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Ny forskning visar nu pa molekylar niva hur receptorer av gruppen Frizzled (FZD)
aktiveras och fungerar som G-proteinkopplade receptorer. En mer grundlaggande
forstdelse av aktiveringsmekanismerna ger béttre insikt hur WNT-proteiner binder

och aktiverar FZDs.

Dessutom visar upptackten pa de forsta smamolekyldra substanserna som direkt
paverkar FZDs och darmed att det faktiskt 4r mojligt att angripa denna receptorfamilj
farmakologiskt. Da manga olika tumorformer karakteriseras av en 6kad WNT-signa-
lering skulle terapier som angriper FZDs tjdna som ett komplement till dagens cancer-
behandling, skriver docent Gunnar Schulte, forskargruppsledare vid Institutionen
for fysiologi och farmakologi, Karolinska Institutet.

ellulir signalering via en uppsjo av olika signalvigar
‘ maste vara 1 balans for att bibehalla homeostas i en

frisk vivnad. Overaktivering av signalvigar till ex-
empel genom mutation av onkogener stor balansen och kan
dirmed leda till 6kad celldelning och tumoérinitiering. On-
kogenen KRAS ir ett klassiskt exempel ddr mutationer le-
der till ett konstitutivt aktivt signaleringsprotein som okar
cellernas formaga att dela pa sig dramatiskt. For lite drygt
trettio ar sedan uppticktes ett protoonkogen som orsakar
brostcancer och som kallades intl och som sedan pa grund
av sin homologi till genen wingless i Drosophila melanogaster
doptes till WINT1. WNT1 dr ett av 19 signalproteiner som
utgdr WNT-familjen i manniskan och som utséndras av
manga av kroppens celler for att koordinera bade fosterut-
vecklingen och vidvnadshomeostas (Clevers and Nusse,
2012). WNT-proteinerna tjinar som extracelluldr ligand till
en rad transmembranreceptorer sasom Irizzled 1-10
(FZD1-10) och LDL receptor-related protein 5/6 (LRP5/6).
WNT-bindning till receptorerna initierar det som kallas for
WNT/B-cateninsignalering, dir B-catenin modulerar gen-
transkription med bland annat 6kande proliferation som
foljd. Manga komponenter av denna signalvig har linkats
till cancerogen signalering i olika tumorformer (Nusse and
Clevers, 2017). Mutationer 1 proteinet adenomatous polypo-
sis coli (APC), som har knutits till koloncancer i ung alder
och dr muterad i ca 85 procent av alla koloncancer-patienter,
ligger 1 topp. Funktionell APC dr en central inhibitor av

WNT/B-catenin signalering och mutationerna paverkar
denna inhiberande effekt, ett fynd som aterigen understry-
ker att dveraktiv WNT-signalering leder till cancer. Okad
WNT-signalering har pavisats i manga olika cancerformer,
bland annat i olika epitelkarcinom, den storsta gruppen av
humana tumérer. Den stora betydelsen av WNT-signaler
for tumorutvecklingen for med sig ett stort intresse att an-
gripa denna signalvig farmakologiskt (Blagodatski et al.,
2014; Koval and Katanaev, 2012; Shaw et al., 2019).

