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Blood vessel growth and stability are under precise control of an array of pro- and anti-angiogenic factors. Under
physiological conditions, actions of particular regulatory factors, as well as their mutual interactions are harmonized
and balanced. Disruption of the balance between these pro- and anti-angiogenic factors is characteristic of many
vascular diseases, including those occurring within the eye. Functional dominancy of proangiogenic factors (e. g.,
vascular endothelial growth factor, VEGF) over antiangiogenic ones (e. g., pigment epithelium-derived growth factor,
PEDF), which may occur under ischemic conditions, may initiate the process of retinal or choroidal neovascularization,
representing a major threat to the eyesight. This article presents and discusses current ideas concerning molecular and
cellular processes underlying aberrant growth on new blood vessels in ocular tissues, in relation to microvascular ocular
complications associated mainly (but not only), with diabetes mellitus, age-related macular degeneration (AMD), and
retinopathy of prematurity (ROP). This review also surveys latest achievements in the field of clinically more effective

future therapeutic strategies, including gene therapy applicable to the neovascular eye diseases.
Stowa kluczowe: neoangiogeneza fizjologiczna i patologiczna, VEGFE, MMP, PEDF, receptory integrynowe, ROP, DR, AMD.
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Rozmieszczenie naczyn krwionosnych w tkankach oka ma klu-
czowe znaczenie dla funkgji narzagdu wzroku — tym bardziej ze pew-
ne rejony (np. rogéwka, soczewka, szklistka, okolica plamki) u zdro-
wych o0s6b pozostajg awaskularne. Pojawiajacy sie w réznych
sytuacjach rozrost naczyn krwionosnych, okreslany terminem ,neo-
angiogeneza” lub ,neowaskularyzacja”, moze by¢ przyczyng
powaznych zaburzen widzenia, ze $lepota wigcznie.

Proces neoangiogenezy dotyczy rozrostu naczyn z juz istniejg-
cych naczyn krwionos$nych i nalezy go odrézniac od procesu wasku-
logenezy, ktéry zachodzi w okresie rozwoju embrionalnego i jest
fizjologicznym procesem tworzenia tozyska naczyniowego
(19,22,35). Neoangiogeneza moze wystepowac w warunkach fizjo-
logii (np. zmiany w endometrium podczas cyklu menstruacyjnego,
tworzenie fozyska, zmiany w gruczotach sutkowych w okresie lak-
tacji), w przebiegu proceséw naprawczych (np. gojenie ran, zmiany
w tkance serca po ischemii i zawale) oraz w sytuacjach patologicz-
nych (np. wzrost nowotworowy, reumatoidalne zapalenie stawdw,
retinopatie) (6,12,13,22,24,31).

W oku proces neoangiogenezy moze rozwijac sie w kazdym wie-
ku, np. u noworodkéw (retinopatia wecze$niakoéw; retinopathy of
prematurity, ROP), oséb dorostych (retinopatia cukrzycowa; diabetic
retinopathy, DR) oraz u pacjentéw po 60. roku Zycia (starcze zwyrod-
nienie plamki; zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem; age-related
macular degeneration, AMD). Neowaskularyzacja moze takze wyste-

neoangiogenesis physiological and pathological, VEGF, MMP, PEDF, integrins' receptors, ROF, DR, AMD.

powac w przebiegu szeregu innych schorzen oka, np. w retinopatii
zwigzanej z niedokrwistoscig sierpowatokrwinkowa, w zakrzepie zyty
srodkowej siatkéwki (badz jej gafazki) oraz w przebiegu niektorych
proceséw zapalnych. Wymienione trzy pierwsze schorzenia, tj. ROP,
DR i AMD, stanowig powazne wyzwanie dla wspdtczesnych klinicy-
stow, w krajach rozwinietych bowiem sg istotng przyczyna czesciowej
badz catkowitej utraty wzroku. Wedtug ostatnich danych epidemiolo-
gicznych autoréw amerykanskich (1,23,50) ROP rozwija sie u przynaj-
mniej 5% wczesniakdw z niska waga urodzeniowa, proliferacyjng
posta¢ DR w skali roku obserwuje si¢ u blisko 2% cukrzykéw,
a posta¢ mokra (proliferacyjna) AMD wystepuje u ponad 7% oséb
powyzej 70. roku zycia. Warto nadmienic, ze postac suchg AMD, kt6-
ra czesto poprzedza wystapienie formy mokrej, stwierdza sie u co
najmniej 10% oséb pomiedzy 65. a 75. rokiem Zycia.

U noworodkéw o niskiej wadze urodzeniowej rozwijajaca sie
retinopatia jest zwigzana z poddawaniem dzieci tlenoterapii w inku-
batorze (hiperoksja). Hiperoksja sprawia, ze rozwijajace sie ,fizjolo-
giczne” naczynia krwiono$ne w tkankach oka ulegaja obkurczaniu,
dekompozycji i zanikowi. Po opuszczeniu inkubatora i w wyniku
zaistniatych zmian regresyjnych w obrebie (ocznego) tozyska naczy-
niowego naturalne $rodowisko stanowi hipoksje, co z kolei jest
przyczyna gwattownego rozwoju nowych naczyn, gtéwnie na bazie
naczyn systemu siatkdwkowego. W duzym zakresie stosowanym
i wiarygodnym zwierzecym modelem ludzkiej ROP jest tzw. retino-
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patia indukowana tlenem (oxygen-induced retinopathy; OIR),
wywotana ekspozycja rozwijajacej sie (,dojrzewajacej”) siatkoéwki
na $rodowisko zawierajgce wysokie stezenia tlenu, najczesciej
75-80% (59). W takich warunkach fizjologiczny rozwé; siatkéwko-
wych naczyn krwionos$nych myszy, szczura, psa (sg to najczesciej
wykorzystywane gatunki zwierzat do tego typu badan) jest zaha-
mowany i dochodzi do zaniku ponad 60% naczyn — stan taki okre-
$lany jest jako wazoobliteracja. Po umieszczeniu badanych zwierzat
w warunkach normoksji (21% tlenu) istniejacy uktad naczyniowy
jest niewystarczajacy, aby sprostat zapotrzebowaniu siatkéwki na
tlen — tkanka staje sie niedotleniona, co sprawia, ze uruchamiane
s mechanizmy kompensacyjne (m. in. ekspresja czynnikéw proan-
giogennych), stymulujace proces wazoproliferacji, szczegélnie
w obszarze przedsiatkéwkowym.

