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Streszczenie Czynnik podobny do czynnika wzrostu naskorka z domeng 7 (Egfl7) to biatko sekrecyjne kodowane przez gen, ktérego
ekspresja wystepuje w komorkach srodblonka naczyn; Egfl7 pelni tam funkcje kluczowego regulatora angiogenezy — zaréwno
w warunkach fizjologicznych, jak i w procesach patologicznych. Obecnosé¢ Egfl7 potwierdzono takze w komodrkach
centralnego uktadu nerwowego oraz w kilku nowotworach ztosliwych. Badania in vitro wykazaty, ze ekspresja Egfl7 w raku
piersi i ptuca u myszy obniza endotelialng ekspresje czasteczek adhezji miedzykomorkowej ICAM-1 i czasteczek adhezji
komérkowej naczyn VCAM-1, zapobiegajac przenikaniu limfocytow przez naczynia krwionoéne i ich migracji do gniazd
nowotworowych. Zasugerowano, ze rakowe Egfl7 moze promowac¢ ucieczke nowotworu spod nadzoru immunologicznego
przez tlumienie aktywacji komorek §rédblonka i hamowanie diapedezy. Ekspresja Egfl7 w nowotworach ginekologicznych
nie byla dotychczas analizowana. Cel pracy stanowilo przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat roli tego biomarkera
w onkologii ze szczegdlnym uwzglednieniem jego potencjalu terapeutycznego. Podjecie badan nad ekspresja Egfl7
w nowotworach ginekologicznych moze w przysztosci skutkowa¢ powstaniem nowych terapii antyangiogennych i/lub
opartych na czynnikach biologicznych.

Stowa kluczowe: Egfl7, rak, angiogeneza, immunoterapia, diapedeza

AbS’[raCT Epidermal growth factor-like domain-containing protein 7 (Egfl7) is a secretive gene-encoded protein expressed in
endothelial cells of blood vessels, where it plays an essential role in regulating angiogenesis both in physiologic conditions as
well as pathologic processes. Egfl7 has also been confirmed to be present in the cells of the central nervous system and several
malignant tumors. In vitro studies have shown Egfl7 expression in breast and lung cancer in mice to downregulate endothelial
expression of intercellular adhesion molecules (ICAM-1) and vascular cell adhesion molecules (VCAM-1), thus preventing
lymphocytes from penetrating blood vessels and migrating to tumor nests. It has been suggested that cancer-associated Egfl7
may promote the escape of cancer from the immune system’s control by suppressing activation of endothelial cells and
inhibiting diapedesis (leukocyte extravasation). Egfl7 expression in gynecologic cancers has not yet been investigated.
The aim of this study is to present and discuss the current state of knowledge as regards this biomarker’s role in oncology,
with particular emphasis on its therapeutic potential. Future research into Egfl7 expression in gynecologic cancers may
facilitate development of new anti-angiogenic and/or biological therapies.
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ROLA Egfl7
W ORGANIZMIE CZLOWIEKA

[ :zynnik podobny do czynnika wzrostu naskorka
z domena 7 (Egfl7) byl poczatkowo opisywany
jako biatko o masie 30 kDa, podlegajace ekspre-