FZDS SOM G-PROTEINKOPPLADE RECEPTORER

WNT-proteiner binder och aktiverar FZDs, en receptorfa-
milj som star i fokus i min forskargrupp. FZDs liknar struk-
turellt och funktionellt klassiska G-proteinkopplade recep-
torer (GPCR) sasom adrenalin-, histamin- eller dopamin-
receptorer, dven om funktionen av FZDs som GPCR har
varit omstritt (Malbon, 2011). Trots att det varit kint att
FZDs dar WNT-receptorer i mer 4n 20 ar 4r mekanismerna
bakom WNT-inducerad FZD-aktivering timligen oklara.
Efter de senaste arens forskning och nyligen publicerade
resultat framkommer det nu att FZD-aktiveringen i WNT/
-cateninsignalvigen skiljer sig fundamentalt frin den hete-
rotrimera G-proteinkopplade aktiviteten av dessa receptorer
(Bowin et al., 2019)Karolinska Institutet, Biomedicum
(6D). De senaste tio aren har jag forskat for att forsta om
och hur FZDs aktiverar heterotrimera G-proteiner, med
andra ord pa vilket sitt FZDs formar aktivera likande in-
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tracelluldra forindringar som adrenalin- histamin- eller
angiotensinreceptorer. Tanken bakom édr och var inte bara
av ren akademisk natur, for att forstar hur FZDs fungerar,
men drevs framf6rallt av idén att kunna paverka FZDs pa
samma sitt som man idag anvinder betablockerare, anti-
histaminer eller angiotensinreceptorblockerare. GPCRer
har under lang tid utnyttjats framgangsrikt som malmole-
kyler for effektiva terapier — varfor skulle man inte kunna
astadkomma samma framgang genom att angripa FZDs? 1
nuldget finns inga sma molekyler som agerar pa FZDs som
agonister eller antagonister. Daremot har de senaste forsk-
ningsronen, som baseras pa direkt mitning av FZD-akti-
vering genom att synliggdra konformationsindringar i re-
ceptormolekylen eller interaktioner med heterotrimera G-
proteiner eller genom mitning av G protein-beroende sig-
nalvigar, 6kat de tekniska forutsittningarna for att leta ef-
ter molekyler som paverkar FZDs. Cancerbehandling med
molekyler som antingen tivlar med WNTs om FZD-bind-
ningen som neutrala antagonister eller som samtidigt mins-
kar FZD-aktivitet, sa kallade inversa agonister, skulle er-
bjuda ett bra komplement till dagens cancerbehandlingien
viss subgrupp av tumérer. Tumorer som karaktiriseras av
héga WNT-nivéer, jimfért med tumorer som drivs av mu-
tationer i nedstromskomponenter som APC, skulle vara
limpliga mal f6r behandlingen.

AKTIVERANDE FZD-MUTATIONER | CANCER

En nira sliktning till FZDs dr Smoothened (SMO), en
transmembranreceptor som formedlar hedgehog-signaler
och som har beskrivits som tumérdrivande onkogen, till
exempel for basalcellskarcinom. Varken SMO eller FZD, ,,
visar en sirskilt hog frekvens av mutationer i olika tumorer
jamfort med onkogenerna p53 eller KRAS. En analys av
The Cancer Genome Atlas (TCGA), en databas som till-
handahaller sekvensinformation och mutationsanalys av
tusentals olika cancerfall, visar dock att hela receptorfamil-
jen, det vill siga FZD,,, och SMO, har en mutations-"hot
spot” pa en basisk aminosyra i nedersta delen av transmem-
branhelix 6 (Figur 1). Noggrann analys av denna region i
receptormolekylen identifierade en sa kallad molekylir
switch, det vill sdga en region som ir essentiell for recep-
toraktiveringen (Wright et al., 2019). En intakt switch hal-
ler receptorn —i franvaron av WNT —1i ett inaktivt tillstand.
Diremot underlittar en mutation i denna region basal och
WNT-inducerad aktivering av receptorn, det vill siga mu-
tationen Okar receptorernas konstitutiva aktivitet. Dessut-
om ir den ovannimnda mutationen i SMO, som ir en tu-
mordrivande mutation, lokaliserad i just denna molekyldra
switch. Som en proof-of-principle fér hypotesen tjinar fyn-
det att likemedelsbehandling av muterad och 6veraktiv
SMO med cyclopamin, en antagonist/invers agonist, mins-
kar tumortillvixt genom att minska receptorns konstitutiva
aktivitet (Taipale et al., 2000). Aven om vi i nuliget inte vet
om mutationer i FZD’s molekylira switch driver tumorini-
tiering och -tillvixt, foreslar vi hir att anvindning av FZD-
selektiva inversa agonister och antagonister kommer kunna
anvindas for framtida cancerterapier (Kozielewicz et al.,
2019; Schulte and Wright, 2018).
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FARMAKOLOGISK BEHANDLING AV CANCER

