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Summary:

Neoplastic angiogenesis, as a process of forming new blood vessels, plays an important role in progression of

cancer tumors and dissemination of metastases. New vessels can be formed in cancer tissue due to mutations of
certain genes and under the influence of hypoxia. The process is mediated by locally delivered specific angiogenetic
factors. Vascular endothelial growth factor (VEGF) plays a crucial role in stimulation of the vascular endothelial cells
to their proliferation and migration. Intensity of neoplastic angiogenesis determines the rate and extent of tumor

expansion, thus may heavily influence the outcome.
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Angiogeneza — to wieloetapowy proces tworzenia i formowa-
nia nowych naczyn krwionosnych. Zjawisko to odgrywa szczegolng
role w okresie rozwoju embrionalnego, natomiast w stadiach p6z-
niejszych stanowi podstawe gojenia sie ran. Etapy angiogenezy sg
kontrolowane na drodze wzajemnego, zréwnowazonego oddziaty-
wania czynnikdw pro- i antyangiogennych. Zakfdcenie tej delikatnej
rébwnowagi w kierunku przewagi czynnikéw proangiogennych
prowadzi¢ moze do patologicznego, wzmozonego nowotworstwa
naczyn. Ten niekorzystny proces funkcjonuje m. in. w przebiegu
retionopatii cukrzycowej, tuszczycy czy reumatoidalnego zapalenia
stawow. Jednak jakosciowe i ilosciowe przeksztatcenia, zachodzace
w obwodowym tozysku naczyniowym, powodujg jego uruchomie-
nie rowniez w trakcie ekspansji nowotworowych, szczegélnie przyj-
mujacych postac litych guzéw.

Zalezno$¢ pomiedzy nowotworstwem naczyniowym a tumoro-
genezg jako pierwszy zaobserwowat i opisat Folkman w 1971 roku
(8). Zrédtem zainicjowanych przez niego badan byto spostrzezenie,
ze w trakcie transformacji nowotworowej czes¢ komoérek guza zmie-
nia swoj fenotyp z nowotworowego na angiogenny (swith to the
angiogenic phenomen) (9). Guz o rozmiarach nieprzekraczajacych
na przekroju pola 1 mm2 nie wykazuje cech inwazyjnosci, znajdujgc
sie w fazie beznaczyniowej. Dopiero zwigkszenie w nim liczby
komorek fenotypowo angiogennych powyzej 100 000 powoduje
jego intensywny rozwoj. Te nowe komorki wykazujg niezwykia

zdolno$¢ do indukowania neowaskularyzacji. Czynig to gféwnie
poprzez wydzielanie czynnikéw proangiogennych, pobudzajacych
naczynia wiosowate do réznicowania sie i proliferacji w kierunku
ogniska stymulacji. Tak wiec nowo powstajgce naczynia nie sg
wytworem samego guza, ale otaczajacych go tkanek. Wywodza sie
z naczyn wiosowatych, przedwtosowatych i zawtosowatych gospo-
darza. Na drodze zwrotnej gwarantuje to skuteczne ukrwienie
namnazajacych sie komdrek nowotworowych, polegajace na zwiek-
szonym doptywie i zwolnionym odptywie krwi. Raz uruchomiony
mechanizm napedza si¢ dalej sam.

Naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu

— VEGF (vascular endothelial growth factor)

Za wzniecanie procesu tworzenia nowych naczyn odpowiadajg
stosowne geny, przyczyniajgce sie do wytwarzania przez komorki
nowotworowe specyficznych czynnikéw proangiogennych. Mozli-
wa jest rowniez indukcja neowaskularyzacji na drodze metabolicz-
nej, zwfaszcza w warunkach miejscowej hipoksji. Sadzi sie, ze oba
szlaki aktywacji moga sie wzajemnie uzupetnia¢, wzmacniac i funk-
cjonowac jednocze$nie. Zgodnie z kryteriami, zaproponowanymi
w 1996 roku przez Riseau (18), za czynnik angiogenny mozna
uzna¢ substancje o swoistym dziataniu na komorki $rédbtonka
naczyn, indukujgcym w nich angiogeneze. Z drugiej strony wedtug
tejze definicji na powierzchni komorek srodbtonka muszg by¢ obec-
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ne swoiste receptory, ktorych zablokowanie hamuje angiogeneze.
Kryteria powyzsze spetnia jedynie naczyniowo-$rédbtonkowy czyn-
nik wzrostu — VEGF. Inne czynniki, takie jak czynnik wzrostu fibro-
blastéw (FGF) czy transformujacy czynnik wzrostu (TGF), maja dzia-
tanie wielokierunkowe, nieswoiste i tylko w sposob posredni
uczestniczg w procesie angiogenezy. W 1982 r. po raz pierwszy
uzyto w stosunku do wspomnianego faktora nazwy , czynnik zwiek-
szonej przepuszczalnosci komorek srodbtonka” — VPF (vascular
permeability factor), co miafo miejsce po wyizolowaniu specyficznej
substancji mitogennej z komérek siatkéwki cielat. Dopiero rok péz-
niej Sanger i wsp. (20) okreslili strukture odkrytego czynnika oraz
nowa jego wiasciwos¢, polegajaca na zdolnosci do pobudzania
angiogenezy w tkance guzowej. Nadali mu ostateczng nazwe
«naczyniowo-$réddbtonkowy czynnik wzrostu” — VEGF.

