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Streszczenie |

Summary |

W artykule om6wiono szereg czynnikow prognostycznych zwigzanych nie tylko z rokowaniem, ale réwniez z mozliwoscia
zastosowania terapii tarczowej w raku jajnika. Przedstawiono ekspresj¢ mRNA BRCAI, VEGF i jego receptorow, CXCR4,
HER-2, HIF-10, COX-2, NM-23, KAI 1, IGF-1R, kisspeptyny, neuropiliny i genu Prox-1. Ekspresja mRNA BRCAI wiaze
si¢ nie tylko z dziedzicznym rakiem jajnika, ale rowniez z rakiem sporadycznym. Wyzsza ekspresja powoduje lepsza odpo-
wiedz na taksany. Przypuszcza sie, ze zawartoS¢ mRNA BRCAI u kobiet z rakiem sporadycznym moze stuzy¢ do selekeji
pacjentek do odpowiedniego typu chemioterapii. BRMS! dziata jako gen hamowania przerzutéw w raku jajnika. Poziomy
mRNA dla BRMS| sg nizsze w zaawansowanych stadiach raka niz we wezesnych. Rodzina VEGF zwigzana z angioge-
neza i limfangiogeneza sktadajaca si¢ z 5 glikoprotein (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E) dziata poprzez
receptory VEGFRI1-3. Neuropilina 1 odgrywa role w angiogenezie, a typ drugi moduluje proces limfangiogenezy, po-
dobnie jak gen Prox-1. W uwalnianiu czynnikow proangiogennych bierze udzial COX-2. Ekspresja HIF-10. zwiazana jest
z opornoscig niedotlenionych komorek raka na leczenie chemiczne i napromienianiem. Ekspresja c-Mer wigze si¢ z niz-
szym zréznicowaniem raka. Kompleks SDF-1/CXCR4 odgrywa kluczowg role w tworzeniu przerzutéw komdrek nowo-
tworowych. Surwiwina wystepujaca wyltacznie na komdrkach nowotworowych poprzez hamowanie apoptozy promuje
rozw(j raka. Gen supresji przerzutow (BRMS1), podobnie jak receptory VEGE CXCR4, HER-2, HIF-10,, COX-2, moze
by¢ tarcza dla terapii celowanej. Obecnie coraz wigeej badaf dotyczy inhibitoréw VEGE Obnizona ekspresja NM-23 oraz
KAI 1 koreluje ze zdolnoscig do przerzutowania. Omdéwiono markery biologiczne dla raka jasnokomorkowego jajnika
(IGF-1R i kisspeptyng). Ciekawym obiektem badafi moze by¢ surwiwina, neuropilina i gen Prox-1.

Stowa kluczowe: markery prognostyczne w raku jajnika, terapia celowana, nRNA BRCAI, VEGE HIF-1o.

The authors discuss several predictive factors related to ovarian cancer, both those associated with prognosis and those
potentially useful in targeted therapy thereof. Expression of mRNA BRCAI, VEGF and its receptors, CXCR4, HER-2,
HIF-1a, COX-2, NM-23, KAl 1, 1GF-1R, kisspeptin, neuropilin and Prox-1 gene are discussed. Expression of mRNA BRCAI
is associated not only with hereditary ovarian cancer, but also with its sporadic form. Higher expression correlates with a
better response to taxanes. Hopefully, mRNA BRCA! level in women with sporadic ovarian cancer will become a useful
parameter, qualifying patients for a particular chemotherapy protocol. BRMS! acts as a gene inhibiting development of
metastases in ovarian cancer. Levels of mRNA for BRMS! are lower in late than in early stage ovarian cancer. The VEFG
family is involved in angio- and lymphangiogenesis and includes 5 glycoproteins (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGE-D
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and VEGF-E), which acting upon receptors VEGFRI-3. Neuropilin 1 plays a role in angiogenesis, while neuropilin 2 mod-
ulates lymphangiogenesis, similar to the Prox-1 gene. COX-2 mediates the release of pro-angiogenic factors. HIF-1o: expres-
sion is associated with resistance of hypoxic cancer cells against cytostatics and radiation. Expression of ¢-Mef correlates with
poorly differentiated cancer types. The SDF-1/CXCR4 complex plays a key role in the development of cancer metastases.
Survivin is present in cancer cells only, where it inhibits apoptosis and promotes the development of cancer. Metastases sup-
pressor gene (BRMS1) and receptors for VEGE CXCR4, HER-2, HIF-10. and COX-2, may serve as targets for targeted ther-
apy. At present, an increasing number of studies focus on VEGF receptors. Poor expression of NM-23 and KAl I correlate
with tumor ability to form metastases. The authors discuss the role of biological markers for clear-cell ovarian cancer
(IGF-1R and kisspeptin). Promising topics for future studies are survivin, neuropilin and the Prox-1 gene.

Key words: prognostic factors in ovarian cancer, targeted therapy, mRNA, BRCAI, VEGE HIF-1o.

B cratbe paccMOTpeHbl HEKOTOpbIE MPOTHOCTHYECKHE (hAKTOPbI CBSI3AHHBIE HE TOJILKO € NPOrHO3MPOBAHMEM, HO TAKXKe
C BO3MOZKHOCTBIO NIPUMEHEHNS LLMTOBUIHOM Tepanuu Npu pake suuHuka. [Ipencranena Bbipasutensiocts MPHA BPKAI,
BEI'® u ero peuenropos, KMkcKP4, XEP-2, X d-1a, KOUke-2, HM-23, KAU 1, UT'®-1P, xuccnentiya, HeliponiimHa
u rena [Ipoxc-1. BoipasurensHocts MPHA BPKAI cBsi3aHa He TOJNBKO C HACTEAICTBEHHBIM PAKOM SIMUHMKA, HO TAKXe
C PAKOM CTIOpaMuecKuM. Bosiee BbICOKast BbIPA3UTENbHOCTD BbI3bIBAET JyUILMil OTBET Ha TakcaHbl. [Ipefnonaraetcs, uro
copepxiuMocTs MPKA 5PKAT 'y SKEHIIWH ¢ pakoM MOSIBISIFOLLUMCS! CIIOPAIMUECKU MOXKET ObITh IIONE3HOM Ipy 0TOOpE Nawy-
€HTOK JIJIs1 COOTBETCTBYIOLLEro Biia Xumuorepanuu. 5PMCI feficTByeT B KauecTBe reHa TOPMO3SILLETO MOSIBIIEHHE METacTa3
npu pake sinuHuKa. Yposenb MPHA nist 5PMCI 6onee HU3KWil IpU POrPECCUBHOM Pa3BUTHM ONPEMENEHHON CTajiu paka,
yem npu 6onee pannux. CemeiictBo BEI'® cBsizaHo ¢ aHruoreHe3om (pa3BUTHEM KPOBEHOCHBIX COCY/IOB) 1 JIMM(paHIHOTeHe-
30M coctosiM 13 Tisiti romkonpotenH (BEI'®-A, BEI'®-b, BE['®-11, BE'®-]1, BE['®-E) peiictByet nocpeicTBoM petiern-
topoB BE['®P1-3. Hefiponmmmu 1 urpaer ponb B aHruorexese, a THI 2 MOJyJIMPYET NPOLECC JTMM(aHTHOreHe3a, MojoGHO
TOMY Kak reH [Ipoxc-1. B ocBoOOX/eHM! IPOAHIHOTeHHbIX (hakTopos npuHuMaeT yyactie KOVke-2. BoipasuternbHocTh
XHW®-1a cBs3aHa ¢ pe3uCTEHLMEN HEJOCTATOUHO OKHUCIEHHBIX PAKOBbIX KJIETOK HAa XMMUYECKOE JIEYeHUe U 00JTyUeHUEM.
BeipasurensHocTs y-Mem cBsizana ¢ 6onee Hu3koi ucdepentmanyeit paka. Kommneke CIIP-1/KUkcKP4 urpaer kmoue-
BYIO POJib B 00PA30BaHUM METACTa3 KIETOK ¢ HOBooOpazoBanusiMit. CypBUBHHA NOSABIISIOLLASCS HCKITIOUNTENBHO Ha KIIETKAX
C HOBOOOPA30BAHMSIMU TIOCPEICTBOM TOPMOXKEHHS AIONTO3a COJEHCTBYET pa3BUTHIO paka. 'eH cympeccun Metacras
(BPMCI), ananoruyno peuenropav BEI'®, KWkcKP4, XEP-2, XU®-10,, KOWkc-2, MoskeT Urpath podib LKTA TPH TIPOBEfie-
HUM HAMEYeHHOIT Tepamiit. B Hactosiiee Bpemst Bee Godblue uccrefoBauii casizano ¢ uaruénropamun BE['®. Orvmevaemast
YMeHbLIeHHas! BblpasuTenbHocTs HM-23 1 KAM 1 csi3aHa co cnocOOHOCTBIO K MOSIBAEHUIO MeTacTa3. B cratbe paccMoTpe-
HbI TAKXKe OHOJIOrHyecKue MapKepbl sl OTHOK/IETOUHOro paka situnyka (MI'®-1P u kucenentun). MHTepecHbIM npegMeTom
HCCTIE[l0BAHMS] MOKET ObITh CYPBUBUH, HEHPOMAIMH ¥ TeH [Ipokc-1.

