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Nowe naczynia tworzone sg w dwoch procesach:
waskulogenezy i angiogenezy. Waskulogeneza jest
to formowanie naczyn krwiono$nych z hemangio-
blastow, ktore powstaja w wyspach krwiono$nych
woreczka zottkowego zarodka. Proces ten dopro-
wadza do wytworzenia podstawowego splotu na-
czyniowego [2,7,17]. W dalszym etapie naczynia sa
formowane ze $rodbtonka naczyn juz istniejacych
w procesie angiogenezy (neowaskularyzacji). Pro-
ces rozwoju naczyn jest koniecznym warunkiem
rozwoju i roéznicowania w czasie embriogenezy,
odgrywa réwniez kluczowa rolg¢ w licznych zjawi-
skach fizjologicznych i patofizjologicznych. Jego
zaistnienie jest odpowiedzig na procesy metabolicz-
ne zachodzace w tkankach [2,4,11,17].
Angiogeneza odgrywa réwniez zasadnicza rolg
W rozwoju guza nowotworowego, warunkuje ona
zardwno jego wzrost, jak i tworzenie przerzutow.
W guzie proces ten zwiastuje poczatek objawow
choroby nowotworowej. Wytwarzanie nowych na-
czyn wlosowatych w guzie nowotworowym jest
okreslane jako neoangiogeneza [5,11-13,34].
Kluczowym odkryciem, prowadzacym do rozwo-
ju badan nad neoangiogeneza, byto sformutowanie
przez Folkmana w 1971 roku tezy, ze wzrost guza
Nnowotworowego i proces tworzenia przerzutow jest
zalezny od rozwoju naczyn. Folkman stwierdzit, ze
wigkszo$¢ guzow nowotworowych w fazie prewa-
skularnej moze przetrwac in situ przez miesiace,
a nawet lata. W tym okresie guz rzadko jest wigk-
szy niz 2-3 mm i zawiera okoto 1 mIn komorek.
Komorki nowotworowe w fazie prewaskularnej
moga dzieli¢ si¢ szybko, podobnie jak te w fazie
rozrostu unaczynionego guza, jednak bez wzrostu
matych naczyn wspoétczynnik proliferacji komoérek
pozostaje w rdéwnowadze z ich wspotczynnikiem
$mierci. Stan ten trwa do czasu, az w pewnej grupie
komorek pojawi si¢ fenotyp angiogenny. Nabycie

tego fenotypu nastgpuje na skutek mutacji w pro-
toonkogenach i genach supresorowych [13,15,34].
W warunkach fizjologicznych angiogeneza jest zja-
wiskiem $cisle regulowanym. Regulacji podlega
zaro6wno lokalizacja, jak i czas trwania tego procesu
[11]. W nowotworach proces angiogenezy wymyka
si¢ spod mechanizmoéw kontrolnych. Komorki guza
nowotworowego w sposob ciagly uwalniaja czyn-
niki wzrostu o dziataniu angiogennym. Poczatek
neowaskularyzacji zwigksza wzrost guza poprzez
perfuzje i dziatanie parakrynne (wytwarzanie czyn-
nikow wzrostu dla komorek nowotworowych w ko-
morkach $rodbtonka). Nadmierna produkcja czyn-
nikow proangiogennych jest niewystarczajaca, aby
komorki guza zyskaty fenotyp angiogenny. Sugeruje
sig, ze musi doj$¢ rowniez do oslabienia negatyw-
nych regulatoréw czy inhibitoréw wzrostu naczyn
i przewagi czynnikéw stymulujacych [3,5,35].

Proces neowaskularyzacji dokonuje si¢ w naste-

pujacych etapach:

1. Aktywacja komorek srodbtonka wewnatrz ist-
niejacych naczyn, rozszerzenie macierzystych
naczyn.

2. Degradacja blony podstawnej i macierzy ze-
wnatrzkomoérkowe;j.

3. Migracja aktywowanych komoérek $rodbtonka
z macierzystych naczyn w kierunku stymula-
torow angiogenezy (matych gniazd komorek
nowotworowych).

4. Proliferacja komorek srodbtonka.

. Formowanie $wiatta i pgtli nowych naczyn.

6. Dojrzewanie, formowanie btony podstawnej,
rekrutacja pericytow i w niektorych naczy-
niach komorek migéni gtadkich [1,3,4,16,22].

Schemat procesu aktywacji angiogenezy i jego

etapy przedstawiono na rycinie 1.

