Ortopedia Traumatologia Rehabilitacja
ARTYKUL PRZEGLADOWY / REVIEW ARTICLE © MEDSPORTPRESS, 2011; 6(6); Vol. 13, 537-545

Aktualne poglady na patogeneze i biologi¢
przerzutowych guzow kostniakomi¢saka

Current Concepts on Pathogenesis and Biology
of Metastatic Osteosarcoma Tumors

Stawomir Poletajew™*", Lukasz Fus®", Aleksander Wasiutynski*"

Katedra Anatomii Patologicznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa, Polska
Department of Pathology, Medical University of Warsaw, Warsaw, Poland

STRESZCZENIE

Kostniakomigsak jest najczgstszym nowotworem ztosliwym w praktyce ortopedycznej. Pomimo zaawanso-
wanych technik operacyjnych oraz prob zastosowania chemioterapii adjuwantowej, pigcioletnie przezycia
u chorych z kostniakomigsakiem wcigz pozostaja na poziomie 60-70%. Gldwna przyczyna niepowodzen tera-
pii sg przerzuty nowotworu.

Poszerzenie wiedzy z zakresu patogenezy i biologii guzoéw przerzutowych kostniakomigsaka stanowi klu-
czowy element na drodze do polepszenia wynikow leczenia, to jest na drodze do okreslenia potencjalnych ce-
16w terapeutycznych. Ostatnie publikacje wnosza nowe pomysty w tej dziedzinie. Niniejsze opracowanie na-
kresla najistotniejsze zagadnienia, ktore moga mie¢ wpltyw na sposob leczenia chorych na kostniakomigsaka
w najblizszej przysztosci.

W kilku podrozdziatach dyskutujemy (1) model rozsiewu komoérek kostniakomigsaka ze szczegdlnym
uwzglednieniem biatek biorgcych udziat w lizie macierzy pozakomodrkowej; (2) mechanizmy chronigce kraza-
ce komorki kostniakomigsaka przed zaprogramowang $miercia; (3) zwigzek pomigdzy angiogeneza i jej pato-
geneza, a potencjalem kostniakomigsaka do dawania przerzutow; (4) role cytokin w progresji choroby oraz pre-
ferencyjnym powstawaniu przerzutéw w phucach; (5) przyktad mechanizmu opornosci na leczenie — pompy ko-
morkowej glikoproteiny P; ostatecznie zastanawiamy si¢ nad (6) mozliwoscia udziatu nowotworowych komo-
rek macierzystych w progresji kostniakomigsaka.

Stowa kluczowe: kostniakomigsak, nowotwory kosci, przerzuty, neowaskularyzacja, nowotworowe
komorki macierzyste

SUMMARY

Osteosarcoma (OS) remains the most common malignancy among orthopaedic neoplasms. Despite advanced
surgical techniques and attempts to use second-line chemotherapy, 5 year overall survival in OS patients is still
reported to be as low as 60-70%. Progression to metastatic disease is the main cause of treatment failures.

Broadening current knowledge on the pathogenesis and biology of metastatic OS tumors is a key element
in improving treatment results, i.e. identifying potential therapeutic targets. Recent studies have brought new
concepts into this field. This paper outlines the most important issues which may influence treatment methods
in the near future.

In a few sections, we discuss (1) a model of OS dissemination with special regard to proteins mediating the lysis
of the extracellular matrix; (2) the mechanisms protecting circulating OS cells from programmed death; (3) the
relationship between angiogenesis, its pathogenesis, and OS metastatic potential; (4) the role of cytokines in OS pro-
gression and site-specific metastasis formation; (5) an example of treatment resistance mechanism — the P glyco-
protein efflux pump; and, finally, we theorize on (6) whether cancer stem cells may play a role in OS progression.

Key words: osteosarcoma, bone neoplasms, neoplasm metastasis, neovascularization, neoplastic stem cells
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WSTEP

Kostniakomigsak (osteosarcoma, OS) jest najczest-
szym pierwotnym nowotworem ko$ci, zaréwno
i dzieci, jak i u dorostych. Duzy potencjat do dawa-
nia przerzutdw jest cecha charakterystyczng OS. Po-
mimo leczenia chirurgicznego i intensywnej chemio-
terapii, obecno$¢ przerzutdw stwierdza si¢ u 25-30%
chorych, co stanowi gléwng przyczyng zgondw w tej
grupie [1]. Ogniska wtérne rozwijajg si¢ gldwnie
w ptucach (u 80% chorych z przerzutami) oraz w ko-
sciach (u 15% chorych z przerzutami). Mikroskopo-
wy rozsiew komorek nowotworowych prawdopo-
dobnie ma miejsce juz w momencie rozpoznania
choroby, czego poparciem sg ostatnie doniesienia do-
wodzace obecnosci licznych komorek OS w szpiku
kostnym nowo zdiagnozowanych pacjentow [2].

