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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Naczynia krwionosne majg istotny wplyw na wzrost nowotworéw. Zahamowanie proliferacji komé-
rek $rédblonkowych naczyn przez leki antyangiogenne prowadzi do zahamowania wzrostu guzéw
pierwotnych i przerzutéw. W czasie dlugotrwalej terapii komérki srédblonkowe mogga sie sta¢ jednak
oporne na dzialanie tych lekéw. Nowe rozwigzania terapeutyczne powinny zatem uwzgledniaé nie-
korzystne zjawisko takiej opornosci. Jednym z rozwigzar, w ktérym nie powinno pojawic si¢ zjawisko
opornosci, moze by¢ indukcja odpowiedzi odpornosciowej skierowanej przeciwko biatkom swoistym
dla komoérek srédbtonkowych naczyni nowotworowych. Odpowiedz ta powinna famac tolerancje im-
munologiczng wobec wiasnych antygenéw i eliminowaé komarki §rédblonkowe naczyn nowotwo-
rowych przez aktywowane cytotoksyczne limfocyty T. Odpowiedz taka mozna uzyskaé przeciwko
endoglinie (CD105). Biatko to wystepuje na proliferujacych, aktywnych komérkach srédbtonkowych
naczyn krwionosnych. Obecnos¢ tego biatka w naczyniach guzéw litych ma prognostyczne znaczenie
w terapii przeciwnowotworowej. Endoglina pojawia si¢ takze m.in. w komérkach czerniaka, migsa-
ka Ewinga i raka prostaty. Wydaje sie, ze strategie terapeutyczne skierowane przeciwko endoglinie
pozwalajg omina¢ kilka mechanizméw opornosci na leki antyangiogenne. Proponowane przez nas
rozwigzanie terapeutyczne: kombinacja strategii niszczacej nowotworowe naczynia krwiono$ne z im-
munoterapia moze si¢ okazaé skutecznym rozwigzaniem terapeutycznym.
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Summary

Blood vascular supply significantly affects progression of tumor growth. Inhibition of endothelial cell
proliferation by antiangiogenic drugs should lead to growth arrest of both primary tumors and meta-
stases. During the course of lengthy therapy, endothelial cells may, however, become refractory to the
action of antiangiogenic agents. Novel approaches to anticancer treatment should explore the issue
of drug resistance shown by endothelial cells. One possible therapeutic solution might be tumor im-
munotherapy directed against antigens expressed on the surface of endothelial cells which co-form
tumor blood vasculature. Such therapy is supposed to break immune tolerance to own antigens and
to eliminate tumor blood vessel endothelial cells by activating cytotoxic T' lymphocytes. This kind of
response can be obtained against endoglin (CD105). Endoglin is overexpressed in proliferating en-
dothelial cells which line tumor blood vessels. Presence of endoglin in solid tumor blood vessels has
prognostic value in cancer treatment. CD105 is also expressed by certain cancer cells (prostate, mela-
noma and Ewing sarcoma). It appears that therapeutic strategies directed against endoglin allow seve-
ral mechanisms of resistance to antiangiogenic drugs to be omitted. The therapeutic approach that we
propose, i.e. a tumor blood vessel-destroying strategy combined with immunotherapy, may become
an effective therapeutic tool.

endoglin, antiangiogenic therapy, mechanisms of resistance, immunotherapy
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Wsrep

Mimo postepéw i znacznych osiggni¢é w diagnostyce, le-
czenie chorych na nowotwory pozostaje znaczacym pro-
blemem medycyny. Obecnie wykrywa si¢ 10 milionéw
nowych przypadkéw zachorowari na nowotwory w ciagu
roku. WHO przewiduje, ze liczba nowych przypadkéw
wzrosénie do 15 milionéw w 2020 r. [80]. Dlatego tez po-
szukuje si¢ nowych, coraz to bardziej skutecznych rozwia-
zaii terapeutycznych.

Guzy lite, wicksze niz 1-2 mm?, potrzebuja do dalsze-
go rozwoju wlasnej sieci naczyn krwionosnych [2,80].
Od lat wiadomo, ze terapia, ktérej celem s3 nowotworo-
we naczynia krwionosne hamuje znacznie wzrost guzéw
nowotworowych [21]. Jednak dotychczasowe wyniki le-
czenia lekami antyangiogennymi, np. bewacizumabem
(Avastinem), sorafenibem czy sunitinibem nie s3 zbyt
zachecajace [19]. Dlugotrwale stosowanie lekéw anty-
angiogennych moze powodowaé powstanie opornosci
komorek $rédblonkowych [2,19,47]. Stosowanie w te-
rapii antyangiogennej pojedynczych inhibitoréw una-
czynienia jest niewystarczajace [2,9]. Terapia hamujaca
proliferacj¢ komérek srédblonkowych nie jest skutecz-
na w eliminowaniu nowotworowych naczynin krwiono-
énych powstalych w procesie wglobienia (bez udziatu
proliferacji komorek) [17] czy struktur naczyniopodob-
nych powstalych w wyniku waskulogennej mimikry
[69,74,89]. Poza tym na skutek terapii antyangiogenne;
w obrebie guza nowotworowego powstaje tzw. poleko-
wa hipoksja [9,19]. Hipoksja ta jest gtéwna przyczyna
inwazyjnosci komoérek nowotworowych i powstawania
przerzutéw [2,20,40,62].