Patomechanizm rozwoju DR jest natomiast typowym przykfa-
dem reakcji naczyn, a nastepnie tkanki siatkéwki, na przewlekle
wystepujace w cukrzycy zaburzenia krazenia i niedokrwienie (70).
W postaci proliferacyjnej DR (PDR) proces neowaskularyzacji bierze
swoj poczatek z siatkbwkowego systemu naczyniowego, ze skton-
noscig przenikania nowo powstatych naczyn w kierunku szklistki
(20,22).

W przypadku AMD dochodzi do powstawania druz (tzw. postac
sucha, niewysiekowa AMD; typ zanikowy AMD). Wzrastajgca ilos¢
druz moze jednak prowadzi¢ do oddzielenia nabtonka barwnikowe-
go od bfony Brucha i odzywiajacej zewnetrzne warstwy siatkdwki
bfony naczyniowej i jej choriokapilaréw. Niedotlenienie zewnetrz-
nych warstw siatkdwki prowokuje nowotwdrstwo naczyniowe od
strony naczyn wilosowatych naczyniowki (posta¢ mokra, wysiekowa
AMD). Nastepuje rozrost podnaczyniéwkowych naczyn krwiono-
$nych do przestrzeni podsiatkéwkowych, a nastepnie do siatkdwki,
czesto w rejonie plamki, co stanowi przyczyne powaznych komplika-
Gji funkgji oka i dyskomfortu pacjenta. Nowo utworzone , patologicz-
ne” naczynia sg bardziej krete w swoim przebiegu i charakteryzujg
sie konstrukcjg stabszg od naczyn ,fizjologicznych”, sg kruche i maja
sktonnos¢ do przeciekania i krwawienia. Ponadto w dalszym etapie
schorzenia formujg sie blizny wtdknisto-naczyniéwkowe, przyczynia-
jac sie do stopniowej i w koncu nieodwracalnej utraty wzroku. Nale-
2y zaznaczy(, ze posta¢ wysiekowa AMD moze towarzyszy¢ postaci
suchej (jak to opisano powyzej), a moze réwniez pojawiac sie jako
postac izolowana. W tym ostatnim przypadku etiopatogeneza scho-
rzenia pozostaje nieznana, chociaz sugeruje si¢, ze u jego podstaw
moze leze¢ dysfunkcja nabtonka barwnikowego siatkdwki (RPE;
retinal pigment epithelium), z zalegajacymi i z wiekiem powieksza-
jacymi sie ztogami lipofuscyny, toczagcym sie stresem oksydacyjnym
i nasilajgcym sie procesem apoptozy komoérek RPE (2,21,64). Naj-
nowsze badania dowodza, ze w przypadku wystgpienia formy pro-
liferacyjnej AMD i DR stwierdza sie w tkankach oka, zaréwno u ludzi,
jak i w modelach zwierzecych, podwyzszone stezenia czynnika pro-
angiogennego — VEGF (vascular endothelial growth factor) i obnize-
nie stezenia czynnika angiostatycznego — PEDF (pigment epithelium-
derived factor), z towarzyszacg nasilong proliferacjg i migracjg
komorek endotelialnych (2,3,8,9,20,33,38,53,61).

Molekularne i komdrkowe mechanizmy neowas-

kularyzaciji

Mechanizmy odpowiedzialne za rozwoj neowaskularyzacji nie
sq do korica poznane. Wyniki licznych badan do$wiadczalnych oraz
obserwadji klinicznych potwierdzajg poglad, ze funkcjonalnym pod-

tozem dla tego procesu, takze w przebiegu ROP DR i AMD, jest
niedotlenienie tkanki, w czasie ktérego dochodzi do lokalnej eks-
presji tzw. czynnikéw proangiogennych (tab. 1) (np. 19,35,42).
Z drugiej strony najnowsze dane doswiadczalne pokazuja, ze
w tkance ischemicznej dochodzi réwniez do zahamowania ekspresji
tzw. czynnikédw antyangiogennych, nazywanych takze czynnikami
angiostatycznymi (tab. 1). Jest zatem bardzo prawdopodobne, ze
rozchwianie dynamicznej réwnowagi pomiedzy czynnikami proan-
giogennymi a angiostatycznymi, na korzys¢ tych pierwszych, tworzy
sytuacje stymulujacg rozwéj naczyn krwiono$nych na bazie juz ist-
niejacych naczyn. Nalezy zaznaczy¢, ze funkcjonalna dominacja
czynnika/-6w proangiogennych niekoniecznie musi wigzac¢ sie
z jego/ ich aktywacja, moze ona wynikac z pierwotnego obnizenia
produkji i pozioméw czynnika/-6w angiostatycznych.