Kniouesble cnoBa: Mapkepbl IPOTHOCTHYECKHE MPU pake SudHuKa, Tepanus HameyenHast, MPHA 5PKAI, BET'®, XUd-1a

WSTEP INTRODUCTION

imo znanych czynnikdw prognostycznych w raku jaj-
Mnika (wiek, stopiefi klinicznego zaawansowania, doj-

rzato$¢ histologiczna, typ wykonanej operacji, wodo-
brzusze, zajecie wezlow chfonnych, stgzenie CA-125 itd.) nadal
w tej heterogennej grupie stosowane sg standardowe procedu-
ry chemiczne, a wyniki leczenia sg ze.
Mozliwo$¢ wykorzystania technologii proteomicznych do
jednoczasowego oznaczenia setek lub tysiecy biatek wytwa-
rzanych przez organizm pozwoli prawdopodobnie na szybsze
i bardziej precyzyjne wczesne, a nawet przedkliniczne zdia-
gnozowanie raka, na monitorowanie zindywidualizowane-
go leczenia, ktore powinno by¢ oparte na lepszej znajomosci
mechanizméw wzrostu, podziatu i przerzutowania oraz wie-
dzy o molekularnych czynnikach prognostycznych i tarczach
do terapii celowanej. Ponizej przedstawiamy wybrane czynni-
ki prognostyczne, ktére moga by¢ zwigzane z niestandardo-
wa terapig celowang.
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an cancer (age, clinical stage, histological grade, type of

surgery, ascites, lymph node invasion, CA-125 level etc.),
standard chemotherapy protocols are usually implemented in
this heterogenous group of patients and treatment outcomes
are poor.
Application of proteomic technology for simultaneous as-
say of hundreds or even thousands of proteins produced
by the body, will probably enable a quicker and more pre-
cise, early or even preclinical diagnosis of cancer, monitor-
ing of effectiveness of individually tailored treatment pro-
tocols, which should be based on a better understanding of
mechanisms of tumor growth, proliferation and develop-
ment of metastases, as well as on definition of proper tar-
gets for targeted therapy. We present selected prognostic
factors, which may be associated with non-standard tar-
geted therapy.

In spite of several established prognostic factors in ovari-
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EKSPRESJA mRNA BRCAI

Szacuje sie, ze 5-10% wszystkich przypadkow raka jajnika
zwigzanych jest z nosicielstwem zmutowanych genow, glow-
nie BRCAI i BRCA2™. Najczesciej mutacje w genie BRCAI
wystepuja wérod Zydowek aszkenazyjskich, sa to: 185delAG,
5385insC™. W Polsce najczgsciej wystepuja mutacje 5385insC,
C61G, 4153delA, rzadziej 185delAG, 300T/G i 4153delA®.
Przezycia kobiet chorych na raka jajnika wrodzonego i spora-
dycznego, bedace przedmiotem licznych badan, sg kontrower-
syjne. Z badaf Rubina i wsp.®, ktorzy pierwsi w 1996 roku
opisali zwigzek pomi¢dzy mutacja BRCAI i lepszym rokowa-
niem, wynika, ze nosicielki mutacji BRCAI majg znaczaco lep-
szg prognoz¢ od kobiet obarczonych rakiem sporadycznym.
Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze cytowane badania prowadzono
przed rozpoczeciem stosowania paklitakselu. Od tego czasu
opublikowano wyniki wielu badan prowadzonych w celu zna-
lezienia takiego zwiazku.

Wedtug dwoch najwigkszych analiz: Boyda i wsp.® oraz Ben
Davida i wsp.© (kontynuowanej w nastepnych latach przez
tych autorow?), dotyczacych przezycia zydowskich kobiet
chorych na raka jajnika czas wolny od choroby oraz catkowity
czas przezycia byly diuzsze u kobiet nosicielek tych najczestszych
aszkenazyjskich mutacji BRCA w poréwnaniu z kobietami ze spo-
radycznym rakiem jajnika. Roznica ta w dwoch analizach®” byta
znamienna nawet po uwzglednieniu roznic w wieku chorych,
radykalnoSci operacji i typu histologicznego raka. Wedtug Che-
trit i wsp.? wérdd pacjentek z obserwacja trwajacg 6,2 roku,
objetych narodowym programem badan, nosicielstwo mutacji
BRCA1/2 zmnigjszalo Smiertelnos¢ o 28%.

Badania ostatnich lat®” wykazujg zwiazek miedzy obnizong
ekspresja mRNA BRCAI w guzie a lepsza odpowiedzig na che-
mioterapi¢ u kobiet ze sporadycznym rakiem jajnika, powoduja-
cq stan wzmozonej wrazliwosci na platyne, gdyz komdrki raka
z niedoborem BRCAI, podobnie jak produkowane niesprawne
biatko zmutowanego BRCA, nie sg w stanie dokona¢ naprawy
DNA uszkodzonego pochodnymi platyny lub tez niskie pozio-
my mRNA BRCAI zwigzane sa z wolniejszym rozwojem raka!?.
W badaniach Quinn i wsp.!"” oraz Jamesa i wsp.!? pacjentki
z wysokg ekspresjg BRCAI w guzie reaguja lepiej na leczenie tak-
sanami niz te z nizszg ekspresja. Wedtug tych autorow'” BRCA1
indukuje ponad 1000-krotny wzrost wrazliwoSci na czynniki
uszkadzajace wrzeciono mitotyczne. Wediug innych badan?
BRCAI jest regulatorem krytycznego punktu G2/M w mitozie.
Jest prawie pewne, ze zgodnie z badaniami znawcow! 1214 ko-
nieczna bedzie selekcja w leczeniu pacjentek z rakiem jajnika,
ktora bedzie opierac sic na stanie BRCA! jako biologicznym
markerze rowniez w sporadycznym raku jajnika.

GEN SUPRESJI PRZERZUTOW BRMSI
(BREAST CANCER METASTASIS SUPPRESSOR)

BRMS 1, gen hamowania przerzutow w raku piersi, u ludzi zma-
powano na chromosomie 11q13.1-q13.21%. Ekspresj¢ mRNA
dla BRMSI wykryto w wielu tkankach, w tym w normalnym

10 zdrowym jajniku. Wykazano, ze w pierwotnym raku jajnika

mRNA BRCA1 EXPRESSION

According to current estimates, 5-10% of all cases of ovarian
tumor develop in carriers of mutant genes, mainly BRCAI and
BRCA2D. The highest frequency of BRCAI mutations occurs
among Ashkenazi Jews, including 185delAG and 5385insC®?.
In Poland, most frequently encountered mutations include
5385insC, C61G, 4153delA, and rarely: 185delAG, 300T/G
and 4153delA®.

Survival rates of women affected with hereditary and sporadic
ovarian cancer are a matter of much controversy, in spite of nu-
merous studies performed hitherto. Studies by Rubin et al.®,
who were the first to describe in 1996 a correlation of BRCAI
mutation and a better prognosis, indicate that female carriers
of BRCAI mutation have a significantly better prognosis than
women affected by sporadic cancer. Noteworthy is, however,
that this study has been performed prior to the introduction
of paclitaxel. Since then, results of several studies investigating
such a correlation have been published.

According both largest analyses by Boyd et al.®’ and by Ben
David et al.®, subsequently continued by the same authors™,
concerning survival rates of Jewish women with ovarian can-
cer, disease-free survival and total survival time were longer in
female carriers of BRCA mutation most common in Ashkenazi
population as compared with women with sporadic ovarian
cancer. In both analyses®” the difference was statistically sig-
nificant, even considering differences in patients’ age, extent of
resection and histological grade of tumor. According to Chet-
rit et al.?, among patients participating in a national research
program with a mean follow-up of 6.2 years, mortality rate in
BRCAI/2 carriers was reduced by 28%.

