalcij-ovisnim molekulama koje sudjeluju u
adheziji stanica. Ovi glikoproteini su eksprimirani u razlicitim tkivima, posreduju u adheziji
stanica kroz homotipicno vezanje te su vezani na aktinski citoskelet pomocu katenina (B-
katenin/armadillo, y-katenin i a-katenin). Najbolje su opisani E-kaderin i N-katenin koji imaju
vaznu ulogu u formaciji tkiva tijekom gastrulacije, neurulacije i organogeneze (Barth i sur.,
1997).

E-kaderin se nalazi na povrsini epitelnih stanica u regijama medustani¢nog kontakta koji se jos
naziva i adherentna veza. Njegova uloga je odrzavanje adhezije epitelnih stanica za sto je
potrebna njegova kontinuirana ekspresija i funkcionalna aktivnost. U njegovu odsustvu, mnogi
drugi proteini koji sudjeluju u stani¢noj adheziji i stani¢nim vezama nisu sposobni odrzati
medustani¢nu povezanost (Gumbiner, 1996) zbog cega se smatra da se E-kaderin ponasa kao

vazan supresor tumora.

Ljudski E-kaderin gen CDH1 se nalazi na kromosomskoj regiji 16g22.1 i sastoji se od otprilike
100 kb. Identificirano je Sesnaest egzona duljine izmedu 111 i 2245 pb i petnaest introna duljine
izmedu 120 pb i 65 kb. Takoder, detektirana je i 5’ regija bogata CpG na intronu 1 koji se nalazi
izmedu egzona 1 i egzona 2 te se pretpostavlja da ta ona ima ulogu u regulaciji transkripcije

tijekom embriogeneze (Berx i sur., 1996).

CDHI kodira za glikoprotein E-kaderin (120 kDa) koji se sastoji od velike ekstracelularne
domene, transmembranskog segmenta i kratke citoplazmatske domene (Slika 5). Na
citoplazmatskoj strani membrane, aktinski filamenti su povezani s E-kaderinom preko kompleksa
kojeg Cine a-katenin i B- ili y-katenin. B- ili y-katenin se veze na C-terminalni kraj E-kaderina, a
na jedan od ta dva katenina se veze a-katenin povezujuci ga tako s aktinskim citoskeletom. C-
terminalna citoplazmatska domena od oko 150 aminokiselinskih ostataka regulira funkciju
medustanicnog povezivanja ekstracelularne domene, vjerojatno preko interakcija sa
citoskeletom (Pecina-Slaus, 2003). Jukstamembranska regija citoplazmatskog repa E-kaderina je
identificirana kao funkcionalno aktivna u podrzavanju kaderinskog grupiranja i adhezivne snage,
a jedan od proteina koji sudjeluje u tome je p120“ (Yap i sur., 1998). Struktura ekstracelularne
domene E-kaderina sastoji se od pet uzastopno ponovljenih regija koje sadrze po 100
aminokiselinskih ostataka od kojih najveci dio sadrzi mjesta s adhezivnom aktivnoséu, a izmedu

ponavljanih regija se nalaze vezna mjesta za kalcijeve ione. Ekstracelulrne domene E-kaderina
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se lateralno dimeriziraju, a paralelni dimeri se povezuju s dimerima susjedih stanica tvoreci tako

mjesta adhezije (Pecina-Slaus, 2003).

Slika 5. Shematski prikaz E-kaderina u adherentnoj vezi:

CM — citoplazmatska membrana, AJ — adherentna veza, ED — ekstracelularna domena, ID —
intracelularna domena, AC — aktinski citoskelet, 1 — B-katenin, 2 — a-katenin, 3 — p120 (Pecina-
Slaus, 2003)