Zrozumienie patogenezy i biologii guzéw prze-
rzutowych OS moze prowadzi¢ do wyznaczenia no-
wych pomystow w zakresie terapii. Bazujac na aktu-
alnej wiedzy z dziedzin nauk podstawowych mozli-
we jest myslenie o kolejnych krokach w terapii celo-
wanej. Jednocze$nie wciaz pozostaje wiele pytan,
na ktére odpowiedzi nie znamy.

ROZSIEW KOMOREK OS

Proces formowania przerzutow przez dtugi czas
byt tematem sporow. Dzi§ znamy juz co najmniej dwie
historyczne teorie tlumaczace ten proces. Pierwsza,
zaproponowana przez Stephena Pageta, znana jest ja-
ko koncepcja ‘ziarna i zyznej ziemi”. Zgodnie z ta
koncepcja, do krazenia uktadowego uwalniana jest
duza ilo§¢ komodrek nowotworowych, ale tylko mata
ich czg$¢ natrafia na Srodowisko, w ktorym moze si¢
osiedli¢ i rozpoczaé proliferacje [3]. Druga teoria,
zaproponowana przez Jamesa Ewinga, zaktada me-
chaniczne wig¢znigcie komorek nowotworowych
w drobnych tozyskach naczyniowych [4].

Obecnie wiadomo, ze proces przerzutowania roz-
poczyna si¢ juz wowczas, gdy pojedyncze komorki
nowotworowe odlaczaja si¢ od guza pierwotnego
dzigki lizie otaczajacej macierzy miedzykomorko-
wej. Wsrdd substancji litycznych gtowna role odgry-
waja metaloproteinazy MMP-2 i MMP-9 [5,6]. W ko-
morkach OS wykazano zwigkszong ekspresje genow
kodujacych metaloproteinazy MMP-2 i MMP-9, ak-
tywator metaloproteinaz (MT1-MMP) oraz ich inhi-
bitory (TIMP1, TIMP2, RECK) [7,8]. Podwyzszony
poziom MMP-2 i MMP-9 w guzach utozsamiany jest
z duzym potencjatem do naciekania tkanek i tworze-
nia przerzutoéw, jak réwniez z gorszym rokowaniem
chorych [5,7]. Co wigcej, trawigc mikrosrodowisko,
MMP uwalniaja takze czynnik wzrostu TGF-f oraz
umozliwiajg tworzenie nowych naczyn krwiono-
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BACKGROUND

Osteosarcoma (OS) is the most common primary
malignant neoplasm of bone, in both children and
adults. A high potential to metastasize is a characte-
ristic feature of OS. Despite surgical treatment and
intensive chemotherapy, metastases are seen in 25-
30% of patients and are the cause of death [1]. Se-
condary tumors typically occur in the lungs (in 80%
of metastatic patients) and in bones (in 15% of me-
tastatic patients). It is postulated that microscopic
dissemination of neoplastic cells is usually present at
the time of diagnosis, a claim supported by recent
studies showing the presence of numerous OS cells
in bone marrow in newly diagnosed patients [2].

Understanding the pathogenesis and biology of
metastatic OS tumors leads to novel treatment con-
cepts. Basing on current knowledge in basic science,
we may think about the next steps in targeted the-
rapy. However, there are still many questions to be
answered.

DISSEMINATION OF OS CELLS

The process of metastasis formation was subject
to debate over many years. Today we know at least
two historical theories explaining its mechanism.
The first one, proposed by Stephen Paget, is known
as ‘seed and soil’ hypothesis. According to Paget,
many neoplastic cells are released into circulation,
but only a fraction of them are able to find an appro-
priate microenvironment where they can settle and
proliferate [3]. The second theory, proposed by James
Ewing, supposes that neoplastic cells become me-
chanically stuck in capillary vessels [4].

