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Streszczenie:

W pracy przedstawiamy molekularne podstawy mechanizméw zaangazowanych w neowaskularyzacje rogéwkowa. Awaskularno$c¢

rogéwki warunkuje subtelna réwnowaga miedzy czynnikami sprzyjajgcymi a przeciwdziatajgcymi powstawaniu nowych naczyn
w jej obrebie. Chociaz perspektywa terapeutycznego wykorzystywania rozlegtej wiedzy o molekularnych mechanizmach zawiadujg-
cych angiogenezg w ludzkiej rogéwce wydaje sie odlegta, proby zastosowania klinicznego niektdrych znanych juz substancji napa-
wajg optymizmem. Artykut opiera sig na licznych publikacjach dotyczacych angiogenezy rogéwkowe;.

Stowa kluczowe:

newoaskularyzacja rogéwkowa, angiogeneza rogéwkowa, receptor CD 36, VEGF, trombospondyny, angiostatyna.
In this article, we try to describe the fundamentals of the molecular mechanisms implicated in the corneal neovascularization.

Corneal avascularity is maintained by a subtle balance between the constant and active production of proangiogenic and angio-
static factors. At present, the prospect of clinical and therapeutic application of this knowledge seems to be distant, but some
of the recent studies investigating the already known substances instill optimism. This work is based on data from the recently

Summary:
published reports on the corneal angiogenesis in its complexity.
Key words: corneal neovascularization, corneal angiogenesis, CD 36 receptor, VEGF, thrombospondin, angiostatin.
Wstep

Elementarng funkcjg rogdéwki jest przepuszczanie i zatamy-
wanie promieni $wietlnych. Awaskularno$¢ rogdwki warunkuje
subtelna réwnowaga miedzy czynnikami sprzyjajgcymi a przeciw-
dziatajgcymi powstawaniu nowych naczynn w jej obrebie. Awa-
skularno$¢ jest zjawiskiem stabo poznanym, chociaz od kilku lat
intensywnie badanym. Rogdwka moze ulega¢ neowaskularyzacji
w odpowiedzi na bodziec zapalny, uraz lub hipoksje. W ostatnich
latach dowiedziono, ze utrzymywanie awaskularnosci rogéwki jest
dynamicznym procesem implikujagcym konieczno$¢ nieustannej
produkcji czynnikéw pro- i antyangiogenicznych.

Neowaskularyzacja jest procesem tworzenia nowych naczyn
w tkance uprzednio awaskularnej. Moze to nastgpi¢ za posred-
nictwem dwdch mechanizméw mieszczacych sie w tej kategorii
waskulogenezy lub angiogenezy. Waskulogeneza jest procesem
tworzenia nowych naczyn, gtéwnie w toku embriogenezy, z an-
gioblastéw pochodzacych ze szpiku kostnego, w duzej mierze
niezaleznie od istniejgcej juz lokalnie sieci naczyniowej. Podstawa
angiogenezy sq rekrutowanie i proliferacja komorek $rodbtonka —
do formowania naczyn wykorzystywane sg struktury naczyniowe
znajdujace sie na miejscu. W przypadku rogéwki jest to przy-
brzezny pier§cien naczyniowy pochodzacy z tetnic rzeskowych
przednich, ktdre biorg poczatek w tetnicy ocznej.

Histologicznie neowaskularyzacja moze dotyczy¢ gtebokiej
warstwy migzszu ponad btong Descemeta — w przebiegu zapalen

herpetycznych i kitowych, miagzszu w jej centralnej czesci — jest
to charakterystyczne dla zapalen wirusowych, oraz zapalef po-
wierzchownej warstwy pod nabtonkiem w przypadku wielu infek-
cyjnych zaburzen powierzchni oka.

Szacuije sig, ze globalnie okoto 20% przeczepionych rogéwek
podlega temu procesowi wtérnie, w mniej lub bardziej nasilonym
stopniu (1, 2).