2.3.1. Uloga E-kaderina u Wnt signalnom putu

Kao Sto je prethodno spomenuto, E-kaderin je ukljucen u odrzavanje strukture epitelnog tikva i
op¢e homeostaze. Medustani¢na adhezija koja se odrzava preko kaderina je regulirana s
nekoliko puteva prijenosa signala, a postoje i dokazi da kaderini, osim Sto su ciljne molekule u
prijenosu signala, i sami moguce Salju signale koji reguliraju osnovne stanicne procese u jezgru
pomocu B-katenina. Stani¢ni mehanizmi prijenosa signala i mehanizmi adhezije se smatraju
blisko povezanim mehanizmima cije komponente imaju dvije ili viSe uloga te se ispreplicu u
signalno-strukrurnu mrezu (Pecina-Slaus, 2003), no nije dokazano utjece li medustani¢na

adhezija na prijenos B-katenin ovisnog signala niti na njegov unos u stanicu.
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Smatra se se da je E-kaderin indirektni modulator Wnt signalnog puta te da njegova tumor-
supresorska aktivnost potjeCe od vezanja B-katenina cime se antagonizira njegova funkcija
prijenosa signala u stanicu, no to vrijedi samo za one E-kaderine koji imaju regiju za vezanje B-
katenina na svojoj citoplazmatskoj domeni. Takoder, moguée je i da se aktivnost Wnt signalnog
puta indirektno mijenja kod poremecaja veze izmedu E-kaderina i B-katenina Sto bi povecalo

koncentraciju B-katenina u jezgri (Pecina-Slaus i sur., 2016)

Jedno istrazivanje u kojem se koristila stani¢na linija kolorektalnog tumora SW480 identificirala
je dvije funkcionalno razli¢ite citoplazmatske skupine B-katenina Sto dovodi do pretpostavke da
postoje mehanizmi koji reguliraju prijenos signala pomoc¢u B-katenina uz mehanizme kontrole
njegove koncentracije u stanici. Manja od dvije skupine se moze vezati za kaderin i TCF, a veéa
ne pa se smatra da ona nema ulogu u prijenosu signala. Iz ovoga je izveden zakljucak da E-
kaderin mozda moze selektivno vezati B-katenin iz transkripcijski aktivne skupine bez da pritom
poremeti njegovu preraspodjelu izmedu citoplazme i jezgre (Gottardi i sur., 2001). Biokemijske

promjene koje dovode do postojanja strukturno razlicitih skupina B-katenina joS nisu poznate.

2.3.2. Uloga E-kaderina u meningeomima

Kontrola medustani¢ne adhezije i stani¢ne mobilnosti kljucni su mehanizmi odgovorni za
nastanak tumora i njihovu progresiju. Smanjena ekspresija tumor-supresora E-kaderina se
smatra jednim od glavnih molekularnih dogadaja upletenih u disfunkciju medustanic¢ne adhezije
koji poti¢e invazivnost i metastaziranje tumora (Pedina-Slaus, 2003). Kao $to je ve¢ navedeno,
E-kaderin se smatra indirektnim aktiviratorom Wnt signalnog puta jer se poremecajem veze B-
katenina i E-kaderina podize koncentracija B-katenina u citoplazmi, a smanjuje koli¢ina B-
katenina u membrani. Manjak membranskog B-katenina i/ili E-kaderina u meningeomima

ukazuje na moguénost izmjenjene interakcije stanica meningeoma (Brunner i sur., 2006).

U istraZivanju koje su proveli Pe¢ina-Slaus i sur., uocen je gubitak heterozigotnosti (LOH) CHD1
gena u 32% uzoraka meningeoma od kojih je 56% imalo i smanjenu ekspresiju E-kaderina.
Takoder, dokazana je i znacajna meduovisnost genetskih promjena CHDI gena i lokalizacije B-
katenina u jezgri — kod 75% uzoraka koji su pokazivali genetsku nestabilnost, B-katenin je bio
pronaden u jezgri, a kod slucajeva kod kojih nije detektirana genska nestabilnost, B-katenin je

bio primarno lokaliziran u membrani ili ga se nije moglo detektirati (Pec¢ina-Slaus i sur., 2009).
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Pad ekspresije E-kaderina zabiljeZen je u velikom broju benignih meningeoma (Pecina-Slaus i
sur., 2009; Zhou i sur., 2010) Sto ukazuje na vjerojatnost da je E-kaderin molekula koja
sudjeluje u razvoju razlicitin histoloskih tipova meningeoma. Takoder, usporedujuéi sva tri
gradusa meningeoma (Tablica 2.) moZzemo uociti da meningeomi viSeg gradusa pokazuju veci

pad ekspresije E-kaderina kao i manju koncentraciju B-katenina u citoplazmi i/ili membrani.