Recent studies®” demonstrated an association between re-
duced expression of mMRNA BRCA! in tumor tissue and a more
favorable response to chemotherapy in women with sporad-
ic ovarian cancer, resulting from an enhanced sensitivity to
platinum compounds, as cancer cells lacking BRCAI and pro-
ducing an altered and ineffective protein BRCA, are unable to
repair own DNA damaged by platinum derivates, so level of
mRNA BRCAI is associated with slower progress of cancer!!?.
In the studies by Quinn et al."" and by James et al.!"?, patients
with overexpression of BRCA! in tumor tissue respond bet-
ter to taxanes-based therapy than those with underexpression.
According to these authors'V, BRCAI induces an over 1000-
fold increase of sensitivity to factors damaging mitotic spindle.
According to other studies"?, BRCAI regulates the critical
G2/M point in the mitotic cycle. Several authorities">!¥ con-
sider it nearly certain that a selection of ovarian cancer patients
will be necessary, based on their BRCAI status as biological
marker, also in sporadic ovarian cancer type.

BREAST CANCER METASTASIS
SUPPRESSOR (BRMS) GENE

BRMS1, the breast cancer metastasis suppressor gene, has

been mapped in humans on the chromosome 11q13.1-q13.21%.
Expression of mRNA for BRMSI was detected in several
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stezenia mRNA dla BRMS| sg istotnie nizsze niz w zdrowej go-
nadzie i guzach tagodnych jajnika, a ponadto w stadiach za-
awansowanych raka z przerzutami do weztow chfonnych i od-
legtymi poziomy mRNA dla BRMS1 byly znamiennie nizsze niz
we wezesnych stadiach klinicznych!9,

BRMS! dziata jako gen hamowania przerzutow w raku jaj-
nika na drodze obnizenia adhezji komorek do sktadowych
macierzy pozakomorkowej oraz modyfikacji licznych feno-
typow zwigzanych z przerzutami (w tym stwierdzana utrata
heterozygotycznosci chromosomu 11q w wigkszoSci rakow
jajnika) 17,

Poziomy BRMS moga by¢ czynnikiem prognostycznym w raku
jajnika, a gen ten moze by¢ nowg tarcza dla terapii celowanej!®.

RODZINA VEGF I ICH RECEPTORY

Tworzenie prawidiowo funkcjonujacych naczyi to proces zto-
zony i Scisle kontrolowany, wymagajacy przestrzennej i czaso-
wej koordynacji wielu angiogennych czynnikow, receptorow,
wewnatrzkomorkowych szlakéw sygnalizacyjnych oraz wie-
lu komorek. Podczas wzrostu i rdznicowania naczyi znacz-
na liczba réznorodnych szlakow wspotpracuje w budowie, po-
dziatach i dojrzewaniu rozwijajacej si¢ sieci naczyn.

W trakcie dorostego zycia wigkszo$¢ naczyfi pozostaje w sta-
nie spoczynku, a fizjologiczna neoangiogeneza znajduje si¢ pod
Scisty kontrolg. W warunkach patologicznych proces ten zwia-
zany jest glownie ze wzrostem nowotwordw, ich przerzutowa-
niem, nie podlega regulacji ze strony organizmu; jest ztozonym
procesem wzajemnego oddziatywania migdzy komérkami guza,
czynnikami angiogennymi i sktadnikami macierzy zewnatrz-
komorkowe;j!¥.

Szczegodlng role w procesie angiogenezy odgrywa rodzina
VEGE naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu (vascular
endothelial growth factor). Sktada si¢ ona z pigciu glikoprotein:
VEGF-A, VEGE-B, VEGE-C, VEGF-D, VEGF-E oraz czynni-
ka wzrostu fozyska - PIGE Dziatanie VEGF odbywa si¢ giownie
przez receptory: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR) i VEGFR-3
(Flt-4). Receptory VEGF nalezg do rodziny receptoréw kina-
zy tyrozynowej z trzema funkcjonalnymi domenami: domeng
pozakomorkowa wigzaca ligandy, domeng przezbtonowg i we-
wnatrzkomdrkowg domeng kinazy tyrozynowej”. Wykazano,
ze VEGF 1 PIGF mobilizuja komdrki progenitorowe EPC (en-
dothelial progenitor cells), ktore posiadajg ekspresj¢ VEGFR-1
i VEGFR-2, do przemieszczania si¢ w miejsca tworzenia si¢
naczyn®,

Przytaczenie VEGF do swoistych receptorow prowadzi do au-
tofosforylacji i aktywacji domeny wewnatrzkomorkowej, co na-
stepnie zapoczatkowuje kaskade sygnatowg, ktora stymulu-
je produkcje roznorodnych czynnikow odpowiedzialnych za
przepuszczalno$¢ naczyi oraz proliferacj¢ i migracje komorek
srodbtonka.

Metaloproteinazy macierzy komorkowej rozktadajq biatka bio-
ny podstawnej, umozliwiajac mikronaczyniom wniknigcie w ma-
cierz zewnatrzkomorkowg. Nowo powstate kapilary pokrywa-
ja sie pericytami®. Pericyty to komorki przydanki ulokowane
w obrebie bony podstawnej wloSniczek i zylek postkapilarnych,

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2010, 8 (1), p. 8-20

tissues, including normal healthy ovary. Studies revealed that
in primary ovarian cancer, the level of mRNA for BRMS! is sig-
nificantly lower than in healthy gonads and in benign ovarian
tumors, while in late-stage cancer with lymph node and dis-
tant metastases the level of mRNA for BRMS! was significant-
ly lower than in early clinical stages"'?.

BRMS1 acts as a gene inhibiting development of metastases of
ovarian cancer by reducing adherence of cells to components
of extracellular matrix and by modifying several metastases-
related phenotypes (including the reported loss of heterozy-
gosity - LOH - of the chromosome 11q in most ovarian can-
cer cases)7.

BRMS levels may be considered a prognostic factor in ovari-
an cancer, and this gene may become a novel target in target-
ed therapy!®.

VEGF FAMILY AND THEIR RECEPTORS

Formation of normally functioning vessels is a complex and
precisely controlled process, necessitating spatial and temporal
coordination of many angiogenic factors, receptors, intracellu-
lar signaling pathways and cooperation of several cell types.
During growth and differentiation of vessels, numerous and di-
verse pathways cooperate in formation, branching and matu-
ration of developing vascular network.

Throughout adult life, most vessels remain at a resting phase,
while physiological angioneogenesis remains under strict con-
trol. In pathological conditions, this process is mainly associ-
ated with the development of tumors, their spread and dissem-
ination and is not subjected to normal physiological control
mechanisms; this is a complex process of mutual interactions
between tumor cells, angiogenic factors and components of ex-
tracellular matrix!®.

A particular role in the process of angiogenesis is played by the
vascular endothelial growth factors (VEGF) family. It includes
five glycoproteins: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E and the placental growth factor (PIGF). VEGF activi-
ty is mediated mainly by receptors VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2
(KDR) and VEGFR-3 (Flt-4). VEGF receptors belong to the
family of tyrosine kinase receptors with three functional do-
mains: ligand-binding extracellular domain, transmembrane
domain and intracellular domain of tyrosine kinase""”. Stud-
ies revealed that VEGF and PIGF induce VEGFRI- and
VEGFR2-expressing endothelial progenitor cells (EPCs) to
migrate to sites where neoangiogenesis takes place.

Binding of VEGF to specific receptors results in autophos-
phorylation and activation of intracellular domain, subse-
quently initiating a signaling cascade, which in turn stimulates
production of several different factors responsible for vascular
permeability, proliferation and migration of endothelial cells.
Metalloproteinases of cellular matrix disintegrate proteins of
basal membranes, enabling penetration of microvessels in the
extracellular matrix. Newly formed capillaries become covered
by pericytes®V. Pericytes are adventitial cells located within the
basal membrane of capillaries and post-capillary venules. They
are provided with plasmatic processes and thus are considered

11
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ktore ze wzgledu na wypustki plazmatyczne uznaje si¢ za ko-
morki kurczliwe, stabilizujace naczynie i uczestniczace w regu-
lacji mikrokrazenia.

