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Rola szlakow sygnatowych TGF-B w nowotworach*

TGF-B signaling pathways in cancers
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Cytokina TGF-p wptywa na wzrost i réznicowanie wielu typéw komérek oraz homeosta-
ze tkankowa. Ponadto, biatko to pelni gtéwna role w patogenezie licznych choréb. Szlaki
sygnatowe indukowane w komédrkach nowotworowych przez ligandy nalezace do rodziny
TGF-p moga powodowaé hamowanie badz progresje kancerogenezy w zaleznosci od sta-
dium choroby i typu nowotworu. W komérkach prawidtowych oraz we wczesnych etapach
transformacji nowotworowej ligandy TGF-$ pobudzajg szlaki sygnatowe prowadzace do
ekspresji genéw zaangazowanych w hamowanie proliferacji, stymulacje réznicowania sie
komérek, indukcje apoptozy badZ autofagii, eliminacje stanéw zapalnych i supresje an-
giogenezy. W zaawansowanym stadium choroby nowotworowej TGF- petni role promo-
tora tworzenia przerzutéw poprzez modulowanie mikro§rodowiska i macierzy zewnatrz-
komérkowej, indukowanie syntezy chemokin i wyciszanie odpowiedzi immunologicznej
oraz udziat w przej$ciu nabtonkowo-mezenchymalnym (EMT). Szlaki sygnatowe stymulo-
wane przez TGF-p oddziatuja réwniez na populacje o cechach nowotworowych komérek
macierzystych. Plejotropowa funkcja TGF-p w rozwoju nowotwordw jest wynikiem wspét-
dziatania tej cytokiny z réznymi szlakami sygnatowymi, m.in.: Hedgehog, WNT, PI3K-AKT,
NOTCH, INF-y, TNF-«, RAS-ERK.

TGF-p - SMAD « EMT - nowotworowe komérki macierzyste
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Summary

TGF-p is a multifunctional cytokine involved in growth, cell differentiation and maintenance
of tissue homeostasis. In addition, TGF-f plays a key role in the pathogenesis of many dise-
ases, including cancer. TGF-B-induced signaling pathways have either tumor-suppression
or tumor-promoting effects in a cancer-type-specific and stage-dependent manner. TGF-p
at an early stage of cancer development induces signaling pathways involved in inhibition
of cell proliferation, induction of differentiation, apoptosis or autophagy, suppression of
angiogenesis and inflammation. At a later stage of disease, TGF-p exerts metastasis-promo-
ting activity associated with epithelial-to-mesenchymal transition, modulation of cancer
microenvironment and extracellular matrix components, inflammation and immune sup-
pression. Furthermore, the TGF- pathways play a pivotal role in the maintenance of stem
cell-like properties of tumor cells. The pleiotropic action of TGF-f during tumorigenesis
depends on interactions with different signaling pathways, including Hedgehog, WNT, PI3K-
-AKT, NOTCH, INF-y, TNF-a, and RAS-ERK.

TGF- 8 - SMAD « EMT - cancer stem cells
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ASO - oligonukleotydy antysensowe; ATF — czynnik transkrypcyjny (activating transcription factor);
BMPs - biatka morfogenetyczne kosci (bone morphogenetic protein); CDK - kinazy cyklinozalezne
(cyclin-dependent kinases); DNDM - kompleks biatek demetylujgcych DNA (DNA demethylating
complex); EMT - przemiana komérek nabtonkowych w mezenchymalne (epithelial to mesenchymal
transition); ECM — macierz zewnatrzkomaérkowa (extracellular matrix); ERK - kinaza aktywowana przez
czynniki pozakomorkowe (extracellular signal-regulated kinase); GDFs — czynniki wzrostu i réznicowa-
nia (growth and differentiation factors); HATs —acetylotransferazy histonéw (histon acetyl transferase);
HDACs - deacetylazy histonéw (histon deacetylases); ID - inhibitory czynnikéw transkrypcyjnych
typu bHLH (inhibitors of DNA binding 1/inhibitors of differentiation); LAP — peptyd zwigzany z latencja
(latency-associated peptide); LLC — duzy kompleks latentny (large latent complex); GRB2 - biatko
adaptorowe (growth factor receptor-bound 2); JNK - kinaza biatka c-Jun (c-Jun N-terminal kinase);
LTBP - latentne biatko wigzace TGF-f (latent TGFB-binding protein); MAPK - kinazy aktywowane
mitogenami (mitogen-activated protein kinases); MMPs — metaloproteinazy (metalloproteinases);
PAR6 - biatko odpowiedzialne za asymetryczne podziaty komérkowe oraz utrzymanie polarnosci
komorki (partitioning defective 6 homolog alpha); PP2A - fosfataza 2A (protein phosphatase 2A);
RAS - rodzina kinaz protoonkogennych; RHOA - kinaza nalezaca do rodziny biatek G (ras homolog
gene family, member A); SARA - biatko kotwiczace SMAD (SMAD anchor for receptor activation);
SBD - sekwencja rozpoznawana przez biatka SMAD (SMAD-binding domain); SHCA - biatko adapto-
rowe (Src homology 2 domain containing); SKI — czynnik transkrypcyjny (Sloan-Kettering institute
protoonkogen); SKIL - czynnik transkrypcyjny (ski-related novel oncogene); SMAD - przekazniki
drugiego rzedu aktywowane nadrodzing biatek TGF-  (Sma and Mad related proteins); R-SMADs
(SMAD 1, -2, -3, -5 i -8) - biatka SMAD regulowane receptorem (receptor-regulated SMADs); Co-
-SMAD (SMAD4) - wspolny mediator SMAD (co-mediator SMAD), I-SMADs (SMAD6, SMAD7) -
inhibitorowe biatka SMAD (inhibitory SMADs); SMURF1 - ligaza bioraca udziat w degradacji SMAD
(SMAD-specyfic E3 ubiquitin protein ligase 1); SWI/SNF - kompleks przebudowujacy chromatyne
(switch/sucrose nonfermentable); S6K — kinaza rybosomalna S6 (ribosomal protein S6 kinase); TAK1
- kinaza 1 aktywowana przez TGF- (TGF-B-associated kinase 1); TGF-B - transformujacy czynnik
wzrostu B (transforming growth factor type beta); TBR-I/ALK - receptor TGF-f typu | (TGF-(3 type |
receptor/activin receptor-like kinase);TBR-1l - receptor TGF- 3 typu Il (TGF-f3 type Il receptor); TBR-III
- receptor TGF- typu lll (TGF-{ type Ill receptor); TNF-a — czynnik martwicy nowotworéw a (tumor
necrosis factor a); WNT - biatko sekrecyjne typu wingless (wingless-type protein).

