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Streszczenie

Wzrost nowotworu uzalezniony jest od dostepu sktadnikow
odzywczych oraz tlenu. Odbywa sie to za posrednictwem
sieci naczyn krwionosnych, ktére oprocz dostarczania
komérkom nowotworowym niezbednych substancji od-
zywczych odgrywaja rowniez znaczaca role w tworzeniu
przerzutéw. Komérki nowotworowe posiadaja zdolnos¢
wytwarzania wtasnej sieci naczyn krwionosnych na drodze
angiogenezy. Czynniki biorace udziat w regulacji tworze-
nia sieci naczyn krwionosnych mozna sklasyfikowac do
dwdch grup, czynnikéw pro- oraz antyangiogennych. Do
stymulacji angiogenezy dochodzi w sytuacji, gdy ilos¢ czyn-
nikéw proangiogennych przewaza. Gtéwnym czynnikiem
proangiogennym jest naczyniowo-srodbtonkowy czynnik
wzrostu VEGF, stymulujacy podziaty komérkowe, migracje i
proliferacje komdrek srodbtonka. Zahamowanie aktywnosci
VEGEF, a co za tym idzie supresje angiogenezy, budzi nadzieje
na poprawe wynikéw leczenia choréb nowotworowych.
Terapia antyangiogenna budzi obecnie szerokie zaintere-
sowanie, a wcigz prowadzone badania wiasciwosci lekéw
antyangiogennych dostarczaja cennych informacji na temat
sposobu inhibicji tego procesu.

Stowa kluczowe: nowotwor, VEGF, terapia antyangiogenna,
czynniki pro- oraz antyangiogenne

Abstract

The growth of tumor depends on the access to nutrients
and oxygen. This is done with the use of blood vessels. They
provide essential nutrients to cancer cells and also play
a significant role in the formation of metastases. Cancer cells
have the ability to produce their own system of blood vessels
through angiogenesis. Factors involved in the regulation of
formation of a new vascular system can be classified into
two groups of pro-and antiangiogenic ones. Stimulation of
angiogenesis occurs when the number of proangiogenic
factors predominates. The main proangiogenic factor is
vascular endothelial growth factor VEGF, stimulating cell
division, migration and proliferation of endothelial cells.
Inhibition of VEGF and hence angiogenesis suppression
raises hope for improvement of cancer treatment.
Antiangiogenic therapy currently raises wide interest and
tests of antiangiogenic drugs are still ongoing and provide
valuable information on how to inhibit this process.

Key words: cancer, VEGF, antiangiogenic therapy, pro- and
antiangiogenic factors

Wstep
Angiogeneza, inaczej neowaskularyzacja, to proces tworze-
nia nowych naczyn wlosowatych na bazie istniejacej sieci
naczyn krwionosnych [1]. Proces regulowany jest wieloma
czynnikami, zaréwno pro- jak i antyangiogennymi.
Dzigki rozleglej sieci naczyn krwionosnych, prze-
kraczajacej 900 m* w ludzkim organizmie, mozliwy jest
rozwdj komorek oraz stato$¢ otaczajacego je srodowiska.
Wraz z krwia wedruja do komorek substancje energetycz-
ne, budulcowe oraz tlen [2].

W prawidtowych tkankach fizjologicznych angioge-
neza jest procesem samokontrolujacym i samoogranicza-
jacym sie. W tkankach nieprawidlowych, patologicznie
zmienionych, zaburzona zostaje réwnowaga pomiedzy
aktywnoécig czynnikéw pro- oraz antyangiogennych na
korzys¢ tych ostatnich.

Zaleznos¢ te zauwazono wiele lat temu. W 1971 roku
amerykanski naukowiec Jugah Folkman przedstawit
swoje badania dotyczace korelacji pomiedzy angiogeneza
a wzrostem guza. W artykule opublikowanym dla New
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England Journal of Medicine przedstawil on hipoteze,
ze wzrost i rozwoj guzoéw nowotworowych zalezy od
wytwarzania wlasnej sieci naczyn krwionosnych [3].
Hipoteza ta, chociaz poczatkowo bardzo krytykowana,
stala sie obecnie podstawg terapii antyangiogennej [4].

Waskulogeneza a angiogeneza

Na uwage zastuguje fakt, ze wiele czynnikéw zaangazo-
wanych w regulacje patologicznego procesu neoangio-
genezy bierze réwniez udziat w fizjologicznym procesie
waskulogenezy. W przebiegu obu mechanizméw istnieja
jednak pewne rdznice [5].

Fizjologiczny proces waskulogenezy cechuje udziat
komoérek macierzystych. W procesie waskulogenezy nowe
naczynia krwionosne powstaja z krazacych prekurso-
rowych komorek $rédblonka (ang. EPCs - endothelial
progenitor cells), ktére wywodza sie gtéwnie ze szpiku
kostnego. W wyniku stymulacji tych komorek wydostaja
sie one do krwi obwodowej, po czym wbudowuja si¢
w powstajace struktury naczyn [6]. Fizjologiczny proces
waskulogenezy obserwowany jest podczas embriogenezy,
doprowadzajac w rozwijajacym si¢ organizmie do wytwo-
rzenia podstawowego ukladu naczyniowego [7].

Proces angiogenezy ma nieco inny przebieg. Angio-
geneza, inaczej neowaskularyzacja lub naczyniotworzenie
to proces tworzenia nowych naczyn krwionoénych
z naczyn juz istniejacych regulowany czynnikami pro-
i antyangiogennymi. Angiogeneza jest bardzo szerokim
pojeciem, ktére obejmuje zaréwno stany fizjologiczne,
jak i patologiczne. Neoangiogeneza dotyczy wytwarzania
nowych naczyn w $rodowisku guza nowotworowego [8].