Na podstawie danych z literatury pochodzacych gtéwnie
z ostatnich 5 lat powstaje spdjny obraz zjawisk molekularnych

Czynniki proangiogenne/ Proangiogenic factors

Angiogenina

Angiopoetyna-1

EGF (czynnik wzrostu naskorka; epidermal growth factor)

FGF (czynnik wzrostu fibroblastow; fibroblast growth factor)

GCSF (czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow;
granulocyte colony-stimulating factor)

HGF (czynnik wzrostowy hepatocytéw; hepatocyte growth factor)

IGF (insulinopodobny czynnik wzrostu; insulin-like growth factor)

IL-8 (interleukina-8)

MMP (metaloproteazy macierzy zewngtrzkomadrkowej, matrix
metalloproteases)

PAF (czynnik aktywujgcy ptytki krwi; platelet activating factor)

PDGF (ptytkopochodny czynnik wzrostu; platelet-derived growth
factor)

TGFa, B (transformujacy czynnik wzrostu o, B; transforming growth
factor o, B)

TNF-a (czynnik martwicy nowotworu o; tumor necrosis factor)

VEGF (czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn; vascular endothelial
growth factor)

Czynniki antyangiogenne/ Antiangiogenic factors

Angiostatyna (38-kDa fragment plazminogenu)

Endostatyna (20-kDa fragment kolagenu XVII)

Interferon o

IIP-10 (10 kDa biatko indukowane przez interferon; interferon-

inducible protein-10)
Interleukina-12
PEDF (czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego; pigment
epithelium-derived factor)

PAI (inhibitor aktywatora plazminogenu; plasminogen activator
inhibitor)

Trombospondyna-1, -2

TIMP-1, -2, -3, -4 (tkankowe inhibitory metaloproteaz; tissue

inhibitors of metalloproteinases)
Waskulostatyna

Tab. I. Najczesciej wymieniane czynniki pro- i antyangiogenne.
Czynniki wymienione w kolejnosci alfabetycznej, a wiec bez implikaji stop-
nia waznosci. Najwazniejsze czynniki w swoich grupach zostaly zaznaczone
wyttuszczonym drukiem.

Tab. 1. Most often pro-and antiangiogenic factors.
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i proceséw komérkowych lezacych u podstaw neowaskularyzacji
(6,10-13,19,25,28,31,35,39,42,48,54,63). Z uwagi na ograniczong
objetos¢ niniejszego opracowania opis zachodzacych proceséw
bedzie przedstawiony skrétowo i w pewnym uproszczeniu. Tab. Il
przedstawia etapy angiogenezy wraz z zaznaczeniem czynnikéw
petnigcych zasadniczg funkcje w poszczegdlnych etapach.

W oku zdrowego, dorostego cztowieka komérki Srodbtonka
naczyh sy mitotycznie nieaktywne, czynniki za$ wzrostu naczyn
pozostajg w réwnowadze z czynnikami angiostatycznymi. Do
powstania neowaskularyzacji dochodzi na skutek zaburzenia réw-
nowagi miedzy czynnikami pro- i antyangiogennymi, co jest rezul-
tatem niedokrwienia siatkéwki. Na skutek niedotlenienia powstaje
czynnik indukowany hipoksja, tzw. HIF-1 (hypoxia inducible fac-
tor-1), ktory z kolei zwieksza ekspresje czynnika wzrostu $rédbtonka
naczyn — VEGF (vascular endothelial growth factor).

HIF-1 jest heterodimerem ztozonym z dwéch podjednostek: HIF-
1o i HIF-1B. HIF-1B jest podjednostka konstytutywna, podczas gdy
ekspresja HIF-1o. w czasie normoksji pozostaje na niskim poziomie.
W warunkach niedotlenienia obserwuje sie stymulacje syntezy HIF-
10, ktéry wiaze sie z podjednostka B, tworzac aktywny biologicznie
dimer HIF-1aB, znany jako czynnik HIF-1, a ten z kolei zwigksza
ekspresje VEGF. VEGF, wigzac sie z receptorem VEGFR-2, znajduja-
cym sie na powierzchni komorek $rédbtonka, prowadzi do fosfory-
lacji czynnikéw transkrypcyjnych przez kinaze MAP (MAPK; mitoge-
n-activated protein kinase), w wyniku czego dochodzi do ekspresji
odpowiednich gendw biatek biorgcych udziat w angiogenezie.
A zatem proces neoangiogenezy rozpoczyna sie od powstania VEG-
F-u i aktywacji komorek srodbtonka przez ten czynnik.

W kolejnej fazie ztozonego procesu neoangiogenezy dochodzi
do degradacji bfony podstawnej naczyn i macierzy zewngtrzkomér-
kowej, co utatwia migracje komorek $rodbtonka. Powstaty w warun-
kach hipoksji VEGF zwieksza ekspresje biatek integrynowych —
komérki sréddbfonka przeksztatcajg sie w komorki migrujgce i nabie-
rajg zdolnosci do przemieszczania sie. Na powierzchni komérek
$rodbtonka stwierdza sie obecno$¢ receptorow komérkowych dla
aktywatora plazminogenu uPAR (receptor aktywatora plazminogenu
typu urokinazowego; urokinase-type plasminogen activator recep-
tor) oraz receptorow integrynowych. Receptor uPAR po zwigzaniu sie
z ligandem uPA (aktywator plazminogenu typu urokinazowego)
przeksztatca plazminogen w plazmine. Plazmina jest enzymem pro-
teolitycznym, ktéry aktywuje metaloproteazy macierzy zewnatrzko-
morkowej (MMP matrix metalloproteinases), takie jak: stromielizyny,
zelatynazy, kolagenazy. Aktywne MMP degradujg biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej i btony podstawnej naczyn. Receptory integry-
nowe natomiast odpowiedzialne sg za adhezje komérek srédbtonka