Rodzina cytokin TGF-f (transforming growth factor type
beta) obejmuje ponad 30 bialek o podobnej strukturze.
Nalezg do niej m.in. TGF-p, aktywiny, inhibiny, czynniki
wzrostu i réznicowania (growth and differentiation fac-
tors — GDFs), biatka morfogenetyczne kosci (bone mor-
phogenetic proteins - BMPs) i biatko syntetyzowane w
komérkach wezta zarodkowego (nodal growth differen-
tiation factor - NODAL) [48]. Do transdukcji sygnatu z
udziatem tych ligandéw konieczne sa dwa typy recepto-
réw transbtonowych: TRRI i TRRIL, o aktywnosci kinazy
serynowo-treoninowej. W komdrkach ssakéw jest obec-
nych pie¢ rodzajéw receptora typu 11 i siedem rodzajéw
receptora typu I. Wigzanie cytokiny powoduje utworzenie
swoistych dla danej cytokiny heterotetramerdw recep-

torowych. Receptor typu II fosforyluje receptor typu I,
co z kolei rozpoczyna proces transdukcji sygnatu w cy-
toplazmie. Szlaki indukowane TGF-p petnia wiele funkeji
uczestniczgc w procesach fizjologicznych zapewniajacych
prawidtowy przebieg embriogenezy, rozwéj wielu typéw
tkanek i narzagdéw oraz utrzymanie homeostazy tkan-
kowej w dojrzalym organizmie [58]. Biatka nalezace do
rodziny TGF-B biorg udziat w regulacji uktadu immuno-
logicznego oraz w procesie gojenia sie ran (fizjologiczny
proces widknienia). Zaburzenia syntezy i funkcji biatek
TGF-p oraz sktadnikéw ich szlakéw sygnatowych obser-
wowarne sg réwniez w licznych stanach patologicznych,
jak: w zwtdknieniu ptuc, watroby, nerek, serca oraz skle-
rodermii, w chorobach o podtozu autoimmunologicznym
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(m.in. toczniu rumieniowatym), w zespole mielodyspla-
stycznym, w patologii naczyniowej (miazdzycy, chorobie
genetycznej Rendu-Oslera-Webera) oraz w zespole Morfa-
na[2,53]. Aktywno$¢ szlakéw sygnatowych indukowanych
przez cytokiny TGF-f jest zalezna od typu komérek, etapu
ich réznicowania, mikro§rodowiska, interakcji z innymi
szlakami sygnatowymi, stopnia zaawansowania choroby
oraz wrodzonych cech genetycznych osobnika. Wszyst-
kie komérki uktadu odpornosciowego, w tym limfocyty
T, B, komérki dendrytyczne, a takze makrofagi wydzielaja
TGF-B, co powoduje zahamowanie ich proliferacji, rézni-
cowania oraz aktywacji przez inne cytokiny. TGF- jest
zatem silnym immunosupresorem. Zaburzenie szlakéw
sygnatowych indukowanych przez TGF-p moze prowadzi¢
do autoimmunizacji i rozwoju zapalenia, a w konsekwen-
cji do powstania standéw patologicznych, w tym nowotwo-
réw. Zmiany epigenetyczne oraz mutacje w komérkach
nowotworowych prowadzg do zmiany funkcji TGF- z
supresorowej w promujgcg kancerogeneze [20,25,37]. Ta
zmiana funkcji TGF-B, zwiazana réwniez z przej$ciem na-
blonkowo-mezenchymalnym (epithelial-mesenchymal
transition - EMT), nazywana jest ,,paradoksem TGF-f”.
W pracy omdéwiono najnowsze doniesienia na temat roli
TGF-B w transformacji nowotworowej oraz w przebiegu
i progresji nowotwordéw.