Angiogeneza fizjologiczna

Angiogeneza jest procesem fizjologicznym, niezbed-
nym do prawidtowego rozwoju, wzrostu i dojrzewania
organizmu [9]. U os6b dorostych wystepuje relatywnie
rzadko, m.in. w trakcie rozwoju endometrium podczas
miesiecznego cyklu reprodukcyjnego kobiety oraz
w procesie budowy ozyska u kobiet ciezarnych, a takze
podczas mechanizmu gojenia sie ran i przywrdcenia
przeptywu krwi w tkankach po urazach [10]. Proces
naczyniotworzenia w zdrowym organizmie znajduje sie
pod $cistg kontrolg czynnikéw pro- oraz antyangiogen-
nych, bedacych w réwnowadze. Badania potwierdzity,
ze fizjologiczny proces angiogenezy roéwniez wymaga
obecnosci czynnikéw proangiogennych, odpowiedniej
liczby receptoréw oraz obecnosci inhibitoréw naczynio-
tworzenia bedacych w niskiej koncentracji [11].

W efekcie fizjologicznego procesu angiogenezy
powstaja w pelni sprawne nowe naczynia krwionoéne.
Cechujg sie one prawidlowym ksztaltem i rozmiarem,
sg regularne, a sie¢ naczyniowa wykazuje petne zrézni-
cowanie tetniczo-zylne.

Angiogeneza patologiczna

Angiogeneza stanowi réwniez istotny element patogenezy
wielu choréb. Odgrywa istotng role w rozwoju takich
choréb jak reumatoidalne zapalenie stawdw, stany zapalne
naczyn krwiono$nych czy tuszczyca [12]. Ponadto role
angiogenezy potwierdzono w wielu schorzeniach gastro-
logicznych, takich jak zapalenie btony §luzowej zotadka,
nieswoiste zapalenie jelit, schorzeniach kardiologicznych,
jak na przyktad choroba niedokrwienna migénia serco-
wego, miazdzyca, sinicze wady serca oraz w przypadku
cukrzycy [13].

Etapy angiogenezy

Angiogeneza jest ztozonym procesem dokonujacym si¢

w sze$ciu gtéwnych stadiach:

1. Zwiotczenie $ciany naczynia, pobudzenie komodrek
$rédblonka wewnatrz istniejacych naczyn, rozsze-
rzenie naczyn macierzystych.

2. Degradacja blony podstawnej oraz macierzy zewna-
trzkomorkowe;j.

3. Migracja aktywowanych komorek §rédbtonka z na-
czyn macierzystych w kierunku stymulatoréw angio-
genezy (malych gniazd komoérek nowotworowych).

4. Proliferacja komorek srodblonka.

5. Wytwarzanie rurkowatych struktur, formowanie
$wiatla i petli nowych naczyn.

6. Dojrzewanie, formowanie blony podstawnej, oto-
czenie nowo powstatych naczyn przez komoérki
mezenchymalne [14].

Komérki §rédbtonka aktywowane sg przez wiele czynni-

kow fizycznych oraz humoralnych, takich jak: hipoglike-

mia, hipoksemia, proangiogenne czynniki wzrostu, np.

VEGEF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor, czynnik

wzrostu srodblonka naczyniowego). Aby umozliwi¢ mi-

gracje komorek srodblonka konieczna jest degradacja

blony podstawnej oraz macierzy zewnatrzkomorkowej
wywolywana przez lokalnie pobudzane enzymy prote-
olityczne MMP (ang. Matrix metalloproteinases, meta-
loproteazy macierzy zewnatrzkomoérkowej). W wyniku
proteolizy macierzy zewnatrzkomoérkowej powstaja pro-
dukty o dzialaniu chemotaktycznym. Produkty degradacji
ulatwiaja z kolei migracje komorek srédblonka oraz

uwalniaja czynniki wzrostu zwigzane w podscielisku [15].

Interakcja pomiedzy znajdujacymi si¢ na powierzchni

komorek $rédbtonka molekutami adhezyjnymi (integry-

ny, avB3, a2v, E-selektyna), a specyficznymi sktadnikami
macierzy zewngtrzkomorkowej (fibronektyna, laminina)
réwniez w znacznym stopniu utatwia migracje komorek
$rédbtonka. Migracja komorek $rodblonka przebiega
réwnoczesnie z ich proliferacja. Proliferacja prowadzi
do wytworzenia blony wewnetrznej nowo powstajacego
naczynia krwiono$nego oraz zapewnia jego ciaglos¢.

W kolejnym etapie angiogenezy dochodzi do tworzenia

$wiatla naczyn krwionosnych. W konsekwencji tworzg si¢

wydluzone, rurkowate struktury, ktore taczac sie konca-
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mi, tworzac petle kapilar. W koricowym etapie komorki
$rédblonka dojrzewaja, wytwarza sie blona podstawna
oraz wbudowywane sg pericyty, ktérych zadaniem jest
stabilizacja nowo powstatych naczyn [16].

Komoérki $rodbtonkowe znajdujgce sie w nowo
powstatych petlach kapilar guza nowotworowego
znaczgco odbiegajg strukturg oraz wlasciwosciami od
komorek prawidtowych. Réznig sie przede wszystkim
ksztaltem, rozmiarem, ponadto s3 nieregularne, posiadaja
nieszczelng blone podstawng oraz szerokie polaczenia
miedzykomorkowe. W wyniku tych defektéw z nowo
powstalych naczyn czesto wydostaje si¢ plaminogen,
fibrynogen i plytki krwi, co w konsekwencji prowadzi
do wykrzepiania [17].

Naczynia krwiono$ne guza nowotworowego zdecy-
dowanie réznig sie od naczyn prawidlowych. Maja nie-
wiasciwy ksztalt i rozmiar, s3 nieregularne, niedojrzale,
krete, wykazuja niepelne zréznicowanie tetniczo-zylne
oraz niepelne zréznicowanie przestrzeni okotonaczynio-
wej [18]. Predkos$¢ przeptywu krwi w takich naczyniach
jest zmienna, czesto bardzo spowolniona. Ze wzgledu na
liczne pory przepuszczalnos$¢ naczyn krwionosnych jest
o wiele wieksza.

Angiogeneza nowotworowa sprzyja réwniez przedo-
stawaniu si¢ komorek nowotworowych do krwiobiegu,
co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do tworzenia
przerzutow.