Tablica 2. Razine ekspresije E-kaderina i B-katenina u meningeomima razlicitog

patoloskog gradusa (Zhou i sur., 2010)

patoloski - _ - _
d n ekspresija E-kaderina ekspresija B-katenina
gradus
- + ++ +++ - + ++ +++
I 41 3 15 15 8 7 8 16 10
II 3 2 1 0 0 2 0 1 0
III 5 5 0 0 0 4 1 0 0

Uocen je i odnos razina ekspresije E-kadeina i B-katenina u membrani i/ili citolazmi i agresivnosti
meningeoma (Tablica 3.) iz kojeg mozemo zakljuciti da se E-kaderin i B-katenin potencijalni
negativni regulatori invazivnosti tumora. Kod invazivnih meningeoma je pronaden i vedi pad
ekspresije ovih dvaju proteina u membrani i/ili citoplazmi u njihovim ekspanzivnim dijelovima
dok je u sredistu meningeoma taj pad ekspresije manji Sto bi moglo znaciti da su smanjenje
koncentracija ovih proteina koji sudjeluju u medustani¢noj adheziji i povecana proliferativna
aktivnost u nekom odnosu. U tom slucaju, to bi moglo dovesti do boljeg razumijevanja

mehanizma ekspanzije meningeoma (Utsuki i sur., 2005).
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Tablica 3. Odnos razina ekspresije E-kaderina i B-katenina i agresivnosti

meningeoma (Zhou i sur., 2010)

invazivhost n ekspresija E-kaderina ekspresija B-katenina
postotak postotak
- + ++ +++4+ pozitivnih - + ++ +++ pozitivnih
uzoraka uzoraka

invazivni 15 8 5 1 1 46,67% 10 4 1 0 33,33%
neinvazivni 34 2 11 14 7 94,12% 4 5 15 10 88,24%

U meningeomima koji su se vratili nakon uspjesno provedenog lijeenja, pronadena je ekspresija
E-kaderina identicna onoj u primarnim neoplazmama uz iznimku onih slucajeva s malignom
progresijom gdje je ekspresija izostala. Takoder, u promatranim slu¢ajevima metastaziraju¢ih
meningeoma nije pronadena ekspresija E-kaderina niti u primarnim tumorima niti u njihovim

metastazama (Schwechheimer i sur., 1998).

Bududi da je ekspresija E-kaderina, kao i ekspresija i lokacija B-katenina, u ofitom odnosu sa
meningeomima, to bi moglo imati vazne implikacije u razvoju novih ciljanih terapija ovih tumora

srediSnjeg ziv¢anog sustava (Zhou i sur., 2010).

15



2.4. APC

U sisavaca su pronadena dva adenomatus polyposis coli (APC) gena: APCi APCZ/APCL. Ljudski
APC gen lokaliziran je na kromosomskoj regiji 5g21 te je organiziran u 16 egzona koji kodiraju
za protein koji sadrzi 2843 aminokiselinska ostatka, a eksprimiran je u specificnim epitelnim i
mezenhimskim stanicama u fetalnim i tkivima odraslih jedinki (Groden i sur., 1991). Homolog
genu APC je gen APCZ/APCL koji se nalazi na kromosomskoj regiji 19p13.3 te kodira za protein
dug 2303 aminokiselinska ostatka. APCZ2 je eksprimiran u velikim koncentracijama u mozgu, no
njegova uloga u odrzavanju homeostaze te tumorogenezi nije razjasnjena. Takoder, smatra se
da ovaj protein vjerojatno ne moze kompenzirati tumor-supresorsku aktivnost APC-a u slucaju
njegovog nedostatka (Aoki i Taketo, 2007). Svi otkriveni geni APC skupine eksprimiraju proteine
koji imaju slicne N-terminalne dimerizacijske domene, armadillo-ponavljaju¢e domene te
katenin-vezujuce i regulaturne domene, ali se razlikuju u domenama na C-terminalnom kraju
(Rothwell-Jarrett i sur., 2001).