Uwaza sie, ze w procesie neowaskularyzacji rogéwkowej
bierze udziat wiele znanych czynnikéw, sposréd nich najczesciej
wymienia sie¢ naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu (Vascu-
alar Endohelial Growth Factor — VEGF), czynnik wzrostu fibrobla-
stéw (Fibroblast Growth Factor — FGF), czynnik trancksrypcji c-
-Jun oraz metaloproteinazy macierzy komorkowej. Do czynnikéw
przeciwdziatajgcych angiogenezie, chronigcych awaskularno$é
rogéwki, mozna zaliczy¢ trombospondyny (TSPs), angiostatyne,
rozpuszczalne receptory VEGFR1 i VEGFR2, endostatyne, resty-
ne, kanstatyne, tumstatyne, receptor powierzchniowy CD 36 oraz
czynnik pochodzacy z nabfonka barwnikowego (PEDF) (2,3).

Rodzina VEGF

Najwazniejszym i jednoczes$nie najlepiej poznanym czyn-
nikiem promujgcym angiogeneze jest $rédbtonkowy czynnik
wzrostu VEGF, dawniej nazywany czynnikiem przepuszczalno$ci
naczyniowej VGF (Vessel Premeability Factor). VEGF to nazwa
duzej rodziny czynnikéw ptytkowych, do ktdrej naleza VEGF-A,
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VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E i PIGF — tozyskowy czynnik
wzrostu. Ekspresja VEGF jest regulowana przez hormony piciowe,
tlen, kobalt, wolne rodniki oraz cAMP. Wszystkie odmiany VEGF
taczg sie z receptorami powierzchniowymi majgcymi aktywno$é
kinazy tyrozynowej. Najwiecej wiadomo o VEGF-A, ktdry odgry-
wa kluczowsg role, jak sie wydaje, zaréwno w procesie angioge-
nezy, jak i waskulogenezy. VEGF jest produkowany przez m.in.:
makrofagi, limfocyty T, astrocyty, pericyty, komérki nabtonka
barwnikowego siatkdwki, komérki migsni gtadkich w odpowie-
dzi na hipoksje oraz bodzce zapalne. Receptorami dla VEGF silnie
zwigzanymi z angiogenezg i majacymi aktywnos$¢ kinazy tyrozy-
nowej sg VEGFR-1 i odgrywajacy drugorzedng role VEGFR-2 (4,
5). W proces przekazywania sygnafu w kaskadzie VEGF zaanga-
zowane sg réwniez angiopoetyny majace powinowactwo do re-
ceptorow Tie-2. Wykazano, ze zwigkszone stezenie rozpuszczal-
nego receptora Tie-2 hamuje nowotworzenie naczyn w rogéwce
w warunkach hipoksji i istotnego zapalenia. W wielu niezaleznych
badaniach dowiedziono, ze nadprodukcja VEGF ma miejsce w ko-
mdrkach nowotworowych, w rogéwkach podlegajacych neowa-
skularyzacji, w koloniach makrofagéw pochodzacych z naciekéw
zapalnych z migzszu oraz tkanki bliznowatej rogéwki (5, 6).

FGF i pochodne

Innym znanym czynnikiem angiogenezy jest bFGF — podsta-
wowy czynnik wzrostu fibroblastéw. Strukturalnie nalezy do pep-
tydéw angiogenezy wigzacych heparyne. Rodzina FGF jest grupg
czynnikéw pleiotropowych oddziatujgcych m.in. na komérki $réd-
btonka naczyn. Ligandami dla nich sg proteoglikany HSPG oraz
receptory FGFR (FGFR-1, FGF-2, FGF-3, FGF-4) majace podobnie
jak VEGFR aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej. Ekspresja FGF-1 ma
miejsce w nabtonku zdrowej rogéwki o nienaruszonej integralno-
$ci, natomiast FGF-2 jest w stanie silnej nadekspresji w rogow-
kach, ktére doznaty urazu. Kiedy FGF-1, FGF-2 i FGF-4 potaczg sie
ze swoimi receptorami FGFRs, dochodzi do autofosforylaciji tych
drugich, to aktywuje molekuty Shc, FRS2 i Crk. W konsekwenc;ji
mozliwa staje sie proliferacja komérek $rddbtonka prowadzaca
do angiogenezy nie tylko poprzez aktywacje kaskady kinazy MAP
(Mitogen Activated Protein), ale réwniez poprzez blokowanie ak-
tywacji PKC (Protein Kinase C). Funkcja FGFR polega réwniez na
degradowaniu macierzy zewnatrzkomorkowej, ktdére poprzedza
angiogeneze. Dzieje sig tak dzieki FGFR-1 (6, 7). FGFR-2 i FGFR-4,
ktére znacznie nasilaja produkcje przez komoérki srédbtonka uPa
(urokinase — type Plasminogen activator), torujg droge nowym
naczyniom. lzoformy FGF-2, FGF-8 oraz FGF-10 powodujg chemo-
taksje oraz migracje i proliferacje komoérek $rodbfonka. Nie bez
znaczenia pozostajg integryny alfa-V beta-3 oraz kadheryny, kté-
rych ekspresje réwniez nasila FGF-2.