sji wylacznie w komoérkach §rédbtonka naczyniowego®.
Obecnie wiadomo, Ze jest ono produkowane takze m.in.
przez neurony dorostych myszy, co sugeruje szerszy za-
kres funkcji, wychodzacy poza uktad naczyniowy®. Ana-
liza ludzkiego Egfl7 wykazala istnienie trzech izoform,
podlegajacych transkrypcji z réznych promotoréw®.
U kregowcow gen Egfl7 koduje dwie aktywne biologicz-
nie formy miRNA: miR-126 i miR-126%, ktére odgrywa-
ja istotng role zaréwno w rozwoju ukltadu sercowo-na-
czyniowego, jak i w stanach patologicznych: chorobach
sercowo-naczyniowych oraz nowotworach zlo$liwych®.
W trakcie zycia osobniczego stezenie Egfl7 zachowuje
wzglednie staly poziom. Oznaczalne stezenia tego bial-
ka utrzymuja sie w czgsci naczyn plucnych oraz naczyn
serca, nerek, watroby, macicy. Zwiekszenie ekspresji Egfl7
moze wigzac si¢ ze stanami fizjologicznymi (np. w naczy-
niach macicy podczas cigzy) i patologicznymi, takimi jak
uszkodzenie naczyn tetniczych, uraz niedokrwienny®,
lite guzy nowotworowe®.
Egfl7 jest zaangazowane w proces angiogenezy. Do roz-
woju naczyn krwionoénych przyczyniaja si¢ dwa roz-
ne mechanizmy: waskulogeneza, czyli powstawanie na-
czyn krwionosnych de novo z komorek progenitorowych,
iangiogeneza — tworzenie nowych naczyn krwiono$nych
z istniejacych wezedniej?.
Angiogeneza to bardzo uporzadkowany, starannie re-
gulowany, wieloetapowy proces. Warunkiem prawidto-
wego tworzenia funkcjonalnych naczyn krwionosnych
jest wspoldziatanie komorek srodblonka $cian naczynia
i mieéni gtadkich®. Relacje miedzy tymi dwoma typami
komorek sa regulowane poérednio przez czynniki wzro-
stu oraz bezposrednio przez interakcje na poziomie ko-
morka-komoérka i komérka-macierz pozakomérkowa.
Wydzielany przez komorki srodblonka czynnik Egfl7 pet-
ni wazng funkcje regulacyjng w rekrutacji komorek mie-
$ni gladkich i komorek endotelium do tubulogenezy, czyli
formowania naczynia i tworzenia jego $wiatta®*?. Stymu-
luje migracje komorek srodbtonka jako pojedynczy czyn-
nik lub poprzez kompleksy z czgstkami macierzy pozako-
morkowej, z ktora wykazuje Scisty zwigzek i ktorej sktad
czasteczkowy wplywa na morfogeneze naczyn"”.

Egfl7 odgrywa istotng role w angiogenezie zaréwno w wa-

runkach prawidtowych, jak i patologicznych®?. Podwyz-

szona ekspresja Egfl7 wystepuje w naczyniach tkanek
proliferujacych, obnizona - w wiekszosci rozwinietych
naczyn zaopatrujacych prawidtowe, dojrzate tkanki®.

Egfl7 zapewnia optymalne mikrosrodowisko do pra-

widlowej migracji komorek endotelialnych. O istotno-

$ci udziatu Egfl7 w procesie angiogenezy swiadczy ba-
danie, w ktérym oceniono rozwoj naczyn krwionoénych
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THE ROLE OF Egfl7
IN THE HUMAN BODY

protein 7 (Egfl7) was originally described as a pro-

tein with molecular weight of 30 kDa, expressed
exclusively in endothelial cells®). Currently, it is known to
be produced also e.g. by neurons of adult mice, suggest-
ing its functions to span beyond the vascular system®.
Analysis of human Egfl7 has shown three isoforms of the
protein to exist, transcribed from different promoters®.
In vertebrates, Egfl7 gene encodes two biologically active
forms of miRNA, namely miR-126 and miR-126*, that
play an important role both in development of the car-
diovascular system and in some pathologic conditions,
including cardiovascular diseases and malignant neo-
plasms®.
The concentration of Egfl7 remains relatively stable
throughout an organism’s life, with measurable concen-
trations of the protein persisting in subsets of lung, heart,
kidney, liver, and uterine vessels. Increased Egfl7 expres-
sion may be related to physiologic conditions (e.g. blood
vessels in the pregnant uterus) as well as pathologic ones,

Epidermal growth factor-like domain-containing

including damage of arterial vessels, ischemic injury®, or
solid cancer tumors®.

Egfl7 is involved in the process of angiogenesis. There are
two mechanisms that contribute to the development of
blood vessels: vasculogenesis, i.e. the formation of blood
vessels de novo from progenitor cells, and angiogenesis,
that is the formation of new blood vessels from pre-ex-
isting ones”.