APC (312 kDa) je multifunkcionalan tumor-supresorski protein sa viSe strukturnih domena. Na
svom N-terminalnom kraju sadrZi oligomerizacijsku domenu koju slijedi sedam ponavljanja
armadillo regije. Na armadillo-ponavljaju¢u domenu se vezu dva proteina: Asef, GDP/GTP-
zamjenjujuci protein za G protein Rac, i KIF3 koji veZe kinezin i regulira transport vezikula na
mikrotubulima (Kikuchi, 2003). Slijede tri uzastopna ponavljanja regija od 15 aminokiselinskih
ostataka i sedam ponavljanja regija koje sadrze po 20 aminokiselinskih ostataka, a na obje vrste
ponavljanja se moze vezati B-katenin. Medu ponavljaju¢im regijama od po 20 aminokiselinskih
ostataka se nalaze i tri SAMP regije na koje se veZe aksin. Dalje slijedi regija koja direktno veze

mikrotubule te C-terminalne domene koje vezu EB1 i DLG proteine (Polakis, 1997).

APC moze formirati komplekse s kateninima (Rubinfeld i sur., 1993; Su i sur., 1993) pa se
njegovim direktim vezanjem na B- ili y-katenin, koji stvaraju vezu s a-kateninom, a on konacno s
aktinskim citoskeletom, uspostavlja indirektna veza izmedu APC-a i aktinskih filamenata.
Kontrolom aktinskog citoskeleta APC regulira polarnost i pokretljivost stanice (Akiyama i
Kawasaki, 2006). Takoder, buduéi da se B- i y-katenin vezu na E-kaderin koji je glavna molekula

u medustani¢noj adheziji, pretpostavlja se da APC moZda ima utjecaj i na taj mehanizam.

APC se mozZe nadi i na krajevima mikrotubula na koje se moze vezati i koje moze stabilizirati Sto

indicira mogucnost da APC regulira mikrotubulnu mrezu te ima ulogu u procesima u kojima
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mikrotubuli sudjeluju kao Sto su formacija diobenog vretena i stani¢na pokretljivost (Akiyama i
Kawasaki, 2006).

U mitozi, APC je lokaliziran na vanjskoj strani kinetohora gdje se mikrotubuli vezu na
kromosome (Fodde i sur., 2001). Mutacije u APC genu zato mogu izazvati kromosomsku
nestabilnost koja se ocituje u greSkama u kromosomskoj segregaciji te aneuploidiji (Akoi i
Taketo, 2007).

2.4.1. Uloga APC-a u Wnt signalnom putu
APC ima glavnu ulogu u supresiji kanonskog Wnt signalnog puta ¢ime sprijeCava transkripciju

Whnt-ciljnih gena i to vjerojatno kroz vise razliCitih mehanizama.

Prva i najvaznija uloga APC-a je njegovo sudjelovanje u B-katenin degradacijskom kompleksu.
Aksin vrlo vjerojatno sluzi kao osnova na koju se vezu GSK3p i B-katenin ¢ime se omogucuje
njihova medusobna interakcija (Peifer i Polakis, 2000). APC potom veze B-katenin i aksin, Sto
povecava afinitet aksin-B-katenin interakcije i vjerojatno povecava sposobnost aksina da potice
degradaciju B-katenina (Ha i sur., 2004). Jedna od pretpostavki je ta da vezanjem na aksin, APC
se aktivira na nacin da on sad omogucava fosforilaciju B-katenina pomocu GSK3B (Kikuchi,
2003). Nakon fosforilacije pomoc¢u GSK3pB koja za rezultat ima povecanje afiniteta APC-a za B-
katenin (Peifer i Polakis, 2000), APC i aksin se natjeCu za vezanje iste regije B-katenina Sto
dovodi do pretpostavke da APC na taj nacin uklanja fosforilirani B-katenin s aksina da bi se on
mogao ubikvitinizirati te da bi aksin bio slobodan za slijedecu fosforilizaciju B-katenina
(Kimelman i Xu, 2006; Xing i sur., 2003).

Nadalje, APC promice iznos B-katenina iz jezgre Sto ga klasificira kao supresor B-katenin-ciljnih
gena (MacDonald i sur., 2009), veze se na B-katenin sprijeCavajuci njegovu interakciju s TCF
(Neufeld i sur., 2000; Rosin-Arbesfeld i sur., 2003) te moze inhibirati B-katenin/TCF-ovisnu

transkripciju direktnom interakcijom s represorskim kompleksom (Aoki i Taketo, 2007).