Rola czynnika VEGF w procesach uczynniania nowotworstwa
naczyniowego wydaje sie kluczowa. Wydzielany przez komorki
nowotworowe VEGF wystepuje w 4 izoformach, okreslanych cyfra
zaleznie od liczby kodowanych aminokwaséw. Dwie formy sposrod
nich: VEGF121 i VEGFies wykazujg swoistg aktywno$¢ mitotyczng
w stosunku do komérek srédbfonka i zwiekszajg przepuszczalnos¢
naczyn. Natomiast dwie pozostate: VEGFiss i VEGF206 wplywaja
jedynie na przepuszczalno$¢ srédbtonka. VEGF, taczac sie z recepto-
rami komérek docelowych poprzez grupy kinaz tyrozynowych
(receptor VEGFR-1 lub Flt-1 oraz VEGFR-2 lub KDR), zapoczatkowu-
je proces angiogenezy (3). Na skutek dziatania tego czynnika docho-
dzi do zmian w morfologii komérek, do wzrostu ich chemotaksji
oraz do intensyfikacji podziatéw. Przypuszcza sie, ze VEGFR-2 jest
aktywatorem gtéwnej drogi angiogenezy (3). Ekspresja genu VEGF
moze by¢ indukowana przez réznorodne czynniki, np. niskie steze-
nie tlenu, ale tez przez cykliczny AMP, jony wapnia czy cytokiny.
Ponadto VEGF nie tylko stymuluje podziaty komorek $rédbtonka, ale
réwniez, poprzez aktywacje biatek z rodziny Bcl-2, ma zdolnos¢
hamowania apoptozy (). Niezmiernie trudno jest zatem w sposéb
jednoznaczny i wyczerpujacy okresli¢ zakres jego oddziatywania.

0d czego zalezy wytwarzanie VEGF?

Rola niedotlenienia

SzczegdlInie wazna role inicjacyjng w rozwoju unaczynienia, jak
wspomniano wczesniej, odgrywa niedotlenienie. Hipoksja, oddzia-
tujaca na nowo ksztattujgce sie tkanki guza, powoduje wydzielanie
przez komérki nowotworowe faktora wzrostowego VEGF, ktdry
dziafa stymulujaco na podziaty i migracje komérek $rédbtonka. Nie-
dotlenienie przyczynia sie réwniez do produkowania przez otacza-
jace tkanki innych, mniej specyficznych mediatoréw, takich jak
adenozyna czy mleczany, ktére oddziatujac na makrofagi, stymuluja
angiogeneze przez podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow —
bFGF (basic fibroblast growth factor) i czynnik rozpadu nowotworu
— TNF (tumor necrosis factor). Danielsen i Rofstad (4) w badaniach
in vitro czterech linii ludzkich komérek czerniaka ztosliwego zaob-
serwowali wysokie poziomy zaréwno VEGF, jak i bFGF oraz zwigk-
szong gesto$¢ sieci naczyniowej — MVD (microvascular density).
Podobne badania, przeprowadzone przez zespét Kvantyego (12),
wykazaty, ze linie komérkowe melanocytéw-71 i pierwotnych
komoérek siatkéwczaka w warunkach prawidtowych cechuje bardzo
niski lub zerowy poziom VEGF, natomiast w warunkach hipoksji
poziom tego czynnika znacznie wzrasta. To zjawisko wzrostu zazna-
cza sie w sposéb szczeg6lny wiasnie w stosunku do komérek siat-
kéwczaka, gdzie — jak sie przypuszcza — metabolizm, unaczynienie