At present, it is known that the metastatic process
starts at the moment when single cells separate from
a primary tumor due to lysis of the surrounding ex-
tracellular matrix. Among lytic agents, the metallo-
proteinases MMP-2 and MMP-9 play the leading
role [5,6]. The genes coding for MMP-2 and MMP-9,
their activator (MT1-MMP) and inhibitors (TIMP1,
TIMP2, RECK) are overexpressed in the majority of
OS cells [7,8]. The elevated concentration of MMP-
2 and MMP-9 in the tumor is believed to represent
a high potential to invade adjacent tissues and form
distant metastases, and be associated with worse cli-
nical prognosis [5,7]. Moreover, lysis of the extra-
cellular matrix activates transforming growth factor
3 (TGF-B) and promotes angiogenesis. Worse overall
survival and disease free survival in patients with
strong expression of MT1-MMP and poor expression
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$nych. Krotsze przezycie calkowite oraz przezycie
wolne od choroby u pacjentow, u ktorych wykazano
silng ekspresj¢c MTIMMP i stabg ekspresj¢ TIMP-2
oraz RECK, wskazuje na rol¢ zarowno aktywatorow,
jak 1 inhibitor6w procesu trawienia macierzy mig-
dzykomorkowej [7,9,10]. Brak wydzialania MMP-9
przez linie komérkowe OS oraz ekspresja tego enzy-
mu w komoérkach nowotworowych pobranych pod-
czas biopsji pozwala zaktadaé, ze metaloproteinazy
mogg by¢ rowniez wytwarzane przez komorki mi-
krosrodowiska guza lub, ze komorki zrebu stymulu-
ja komoérki nowotworowe do ich syntezy [5]. Ponie-
waz proby wykorzystania tych enzyméw jako wskaz-
nikéw prognostycznych nie daty jednoznacznych wy-
nikow, niezbedna jest kontynuacja badan nad rola
metaloproteinaz w patogenezie OS [9].

Jednym z mechanizméw obronnych organizmu
cztowieka przed nowotworami jest zjawisko aikonis
— zaprogramowanej $mierci komorki na skutek utra-
ty kontaktu ze swoim mikro§rodowiskiem. W ten
sposob wszystkie potencjalne komorki przerzutowe
odrywajace si¢ od guza pierwotnego powinny zostaé
usmiercone. Kluczowe w tym procesie sg sygnaty
odbierane przez komorke za pomoca powierzchnio-
wych czasteczek adhezyjnych i1 receptorow. Jednym
z biatek przekazujacych sygnat z receptora (np. CD44)
do efektora zlokalizowanego wewnatrzkomérkowo (np.
szlaki przekaznictwa mTOR, AKT, MAPK) jest ezryna,
zlokalizowana pomiedzy btong komérkows a cytoszkie-
letem. Za jej posrednictwem sygnaly przenoszone przez
receptory czynnikow wzrostu oraz czasteczki adhezyjne
zostaja wzmocnione oraz ulatwiona jest komunikacja
komorki z mikrosrodowiskiem [11,12]. W komorkach
OS ekspresja ezryny jest zwickszona, co wigze si¢ z za-
hamowaniem procesu anoikis i ulatwieniem adhezji
do heterotopowej macierzy komorkowej, co w konse-
kwencji prowadzi do powstania przerzutow. W mysich
modelach OS, zahamowanie ezryny znaczaco ogranicza
potencjal do dawania przerzutéw i zdolnoé¢ do przezy-
cia komorek przerzutowych w ptucach [13]. Mimo, iz
zmiany w ekspresji ezryny nie wplywaja na proliferacje
komérek ani wzrost guza, jej wysokie stezenie wigzane
jest z bardziej agresywnym fenotypem OS 1 pigciokrot-
nie wyzszym ryzykiem powstawania ognisk przerzuto-
wych w ptucach [14,15]

UNACZYNIENIE GUZOW 0OS

Neoangiogeneza i neowaskularyzacja sg procesa-
mi niezb¢dnymi w procesie formowania przerzutow.
Nowotwor o rozmiarze powyzej 2 mm® nie jest zdol-
ny do dalszego rozrostu bez wytworzenia nowych
naczyn zaopatrujacych go w krew. Proces neoangio-
genezy jest $ci$le zwigzany z wystapieniem niedotle-

of TIMP2 or RECK highlights the role of activators
as well as inhibitors of extracellular matrix lysis [7,9,
10]. The lack of MMP-9 production in OS cell lines
and the lack of MMP-9 gene expression in biopsy
specimens of OS tumors suggest that metalloprote-
inases may also be produced by microenvironmental
cells or the synthesis of MMP-9 is the effect of tumor
cell stimulation by stromal cells [5]. Since attempts
to use metalloproteinases as prognostic factors have
not revealed unequivocal results, there is a need to
continue studies on the role of these enzymes in the
pathogenesis of OS [9].