Primjeéen je i pozitivan utjecaj APC-a na Wnt signalni put kroz njegovo poticanje degradacije
aksina. Aksin, takoder, moze olakSavati degradaciju APC-a Sto ukazuje na Cinjenicu da postoji
neka vrsta medusobne regulacije koncentracija. Mehanizmi degradacije APC-a i aksina, koje su
ovisne o proteasomu, nisu jos definirani (MacDonald i sur., 2009).
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2.4.2. Uloga APC-a u meningeomima

Uloga APC-a u meningeomima je joS uvijek dosta nerazjasnjena. Pedina-Slaus i sur. su proveli

istrazivanje o ulozi Wnt signalnog puta u meningeomima analizirajuci pritom klju¢ne molekule

tog puta medu kojima je i APC, njegov negativni regulator. Testirana je genetska nestabilnost

APC gena koristenjem dvaju markera: Rsa I na jedanaestom egzonu i Msp I na petnaestom. Od

32 heterozigotna pacijenta 47% ih je imalo LOH, a LOH oba ispitivana egzona imalo je 22%.

Promjena u APC genu detektirana je u 47% razlicitih histoloskih tipova benignih meningeoma

Sto navodi na zakljuéak da promjene u APC genu imaju vaznu ulogu u mehanizmu formacije

meningeoma (Pecina-Slaus i sur., 2008).

Takoder, ispitivano je imaju li promjene u APC genu utjecaja na ekspresiju APC proteina (Tablica

4.) te je utvrdeno da 66,7% uzoraka s LOH-om APC gena nije eksprimiralo APC protein, a da je

33,3% eksprimiralo mutirani APC protein. Mozemo zakljuciti da genetske promjene imaju znatan

utjecaj na ekspresiju.

Tablica 4. Odnos prisutnosti LOH-a APC-a i ekspresije APC proteina (Pecina-Slaus i

sur., 2008)
APC protein Ukupno
Bez ekspresije Ekspresija wt-a Mutirani protein
APC O/N % O/N % O/N % O/N %
LOH nije prisutan 3/13 23,1 10/10 100,0 4/9 44,4 17/32 53,1
LOH prisutan 10/13 76,9 5/9 55,6 15/32 46,9
Ukupno 13 100,0 10 100,0 9 100,0 32 100,0

O — broj detektiranih slucajeva
N — broj analiziranih individua

wt — divlji tip
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Otkriven je i znatan utjecaj LOH-a APC gena na ekspresiju i lokalizaciju B-katenina (Tablica 5.).

Kod svih uzoraka koji su imali LOH gena, B-katenin je lociran u jezgri ili citoplazmi dok je kod

onih uzoraka kod kojih je LOH izostao B-katenin pronaden ili primarno u membrani ili se nije

mogao detektirati.

Tablica 5. Odnos prisutnosti LOH-a APC-a i ekspresije te lokalizacije B-katenina

(Pecina-Slaus i sur., 2008)

Bez ekspresije

APC O/N %

LOH nije prisutan 5/5 100,0
LOH prisutan

Ukupno 5 100,0

B-katenin

Membranski

O/N %

9/9 100,0

9 100,0

Citoplazmatki i

jezgreni

O/N

3/18
15/18

18

%

16,7
83,3

100,0

Ukupno
O/N %
17/32 53,1
15/32 46,9

32 100,0

O — broj detektiranih slucajeva

N — broj analiziranih individua
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3. ZAKLJUCAK
Wnt signalni put dijeli se na kanonski i nekanonski signalni put. U njemu sudjeluju brojne

molekule medu kojima su i E-kaderin i APC.