i tempo wzrostu guza sg bardzo wysokie. W odniesieniu do czernia-
ka btony naczyniowej reakcja ta jest wyraznie stabiej akcentowana,
by¢ moze ze wzgledu na lepsza perfuzje i szybszg eliminacje VEGF
z badanej tkanki. Sytuacja zmienia sie radykalnie, gdy chodzi o czer-
niaki naczyniéwki, w ktérych dominujg procesy nekrotyczne.
W przypadkach takich stwierdza sie szczegdlnie wysokie poziomy
VEGF (3,19). Posrednio wynikac to moze z lokalnego niedotlenienia
gtebiej potozonych partii guza. W warunkach normalnych réwno-
waga w dziafaniu czynnikéw pro- i antyangiogennych zapewnia
stabilizacje $rodowiska wewnetrznego tkanki.

Ktére komorki guza sg zdolne do wytwarzania VEGF?

Wiele niewiadomych wiaze sie z mechanizmami wytwarzania
czynnika VEGF. Badania Gytaya-Gorena i wsp. (10) wykazaty, ze
komoérki barwnikowe czerniaka ztosliwego btony naczyniowej syn-
tetyzujg VEGF, ale prawidfowe melanocyty sg tych mozliwosci
pozbawione. Stad przypuszczenie, ze zdolno$¢ do produkcji VEGF
jest bezposrednig konsekwencjg transformacji nowotworowej. Inne
badania na temat wydzielania czynnikéw proangiogennych, odno-
szgce sie do siedmiu linii komérkowych czerniaka bfony naczynio-
wej, wykazaty szczegdlng ekspresje VEGF i angiopoetyny-2. She-
idow i wsp. (19), badajac gatki oczne usuniete z powodu czerniaka
ztosliwego btony naczyniowej, w 94% przypadkéw wykazali w nich
obecnos$¢ VEGF. Potwierdzity to takze wyniki uzyskane przez Boyda
(1,2). Ciekawe wydaje sie tu spostrzezenie, ze obecno$¢ VEGF
stwierdza sie nie tylko w tkance guzowej, ale takze w innych struk-
turach oka, przytaczanych przez réznych autoréw. Tak wiec odna-
lez¢ go mozna w fotoreceptorach i komérkach zwojowych siatkow-
ki (19); teczowce, siatkowce, nabtonku barwnikowym (25); ptynie
komorowym i ciele szklistym, zwfaszcza u 0séb ze wspétistniejacym
nowotwarstwem teczowkowym (1,2).

Stadia powstawania nowych naczyn

Czynnikami bezposrednio inicjujgcymi tworzenie nowych
naczyn w strukturze guza sg przerwanie ciggtosci btony podstawnej
i $ciany naczynia oraz migracja komorek $rédbtonka w kierunku
zrédfa sygnatu. W btonie podstawnej i strukturze pozakomérkowej
$ciany naczyniowej znajduja sie formy nieczynne enzyméw: metalo-
proteazy i heparynazy, ktére pod wptywem mediatoréw, wydziela-
nych przez komorki nowotworowe, ulegaja aktywacji. Uczynnione
enzymy powodujg rozpad skfadnikéw budulcowych bton podstaw-
nych i macierzy pozakomérkowej naczyn, doprowadzajac do rozluz-
nienia ich zwartej struktury. W ten sposéb powstajg korzystne
warunki do migracji komérek srodbtonka, ksztattowania odgatezien
i potaczen naczyniowych z istniejacg juz siecig naczyn tkanek ota-
czajacych, a tworzaca sie nowa btona podstawna zapewnia stabil-
nos¢ formowanej konstrukgji.

Rola angiogenezy w procesie powstawania prze-

rzutow

Panuje powszechna zgodno$¢ co do pogladu, ze powstawanie
nowych naczyn w strukturze guza jest niejako gwarantem jego dal-
szej ekspansji miejscowej. Okazuje sie jednak, ze stwarza tez dobre
warunki do odlegtych migracji komérkowych. Kontakt z komérkami
$rédbfonka i dostep do $wiatta naczynia umozliwia wedréwke
komoérek nowotworowych do odlegtych, specyficznych narzadéw
docelowych. Prawidtowa ocena histopatologiczna materiatu nowo-
tworowego winna sie wiec odnosi¢ nie tylko do utkania komérko-
wego, ale réwniez do obecnosci i rodzaju utkania kapilaréw, ponie-
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waz liczba i typ powstajacych sieci naczyniowych moga miec istot-
ne znaczenie diagnostyczne i prognostyczne.