GENOM MINSKNING AV FZD-AKTIVITET

Rent praktiskt uppstar det ddremot ett problem vad det gil-
ler att farmakologisk angripa FZDs — det finns nimligen
inga sma molekylira substanser beskrivna som paverkar
FZDs, varken som agonist, antagonist eller inversa agonis-
ter. Men dven hir banar vér forskargrupp vigen genom
upptickten av sma molekyler som binder och aktiverar
FZDs som partiella agonister (Kozielewicz et al., 2020).
Aven om agonister inte dr sirskilt 6nskvirda for cancerbe-
handlingen da en 6kad aktivering av FZDs bor undvikas,
Oppnas nu dorren for ett mer systematiskt sokande efter
substanser som binder FZDs och verkar som antagonister
eller inversa agonister. Genom ett struktur- och mekanism-
baserat tillvigagangssitt 4r det nu mojligt att driva likeme-
delsutvecklingen av substanser som skulle kunna — inom
en snar framtid — visa sin potential som komplement till
existerande cancerbehandlingar. Det 4r fortfarande en ling
vig kvar men de senaste forskningsronen har dntligen be-
rett vigen for att angripa en helt ny cancerrelevant verk-
ningsmekanism, nimligen aktiveringen av de tio FZD sub-
typerna (FZD, ). Dessutom idr dessa tio FZD subtyper
tillrdckligt olika for att det verkar vara mojligt att utveckla
subtyp-selektiva substanser. I kombination med en ’perso-
nalized medicine”-approach dir tumoérerna karaktiriseras
med hinsyn till deras WNT och FZD-uttryck (och muta-

Figur 1. Receptormodellen visar den relativa variationen inom alla Klass F
receptorer (FZD1-10, SMO) med hansyn till mutationer i cancerpatien-
ter (rod) och naturlig variation i normalpopulationen (bld). Ju mer
intensiv fargen ar desto storre antal mutationer representeras. Den
réda aminosyran i nedersta delen av helix 6 visar pd en mutations-
"hotspot” i denna receptorfamilj med relevans for receptoraktivering
och cancerutveckling (se dven Wright and Kozielewicz et al 2019).
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Bilden visar en datorsimulering dér en ligand (lila) binder till en Frizz-
led-receptor (FZD6; vitt band) som dr inbdddad i plasmamembranet.

tionerna) skulle subtyp-selektiva FZD-antagonister eller
inversa agonister kunna sittas in beroende pé vilka FZDs
som ir relevanta mal i den enskilda patienten. Tidigare fynd
understryker att vissa FZDs associeras med olika tumérer
dir till exempel FZD; ir centralt f6r utvecklingen av buk-
spottskortelcancer (Steinhart et al., 2017), FZD, och FZD,
ir relevanta for gastrointestinala tumérer (Corda and Sala,
2017; Flanagan et al., 2017), FZD,, fo6r synovialkarcinom
(Nagayama et al., 2005) och FZD; styr cellproliferation i
trippelnegativ brostcancer (Yang et al., 2011). Da WNT/
FZD signalering dr ytterst viktigt for att uppritthalla krop-
pens stamcellsnicher, till exempel i tarmepitelet, minskar en
subtypsselektivitet och skriddarsydd anvindning av FZD-
inaktiverande substanser risken for oonskade bieffekter.

Forhoppningen dr nu att en translationell koordination
kan driva pa bade utveckling och validering av FZD-anta-
gonister och inversa agonister i patient- och tumorrelevan-
ta cell- och djurmodeller. Var forskargrupp kommer att
verka for att dessa prekliniska fynd kan nidrma sig kliniken
sa att denna kunskap kommer patienterna till gagn snarast
mojligast.

Fotnot: Forskningen i Gunnar Schultes forskningslabora-
torium stods av Karolinska Institutet, Vetenskapsradet,
Cancerfonden, Novo nordiskfonden, Stiftelsen Olle Eng-
kvist Byggmaistare, Emil och Wera Cornells Stiftelse, Marie
Curie I'TN WatsApp (http://www.wntsapp.cu) och Science
for Life Laboratory samt SNIC (Swedish National In-
frastructure for Computing).
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