Nowe rozwigzania terapeutyczne powinny zatem omijaé
zjawisko opornosci komérek EC na leki antyangiogenne.
Jednym z takich rozwigzari moze by¢ immunoterapia no-
wotworéw skierowana przeciwko antygenom wystepujacym
na komoérkach $rédblonkowych naczyn nowotworowych
[52,66]. Terapia ta tamie tolerancje immunologiczng orga-
nizmu wobec wlasnego antygenu, pobudza uktad immuno-
logiczny do rozpoznawania komorek $rédblonkowych jako

obce i indukuje reakeje odpornosciows (gtéwnie limfocytow

T cytotoksycznych CD8") skierowang przeciwko tym ko-
mérkom [14,27,66]. Endoglina (CD105) jest jednym z ta-
kich antygendéw. Jest to dos¢ swoisty marker proliferujacych,
aktywnych komérek srédblonkowych naczyri krwionosnych,
ktérego obecnos¢ w naczyniach guzéw litych ma progno-
styczne znaczenie w terapii przeciwnowotworowej.

W artykule prébujemy wyjasni¢ niektére mechanizmy
opornoséci komérek $rédblonkowych, ktére ujawniajg sie
podczas terapii antyangiogennej. Przedstawiamy takze
propozycje strategii terapeutycznej skierowanej przeciw-
ko endoglinie omijajacej t¢ opornosé.

RoLA NACZYN KRWIONOSNYCH W PROGRESJI NOWOTWOROWE)

Nowotworzenie jest procesem zaleznym od genetycznych
i epigenetycznych zmian akumulowanych w komérkach
[29,30]. Komoérki nowotworowe s3 oporne na apoptoze
i s3 zdolne do nieograniczonej liczby podziatéw. Wydzie-
laja i wykorzystuja wlasne czynniki wzrostu. Stajg si¢ nie-
wrazliwe na zewnetrzne czynniki wzrostowe. Sg zdolne
do wytwarzania wlasnej sieci naczyri krwiono$nych, sa-
modzielnego przemieszczania (inwazyjnosci) i tworzenia
przerzutéw. Komoérki te wykazujg niestabilno$é genetycz-
ng i metaboliczne przeprogramowanie podczas hipoksji.
Zdolne s3 réwniez do rekrutacji komérek stanu zapalne-
g0, a takze ucieczki spod nadzoru immunologicznego.

Wiele proceséw niezbednych do rozwoju nowotwordw:
proliferacja, inwazyjnos¢, tworzenie sieci wlasnych naczyi
czy przerzutéw zalezy réwniez od czynnikéw wydzielanych
przez komérki mikrosrodowiska (fibroblastéw, makrofa-
gow, komérek przewleklej reakeji zapalnej). Sa to czynniki
wzrostu, cytokiny, chemokiny i proteolityczne enzymy [35].
Komérki mikrosrodowiska maja istotny wplyw na progre-
sj¢ nowotworows [36,80]. Nowe naczynia krwionosne od-
grywaja wazng role w powstawaniu srodowiska immunosu-
presyjnego ufatwiajacego ucieczke nowotworu spod nadzoru
immunologicznego [61,77]. Mikrosrodowisko nowotworo-
we sprzyja wzrostowi guza m.in. poprzez ochrone komé-
rek nowotworowych przed rozpoznaniem ich przez uklad
immunologiczny [79]. Wlasna sie¢ naczyii krwionosnych
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umozliwia komérkom nowotworowym i mikro$rodowisku
utlenowanie, zaopatrzenie w substancje wzrostowe i usunie-
cie produktéw przemiany materii [6].

Awaskularne skupiska komdérek nowotworowych (guzy
in situ) nie moga wzrasta¢ bez wytworzenia wlasnej sie-
ci naczyn krwionosnych [21,80]. Naczynia krwiono$ne
dostarczajg tlen, skladniki odzywcze i usuwaja toksyczne
produkty metabolizmu komérkowego [72]. Naczynia te
posredniczy takze w rozsiewie komérek nowotworowych
i utrzymaniu specyficznego mikrosrodowiska nowotworo-
wego [68]. Naczynia krwionosne powstajg z naczyn gospo-
darza, a mechanizmy angiogenezy nowotworowej sg po-
dobne do angiogenezy fizjologicznej. W zaleznosci od typu
guza i jego lokalizacji, architektura (uksztaltowanie) una-
czynienia moze si¢ dramatycznie rézni¢ [68]. Nowotwo-
rowe naczynia krwionoéne wykazuja wiele strukturalnych
i funkcjonalnych nieprawidtowosci [15,26,68,72,78]. Nie
mozna w nich odrézni¢ tetniczek i zytek [3,72]. Chaotycz-
ny przebieg naczy1 i $lepe zakoriczenia powoduja spowol-
nienie przeptywu krwi [9]. W naczyniach pojawia si¢ zasté;
krwi lub nawet jej cofanie. Nieszczelnos¢ naczyri powoduje
wzrost ci$nienia §rédmiazszowego, ktére ogranicza prze-

plyw krwi do tkanki guza [3,10,53].