SZLAKI SYGNALOWE INDUKOWANE PRZEZ TGF-(

W komérkach ludzkich wystepuja trzy izoformy TGF-f
(oznaczanie jako TGF-1, TGF-P2, TGF-B3) wykazujace
okoto 70% homologi w budowie [2]. Prekursor cytokiny
TGF-B homodimeryzuje oraz faczy sie niekowalencyjnie
z peptydem LAP (latency-associated peptide). Bezpo-
$rednio przed sekrecja TGF-p wiaze sie kowalencyjnie
z biatkiem LTBP (latent TGF-p binding protein) [30,50].
Wielkoczasteczkowy, nieaktywny kompleks (large latent
complex - LLC) wydzielany jest do macierzy zewnatrzko-
mdérkowej i w tej postaci TGF-P jest stabilny. Aktywacja
TGF-B poprzez uwolnienie z kompleksu LLC moze nastgpi¢
po osiagnieciu komérek docelowych, na skutek zmiany
pH w niszy, proteolizy, oddziatywania LLC z integryna-
mi lub trombospondyng 1 [50]. Aktywny dimer TGF-f
wiazac sie z receptorem uruchamia wewnatrzkomérko-
we szlaki sygnatowe. Wyrdznia sie trzy klasy receptoréw
TGF-B-zaleznych: receptory typuI (TR, ALK) i receptory
typu IT (TPRID), bezposrednio uczestniczace w przekazy-
waniu sygnatu do wnetrza komérki oraz receptory typu
1T (TPRIII), petnigce funkcje koreceptora pozbawionego
aktywnosci enzymatycznej[2,30]. Inicjacja kaskady prze-
kazywania sygnatu do jadra komdrkowego rozpoczyna
sie od przytaczenia TGF- do receptora TPRII i aktywacji
jego podjednostki kinazowej. Zmiany konformacyjne w
TPRII wywotujg wzrost powinowactwa do TPRI. Powstaje
heterotetramer (TPRII-TPRI)2 niezbedny do fosforylacji
reszt seryny i treoniny TPRI [31]. W strukturze TPRI na-
stepuja zmiany konformacyjne, uwolnienie inhibitora
FKBP1A (biatko nalezace do rodziny immunofilin, FK506
binding protein 1A) z centrum aktywnego i aktywacja
domeny kinazowej. Substratami TPRI sa czasteczki sygna-
towe drugiego rzedu, w tym biatka R-SMAD (biatka SMAD

regulowane receptorem, receptor-regulated SMADs) oraz
elementy innych szlakéw sygnatowych, np. biatko SHCA
(biatko adaptorowe, Src homology 2 domain containing)
[35,48].

Szlak sygnalowy TGF-p zalezny od rodziny biatek
SMAD

Szlak kanoniczny TGF- jest zalezny od biatek SMAD (Sma
and Mad related proteins) (ryc.1). W organizmie ludzkim
syntetyzowanych jest osiem biatek SMAD. Pigé z nich, R-
-SMAD1, -2, -3, -5 i -8, sg substratami receptora TPRI (re-
ceptor-regulated SMAD). R-SMAD tworzg kompleksy ze
SMAD4 (tzw. Co-SMAD, wspdlny mediator SMAD, co-me-
diator SMAD). SMAD6 i SMAD7 sg inhibitorami interak-
¢ji TBRI-R-SMAD oraz R-SMAD-Co-SMAD. Oddziatywania
domeny kinazowej receptora TPRI z konserwatywnym
regionem C-terminalnym biatka SMAD (domena MH2)
sg wysoce swoiste [32,48]. Ponadto, w zalezno$ci od typu
liganda indukujacego kaskade przekazywania sygnatu, re-
krutowane sg rézne biatka SMAD. Aktywny receptor TPRI
stymuluje fosforylacje biatka R-SMAD-2 lub -3 przytaczo-
nego do endosomalnego biatka SARA (SMAD anchor for
receptor activation). Fosforylowane biatka R-SMAD tworzg
heterodimer z biatkiem Co-SMAD. Powstajacy kompleks
transportowany jest do jadra komérkowego, gdzie poprzez
domene MH1 taczy sie z sekwencjami CAGAC (SMAD-bin-
ding domain, SBD) lub z sekwencjami bogatymi w pary
GC w regionach promotorowych bardzo wielu genéw [15].
Selektywno$¢ dziatania biatek SMAD osiggana jest przez
oddzialywanie z réznymi czynnikami transkrypcyjnymi,
np. AP-1, ETS, C/EBPp, FoxH1 i FoxO. Ponadto, kompleks
SMAD oddziatuje z kompleksem przebudowujacym chro-
matyne (SWI/SNF, switch/sucrose nonfermentable), a
w niektérych przypadkach z kompleksem biatek deme-
tylujacych DNA (DNA demethylating complex - DNDM)
[29,30,51]. Biatka SMAD rekrutuja réwniez acetylotrans-
ferazy histonowe (histon acetyl transferase - HATS), p300,
CBP, GCN5 lub deacetylazy histonowe (histon deacetyla-
ses - HDACs), np. RBL1, odpowiednio indukujac badz ha-
mujgc transkrypcje okreslonych gendéw [48]. Na kazdym
poziomie przekazywania sygnatu szlak zalezny od SMAD
regulowany jest przez modyfikacje, takie jak fosforyla-
cja, ubikwitylacja czy ADP-rybozylacja. Wewnatrzjagdrowa
akumulacja oraz aktywno$¢ R-SMAD jest hamowana przez
kinazy ERK (extracellular signal-regulated kinase), JNK
(c-JUN N-terminal kinase), CDK (cyclin-dependent kina-
ses) poprzez fosforylacje reszt Ser-Pro lub Thr-Pro, licznie
wystepujacych w taczniku domen MH1 oraz MH2 [17,59].
Fosforylacja tacznika prowadzi do zaleznej od SMURF1
(SMAD-specyfic E3 ubiquitin protein ligase 1) lub NEDD4L
(neural precursor cell expressed developmentally down-
regulated protein 4-like) ubikwitylacji prowadzacej do de-
gradacji biatka [22]. Inhibitorowe biatko SMAD7 (I-SMAD)
hamuje szlak TGF-f poprzez indukcje degradacji TBRI oraz
hamowanie fosforylacji R-SMAD i tworzenie kompleksu
R-SMAD-Co-SMAD. Innym sposobem hamowania funkcji
SMAD sg oddziatywania z korepresorami, takimi jak c-SKI
i SKIL [5]. W raku prostaty, z mutacja w genie supresoro-
wym PTEN, wykazano, ze czynnik transkrypcyjny COUP-
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Ryc.1. Szlak sygnatowy indukowany przez TGF-p zalezny od biatek SMAD