Niektdre typy nowotwordw wytwarzaja wlasng sie¢
naczyn krwionosnych na drodze innej niz angiogeneza.
W przypadku nowotworéw ptuc lub glejakéw moézgu
do unaczynienia komoérek nowotworowych dochodzi
przede wszystkim w formie koopcji naczyn krwiono-
$nych gospodarza (ang. vascular cooption) [19]. Nieco
innym mechanizmem cechuja si¢ komorki czerniaka.
Komorki tego nowotworu wykazuja zdolnosci do naby-
wania cech morfologicznych i fenotypowych $rédblonka
oraz tworzenia kanatéw krwionos$nych polgczonych
z wla$ciwym krwiobiegiem na drodze tzw. naczyniowej
mimikry [20, 21].

Endogenne czynniki regulujace angiogeneze
Zidentyfikowano wiele réznych czynnikéw biorgcych
udzial w stymulacji procesu angiogenezy. Naleza do nich
miedzy innymi VEGE, kwasowe i zasadowe czynniki
wzrostu fibroblastow (aFGF ang. acidic fibroblast growth
factor; bFGF ang. basic fibroblast growth factor), angiopo-
etyny 112 (Ang-1, Ang-2), interleukiny 6 i 8 (IL-6, IL-8),
angiogenina, czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF ang.
hepatocyte growth factor), czynnik martwicy nowotworéw
(TNF ang. tumor necrosis factor), transformujacy czynnik
wzrostu (TGF ang. transforming growth factor), czynnik
wzrostu pochodzacy z plytek krwi (PDGF ang. platelet-
-derived growth factor). W stymulacji angiogenezy biora
réowniez udzial enzymy - metaloproteinazy macierzy
miedzykomoérkowej MMP oraz integryny [22].

Wisrdd czynnikow hamujacych proces angiogenezy
znajduje si¢ migdzy innymi inhibitor wzrostu komoérek
srédbtonka (VEGI ang. Vascular Endothelial Growth
Inhibitor), interferon o, § oraz v, endostatyna, angiosta-
tyna, wazostatyna, trombospondyna-1 (TSP-1), tkankowe
inhibitory metaloproteazy 1, 2 1 3 [23].

Czynniki stymulujace angiogeneze nowotworowa
wytwarzane sg zaréwno przez komorki guza, jak i komor-
ki gospodarza. Moga one by¢ pochodzenia autokrynnego
(z komorek $rodblonka), endokrynnego (z krazenia) oraz
parakrynnego (z przylegtego guza, podscieliska).

Naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu —
VEGF

Wirod wielu czynnikéw stymulujacych proces angioge-
nezy kluczowa role odgrywa naczyniowo-§rédblonkowy
czynnik wzrostu VEGEF-A, powszechnie nazywany VEGF
[24]. Reguluje on zaréwno fizjologiczna, jak i patolo-
giczng angiogeneze. VEGF jest mitogenem dla komoérek
$rodbtonka naczyn oraz stymuluje ich proliferacje [25].
Niewatpliwie bierze on udzial w powstawaniu nowych
struktur naczyniowych, co potwierdzono na badaniach
zwierzecych [26]. Zaobserwowano, ze zarodki myszy
pozbawione jednego allelu genu VEGF ginely juz
w dziesigtej dobie zycia plodowego, co spowodowane
byto zupelnym brakiem struktur naczyniowych [27].

VEGF zwieksza przede wszystkim przepuszczalnosé
naczyn krwionosnych [28]. Efektywnos¢ tego procesu
znacznie przewyzsza dzialanie histaminy i innych czyn-
nikéw proangiogennych, takich jak bFGF oraz Ang-2.
W zwiazku z powstawaniem licznych poréw w $cianach
naczyn krwionosnych oraz zwigkszeniem ich przepusz-
czalnoéci wiele bialek osocza przedostaje si¢ z krwi
do srodowiska zewnatrznaczyniowego, co powoduje
gromadzenie si¢ plynu w tym obszarze i zwigkszenie
ci$nienia $rédtkankowego w guzie nowotworowym.
W konsekwencji plyn uciska na komorki guza oraz
naczynia krwiono$ne okalajace guz i zaopatrujace go
w niezbedne skladniki odzywcze. Poprzez naczynia
krwionoséne odbywa si¢ réwniez transport cytostatykow
do komorek nowotworu. Wzrost ci$nienia $rodtkan-
kowego w guzie nowotworowym znacznie uposledza
i utrudnia przedostawanie si¢ lekéw do komoérek do-
celowych [29].

Czynnik VEGF wywiera dziatanie mitogenne na
komorki §rédblonka. Pobudzona zostaje ich migracja
i proliferacja, co w konsekwencji prowadzi do wytwo-
rzenia nowych naczyn krwionosénych [30].

VEGF nazywany jest rowniez czynnikiem prze-
trwania (ang. survival factor) dla komoérek srodblonka
oraz samych komoérek nowotworowych. Bierze udzial
w mobilizacji komérek macierzystych srodbtonka naczyn
ze szpiku kostnego, co ma bardzo istotne znaczenie, gdyz
stanowig one okoto 15% komoérek nowo powstalych
naczyn krwionoénych w obszarze nowotworu.
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Tabela1. Endogenne stymulatory i inhibitory angiogenezy
Table 1. Endogenic stimulators and inhibitors of angiogenesis

Endogenne stymulatory angiogenezy

Endogenne inhibitory angiogenezy

- VEGF

- aFGF - kwasny czynnik wzrostu fibroblastéw

- bFGF — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw
- Ang-1 - angiopoetyna 1

- Ang-2 - angiopoetyna 2

- TGF-B - transformujacy czynnik wzrostu b

- PDGF - ptytkowy czynnik wzrostu

- TNF-a - czynnik martwicy guza a

- HGF - czynnik wzrostu hepatocytéw

- PIGF —tozyskowy czynnik wzrostu

- IL-8 —interleukina 8

- IL-6 — interleukina 6

- G-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw
- GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocy-
tow i makrofagéw

- Angiogenina

- PLF - proliferyna

- PGE, - prostaglandyna E1

- PGE, - prostaglandyna E2

- NO - tlenek azotu (Il)