Angiogenesis is a very ordered, carefully controlled,
multi-staged process. The prerequisite for normal forma-
tion of functional blood vessels is the cooperation of en-
dothelial cells of vascular walls and smooth muscles®.
The relationship between these two cell types is con-
trolled indirectly by growth factors, and directly by in-
teractions on cell-to-cell and cell-to-extracellular matrix
levels. Egfl7, secreted by endothelial cells, plays an im-
portant regulatory role in recruiting smooth muscle cells
and endothelial cells for tubulogenesis, or the formation
of ablood vessel and its lumen®®%. It promotes migration
of endothelial cells as a stand-alone factor, or via complex-
es containing particles of extracellular matrix which it is
closely associated with, and whose molecular composi-
tion affects the morphogenesis of blood vessels'?. Egfl7 is
crucial in angiogenesis in normal and pathologic condi-
tions". Increased Egfl7 expression is present in the ves-
sels of proliferating tissues, whereas decreased - in the
majority of developed vessels supplying healthy, mature
tissues®.

Egfl7 provides optimal microenvironment for normal mi-
gration of endothelial cells. The important role of Egfl7
in the process of angiogenesis was confirmed by a study
examining the development of blood vessels in the tis-
sue of mice with mutated EgfI7 gene. It demonstrated that
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w tkankach myszy ze zmutowanym genem Egfl7. Wykaza-
no, ze u takich osobnikéw zasieg unaczynienia w poszcze-
golnych tkankach byl zmniejszony lub osiagany z opdz-
nieniem, a morfogeneza naczyn — nieprawidtowa.
Udzial Egfl7 w procesie kietkowania naczyn krwiono-
énych przedstawiono schematycznie na ryc. 1©.

Egfl7 A NOWOTWORY

W tkankach kilku nowotwordw ztosliwych, takich jak rak
jelita grubego, glejak wielopostaciowy, rak piersi i rak wa-
troby, odnotowano endogenng ekspresje Egfl7 w komor-
kach raka - przy sladowym poziomie tego biatka w endo-
telium nieprawidlowych naczyn rakowych"?. Opisywany
w badaniach naukowych zwigzek Egfl7 z cechami kli-
niczno-patologicznymi pacjentéw oraz czasem przezycia
i czasem do wznowy nie jest jednoznaczny.

W przypadku raka jelita grubego dwie niezalezne anali-
zy wykazaly, ze ekspresja Egfl7 ulega deregulacji. Wyso-
ki poziom ekspresji transkryptéow Egfl7 byl skorelowany
z bardziej zaawansowanym stadium choroby i z obecno-
$cig przerzutéw do weztéw chlonnych. Nie stwierdzo-
no jednak zwigzku z caltkowitym przezyciem pacjentow
i czasem wolnym od progresji choroby?.

Komérka miesnia gtadkiego
Smooth muscle cell

Blonapodstawna :
Basement membrane ] £

Komérka paczkujaca
Stalk cel

in such organisms the extent of vascularization in given
tissues was decreased, or achieved later than normal, and
vascular morphogenesis was defective(’?). The role of Egfl7
in the process of vascular sprouting has been schemati-
cally presented in Fig. 1©.

Egfl7 AND NEOPLASMS

In tissues of several malignant solid tumors, such as
colorectal cancer, glioblastoma, breast cancer, and liver
cancer, cancer endogenous expression of Egfl7 has been
notified, with a trace level of the protein exhibited in the
endothelium of the abnormal, cancer vessels?. The as-
sociation of Egfl7 with clinicopathological features of the
disease, and patients’ prognosis is not clear.

For colorectal cancer, two independent analyses have
demonstrated Egfl7 expression to be deregulated. The el-
evated level of Egfl7 transcript was correlated with more
advanced disease stage and the presence of lymph node
metastases. However, no correlation with overall patient
survival and progression-free survival was found"?.
Egfl7 is expressed in cells of primary hepatocellular carci-
noma, and high levels of this protein were associated with
reduced patient survival time!?.

[li——

- miR-126

Proces kietkowania komdrek srédbtonka zachodzi dzieki skoordynowanej aktywnosc komorek wierzchotkowych (tip cells) i komérek paczkujacych (stalk cells).

Komarki z wypustkami (tip cells) kietkuja w kierunku Zrodta sygnatu (VEGF) i prowadza kietkowanie w Srodowisku macierzy pozakomérkowej. Komérki paczkujace, namna-
7ajac sie, umozliwiaja progresje procesu kanalizacji, tworzenia btony podstawnej i rekrutacji komérek migsni gtadkich.