E-kaderin je ukljuen u odrZavanje strukture epitelnog tkiva i ople homeostaze, a postoje i
naznake da, osim Sto je ciljna molekula u prijenosu signala u signalnim putevima u kojima
sudjeluje, i sam Salje signale u jezgru stanice pomocu B-katenina. Takoder, smatra se i da je E-
kaderin indirektni modulator Wnt signalnog puta te da njegova tumor-supresorska aktivnost
potjeCe od vezanja B-katenina ¢ime se antagonizira prijenos Wnt signala u stanicu. Primjeéeno
je da genetske promjene u CDHI koji kodira za E-kaderin utjeCu na smjeStaj B-katenina u
stanici, odnosno na njegovo premjestanje iz membranu u citoplazmu i/ili jezgru Sto je
najvjerojatnije zbog poremecene veze. Pad ekspresije E-kaderina pronaden je u mnogim
histoloSkim tipovima meningeoma, a pokazana je i korelacija izmedu pada ekspresije i
agresivnosti samog tumora, moguénosti metastaziranja i ekspanzije. Logicno objasnjenje je da
pad ekspresije potpuno funkcionalnog E-kaderina uzrok disfunkcije medustani¢ne adhezije sto

potiCe invazivnost tumora.

APC je multifunkcionalan tumor-supresor. On moze formirati komplekse s kateninima te preko
indirektne veze s aktinskim filamentima regulirati polarnost i pokretljivost stanice. Buduéi da se
veze na katenine koji mogu biti u kompleksu s E-kaderinom, smatra se da ima ujecaj i na
mehanizam medustani¢ne adhezije. APC se moze naéi na vanjskoj strani kinetohora gdje se
mikrotubuli vezu na kromosome i na krajevima mikrotubula Sto indicira mogucnost da on
regulira mikrotubulnu mrezu te ima ulogu u procesima u kojima mikrotubuli sudjeluju kao Sto su
formacija diobenog vretena i stani¢na pokretljivost, no njegova posebno promotrena uloga u
ovom radu je uloga u supresiji kanonskog Wnt signalnog puta ¢ime se sprije¢ava transkripcija
Whnt-ciljnih gena i to vjerojatno kroz viSe razliCitih mehanizama: sudjelovanjem u B-katenin
degradacijskom kompleksu, promicanjem iznosa B-katenina iz jezgre, vezanjem na [B-katenin
sprijeCavajuéi njegovu interakciju s TCF te inhibicijom B-katenin/TCF-ovisne transkripcije
direktnom interakcijom s represorskim kompleksom. Promjene u APC genu imaju vaznu ulogu u
mehanizmu formacije meningeoma kroz promjenu ekspresije APC proteina, odnosno njen pad, i

promjenu lokacije B-katenina u stanici.
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UnatoC svim navedenim saznanjima, E-kaderin i APC su joS uvijek dosta neistrazeni proteini u
podruéju meningeoma i opéenito, a daljnja istrazivanja mogla bi omoguditi razvitak ciljanih

terapija ovih tumora.
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5. PRILOZI

5.1. Popis koristenih kratica

APC — adenomatous polyposis coli

APCL/APC2 — adenomatous polyposis coli-like/2

Asef - APC-stimulated guanine nucleotide exchange factor
CamKII — calcium/calmodinum-dependent protein kinase
CDH1 - cadherin-1

CK1 - casein kinase 1

DAL-1 — differentially expressed in adenocarcinoma of the lung-1
DEPdomena — Dishevelled, Egl-10 and Pleckstrin domain
DLG - diiscs large protein

DNA — deoxyribonucleic acid

Dsh/Dvil — Dishevelled/Dishevelled in mammals

EB1 — end-binding 1

Fz receptor — Frizzled receptor

G-protein — guanine nucleotide-binding protein

GDP — guanosine djphosphate

GSK3B - glycogen synthase kinase 3

GTP — guanosine triphosphate

HPF — high power fields

INK = c-Jun N-terminal kinase



kb - kilobaza

KIF3 — kinesin superfamily protein 3

LEF/TCF — T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor

LOH — /oss of heterozigosity

LRP5/6 — /low density lipoprotein-related receptor 5 or 6

Msp I — restrikcijski enzim izoliran iz Moraxella sp.

NF2 — neurofibromatosis type 2

p120“™ - catenin delta-1 protein

pb — parovi baza

PCP — planar cell polarity

PKC - protein kinase C

PR — progesterone receptor

ROCK — Rho-associated protein kinase

Rsa I — restrikcijski enzim izoliran iz Rhodopseudomonas sphaeroides
SAMP-ponavljajuca regija — serin-alanin-metionin-prolin-ponavljajuca regija
SZS — sredisnji Zivéani sustav

TLE - transducin-like enhancer

WHO — World Health Organisation



Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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