-Eph A -efryta A

-Eph B -efryta B

- Chemokina SDF-1 - czynnik zrebu

- TSP-1 — trombospondyna-1

- Angiostatyna — N-koncowy fragment plazminogenu
- Endostatyna — C-koncowy fragment kolagenu XVII
-Troponina 1

- Czynnik ptytkowy 4

- IL-12 - interleukina 12

- INF-a - interferon a

- INF-B - interferon b

- INF-y — interferon g

-TIMPs 1 - tkankowy inhibitor metaloproteazy 1

- TIMPs 2 - tkankowy inhibitor metaloproteazy 2

- TIMPs 3 - tkankowy inhibitor metaloproteazy 3

- Wazostatyna

- Restyna

- N-koricowy fragment prolaktyny

Ponadto, czynnik VEGF uczestniczy w aktywacji
krzepniecia krwi poprzez pobudzenie ekspresji czynnika
tkankowego (TF ang. tissue factor) w komorkach §rod-
blonka oraz monocytach. VEGF z jednej strony bierze
udziat w aktywacji monocytéw i indukeji chemotaks;ji,
a jednoczesnie w znacznym stopniu uposledza funkcje
immunologiczne ustroju, gdyz hamuje dojrzewanie ko-
morek dendrytycznych, zaangazowanych w prezentacje
antygenu.

Niemniej wazng funkcja VEGF jest zwigkszanie
ekspresji skladowych ukfadu fibrynolizy w komoérkach
$rédblonkowych i macierzy pozakomoérkowej, przez co
proteoliza otaczajacych tkanek podczas angiogenezy jest
znacznie ulatwiona [31].

W wyniku alternatywnego splicingu genu kodujacego
synteze VEGF powstaja cztery izoformy tego czynnika.
Réznica miedzy nimi dotyczy ilo$ci aminokwaséw bu-
dujacych poszczegélne czasteczki. Powstaja czasteczki
zbudowane odpowiednio ze 121, 165, 189 oraz 206
aminokwasow.

W przebiegu procesu angiogenezy najwazniejszg role
odgrywa najczesciej wystepujaca izoforma VEGE, ktdra
jest VEGF . [32]. Na skutek dziatania mataloproteinaz
oraz plazminy moze zosta¢ odszczepiony fragment izofor-
my VEGE,_
Wynikiem tego dzialania jest powstanie dwdch fragmen-
tow, VEGF | oraz VEGF, ,, aktywnych biologicznie
[33]. Poszczegolne formy naczyniowo-$rodblonkowego
czynnika wzrostu wykazuja zréznicowane wlasciwosci
fizykochemiczne. VEGF , nie wigze si¢ z heparyna
i wystepuje w stanie wolnym. Czasteczki VEGF  oraz

znajdujacy si¢ na jej C-koncowym odcinku.

VEGF
sie znacznie wiekszym tadunkiem ujemnym. Izoformy
VEGF-A sa wypierane z polaczenia z proteoglikanami
macierzy miedzykomoérkowej (ECM, ang. extracellular
matrix) przez heparyne, siarczan heparyny i heparynaze.
Aktywno$¢ plazminy réwniez prowadzi do aktywacji
VEGF , i VEGF ,, powodujac odlgczenie naczyniowo-
-$§rédbtonkowych czynnikéw wzrostu od powierzchni

komorek i macierzy miedzykomorkowe;j.

wigzg si¢ natomiast z heparyna i charakteryzuja

Czynniki regulujace synteze i ekspresje VEGF
Czynniki regulujace synteze i ekspresje VEGF mozna
zaklasyfikowa¢ do dwdch gltéwnych grup, czynnikow
zewnetrznych i wewnetrznych.

Gléwnym czynnikiem zewnetrznym pobudzajacym
transkrypcje genu kodujacego synteze VEGF i stabilizacje
jego czasteczki jest niedotlenienie, inaczej hipoksja [34].
W regulacji bierze udzial czynnik indukowany hipoksja
1 (HIF-1, ang. hypoxia-inducible factor 1). W warunkach
niedostatecznej ilosci tlenu w $rodowisku czynnik HIF-
la ulega stabilizacji, a nastepnie asocjacji z czynnikiem
HIF-1p. Nastepnie w postaci dimeru przedostaje sie do
jadra komodrkowego, po czym laczy si¢ z promotorem
genu odpowiedzialnego za synteze VEGE. Niedotlenienie
zwieksza réwniez ekspresje receptoréw dla VEGF w ka-
skadzie zdarzen niezaleznej od syntezy VEGE

Synteza czynnika VEGF w réznych typach nowo-
tworéw stymulowana jest réwniez licznymi czynnikami
wzrostu i cytokinami. Nalezg do nich miedzy innymi
TGF-a, TGF-p, czynnik wzrostu naskoérka (EGE, ang.
epidermal growth factor), IL-1, IL-6, TNE, HGF, pro-
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staglandyny E1 i E2, czynnik wzrostu keratynocytow
(KGF, ang. keratinocyte growth factor), czynnik wzrostu
podobny do insuliny (IGF1, ang. insulin-like growth fac-
tor). W niektorych przypadkach nowotworéw dochodzi
do autokrynnej regulacji syntezy VEGF w wyniku bliskiej
obecnosci cytokin i ich receptoréw.

Stymulacje syntezy i ekspresji VEGF moze réwniez
odbywac sie za posrednictwem réznych hormonoéw,
biatek i zwigzkéw chemicznych, takich jak trombina,
adenozyna lub czynnik tkankowy (TF) oraz niektorych
proceséw fizjologicznych, jak na przyklad agregacja
plytek krwi [34].

Odre¢bng grupe czynnikéw zaangazowanych
w synteze i ekspresje czynnika VEGF stanowig czynniki
wewnetrzne. Zalicza sie do nich miedzy innymi mutacje
niektdrych genéw supresorowych oraz aktywacje onko-
genow [35].