Programmed death of cells which results from the
loss of contact with microenvironment is called aiko-
nis and is a type of defensive response to neoplasms
in humans. This mechanism should kill all potential
metastatic OS cells at the time of dissemination.
Signals that cells receive thanks to adhesive mole-
cules and membrane receptors play a key role in the
process. One of the proteins transferring the signal
from the receptor (eg. CD44) into the intracellular
effector (eg. mTOR, AKT, MAPK pathways) is call-
ed ezrin and is located between the cell membrane
and the cytoskeleton. Ezrin intensifies signals trans-
ferred by growth factor receptors and adhesive mo-
lecules, as well as facilitating communication be-
tween the cell and the microenvironment [11,12]. In
OS cells, ezrin is overexpressed and so may inhibit
the process of aikonis and facilitate adhesion to the
heterotopic cellular matrix, consequently leading to
metastasis formation. The inhibition of ezrin in mouse
OS models considerable inhibited the potential to
metastasize and depressed the ability of metastatic
OS cells in the lungs to survive [13]. Despite the fact
that changes in ezrin expression have no effect on
cell proliferation and tumor growth, high concentra-
tions of ezrin are associated with more aggressive
OS phenotypes and fivefold higher risk of pulmo-
nary metastasis [14,15].

VASCULARIZATION OF OS TUMORS
Neoangiogenesis and neovascularization are ne-
cessary steps in the process of metastasis formation.
Tumors greater than 2 mm? are not able to proliferate
without new blood vessels. The process of neoangio-
genesis is closely linked to hypoxia in the tumor mi-
croenvironment [16,17]. In the setting of insufficient
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nienia w mikrosrodowisku guza [16,17]. W warun-
kach niedostatecznej podazy tlenu uaktywniony zosta-
je czynnik HIF (Hipoxia Induced Factor), co prowadzi
do transkrypcji czynnika wzrostu $rédbtonka naczy-
niowego (VEGF), transportera glukozy Glut-1, erytro-
poetyny (EPO), enzyméw szlaku glikolizy beztlenowej
i innych. W prawidtowych komoérkach HIF kodowany
jest przez gen HIF-1a, podczas, gdy w komorkach OS
HIF kodowany jest takze przez gen HIF-2 [18]. Ekspre-
sja czynnikow HIF podtrzymuje zdolno$¢ komorek OS
do proliferacji i migracji w niekorzystnych warunkach
in vitro [18]. Dowiedziono, ze pacjenci, u ktorych po-
ziom HIF-1a jest podwyzszony (32-79% chorych na
OS) odznaczaja si¢ krotszym przezyciem oraz wyz-
szym ryzykiem wystapienia przerzutow [19,20].

Intensywna angiogeneza i proliferacja, wynikaja-
ce z niedotlenienia, prowadzg do powstania agresyw-
nego fenotypu OS. Sie¢ nowopowstalych naczyn jest
jednak chaotyczna i wysoce nieefektywna. Ostatecz-
nie dysproporcja mig¢dzy ilo$cia dostarczanego tlenu
a potrzebami metabolicznymi proliferujacych komo-
rek utrzymuje si¢, za§ komorki OS adaptujag sie do
przewleklego niedotlenienia [21].

Ekspresje VEGF zalezng od HIF-1a stwierdza sig¢
u 50-80% pacjentow z OS. VEGF stymuluje komor-
ki érédbtonka do proliferacji, migracji i tworzenia
nowych naczyn. Istnieje wiele kontrowersji dotycza-
cych zwigzku VEGF z obrazem klinicznym lub pato-
logicznym OS. Korelacja migdzy stezeniem VEGF
w surowicy i ekspresjag w guzie a przezywalnoscia
pacjentow nie zostata potwierdzona ze wzgledu na
sprzeczne doniesienia [18,19,22-24].

