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Summary:

The authors present the role of VEGF in microaneurysm formation, blood-retinal barrier breakdown, development

of capillary nonperfusion and retinal neovascularization in pathogenesis of diabetic retinopathy. Inhibitors of VEGF

in treatment of diabetic retinopathy are presented.
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W rozwoju i progresji retinopatii cukrzycowej istotng role
odgrywaja czynniki wzrostowe. Sposréd nich najwieksze zaintere-
sowanie budzi naczyniowy czynnik wzrostu $rédbtonka (VEGF —
vascular endothelial growth factor), okreslany réwniez jako czynnik
przepuszczalnosci naczyn (VPF — vascular permeability factor), ktéry
zostat odkryty w 1983 roku (1). Czynnik VEGF nalezy do rodziny
cytokin wzrostowych pochodzacych z ptytek i jest homodimeryczng
glikoproteing, a jego gen jest zlokalizowany w prazku 21.3 chromo-
somu 6 (13). Ta cytokina wystepuje w 6 réznych formach dimerycz-
nych, réznigcych sie liczbg aminokwaséw. Powstaja one poprzez
tzw. alternatywne sktadanie genu (splicing), czyli proces towarzy-
szacy tworzeniu dojrzatego mRNA (1). Izoformy, majac podobna
aktywnos¢ biologiczng, réznig sie biodostepnoscig i punktami
uchwytu swego dziatania (16). Najczeiciej spotykane s3 dwie
odmiany VEGF: 121 (VEGF-A) i 165 (VEGF-B), ktére sa rozpuszczal-
nymi biatkami, podczas gdy VEGF 189 (VEGF-C) i 206 (VEGF-D) sg
zwigzane na powierzchni komérek z proteoglikanami, zawierajgcy-
mi heparyne (1,13). Najmniej poznane sg izoformy VEGF 145 i VEGF
183. Czynnik VEGF jest produkowany przez liczne komérki, ale
wptywa przede wszystkim na komérki srédbtonka, bo to wiasnie na
nich sg zlokalizowane jego receptory. Wystepujg one w siatkdwce,
ktebuszkach nerkowych, aorcie, miesniu sercowym, ptucach, mézqu
(1,13). Receptory VEGF, okreslane jako VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2
(KDR/FIk-1) i VEGFR-3 (Flt-4), s receptorami zaleznymi od kinazy
tyrozynowej (RTK — receptor tyrosine kinase), a ich stymulacja pro-
wadzi do wzrostu stezenia jondéw Ca2+ w cytozolu komorek $rod-
bfonka, aktywacji fosfolipazy C (PLC) i fosforylacji biatek (1). Dla
komorek endotelium najwazniejsza jest fosforylacja PLCg, ktéra
przeksztafca fosforan inozytolu w diacyloglicerol (DAG), powodujac
aktywacje i translokacje biatkowej kinazy C (PKC), ktéra wywotuje
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dalsze zmiany w tych komérkach (1). Czynnik wzrostowy VEGF réz-
ni sie od innych czynnikow wzrostu tym, ze jest on specyficznym
mitogenem komorek $rédbtonka i ma zdolno$¢ zwiekszania prze-
puszczalnosci naczyn krwionosnych 50 000 razy silniej od histaminy
(13). Jest on réwniez induktorem angiogenezy in vivo (17). Ta cyto-
kina wptywa bowiem na angiogeneze w czasie embriogenezy, jest
réwniez gtownym regulatorem angiogenezy fizjologicznej (13).
Czynnik VEGF jest takze kluczowym mediatorem angiogenezy
nowotworowej (1,17). Udowodniono réwniez role tego czynnika
wzrostowego w powstawaniu podsiatkdwkowej neowaskularyzacji
w przebiegu starczego zwyrodnienia plamki (17). Dziatanie czynni-
ka VEGF jest wielokierunkowe i obejmuje: zwiekszenie produkgji
tkankowej kolagenazy; chemotaksje dla makrofagéw, komoérek
$rédbtonka i monocytéw; pobudzenie produkcji aktywatoréw pla-
zminogenu i produkcji inhibitora aktywatora plazminogenu
w komérkach srédbfonka; wzrost uwalniania czynnika von Wille-
branda przez endotelium, a takze adhezje ptytek do komarek $réd-
bfonka poprzez aktywacje czynnika tkankowego (tissue factor — TF)
(1,13). Jak sie okazuje, bardzo wiele zwigzkoéw zwigksza ekspresje
genu VEGF i w rezultacie powoduje wzrost produkcji tego czynnika.
Najwazniejszym bodzcem do produkgji tej cytokiny wzrostowej jest
niedotlenienie (16). Dochodzi wowczas do wzrostu transkrypdji
genu VEGF poprzez aktywacje tzw. czynnika transkrypcji HIF-1
(hypoxia inducible factor 1), a takze do regulacji procesu translacji
i stabilizacji VEGF mRNA. Kolejnymi iduktorami syntezy VEGF sg
hiperglikemia, a takze aktywacja biatkowej kinazy C (3,16).