Etapy angiogenezy
Angiogenetic stages

Czynniki biorgce udziat
Factors

1. Aktywacja komoérek srédbfonka| VEGF, FGF, PDGF

2. Degradacja btony podstawnej
naczyn i macierzy zewnatrz-
komorkowej

MMP, UPA i uPAR, integryny,
VEGF, bFGF

3. Formowanie naczyn VEGF, bFGF, PDGF

Tab. Il. Czynniki biorgce udziat w poszczegolnych etapach angiogenezy.
Wyjasnienia skrétow — patrz tab. I.
Tab. Il. Factors of angiogenesis.

do biatek macierzy zewngtrzkomédrkowej, co umozliwia migracje
tych komdrek. Przemieszczanie, a nastepnie podziat komérek $rod-
btonka odbywa sie gtéwnie dzieki VEGF, ktéry zwieksza przepusz-
czalno$¢ naczyn krwionosnych, a takze — wraz z zasadowym czynni-
kiem wzrostu fibroblastéw (bFGF, basic fibroblast growth factor)
i ptytkopochodnym czynnikiem wzrostu (PDGF; platelet-derived
growth factor) — stymuluje mitoze komorek $rédbtonka. W wyniku
podziatéw komorek endotelialnych powstajg kietki naczyniowe
i tuby kapilarne. Nastepnie formujgce sie kapilary wydiuzajg sie
i udrazniajg. Powstaje rowniez bfona podstawna. Sktad btony pod-
stawnej tak powstatych naczyn rézni sie od skfadu bfony otaczajacej
prawidiowe naczynia miedzy innymi wiekszg zawartoscig kwasu
hialuronowego, a mniejszg — proteoglikanu heparano-siarczanow-
ego. Proces angiogenezy koriczy powstanie potaczeni naczyniowych
(anastomoz) i utworzenie sieci naczyn, ktore charakteryzuja sie jed-
nak znaczng kruchoscig i tamliwoscia.

W celu uzupetnienia powyzszego opisu nalezy wspomniec
w kontekscie angiogenezy w ischemicznej retinopatii o skompliko-
wanych obustronnych interakcjach pomiedzy VEGF a systemem
sygnalizacyjnym: tlenek azotu/ cykliczny GMP (NO/cGMP), w ktd-
rych NO wykazuje dziatania zaréwno pro-, jak i antyangiogenne.
Niedotlenienie stymuluje produkcje NO najprawdopodobniej
w sposéb niezalezny od HIF-1. Czynnik ten jest niezbednym ogni-
wem fancucha reakji stymulowanych przez VEGF i prowadzacych
do proliferacji komérek endotelialnych i angiogenezy. Z drugiej stro-
ny VEGF stymuluje takze synteze NO w komérkach srodbtonka
naczyniowego, a powstaty NO moze oddziatywa¢ hamujgco na
stymulowang przez HIF-1 produkcje VEGF, tworzac ukfad samoregu-
lujacy sie na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego (efekt anty-
angiogenny). Prace z ostatnich 2-3 lat wykazaty, ze NO biorgcy
udziat w angiogenezie powstaje w wyniku aktywacji dwéch form
syntazy NO (NOS; nitric oxide synthase): formy ,endotelialnej”
(eNOS) i formy ,indukcyjnej (iNOS; ujawniajgcej sie w réznych
komérkach pod wptywem transkrypcyjnej aktywacji przez endotok-
syny i cytokiny) — obie formy ulegaja aktywacji w siatkéwce ische-
micznej. Selektywne zahamowanie NOS (farmakologiczne badz
w modelach zwierzat transgenicznych z wytaczonym genem kodu-
jacym poszczegdlne formy NOS) prowadzi na ogét do ostabienia
procesu neowaskularyzacji. Na podstawie danych uzyskanych na
mysim modelu OIR-ROP sugeruje sie istotng role szlaku iNOS/NO
w rozroécie nowo tworzonych naczyn z rejonu siatkéwki do szklist-
ki, a takze udziat w towarzyszacej ischemii apoptozie i degeneracji
komorek siatkowki (29,36,37,56,57).

Ostatni nurt badan wskazuje na istotng role w siatkéwkowej
neowaskularyzacji, gtéwnie w przebiegu ROP i DR, takich czynni-
kéw, jak angiotensyna Il i angiopoetyna-2, ktére stymuluja prolife-
racje komérek endotelialnych i migracje perycytéw (52), oraz endo-
telin, ktére szczegdlnie w przebiegu DR zwiekszajg przepuszczal-
nos¢ naczyn i pobudzaja synteze biatek macierzy zewnatrzkomérko-
wej (15,47).