-TFII hamuje zalezna od SMAD4 transkrypcje gendw, po-
wodujac zniesienie przeciwnowotworowych funkcji TGF-3
[42]. Biatka bedace partnerami SMAD w wigzaniu DNA
oraz te bedace regulatorami aktywnosci transkrypcyjnej
powstajagcych komplekséw sa czesto tkankowoswoiste.
Na przyktad TGF-f hamuje ekspresje ID1 w komérkach
nabtonkowych poprzez tworzenie kompleksu z korepre-
sorem ATF-3, podczas gdy w komérkach macierzystych
glejaka, w ktérych brak jest biatka ATF-3, TGF-B indukuje
ekspresje ID1 [3]. Poniewaz ATF-3 jest indukowany przez
TNF-a, wspdtpraca szlakéw TGF-p i TNF-a okre$la poziom

biatka ID1 w komérkach. Oddziatywania z innymi szlakami
sygnatowymi oraz interakcje z réznymi kofaktorami wia-
zacymi DNA okre$laja zatem wzér wigzania biatek SMAD
w regionach promotorowych gendw, co moze ttumaczy¢
réznorodno$¢ odpowiedzi transkrypcyjnej w réznych ko-
morkach.

Biatka SMAD kontroluja réwniez ekspresje gendw koduja-
cych miRNA [21]. SMAD2 lub SMAD3, niezaleznie od biatka
SMAD4, biora udziat w procesie modulowania biosyntezy
miRNA poprzez oddziatywanie z kompleksem Drosha [7].
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Szlaki sygnatowe TGF-B niezalezne od SMAD

Sygnaly indukowane przez TGF-f moga ulegad propagacji
takze bez udziatu biatek SMAD (ryc.2.) [35]. TGF-P bezpo-
$rednio aktywuje szlak kinaz: RAS-RAF-MEK-ERK1/2 w
wyniku fosforylacji biatka SHCA przez zaktywowany TPRI
lub TPRIL Fosforylowane biatko SHCA tworzy kompleks
SHCA/GRB/SO0S1 (son of sevenless homolog 1) odpowie-
dzialny za sekwencyjng aktywacje biatka RAS, a nastep-
nie RHO, MEK i ERK [62]. Ponadto, TRRI i TPRII indukuja
poliubikwitynacje TRAF6 (TNF receptor-associated fac-
tor 6), ktéry rekrutuje i aktywuje TAK1 (TGFf-associated
kinase 1), wywotujgc indukcje szlakéw JNK i p38. Selek-
tywng aktywacje p38 MAPK i fosforylacje jej substratéw
obserwowano w komérkach glejaka [9]. TGF-f stymuluje
ubikwitynacje i zalezng od SMURF degradacje RHOA przez
ufosforylowane biatko PAR6 (partitioning defective 6 ho-
molog alpha), reguluje réwniez aktywno$¢ innych GTP-az
rodziny RHO, co ma szczegblne znaczenie w przej$ciu na-
blonkowo-mezenchymalnym (EMT) komérek nowotwo-
rowych [35]. EMT jest procesem istotnym we wczesnym
rozwoju organizmu oraz w procesie gojenia si¢ ran. W no-
wotworach, EMT zalezne od TGF-f jest wazne w procesie
powstawania przerzutéw. Stwierdzono, ze zablokowanie
PAR6 w mysim modelu przerzutowego raka piersi hamuje
powstawanie przerzutéw do ptuc[56].