Aktywacje komorek srodbtonka warunkuja nie-

ktore czynniki fizyczne 1 humoralne (hipoksemia,
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hipoglikemia, czynniki wzrostu o dzialaniu an-
giogennym). Degradacja blony podstawnej i ma-
cierzy zewnatrzkomorkowej jest konieczna, by
umozliwi¢ migracj¢ komorek $rodbtonka. Jest ona
wywotywana przez lokalnie aktywowane enzymy
proteolityczne [17,22]. Proteoliza macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej wytwarza produkty degradacji
o dziataniu chemotaktycznym, ktore ulatwiaja mi-
gracje komorek srodblonka i uwalniaja zwiazane
w podscielisku czynniki wzrostu. Migracja komoérek
srodbtonka jest rowniez utatwiana przez interakcje
pomiedzy molekutami adhezyjnymi, znajdujacymi
si¢ na powierzchni komorek srodbtonka (integryny
avp3, a2v, E-selektyna), a specyficznymi sktadni-
kami macierzy zewnatrzkomorkowej (vitronec-
tyna, fibronectyna, laminina) [8]. Migracji komo-
rek $rodbtonka, towarzyszy ich proliferacja [21].
W stanie spoczynku cykl zyciowy komorek §rod-
btonka przekracza 1000 dni, w czasie angiogenezy
$redni czas ich cyklu komorkowego wynosi 5 dni
[13]. Proliferacja ma za zadanie zapewnienie ciagto-
$ci naczynia i wytworzenie jego blony wewngtrznej.
W dalszym etapie dochodzi do tworzenia $wiatla
naczynia [17]. W efekcie powstaja wydtuzone pedy,
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ktore taczac si¢ koncami, tworza petle kapilar. Wy-
twarza si¢ btona podstawna i wbudowywane sa pe-
ricyty, ktorych zadaniem jest stabilizacja naczynia
[3,22]. Komorki $rodblonka w nowo powstatych
petlach naczyniowych guza nowotworowego sa
nieprawidlowego ksztaltu, rozmiaru, maja szerokie
polaczenia migdzykomodrkowe, sa nieregularne oraz
maja nieszczelna btong podstawna. Z takich naczyn
wycieka plazminogen, fibrynogen i plytki krwi, co
prowadzi do zewnatrzkomorkowej depozycji fi-
bryny i wykrzepiania, organizuje si¢ pochodzaca
z surowicy macierz [6]. W odrdznieniu od dobrze
zorganizowanych naczyn fizjologicznych, naczynia
guza nowotworowego wykazuja niepetne zroéznico-
wanie t¢tniczo-zylne i niecatkowite zréznicowanie
przestrzeni okotonaczyniowej. Przeptyw krwi jest
czasowo 1 przestrzennie zmienny [18]. W naczy-
niach guza obserwuje si¢ réwniez brak pericytow,
ktére w warunkach fizjologicznych hamuja dalsze
tworzenie kapilar [21,37].

Czynniki regulujace proces mneoangiogenezy
sa wytwarzane w komorkach guza i gospodarza
[5,17,22]. Moga by¢ one pochodzenia: endokryn-
nego (z krazenia), parakrynnego (z przylegtego
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Rycina 2. Stymulacja parakrynna i autokrynna przez angiogeniczne czynniki wzrostu (wg McMahon G [28] — modyfikacja wtasna).
VEGF — naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu, FGF — czynnik wzrostu fibroblastow, PDGF — pltytkowy czynnik wzrostu
Figure 2. Paracrine and endocrine stimulation by angiogenic growth factors (modified after McMahon G [28]). VEGF — vascular

endothelial growth factor, FGF — fibroblast growth factor, PDGF —

Tabela 1. Endogenne stymulatory i inhibitory angiogenezy
Table 1. Endogenic stimulators and inhibitors of angiogenesis

platelet derived growth factor

Endogenne stymulatory angiogenezy

Endogenne inhibitory angiogenezy

* Rodzina naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu —
— VEGFs: VEGF A VEGF B, VEGF C, VEGF D, VEGF E;
czynnik wzrostu tozyska

* Rodzina czynnikéw wzrostu fibroblastoéw — FGFs: FGF-1
(acid FGF), FGF-2 (basic FGF), FGF-3, FGF-4, FGF-5,

* Czynnik wzrostu hepatocytow

* Angiogenina

* Angiopetyna-1 (Ang-1)

* Plytkowy czynnik wzrostu (PDGF)

* Plytkowy czynnik wzrostu komorek $rodbtonka (PDECGF)