STRATEGIE TERAPEUTYCZNE SKIEROWANE PRZECIWKO
NOWOTWOROWYM NACZYNIOM KRWIONOSNYM

Terapia, ktérej celem s3 nowotworowe naczynia krwio-
no$ne powinna hamowaé wzrost guzéw nowotworowych
[21]. Celem terapii mogg by¢ zatem naczynia powstajace
de novo (terapia antyangiogenna) lub naczynia juz istnie-
jace (terapia antynaczyniowa) [72].

Czynniki antyangiogenne hamuja rézne etapy procesu an-
giogenezy nowotworowej. Leki moga rozpoznawaé bialka

szlakéw sygnatowych wystepujacych w komdrkach nowo-
tworowych, §rédblonkowych i w komérkach mikrosrodo-
wiska. W terapii prébuje si¢ wykorzystywa¢ leki hamujace
lub inaktywujace uwolnione proangiogenne czynniki, leki
hamujace aktywacje receptoréw, czynniki hamujace proli-
teracje komérek $rédblonkowych, a takze inhibitory inwa-
zyjnosci, samodzielnego przemieszczania si¢ komérek EC
[17,72]. Do zahamowania proliferacji komérek stosuje si¢
gléwnie inhibitory (leki) blokujace aktywnos¢ gléwnego
czynnika proangiogennego VEGF lub jego receptoréw [51].
Dlugotrwale stosowanie przeciwciata skierowanego przeciw-
ko VEGF skutecznie hamowato wzrost guzéw nowotwo-
rowych u myszy [73]. Z wielu przebadanych lekéw antyan-
giogennych jedynie kilka uzyskaly aprobat¢ FDA (Food and
Drug Administration) [19]. Bewacizumab (Avastin), swo-
iste przeciwcialo skierowane przeciwko VEGF jako pierw-
sze przeszlo faze badar klinicznych. Faze badan klinicznych
skutecznie przeszly takze niskoczasteczkowe inhibitory kinaz
tyrozynowych: sorafenib (celowany w VEGFR2, VEGFR3,
B-Raf, PDGFR, FGFR1, c-Kit), sunitinib (skierowany
w VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, FL'T3,PDGFR a i b, c-
-Kit, c-Ret) i pazopanib (dziatajacy na VEGFR1, VEGFR2,
VEGFR3, PDGFR, c-Kit) [2,41], a takze axitinib (skiero-
wany w VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3) [93] i vandetamid
(dziatajacy na EGFR, VEGFR2, VEGFR3) [28]. Dtugo-
trwale stosowanie lekéw antyangiogennych moze powodo-
waé jednak powstanie opornosci komérek $rédbtonkowych
[19]. W sposéb niezamierzony terapia antyangiogenna moze
takze stymulowa¢ inwazyjno$¢ komdrek nowotworowych
i powstawanie przerzutéw [20,62].

OPORNOSC NA LEKI ANTYANGIOGENNE

Komérki érédbtonkowe, takze komérki nowotworowe
i komérki mikrosrodowiska nowotworowego maja wiele
réznych mechanizméw opornosci na leki antyangiogen-
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Ryc. 1. Niektére mechanizmy opornosci nowotworéw na leki antyangiogenne. Zaréwno komérki nowotworowe, komérki srédbtonkowe jak i komérki mikrosrodowiska
nowotworowego wykazuja wiele réznych mechanizméw opornosci (wg [47]; zmienione); opis mechanizméw w tekscie
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ne (ryc.1) [2,47]. Jednym z mechanizméw jest wytwarza-
nie wielu dublujacych si¢ czynnikéw proangiogennych.
Zahamowanie aktywnosci jednego czynnika moze by¢
skompensowane aktywnoscig innych [47].

Leki antyangiogenne najczesciej nacelowane sg na szlak
sygnalowy VEGF. Jednak zaden z tych lekéw nie in-
aktywuje wszystkich komponentéw tego szlaku [2].
Oprécz szlaku sygnatowego VEGF jest wiele innych,
ktére odgrywaja wazna role w angiogenezie. PIGF ak-
tywuje angiogeneze nowotworows przez stymulacje ko-
mérek srédblonkowych, perycytéw i komérek mieéni
gladkich, a takze rekrutacje makrofagéw oraz komoérek
progenitorowych ze szpiku. PIGF moze réwniez zwigk-
sza¢ ekspresje VEGE, FGF2, PDGFB, MMPs i innych
angiogennych czynnikéw. Szlak sygnatowy Notch réw-
niez odgrywa wazng role. Chroni komérki EC przed
apoptoza poprzez aktywacje ekspresji VEGFR3 i in-
dukcje antyapoptotycznego biatka BCL2 [2]. Nie ma
jednego gléwnego szlaku sygnalowego charakterystycz-
nego dla wszystkich typéw nowotworéw. Rézne typy
guzéw nowotworowych wykorzystuja rézne kombinacje
czynnikéw proangiogennych. Udzial tych czynnikéw
zmienia si¢ w kolejnych etapach progresji nowotworu
[67] takze pod wplywem dzialania lekéw przeciwno-
wotworowych [47].