VEGF, PEDF i inne elementy modulujgce proces

angiogenezy

Poszczegdlne etapy angiogenezy sg regulowane przez rézno-
rodne endogenne czynniki, pochodzace z wielu komoérek i uaktyw-
niane w okre$lonych warunkach. Wsréd tych czynnikéw wyréznia-
my grupe tzw. mediatoréw rozpuszczalnych, grupe czynnikéw
zwigzanych z macierzg zewnatrzkomérkowg (ECM; extracellular

ISSN 0023-2157 Index 362646



Jerzy Z. Nowak, ANNA WIKTOROWSKA-OWCZAREK

matrix) i/ lub z btong plazmatyczng, a takze grupe czynnikéw beda-
cych elementami samej ECM. Cze$¢ z nich zostata przedstawiona
powyzej. Petniejszg liste czynnikéw proangiogennych, a takze
endogennych czynnikéw antyangiogennych, przedstawia tab. I.
Wedtug zgodnej opinii badaczy procesu neowaskularyzacji najwaz-
niejszym czynnikiem stymulujgcym angiogeneze jest VEGF. Z kolei
najsilniej dziatajgcym endogennym czynnikiem antyangiogennym
jest PEDF. Dlatego tez w dalszej czedci niniejszego opracowania
wiecej uwagi poswiecimy tym dwom zwigzkom, majac jednakze
$wiadomosc, ze rola pozostatych czynnikéw w rozwoju , patologicz-
nej” neowaskularyzacji, zaréwno pro-, jak i antyangiogennych, jest
réwniez istotna.

VEGF - budowa i funkcje

VEGF — czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (vascular endothe-
lial growth factor), odkryty na poczatku lat osiemdziesiatych, znany
byt przez blisko dekade pod trzema nazwami: VEGF, , czynnik zwigk-
szajacy przepuszczalno$¢ naczyn” (VPF, vascular permeability factor)
oraz ,waskulotropina” (vasculotropin). Dopiero sklonowanie
w latach 1989-1991 wspomnianych trzech czynnikéw dowiodto, ze
reprezentuja one te samg substancje.

VEGF reprezentuje grupe mediatoréw ,rozpuszczalnych”. Zna-
nych jest obecnie 6 cztonkéw rodziny VEGF: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, wirusowy homolog VEGF (orf-virus VEGF; VEGF-E)
i PIGF (placenta growth factor — fozyskowy czynnik wzrostu). Naj-
wiekszg aktywnos¢ biologiczng w procesie angiogenezy wykazuje
VEGF-A, ktdry — jak sie wkrétce okazato — nie jest strukturg jedno-
rodna. W zaleznosci od liczby aminokwaséw wyréznia sie VEGF;4,
VEGF 45, VEGF g5, VEGF gg i VEGF,q6. Formy krétsze sg zwigzane
z ECM, natomiast formy dfuzsze sg formami swobodnie dyfunduja-
cymi w obrebie ECM. VEGF jest dimeryczna glikoproteing o masie
czasteczkowej 36-46 kDa, zawierajacg sekwencje sygnalng w swo-
im N-koncu i domene wiazaca heparyne. Rola biologiczna poszcze-
g6lnych form VEGF moze sig rézni¢, np. VEGF-A zwigksza przepusz-
czalno$¢ naczyn i bierze udziat w angiogenezie, role VEGF-B wigze
sie z progresjg guza niezalezng od angiogenezy, VEGF-C i VEGF-D
maja uczestniczy¢ w nowotworowej angiogenezie i limfoangioge-
nezie, natomiast PIGF zwieksza przepuszczalnos¢ naczyn oraz indu-
kuje proliferacje, chemotaksje i angiogeneze, a takze dziafa syner-
gistycznie z VEGF-A w patologicznej neowaskularyzacji. VEGF-E
wykazuje réwniez silne dziatanie proangiogenne (22,35).

Dziatania biologiczne wszystkich cztonkéw rodziny VEGF sa
realizowane poprzez specyficzne receptory znajdujace sie na
powierzchni komérek docelowych, ktére reprezentuja trzy podtypy
okreslane terminami: VEGFR-1, VEGFR-2 i VEGFR-3. Receptory dla
VEGF-A to VEGFR-1 (zwane réwniez skrétowo Flt-1 — fms-like tyro-
sine kinase) i VEGFR-2 (FIk-1 — fetal liver kinase-1 u myszy i KDR —
kinase domain region u ludzi). Ligandami dla receptora VEGFR-1 sg
ponadto VEGF-B i PIGF. Na receptor VEGFR-2 dziatajg, oprocz VEG-
F-A, takze VEGF-C i VEGF-D, a na receptor VEGFR-3 (Flt-4) — VEGF-C
i VEGF-D. Receptory VEGFR-1 i VEGFR-2 biorg udziat w angiogene-
Zie, natomiast receptory VEGFR-3 — w limfoangiogenezie. Wszystkie
przenosza sygnat mitogenny na komérki docelowe. Wymienione
receptory swojg budowa przypominajg rodzine receptoréw dla
PDGF (klasa I11). S homodimerami i sktadajq sie z trzech funkcjonal-
nych elementéw: elementu zewngtrzkomérkowego zawierajgcego
siedem domen o budowie zblizonej do immunoglobuliny (tzw.
domeny immunoglobulinopodobne), transhtonowej domeny hydro-

fobowej i wewnatrzkomorkowej domeny, ktora zawiera stafg
sekwencje kinazy tyrozynowej. W obrebie VEGFR-1 wyrdznia sie
dwa podtypy: forme petnej dtugosci (VEGFR-1) i skrocong ,rozpusz-
czalng" forme biatka wigzgcego VEGF (sVEGFR). Oba podtypy kodo-
wane sg przez ten sam gen (22,35).