Niezaleznie od tego czy TGF-f indukuje szlaki sygnatowe
z udziatlem biatek SMAD czy bez ich udziatu, oddziatuje
z innymi szlakami sygnalowymi, takimi jak: WNT, Hed-
gehog, PI3K-AKT, NOTCH, INF-y, TNF-a, RAS-ERK [2,19].
Wspétdziatanie szlakéw moze sie opieraé na wzajemnej
regulacji ekspresji ligandéw i elementéw szlaku lub en-
zymatycznej modyfikacji poszczegdlnych biatek sygna-
towych. Szlaki WNT i TGF-p wzajemnie reguluja ekspre-
sje swoich ligandéw. Ponadto ich elementy oddziatujg ze
soba w kompleksie transkrypcyjnym SMAD3-SMAD4-f-
katenina-TCF, a takze w kompleksie cytoplazmatycznym
SMAD7-AXIN (axinl - represor szlaku WNT, jeden z gtéw-
nych sktadnikéw kompleksu destrukcyjnego B-kateniny).
Udowodniono réwniez, ze TGF-p aktywuje kanoniczny
szlak WNT poprzez hamowanie ekspresji DKK1, gtéwnego
inhibitora szlaku [1]. Aktywno§¢ szlaku TGF-P jest réwniez
modulowana przez INF-y i TNF-a, ktére aktywujg eks-
presje I-SMAD. Interakcje wyzej wymienionych szlakéw
moga prowadzi¢ do zmiany funkcji TGF-B z supresorowe;
w promujacg kancerogeneze [37].

Rova TGF-B w NowoTwoRACH

Szlaki sygnatowe indukowane w nowotworach przez li-
gandy nalezace do rodziny TGF-f moga prowadzi¢ do za-
hamowania kancerogenezy badZ progresji choroby no-
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Ryc.2. Szlaki sygnatowe indukowane przez TGF-B niezalezne od biatek SMAD
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wotworowej [7]. We wczesnych etapach transformacji
nowotworowej TGF-B pobudza kaskady sygnatowe sty-
mulujace ekspresje genéw zaangazowanych w hamowa-
nie proliferacji, stymulacje réznicowania si¢ komdérek,
aktywacje apoptozy badz autofagii, supresje angiogene-
zy i procesy prowadzace do zniesienia stanéw zapalnych
[29]. W zaawansowanym stadium choroby TGF-B pelni
role promotora tworzenia przerzutéw poprzez udziat w
przej$ciu nabtonkowo-mezenchymalnym, przebudowie
macierzy zewngtrzkomérkowej, modulowaniu mikrosro-
dowiska, indukowaniu syntezy chemokin i wyciszaniu
odpowiedzi immunologiczne;j [16]. Zmiana funkcji TGF-
wigze si¢ ze zmianami epigenetycznymi i genetycznymi
w komdrkach nowotworowych [20,27]. W licznych no-
wotworach, ekspresja bialek zaangazowanych w szlaki
sygnatowe TGF-B np. TRIL, TPRI, SMAD4 ulega zahamo-
waniu na skutek mutacji lub utraty heterozygotycznosci.
Mutacje w receptorze TPRII powigzane sa z niestabilno-
$ciag mikrosatelitarng i niewydolno$cig systemu napra-
wy DNA, co w konsekwencji prowadzi do zmiany ramki
odczytu i braku ekspresji genu [37]. Z kolei SMAD2 oraz
SMAD4 kodowane sg przez geny mieszczace sie na dtuz-
szym ramieniu chromosomu 18, ktéry takze ulega licz-
nym mutacjom [27,61]. Selektywna eliminacja sktadnikéw
szlaku sygnatowego TGF- w raku trzustki, jelita grube-
g0, zotadka czesto prowadzi do catkowitego wyciszenia
sygnatu. Znacznie nizszy poziom mutacji obserwuje sie
w raku piersi, skéry i glejakach [37]. Zaobserwowano jed-
nak, ze wzmocnieniu ulega ekspresja TRRI w raku pro-
staty 1 jelita grubego. Badania immunohistochemiczne
wykazaly, ze poziom TGF-B w raku piersi, prostaty, jelita
grubego koreluje ze zwiekszong zdolno$cia do tworzenia
przerzutdw i stopniem zaawansowania nowotworu w ob-
razie klinicznym [18].

Udziat TGF- w supresji kancerogenezy

Zahamowanie proliferacji komdérek nowotworowych
przez TGF-P nastepuje gltéwnie przez regulacje ekspre-
sji biatek regulujacych cykl komdrkowy. TGF- aktywuje
transkrypcje genédw kodujacych biatko wigzace eukario-
tyczny czynnik inicjacji translacji 4E (4E binding prote-
in - 4EBP1) oraz inhibitory kinaz cyklinozaleznych (p15,
p21, p57) [52]. W efekcie sygnat indukowany przez TGF-
prowadzi do zatrzymania cyklu komérkowego w péznej
fazie G1, na skutek zahamowania aktywnosci kinaz cy-
klinozaleznych. Ponadto, TGF-p hamuje synteze c-MYC
(myelocytomatosis viral oncogene homolog), fosfatazy
treoninowo-tyrozynowwej, CDC25A (cell division cycle
25A), bialek ID (inhibitor of DNA binding) oraz czynni-
ka transkrypcyjnego E2F [31]. Utrata ekspresji CDC25A
prowadzi do fosforylacji kinaz cyklinozaleznych CDK4
i CDK6, a w konsekwencji do ich dezaktywacji. Zahamo-
wanie ekspresji czynnika E2F blokuje przejscie komérki
przez punkt kontrolny na granicy faz G1/S oraz trans-
krypcje biatek fazy S. Biatka ID (ID1, ID2, ID3, ID4) s3 inhi-
bitorami czynnikéw transkrypcyjnych typu bHLH (basic
helix-loop-helix), odpowiadajacych za ekspresje genéw
tkankowoswoistych warunkujacych réznicowanie komé-
rek, np. MyoD. W przypadku ich zwiekszonej ekspresji