Udowodniono, ze system ziozony z gtownie z FGF-2 i VEGF/
VEGFR indukuje dojrzewanie nowych naczyn poprzez produkcje
komoérek $rédbtonka i komponentéw macierzy wewnatrzkomor-
kowej (6-8). Naukowcy z Department of Surgery w Munich
University Medical Center przeprowadzili badanie, w ktérym wy-
korzystali wiedze, ze komdrki raka trzustki wykazuja wzmozong
produkcje VEGF-C bedacego czynnikiem angiogenezy — w tym
przypadku nowotworowego, sprzyjajacego ekspansji guza.

Postawiono teze, ze inhibicja jednego z kluczowych posredni-
kéw w kaskadzie angiogenezy — src kinazy, poprzez zablokowa-
nie jej fosforylaciji, spowoduje zahamowanie catego procesu albo

jego znaczng supresje. Site, z jaka spreparowany inhibitor src
kinazy (PP2) wptywa na zdolno$¢ migracji i proliferacji komérek
$rddbtonka pochodzacego z guza, mierzono metodg Western Blot.
Dziataniu inhibitora PP2 poddano réwniez komérki $rédbtonka po-
chodzace z patologicznych naczyn migzszu mysich rogéwek. Oka-
zato sig, ze inhibitor kinazy src zdecydowanie obniza zdolno$¢ pro-
liferowania i migracji komdrek srédbfonka oraz znacznie zmniejsza
stezenie VEGFC, hamujgc tym samym tworzenie nowych naczyn
w tkance pierwotnie awaskularnej (8-12). W badaniu z 2009
roku, przeprowadzonym w Shandond Eye Institute, postanowiono
zbadaé zalezno$¢ miedzy neowaskularyzacjg rogdwkowa a nie-
ktérymi znanymi juz czynnikami podejrzewanymi o odgrywanie
roli w regulacji angiostazy (11, 12). W rogéwkach czterdziestu
szczurow wywotano wiéknienie i neowaskularyzacje poprzez
oparzenie chemiczne. W 1., 3. i 7. dniach od oparzenia wykry-
wano metodg immunohistochemiczng TGF-beta 1 (Transforming
Growth Factor beta), alfa-SMA (aktyne pochodzacg z mig$niéw-
ki gtadkiej) oraz proteine aktywacii fibroblastéw FAP. W dniach
3. i 7. do identyfikacji FAP w rogéwkach uzyto RT-PCR, aby zi-
dentyfikowaé komérki $rédbtonka naczyn wykorzystano swoiste
biatko powierzchniowe CD 31, w celu wykrycia kolagenu typéw
I'i Il natomiast zastosowano mikroskopie polaryzacyjng (9—11).
Okazato sig, ze w miejscu neowaskularyzacji w pierwszej
kolejno$ci dochodzi do ekspresji TGF-beta 1, pdzniej niemal réw-
noczes$nie pojawiajg sie alfa-SMA i FAP. W bezposrednim sa-
siedztwie ogniska angiogenezy w migzszu zaczely powstawac
keratocyty bogate w FAP. Reakcja taficuchowa polimerazy (Poly-
merase Chain Reaction — PCR) potwierdzita, ze FAP jest biatkiem
obecnym jedynie w rogéwkach, w ktérych wystepuje neowsaku-
laryzacja. Przy okazji potwierdzono, ze neowaskularyzacji w migz-
szu towarzyszy strukturalna rearanzacja kolagenu typéw | i lll
(10, 11). Angiostatyna jest proteolitycznym fragmentem (38kDA)
plazminogenu. Wiadomo, ze angiostatyna czesto jest wytwarza-
na w pierwotnym guzie nowotworowym — to substancja maja-
cg zdolno$¢ hamowania tworzenia przerzutéw, lokalnie blokuje
angiogeneze. Z powodzeniem zastosowano rekombinowang an-
giostatyne, wywolujac supresje aktywnos$ci metastatycznej na
modelach zwierzecych. Angiostatyna hamuje neowaskularyzacje
zaréwno indukowang przez FGF, jak i przez uraz. Dowiedziono
zaangazowania angiostatyny w zachowaniu rogéwkowej awa-
skularno$ci w procesie gojenia (13). Wysokiej aktywnos$ci angio-
statyny w rogéwce moga dowie$¢ wystepowanie jej w duzym
stezeniu w filmie tzowym u uzytkownikéw soczewek kontakto-
wych i fizjologiczna obecnos$¢ plazminogenu w nabtonku rogdwki.
Wykryto obecnos$¢ angiostatyny w komérkach nabtonka rogéwki
zaréwno w hodowli, jak i in vivo. W preparatach rogéwek pod-
danych lizie sukcesywnie mierzono stezenia plazminogenu i an-
giostatyny, okazato sig, ze kolejno w pomiarach prowadzonych
po 6, 12 i 24 godzinach stezenie plazminogenu zmniejszato sie
na korzy$¢ angiostatyny. Pomiary (metodg ELISA) stezen tych
samych substancji w rogéwkach mysich, uprzednio poddanych
keratektomii laserowej, potwierdzity teze, ze angiostatyna odgry-
wa znaczacg role w zapobieganiu tworzeniu sig¢ nowych naczyn
w procesie gojenia i ich ekspansji (14). W 2002 roku przepro-
wadzono pierwsze badanie, ktére ujawnito role angiostatyny jako
czynnika antyangiogenicznego. Hodowli poddano dwie grupy
komérek pochodzacych z utkania guza ptuc Lewisa — jedng byty
komérki o niskiej aktywno$ci metastatycznej i o duzej zdolno-
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$ci do produkciji angiostatyny (low metastatic — LM), drugg za$
komérki o wigkszej ztosliwosci, w ktérych stezenie angiostayny
(High Metastatic — HM) byto niskie. Utworzono trzy grupy myszy,
u ktérych mechanicznie i chemicznie usunigto nabtonek rogéweki.