W roku 1998 zidentyfikowano kolejny receptor dla VEGF, ktéry
wiaze forme VEGF45 i ktory okazat sie identyczny z ludzkim biatkiem
zwanym neuropiling-1 (NP-1; jest ona receptorem dla rodziny kolap-
syn i semaforyn, uczestniczacych w procesie neurogenezy). Wkrétce
okazato sie, ze NP-1 petni funkcje koreceptora dla VEGF44s, nasilajac
wigzanie VEGF-A przede wszystkim do receptora VEGFR-2 (KDR) (60).

Ekspresja VEGF-A jest regulowana przez hipoksje, stezenie glu-
kozy, pH, w warunkach bowiem niedotlenienia czynnik HIF-1 wigze
sie z rejonem promotora genu VEGF i stymuluje jego tworzenie.
Ponadto w warunkach ograniczonego dostarczania tlenu nastepuje
potranskrypcyjna stabilizacja mRNA dla VEGF-A.

Czynniki rodziny VEGF, przede wszystkim VEGF-A, sg najistot-
niejszymi regulatorami rozwoju uktadu naczyn, ktére odpowiadaja
za stymulacje angiogenezy. Czynniki te majg wtasciwosci mitogen-
ne oraz stymulujg proliferacje i migracje komoérek srodbtonka.
Ponadto zwigkszaja przezywalno$¢ komérek endotelialnych in vitro
i in vivo, o czym $wiadczy regresja naczyn w przypadku eliminadji
VEGF zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych.
Efekt ten wynika z oddziatywania stymulujgcego ekspresje genéw
rodziny bcl-2 (B-cell leukemia/ lymphoma-2) i A1, ktérych produkty
sq inhibitorami apoptozy. VEGF aktywuje szereg gendéw dla czynni-
kéw bioracych udziat w angiogenezie, np. geny dla receptoréw
integrynowych o, Bs, niezbednych w powstawaniu naczyn. Istotng
funkcjg VEGF-u jest zwiekszenie przepuszczalnosci naczyn, ktéra
ufatwia migracje komérek $rédbtonka. W tym aspekcie jest on kil-
kadziesigt tysiecy razy silniejszym czynnikiem przepuszczalnosci
naczyn niz histamina (22,35).

Metaloproteazy macierzy zewnatrzkomoérkowej

(MMP) i ich naturalne inhibitory

Komérki $rédbtonka, konieczne do wytworzenia nowych naczyn
krwionosnych, muszg pokona¢ wiele barier w postaci macierzy
zewnatrzkomérkowej (ECM), btony podstawnej naczyn oraz Sciany
naczyn krwionosnych. Do ich pokonania wymagane s3 enzymy prote-
olityczne, takie jak MMP, zdolne do trawienia ECM oraz bfony pod-
stawnej naczyn. MMP biorg udziat zaréwno w procesach fizjologicz-
nych (embriogeneza, rozwdj osobniczy, gojenie ran, menstruacja,
owulacja), jak i patologicznych, czego przyktadem jest nowotworzenie
naczyn w narzadzie wzroku. MMP nalezg do rodziny endopeptydaz
zaleznych od jonéw cynku i wapnia. Transkrypcja genéw MMP jest
regulowana przez produkty protoonkogenne, hormony oraz czynniki
angiogenne. Regulacja aktywnosci MMP zalezy réwniez od proteoli-
tycznych przemian zymogendw w formy aktywne. Wiekszo$¢ metalo-
proteaz jest aktywowana przez plazmine, a wiec ich aktywacja zalezy
od aktywnosci plazminogenu. Ponadto aktywnos¢ MMP jest regulo-
wana poprzez tkankowe (endogenne) inhibitory metaloproteaz (TIMP,
tissue inhibitors of metalloproteinases). TIMP sg wydzielane przez
fibroblasty, komérki endotelialne, a takze chondrocyty i komérki mie-
$ni gladkich. Opisano 4 tkankowe inhibitory metaloproteaz: TIMP-1,
-2, -3 i -4. Obecno$¢ MMP i TIMP wykazano w prébkach szklistki uzy-
skanych po witrektomii u pacjentéw cierpigcych z powodu zaawanso-
wanych postaci AMD, w tym przede wszystkim u pacjentow z prolife-
racyjng forma DR (np. 7,18,58).
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Receptory integrynowe

Receptory integrynowe tworzg duzg rodzine biatek odpowie-
dzialnych za rozpoznawanie i przyleganie komoérek do elementéw
ECM oraz oddziatywanie komérek miedzy soba. Sq to heterodimery
zbudowane z podjednostek o i B.

Badania in vivo i in vitro wykazaty, ze angiogeneza moze zachodzi¢
dzieki obecnosci receptoréw integrynowych, zwtaszcza nalezacych do
rodziny a,. Przeciwciata skierowane przeciwko integrynom o, 85 lub
a,B3 hamujg angiogeneze. Komérki srédbfonka sg zdolne do migradii
w ECM przy udziale odpowiednich integryn, takich jak o, B3 i o, 1. Od
adhezji zalezg rowniez proliferacja i réznicowanie komorek, ktére
zachodzg przy wspotudziale sygnatéw pochodzacych od integryn
(32,51).