* Interleukina-8 (IL-8)

 Proliferyna

* Insulinowy czynnik wzrostu (IGF)

* Prostaglandyna E (PG-E)

* Czynnik tkankowy (TF)

* Transformujacy czynnik wzrostu 3 (TGF-p) [2,4,5,15,17,22,28]

* Trombospondyna-1 (TSP-1)

* Angiostatyna

* Endostatyna

* Restyna

*  Wazostatyna — inhibitor naczyniowo-$rédbtonkowego
czynnika wzrostu (VEGFI)

» N-koncowy fragment czynnika ptytkowego 4

* N-koncowy fragment prolaktyny

 Proteina zalezna od proliferyny (PRP)

* Interferon o/f

* Angiopoetyna-2 (Ang-2)

» Fragment antytrombiny III

* Produkt trawienia osteopontyny [1,6,17,24]

guza, podscieliska, komorek zapalnych czy macie-
rzy pozakomorkowej), autokrynnego (z samych
komorek $rodblonka). Czynniki wzrostu uwalniane
przez aktywowane komorki $rédblonka moga row-
niez wywiera¢ parakrynny efekt w stosunku do ko-
morek nowotworowych [5,22,27,28] (ryc. 2).

Najczgsciej wymieniane endogenne stymulatory
i inhibitory angiogenezy przedstawiono w tabeli 1
[1,2,4-6,15,17,22,24,28].

Proces angiogenezy utatwiaja rowniez enzymy
proteolityczne macierzy zewnatrzkomorkowej,
czynniki uktadu fibrynolizy, integryny [8,17].
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Naczyniowo-$rodbtonkowy  czynnik  wzrostu
(VEGF) jest najsilniejszym i najbardziej swoistym
czynnikiem wzrostu komorek $rodblonka, pozba-
wiony jest natomiast tej aktywno$ci w stosunku do
innych typow komorek. Jest on gtownym regula-
torem angiogenezy i waskulogenezy [5,7,9,10,37].
Rodzina VEGF sktada si¢ z: VEGF (VEGF A),
PIGF (placenta growth factor) — czynnika wzrostu
tozyska, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D i Orf virus
VEGFs (VEGF-E). Czasteczki wszystkich wymie-
nionych czynnikow sa dwucztonowymi glikopro-
teinami [9,15,28,30,37]. W chwili obecnej wydaje
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Rycina 3. Regulacja angiogenezy i limfangiogenezy przez receptory naczyniowo-srodblonkowych czynnikow wzrostu

(wg Veikkola T i wsp. [37]

— modyfikacja wtasna). sSVEGFR-1 — rozpuszczalny VEGF, NRP-1 — neuropilina 1,

avp3 — integryna avp3, PIGF — czynnik wzrostu tozyska, VEGFR-1, VEGFR-2 — receptory 1 i 2 dla VEGF

Figure 3. Angiogenesis and lymphangiogenesis by vascular endothelial growth factor receptors (modified after Veikkola T
at al. [37]). sVEGFR-1 — soluble vascular endothelial growth factor receptor-1, NRP-1 — neuropilin-1, avB3 — avp3 integrin,
PIGF — placenta growth factor, VEGFR-1, VEGFR-2 — VEGF 1 and 2 receptors

sig, ze najwazniejsza rol¢ w procesach angiogenezy
odgrywa VEGF-A.

Naczyniowo-$rédbtonkowy  czynnik wzrostu
wywotuje swoj biologiczny efekt poprzez tacze-
nie si¢ z receptorami o wysokim powinowactwie,
nalezacymi do rodziny receptorow kinazy tyrozy-
ny. Znane sa dwa receptory VEGF, ktore okresla
si¢ jako: VEGFR-1 (flt/fms-like tyrozine kinaze),
VEGFR-2 (KDR, kinase insert domen-containing
receptor). U dorostych VEGFR-1 1 VEGFR-2 wy-
stegpuja w komorkach sroébtonka naczyn krwionos-
nych, co warunkuje wybiorcze dziatanie VEGF
na te komorki [5,9,17,30,37]. Inny receptor rodzi-
ny RTKs- VEGFR-3 (Flt-4) wiaze VEGF-C i D,
jego ekspresja jest ograniczona do $rodbtonka na-
czyn limfatycznych [28,30,36]. Stwierdzono takze
wystepowanie rozpuszczalnej formy sVEGFR-1,
o wysokim powinowactwie do VEGF. Receptor ten
jest w stanie hamowac¢ wywotana przez VEGF mi-
togenezg 1 moze by¢ fizjologicznym negatywnym
regulatorem dzialania VEGF [17,30,37] (ryc. 3).