Znaczenie VEGF

w rozwoju retinopatii cukrzycowej

Rola naczyniowego czynnika wzrostu $rédbtonka w patogene-
zie retinopatii cukrzycowej zostata stwierdzona po raz pierwszy
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w 1994 roku, kiedy wykryto zwiekszony poziom tego czynnika
w ciele szklistym u pacjentéw z proliferacyjna retinopatig cukrzyco-
wa (3). Od tej pory jego wplyw na rozwoj i progresje retinopatii
cukrzycowej jest tematem licznych badan przede wszystkim ze
wzgledu na jego potencjalng aktywnos¢ naczyniotwérczg. U osob
zdrowych czynnik VEGF nie wystepuje w narzadzie wzroku lub sa
obecne jego sladowe ilosci (gtéwnie VEGF 165) w komérkach srod-
bfonka naczyn siatkéwki i naczynidwki, w nabtonku barwnikowym
oraz w leukocytach wewnatrznaczyniowych siatkéwki i naczyniow-
ki (9). Natomiast w oku pacjenta chorujacego na cukrzyce stwierdza
sie znacznie wigksze stezenie tej cytokiny, dotyczy to réwniez oséb
bez retinopatii cukrzycowej (2). W siatkéwce zwiekszone ilosci czyn-
nika VEGF wystepuja wéwczas w komoérkach $rédbtonka, $cianach
naczyn siatkowkowych i w przestrzeniach okotonaczyniowych,
a takze w komérkach zwojowych, warstwie jadrzastej wewnetrznej
i komérkach Miillera. W obrebie naczyniéwki duze ilosci czynnika
VEGF w przebiegu cukrzycy sg obecne w obrebie $rédbfonka cho-
riokapilaréw, srodbtonka nowotwdrstwa naczyniowego i migruja-
cych komorek nabtonka barwnikowego. U pacjentéw z cukrzyca ta
cytokina jest réwniez obecna w wewnatrzgatkowym odcinku nerwu
Il, w ciele szklistym i cieczy wodnistej (2,9,16). Bodzcem do produk-
qji czynnika VEGF w narzadzie wzroku pacjenta z cukrzycg jest
przede wszystkim niedotlenienie, wystepujace na obszarach siat-
kowki pozbawionych perfuzji. Dochodzi wéwczas do wytwarzania
czynnika VEGF przez liczne komorki oka, takie jak komérki srodbton-
ka, perycyty, komorki Miillera, komorki nabtonka barwnikowego
siatkdwki i komarki zwojowe (1,16). Wzrost produkgji tej cytokiny
wzrostowej w przebiegu cukrzycy jest wywotywany réwniez przez
hiperglikemie i jej nastepstwo — koficowe zaawansowane produkty
glikacji biatek (AGE) (16). Powodujg one zwigkszenie ekspresji VEGF
mRNA w komérkach srodbtonka naczyniowki (co prowadzi do ich
proliferacji), w perycytach siatkéwkowych (co wywotuije ich apopto-
ze) oraz w komorkach endotelium naczyn siatkowki poprzez wywo-
tywanie stresu oksydacyjnego i aktywacje PKC (16). Podobne dzia-
tanie maja angiotensyna Il interleukina 6 i insulina (4,11,14).

0 tym, jaki jest potencjalny wptyw VEGF na siatkéwke w prze-
biegu cukrzycy, $wiadcza najlepiej badania Tolentino i wsp., ktérzy
wywotywali doswiadczalng retinopatie doszklistkowym podaniem
tego czynnika wzrostowego (15). Zaobserwowali oni w angiografii
fluoresceinowej takie zmiany jak: tworzenie mikroaneuryzmatéw;
obliteracje drobnych naczyn widoczne jako obszary braku perfuzji;
rozszerzenie i kreto$¢ naczyn (gtéwnie po stronie zylnej); przecieki
barwnika; zmniejszenie strefy beznaczyniowej doteczka i prolifera-
cje naczyniowe, ktore sg typowe dla retinopatii cukrzycowej.
Stwierdzane przez nich anomalie w badaniach histopatologicznych,
takie jak krwotoki srédsiatkéwkowe, obrzek siatkéwki, ogniska pro-
liferujacych komérek endotelium i proliferacje przedsiatkéwkowe,
byty réwniez charakterystyczne dla zmian wystepujacych w prze-
biegu cukrzycy (15). Inne zaburzenia spowodowane wewnatrzgat-
kowymi iniekcjami czynnika VEGF to wzrost siatkdwkowego prze-
ptywu krwi i nowotwdrstwo naczyniowe (1).