dochodzi do zahamowania réznicowania komérek. Regu-
lacja ekspresji wyzej wymienionych biatek zaangazowa-
nych w cykl komérkowy oparta jest o kanoniczny szlak
TGF-B, zalezny od biatek SMAD. Specyficzno$¢ dziatania
kompleksu R-SMAD-Co-SMAD zalezy od rodzaju czynni-
kéw transkrypcyjnych wspéttworzacych kompleks trans-
krypcyjny [31]. W przypadku inhibitoréw CDK indukcja
ekspresji p21 zalezy od kompleksu SMAD-FOXO, podczas
gdy kompleks SMAD-FOXO-EBPp indukuje transkrypcje
p15. Z kolei c-MYC oraz geny biatek z rodziny ID regu-
lowane sg poprzez SMAD-E2F4/5-C/EBPP i SMAD-ATF
[13,31]. c-MYC oprécz tego, ze stymuluje proliferacje ko-
mérek, oddziatujac z biatkiem PIAS2 (protein inhibitor of
activated STAT homolog 2), hamuje ekspresje p15 i p21.
TGF-p regulujac ekspresje c-MYC posrednio wptywa na
poziom p15 i p21.

TGF-B zatrzymuje proliferacje komdrek nowotworowych
réwniez poprzez udziat w indukcji apoptozy i autofagii
[14]. Szlaki sygnatowe TGF-B, zaréwno te zalezne od biatek
SMAD, jak i niezalezne, biora udziat w aktywacji proapop-
tycznych kaspaz oraz w regulacji ekspresji, lokalizacji i
aktywacji biatek pro- i antyapoptycznych rodziny BCL2
[55]. Ekspresja biatek uczestniczacych w programowane;
$mierci komérki, w tym BIK (BCL2-interacting killer), BIM
(BCL-2 interacting mediator of cell death), DAPK (death
associated protein kinase), FAS (TNF receptor superfamily,
member 6), GADD45p (growth arrest and DNA-damage-
-inducible beta) oraz zaangazowanych w autofagie, w tym
ATG5 (autophagy related 5 homolog), ATG7 (autophagy
related 7 homolog), Beclin1/ATG6 (autophagy related 6
homolog) jest pozytywnie regulowana przez TGF-f. Jed-
nocze$nie wykazano, ze biatko adaptorowe DAXX (death-
-domain associated protein) oddziatujac z receptorem
TPRII niezaleznie od biatek SMAD, indukuje apoptoze po-
przez wzmocnienie aktywacji szlaku JNK [14,37].

Udzial TGF-p w promocji nowotworéw

Sposréd wszystkich funkcji jakie TGF- petni w transfor-
macji nowotworowej, najwazniejszymi wydaja sie: udziat
w inwazji i migracji komdrek nowotworowych oraz im-
munosupresji. TGF-p wycisza odpowiedZ immunologicz-
ng organizmu skierowana przeciwko nieprawidtowym
komdérkom [60]. W chorobach nowotworowych obserwuje
sie ostabienie reaktywnosci immunologicznej, bowiem
komérki nowotworowe moga ograniczaé funkcjonowa-
nie uktadu immunologicznego przez modyfikacje tych
sktadnikéw uktadu, ktére powinny eliminowaé komdrki
nowotworowe, TGF-p za posrednictwem biatka SMAD3
hamuje synteze INF-y indukowang przez komérki NK (na-
tural killer) [4]. INF-y jest gléwnym czynnikiem odpo-
wiedzialnym za cytotoksyczno$é komérek NK. TGF- wy-
dzielany przez komérki nowotworowe indukuje zmiany
fenotypu makrofagéw i neutrofiléw, ktére tracg funkcje
efektorowa wzgledem komdrek nowotworowych [11,12].
Makrofagi przeksztalcaja sie z komérek zernych prezen-
tujacych antygeny i wytwarzajacych cytokiny prozapal-
ne (fenotyp M1) w tzw. makrofagi swoiste dla nowotwo-
réw, TAM (tumor-associated macrophages) o fenotypie
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M2. Komdrki te wydzielaja cytokiny immunosupresyjne,
IL-10 i TGF-B. Niedawno wykazano, ze hamowanie dro-
gi sygnatowej TGF-B moze przeprogramowaé makrofagi
TAM w makrofagi o fenotypie M1 [39]. Poprzez szlak sy-
gnatowy zalezny od SMAD, TGF- hamuje synteze biatek
kluczowych w odpowiedzi immunologicznej: perforyn,
granzymdw A i B oraz proapoptotycznych cytokin: FASL
i INF-y. Prowadzi réwniez do zaburzenia aktywacji efek-
torowych limfocytéw T, hamowania funkcji komérek den-
drytycznych i innych komdrek prezentujacych antygeny
oraz stymuluje apoptoze limfocytéw B [11,44,45]. TGF-f
uczestniczy w réznicowaniu komérek uktadu immunolo-
gicznego, regulujgc ekspresje czynnika transkrypcyjnego
FOXP3 (forkhead box protein P3). Czynnik ten jest gtéw-
nym modulatorem rozwoju i funkcjonowania limfocytéw
Treg. TGF-B pozytywnie, aczkolwiek posrednio reguluje
poziom FOXP3, poprzez aktywacje czynnika transkrypcyj-
nego E2A, ktéry przylacza sie do DNA w miejscu promo-
torowym FOXP3, wzmacniajac jego ekspresje [2].