Mutacje dotycza glownie takich gendw jak p53, p73,
VHL (von Hippel Lindau). Prawidlowy, niezmutowany
produkt biatkowy genu VHL Iaczy sie z réznymi biatkami
(np. HIF-1a) tworzac kompleksy przeznaczone do degra-
dacji. W wyniku mutacji genu VHL produkt biatkowy
jest inaktywowany lub w ogéle nie wystepuje. Czasteczka
HIF-1a jest stabilna zaréwno w warunkach hipoksji, jak
i prawidtowego utlenowania komorek, przez co nastepuje
ciagta aktywacja syntezy czynnikéw proangiogennych,
migdzy innymi VEGF. Produkty biatkowe niezmutowa-
nych form genéw p53 i p73 hamuja transkrypcje VEGE
W wyniku mutacji tych genéw powstate biatka stymulujg
transkrypcje VEGE, przez co pobudzaja proces angioge-
nezy nowotworowej.

Aktywacja onkogendw, takich jak Src oraz RAS
réwniez bierze udziat w syntezie i ekspresji VEGF [18].

Receptory VEGF
Naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu VEGF laczy
sie z receptorami o wysokim powinowactwie, nalezacymi
do rodziny receptoréw kinazy tyrozynowej, przez co
wywoluje swoje efekty biologiczne [37]. Znane sa dwa
gltéwne receptory VEGE, okreslane jako VEGFR-1 (Flt,
ang. fms-like tyrozine kinaze) oraz VEGFR-2 (KDR, ang.
kinase insert domen-containing receptor). Czynnik VEGF
taczy sie rowniez z neuropiling-1(NP-1). Zidentyfikowano
réwniez receptor VEGFR-3 (Flt-4), jednak wiagze on czg-
steczki VEGF-C i VEGEF-D, a jego ekspresja ograniczona
jest do srodbtonka naczyn limfatycznych. W zwiazku
z tym VEGFR-3 odgrywa role w limfangiogenezie i he-
matopoezie. Stwierdzono réwniez wystepowanie formy
rozpuszczalnej receptora sSVEGFR-1 o wysokim powino-
wactwie do czynnika VEGE Laczac si¢ z VEGF receptor
sVEGFR-1 moze hamowa¢ mitogeneze wywolang przez
VEGF i fizjologicznie hamowac jego dziatanie [38].
Receptory VEGFR-1 oraz VEGFR-2 réznia sie
miedzy sobg wlasciwosciami. VEGFR-1 wykazuje co
najmniej 10-krotnie wigksze powinowactwo do VEGF

niz VEGFR-2, jednak nie dochodzi do pelnej jego akty-
wacji. Na powierzchni bton komérkowych wykazujacych
ekspresje VEGF stwierdza si¢ obecno$¢ zaledwie 3000
kopii receptora VEGFR-1, przy jednoczesnej obecnosci
okoto 40000 kopii receptora VEGFR-2 [36]. Aktywacja
VEGF zalezy od rodzaju, dostepnosci oraz wigzania
liganda z danym receptorem. Czasteczki VEGE, taczac
sie z odpowiednimi receptorami powoduja ich homo- lub
heterodimeryzacje. Dimeryzacja receptoréw prowadzi do
ich aktywacji, a w konsekwencji autofosforylacji okreslo-
nych reszt tyrozynowych i aktywacji odpowiednich szla-
kow przekaznictwa wewngtrzkomoérkowego. Receptory
moga by¢ aktywowane poprzez taczenie specyficznego lub
takiego samego liganda. Przykladem laczenia specyficz-
nego liganda jest interakcja pomiedzy PIGF a receptorem
VEGEFR-1. Z kolei VEGF faczy sie zardwno z receptorami
VEGFR-1, VEGF-2 jak i VEGF-3. W wyniku tego tworza
sie homo- lub heterodimery stymulujace odmienne szlaki
przekaznictwa wewnatrzkomoérkowego. Mimo iz cza-
steczki receptoréw wykazuja podobienstwo strukturalne
i homologie¢ przekraczajacg 40%, to na skutek ich aktywa-
¢ji pobudzane sg inne szlaki przekaznictwa komoérkowe-
go. Struktura receptoréw VEGFR-1 i VEGFR-2 na ogot
jest podobna. Na cze$¢ zewnatrzkomdrkowa receptoréw
sktada sie siedem motywéw budowa przypominajacych
czasteczke immunoglobuliny (ang. Ig-like domain). Za
cze$cig zewnatrzkomorkows znajduje sie pojedyncza
cze$¢ przezblonowa receptora, za ktérg z kolei znajduje
sie cze$¢ okoloblonowa. Fragment wewnatrzkomoérkowy
receptor6w VEGFR utworzony jest przez domene kinazy
tyrozynowej oraz zakonczony C-koncem lancucha poli-
peptydowego [34].

Czynnik VEGF wykazuje najszersze spektrum swego
dzialania, taczac sie z receptorem VEGFR-2. W wyniku
tego polaczenia wywiera on efekt mitogenny na komorki
$rodbtonka, stymulujacy angiogeneze i zwigkszajacy
przepuszczalno$¢ naczyn krwionoénych. VEGF laczac
sie z receptorem VEGFR-1 moze wywiera¢ dwojaki efekt,
zar6wno hamujacy, jak i pobudzajacy proces angiogenezy.

Receptor VEGFR-1

Funkcja receptora VEGFR-1 wcigz nie jest do konca
poznana i pozostaje przedmiotem dyskusji. Receptory
VEGFR-1 zlokalizowane sg na btonach wielu komorek,
miedzy innymi na blonach monocytéw, makrofagéw,
komorek $rédblonka, komérek nowotworowych guzow
litych i nowotwordéw uktadu krwiotwdrczego czy ma-
cierzystych komorek szeregu hematopoetycznego [39].
Ligandami dla receptora VEGFR-1 s3 VEGE, VEGF-B oraz
PIGE W czasteczce VEGFR-1 funkcja kinaz jest w pewien
sposob uposledzona i mimo przylaczenia liganda do re-
ceptora fosforylacja kinaz zachodzi jedynie w niewielkim
stopniu. W wyniku tego mozliwo$¢ aktywacji czasteczek
efektorowych jest znacznie ograniczona. Czasteczki
VEGFR-1 i sVEGFR-1 pelnig funkcje tzw. receptoréw
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przynetowych wychwytujacych czasteczki VEGE. W ten
sposdb nie dopuszczajg do poltaczenia VEGEF z receptorem
VEGEFR-2, prowadzac do zahamowania aktywnosci VEGF
[40]. Wykazano réwniez, ze polaczenie VEGF z VEGFR-1
hamuje proliferacje komorek $rodbtonka [41].