Czynnik VEGF powoduje oddzielanie perycytéw od btony pod-
stawnej i ich utrate, co ma kluczowe znaczenie w rozwoju mikro-
aneuryzmatéw (6,15). Zwazywszy ze perycyty moga hamowac
proliferacje komorek $rodbtonka, spadek ich liczby moze dodatko-
wo potegowac mitogenne dziafanie tej cytokiny na komérki endo-
telium (5). Jego rola w tworzeniu mikroaneuryzmatéw polega
réwniez na rozszerzaniu naczyn krwionosnych poprzez wzrost

poziomu tlenku azotu i syntazy NO w siatkéwce (6). Mikroaneury-
zmaty nie tworzg sie w tetniczkach i tetnicach, gdyz miesnidwka
tych naczyn utrudnia biologiczng dostepnos¢ VEGF poza tym
komérki migsnidwki gtadkiej obecne w tego typu naczyniach moga
hamowac proliferacje komérek srédbtonka wywotang VEGF poprzez
produkcje TGF-B (15).

Rola czynnika VEGF w zamykaniu drobnych naczyn w przebiegu
retinopatii cukrzycowej polega na: 1) wywotywaniu przerostu
komorek $rédbtonka, co w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia,
a pozniej zamykania $wiatta naczynia wiosowatego; 2) indukowa-
niu produkgji czynnika tkankowego i czynnika von Willebranda, co
sprzyja tworzeniu wewnatrznaczyniowych skrzepéw, zamykajacych
Swiatfo naczynia (5,6). 3) Kolosalne znaczenie w zamykaniu drob-
nych naczyn w przebiegu cukrzycy ma fakt, ze VEGF powoduje
zwiekszenie ekspresji czastki adhezyjnej ICAM-1 na komérkach
$rédbtonka, co w rezultacie powoduje adhezje aktywnych granulo-
cytéw i monocytéw do endotelium i zatykanie Swiatfa kapilaréw
(6). Nastepuje wéwczas gromadzenie leukocytéw w kapilarach na
skutek zwigkszonej ich adhezji do endotelium, co sprzyja wtérnemu
uwalnianiu przez nie czynnika VEGF (5). Konsekwencjami cukrzyco-
wej adhezji leukocytéw sg wzmozona przepuszczalno$¢ naczyn,
uszkodzenie komérek $rédbtonka i ich apoptoza oraz brak perfuzji
w naczyniach, co w rezultacie powoduje pogtebianie niedotlenienia
w obrebie siatkéwki.

Kolejny objaw retinopatii cukrzycowej to zatamanie bariery
krew — siatkéwka. Udziat czynnika VEGF w powstawaniu tej pato-
logii jest bardzo istotny i polega przede wszystkim na zwiekszeniu
przepuszczalnosci Srodbtonka naczyn poprzez zmiane uktadu mie-
dzysrédbtonkowych biatek taczacych, takich jak VE-kaderina czy
biatka obwédki desmosomalnej, np. okludyna (3). Do wystapienia
tej anomalii przyczyniaja sie réwniez wspomniana wczesniej zwiek-
szona adhezja leukocytow oraz utrata perycytéw, powodujgca
zmniejszenie szczelnosci $ciany naczyn. Zwiekszenie przepuszczal-
nosci naczyh po wptywem czynnika VEGF dotyczy w pierwszej
kolejnosci zytek siatkéwkowych i naczyrn wtosowatych (17). Bada-
nia Funatsu i wsp. wykazaty, ze u oséb z cukrzycowym obrzekiem
plamki w zatamaniu bariery krew — siatkéwka i/ lub krew — ciecz
wodnista uczestniczy czynnik VEGF tacznie z interleuking 6,
a poziom IL-6 w osoczu moze by¢ wrecz wskaznikiem zapowiadaja-
cym wystapienie tego groznego powikfania (4). Intensywna insuli-
noterapia moze powodowac zaostrzenie retinopatii cukrzycowej —
dzieje sie tak na skutek przejciowego pogorszenia zatamania
bariery krew — siatkéwka poprzez zwigkszenie poziomu czynnika
VEGF i VEGF mRNA pod wptywem insuliny (11).