Weidner i wsp. (23) badali zaleznosci pomiedzy lokalnym ukfa-
dem naczyniowym guza a wielkoscig ogniska pierwotnego, zaje-
ciem weztéw chfonnych itp. w nowotworach klatki piersiowej,
positkujac sie technikg immunohistochemiczng. Naczynia wtosowa-
te w pobranych preparatach ujawniano za pomoca tzw. posredniej
reakcji immunoenzymatycznej, wykorzystujac swoiste dla komérek
$rédbtonka przeciwciata przeciwko czynnikowi VIII Willebranda.
Odczyn barwny, powstajacy w reakcji przeciwciaf, skierowanej
przeciwko czynnikowi VIII, stuzacej do posredniej oceny stopnia
angiogenezy, wykorzystali Graham i wsp. (11). Odczyn ten potrak-
towali oni jako marker prognostyczny w diagnostyce czerniaka
ztosliwego.

Udato sie réwniez ustali¢ korelacje miedzy gestoscia naczyn
wiosowatych — MVD w preparacie histopatologicznym a czestoscig
wystepowania przerzutéw. Makitie i wsp. (14) analizowali zalez-
nos¢ MVD od wielkosci guza i jego typu histologicznego w 134
przypadkach czerniaka naczyniéwki i ciata rzeskowego, wykorzy-
stujac przeciwciata przeciwko czynnikowi VIII (FVIII-RAg) i czynniko-
wi CD34, stuzacym do identyfikacji komdrek srodbfonka. Stwierdzi-
li wyrazng korelacje pomiedzy MVD a typem architektonicznym
sieci naczyniowej w przypadku guzéw nabtonkowatych duzych
rozmiarow. Podobnie Neitzel i wsp. (16) wykazali zalezno$¢ pomie-
dzy unaczynieniem guza pierwotnego a obecnoscig przerzutéw
bliskich i odlegtych. Podkreslali znaczenie angiogenezy w procesie
uogdlniania sie procesu nowotworowego. Straume i wsp. (22)
dowodzg, ze istnieje $cista zalezno$¢ miedzy wysokim MVD, wielko-
$Cig guza i jego sktonnoscig do rozpadu a spadkiem przezywalnosci
pacjentdw. Spostrzezeniom tym zaprzeczajg jednak w swojej publi-
kacji Sheidow i wsp. (19).

llos¢ naczyn krwionosnych w ognisku pierwotnym nie zawsze
w sposdb jednoznaczny pozwala wyjasni¢ tendencje do powstawa-
nia przerzutéw. W przypadku czerniaka ztosliwego btony naczynio-
wej czyni sie proby odnalezienia korelacji pomiedzy architekturg
mikrokrazenia w guzie a sktonnoscig do uogdlniana sie procesu
nowotworowego. Folberg i wsp. (5,6), badajac 234 gatki oczne,
usuniete z powodu czerniaka ciafa rzeskowego lub naczynidwki,
zauwazyli, ze oprdcz takich parametréw, jak: wiek i pte¢ pacjenta,
typ histologiczny guza czy liczba mitoz, szczegdlnie istotny wptyw
na tworzenie sie przerzutéw ma rodzaj uktadu mikrokrazenia tkanki
nowotworowej, poniewaz zgodnie z systematykq rozréznia sie az
9 réznych typéw uktadéw wiosniczkowych. Z poszerzonej pracy
tych samych autorow (7) na temat typoéw architektonicznych
ukrwienia wynika, ze proste unaczynienie typu siateczka lub petle
nie jest tak istotne dla tendencji do przerzutéw jak elementy dodat-
kowe, wykorzystywane przy opisach struktur naczyniowych, np.
tuki, kanaty réwnolegte, odgatezienia. Podobne doswiadczenia
maja Mehaffey i wsp. (15). Wedtug innych opinii (17) sie¢ mikrokrg-
zenia w ognisku przerzutowym jest podobna do tej ze zmiany pier-
wotnej. W niektorych pracach jednak kwestionuje sie istnienie
takich zaleznosci (13)._