Zaobserwowano takze, ze aktywno$¢ VEGF zalezy
od obecnosci w §rodowisku czasteczek PIGE. Czastecz-
ki PIGF maja wieksze powinowactwo do receptora
VEGFR-1, w wyniku czego wypieraja czasteczki VEGF
z tych polaczen. Przylaczenie PIGF do VEGF-1 aktywu-
je receptory i prowadzi do powstania hererodimeréw
VEGFR-1/VEGFR-2, a nastepnie transfosforylacji kinazy
tyrozynowej VEGFR-2, co w konsekwencji stymuluje
proces angiogenezy. Na aktywnos¢ receptora VEGFR-1
wplywa wiele innych czynnikow srodowiska, na przyktad
wspotwystepowanie z innymi receptorami (VEGFR-2,
VEGFR-3, NP-1). Rodzaj liganda Iaczacego sie z recep-
torem VEGFR-1 réwniez determinuje rodzaj odpowiedzi
komorki. Lokalizacja receptora VEGFR-1 w réznych
typach komorek, innych niz komoérki $rédbtonka, indu-
kuje odmienne szlaki sygnalowe. Przykladem odmiennej
aktywnosci VEGFR-1 jest migracja i proliferacja monocy-
tow wywolana polaczeniem PIGF z receptorem VEGFR-1
lub chemotaksja monocytéw wywotana zwigzaniem
VEGF lub PIGF z VEGFR-1 [42].

Na podstawie badan eksperymentalnych nad biologia
nowotworéw wykazano, ze w wyniku aktywacji VEGFR-1
nastepuje pobudzenie proliferacji, migracji i zwiekszenie
zdolnosci inwazyjnych komoérek nowotworowych (m.in.
komdrek raka piersi, ptuc czy jelita grubego) [43].

Receptor VEGFR-2

Gléwnym czynnikiem aktywujacym receptor VEGFR-2
jest VEGE Aktywacja VEGFR-2 zachodzi rowniez w wy-
niku polaczenia receptora z fragmentami powstalymi na
skutek proteolizy VEGF-C i VEGF-D. Receptor VEGFR-2
zlokalizowany jest na btonie komérek $rédbtonka,
komoérek szeregu hematopoetycznego oraz niektérych
nowotworéw litych i nowotworéw ukladu krwiotwor-
czego [44].

Glowne miejsce autofosforylacji receptora VEGFR-2
(Y1175) zlokalizowane jest na C-koncu tancucha polipep-
tydowego tworzacego receptor. Miejsce autofosforylacji
odpowiada za aktywacje fosfolipazy Cy odgrywajacej
znaczgcg role w efektach komérkowych bedacych efektem
aktywacji VEGFR-2. Fosfolipaza Cy w sposéb posredni
aktywuje szlak kinaz aktywowanych mitogenem (ang.
MAKP-kinase pathway). Prowadzi to do pobudzenia
cyklu komérkowego, proliferacji i réznicowania komo-
rek. Fosforylacja kinazy aktywuje tez inne czasteczki
adaptorowe, jak Shb (ang. Src homology 2 and f cells).
Czasteczki Shb reaguja z miejscem fosforylacji Y1175
zlokalizowanym na receptorze VEGFR-2, co jest warun-
kiem niezbednym do aktywacji kinazy P13. Aktywacja
kinazy P13 prowadzi do przetrwania komdrek, migracji,

proliferacji oraz stymulacji procesu angiogenezy [45].
Aktywnos¢ kinazy P13 reguluje biatko PTEN (ang. pho-
sphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten).
Wykazano, ze nadmierna ekspresja genu, a w konsekwen-
¢ji aktywnos¢ biatka PTEN, prowadzi do defosforylacji
kinazy P13. Prowadzi to do zahamowania proliferacji
komoérek srédblonka indukowanej przez czynnik VEGE
W wielu komoérkach nowotworowych wystepuje zmu-
towana forma PTEN, ktora nie jest w stanie hamowa¢
proliferacje komorek srodbtonka, co sprzyja pobudzaniu
procesu angiogenezy [46]. Kinaza P13 wplywa réwniez na
ekspresje receptora kinazy tyrozynowej Tie-2, regulujac
w ten sposob angiogeneze [47].

Drugim miejscem fosforylacji receptora VEGFR-2
jest Y1214, ktore zlokalizowane jest réwniez na C-koncu
czgsteczki VEGFR-2. Uczestniczy ono w aktywacji kinaz
biatkowych aktywowanych mitogenem, takich jak Cdc42
oraz p38, regulujac w ten sposdb przemieszczanie si¢
komorek. Migracja komoérek stymulowana jest réwniez
tworzeniem kompleksu przez biatko adaptorowe TSAd
(ang. T-cell specyfic adapter) z Src. Poprzedzone jest to
faczeniem sie TSAd znajdujacego sie w komorkach $rod-
blonka wyscielajacego naczynia guza nowotworowego
z miejscem fosforylacji Y951 [48]. Aktywacja szlakow
zaleznych od Src prowadzi do wzmozonej syntezy tlenku
azotu (II), regulujacego napiecie oraz przepuszczalno$é
$cian naczyn. Aktywacja receptora VEGFR-2, oprécz
tunkeji pobudzajacej moze réwniez hamowac i ograni-
cza¢ aktywno$¢ receptora. W nastepstwie przylaczenia
sie liganda do receptora VEGFR-2 nastepuje wysycenie
calej puli receptora w komorce (ang. downregulation).
Ponadto dochodzi do autofosforylacji kinaz serynowych
VEGEFR-2, czego skutkiem jest przylaczenie ligazy E3 do
czasteczki receptora, jej ubikwitynylacja i degradacja [49].