Dlugotrwale stosowanie terapii antyangiogennej moze
wywolywaé oporno$¢ na leki antyangiogenne. W bada-
niach na zwierzgtach obserwowano zwickszona ekspresje
PIGE, VEGF, ANG1, FGF i innych czynnikéw po prébie
blokowania receptora VEGFR2. Takze w okresie progre-
sji choroby (po nieudanej terapii celowanej w VEGF) wy-
stepowal zwigkszony poziom FGF2 i SDF1 u pacjentéw
chorych na nowotwory moézgu (glejaki) [47]. Uwalnianie
tych czynnikéw moze by¢ indukowane hipoksja, beda-
cg skutkiem niszczenia naczyn w tkance guza. Poza tym
niektére cytokiny (G-CSF i SDF1) moga by¢ wydziela-
ne przez komérki otaczajacej prawidlowej tkanki. Po za-
przestaniu terapii, aktywacja sygnaléw proangiogennych
moze ponownie stymulowac proces angiogenezy [47].

Leki antyangiogenne moga powodowaé w nowotworach
powstanie tzw. polekowej hipoksji [10,19,95]. Hipok-
sja ta indukuje inwazyjnos¢ komérek nowotworowych
i powstawanie przerzutéw [2,20,40,47,62]. W warun-
kach niedotlenienia zmienia si¢ potencjal angiogenny
i zdolno$¢ przezycia komérek nowotworowych [95]. Ni-
ski poziom tlenu w guzach (zblizajacy si¢ do warunkéw
anoksji) tworzy niesprzyjajace warunki do przezycia
i sprawia, ze niektére komérki nowotworowe migruja do
miejsc bardziej utlenowanych. Ponadto hipoksja powo-
duje uwalnianie si¢ biatka HMGB1 [84] i powstawanie
przejécia epitelialno-mezenchymalnego (EMT) [19].
Hipoksja takze hamuje czynniki antymetastatyczne
i mobilizuje ze szpiku komérki, ktére biorg udziat w po-
wstawaniu tzw. niszy premetastatycznej. Niedotlenienie
powoduje dysfunkeje perycytéw i indukuje aktywacje
prozapalnych szlakéw sygnatowych [19]. Nowotworo-
we komoérki macierzyste (CSC), ktére mogg bra¢ udzial

w nawrocie choroby nowotworowej, wystepuja w obre-
bie niszy okolonaczyniowej [7], a takze w regionach hi-
poksyjnych guza [16,47]. Hipoksja stymuluje uwalnia-
nie czynnikéw proangiogennych przez te komérki oraz
utrzymuje w nich zdolnoé¢ do samoodnawiania si¢ [47].

Kolejnym powodem opornosci na terapi¢ antyangiogen-
ng jest udzial réznych proceséw w tworzeniu nowotwo-
rowych naczyn krwionosnych, ktére moga si¢ wzajemnie
zastepowaé (angiogeneza, wglobienie (intussusception),
waskulogenna mimikra) [9]. Jeden antyangiogen-
ny czynnik moze nie wystarcza¢é do hamowania tych
wszystkich, niezachodzacych na siebie mechanizméw
wzrostu naczyd [47]. Inhibitory proliferacji komérek
srédblonkowych nie beda dzialtaty na naczynia krwiono-
$ne powstale bez udzialu proliferacji tych komérek, np.
w wyniku wgtobienia (intussusception) [2,33] czy struk-
tur naczyniopodobnych powstalych w procesie waskulo-
gennej mimikry [69,74,89]. Poza tym nowotwory moga
wykorzystywad istniejace prawidlowe naczynia (w kté-
rych komérki EC sa w fazie spoczynkowej) do dalsze-
go wzrostu [2,47]. Wigkszo$¢ komérek nowotworowych
do swego wzrostu wymaga obecno$ci naczyn krwio-
no$nych. Jednak istnieje populacja komérek (zawieraja
mutacje genu p53), ktére sg zdolne do przezycia w hi-
poksyjnych regionach guza, odlegtych od naczyn [95].

Komérki érédblonkowe nowotworowych naczyn krwio-
noé$nych maja nieprawidlowe kariotypy z nadmierng
liczbg centrosoméw. Aneuploidia ta wskazuje na niesta-
bilno$¢ genetyczng, ktéra moze powodowaé opornosé
na wiele typéw lekéw [2,34]. W strukturach naczynio-
podobnych sa obecne komérki EC powstale w wyniku
transréznicowania komoérek nowotworowych. Komérki
te majg niski poziom receptoréw VEGFR2 [74], moga
takze wykazywaé duzg aktywnos$¢ genéw opornosci wie-
lolekowej [37].