Angiogeneza jest procesem niezbednym do wzrostu guza
i tworzenia przerzutéw. TGF-B wspétdziatajac z HIF-1 (hy-
poxia inducible factor 1) stymuluje neowaskularyzacje
poprzez zwiekszenie poziomu ekspresji VEGF (vascular
endothelial growth factor) oraz CTGF (connective tissue
growth factor). Dodatkowo TGF-f reguluje ekspresje, wy-
dzielanie oraz aktywacje metaloproteinaz macierzy ze-
wnatrzkomdrkowej (matrix metallopeptidases - MMPs):
MMP-2 i MMP-9, jednoczesnie hamujac ekspresje ich
inhibitora TIMP (tissue inhibitor of metalloproteases)
[38]. Poprzez aktywacje metaloproteinaz TGF- zwieksza
zdolno$¢ komérek nowotworowych do migracji i inwa-
zji, proceséw warunkujacych angiogeneze [29]. W raku
piersi wykazano, ze ANGPTL4 (angiopoetin-like protein
4), biatko kluczowe dla neowaskularyzacji i tworzenia
przerzutéw odlegtych gtéwnie do ptuc, podlega réwniez
regulacji przez szlak sygnatowy TGF-p [18].

TGF-p indukuje przejscie nabtonkowo-mezenchymalne
(EMT) zaréwno komdrek nabtonkowych i $érédbtonka, jak
i komdrek nowotworowych [24]. W procesie EMT spola-
ryzowane komdrki o fenotypie komérek nabtonkowych
uzyskujg cechy komérek mezenchymalnych. EMT komé-
rek nowotworowych wiaze sie z nadekspresja czynnikéw
transkrypcyjnych SNAIL1/2 (human snail homolog 1/2),
ZEB1/2 (zinc finger E-box binding homeobox1/2), HMGA2
(high mobility group AT-hook 2), TWIST1 (twist basic he-
lix-loop-helix transcription factor 1). Czynniki te, podle-
gajac pozytywnej regulacji ze strony TGF-f, hamuja syn-
teze biatek adhezyjnych (m.in.: kadheryny) ulatwiajacych
przyleganie do siebie komérek tego samego rodzaju, co
z kolei stymuluje biatka odpowiedzialne za rozerwanie
potaczen miedzykomérkowych i utrate polarnosci ko-
mdrek [16,41]. Komdrka o fenotypie mezenchymalnym
charakteryzuje sie zwiekszona inwazyjnoscia i zdolno-
$cig do migracji, co moze skutkowacé rozsianiem komdrek
nowotworowych, a wiec progresja choroby [63]. Ponadto
uwaza sie, ze EMT prowadzi do zwiekszenia populacji ko-
mdrek majacych cechy nowotworowych komérek macie-
rzystych [28,43,46,63].

W obrebie heterogennej tkanki nowotworowej istnieje
populacja komérek wykazujaca zwiekszong zdolno$¢ do
inicjacji nowotworu. Pewna cze$¢ tej populacji stanowia
komérki majace wtasciwosci multipotencjalnych komé-
rek macierzystych zdolnych do samoodnowy. W obrebie
niszy, oprécz komdrek macierzystych i réznicujgcych sie,
wystepujag komérki uktadu immunologicznego, komérki
mezenchymalne, a takze elementy macierzy miedzyko-
mérkowej oraz sie¢ naczyn krwiono$nych. Losy komérek
macierzystych zalezg od sygnatéw pochodzacych z mi-
kro$rodowiska, w ktérym wystepuja [23]. W raku piersi
wykazano, ze gtéwnymi szlakami aktywowanymi w po-
pulacji nowotworowych komérek macierzystych sg WNT
i TGF-P [46]. Szlaki sygnatowe indukowane przez TGF-p
petnig gléwna role w interakcji komérek macierzystych
z nisza [18]. Wykazano, ze inhibitory TGF-p prowadza
do zmniejszenia populacji komérek o cechach komdrek
macierzystych w guzach piersi, glejakach i przewleklej
biataczce szpikowej. Liczne do$wiadczenia potwierdzaja
nadekspresje TGF-p w glejakach, ktéra koreluje ze zwiek-
szong zdolno$cia komdrek do samoodnowy i proliferacji
[3,7]. Szlak TGF- zalezny od SMAD indukuje ekspresje
cytokiny LIF (leukemia inhibitory factor), ktéra aktywu-
je $ciezke sygnatowg JAK-STAT. Wykazano, ze w glejaku
zalezna od LIF aktywacja JAK-STAT, prowadzi do zwiek-
szenia zdolno$ci do samoodnowy komérek oraz hamuje
ich réznicowanie [40]. Ponadto, TGF-f indukuje ekspresje
biatka SOX4, ktére z kolei aktywuje transkrypcje SOX2
[18]. Biatko SOX2 reguluje ekspresje innych kluczowych
czynnikdw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za utrzy-
manie puli komdrek o cechach nowotworowych komérek
macierzystych [46]. Z kolei Wang i wsp. wykazali, ze szlaki
sygnatowe TGF-B poprzez biatko SMAD3, potranskryp-
cyjnie indukuja synteze miR-181, co wywotuje wzrost
komdrek raka piersi w postaci nieprzywierajacych do
podtoza sferoidéw (mammosfer) [57]. W odréznieniu od
powyzszych przyktadéw istnieja réwniez badania wyka-
zujace, ze TGF-P prowadzi do zmniejszenia populacji no-
wotworowych komdérek macierzystych [10,49,54]. Tang i
wsp. wykazali, ze w raku piersi zahamowanie aktywno$ci
szlaku sygnatowego TGF-f zaleznego od SMAD prowadzi
do zwiekszenia populacji komérek wykazujacych wta-
$ciwo$ci nowotworowych komdrek macierzystych. Wy-
kazali réwniez, ze ludzkie komdrki raka piersi stymulo-
wane TGF-p tracity zdolno$¢ do samoodnowy i wzrostu
w postaci mammosfer in vitro [54]. W raku zotadka typu
rozlanego, TGF-B pochodzenia egzogennego prowadzito
do zmniejszenia populacji komérek ALDH1*, wykazujg-
cych cechy komérek macierzystych [26]. Podobne wyniki
otrzymano w mysim modelu raka ptaskonabtonkowego,
gdzie TGF-P redukowat zdolno$é komérek do samoodno-
wy i przerzutowania [49].