Terapia antyangiogenna
Badania angiogenezy na poziomie molekularnym
wykazaly, Ze wzrost nowotwordw zalezy od tworzenia
wlasnej sieci naczyn krwionosnych, wiec efektywne
zahamowanie powstawania tej sieci, uszkodzenie lub
calkowite jej zniszczenie powinny skutecznie hamowa¢
wzrost nowotworéw. W ten sposéb narodzil si¢ nowy
rodzaj terapii przeciwnowotworowej, jaka jest terapia
antyangiogenna [50].

Wyrézniamy dwa kierunki terapii antyangiogennej
- bezposredni oraz posredni. W metodzie bezposred-
niej zaangazowane sg inhibitory migracji i proliferacji
komorek endotelialnych oraz tworzenia nowych rurek
endotelialnych prowadzacych do powstania nowych
naczyn. Dzieje si¢ tak na skutek indukeji w komoérkach
apoptozy, czyli sprowadzania ich na droge zaprogra-
mowanej $mierci. W metodzie posredniej stosowane sa
inhibitory czynnikéw angiogennych oraz ich receptoréw
w komorkach nowotworowych guza oraz $rédblonku
nowo powstajacych naczyn [51].
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Tabela 2. Gtiéwne grupy lekéw antyangiogennych
Table 2. Main groups of antiangiogenic drugs

Grupa lekéw antyangiogennych

Przyklady

Antagonisci czynnikéw antyangiogennych

- przeciwciata anty VEGF (Avastin, Bevacizumab)
- rozpuszczalne receptory VEGF (sFlt-1, sFlk-1)

Blokery receptoréw czynnikéw angiogennych

- anty VEGF-R2 (Semaxanib)
- anty PDGF-R (Gleevec)

Biatkowe inhibitory angiogenezy

- angiostatyna
- endostatyna

Antagonisci integryn

- anty aVb3 (Vitaxin, Cilengitide)

Leki przeciwzapalne

- niesterydowe leki przeciwzapalne (aspiryna, indometacy-
na)

- inhibitory COX-2 (Celecoxib, Cortisol)

- inhibitory komorek tucznych (Talidomid)

Inhibitory proteinaz

- inhibitory metaloproteinaz (Batimastat)

Inne

-INFa
- analogi kwasu retinoinowego

Terapia antyangiogenna napotyka na swej drodze
niestety wiele trudnosci. Wiaza sie one przede wszystkim
z tym, ze wyniki badan przedklinicznych prowadzonych
na myszach nie odzwierciedlaja wynikéw uzyskanych
w badaniach klinicznych [52]. Przyczyn tego zjawiska
moze by¢ kilka. Jedna z nich jest na przyktad wicksza
podatnos¢ mysich naczyn krwionosnych w guzie pocho-
dzenia ludzkiego na terapie antyangiogenng niz ludzkich
naczyn krwionoénych.

Rozbieznosci w wynikach moga by¢ réwniez spowo-
dowane réznicami w budowie pomiedzy nowotworami
ludzkimi a nowotworami do$wiadczalnymi. Tkanki
zmienione nOwotworowo przeszczepiane zwierzetom
zbudowane s3 z jednakowych komorek, czyli klondéw
i charakteryzuja si¢ szybkim wzrostem. Ludzkie no-
wotwory z kolei rosng wolniej i sktadaja si¢ z komoérek
niejednorodnych pod wzgledem genetycznym, ktére
moga wytwarza¢ rézne czynniki proangiogenne. Genom
komorki nowotworowej cechuje si¢ niestabilno$cia
i podlega licznym mutacjom, ktore w efekcie prowadza
do zaburzenia ekspresji genéw. Ekspresja czynnikéw an-
giogennych moze zatem ulega¢ zmianie w miare rozwoju
guza. Na podstawie badan udowodniono, ze w poczat-
kowych stadiach kancerogenezy moga by¢ produkowane
nieliczne czynniki angiogenne, jeden lub dwa, natomiast
w zaawansowanym stadium choroby produkowanych jest
wiele czynnikéw [53]. Strategia terapeutyczna polegajaca
na zahamowaniu tylko jednego z czynnikéw angiogen-
nych zazwyczaj jest nieskuteczna z uwagi na fakt, iz jest
to kompensowane nadekspresjg innych, podobnie dzia-
tajacych substancji, co w konsekwencji moze prowadzi¢
do wytworzenia opornosci na dany czynnik angiogenny
[4]. Biorac pod uwage ten fakt, coraz wieksze nadzieje
poklada sie w zastosowaniu preparatéw dzialajacych
bezposrednio na komoérki §rédbtonka, gdyz majg one
bardziej stabilny material genetyczny.

Leki antyangiogenne
Leki antyangiogenne stanowig réznorodna grupe
zwigzkow, dla ktorych docelows strukturg kluczows
dla procesu angiogenezy jest komorka $rédbtonka. Za-
sadniczo terapeutyki te dzielimy na dwie podstawowe
grupy - leki dzialajace bezposrednio lub posrednio na
komorki $rodbtonka.

Celem lekéw antyangiogennych dziatajacych
posrednio jest neutralizacja czynnika angiogennego
i zablokowanie jego produkgcji. Najcze$ciej stosowane
sg przeciwciala skierowane przeciwko rodzinie VEGE.
Leki antyangiogenne dziatajace bezposrednio hamuja
z kolei proliferacje, migracje i réznicowanie komdrek
$rédblonka. W przypadku zastosowania lekow dziataja-
cych bezposrednio sprowadza sie do minimum ryzyko
wystapienia opornosci na dany lek, gdyz genom komorek
$rédblonka jest stabilny [54].