W guzach, w ktorych ekspresja VEGF (a w szcze-
golnosci izoforma VEGF165) jest na wysokim pozio-
mie, zaobserwowano duzg S$rednig gestoS¢ naczyn
(MVD — medium vascular density). W efekcie catkowi-
ta powierzchnia $rodblonka jest relatywnie duza, co
zwieksza ryzyko szybkiego oderwania si¢ komorek no-
wotworowych od guza do krwioobiegu. W tych warun-
kach czesciej stwierdza si¢ obecno$¢ przerzutow w ptu-
cach, a catkowite przezycie chorych jest krotsze [22-
24]. Uwaza si¢ jednak, ze VEGF jest tylko jednym
z wielu czynnikow regulujacych tworzenie naczyn. Co
wiecej, VEGF nie ma wplywu na poczatkowe etapy
kancerogenezy w OS, gdyz guzy mniejsze niz 2mm® nie
sg zalezne od neowaskularyzacji [16,25].

Stopien ukrwienia guza OS jest istotny z kilku
powodow. Wptywa on na dynamike wzrostu, ryzyko
powstania przerzutow, jak roéwniez na skutecznos$c
chemioterapii. Pomimo to, proby wykorzystania $red-
niej gestosci naczyn (MVD) jako czynnika progno-
stycznego w OS wcigz sg tematem sporow. Istnieja
doniesienia ukazujace ujemng korelacje pomiedzy
MVD a przezyciem catkowitym lub wolnym od cho-
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oxygen supply, a Hypoxia Induced Factor (HIF) is
activated and promotes the transcription of the Va-
scular Endothelial Growth Factor (VEGF), glucose
transporter Glut-1, erythropoietin (EPO), anaerobic
glycolysis enzymes, and others. In normal cells HIF
is coded for by the HIF-1a gene, while in OS cells
HIF is coded for also by the HIF-2 gene [18]. Ex-
pression of hypoxia induced factors sustains the ability
of OS cells to proliferate and migrate under unfavorable
conditions in vitro [18]. It has been proved that patients
with elevated HIF-1a levels (32-79% of OS patients)
are characterized by worse prognosis in terms of overall
survival and risk of metastases [19,20].

Intensive proliferation and angiogenesis, result-
ing from hypoxia, lead to the development of an
aggressive phenotype of OS. However, the network
of new blood vessels is chaotic and highly ineffect-
ive. The disproportion between oxygen supply and
the metabolic needs of proliferating cells ultimately
continues to occur and OS cells adapt to chronic
hypoxia [21].

HIF-1a-dependent expression of VEGF is present
in 50-80% of OS patients. The Vascular Endothelial
Growth Factor stimulates endothelial proliferation,
migration and neovascularization. There are nume-
rous controversies regarding the influence of VEGF
expression on the clinical and pathological presenta-
tion of OS. However, the correlation between pa-
tient’s survival and the serum concentration of VEGF
as well as its expression in the tumor has not been
conclusively confirmed, with recent studies furnish-
ing unequivocal evidence [18,19,22-24].

In tumors with high VEGF expression (especially
of VEGF 165 isoform), high medium vascular den-
sity (MVD) is observed. Consequently, the total sur-
face area of the epithelium is relatively large, in-
creasing the risk of rapid neoplastic cell migration
into the circulatory system. In this setting, the inci-
dence of pulmonary metastases is higher and patients
are characterized by shorter overall survival [22- 24].
However, it is postulated that VEGF is only one of
many factors regulating neovascularization and neo-
angiogenesis. What is more, VEGF has no influence
on the initial events in OS carcinogenesis, as tumors
of less than 2 mm’ are not neovascularization-de-
pendent [16,25].

OS vascularization is important for several re-
asons. It regulates the dynamics of tumor growth, it
has an effect on the risk of progression to metastatic
0OS, as well as on the effectiveness of chemotherapy.
Despite these facts, the use of MVD as a prognostic
factor in OS patients remains controversial. Some
authors have demonstrated a negative correlation be-
tween MVD and overall or disease free survival [22,
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roby [22,26]. Z drugiej jednak strony, inni badacze
wykazali brak zwigzku pomigdzy MVD a obrazem
klinicznym OS [19,27,28]. Wreszcie Kreuter i wsp.
opublikowali badanie, ktérego wyniki zaprzeczaja obu
wyzej wymienionym pogladom. Badacze zaobserwo-
wali dluzsze przezycie i wyzszy odsetek odpowiedzi
na chemioterapi¢ u chorych ze wzmozong angiogene-
73 mierzong poprzez MVD [29]. Na podstawie aktual-
nych danych mozemy przypuszczac, ze wysoka MVD
ma negatywny wplyw na przebieg naturalny OS, pod-
czas, gdy u chorych poddanych chemioterapii prowa-
dzi do hiperperfuzji guza i lepszej penetracji lekow.