Fibroblasty CAF wywoluja nadekspresjc PDGFC od-
powiedzialnego za wzrost guza i angiogenezy [2,9].
Czynnik ten rekrutuje perycyty i powoduje powstawa-
nie stabilnych naczyd. Komérki CAF stymulujg réw-
niez proces waskulogenezy przez wydzielanie czynnika
SDF1, ktéry mobilizuje komérki EC ze szpiku (w pro-
cesie niezaleznym od VEGF) [47,68]. Leki antyangio-
genne, wywolujace ostra hipoksje, powoduja akumulacje
progenitorowych komérek srédblonkowych na obrze-
zach guza [2]. Znajdujace si¢ w niedotlenowanych ob-
szarach guza makrofagi wydzielaja VEGE, ktéry moze
stymulowaé ponownie angiogenez¢ nowotworowa [54].
Naciekajace neutrofile takze odgrywaja role w angio-
gennym i inwazyjnym fenotypie nowotworu [2,85].
Mezenchymalne komérki macierzyste (MSC), uczest-
niczgce w regeneracji tkanek, sa mobilizowane ze szpiku
do guzéw nowotworowych z udzialem mechanizméw
niezaleznych od VEGF (podobnie jak CAFs). Komérki
MSC obecne sg w glejakach, nowotworach jelita i piersi.
Komorki te promuja inwazyjnos¢ komérek nowotworo-
wych i przerzutowanie [47]. Poza tym supresorowe ko-

morki mieloidalne (MDSC) o fenotypie CD11b*Gr1*
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wydzielajg czynnik Bv8, ktéry stymuluje angiogeneze
nowotworows [2,71].

Nie wiadomo czy oporno$é¢ na terapi¢ antyangiogenng
moze si¢ pojawic¢ u wszystkich leczonych pacjentéw i czy
jest zalezna od dawki podawanych lekéw. Powstaje wigc
pytanie czy zasadne s3 préby catkowitego niszczenia sieci
nowotworowych naczyn krwionosnych, czy powinno si¢
stosowa¢ takie dawki i schematy leczenia, ktére pozwo-
lityby raczej osiagnaé stan swoistej stabilizacji choroby.
Stan ten pozwolilby zapobiec inwazyjnosci komérek no-
wotworowych i powstawania przerzutéw. OdpowiedZ na
powyzsze pytanie jest szczegSlnie wazna dla pacjentéw
diagnozowanych we wczesnym stadium choroby nowo-
tworowej [47].

IMMUNOTERAPIA SKIEROWANA PRZECIWKO NOWOTWOROWYM
NACZYNIOM

Swoiste eliminowanie nowotworowych naczyn krwio-
nosnych nie jest wystarczajaco skutecznym rozwia-
zaniem w terapii nowotworéw. Opornoé¢, ktéra moze
powsta¢ na terapi¢ antyangiogenng i stymulacja inwa-
zyjno$ci nowotworéw staja si¢ waznymi przeszkodami
w stosowaniu tej metody leczenia. Nowe rozwigzania
powinny zatem pomija¢ zjawisko opornosci komérek.

Jednym z rozwiazan moze by¢ immunoterapia. Od
niedawna rozpoczgto badanie szczepionek, skierowa-
nych przeciwko nowotworowym naczyniom krwio-
no$nym. Immunoterapia skierowana przeciwko bial-
kom swoistym dla komérek srédblonkowych naczyn
nowotworowych famie tolerancje przeciwko wlasnym
antygenom i hamuje wzrost guzéw nowotworowych
[52,59,66].

Szczepionki wykazaly obiecujace rezultaty w zaha-
mowaniu wzrostu guzéw i przerzutéw. Pierwsza gru-
pe stanowia szczepionki wykorzystujace zywe [11] lub
utrwalone komérki srédbtonkowe [12,58,60,90], ktére
indukuja zaréwno humoralng, jak i komérkows odpo-
wiedz immunologiczng skierowang przeciwko naczy-
niom nowotworowym. W uzyskaniu odpowiedzi im-
munologicznej biorg udzial limfocyty T cytotoksyczne
oraz swoiste przeciwciala skierowane przeciwko anty-
genom wystepujacym na komérkach EC [59].

Druga grupa szczepionek sa szczepionki skierowane
przeciwko konkretnym biatkom wystepujacym na po-
wierzchni komérek srédblonkowych. Szczepionka-
mi moga by¢ peptydy [82,83] badz kwasy nukleino-
we (DNA lub RNA) [44,50,56], ktére koduja swoiste
dla naczyn biatka. Bialkami tymi moga by¢ czynni-
ki wzrostu/receptory, ktére sa bezposrednio zwigza-
ne ze wzrostem komérek $rédbtonkowych lub biatka,
ktére wplywaja na wzrost i przezycie zaréwno komé-
rek nowotworowych jak i §rédblonkowych: VEGFR2,
VEGFA, FGFR1/bFGF, TEMS, CD105, angiomioty-
na, a takze surwiwina, legumina, MMP2 czy integryny

[44,48,49,52,92,97].

Swoiste szczepionki, skierowane przeciwko konkretnym
biatkom (antygenom) wystepujacym w komérkach $réd-
blonkowych naczyi nowotworowych pobudzaja ukiad
immunologiczny do zlamania tolerancji przeciwko wia-
snym antygenom [52,56,66]. W tej odpowiedzi gtow-
ng role odgrywaja aktywowane cytotoksyczne limfocyty
T CD8* [52,66]. Immunoterapia skierowana przeciw-
ko komérkom srédblonkowym naczyn nowotworowych
ma wiele zalet [52]. Po pierwsze, nowotworowe komér-
ki $rédblonkowe sg bardziej dostepne komérkom uktadu
odpornosciowego niz komérki nowotworowe znajdujace
si¢ w réznych odleglosciach od naczyri. Po drugie, znisz-
czenie pojedynczej komorki srédblonkowej moze zaha-
mowac¢ podzialy ponad 100 komérek nowotworowych. Po
trzecie, komérki srédbtonkowe nowotworowych naczyn
krwionosnych sg lepszym celem dla indukowanej odpo-
wiedzi immunologicznej CD8" niz komérki nowotworo-
we, ktére maja obnizong ekspresje czasteczek MHC.