Egfl7 znajduje sie w Srodowisku macierzy pozakomdrkowej (extracellular matrix, ECM), gdzie oddziatuje na komérki paczkujace; inne sktadniki ECM, takie jak miR-126 i miR-126*
(oba kodowane w genie £gf17), maja zdolnos¢ wigzania sie z licznymi czastkami mRNA w komdrce i w ten sposéb wptywaja na proliferacje oraz przebieg procesu kietkowania
w ramach angiogenezy.

The process of endothelial sprouting occurs due to the coordinated activity of tip and stalk cells.

Tip cells sprout towards a VEGF signal source in the extracellular matrix. Stalk cells, proliferating, facilitate the progression of canalization process, formation of the basement membrane, and recruit-
ment of smooth muscle cells.

Eqf17 is found in extracellular matrix environment, where it affects stalk cells. Other extracellular matrix components, such as miR-126 and miR-126* (both encoded in Egfl7 gene), have the ability to
bind numerous mRNA particles within a cel, thus influencing the proliferation and the course of the sprouting process in angiogenesis.

Ryc. 1. Udziat Egfl7 w procesie kietkowania srédblonka naczy# krwionosnych®
Fig. 1. The role of Egfl7 in the process of vascular endothelial cell sprouting®
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Egfl7 ulega ekspresji w komdrkach pierwotnego raka wa-
troby, a wysokie poziomy tego bialka byly zwiazane ze
skréceniem czasu przezycia pacjentow®.

W grupie glejakow wysokie poziomy Egfl7 w tkance guza
korelowaly ze stopniem zréznicowania nowotworu, in-
deksem Ki67 i gesto$cig naczyn mikrokrgzenia, ale nie
mialy znaczenia prognostycznego(’*.

Podsumowujac wymienione powyzej nieliczne badania,
mozna stwierdzi¢, ze zwigkszona ekspresja Egfl7 — cho¢
koreluje z wieloma niekorzystnymi czynnikami klinicz-
no-patologicznymi, takimi jak zaawansowanie choroby,
przerzuty do weztow chlonnych czy niski stopien zrdz-
nicowania guza - nie wykazala negatywnego znaczenia
prognostycznego z wyjatkiem malej grupy chorych z pier-
wotnym rakiem watroby*-7.

Przeciwstawne wyniki zawiera pojedyncza publikacja do-
tyczaca raka piersi, w ktdrej odnotowano korelacje endo-
gennej ekspresji Egfl7 z wysokim stopniem zréznicowania
histopatologicznego nowotworu i lepszym rokowaniem
pacjentéw®. Co wigcej, wykazano, ze w rakach piersi eks-
presja Egfl7 byla wyzsza w przypadku mniejszych zmian
oraz w przypadku raka in situ, bez towarzyszacej inwazji
podscieliska™. W rakach z wysoka ekspresja Egfl7 odno-
towano mniejszg tendencje do przerzutowania do weztéw
chtonnych. Ekspresja Egfl7 prawdopodobnie nie zapew-
nia przewagi wzrostu komoérkom raka piersi, ktore jg
wytwarzajg.

Potencjalne ochronne dziatanie Egfl7 w raku piersi wyma-
ga oczywiscie weryfikacji w niezaleznych badaniach, po-
dobnie jak negatywna korelacja tego biomarkera z czasem
przezycia chorych na raka watrobowokomérkowego™.
Wiekszos¢ dotychczasowych obserwacji sugeruje role
Egfl7 w progresji raka, ale bezposrednia rola analizowa-
nego czynnika w tym procesie nadal pozostaje niejasna.
Jedynymi wspolnymi cechami odnotowanymi podczas
wszystkich badan nad Egfl7 w tkance rakowej, niezalez-
nie od jej typu, sa nieoczekiwana obecno$¢ tego biomar-
kera w komorkach raka (rakowa endogenna deregulacja
Egfl7) oraz staba reprezentacja w komoérkach srédbton-
ka naczyn zrebu.