Zastosowanie lekoéw hamujacych proces angiogenezy
budzi wiele nadziei. Podstawowe zalety tego typu terapii, to:
— dzialanie niezalezne od lokalizacji nowotworu oraz

jego typu,

— wysoce swoisty efekt terapeutyczny,

— penetracja lekéw do komoérek docelowych po po-
daniu systemowym jest niezaburzona przez procesy
dyfuzji tkankowej,

— eliminacja komorek $rodbtonka prowadzi w kon-
sekwencji do eliminacji komérek nowotworowych,

— komorki §rédblonka charakteryzuja sie stabilnoscia
genetyczng, wiec zjawisko nabycia lekoopornosci
zostaje sprowadzone do minimum [55].

Obecnie w badaniach klinicznych wykorzystuje sie
wiele lekéw hamujacych proces angiogenezy na réznych
jego etapach. Naleza do nich m.in. antagonisci czynnikow
angiogennych, receptory cytokin proangiogennych, natu-
ralne inhibitory angiogenezy, inhibitory metaloproteinaz
czy inhibitory integryn. Wciaz trwaja badania lekdw
przeciwzapalnych, do ktérych naleza gléwnie inhibitory
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komorek tucznych, np. talidomid oraz inhibitory COX-2

(cyklooksygenaza-2) [4, 56].

Na szczegolne zainteresowanie zastuguje bewacizu-
mab (Avastin) [57, 58]. Jest on lekiem zatwierdzonym
przez FDA (Agencja do spraw Zywnosci i Lekéw, ang.
Food and Drug Administration) jako lek pierwszej
linii w leczeniu przerzutowego raka jelita grubego (we
wspoldziataniu z cytostatykami) oraz raka piersi [59].
Jest on rekombinowanym przeciwciatem monoklonalnym
skierowanym przeciwko VEGF [60, 61].

Do zwigzkéw hamujacych proces angiogenezy naleza
réwniez metabolity drobnoustrojow, jak na przyktad:
— CM 101 - toksyna produkowana przez paciorkowce

beta-hemolizujace, nieimmunogenny polisacharyd,

uszkadzajacy tylko mlode rozwijajace sie naczynia,

— Taxol - alkaloid pochodzacy z Taxus brevifolia,
hamujacy angiogenez¢ indukowang bFGF i VEGE

— Erbstatyna - produkowana przez Streptomyces sp.,
bedgca inhibitorem kinazy tyrozynowej [62].

W terapii antyangiogennej znalazlo zastosowanie
réwniez wiele zwigzkéw wystepujacych w produktach
naturalnych, takich jak: owoce, warzywa, zielona herbata.
Najwazniejsza grupe stanowia polifenole wystepujace
m.in. w winie. Flavopiridol bedacy syntetycznym
analogiem polifenoli jest obecnie w II fazie badan kli-
nicznych. Dzialanie antyangiogenne wykazuje réwniez
genisteina wystepujaca w roslinach bobowatych, gtéwnie
w soi [63].

Zalety substancji antyangiogennych wystepujacych
w produktach naturalnych, to m.in.:

— ogoélna dostepnos¢, gdyz wiele z tych substancji
obecnych jest w naszym codziennym pozywieniu,

— niska cena produktéw w pordéwnaniu z innymi
lekami,

— s efektywnie absorbowane z przewodu pokarmo-
wego,

— wykazuja dlugotrwate dziatanie, przez co moga
znalez¢ zastosowanie w dlugotrwatej profilaktyce
oraz leczeniu,

— rzadko wykazuja dzialanie uboczne.

Badania wykazaly, ze terapia antyangiogenna wy-
kazuje wigksza skuteczno$¢ w skojarzeniu inhibitoréw
angiogenezy z radioterapig lub chemioterapia [64].

Negatywne skutki terapii antyangiogennej
Pomimo wielu sukcesow, jakie niesie za sobg terapia anty-
angiogenna, zwigzane sg z nig pewne niebezpieczenstwa.
Terapia antyangiogenna moze prowadzi¢ do systemowej,
ogdlnej angiosupresji, co w konsekwencji zaburza proces
gojenia sie ran, zrastania ztaman oraz zaburza prawidlowe
funkcjonowanie narzadéw rozrodczych kobiety. Antyan-
giogenna terapia celowana na receptory VEGFR moze
w konsekwencji doprowadzi¢ nawet do rozwoju cukrzycy,
gdyz receptory VEGFR odgrywaja role w utrzymaniu
endotelium wysepek trzustkowych [65].

Innym ograniczeniem stosowania lekéw antyan-
giogennych jest ich toksycznos¢. W efekcie hamowania
szeregu szlakow sygnalowych w komoérkach, leki te moga
uszkadzaé wiele procesow fizjologicznych zwigzanych
z powstawaniem komorek szpikowych, hemopoeza czy
przezyciem komoérek srédbltonkowych. Do czgsto obser-
wowanych, negatywnych skutkow terapii antyangiogennej
nalezy perforacja naczyn krwiono$nych i krwotoki, co
w konsekwencji prowadzi do niedokrwienia i niedotle-
nienia réznych narzadéw w organizmie. Sytuacja taka ma
miejsce na przyklad w niedokrwiennej chorobie serca.

Dlugotrwata terapia antyangiogenna moze dopro-
wadzi¢ do niszczenia sieci naczyn krwionoénych oraz
powstawania w ich obrebie stabo utlenowanych komérek
nowotworowych. Obnizenie pH $rodowiska oraz niedo-
tlenienie stymuluje w konsekwencji wzrost inwazyjnosci
przezywajacych komoérek nowotworowych oraz obniza
skutecznos$¢ penetracji lekow antynowotworowych
w obreb zmienionej tkanki [66].

Podsumowanie

Terapia antyangiogenna prowadzaca do uposledzenia
badz zniszczenia sieci naczyn krwionoénych okalajacej
guz nowotworowy budzi wielkie nadzieje. Zahamowanie
transportu sktadnikéw odzyweczych i tlenu do komoérek
nowotworowych uposledza ich prawidtowe funkcjonowa-
nie, hamuje wzrost guza nowotworowego oraz tworzenie
przez niego przerzutéw. Obecnie prowadzone sa badania
nad optymalizacja sposobu podawania i dawkowania
lekéw hamujacych proces angiogenezy oraz czasem
trwania terapii w celu uzyskania najwiekszej skutecznosci.
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