Wiele receptoréw powierzchniowych pojawia si¢ w gu-
zach nowotworowych [35]. Receptory te moga by¢ no-
wymi celami terapeutycznymi. Wséréd nich sa: inte-
gryny avpl, avp3, avf5, endoglina (CD105), receptor
VEGFR2, receptor trombospondyny 1 (CD36), Thy-1,
fosfatydyloseryna, antygen blonowy swoisty dla prostaty
(PSMA), czy markery nowotworowych komorek §réd-
btonkowych (TEM) [3].

ENDOGLINA JAKO CEL TERAPEUTYCZNY

Endoglina (CD105), glikoproteina towarzyszaca re-
ceptorowi TGF-B, wystepuje na proliferujacych, ak-
tywnych komérkach srédblonkowych naczyn krwiono-
énych [5,18,23,24,55]. TGF-p reguluje gtéwne procesy
komérkowe, takie jak: proliferacja, migracja, progra-
mowana $mier¢ komérki, adhezja, organizacja cytosz-
kieletu, przeksztalcanie macierzy pozakomérkowe;
i plastycznosé fenotypowa [64,86]. Endoglina to biatko
homodimeryczne skladajace si¢ z dwéch podjednostek
(95 kDa) potaczonych disiarczkowym mostkiem. En-
doglina wystepuje w dwéch izoformach, réznigcych si¢
dtugoscig cytoplazmatycznej domeny. Diuga (L) za-
wiera 46 reszt aminokwasowych, a krétka (S) 14 reszt
aminokwasowych [13,18,64]. Nie ma funkcjonalnych
réznic miedzy tymi izoformami. 72% sekwencji ami-
nokwasowej jest wspélna dla ludzkiego i mysiego bial-
ka [46]. Ludzkie biatko zawiera dodatkowa sekwencje:
arginina-glicyna-kwas asparaginowy (RGD) [18,24].
Sekwencja ta jest umiejscowiona w domenie pozako-
moérkowej i uczestniczy w rozpoznawaniu bialek ECM
[18]. Najbardziej konserwatywne regiony CD105 to
transbfonowa i cytoplazmatyczna domena [18].

Endoglina wigze TGF-B1, TGF-B3 (ale nie TGF-p2),
aktywing A, BMP-2 i BMP-7 [64]. Fosforylacja endo-
gliny reguluje zalezny od ALK1 proces proliferacji ko-
moérek §rédblonkowych [13,24,43] (ryc. 2). W komoér-
kach $rédblonowych naczyri krwiono$nych endoglina
bierze udzial w kontroli proliferacji komérek, migracji
i tworzenia naczyn wlosowatych. Odgrywa role czyn-
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Ryc. 2. Rola TGF- i endogliny w aktywacji komdrek srodbtonkowych. W obecnosci endogliny jest fosforylowane biatko ALK1. Biatko to fosforyluje nastepnie biatka Smad
1/5. Aktywowane Smad 1/5 potaczone z Smad 4 s3 translokowane do jadra i aktywuja komérki srodbtonkowe. ALK5 posredniczy w szlaku sygnatowym TGF-B

w spoczynkowych komérkach srédbtonkowych (wg [13,24]; zmienione)

nika proangiogennego (ryc. 3) [5,64]. Myszy niemajace
biatka CD105 wykazuja wiele naczyniowych defektéw,
ktére powoduja $mieré we wezesnych stadiach embrio-
nalnych [18,23]. U ludzi mutacja genu kodujacego en-
dogling powoduje wrodzong chorob¢ naczyniakowa-
tosci krwotocznej (HTT1, hereditary haemorrhagic
teleangiectasia I) [18,86].

Endoglina wystepuje na komérkach $rédblonkowych
naczyni uczestniczacych w procesie angiogenezy, np.
podczas gojenia si¢ ran czy progresji nowotworowe;.
W ludzkich komérkach prawidlowych, takich jak np.:
aktywowane monocyty, makrofagi, prekursory erytro-
cytéw, fibroblasty, komérki dendrytyczne i melanocy-
ty, CD105 wystepuje w matym stezeniu [18,22]. Duze
stezenie jest natomiast obserwowane w syncytiotro-
foblastach lozyska [18]. W wielu nowotworach bial-
ko CD105 obecne jest zaréwno w naczyniach peryfe-
ryjnych, jak i w naczyniach zlokalizowanych wewnatrz
guzéw nowotworowych [13,23]. W angiogenezie no-
wotworowej CD105 bierze udzial w aktywowaniu an-

tyapoptotycznych sygnaléw w hipoksyjnych regio-
nach guza [24]. Hipoksja, a takze czynniki, takie jak:
TGF-B, BMP9 i ALK1 stymuluja syntez¢ endogliny,
podczas gdy czynnik TNF-a hamuje ja [86]. Obec-
nos¢ CD105 w nowotworowych naczyniach jest pro-
gnostycznym markerem w wielu typach guzéw litych
[13,96]. W nowotworach zotadka, jelita, piersi, prosta-
ty, glowy 1 szyi, wysoki poziom CD105 w komérkach
srédblonkowych koreluje z powstawaniem odleglych
przerzutéw [13,18,57]. Endoglina jest duzo lepszym
markerem tworzenia nowotworowych naczyn krwio-
nosnych, jak i prognostycznym, u pacjentéw chorych
na glejaki niz CD31 czy CD34 [4,75,94].