PEDF - budowa i funkcje

Czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego siatkéwki
(PEDF, pigment epithelium-derived factor) zostat odkryty w roku
1989 jako czynnik neurotroficzny o masie czasteczkowej ok. 50 kDa.
Powoduje on intensywne (> 90%) réznicowane sie komarek retino-
blastoma (Y-79) w kierunku neuronéw (67,68, patrz takze 43).
Analiza cDNA i sekwencji 418 reszt aminokwasowych w czasteczce
ludzkiego PEDF wskazuje na podobienstwo jego struktury do szero-
ko rozpowszechnionej w $wiecie roslin i zwierzat nadrodziny pep-
tydowych inhibitorow proteaz serynowych, skrétowo okreslanej
terminem ,serpin” od ,serine protease inhibitors”. Jednakze PEDF
nie wykazuje w ogodle dziatania antyproteazowego (5). Poznanie
struktury 1-rzedowej PEDF wykazato, ze czynnik ten jest identyczny
z tzw. czynnikiem EPC-1 (early population doubling level cDNA-1),
ktorego ekspresje badano w komaérkach WI-38 — linii fibroblastow
pochodzacych z tkanki ptucnej ludzkiego embrionu oraz fibrobla-
stow pochodzacych z ludzkiego endometrium. Badania ekspres;ji
EPC-1/PEDF pokazaty, ze produkcja peptydu jest silniejsza w komor-
kach mfodych i ulega wyraznemu zmniejszeniu w miare ich starze-
nia sie (np. 49,69). Taka dynamika ekspresji PEDF-mRNA i pozio-
mow PEDF, potwierdzona takze w przypadku ekspresji PEDF w tkan-
kach oka (69), moze mie¢ istotne implikacje funkcjonalne, szczegél-
nie w regulacji tych proceséw, ktérych aktywacja i/ lub pojawienie
sie sg $cisle zwigzane z okreslonym etapem rozwoju badz specyficz-
nymi warunkami fizjologiczno-patologicznymi komaérki/ organizmu.

Dziatania biologiczne PEDF realizowane sg poprzez specyficzne
receptory, ktorych obecnos¢ stwierdzono, m. in. na ludzkich komér-
kach retinoblastoma Y-79, w tkankach oka (w tym w siatkdwce) oraz
na komérkach ziarnistych moézdzku i rdzeniowych neuronach rucho-
wych. Taka lokalizacja receptoréw dla PEDF koreluje z opisywanymi
w literaturze efektami neurotroficznymi i neuroprotekcyjnymi pepty-
du w wielu modelach zwierzecych, a w odniesieniu do siatkéwki —
w modelu zaleznej od H,0, $mierci neuronéw siatkdwki szczura,
dysmorfogenezy fotoreceptorow i siatkowkowych komérek Mullera
czy ischemicznego uszkodzenia siatkowki (patrz 43).

Dziafanie antyangiogenne PEDF opisano po raz pierwszy zaled-
wie kilka lat temu (17). Badania poréwnawcze sity dziatania anty-
angiogennego PEDF wykazaty, ze czynnik ten pod wzgledem sku-
tecznosci przeciwdziatania procesowi neowaskularyzacji dominuje
wsrod znanych dotychczas czynnikow antyangiogennych (14,17).
Ostatnie prace donoszg o podwyzszeniu i jednoczesnym obnizeniu
ekspresji, odpowiednio, VEGF i PEDF w modelu ischemicznej neo-
waskularyzacji siatkowki (26) oraz u pacjentéw z odklejeniem siat-
kowki i proliferacynym zwyrodnieniem siatkéwkowo-szklistkowym

(44). Ponadto obnizone poziomy PEDF obserwowano w poopera-
cyjnych prébkach ciata szklistego pacjentéw cierpigcych z powodu
DR (8,9,45,61) i AMD (33). Wykazano takze aktywnos¢ terapeutycz-
na PEDF w zapobieganiu retinopatii wywofanej niedotlenieniem
(62). Uzyskiwane wyniki zgodne sg z idea, zgodnie z ktérg home-
ostaza ,naczyniowa” w narzadzie wzroku jest warunkowana utrzy-
maniem réwnowagi gtéwnie pomiedzy VEGF a PEDF. Potwierdzajg
tez koncepcje, ze zwiekszenie poziomu VEGF i/ lub zmniejszenie
PEDF, a wiec stan funkcjonalnej dominacji aktywnosci proangiogen-
nej, inicuje proces angiogenezy. Pomiedzy VEGF a PEDF istnieje
silna zaleznos¢, VEGF bowiem, dziatajgc na receptory VEGFR-1 (ale
nie VEGF-2), stymuluje ekspresje PEDF, natomiast zastosowanie
przeciwciat anty-VEGF powoduje zmniejszenie poziomu PEDF (46).
Nie jest znany mechanizm lezacy u podstaw wiasciwosci antyangio-
gennych PEDF. Przypuszcza sie, ze wynikajg one z hamowania
migracji, proliferacji i wzrostu komérek $rédbtonka. Ponadto PEDF
hamuje aktywnos¢ kinazy MAP (MAPK) indukowanej przez VEGF
(patrz 43).

Ze wzgledu na swoje wiasciwosci (aktywnos¢ antyangiogenna,
neuroprotekcyjna i neurotroficzna) oraz swéj endogenny charakter
PEDF stat sie obiektem intensywnych badan nad mozliwoscig wyko-
rzystania czasteczki w terapii schorzen oka nie tylko z toczacym sie
procesem neowaskularyzacji, ale takze z procesem neurodegenera-
qji siatkdwki. Pierwsze proby terapii genowej (ktorej celem jest
uruchomienie ekspresji PEDF) w modelach zwierzecych wydajq sie
niezwykle obiecujgce (30,41,55).