VEGF-A i VEGF-B odgrywaja kluczowg role w procesie angio-
genezy: sg one ligandami dla VEGFR-1 1 VEGFR-219.
Poprzez przylaczenie VEGF-D 1 VEGF-C do VEGFR-3, ktdrego
ekspresja w przewazajacej czesci obejmuje komorki srodbfonka
naczyfi limfatycznych, dochodzi do indukcji tworzenia nowych
naczyfi limfatycznych i zapoczatkowania procesu limfangio-
genezy. Proteolityczne reakcje ludzkiego VEGFE-D i VEGF-C
poprzez konwertazy biatkowe lub inne proteazy powoduje po-
wstanie dojrzatych homodimerdw o masie ok. 40 kDa, ktore wy-
kazujg wigksze podobiefistwo do VEGFR-3 oraz do VEGFR-2,
znajdujace si¢ pozniej w przewazajacej czesci na komorkach
srodbfonka naczyn krwiono$nych. Limfangiogenna aktyw-
nos¢ osi VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3 zostata ukazana w wie-
lu modelach in vitro iin vivo®®. Zahamowanie tej drogi sygna-
towej zmniejsza liczbe naczyi chtonnych w guzie oraz czgsto$é
wystepowania przerzutow w weztach chionnych w modelach
guzOw nowotworowych?24,

Zwickszona ekspresja genu VEGF moze by¢ spowodowana
przez szereg czynnikow, takich jak: niedotlenienie, tlenek azo-
tu, estrogeny, roznorodne czynniki wzrostu (np. PDGE TNE
TGF-B, EGFE IL-6, IL-1B), oraz zdarzenia genetyczne zwigza-
ne z procesem nowotworzenia (tj. utrata genu supresorowego
TP53, aktywacja onkogenow ras, HER-2/neu) 27,

Rola VEGF w raku jajnika zostata ustalona. Okoto 75% ra-
kow jajnika wykazuje ekspresjc VEGE Po interakcji z recepto-
rem VEGF nie tylko blokuje naczynia limfatyczne przepony, ale
zwicksza wysiek biatkowy do jamy brzusznej; st¢zenie VEGF
jest znacznie podwyzszone w plynie puchlinowym. Wykazano,
ze kobiety z wysoka ekspresja majq krotsze catkowite przezycie
iczas do wznowy. Dane te w literaturze sq jednak rozbiezne "),
W ostatnich latach stosowane sg w probach klinicznych inhibi-
tory kinaz tyrozynowych VEGEFR 1, 2, 3 oraz rowniez proangio-
gennego PDGER o/ (platelet-derived growth factor) (pazopanib,
PTK/ZK - ASCO 2007), wyniki wydajq sie obiecujace.

NEUROPILINA (NRP)

VEGF-C i VEGE-D nie sg jedynymi biatkami regulujgcymi roz-
woj uktadu limfatycznego w nowotworze. Innymi czynnikami
sg neuropilina i jadrowy czynnik transkrypcyjny Prox-1.
Neuropilina moze by¢ przydatna do identyfikacji nabtonka
naczyf limfatycznych. Wyrdzniono jej dwie izoformy: NRP1
i NRP2, homologiczne w 47%. Maja one podobne struktu-
ry, ale roznig si¢ ekspresjq w endothelium w trakcie rozwoju.
Neuropilina typu pierwszego to przezbtonowa glikoproteina
o0 masie czastkowej 130-140 kDa, obecna gtownie w Srodbton-
ku naczyi tetniczych, natomiast neuropilina typu drugiego
- w §rodbfonku naczyi zylnych i limfatycznych®0-32,

NRP1 wiaze izoformy VEGF-A, VEGF-B i VEGF-E oraz PIGE
natomiast NRP2 - VEGF-A, VEGF-C i VEGF-D®?. Udowod-
niono, ze myszy nieposiadajace receptora neuropiliny 1 umie-
rajg w okresie zarodkowym z powodu zaburzen sercowo-na-
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contractile; they stabilize vessels and participate in regulation
of microcirculation.

VEGF-A and VEGF-B play a key role in angiogenesis as li-
gands for VEGFR-1 and VEGFR-21,

Binding of VEGF-D and VEGF-C to VEGFR-3, whose expres-
sion largely is limited to lymphatic vessels, results in induc-
tion of formation of new lymphatic vessels and thus initiation
of the lymphangiogenetic process. Proteolytic activity of human
VEGF-D and VEGF-C mediated by protein convertases and
other proteases results in formation of mature homodimers of
about 40 kDa molecular weight, very similar to VEGFR-3 and
VEGFR-2, subsequently located mostly on endothelial cells
of blood vessels. Lymphangiogenetic activity of the VEGF-C/
VEGF-D/VEGFR-3 axis has been confirmed both in vitro and
invivo® . Inhibition of this signal pathway reduces the density
of lymphatic vessels in the tumor and frequency of metas-
tases to lymph nodes in experimental models of malignant
tumors®2.

Overexpression of the VEGF gene may be caused by several
factors, e.g. hypoxia, nitrogen monoxide, estrogens, various
growth factors (e.g. PDGE TNE TGE-B, EGE, IL-6, IL-1B)
and genetic events associated with the process of neoplasia
(e.g. loss of suppressor gene TP53, activation of oncogenes of
the “ras” family, HER-2/neu)®>27,

The role of VEGF in the development of ovarian cancer is well
established. Nearly 75% of all ovarian cancers present expres-
sion of VEGE Upon interaction with a suitable receptor, VEGF
not only blocks lymphatic vessels of the diaphragm, but also
stimulates proteinaceous exudate to the peritoneal cavity; VEGF
level is significantly elevated in ascites fluid. It was demonstrat-
ed that women with overexpression thereof have shorter both
overall survival and recurrence-free survival. However, pertinent
data in the literature are divergent®?”, Recently performed clin-
ical trials implemented inhibitors of tyrosine kinase VEGF 1, 2,
3 and of pro-angiogenic PDGFR o/B (platelet-derived growth
factor receptor - pazopanib, PTK/ZK - ASCO 2007) and results
obtained to date are promising.

NEUROPILIN (NRP)

VEGF-C and VEGF-D are not the only proteins controlling the
development of lymphatic vessels in tumor tissue. Other sim-
ilar factors include neuropilin and nuclear transcription fac-
tor (Prox-1).

Neuropilin may be considered a marker of lymphatic vascular
endothelium. Two isoforms thereof have been identified: NRP1
and NRP2, which are homologic in 47%. They have similar
structure but differ in the degree of expression in the develop-
ing endothelium. NRP1 is a transmembrane glycoprotein with
molecular weight of 130-140 kDa, present mainly in arterial
endothelium, while NRP2 predominates in venous and lym-
phatic endothelium©32,

NRP1 binds with isoforms VEGF-A, VEGF-B, VEGF-E and
PIGE while NRP2 - with VEGF-A, VEGF-C and VEGF-D®".
Studies revealed that mice devoid of NRP1-receptors die at
embryonal age due to cardiovascular disorders, confirming
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w rozwoju uktadu krazenia. Neuropilina typu drugiego wspot-
dziata z VEGFR-3, a przyfaczenie VEGF-C do NRP2 wzma-
ga biologiczne efekty dziatania osi VEGF-C/VEGFR-3¢2.
Poprzez to dziatanie NRP2 moduluje proces limfangiogenezy,
ale jej znaczenie w nowotworzeniu naczyi chfonnych u do-
rostych oraz w procesach nowotworowych pozostawato nie
do kofica poznane. W licznych pracach na modelach zwie-
rzecych stwierdzono, ze po zastosowaniu przeciwciata mo-
noklonalnego anty-NRP2 o wysokim powinowactwie do
regionu wigzacego VEGF istnieje ekspresja NRP2 w naczy-
niach limfatycznych, a terapia anty-NRP2 redukowata liczbe
guzdw przerzutowych do ptuc®. Prace nad liniami komorko-
wymi raka jajnika ujawnily, ze neuropilina | moduluje adhezje
komorek, wptywa na migracj¢ komorek nowotworowych i in-
wazje®¥, Uwaza sig, ze ekspresja neuropiliny moze by¢ zwia-
zana ze z1g prognoza®?.