Naczyniowo-$rodbtonkowy  czynnik  wzrostu
jest najsilniejszym induktorem zwigkszonej prze-

Polska 2006/74

puszczalno$ci naczyn (dziata 50 000 razy silniej
od histaminy) [7,9,36]. Efekt ten powoduje wyciek
biatek osocza do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j,
prowadzac do wykrzepiania wynaczynionego fibry-
nogenu i organizacji macierzy zewnatrzkomorko-
wej. Formowanie macierzy towarzyszy poczatkowi
migracji i kietkowania naczyn [36]. Naczyniowo-
srodblonkowy czynnik wzrostu wplywa na angio-
genezg na drodze bezposredniej (stymulacja proli-
feracji 1 migracji EC, hamowanie apoptozy w EC)
i posredniej (formowanie macierzy zewnatrzkomor-
kowej) [9,17,33].

Ekspresje VEGF i VEGF mRNA stwierdzono
w wielu liniach komoérkowych guzéw nowotwo-
rowych: raku phuca, piersi, zotadka, nerek, peche-
rza moczowego, jajnikow, trzonu i szyjki macicy,
w komorkach angiosarcoma, glioblastoma multifor-
me. Obserwowano wyzsza ekspresj¢ VEGF mRNA
w niedotlenionych komédrkach przylegajacych do
p6l martwicy. W licznych badaniach wykazano
obecnos¢ korelacji pomigdzy stopniem unaczynie-
nia, zlosliwos$cia guza oraz ekspresja VEGF mRNA
w roznych nowotworach: raku piersi, zotadka, nie-

417



E. Swidzinska i wsp.

’ Woezesne ognisko nowotworowe

|

¥

’ Nabycie fenotypu angiogennego

Rycina 4. Indukcja angiogenezy (wg
Cox G i wsp. [32] — modyfikacja
wtlasna). TSP-1 — trombospondyna 1,
HIF-1a — indukowany hipoksja
czynnik 1, bFGF — zasadowy czyn-
nik wzrostu fibroblastow,

PD-ECGF - plytkowy czynnik
wzrostu komoérek $rodbtonka

Figure 4. Induction of angiogenesis
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ziarniczym chtoniaku, drobnokomoérkowym raku
phuca. [5,9,14,15,19,25,26]. Podwyzszone stezenia
VEGF w surowicy stwierdzano u czgsci chorych
na raka: piersi, zotadka, pluca. Pacjenci z podwyz-
szonym st¢zeniem VEGF w surowicy rokowali go-
rzej w stosunku do pacjentéw z niskim stgzeniem
[9,23,32]. Wykazano réwniez, ze nadekspresja
VEGF hamuje r6znicowanie i dojrzewanie komo-
rek dendrytycznych i wptywa w ten sposob na osta-
bienie odpowiedzi immunologicznej gospodarza
skierowanej przeciwko rosnacemu guzowi [20].
Produkcja VEGF zalezy od: hipoksji, hipoglike-
mii, czynnikow wzrostu. Ekspresja VEGF mRNA
jest szybko i odwracalnie indukowana w komoérkach
prawidlowych i nowotworowych poddanych hipok-
sji. Transkrypcja VEGF mRNA jest powodowana
przez wiazanie czynnika HIF-1 (HIF-1 — wzbudzo-
ny hipoksja czynnik 1) do miejsca wiazacego zloka-
lizowanego na promotorze VEGF [9,15,30].
Inaktywacja genow supresorowych (VHL, p53)
badz amplifikacja onkogendéw (eg, src, ras) moze
wywotywacé ekspresj¢ genu VEGF. Obserwacja su-
geruje, ze mutacje w genie VHL (von Hippel-Lindau)
sa skojarzone ze zwigkszona angiogeneza (komor-
ki raka nerki, $rodczaszkowego hemangioblasto-
ma). Komorki pochodzace z tych guzow wykazuja
zwigkszona ekspresj¢ VEGF. Niezmieniony vHL
hamuje produkcje szeregu biatek indukowanych
przez hipoksje. Innym genem supresorowym, po-
tencjalnie zwiazanym z regulacja ekspresji VEGEF,
jest p53 [9,10]. Sugeruje sig, ze hamowanie tran-
skrypcji VEGF przez biatko p53 odbywa si¢ w spo-
sob posredni, poprzez czynnik HIF 10, trombospon-
dyng pierwsza (TSP-1), lub poprzez niezidentyfiko-
wane jeszcze miejsce wiazace w obrebie promotora
VEGF [29]. Wykazano rowniez, ze prawidlowy gen
p53 zwigksza produkcje inhibitora angiogenezy
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— trombospondyny-1 [5,16,30]. Schemat indukcji
neoangiogenezy przedstawiono na rycinie 4.