Najaktualniejsze doniesienia z dziedziny nauk podstawo-
wych sugeruja, iz Egfl7 jest endogennym regulatorem ak-
tywacji komorek srodbtonka, ktory ulega ekspresji w ko-
morkach nowotworowych w celu ochrony guza przed
uktadem immunologicznym gospodarza®®. Badanie in
vitro wykazalo, ze w komorkach raka sutka i raka ptuc
u myszy Egfl7 hamuje ekspresje ICAM-1 i VCAM-1, co
wplywa negatywnie na proces adhezji i migracji limfocy-
tow przez $ciane naczynia krwionosnego. A zatem Egfl7
hipotetycznie moze wplywac na ucieczke raka spod nad-
zoru uktadu immunologicznego gospodarza przez hamo-
wanie diapedezy w guzie nowotworowym®?. Po$rednim
wykladnikiem takiego dziatania moze by¢ negatywna ko-
relacja miedzy ekspresja Egfl7 w komorkach raka a liczba
limfocytow naciekajacych jego gniazda - tumor-infiltra-
ting lymphocytes (TILs).

CURR GYNECOL ONCOL 2016, 14 (3), p. 162-167

In the glioblastoma group, high Egfl7 levels in cancer tis-
sue were correlated with the tumor’s grade, Ki67 index,
and intratumoral microvascular density, yet they were of
no prognostic value®.

Summarizing the few available studies mentioned above,
it may be concluded that increased Egfl7 expression, de-
spite correlating with multiple adverse clinical and patho-
logic factors, such as disease advancement, metastases to
lymph nodes, or high tumor grade, has not been demon-
strated to be of negative prognostic value, except for the
small group of patients suffering from primary hepatocel-
lular carcinoma®-17).

Contradictory results are reported in one paper on breast
cancer noting the correlation of endogenous Egfl7 expres-
sion with low grade of the tumor and a better prognosis
for the patients!®. Moreover, it has demonstrated Egfl7
expression in breast cancer to be higher for smaller lesions
and in situ lesions without stromal response!®. In cancers
with elevated Egfl7 expression, smaller tendency for me-
tastasizing to lymph nodes was noted. Presumably, Egfl7
expression does not provide breast cancer cells growth
advantage.

The potential protective effect of Egfl7 in breast cancer cer-
tainly requires verification by independent studies, simi-
larly to the biomarker’s negative correlation with surviv-
al time in patients suffering from hepatocellular cancer.
The majority of existing studies suggest some role of Egfl7
in the progression of cancer, yet its direct impact remains
unclear. The only common features noted in all studies re-
garding the presence of Egfl7 in cancer tissue regardless
of its type include the unexpected presence of this bio-
marker in cancer cells (endogenous Egfl7 deregulation in
cancer) and its poor representation in endothelial cells of
stromal blood vessels.

The latest reports in the field of basic research seemingly
suggest Egfl7 to be an endogenous regulator of activation
of endothelial cells, expressed in neoplastic cells to protect
the tumor against the host’s immune response. In vitro
research has shown that in mice cells of breast and lung
cancer Egfl7 inhibits ICAM-1 and VCAM-1 expression,
thereby adversely influencing the process of adhesion and
lymphocyte migration through vessel wall. Hence, Egfl7
may hypothetically contribute to the cancer’s escape from
the host’s immunosurveillance by inhibiting diapedesis in
the tumor™. Such mechanism’s indirect exponent may be
the negative correlation existing between Egfl7 expression
in cancer cells and the number of tumor-infiltrating lym-
phocytes (TILs).

Egfl7 AND GYNECOLOGIC CANCERS

The effect of Egfl7 on diapedesis in cancer may have huge
therapeutic potential, particularly in gynecologic cancers.
In ovarian, endometrial, and uterine cancer a strong cor-
relation has been demonstrated to exist between patient
survival time and the intensity of CD8+ cell infiltration
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Egfl7 ANOWOTWORY GINEKOLOGICZNE

Oddzialywanie Egfl7 na diapedeze w raku moze miec
ogromne znaczenie terapeutyczne zwlaszcza w odnie-
sieniu do nowotworéw ginekologicznych. W raku jajni-
ka, endometrium i szyjki macicy wykazano silny zwigzek
miedzy czasem przezycia pacjentow a intensywnoscia na-
ciekow z komorek CD8+ i wskaznikami CD8+/FOXP3+,
CD8+/CD4+. Wyjatek stanowil rak sromu, w ktéorym
TILs nie miaty znaczenia prognostycznego®”.