Najwazniejszy w patogenezie retinopatii cukrzycowej jest wptyw
czynnika VEGF na angiogeneze, czyli tworzenie nowych niedojrzatych
naczyn krwionosnych na bazie istniejgcych juz struktur (17). Czynni-
kiem inicjujgcym nowotworstwo naczyniowe w tej jednostce choro-
bowej jest przewlekte niedotlenienie siatkowki (1,2). Dochodzi wow-
czas do zwiekszenia produkgji tego czynnika wzrostowego. Poza tym
pofaczenie czynnika VEGF i innych cytokin z receptorami na powierzch-
ni komérek endotelium indukuje tzw. przetgczenie tych komérek na
angiogenny fenotyp. Pod wptywem VEGF nastepuijg sekrecja kolage-
nazy i w efekcie trawienie i degradacja btony podstawnej, co umoz-
liwia migracje i proliferacje komérek endotelium (13). Z kolei wzrost
przepuszczalnosci naczyn po wplywem czynnika VEGF sprzyja
zewnatrznaczyniowemu odktadaniu sie fibryny, stanowigcej szkielet,
po ktérym poruszajg sie migrujace komorki srédbtonka. W dalszym
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etapie nastepuje wytwarzanie tzw. kietkéw naczyniowych. Proces
angiogenezy konczy odtworzenie btony podstawnej i napefzniecie
perycytow. Neowaskularyzacja w przebiegu retinopatii cukrzycowej
pojawia si¢ w obrebie siatkéwki i teczéwki. Pochodzi ona gtéwnie
z zytek i zyt, czemu sprzyja cienko$¢ $ciany tych naczyn i w zwiazku
z tym tatwiejszy dostep VEGF do receptoréw, a takze mniej komérek
przydanki, ktére mogtyby utrudnia¢ migracje proliferujgcych komérek
Srodbtonka (15).

Zastosowanie inhibitorow VEGF

w terapii retinopatii cukrzycowej

Grozne nastepstwa zwiekszonej produkcji VEGF w narzadzie
wzroku w przebiegu cukrzycy sktaniajg badaczy do préb zastosowa-
nia inhibitorow tego czynnika wzrostowego w terapii retinopatii
cukrzycowej (8). Nie jest wykluczone, ze taka terapia mogfaby zapo-
biec powstawaniu cukrzycowego obrzeku siatkéwki i rozwojowi
nowotwdrstwa naczyniowego. Nalezy zdawac sobie jednak sprawe
z potencjalnych niebezpieczenstw takiej kuracji. Przy podaniu
doszklistkowym istnieje mozliwos¢ takich powiktan, jak odwar-
stwienie siatkéwki czy infekcja bakteryjna, z kolei przy podaniu
0gdlnym mozliwe jest uszkodzenie naczyn, prowadzace do krwoto-
kéw i powiktan zakrzepowo-zatorowych, czy wrecz zaburzenie
naczyniowej integralnosci (8). Poza tym celowana supresja recepto-
réw VEGF moze prowadzi¢ do uszkodzenia trzustki (8). Obecnie
w badaniach klinicznych jest wiele substancji hamujgcych czynnik
VEGF. Najwieksze nadzieje wiaze sie monoklonalnymi przeciwciafa-
mi anty-VEGF i inhibitorami receptoréw kinazy tyrozynowej (3,8).
Czynione s préby ogélnego stosowania inhibitora PKC o nazwie
LY333531, obnizajgcego poziom VEGF, w retinopatii proliferacyjnej
i cukrzycowym obrzeku plamki (1). Kolejny preparat — Bucillamina,
ktéra hamuje produkcje czynnika VEGF i ekspresje VEGF mRNA —
jest stosowany z powodzeniem w retinopatii do$wiadczalnej
u zwierzat (7). W innych badaniach na modelu zwierzecym stwier-
dzono, ze blokada receptoréw typu 1. angiotensyny Il powoduje
wyrazne zmniejszenie neowaskularyzacji siatkdwkowej (14). Z kolei
stosowanie inhibitorow enzymu konwertujacego angiotensyne (np.
enalaprilu) powoduje obnizenie poziomu czynnika VEGF w ciele
szklistym pacjentow z retinopatig cukrzycowgq proliferacyjng i moze
mie¢ dziafanie ochronne na siatkéwke w cukrzycy, gtéwnie poprzez
zmniejszenie przepuszczalnosci drobnych naczyn (14). Zastosowa-
nie endogennych inhibitoréw angiogenezy réwniez mogtoby wpty-
na¢ na zmniejszenie wewnatrzgatkowego stezenia tej cytokiny
wzrostowej. Na przykfad endostatyna hamuje migracje i proliferacje
komorek srodbtonka, a jej ekspresja koreluje z ekspresjg VEGF (10).
Podobne dziatanie ma angiostatyna (12). Korzystne dziatanie tera-
peutyczne laserokoagulacji siatkéwki polega m. in. na wywotywa-
niu produkgji angiostatyny z plazminogenu obecnego w siatkéwce,
co w rezultacie prowadzi do spadku zawartosci czynnika VEGF
w ciele szklistym nawet o 75% (1,12). Kazdy rok przynosi nowe
odkrycia. By¢ moze juz wkrétce zwiekszg one mozliwosci zwalcza-
nia retinopatii cukrzycowej, ktéra wcigz pozostaje gtéwng przyczy-
ng $lepoty w krajach wysoko rozwinietych.
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