GEN Prox-1

Jest zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 1.
(132.2-32.3), ulega ekspresji w subpopulacji komorek nabton-
kowych, ktore w procesie paczkowania i tworzenia rozgatezien
dajg poczatek systemowi limfatycznemu ),

Stwierdzono, ze ekspresja Prox-1 jest wystarczajaca do zapo-
czatkowania i rozwoju naczy limfatycznych, a takze do indukcji
fenotypu ,limfatycznego” w nabtonkowych komdrkach naczyn
krwiono$nych. Zjawisku temu towarzyszy przeprogramowanie,
czyli represja gendw specyficznie zwigzanych z nabtonkiem na-
czyniowym oraz indukcja ekspresji gendw charakterystycznych
dla linii komorek limfatycznych. Odkrycie to pozwala przypusz-
cza¢, ze tworzenie si¢ naczyf limfatycznych po zakoficzeniu em-
briogenezy moze si¢ odbywac nie tylko na bazie juz istniejacych
naczyn, ale takze na skutek ,przer6znicowania” otaczajacych
naczyn krwiono$nych®’#. Réwnoczesnie na modelu zwierze-
cym dowiedziono, ze brak genu Prox-1 powoduje catkowity brak
rozwoju systemu naczyi limfatycznych, co pozwala przypusz-
cza¢, iz gen ten odgrywa kluczowa role w procesie limfangioge-
nezy®. Przypuszcza sie, ze Prox-1 moze bra¢ udziat w regulacji
cyklu komorkowego, a w konsekwencji moze by¢ zaangazowany
w nowotworzenie i moze by¢ markerem dla endotelialnych ko-
morek limfatycznych®®,

EKSPRESJA GENU CZYNNIKA
INDUKOWANEGO HIPOKSJA 1o
(HIF-10,, HYPOXIA-INDUCIBLE FACTOR 1)

Niedotlenienie w guzie nowotworowym rozwija si¢ na skutek

nieprawidiowego ukrwienia spowodowanego patologicznymi

naczyniami. Niedotlenienie uruchamia szereg mechanizmow:

* bezposrednig oporno$¢ niedotlenionych komorek na lecze-
nie napromienianiem lub cytostykami spowodowang bra-
kiem dostepu tlenu dla utrwalenia uszkodzenh DNA®-42;

¢ indukcje wzrostu VEGF (promotora angiogenezy) oraz eks-
presje biatek zwigzanych z opornoscia na apoptoze“'#;

* sclekcje komorek o bardzo agresywnym fenotypie dajacym
przerzuty“,
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a crucial role of neuropilin in the development of cardiovas-
cular system. NRP2 cooperates with VEGFR-3 and NRP2/
VEGF-C complex enhances biological effects of VEGF-C/
VEGFR-3 axis*?. In this mechanism, NRP2 modulates the pro-
cess of lymphangiogenesis but its role in this process in adults
and in neoplasia has not been fully elucidated yet. Several pa-
pers based on animal models indicate that upon application of
anti-NRP2 monoclonal antibodies with high affinity to VEGF
binding domain, expression of NRP2 is preserved in lymphat-
ic vessels, while anti-NRP2 treatment contributes to reduce the
incidence of pulmonary metastatic foci®¥. Studies of ovarian
cancer cell lines revealed that NRP1 modulates cellular adhe-
sion, influencing migration and invasiveness of tumor cells®.
In general opinion, expression of neuropilin is associated with
poor prognosis®”.

Prox-1 GENE

Prox-1 gene is located on the long arm of chromosome 1
(1g32.2-32.3) and is expressed in the subpopulation of endo-
thelial cells which will subsequently differentiate to lymphatic
vessels in the course of sprouting and branching®>39,

It was noticed that Prox-1 expression is sufficient for initiation
and maintenance of the process of development of lymphat-
ic vessels and also for induction of “lymphatic” phenotype in
endothelial cells derived from blood vessels. This phenome-
non involves re-programming, i.e. suppression of genes spe-
cifically associated with vascular endothelium and induction
and expression of genes characteristic for lymphatic cell lines.
This discovery has led to the assumption, that formation of
lymphatic vessels beyond the embryonal phase may take place
- not only based on existing lymphatic vessels, but also as
a result of “re-differentiation” of adjacent blood vessels®739,
Furthermore, experimental studies on animal models indicate
that lack of Prox-1 gene results in a total inhibition of devel-
opment of lymphatic system, thus leading to the conclusion
that this gene might play a key role in the lymphangiogenetic
process®. It is assumed that Prox-I gene may participate in
regulation of cell cycle and, consequently, may be involved
in neoplasia, being a useful marker of endothelial lymphat-
ic cells®®.

EXPRESSION OF HYPOXIA-INDUCIBLE
FACTOR 1o (HIF10)

Hypoxia in a malignant tumor develops as a result of inade-

quate perfusion due to pathologic blood vessels. Hypoxia initi-

ates several pathogenetic mechanisms such as:

¢ direct resistance of hypoxic cells to radiotherapy and/or cy-
tostatics, due to lack of oxygen which is necessary for induc-
tion of DNA damage“+;

¢ induction of VEGF expression, promoting angiogenesis and
stimulating expression of proteins associated with cell resis-
tance to apoptosis“42;

¢ selection of cells featuring an aggressive phenotype enabling
development of metastases.
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Gtowny czynnik niedotlenienia stanowi HIF-1a, biatko, ktore
w normalnych warunkach niszczone jest szybko w proteaso-
mach, po potgczeniu si¢ z czasteczkq ubikwityny. W warunkach
niedotlenienia kumuluje si¢ w jadrze komorkowym, tworzac
z podjednostka HIF-1B heterodimer, ktory po potaczeniu z ge-
nami regulowanymi niedotlenieniem (ypoxia responsive ele-
ments, HREs) wplywa na ich funkcj¢“*#". Wykryto ponad 30
takich genow i ich produktow, m.in. VEGF, LDHA (dehydroge-
neza mleczanowa A) NOs (tlenek azotu), GLUT 1 (transpor-
ter glukozy), EPO (erytropoetyna) 49,

Coraz wiccej dowodow wskazuje na to, ze HIF-low bierze
udzial w progresji, inwazji i powstaniu przerzutow raka®+9,
Badania immunohistochemiczne preparatow pooperacyjnych
oraz iloSci mRNA HIF-1a u chorych na raka jajnika wykazaty,
ze HIF-1o jest niezaleznym negatywnym czynnikiem progno-
stycznym w raku jajnika i moze by¢ jedng z nowych tarcz dla te-
rapii celowanej w leczeniu tego nowotworu?,

EKSPRESJA c-Met

Jednym z czynnikéw wzrostu komorek nowotworowych jest
czynnik wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth factor, HGF).
Interakcja HGF z jego receptorami moze regulowac apoptoze
i angiogenez¢. Receptory HGF to rodzina trzech kinaz tyrozy-
nowych: Met, Ron i Sea. Uwaza si¢, ze aktywno$¢ mitogenna
i morfogenetyczna zwigzane sg z protoonkogenem c-Mer ),
Met jest produktem protoonkogenu c-Mer; Ayhan i wsp.“®
oznaczali immunohistochemicznie c-Met w tkankach poope-
racyjnych raka jajnika w stadium zaawansowania klinicznego
ITIC. Wykazali oni, ze c-Met jest niezaleznym czynnikiem pro-
gnostycznym w raku jajnika, ktorego ekspresja wiaze si¢ z niz-
szym zrdznicowaniem raka, przerzutami do weziow chionnych
1 gorszym przezyciem.

HER-2 [C-ERBB2(NEU)]

Biatko HER-2 jest receptorem dla naskorkowego czynnika
wzrostu (EGF), ktory odgrywa kluczowa role w procesach pro-
liferacji tkanek prawidtowych, jak rowniez guzow ztoSliwych.
Znane sa cztery warianty tego receptora: HER-1 (EGFRI),
HER-2 (ErbB2), HER-3 1 HER-4, kt6re moga formowac cztery
homodimery i sze$¢ heterodimerdw. Przytaczenie liganda po-
woduje dimeryzacj¢ receptora, aktywuje kinaze tyrozynowa,
wiaczajac kaskade sygnatowa regulujaca wzrost i proliferacje
komorki, oraz apoptoze“?. HER-2 jest przezbfonows glikopro-
teing o masie 185 kD. Receptor HER-2 nie ma znanego liganda
i jest aktywowany przez tworzenie si¢ heterodimerdw z EGFR,
HER-3 lub HER-4. Receptory EGF okazaly si¢ przydatnym ce-
lem w tworzeniu nowej generacji celowanych lekow przeciw-
nowotworowych. Trastuzumab - monoklonalne przeciwciato
anty-HER-2 - znajduje powszechne zastosowanie w leczeniu
raka piersi u chorych wykazujacych ekspresje tego receptora.

U chorych z rakiem jajnika ujawniono, ze proteina HER-2 ule-
ga nadekspresji Srednio u okofo 15-30% pacjentek, cho¢ niekto-
re badania wykazaly jej obecno$¢ nawet u 76% chorych. Nad-
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The main factor present in hypoxic environment is HIF-1o,
a protein, which in normal conditions is quickly destroyed in
proteasomes after binding with an ubiquitin molecule.