Strategie terapeutyczne nakierowane na szlaki

indukowane TGF-p

Poszukiwania skutecznych modulatoréw szlakéw TGF-f3
sa wielokierunkowe. W badaniach przedklinicznych i
klinicznych testowane jest zastosowanie oligonukle-
otydéw antysensowych (ASO) w celu zahamowania syn-
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tezy TGF-p, przeciwcial monoklonalnych anty-TGF-p,
mimetykdw peptydowych TPRII oraz niskoczasteczko-
wych inhibitoréw blokujacych TPRI [2]. Celem prowa-
dzonych badan nie jest catkowite zablokowanie szlakéw
indukowanych TGF-p, a zahamowanie ich nadmiernej
aktywno$ci. Obnizenie ilo$ci syntetyzowanego TGF-f3
przez linie komérkowe raka ptuca, raka prostaty oraz
jelita grubego (43-100%) uzyskano po zastosowaniu
ASO AP11014 (Antisense Pharma) [47]. Trabedersen
(AP12009, Antisense Pharma), ktéry obecnie jest w I-
-11I fazie badan klinicznych - w zalezno$ci od typu no-
wotworu, réwniez hamuje synteze liganda TGF-p [36].
Humanizowane przeciwciatla monoklonalne - Fresoli-
mumab (Cambridge Antibody Technology) blokujg od-
dzialywania trzech izoform TGF-p z receptorem TPRIL.
Obecnie prowadzone sg badania nad jego zastosowa-
niem w leczeniu czerniaka ztoliwego (I faza badan kli-
nicznych), w skojarzeniu z radioterapig w raku piersi (I
faza badati klinicznych) oraz w raku nerkowokomérko-
wym (I faza badati klinicznych) [6,34]. Kolejnym celem
terapeutycznym jest zahamowanie fosforylacji TRRII
poprzez zastosowanie niskoczasteczkowych zwiazkéw
np.: SB-505124 (Gloxo Smith Kline), LY580276, LY550410
(Eli Lilly), Ki26894 (Kirin Pharmaceuticals) [2]. Wszyst-
kie badania prowadzone nad tymi zwiagzkami znajduja
sie w fazie przedkliniczne;j.

PismienNICTWO

PobsumowaNiE

Zastosowanie lekéw oddziatujacych bezposrednio z ele-
mentami szlakéw sygnatowych TGF-B jest bez watpienia
obiecujgcym podejéciem terapeutycznym [2]. Obecnie naj-
wazniejszym wydaje sie zrozumienie mechanizmu zmiany
funkgji cytokiny TGF-P z supresorowej w promujacg kance-
rogeneze. Wiadomo, ze sygnaty pochodzgce z mikro$rodo-
wiska nowotworu regulujg aktywno$¢ egzo- i endogennego
biatka TGF-P. Ponadto, ostatnie doniesienia przedstawiaja
TGF-p w roli jednego z gtéwnych czynnikéw moduluja-
cych populacje komdérek o cechach nowotworowych ko-
mdrek macierzystych. Jednak rola tej cytokiny takze w tym
przypadku nie jest jednoznaczna. Wydaje sie, ze inhibitory
TGF-P moga prowadzi¢ do uwalniania nowotworowych ko-
mdrek macierzystych z ich niszy powodujac wzrost liczby
krazacych w krwiobiegu komérek nowotworowych oraz
mikro- i makroprzerzutéw. By¢ moze konieczne bedzie 13-
czenie terapii anty-TGF-p z klasyczng chemioterapig cyto-
toksyczng. Ztozono$¢ mechanizméw regulujacych funkcje
TGF-P oraz réznorodno$é odpowiedzi indukowanej przez
te cytokinine powoduja, ze terapia przeciwnowotworowa
polegajaca na wyciszeniu szlakéw sygnatowych zaleznych
od TGF-B, powinna by¢ dobrana nie tylko do okre$lonego
typu nowotworu i stadium jego rozwoju, ale takze indywi-
dualnie, do kazdego przypadku klinicznego.
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