Endoglina wystepuje réwniez na niektérych typach ko-
moérek nowotworowych [64,86]. W nowotworach pro-
staty [46,70], piersi [32], a takze raku plaskonablon-
kowym przetyku [91] endoglina hamuje inwazyjnos¢
i przerzutowanie komérek nowotworowych. Natomiast
w czerniaku i migsaku Ewinga CD105 stymuluyje te pro-
cesy (ryc. 3) [63].
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Ryc. 3. Endoglina jako cel terapii przeciwnowotworowej: (a) Endoglina odgrywa wazna role w progresji badz regresji nowotworu oddziatujac na procesy angiogenezy,
migraji, ruchliwosci i przerzutowania. W zaleznosci od typu nowotworu endoglina w czerniaku i miesaku Ewinga zwieksza migracje komdrek nowotworowych
iich przerzutowanie, natomiast w raku ptaskonabtonkowym przetyku, nowotworach piersi i prostaty - zmniejsza migracje komérek nowotworowych oraz ich
przerzutowanie. Stad terapia skierowana przeciwko endoglinie moze by¢ wykorzystana jedynie tylko w niektérych typach nowotworéw; (b) Endoglina moze mie¢
znaczenie prognostyczne (w tworzeniu nowych naczyn krwiono$nych i progresji nowotworowej), diagnostyczne (obrazowanie guzéw), a takze terapeutyczne
(terapie przeciwnowotworowe skierowane na endogling) (wg [5]; zmienione), opis w tekscie

Pozakomérkowa domena endogliny moze by¢ proteoli-
tycznie odcieta, uwalniajac krazaca w krwiobiegu po-
sta¢ endogliny zwang ,rozpuszczalng endogling” (Sol-
-Eng) [31,64]. Pozakomoérkowa domena endogliny
odcinana jest przez metaloproteinaz¢ 14 (MMP-14;
membrane - type 1 matrix metalloproteinase MT1-
-MMP) [31,64]. Wystepowanie endogliny z MMP-14
na powierzchni komérek powoduje odcigcie endogli-
ny w pozycji 568 pomigdzy glicyna-leucyng, uwalniajac

domeng zewnatrzkomoérkows endogliny [31]. Zwigk-
szony poziom MMP-14 na powierzchni blony komé-
rek powoduje uwalnianie Sol-Eng, zmniejszajac ilos¢
endogliny na powierzchni komdrek i przeksztalca-
jac komoérki §rédbtonkowe z proliferujacych na spo-
czynkowe [31]. Sol-Eng uwalniana jest nie tylko przez
komérki srédblonkowe, ale takze przez komérki no-
wotworowe, ktére zawieraja endogling na swojej po-
wierzchni [5].
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Stezenie rozpuszczalnej endogliny w osoczu chorych na
nowotwory koreluje z zaawansowaniem choroby nowo-
tworowej, wrazliwosciag na chemioterapie czy wystapie-
niem ewentualnej wznowy choroby [18,55,81]. Jest to
takze czynnik predykeyjny ryzyka powstawania prze-
rzutéw, np. zwigkszenie poziomu Sol-Eng koreluje ze
wzrostem przerzutéw u chorych z nowotworem piersi
lub odbytnicy [81]. W nowotworze prostaty duze ste-
zenie w surowicy ,rozpuszczalnej endogliny” zwigzane
jest z zaawansowanym stadium progresji nowotworu
[25,76]. Stezenie endogliny byto mate u pacjentow le-
czonych chemioterapia. Konwencjonalna chemioterapia
powinna niszczy¢ komérki §rédblonkowe naczyn nowo-
tworowych i hamowa¢ uwalnianie Sol-Eng przez ko-
morki §rodblonkowe [42]. Duze stezenie Sol-Eng jest
takze obecne w nowotworach ztogliwych szpiku [8]. Na-
tomiast w nowotworach zoladka, przelyku i jajnika nie
stwierdzono prognostycznego znaczenia poziomu ,roz-
puszczalnej endogliny” [64].