In hypoxic conditions, it accumulates in cell nucleus binding
with the HIF-1B subunit to form a heterodimer, which in turn
binds with specific regulator genes, the hypoxia-responsive el-
ements (HREs), influencing their function®#", Over 30 such
genes and their products have been discovered to date, including
VEGF, LDHA (lactate dehydrogenase A), nitrogen oxide (NO),
GLUT 1 (glucose transporter) and EPO (erythropoietin) 449,
An increasing body of evidence indicates that HIF-1o partici-
pates in progression, invasion and development of tumor me-
tastases“*), Immunohistochemical studies of surgical spec-
imens and quantities of mRNA HIF-1o in ovarian cancer
patients indicate that HIF-1a: is an independent negative prog-
nostic factor in ovarian cancer and may be one of several new
targets for targeted therapy in the treatment of this tumor“?.

EXPRESSION OF c-Met

One of growth factors affecting tumor cells is the hepatocyte
growth factor (HGF). Interaction of HGF with its receptors
may influence apoptosis and angiogenesis. HGF receptors is
a family of three tyrosine kinases: Met, Ron and Sea. In gen-
eral opinion, mitotic and morphogenetic activity is associated
with proto-oncogene c-Mer“*). Met is a product of proto-on-
cogene c-Met. Ayhan et al.“ provided immunohistochemical
evidence for presence of c-Met in surgical specimens of ovarian
cancer at IIIC clinical stage. They demonstrated that c-Met is
an independent prognostic factor in ovarian cancer, whose ex-
pression correlates with poor differentiation, early lymph node
metastases and worse survival rates.

HER-2 [C-ERBB2(NEU)]

The HER-2 protein is a receptor for epidermal growth fac-
tor (EGF) playing a key role in proliferation processes, both
in normal tissues and in malignant tumors. Four variants of
this receptor have been discovered: HER-1 (EGFR1), HER-2
(ErbB2), HER-3 and HER-4, able to form four homodimers
and six heterodimers. Binding of a ligand results in dimeriza-
tion of the receptor, activating tyrosine kinase and initiating
a signal cascade which in turn influences growth and prolifera-
tion of cells and their apoptosis“”. HER-2 is a transmembrane
glycoprotein, with a molecular mass of 185 kDa. HER-2 recep-
tor has no known ligand and is activated by formation of het-
erodimers with EGFR, HER-3 or HER-4. EGF receptors turned
out to be useful targets for a new generation of targeted anti-
tumor drugs. Trastuzumab — monoclonal anti-HER-2 antibody
— is currently widely used in the treatment of breast cancer in
patients with confirmed expression of this receptor.

Studies in ovarian cancer patients revealed that HER-2 protein
is overexpressed in about 15-30% of patients, although some
authors report its presence in even 76% of women affected.
In numerous studies reported by Steffensen et al.“®, overex-
pression of HER-2 in ovarian cancer tissue correlated with poor
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cytowanych przez Steffensena i wsp.“¥ wigzala si¢ z gorszym
rokowaniem, podczas gdy inne badania nie potwierdzity eks-
presji HER-2 jako niezaleznego czynnika prognostycznego dla
przezycia.

Dotychczas opublikowano wyniki jednego duzego badania kli-
nicznego, w ktorym stosowano trastuzumab (11,4% chorych
HER-2-pozytywnych) w monoterapii w nawrotowym i platy-
noopornym raku jajnika i obserwowano odpowiedZ na leczenie
tylko u 7% chorych z nadekspresja HER-24%. Nie potwierdzono
zatem szczegOlnej przydatnoSei trestuzumabu w leczeniu raka
jajnika. Rowniez proby kliniczne z zastosowaniem inhibitorow
kinazy EGFR w raku jajnika (erlotynib — Tarceva) zakoficzyly sie
niepowodzeniem.

Kupryjaiczyk i wsp.®” jako pierwsi wykazali kliniczne zna-
czenie ekspresji HER-2 u chorych na raka jajnika. Wykazano,
ze wplywa on na oporno$¢ na cisplatyng wytacznie u chorych
z prawidiowym biatkiem p33. Tak wiec wartos¢ HER-2 jako
czynnika prognostycznego moze by¢ réwniez zwigzana z in-
nymi markerami.

COX-2 (CYKLOOKSYGENAZA 2)

Jest enzymem, ktory katalizuje reakcje biosyntezy prostano-
idow z kwasu arachidonowego. Gen COX stanowi matryce dla
trzech produktow biatkowych: COX-1, COX-2 oraz COX-3,
ktora jest wynikiem alternatywnego sktadania RNA.

COX-1 1 COX-2 sg prawie identyczne, posiadaja w 65% ho-
mologiczng sekwencje aminokwasow i prawie identyczne miej-
sca katalityczne, izoleucyna w pozycji 523 cyklooksygenazy 1
jest zastapiona przez waling w COX-2. Biatko COX-1 jest sta-
le obecne w wickszosci tkanek organizmu. COX-2 pojawia si¢
w komorkach w odpowiedzi na bodzce zapalne lub stres fi-
zjologiczny. W warunkach fizjologicznych COX-2 jest obecny
w niewielkich iloSciach w mdzgu, jadrach, jajnikach, nerkach
oraz w tchawicy.

COX-2 odgrywa wazng role w biologii nowotwordw. Jego eks-
presja nastepuje pod wplywem dziatania EGE VEGE FGF
oraz cytokin®V, Uwaza si¢, ze ekspresja tego biatka odgrywa
role w uwalnianiu czynnikow proangiogennych (tromboksan
A, PGI2 i PGE2), ktorych rola polega na bezpoSredniej sty-
mulacji procesu migracji komorek endothelium®?. Selektyw-
ne inhibitory COX-2 odgrywaja rolg¢ w hamowaniu angioge-
nezy. W badaniach na linii raka jajnika, SKOV-3, wykazano,
ze nadekspresja COX-1 jest obecna we wszystkich komorkach
guza. Invitro stosowanie inhibitorow COX-1 spowodowalo za-
hamowanie wzrostu komorek oraz angiogenezy®?. Uwaza sie,
ze nadekspresja COX-2 koreluje z dobrym zréznicowaniem
guza, ale takze jest obecna w przerzutach nowotworow. Nad-
ekspresja tego biatka w raku jajnika zalezy od typu histologicz-
nego raka (w rakach Sluzowych tylko 5,6%) i okazata si¢ nie-
korzystnym czynnikiem prognostycznym u chorych leczonych
chemioterapia. Ekspresja COX-2 korelowala ponadto z eks-
presja pS3 oraz VEGF®Y. Mozliwe jest tez, ze COX-2 generu-
je powstawanie opornoSci wiclolekowej, rdwniez na cisplatyng
i taksany®>%, Duze ilosci COX-2 produkujg monocyty w od-
powiedzi na dziafanie taksanéw. Powoduje to powstawanie
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prognosis, while other studies did not confirm HER-2 expres-
sion as independent prognostic factor for patients’ survival.
To date, results of a single large clinical trial has been published,
where trastuzumab was used in monotherapy of recurrent and
platinum-resistant ovarian cancer (11.4% of HER-2-positive pa-
tients), resulting in therapeutic response in just 7% of patients
with HER-2 overexpression?. So trastuzumab was not particu-
larly useful in the treatment of ovarian cancer. Also, clinical trials
with application of EGFR kinase inhibitors (erlotinib — Tarceva)
in ovarian cancer resulted in a therapeutic failure.
Kupryjanczyk et al.®” were the first to demonstrate clinical sig-
nificance of HER-2 expression in ovarian cancer patients. They
confirmed that it affects resistance to cisplatin only in patients
with normal p33 protein. Therefore, the value of HER-2 as
prognostic factor may depend on other markers.

CYCLOOXYGENASE 2 (COX-2)

COX-2 is an enzyme catalyzing reaction of biosynthesis of
prostanoids from arachidonic acid. The COX gene is a matrix
for three protein products: COX-1, COX-2 and COX-3, which
is a product of alternative RNA assembly.