U myszy z pierwszej grupy w rogéwki nie interweniowano,
u myszy z dwdch pozostatych grup podskérnie zaimplantowano
komérki pochodzace z utkania guzéw — LM i HM. Rogéwki pod-
dano analizie po uptywie odpowiednio 2 i 4 tygodni od poczatku
eksperymentu. Neowaskularyacje kwantyfikowano za pomoca
metody immunocystochemicznej z uzyciem CD31. Okazato sie,
ze myszy, u ktérych wszczepiono komérki LM (produkujace duzo
angiostatyny), neowaskularyzacja nie przekraczata 5%, u myszy
z grupy tumor-free byta okoto 60-procentowa, u myszy za$ z gru-
py, w ktdrej w komérkach stezenie angiostatyny byfo najnizsze —
byfa ona okoto 75-procentowa. Po raz pierwszy zatem wykazano,
ze angiostatyna spowodowata inhibicje i regresje neowaskulary-
zacji. Rogéwka byta pierwszg tkanka, w ktérej dowiedziono tego
zjawiska (15).

Rola restyny i endostatyny

Restyna i endostatyna naleza do wspéinej rodziny kolage-
nu, sklasyfikowane sg jako multipleksyny najcze$ciej umiejsco-
wione w tkance okotonaczyniowej. Endostatyna zostata po raz
pierwszy wykryta w utkaniu hemangioendothelioma. Jest frag-
mentem domeny NC1 z tancucha kolagenu XVIII. Kolagen XVIII
pojawia sie¢ w prenatalnej tkance ocznej, w btonach podstaw-
nych i wykazuje silne wiasciwos$ci antyangiogeniczne. Restyna
natomiast jest fragmentem czasteczki kolagenu XV. Kolagen XV
wystepuje w migsniu sercowym, migsniach szkieletowych, ner-
kach i tozysku. Endostatyna i restyna daja sie izolowaé z ludzkiej
surowicy krwi, to sugeruje, ze sg fizjologicznie wystepujgcymi
produktami proteolizy kolagenu. Domena NC1 zawiera miejsca
cigcia dla metaloproteinaz i katepsyny L. Postuluje sig, ze naj-
pierw NC1 jest trawiona przez metaloproteinazy — 3., 7., 9., 12.,
13. 1 20., pézniej na powstate fragmenty dziata katepsyna L — to
prowadzi do powstania dojrzalej endostatyny. Udowodniono,
ze endostatyna faczy sie z tropomiozyna, integrynami, sVEGFR,
glipikanami i metaloproteinazami w mechanizmie blokowania
migracji i proliferacji komdrek $rodbfonka. Edostatyna powoduje
zablokowanie komoérek $rédbtonkowych w fazie G1. Pofgczenie
endostatyny z tropomiozyng jest kluczowe dla proceséw takich
jak: morfogeneza komdrkowa, transport wewnatrzkomérkowy,
cytokineza albo skurcz migsni. Endostatyna blokuje zalezng od
VEGF fosforylacje KDR/flk1 i aktywacje ERK, p38, MAPK i p125,
to jest kluczowe w procesie dzielenia sie komérek $rodbtonka,
ich migracji i proliferowania. taczenie sig endostatyny z KDR/lk1,
a nie bezposrednio z VEGF, sugeruje bezposrednig interakcje en-
dostatyny z KDR/flk1, a zatem blokowanie taczenia sie VEGF ze
$rodbtonkiem (16). Dodatkowo udowodniono, ze terapia endo-