Angiopoetyny sa kolejna rodzing czynnikow
wzrostu, podobnie jak VEGFs swoista dla komo-
rek srodblonka. Receptory wzrostu tych czynnikow
— Tie-1 1 Tie-2 — znajduja si¢ tylko na komorkach
$rodbtonka 1 niektorych komorkach progenitoro-
wych. W chwili obecnej znane sg cztery ligandy
(Ang-1, Ang-2, Ang-3, Ang-4), wiazace si¢ z re-
ceptorem Tie-2, nieznany jest ligand Tie-1. Angio-
poetyny i ich receptor Tie-2 petnia wazng funkcje
w formowaniu i utrzymaniu tozyska naczyniowego.
Angiopoetyna-1 jest aktywatorem receptora Tie-2,
natomiast angiopoetyna-2 jest jego antagonistg. An-
giopoetyny oraz VEGFs dziataja skoordynowanie
1 spetniajq uzupetniajaca si¢ rolg¢ w rozwoju naczyn.
W czasie rozwoju VEGF receptor Flk-1 promu-
je proliferacje i réoznicowanie komorek $rédblon-
ka oraz tworzenie prymitywnych naczyn. Liganda
Ang-1, dziatajac poprzez receptor Tie-2, powodu-
je przebudowe prymitywnych naczyn, utrzymuje
1 stabilizuje dojrzale naczynia poprzez promowanie
interakcji pomigdzy komorkami $rdédblonka i ota-
czajacymi komorkami podtrzymujacymi. Liganda
Ang-2 dziata jako alternatywna ligandaTie-2, wigze
si¢ z Tie-2 o podobnym powinowactwie, ale kon-
kurencyjnie antagonizuje efekty Ang-1. U doro-
stych ekspresje Ang-2 stwierdza si¢ w miejscach
przebudowy naczyn, gdzie, jak si¢ uwaza, blokuje
ona stabilizujaca rolg Ang-1. Destabilizacja wywo-
fana przez Ang-2 przy nieobecnos$ci VEGF prowa-
dzi do regresji naczyn, podczas gdy destabilizacja
w obecno$ci VEGF utatwia odpowiedz angiogen-
na. Stwierdzono zwigkszona ekspresj¢ Ang-2 w ko-
moérkach nowo utworzonych naczyn wielu guzow
nowotworowych. W NSCLC nadekspresja Ang-2
koreluje ze ztym rokowaniem [36,37].
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Znaczenie badan nad angiogeneza w Kklinice raka
pluca

1. Ocena stopnia nasilenia neoangiogenezy po-
przez oznaczanie ggsto$ci naczyn metoda ja-
kosciowa i iloSciowa (markery czynnikow re-
gulujacych angiogenezg) moze by¢ wykorzy-
stana jako czynnik prognostyczny.

2. Oznaczanie stgzen markerow angiogenezy
(czynnikow regulujacych proces neoangioge-
nezy) w surowicy i innych ptynach ustrojo-
wych moze by¢ pomocne w monitorowaniu
przebiegu choroby [18,32].

3. Zastosowanie inhibitord0w angiogenezy w le-

czeniu raka ptuca.
W trakcie badan klinicznych znajduje sig obec-
nie wiele lekow o dzialaniu antyangiogennym.
Biorac pod uwage pochodzenie i mechanizm
dziatania, poprzez ktory inhibitor angiogene-
zy wywoluje swoj efekt terapeutyczny, mozna
wyrozni¢ szes¢ grup ewentualnych lekow:

a) naturalne, endogenne inhibitory angiogenezy:
Angiostatyna, Restyna, Trombospondyna-1;
b) leki przerywajace funkcje dzielacych sig¢ komo-
rek $rodbtonka: Fumagilin, syntetyczny analog

TNP-470, Ovalicin, Comretastatin A-4;

c) leki hamujace szerzenie si¢ nowych naczyn
w otaczajacych tkankach: (inhibitorymetalo-
proteinaz: Marimastat, Bay 12-9556, Prino-
mastat, Neovastat);
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