COX-1 and COX-2 are nearly identical, with a 65% homo-
logical sequence of amino acids and nearly identical catalytic
domains: in COX-1, isoleucine at position 523 is replaced by
valine in COX-2. COX-1 protein is always present in most tis-
sues of the body, while COX-2 appears only as a response to
inflammatory stimuli or physiological stress. In normal con-
ditions, COX-2 is present in small quantities in the brain, tes-
tes, ovaries, kidneys and trachea. COX-2 plays an important
role in tumor biology. Its expression takes place after exposure
to EGE, VEGE FGF and cytokines®". It is believed that ex-
pression of this protein plays a role in the release of pro-an-
giogenic factors (thromboxane A, PGI2 and PGE2), whose
role consists in direct stimulation of migration of endothelial
cells®?, Selective inhibitors of COX-2 play a role in inhibition
of angiogenesis. Studies of cultured ovarian cancer cell lines
(SKOV-3) revealed that overexpression of COX-1 is present in
all tumor cells. Application of COX-1 inhibitors in vitro result-
ed in arrest of cell growth and angiogenesis®?. It is believed
that COX-2 overexpression correlates with well differentiated
tumors, but is also present in tumor metastases. Overexpres-
sion of this protein in ovarian cancer depends on histologi-
cal tumor type (only 5.6% in mucinous cancers) and turned
out to be an unfavorable prognostic factor in persons receiving
chemotherapy. Furthermore, COX-2 expression correlated with
p53 and VEGF expression(54). It is also possible that COX-2
generates multidrug resistance, including cisplatin and tax-
anes®>%*. Large amounts of COX-2 are produced by mono-
cytes in response to taxanes. This results in adverse effects of
such a therapy and may contribute to a reduced effectiveness
thereof. It appears that administration of COX-2 inhibitors
(i.e. non-steroid anti-inflammatory drugs) concomitantly with
taxanes is clinically promising, particularly in view of reduced
toxicity and possible enhancement of therapeutic effects of the
drug®. To date, no randomized trials have been published,
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objawow niepozadanych takiej terapii oraz moze zmniejszac site
dziafania lekow. Wydaje sie, iz stosowanie inhibitorow COX-2,
czyli niesterydowych lekow przeciwzapalnych, razem z taksa-
nami jest obiecujace klinicznie wtasnie poprzez zmniejszenie
toksycznosci oraz mozliwe nasilenie terapeutycznego dziatania
leku®. Nie sg dotychczas znane wyniki randomizowanych ba-
dan, w ktorych stosowano inhibitory COX-2 razem z taksana-
mi i pochodnymi platyny.

KISSPEPTYNA (METASTATYNA)

Jest neurohormonem odgrywajacym kluczowg role w biolo-
gii rozrodu (modulacja osi podwgorze — przysadka — jajnik)
oraz w hamowaniu przerzutowania nowotwordw®?. Kisspepty-
na wystepuje w kilku biologicznie aktywnych formach, ktorych
obecno$¢ wykazano w wielu tkankach, w tym w jajniku. Jedna
z form, kisspeptyna-10, wykazuje silne powinowactwo do recep-
tora GPR54, ktdrego obecnos¢ stwierdzono w wielu tkankach,
w tym takze w jajniku. Juz w niskich femtomolowych stezeniach
kisspeptyna wykazuje silne dziatanie: hamuje przerzutowanie
w czerniaku, raku piersi, raku trzustki, odpowiedzialna jest
za inwazj¢ 1 zte rokowanie raka zotadka, a takze zatrzymuje
cykl komorkowy i powoduje apoptoze w komorkach wielu ra-
kow®3, Wedlug dobrze udokumentowanych wieloo$rodko-
wych badaf immunoreaktywno$¢ kisspeptyny i jej receptora
GPR54 (518 przypadkow raka jajnika) kojarzona jest z dobrg
prognozg i dtuzszym przezyciem w jasnokomorkowym raku
jajnika i uwazana jest za niezalezny biomarker prognostyczny
w tym typie raka jajnika‘®,

KAI 1 (CD 82)

Jest genem supresji przerzutow, zmapowanym na chromoso-
mie 11pl1.2. Nalezy on do rodziny bialek przezbtonowych
4 glikoprotein powierzchni komorki. KAI I, podobnie jak
kadheryny E i N, to czasteczki adhezji, ktore odgrywaja role
w progresji licznych rakow. W rdznych typach nowotwordw
u ludzi: raku pluca, watroby, odbytnicy, piersi, endometrium
oraz jajnika stwierdzono zmniejszong ekspresje KAl 1.
W badaniach licznych autorow silng ekspresje KAI [ wyka-
zywaly torbiele inkluzyjne w jajnikach i ciatkach zottych, za-
obserwowano takze zmienng ekspresjg KAl [ w ciagu fazy
folikularnej i lutealnej, co sugeruje, ze petni on funkcje fizjo-
logiczng. Stwierdzono, ze obnizona ekspresja KAl 1 jest nie-
zaleznym, nickorzystnym czynnikiem prognostycznym w raku
jajnika®?.

NM-23-H1 (NON-METASTATIC CLONE
NO 23-H1)

Gen supresji przerzutowania zlokalizowany jest na chromoso-
mie 17q21. Koduje on biatka majace czynnos¢ enzymatyczng ki-
naz NDP (nukleazy dwufosfohydrolazowe), ktore biorg udziat
w procesie naprawy DNA, funkcjonowaniu mikrotubul, a tym
samym wplywaja na podzialy komorek. NM-23-H1 jest jednym

16 | 2 osmiu genow NM-23 1 jego ekspresja ma zwigzek ze zdolnoscig

where COX-2 inhibitors would be administered in combina-
tion with taxanes and platinum derivates.

KISSPEPTIN (METASTIN)

Kisspeptin is a neurohormone playing a crucial role in repro-
duction biology (modulation of the hypothalamus-hypophysis-
ovary axis) and in inhibition of development of tumor metas-
tases®”. Kisspeptin exists in several biologically active forms,
whose presence has been confirmed in many different tissues,
including the ovary. One of these forms, the kisspeptin-10 has
high affinity to the receptor GPR54, which is present in many
different tissues, including the ovary. Even at ultra low con-
centrations (in femtomole range) kisspeptin has significant bi-
ological activity, inhibiting the development of metastases in
melanoma, breast cancer, pancreas cancet, while being respon-
sible for invasion and poor prognosis in stomach cancer, in-
terrupting cell cycle and inducing apoptosis in several cancer
types®8?. According to well documented multicenter trials,
immunoreactivity of kisspeptin and its receptor GPR54 (518
cases of ovarian cancer) correlates with favorable prognosis
and better survival rates in clear-cell ovarian cancer, by many
being considered an independent prognostic biomarker in this
type of ovarian cancer®”.

KAI 1 (CD 82)

KAI 1 is a metastases suppressor gene, localized on the
chromosome 11 (11p11.2). It belongs to the family of four
transmembrane glycoproteins on cell surface. KAI I, sim-
ilar to cadherins E and N, are adhesion molecules, partici-
pating in progression of several cancer types. In many types
of tumors in humans (e.g. lung cancer, liver cancer, rectal
cancer, breast cancer, endometrial cancer and ovarian can-
cer), studies revealed a reduced expression of KAl 1. Sev-
eral authors report strong expression of KAl [ in ovari-
an inclusion cysts and luteal follicles, as well as variable
expression thereof in both follicular and luteal phases, sug-
gesting that it may fulfill a definite physiological function.
A reduced KAI I expression was found to be an independent
unfavorable prognostic factor in ovarian cancer®?.

NM-23-H1 (NON-METASTATIC CLONE 23-H1)

Metastases suppressor gene is located on the chromosome
17 (17g21). It encodes proteins featuring enzymatic activi-
ty of NDP kinases (nucleoside-diphosphate), which are vital
for DNA repair, proper function of microtubules, thus influ-
encing cell division process. NM-23-H1 is one of eight NM-23
genes and its expression correlates with ability of tumor cells
to form metastases. Loss of heterozygosity (LOH) or punc-
tiform mutations result in reduced NM-23 expression, which
is in turn associated with cancer progression and its ability to
metastasize®.

In spite of much controversy related to prognostic value of
NM-23-H1 expression in ovarian cancer, most papers confirm
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przerzutowania komodrek nowotworowych. Utrata heterozygo-
tycznosci (LOH) lub mutacje punktowe powodujg obnizenie
ekspresji NM-23, co zwigzane jest z progresja raka i zdolnoScig
do przerzutowania®.