statyng aktywuje kaspaze 3, ktdra jest wewnatrzkomérkowa pro-
teazg nasilajgca apoptoze komoérek $rddbtonka, przeciwdziatajac
tym samym angiogenezie.

Wispostatyna-1 (WISP-1) — wariant trombospondyny

Celem niezwykle interesujgcego badania przeprowadzonego
w 2009 roku w Winner Eye Institue byto zbadanie roli trombo-
spondyny w hamowaniu neowaskularyzacji w rogéwce i naczy-
niéwce. Analizie poddano peptyd pochodzacy z trompospondy-

ny 1 (TSP — 1) — nazwany wispostatyng -1 (WISP-1). Najpierw
hodowla ludzkich komérek $rddbtonka zostata poddana dziataniu
wispostatyny, pdzniej oceniono wptyw WISP-1 na neowaskula-
ryzacje rogéwki odpowiednio wywotang miejscowym podaniem
b-FGF oraz indukowang laserem. Okazalo sig, ze wispostatyna-1
manifestuje dziatanie hamujgce zaréwno migracje, jak i prolifera-
cje komérek srédbtonka in vitro. In vivo badany peptyd komplet-
nie zahamowat neowaskularyzacje wywotang przez bFGF, w du-
zej mierze réwniez nowotworzenie sie naczyi w odpowiedzi na
dziatanie lasera.

Hamowanie neowaskularyzacji rogéwkowej przez wisposta-
tyne-1 zostato potwierdzone i in vivo, i in vitro. ldentyfikacja no-
wego inhibitora pozwala lepiej pozna¢ patogeneze neowaskulary-
zacji rogéwki. Wyniki badania napawajg optymizmem, ujawniaja
bowiem potencjat terapeutycznego zastosowania nowej substan-
cji w leczeniu chordb rogdwki (16—18).

Receptor CD 36

CD 36 jest endogennym poliwalentnym receptorem, ktory
ma potencjalng zdolno$¢ taczenia sie z ligandami takimi jak m.in.
TSP-1, lipoproteiny o matej gestosci, kolagen lub komérki apopto-
tyczne. Receptor CD 36 wystepuje bardzo powszechnie, do jego
ekspresji dochodzi m.in. w makrofagach, w komérkach nabton-
ka barwnikowego oraz komdrkach $rédbtonka naczyn, gtéwnie
w obrebie mikrokrazenia. Udowodniono, ze znaczaca role od-
grywa w procesach takich jak: fagocytoza, metabolizm lipiddw,
oczyszczanie si¢ tkanki z komérek ulegtych apoptozie i angio-
geneza (18). Na podstawie tej wiedzy postawiono teze, ze usu-
nigcie receptoréw CD 36 moze wptynaé na neowaskularyzacje
w rogéwce mysiej. Spreparowano dwie grupy mysich samcéw,
jedna catkowicie zdrowg o prawidfowych rogéwkach — wild-type
(CD 36 +/+), drugg za$ po genetycznej ablacji receptora CD 36
(CD 36- deficient CD 36 -/-). Osobniki z obu grup byly u§miercane
po uptywie odpowiednio 4, 16, 52 i 78 tygodni, a ich rogéwki
zostaly poddane szczegétowej analizie. Metodami fotografii cyfro-
wej analizowano makroskopowe zmetnienie rogéwek, wykonano
tez preparaty histologiczne, a ponadto biorgc pod uwage iloscio-
wa PCR, zmierzono stezenia substancji podejrzewanych o $cisty
zwigzek z angiogeneza.