Poziom wydzielania czynnika VEGF réwniez wyraznie koreluje ze
wspdfistnieniem przerzutéw. Viac i wsp. (24) badali poziom VEGF
u pacjentéw z rozpoznanym czerniakiem bfony naczyniowej, ktérych
podzielili na dwie grupy wedfug kryterium istnienia przerzutow
nowotworowych. W grupie chorych z przerzutami badane wartosci
VEGF okazaly sie istotnie wyzsze. Autorzy pracy wykazujg jednak

duzg ostroznos¢ w wycigganiu na tej podstawie wnioskéw co do
prognozowania choroby. Sa sktonni raczej uzna¢ ten fakt za przejaw
wzmozonej reakcji ukfadu immunologicznego niz za wskaznik pro-
gnostyczny. Natomiast inni autorzy (22,26) wiaza z okresleniem eks-
presji VEGF, szczegdlnie w potaczeniu z oceng mikrokrazenia w struk-
turze guza, znacznie wigksze nadzieje na uscislenie i poszerzenie
mozliwosci zaréwno diagnostycznych, jak i prognostycznych.
Mechanizm powstawania przerzutéow
Na powierzchni bton komérkowych wszystkich komérek guza
stwierdzono obecnos¢ czasteczek adhezyjnych biatka, odpowie-
dzialnego za $ciste przyleganie komoérek — kadheryny E. To transbto-
nowe biatko w warunkach fizjologicznych taczy zewnetrzne frag-
menty cytoszkieletu sgsiadujacych komérek, uniemozliwiajgc ich
ruch. Ponadto wszystkie komérki dodatkowo ufiksowane sg w zre-
bie pozakomdrkowym — ECM (extracllular matrix), gdzie czynnik
zlepny stanowig inne biatka adhezyjne, zwane integrynami. W trak-
cie transformacji nowotworowej niektére komérki pierwotnego
nowotworu tracg wiasciwosci adhezyjne, zyskujac jednoczesnie
zdolno$¢ do degradacji wtasnej btony podstawnej (degradacja kola-
genu IV) i penetracji do $wiatfa naczynia krwiono$nego. Proces ten
wspomagaja dodatkowo komérki $rédbtonka naczyniowego.
Wytwarzane przez nie enzymy proteolityczne (proteazy, heparyna-
zy, sulfatazy) powodujg degradacje bfony podstawnej i zrebu Sciany
naczyniowej, ufatwiajac przenikanie komoérek guza do $wiatta
naczynia. Jednoczesnie endotelina 1 (ET-1), wytwarzana przez
komorki srédbtonkowe, przyspiesza proces nowotwarstwa.
Uwolnione z ogniska pierwotnego komoérki nowotworowe
przenoszone sq z pradem krwi do odlegtych narzadéw, gdzie
w sprzyjajacych warunkach dochodzi do rozwoju ogniska wtérne-
go, czyli przerzutu. Najprawdopodobniej nie wszystkie komorki
nowotworowe majg jednakowa umiejetnos¢ przemieszczania sie na
duze odlegtosci. Zdolnos¢ taka prawdopodobnie uzalezniona jest
od obecnosci w tych komérkach genéw z rodziny NME. Geny NME-1
i NME-2 poprzez kinaze NAD stymulujg synteze waznych dla utrzy-
mania stabilnosci tkankowej biatek, ktorych spadek przyczynia sie
do zwiekszonej ruchliwosci komorek. Tak wiec im poziom biatek
NME jest nizszy, tym wieksza jest inwazyjno$¢ nowotworu.
Reasumujac, angiogeneza w nowotworach jest procesem bar-
dzo ztozonym i nie do korica poznanym. Zalezy ona od precyzyjnego
wspotdziatania pomiedzy komérkami nowotworowymi, elementa-
mi $rodowiska okotonowotworowego i komoérkami $rédbtonka
naczyniowego. Tworzenie fozyska naczyniowego w guzie stanowi
najprawdopodobniej bezposrednig przyczyne przeksztatcenia
nowotworu, bedacego w fazie in situ, w forme inwazyjna. Zakres
tego procesu moze by¢ stymulowany przez lokalne niedotlenienie,
ale gtéwnie sterowany jest na drodze aktywacji genéw, kodujacych
czynniki angiogenne (VEGF). Rola angiogenezy jest jednak bez wat-
pienia kluczowa dla powstawania, przebiegu oraz rozlegfosci
i agresywnosci procesu howotworowego.
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