Mimo kontrowersyjnej wartoSci ekspresji NM-23-H1 w raku
jajnika wigkszo§¢ prac dowodzi, ze nizsza ekspresja zwigzana
jest z przerzutowaniem do weztow chtonnych oraz ze ekspresja
mRNA i biatka dla NM-23 moze stuzy¢ jako wskaznik progno-
styczny w raku jajnika®+¢%),

CZYNNIK KOMOREK ZREBU 1
(STROMAL CELL-DERIVED FACTOR-1, SDF-1)
I RECEPTOR CXCR4

SDF-1 to chemokina, kodowana przez gen SDF-1, znajdujacy
si¢ na chromosomie 10g11.1¢”. W wyniku splicingu pre-mRNA
SDF-1 posiada dwie izoformy: SDF-1o i SDF-1B, ktdre roznig
sic zawarto$cig aminokwasow oraz funkcjg. W wigkszym stop-
niu poznany jest SDF-1a: czynnik chemotaksji limfocytow T,
monocytow i neutrofilow, ktorego ekspresjc wykryto w wielu
tkankach, w tym w jajniku®®,

SDF-1 dziafa poprzez swoj receptor CXCR4 i jest jego jedynym
ligandem. Receptor CXCR4 ulega ekspresji na limfocytach,
neutrofilach, a takze na wielu innych komdrkach, takze nowo-
tworowych. Kompleks SDF-1/CXCR4 regulowany jest przez
rozne biologiczne mechanizmy zwigzane z zapaleniem lub
zniszezeniem tkanki (np. biorg w tym udzial molekuty, takie jak
anafilotoksyna C3a, kwas hialuronowy, fibronektyna, fibryno-
gen, trombina) i odgrywa kluczowg rolg w tworzeniu przerzu-
tow komorek nowotworowych CXCR-4 dodatnich do narza-
dow, ktore wydzielajg lub posiadajg ekspresje SDF-1. SDF-1/
CXCR4 odpowiada za sygnalowanie zwigzane z promocjq
wzrostu, indukcjg angiogenezy i hamowaniem apoptozy, a tak-
ze za wzmozong oporno$¢ komorek nowotworowych na che-
mioterapi¢. Mechanizm ten miatby polega¢ na zwickszeniu
ekspresji integryn na komoérkach nowotworowych i wzmozo-
nej adhezji tych komdrek do zrebu i czgsteczek macierzy po-
zakomorkowej (np. do weztéw chionnych). Interakcja SDF-1
1 CXCR4 jest istotna w wielu typach raka, w tym w naprowadza-
niu przerzutow komorek nowotworowych CXCR-4 dodatnich
do weztdw chionnych, ptuc lub kosci. Stwierdzono, ze przeciw-
ciata monoklonalne przeciwko CXCR4 hamuja przerzutowa-
nie raka do ptuc i weztow chtonnych. Wykazano, ze CXCR4/
SDF-1 stymuluje proliferacje linii komérkowych raka jajnika
w taki sam sposob jak estradiol ®. Wskazywac to moze na mozli-
wos¢ blokowania CXCR4 - jako tarczy terapeutycznej, a ekspre-
sja CXCR4 moze mie€ znaczenie prognostyczne w raku jajnika.

SURWIWINA

Surwiwina nalezy do grupy o$miu znanych biaek, inhibitorow
apoptozy (inhibitor of apoptosis, IAP) i jednoczes$nie promoto-
row proliferacji komdrkowej ™. Surwiwina jest najmniejszg
z protein tej grupy: sktada si¢ ze 142 aminokwasow. Fizjolo-
gicznie przybiera posta¢ homodimera. Na drodze alternatyw-
nego sktadania mRNA powstaje pie¢ produktéw biatkowych
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that lower expression thereof is associated with lymph node
metastases and that expression of mRNA and NM-23 protein
may be used as a prognostic indicator in ovarian cancer®+6,

STROMAL CELL-DERIVED FACTOR-1 (SDF-1)
AND CXCR4 RECEPTOR

SDF-1 is a chemokine, encoded by SDF-1 gene located at the
chromosome 10 (10g11.1)®”. As a result of pre-mRNA splic-
ing, SDF-1 exists in two isoforms: SDF-10: and SDF-1p, which
differ by content of amino acids and function. Better known
is the former a factor inducing chemotaxy of T-lymphocytes,
monocytes and neutrophiles, expressed in many tissues, in-
cluding the ovary®,

SDF-1 acts by its receptor CXCR4, being its only ligand.
CXCRA4 receptor is expressed in lymphocytes, neutrophiles and
in many other cells, including cancer cells. The SDF-1/CXCR4
complex is influenced by several biological mechanisms asso-
ciated with inflammation and destruction of tissues (e.g. such
molecules as anaphylatoxin C3a, hyaluronic acid, fibronectin,
fibrinogen, thrombin) and plays a key role in formation of me-
tastases of CXCR4-positive tumor cells to tissues, which se-
crete or express SDF-1. The SDF-1/CXCR4 complex is respon-
sible for signaling in processes associated with promotion of
growth, induction of angiogenesis and inhibition of apoptosis,
as well as with greater resistance of tumor cells to chemother-
apy. This mechanism would be based on increased expression
of integrins on tumor cells’ surface and their stronger adhe-
sion to extracellular stroma and matrix (e.g. in lymph nodes).
Interaction of SDF-1 and CXCR4 is important for the devel-
opment of many types of cancer, including formation direct-
ing CXCR4-positive cells to form metastases in lungs, lymph
nodes and bones. It was also noticed that monoclonal antibod-
ies anti-CXCR4 inhibit metastases to lungs and lymph nodes.
Studies proved that CXCR4/SDF-1 complex stimulates pro-
liferation of ovarian cancer cell lines in the same way as es-
tradiol®. This may indicate a possibility to block CXCR4 as
a therapeutic target, while CXCR4 expression may have prog-
nostic significance in ovarian cancer.

SURVIVIN

Survivin belongs to the family of eight proteins inhibitors of
apoptosis (IAP) and concomitantly — promoters of cellular
proliferation™". Survivin has the smallest particle of the en-
tire family, composed of only 142 amino acids. In physiolog-
ic conditions it takes the form of a homodimer. As a result of
alternative mRNA synthesis, it serves as template for five pro-
tein products: survivin, survivin 2B, AEx3, 3B and survivin
20.. Studies in vitro and in vivo revealed that survivin inhibits
apoptosis by several mechanisms: FAS, BAX, caspases 3 and 7
(apoptosis-executing enzymes)’. It also enhances therapeu-
tic effects of methotrexate and taxol. Expression of survivin in
normal cells is low. Its overexpression occurs in tumor cell only.
There is abundant evidence that expression of survivin mRNA
correlates with other prognostic factors, such as clinical stage,
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(surwiwina, surwiwina 2B, AEx3, 3B i 2o surwiwina). W bada-
niach in vitro 1 in vivo wykazano, ze surwiwina hamuje apop-
toze poprzez rézne mechanizmy FAS, BAX, kaspazy 3 i 7
(enzymy wykonawcze apoptozy)”. Wzmaga takze dziatanie
metotreksatu i taksolu. Ekspresja surwiwiny w prawidlowych
komorkach jest niska. Jej nadekspresja wystepuje tylko w ko-
morkach nowotworowych.

Wedtug licznych badan ekspresja mRNA surwiwiny korelu-
je z innymi czynnikami prognostycznymi, takimi jak stopief
klinicznego zaawansowania, zroznicowania histologicznego
i przerzutami do weztow chionnych, oraz skojarzona jest z pro-
gresja raka jajnika™.

Jako powszechnie wystepujace biatko na komorkach nowo-
tworowych surwiwina stata si¢ celem dla nowych terapii, takze
raka jajnika. Zahamowanie ekspresji tego biatka zwigzane jest
z wieloma trudnosciami, poniewaz jego model krystalograficzny
wskazuje na mozliwo$¢ wielomiejscowego wigzania przeciwcial.
W tej sytuacji wydaje si¢, ze tylko inhibitory translacji (antysensow-
ne oligonukleotydy i siRNA) lub tzw. fatszywe proteiny” mogg
mie¢ szans¢ powodzenia w probach zahamowania ekspresji sur-
wiwiny w tkankach nowotworu™. Badania majace na celu zaha-
mowanie ekspresji surwiwiny sa na razie w fazie I lub Il badan kli-
nicznych w raku jajnika, jedynie na liniach komorkowych. Wedtug
innych badaczy w raku jajnika konieczne jest badanie izoform sur-
wiwiny™.

IGF-1R (RECEPTOR INSULINOPODOBNEGO
CZYNNIKA WZROSTU)

Rodzina IGF sktada si¢ z dwoch receptoréw przezbtonowych
IGF-1R i IGF-2R o aktywnosci kinazy tyrozynowej, dwoch li-
gandow (IGF-11 IGF-II) oraz szesciu biatek wiazacych (IGFBP).
IGF-1R wraz z ligandami jest szeroko rozpowszechniony
w wielu tkankach u ludzi. Jego nadekspresje stwierdzono w licz-
nych nowotworach zloSliwych u ludzi; stymuluje proliferacje,
angiogenez¢ i przerzutowanie’. Jego blokowanie moze by¢
skuteczne w redukcji masy nowotworowej, gtownie na drodze
apoptozy””. Badania wykazaly, ze ckspresja IGF2BP3 jest nie-
zaleznym, negatywnym czynnikiem prognostycznym — pierw-
szym biomarkerem dla raka jasnokomdrkowego jajnika™.
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