Ekspresja Egfl7 w nowotworach ginekologicznych nie byla
dotychczas oceniana. Wydaje sie zatem, iz przedstawienie
aktualnego stanu wiedzy powinno by¢ sygnatem do podje-
cia badan nad tym obiecujacym biomarkerem - zwlaszcza
ze prowadzone sg juz badania przedkliniczne i kliniczne,
ktore zakladaja mozliwo$¢ antyangiogennej terapii prze-
ciwnowotworowej przy uzyciu przeciwcial anty-Egfl7¢@.
Badania te sg ukierunkowane na okreslenie wplywu te-
rapii kombinowanej zlozonej z przeciwcial anty-Egfl7
i bewacyzumabu na unaczynienie guza i jego wzrost®".
Oczekuje sig, ze terapia anty-Egfl7 w polaczeniu z terapia
anty-VEGF umozliwi dodatkowe zahamowanie angioge-
nezy w przypadku wigekszo$ci typow rakow.

Jezeli jeszcze udaloby sie wykaza¢ negatywny wplyw endo-
gennej ekspresji Egfl7 na diapedeze, terapia anty-Egfl7 byla-
by droga do zwigkszenia potencjatu cytolitycznego komoérek
immunokompetentnych w tkance rakowej i wzmocnienia
nadzoru immunologicznego nad choroba.

Ocena gestosci naczyn w guzie i jej powiazania z Egfl7,
a takze badania nad molekutami adhezyjnymi ICAM
i VCAM pozwolg w przysztosci sprawdzi¢, czy ,,endote-
lialna” funkcja Egfl7 dotyczy tkanki rakowej.

WNIOSKI

Czynnik podobny do czynnika wzrostu naskoérka z domenag
7 jest nowym, obiecujacym celem terapeutycznym w onko-
logii. Wystepowanie Egfl7 w nowotworach ginekologicz-
nych nie zostalo dotychczas poznane. Podjecie badan nad
tym biomarkerem moze utorowaé droge do skuteczniej-
szych terapii antyangiogennych i/lub immunoterapii.
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Autorzy nie zgtaszajg zZadnych finansowych ani osobistych powig-
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and CD8+/FOXP3+, CD8+/CD4+ indicators. Vulvar can-
cer is an exception, with TILs being of no prognostic val-
ue here®”.

Egfl7 expression in gynecologic cancers has not yet been
examined. In the light of the current state of knowledge,
research on this promising biomarker is required in this
area, especially because of several preclinical and clini-
cal trials currently in progress that raise hope of antian-
giogenic cancer therapy utilizing anti-Egfl7 antibodies®".
The trials in question are aimed at determining the effect
of a therapy combining anti-Egfl7 antibodies and bevaci-
zumab on the vascularity of the tumor and its growth®".
It is expected that anti-Egfl7 therapy combined with
VEGF-targeted therapy will allow to inhibit angiogenesis
in most cancers. Additionally, if negative effect of endog-
enous Egfl7 expression on diapedesis were demonstrated,
anti-Egfl7 therapy would be a way of increasing the cyto-
lytic potential of immunocompetent cells in cancer tissue,
thus improving immune control over the disease.
Assessment of a tumor’s vascular density and its associa-
tion with Egfl7 as well as studies on ICAMs and VCAMs
will presumably help to determine whether the “endothe-
lial” function of Egfl7 is relevant for cancer tissue.

CONCLUSIONS

Epidermal growth factor-like domain-containing protein
7 (Egfl7) is a new, promising target for therapy in oncol-
ogy. The presence of Egfl7 in gynecologic cancers has not
yet been investigated. Studies of this biomarker may pave
the way for the development of more effective anti-angio-
genic therapies and/or immunotherapy.
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(zynnik podobny do czynnika wzrostu naskérka z domeng 7 (Egfl7) nowym potencjalnym celem terapeutycznym w ginekologii onkologiczne]
Epidermal growth factor-like domain-containing protein 7 (Egfl7) as a new potential target for therapy in gynecologic oncology
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