IMMUNOTERAPIA SKIEROWANA PRZECIWKO ENDOGLINIE

W prébach stymulacji uktadu immunologicznego skie-
rowanego przeciwko endoglinie wykorzystywano ob-
cogatunkowe biatko lub przeciwciala monoklonalne
[39,82,87,88]. Strategie skicrowane przeciwko endo-
glinie traktowane byly jako terapie skierowane wy-
facznie przeciwko nowotworowym komérkom $ré-
btonkowym [52]. Jednak coraz wigcej danych §wiadczy
o obecnosci tego transblonowego biatka w komérkach
nowotworowych [86]. CD105 hamuje migracjg, ru-
chliwo$¢ i przerzutowanie komoérek nowotworowych
raka prostaty [46,70]. Zwickszony poziom endogli-
ny w raku plaskokomérkowym przetyku i nowotwo-
rze piersi zmniejsza inwazyjno$¢ i tumorogennosé
komoérek nowotworowych [32,91]. Natomiast w przy-
padku czerniaka czy migsaka Ewinga CD105 jest sil-
nym stymulatorem progresji nowotworowej (ryc. 3)
[63]. Poziom ekspresji endogliny w tych dwéch typach
nowotworéw wiaze si¢ ze zdolnoscig komérek nowo-
tworowych do tworzenia struktur naczyniopodobnych
(waskulogennej mimikry) [64]. Biatko CD105 regulu-
je ekspresje integryny B3 i osteopontyny, ktére sg nie-
zbe¢dne w procesie waskulogennej mimikry [63]. Eli-
minowanie komérek nowotworowych zawierajacych na
swojej powierzchni endogling moze stymulowaé ze-
zlosliwienie nowotworu (rak prostaty) badz hamowa¢
jego progresje (czerniak). Dlatego tez terapia skierowa-
na przeciwko endoglinie moze by¢ wykorzystana tylko
w wybranych typach nowotwordw.

W naszych badaniach podjelismy prébe wykorzysta-
nia nowego rozwigzania terapeutycznego, ktére moze
oming¢ wiele mechanizméw opornosci na leki antyan-
giogenne. Skonstruowali§my szczepionke DNA skie-
rowang przeciwko endoglinie, ktérej nos$nikiem byly
atenuowane bakterie Salmonella Typhimurium SL7207.
Okazalo sie, ze stosowana w badaniach szczepionka
DNA jest skierowana przeciwko komérkom $rédblon-
kowym i nowotworowym [38]. To podwdjne celowa-

nie: niszczenie nowotworowych naczyn krwiono$nych
i komérek nowotworowych moze si¢ okazaé wystarcza-
jace do zahamowania wzrostu guzéw. Poza tym jedna
z waznych zalet endogliny jest to, Ze ulega ona ekspresji
w aktywnych, proliferujacych komérkach srédblonko-
wych na znacznie wyzszym poziomie (powyzej 3 x 10°
kopii na komorke) niz inne biatka zwigzane z procesem
angiogenezy, tj. VEGFRs (< 0,2 x 10° kopii na komérke)
[96]. Wigkszo$¢ stosowanych lekéw antyangiogennych
dziala jedynie na proliferujace komérki srédblonkowe
biorace udzial w procesie angiogenezy. Wystepujaca na
aktywowanych komérkach $rédblonkowych endoglina
bierze takze udzial w procesie waskulogennej mimi-
kry. W ludzkim nerwiaku zarodkowym, 70% komérek
srédbtonkowych wykazuje zaréwno ekspresje CD105
jak i amplifikacje onkogenu MYCN [65]. Niszczac ko-
morki zawierajace endogling (komoérki srédbtonkowe
jak i transréznicowane komérki nowotworowe), hamu-
je sie proces waskulogennej mimikry.

Hipoksja stymuluje wydzielanie czynnikéw proangiogen-
nych i progresj¢ nowotworows [1,16]. Niedotlenienie in-
dukuje zwigkszona ekspresje CD105 w komérkach $réd-
btonkowych naczyr [13]. CD105 dziata niezaleznie od
TGF-B przeciwdzialajac apoptozie komérek srédblon-
kowych w warunkach hipoksji. Eliminowanie endogliny
zwieksza wigc apoptoze komérek w warunkach hipoksji

[45].

Wrydaje sig, ze szczepionka DNA skierowana przeciwko
endoglinie jest jednym z wariantéw terapii eliminujacej
nowotworowe naczynia krwionoé$ne i komérki nowo-
tworowe, ktéra moze omija¢ wiele mechanizméw opor-
nosci na leki antyangiogenne. Odpowiednia kombinacja
tej szczepionki DNA z czynnikami zaréwno antyangio-
gennymi jak i immunomodulacyjnymi (takimi jak inter-
leukina 12 czy cyklofosfamid) powoduje polaryzacj¢ fe-
notypu komérek mikrosrodowiska w kierunku fenotypu
antyangiogennego znoszgcego immunosupresje, prowa-
dzac do stabilizacji choroby, a nawet calkowitej regresji
nowotworu u do§wiadczalnych zwierzat [38]. Wydaje sie,
ze kombinacja strategii niszczgcej nowotworowe naczynia
krwionos$ne z immunoterapig jest obiecujacym rozwigza-
niem terapeutycznym.

ZAKONCZENIE

Endoglina odgrywa wazna role w progresji nowotworu
oddziatujac na procesy angiogenezy, migracji i przerzu-
towania. Wystepuje na powierzchni komérek $rédblon-
kowych nowotworowych naczyn krwionosnych jak i na
niektérych typach komérek nowotworowych. Podwdéjne
celowanie: niszczenie nowotworowych naczyii krwiono-
$nych i komérek nowotworowych moze si¢ okazaé wy-
starczajace do zahamowania wzrostu guzéw nowotworo-
wych. Rozwigzanie terapeutyczne skierowane przeciwko
endoglinie wydaje si¢ omija¢ niektére mechanizmy opor-
nosci jakie moga powsta¢ podczas zastosowania lekéw
antyangiogennych.
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