MIGRACJA KOMOREK OS

Przerzuty u pacjentdéw z OS rozwijaja si¢ preferen-
cyjnie w plucach. Mechanizm tej preferencji pozosta-
je nieznany. Wcigz wzrasta jednak liczba prac ukazu-
jacych podobienstwo tego procesu do zjawiska migra-
cji 1 sortowania komoérek uktadu odpornosciowego.

Produkcja cytokin przez komoérki umozliwia ich
interakcje ze stosownymi receptorami. Na podstawie
tego faktu zaproponowano hipotezg, wedle ktorej
w komorkach OS dochodzi do ekspresji receptorow
laczacych si¢ ze swoistymi ligandami na powierzch-
ni komoérek w ptucach. Niniejszy mechanizm zostat
zbadany i potwierdzony dla cytokiny CXCL12 (zwa-
nej réwniez SDF-1) i jej receptora CXCR4. Cytoki-
na CXCL12 jest produkowana przez komorki zrgbu
ptuc, preferencyjnego miejsca docelowego dla krazg-
cych komorek OS. Komorki nowotworowe posiada-
jace na powierzchni receptor CXCR4 kraza w ustro-
ju do momentu natrafienia na odpowiednie §rodowi-
sko, w ktorym duze st¢zenie CXCL12 doprowadzi
do aktywacji receptora i interakcji z ligandem, a tym
samym umozliwi osiadanie komorek OS w ptucach.
Przerzutowy guz jest finalnym efektem sekwencji
zdarzen [30-32]. CXCR4 ulega ekspresji w ok. 33%
komorek guza pierwotnego, natomiast w przerzutach
ekspresja ta jest dwukrotnie wyzsza i1 koreluje z po-
ziomem ekspresji VEGF [24]. W badaniach in vitro
komorki OS pod wptywem CXCL12 wykazujg wigk-
sza zdolno$¢ nie tylko do migracji i adhezji do ma-
cierzy mi¢dzykomorkowej, ale rowniez do prolifera-
¢ji 1 inwazji, co wyraza si¢ zwigkszonym wydziela-
niem MMP9. Zablokowanie CXCR4 na komérkach
linii OS przed wszczepieniem ich do myszy zmniej-
szato liczbe ognisk przerzutowych w ptucach o 50-
100% [31,32].

Warto podkresli¢, ze wnioski plynace z badan
nad rolg cytokin w progresji nowotworéw sg rela-
tywnie czg¢sto niejednorodne. Moze to by¢ wynikiem
powszechnosci wystgpowania cytokin w organizmie,
ztozonosci ich funkcji oraz roli mikrosrodowiska gu-

26]. On the other hand, there are studies reporting no
relationship between MVD and the clinical presen-
tation of OS [19,27,28]. Finally, the results of a study
by Kreuter et al. deny both points of view. The au-
thors observed higher survival and superior response
rates to chemotherapy in patients with increased
angiogenesis as measured by MVD [29]. Based on
current evidence, we may suppose that high MVD
has a negative effect on the natural history of OS,
while in patients exposed to systemic chemotherapy,
it leads to hyperperfusion of the tumor and better
penetration of chemotherapy agents.

MIGRATION OF OS CELLS

Lungs are the preferential site of OS metastases.
The mechanism underlying this preference remains
unknown. However, the number of studies showing
similarity of this process to the process of migration
and selection of immune cells is still rising.

Cytokines produced by cells mediate the interac-
tion between the cytokine-ligand and its receptor.
A hypothesis that circulating OS cells express re-
ceptors which interact with specific cytokine-ligands
on lung cells has been proposed. This mechanism has
been investigated and confirmed for the cytokine
CXCL12 (called also SDF-1) and its receptor,
CXCR4. CXCL12 is produced by lung stroma cells,
the preferred destination of circulating OS cells. Neo-
plastic cells bearing the membrane CXCR4 receptor
circulate in the blood until they find an adequate
microenvironment with a high concentration of the
CXCLI12 cytokine. In such a microenvironment, the
CXCR4 receptor is activated, resulting in interaction
with the ligand, and OS cells settle in the lungs. The
metastatic tumor is the final effect of this process
[30-32]. CXCR4 is expressed by a third of primary
OS tumor cells and two-thirds of metastatic OS tu-
mor cells. The level of expression correlates with the
expression of VEGF [24]. In vitro studies have do-
cumented that, under the influence of CXCL12, OS
cells are characterized by improved ability to migrate
and adhere to the intercellular matrix as well as to
proliferate and invade adjacent tissues (increased
production of MMP9). The number of pulmonary
metastases was reduced by 50-100% when the
CXCR4 receptor in an OS cell line was blocked
before implantation into mice [31,32].