U samcéw myszy z grupy wild-type w zadnej rogéwce nie
wystapito zmetnienie, u samcéw z grupy CD 36-deficient poczat-
kowo, po uptywie 4 i 16 tygodni od zabiegu, nie zaobserwowano
cech metnienia, natomiast po 52 tygodniach od zabiegu u '/; ba-
danych myszy rogéwki zmetniaty catkowicie, po 78 tygodniach
od zabiegu za$ zjawisko to miato miejsce u 90% myszy. Preparaty
histologiczne, przygotowane w klasyczny sposéb (4-procentowy
paraformaldehyd, parafina, sekcje 6 mikrondw), réwniez poddano
analizie. Po 4 tygodniach rogéwki u myszy z obu grup, tych zdro-
wych, u ktérych ekspresja CD 36 byfa prawidtowa, i tych, u ktd-
rych wykonano ablacje CD36, byly niezmienione patologicznie
i catkowicie poréwnywalne. Po uptywie 52 tygodni poréwnano
obie grupy badanych myszy — u myszy z grupy CD 36 zauwazono
nacieki leukocytarne w migzszu i nowo tworzace si¢ naczynia,
réwniez nabtonek byt lokalnie uniesiony i obrzekniety. Po uptywie
78 tygodni zjawiska opisane poprzednio tylko sie nasility — licz-
ba naczyh w migzszu zwigkszyta sig, naciek leukocytarny stat sie
jeszcze bardziej ewidentny, zaobserwowano tworzenie sig tkanki
bliznowatej, widoczne byty uniesienie, duzy obrzek i ,spetzanie”

ISSN 0023-2157 Index 362646



Piotr Krawczyk, ANNA M. AvBRroziak, JAcEK P. SzaFuik

nabtonka. Warto przypomnie¢, ze rogdwki myszy z obu grup nie
byly poddane zadnym dziataniom mechanicznym ani farmakolo-
gicznym. Jedyng ingerencja byla genetyczna modyfikacja, pole-
gajagca na supresji CD 36. Uzywajac ilosciowej metody PCR, pod-
jeto prébe zbadania zwigzku deficytu receptora CD 36 z ekspresjg
mRNA TSP-1, VEGF-A, JNK-1 i c-Jun. Po 4 tygodniach nie odno-
towano istotnej réznicy miedzy grupami. Po 52 tygodniach eks-
presja TSP-1 zmniejszyta sig, duzo wyrazniej natomiast wzrosta
ekspresja proangiogenicznych VEGF-A, JNK-1 oraz c-Jun. W wa-
runkach deficytu receptora CD 36 w rogéwkach samcéw myszy
z grupy CD36-deficient doszio do neowaskularyzacji w korelacji
ze zmniejszong ekspresjg trompospondyny 1 (TSP 1) i ze zwigk-
szonymi stezeniami mRNA VEGF-A, JNK-1 i c-Jun. Zmetnienie
rogéwki w duzym uproszczeniu jest konsekwencjg nacieku leu-
kocytarnego i obrzgeku. W opisywanym doswiadczeniu nie iden-
tyfikowano komérek nacieku zapalnego, ale w $wietle wiedzy,
ze za produkcje proangiogenicznego VEGF-A sa odpowiedzialne
takze makrofagi, takg wersje przyjeto. Kiedy ekspresja CD 36 jest
drastycznie obnizona, dochodzi do degeneraciji nabtonka, moze to
sugerowac, ze CD 36 odgrywa réwniez wazna role w zachowaniu
integralno$ci rogéwki. Rogéwka jest nieustannie eksponowana
na stale oddziatujgce na nig szkodliwe bodzce ze Srodowiska ze-
wnetrznego.

Dzigki dynamicznie utrzymywanej réwnowadze migdzy czyn-
nikami proangiogenicznymi a angiostatycznymi, w odpowiedzi na
owe wrogie bodzce rogéwka zachowuje awaskularno$¢, a wiec
przezierno$¢. Z wiekiem mozliwosci obronne rogéwki zmniejsza-
ja sie, a uczestnictwo CD 36 w tych procesach staje sie coraz
bardziej niezbedne, tego wyraznie dowodzi do$wiadczenie gene-
tycznej ablacji tego receptora. Po 4 tygodniach dokonano analizy
molekularnej — u myszy z grupy z deficytem CD 36 zaobserwowa-
no paradoksalny wzrost trombospondyny, kiedy stezenia VEGF,
JNK-1 i c-Jun byly jeszcze niskie. Na postawie wynikéw badania
autorzy niniejszej pracy sa sktonni uwazag, ze istnieje cata grupa
jeszcze niepoznanych czynnikdw hamujgcych angiogeneze i to
w jej poczatkowej fazie. Wiadomo, ze fosforylacja czynnika c-Jun
umozliwia aktywacje JNK, to z kolei umozliwia dziatanie VEGF-A.
Udowodniono réwniez, jaka jest rola c-Jun w indukowaniu an-
giogenezy poprzez stymulowanie ekspresji i aktywno$ci metalo-
proteinaz (18, 19). Z drugiej strony wigzanie si¢ CD 36 z TSP1
prowadzi do zaleznej od apoptozy inhibicji neowaskularyzacji ro-
géwkowej. Warto tez pamietaé, ze w warunkach deficytu CD 36
znaczaco zmniejsza sie produkcja rozpuszczalnego receptora dla
VEGF — sVEGFR-1, ktéry — jak sie wydaje — odgrywa bardzo waz-
ng role w blokowaniu angiogenezy, wigzac i immobilizujgc tym
samym VEGF (1, 3, 19, 20). Paradoksalne mogq sie wyda¢ wy-
niki doswiadczenia przeprowadzonego w 2010 roku — w rogow-
kach mysich pozbawionych zupetnie trompospondyny nie odno-
towano neowaskularyzacji w zadnym przypadku (20).

Angiotensyna

Najnowsze doniesienia sygnalizujg réwniez silny zwigzek
angiogenezy rogéwkowej z uktadem RAA. W pracy z 2010 roku
Sharma i wsp. opisali badania, w ktérych podieli prébe zbadania
mozliwosci istnienia komponentéw uktadu renina—angiooten-
syna w rogéwece i ich ewentualnego wptywu na angiogeneze
w tej tkance (21). Uktad renina angotensyna (RAS) jest jednym
z najsilniejszych regulatoréw ci$nienia tetniczego krwi i objeto-

$ci ptynéw w organizmie. Poza nerkami renina wystepuje m.in.
w mdzgu, mies$niu sercowym, jadrach i jajnikach. Dowiedziono,
ze w oku istnieja: renina, angiotensynogen oraz receptory dla
angiotensyny Il w ciele rzeskowym, naczyniéwce, komérkach
nabfonka barwnikowego, komérkach zwojowych oraz w komoér-
kach Miillera siatkéwki. Udowodniono, ze angiotensyna oraz en-
zym konwertujgcy ACE sg obecne w ciele szklistym. Obecno$¢
reniny wykazano w komdrkach nabtonka barwnikowego, ale nie
w siatkdwce neurosensorycznej, obecno$¢é angiotensynogenu
i ACE natomiast wykazano w obu tych strukturach, to dowodzi
niestatej ekspresji uktadu RAS w réznych komérkach tej samej
tkanki — w tym przypadku siatkéwki. Klasycznie podaje sie,
ze angiotensyna Il reguluje réwnowage elektrolitowa, objetosé
krazacych ptyndw i ci$nienie tetnicze. Wedtug licznych donie-
sien angiotensyna Il w wysokim stezeniu moduluje ekspresje
kolagenu, fibronektyny oraz wielu metaloprotein, uczestniczy
tym samym w procesach takich jak wiéknienie i gojenie sie
rany. Ostatnio opisuje sie angiotensyne Il jako czynnik mogacy
modulowaé proces angiogenezy, w tym chemotaksje komdrek
$rddbfonka i naczyniowych komérek miesni gtadkich, opisuje
sie takze mozliwy wptyw tego czynnika na zwigkszong trans-
krypcje VEGF. Podejrzewa sig zatem, ze angiotensyna Il moze
promowa¢ angiogeneze. Rozsadna wydaje sie wiec teza, ze su-
presja angiotensyny Il moze prowadzi¢ do hamowania angioge-
nezy. Wiele badan wykazato, ze ACE-inhibitory moga blokowa¢
proliferacje komérek i ekspresje VEGF.