Conclusions coming from reports on the role of
cytokines in tumor progression are relatively often
contradictory. It may result from the common pre-
sence of cytokines in the body, the complexity of
their functions and the role of tumor microenviron-
ment in cytokine production, which is not definitely
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za w ich wytwarzaniu, ktora nie jest ostatecznie wy-
jasniona. Niektorzy autorzy przypisuja ekspresje
CXCR4 jedynie komorkom zapalnym, za$ faktycz-
na rola innych chemokin (CCR7, CCR10 i innych)
w patogenezie OS jest kontrowersyjna [33,34].

OPORNOSC NA LECZENIE

Wobec wysokiego odsetka nawrotow choroby
po zastosowanym leczeniu chirurgicznym i chemio-
terapii, wielu badaczy pojeto trud wyjasnienia me-
chanizmoéw lekoopornosci w OS. Wérod réznych czyn-
nikéw odpornosci na chemioterapie, najlepiej opisa-
na zostata funkcja glikoproteiny P (Pgp), bedacej
ATP-zalezng pompa komoérkowa kodowang przez
gen MDRI, ktora jest zdolna do usuwania doksoru-
bicyny z wnetrza komorek [35].

Pgp ulega ekspresji w okoto 30% komorek OS,
dwukrotnie czgéciej w ogniskach przerzutowych niz
w guzie pierwotnym. Pomimo sprzecznych doniesien
przyjeto teori¢ zaktadajaca, ze nadekspresja Pgp wig-
ze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem progresji OS i krot-
szym przezyciem chorych [36,37,38]. Pgp petni pod-
stawowg funkcj¢ w oporno$ci na chemioterapie, jed-
nak jej obecno$¢ na komorkach OS nie koreluje z hi-
stologiczng odpowiedzig na leczenie. Ttumaczy si¢
to tym, iz rozmiar martwicy guza po zastosowanej
terapii neoadjuwantowej odzwierciedla skuteczno$é
wszystkich zastosowanych lekow, takze tych, ktore
dziatajg niezaleznie od obecnosci Pgp [37-39].

Wciaz kontrowersyjny pozostaje wpltyw Pgp na
fenotyp komoérek OS. Gorlick i wsp. dowodza, ze
chorzy, u ktorych stwierdza si¢ ekspresj¢ Pgp cha-
rakteryzuja si¢ gorszym rokowaniem w poréwnaniu
z chorymi, u ktorych nie stwierdza si¢ ekspresji tego
biatka. Wyjasnieniem tego faktu jest wigksza inwa-
zyjno$¢ komoérek OS oraz duzy potencjat do dawania
przerzutdéw [39]. Z drugiej strony, Scotland i wsp.
dowodza, ze nadekspresja Pgp wigze si¢ z mniejsza
inwazyjnoscia, obnizong zdolnoscig do adhezji ko-
morek i mniejszg liczbg przerzutow [40].

NOWOTWOROWE KOMORKI
MACIERZYSTE

Nowotworowe komorki macierzyste (cancer stem
cells, CSC) moga odgrywac kluczows role w inicja-
¢cji rozwoju guza, jego wzrostu oraz zdolnosci do da-
wania przerzutéw i nawrotow. CSC sa populacja ko-
morek opisang po raz pierwszy u chorych z ostrg bia-
faczka szpikowa. CSC zachowuja si¢ podobnie do
prawidtowych komorek macierzystych i1 progenito-
rowych, sg wigc zdolne do samoodnowy, pluripotent-
ne (zdolne do podziatdéw dajacych komorki budujgce
dowolny organ, z wylaczeniem tozyska), oporne na
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understood. Some authors attribute the expression of
CXCR4 only to inflammatory cells, while the impor-
tance of other cytokines (CCR7, CCR10 and others)
for pathogenesis of OS is controversial [33,34].