Antyangiogeniczny efekt ACE-inhibitoréw w strukturach ra-
kowych udowodniono wielokrotnie na modelach zwierzecych.
Whykazano réwniez ich wptyw na hamowanie wzrostu guza
i blokowanie produkcji VEGF. W narzadzie wzroku ACE-inhibito-
ry zmniejszajg waskularyzacje naczynidwkowa i siatkdwkowa.
Autorzy pracy postanowili oceni¢ wptyw enalaprilu na rogéw-
ki krélicze, w ktérych wywotano neowaskularyzcje, stosujac
VEGF. Zbadano réwniez ekspresje ACE i receptoréw AT1 i AT2
w komorkach nabfonka i fibroblastach pochodzacych z tychze
rogéwek. W doswiadczeniu wykorzystano biate kréliki nowoze-
landzkie. Uzyto kultur komérek nabfonka i fibroblastéw pocho-
dzacych z rogéwki w celu wyizolowania RNA i spreparowania
cDNA tradycyjnymi metodami wykorzystywanymi w biologii
molekularnej.

Aby wykry¢ ekspresje genéw ACE, AT1i AT2, wykonano RT-
-PCR. Neowaskularyzacje wywotano preparatem czynnika VEGF,
ktéry wprowadzono do rogéwek. Przez 14 dni krélikom wyko-
nywano iniekcje domig$niowe enalaprilu w dawce 3,0 mg/kg
m.c. Zwierzeta z grupy kontrolnej otrzymywaty domig$niowo sél
fizjologiczng. W lampie szczelinowej 4., 9. i 14. dnia oceniano
zakres neowaskularyzacji. Z uzyciem kolagenu typu IV i lecytyny
metodg immunochemiczng mierzono zakres neowaskularyzacji
na poziomie histologicznym. Okazato sie, ze zaréwno nabtonek
rogéwki, jak i fibroblasty pochodzace z jej migzszu zawierajg
receptory AT1 i AT2. W nabtonku nie wykryto natomiast obec-
nosci ACE, ktéry wystepuje w fibroblastach. W rogéwkach
zwierzat, ktérym podawano enapalril, neowaskularyzacja byta
duzo mniej nasilona, ujawniono to makroskopowo i w prepa-
ratach histochemicznych. Wiadomo, ze inhibitory ACE moga
zmniejsza¢ proliferacje komdrek, transformacje fibroblastéw
w mioblasty, ekspresje VEGF i angiogeneze — dowiedziono tego
w dos$wiadczeniach na zwierzetach. W wyzej opisanym badaniu
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potwierdzono hipoteze, ze terapia enalaprilem moze w znacz-
nym stopniu ograniczy¢ neowaskularyzacje zalezng od VEGF
in vivo w rogéwece krolika (21-23).

W ciggu ostatnich lat fenomen awaskularnosci rogéwko-
wej stat sig przedmiotem zainteresowania i licznych badan pro-
wadzonych przez lekarzy okulistéw, immunologéw i biologéw
molekularnych. Co kilka tygodni pojawia si¢ nowa publikacja,
w ktorej opisywane s badania prowadzone w celu wykrywa-
nia nowych biatek pro- lub antyangiogenicznych lub w celu
potwierdzenia roli tych juz poznanych. Niektére sposréd nich
budza kontrowersje. Mogtoby sie wydawa¢, ze ocenianie dzi-
siaj przydatnosci i trafnos$ci wszystkich tych publikacji jest
przedwczesne, lecz wyniki wielu sposréd opisywanych badan
sg bardzo interesujace. Chociaz perspektywa terapeutycznego
wykorzystywania tej rozlegtej wiedzy o molekularnych mechani-
zmach zawiadujacych angiogenezg w ludzkiej rogéwce wydaje
sie odlegta, préby zastosowania klinicznego niektérych znanych
juz substancji napawajg optymizmem.
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