TREATMENT RESISTANCE

A high recurrence rate of OS after surgery and
chemotherapy has prompted many investigators to
study the mechanisms of drug resistance in OS pa-
tients. Among many potential factors, the role of P-
glycoprotein (Pgp) has been widely described. Pgp,
the multidrug-resistance product of the gene MDR1,
is a transmembrane adenosine triphosphatase-depen-
dent efflux pump, which is able to pump doxorubicin
out of the neoplastic cell [35].

Pgp is expressed in 30% of OS cells, twice as
often in metastases than in primary tumors. The the-
ory that overexpression of Pgp is associated with
higher risk of OS progression and shorter survival is
accepted despite some controversies [36,37,38]. Pgp
function is a major element of chemotherapy resis-
tance. However, the presence of Pgp in OS cells does
not correlate with histological response to treatment.
This has been attributed to the fact that the extent of
tumor necrosis after neoadjuvant chemotherapy reflects
the effectiveness of all chemotherapy agents, including
those which act independently of Pgp [37-39].

The effect of Pgp expression on the phenotype of
OS cells is still controversial. Gorlick et al. believe
that Pgp-positive patients have worse prognosis
compared to Pgp-negative patients because of a more
aggressive phenotype, characterized by invasiveness
and a strong potential to metastasize [39]. On the other
hand, Scotlandi et al. showed that Pgp overexpression
is associated with less invasiveness, worse OS cell
adhesion and lower incidence of metastases [40].

CANCER STEM CELLS

Cancer stem cells (CSC) may play a key role in
the initiation of tumor development, growth, and the
tumor’s ability to metastasize and recur. CSCs are
a cell population first described in patients with acute
myeloid leukemia. CSCs behave similarly to normal
stem cells: they have the ability to self-renew, are
pluripotent (capable of giving rise to any cell type of
an organ, excluding the placenta), their mitotic index
is reduced and they are resistant to apoptosis. Gene-
tically, CSCs are also similar to normal stem cells:
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apopotozg, za$ ich indeks mitotyczny jest niski. Row-
niez od strony genetycznej CSC sa podobne do pra-
widlowych komoérek macierzystych, charakteryzuja
si¢ ekspresjg czynnikow transkrypcyjnych Nanog
1 Oct3/4 oraz biatek szlakow WNT i Notch. CSC mo-
g3 powstawacé zarowno z komoérek macierzystych,
ktére przechodzg transformacj¢ nowotworows, jak
rowniez z komorek zréznicowanych i progenitoro-
wych, ktore w wyniku mutacji odzyskujg zdolno$é
do samoodnowy [41,42].

Ze wzgledu na zdolno$¢ komorek OS do prze-
trwania, wzrostu i tworzenia przerzutow, pomimo sto-
sowania intensywnej chemioterapii, zaproponowano
udziat CSC w patogenezie OS. Hipoteze potwierdzo-
no, izolujgc z linii komorkowej OS grupe komorek
spetniajacych kryteria CSC (m. in. ekspresja czynni-
kéw transkrypeyjnych Nanog i Oct3/4), cechujacych
si¢ ponadto wieksza opornoscia na chemioterapi¢
[43,44,45]. Na podstawie tych doniesien mozemy
domniema¢, iz nawroty OS moga by¢ efektem prze-
zycia malej grupy CSC odpornych na chemioterapig.

CSC w OS pochodza prawdopodobnie z mezen-
chymalnych komoérek macierzystych, ktore ulegly
transformacji nowotworowej (aneuploidia, delecja
genu Cdkn2). Zjawisko odpornosci na chemiotera-
peutyki moze wynikac¢ z ekspresji genu ABCG2, kto-
rego produktem sg pompy efflux usuwajgce chemio-
terapeutyki z wnetrza komorki [42].

PODSUMOWANIE

Minione lata przyniosty wiele nowych koncpecji
dotyczacych patogenezy i biologii przerzutowych gu-
z6w kostniakomiesaka. Podczas, gdy cze$¢ z nich jest
juz obszernie zbadana, udowodniona i zaakceptowana,
inne wcigz pozostajag w fazie intensywnych badan.
Kombinacja wynikow badan dotyczacych roznych
mechanizméw w procesie rozsiewu komorek nowo-
tworowych i wzrostu guza uprawnia nas do kolej-
nych krokéw w sposobie myslenia o nowotworach
ztodliwych i stanowi nieodzowny warunek dla po-
prawy wynikow leczenia.
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