Tab. Ill przedstawia podstawowe aspekty ,0czne” PEDF, z kt6-

Typ komorek In vitro efekty PEDF

Fotoreceptory intensyfikuje rozwdj i przediuza
zywotnos¢
Neurony zapobiega degeneradji i apoptozie

Komorki nabtonka barwnikowego | gtéwne zrédto PEDF w oku;
(RPE) synteza intensywna w mfodych
komérkach RPE i obniza sie z ich
wiekiem

Retinoblastoma stymuluje réznicowanie w kierunku
(hodowane komérki siatkdwczaka)| fenotypu neuronalnego

hamuje tworzenie nowych
naczyn (dziafanie antyangiogenne)

Srodbtonek naczyn

Tab. Ill. Dziatanie PEDF na komarki tkanek oka.
Tab. Ill. PEDF on ocular tissues influence.

rych szereg moze odnosi¢ sie réwnie dobrze do innych tkanek/
narzagdéw w przypadkach np. wzrostu nowotworowego (16,71).
Chociaz badania nad potencjatem antyangiogennym PEDF
w ocznej neowaskularyzacji zdaja sie obecnie dominowa¢, warto
przynajmniej wspomnie¢ o dwoch innych endogennych czynnikach
— trombospondynie i endostatynie, ktére réwniez mogg odgrywac
role w przeciwdziataniu procesowi neowaskularyzacji. Wykazano
bowiem, ze trombospondyna-1 (TSP-1), glikoproteinowy sktadnik
ECM, wykazuje wtasciwosci hamujace proliferacje i migracje komo-
rek endotelialnych, a takze angiogeneze. Czynnik ten moze byc¢
wytwarzany przez komorki nabtonka barwnikowego i moze uczest-
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niczy¢ w kontroli zaréwno naczynidwkowej, jak i siatkowkowej
neowaskularyzacji (40). Wykazano réwniez ekspresje TSP-1 w zalez-
nej od niedotlenienia neowaskularyzacji w siatkdwce (65).

Endostatyna, 20-kDa fragment kolagenu XVIII, jest znanym
endogennym inhibitorem angiogenezy zachodzacej we wzrastajg-
cym guzie. Ostatnie badania grupy Campochiaro (66) zwrdcity
uwage na jej podobne dziatanie w obrebie oka. Autorzy wykazali,
ze wewnatrzoczna ekspresja tego czynnika antagonizowata szereg
proceséw wywotanych przez VEGF, w tym zalezny od VEGF wzrost
przepuszczalnosci naczyn siatkdwki, neowaskularyzacje i odkleje-
nie siatkdwki. Powyzsze dane sugeruja, ze — z jednej strony — czyn-
niki doprowadzajgce do uruchomienia procesu neowaskularyzacji
lub juz toczacy sie proces indukujg w tkankach oka mechanizmy
przeciwdziafajgce tworzeniu sie nowych naczyn (np. PEDF, endo-
statyna, TSP-1). Skuteczno$¢ dziatania tych nowo generowanych
czynnikéw antyangiogennych wydaje si¢ zaleze¢ od aktywnosci
proangiogennej danej tkanki i mozliwosci jej funkcjonalnego zrow-
nowazenia. Z drugiej strony — endogenne czynniki antyangiogenne
stanowig potencjalny naturalny mechanizm obronny, ktory —
w przypadkach zagrazajacej badz juz wystepujgcej neowaskulary-
zacji — moze by¢ pobudzony (a nawet odnowiony) przez zastoso-
wanie odpowiednich podejs¢ terapeutycznych, z terapig genowa
wigcznie.

Leczenie patologicznej neowaskularyzacji w tkankach oka jest
w przededniu nowej ery mozliwych zastosowan terapeutycznych.
Dotychczas stosowane zabiegi, w tym przede wszystkim laseroko-
agulacja czy terapia fotodynamiczna, a takze ostatnio wprowadza-
na reofereza, pofaczone z zabiegiem witrektomii w przypadku
wzrastania nowo tworzonych naczyn do szklistki, s wcigz udosko-
nalane i w wielu przypadkach skutecznie poprawiajg komfort
pacjenta — jednakze nie lecza one przyczyny neoangiogenezy
wystepujacej np. w AMD, PDR czy ROP. Przyczyna — cho¢ moze by¢
zréznicowana (poréwnaj np. PDR z AMD) — lezy bowiem w dys-
funkcji proceséow molekularnych, indukowanych najczesciej (cho¢
nie zawsze) przez niedotlenienie tkanki. Jak opisano powyzej,
nowotworzenie naczyn, takze w obrebie oka, polega na aktywadji
w gruncie rzeczy procesoéw fizjologicznych, jednakze z patologicz-
nym i czesto dramatycznym w skutkach finatem — naczynia krwio-
nosne powstaja bowiem tam, gdzie ich by¢ nie powinno. Powstajg
jednakze dlatego, ze fizjologiczne (endogenne) czynniki antyangio-
genne (np. PEDF, TSP-1, endostatyna; patrz tab. I) nie rownowazq
aktywnosci czynnikéw proangiogennych (np. VEGF). Koncepcje
nowych terapii mogacych znalez¢ juz niedtugo zastosowanie w kli-
nice okulistycznej zasadzaja si¢ zatem na zafozeniu, ze — aby zli-
kwidowa¢ bezposrednig przyczyne procesu neowaskularyzacji —
nalezy skutecznie obnizy¢ aktywno$¢ VEGF badz podwyzszy¢
aktywnos¢ PEDF, badZ zastosowac oba podejscia jednoczesnie.
Proby takie sq juz stosowane, a wyniki uzyskiwane w modelach
zwierzecych sg bardzo obiecujgce. Preparat RhuFab jest obecnie w
Il fazie badan klinicznych. Wykazano, ze zastosowanie inhibito-
réw VEGF (aptamer anty-VEGF, monoklonalne przeciwciata wobec
VEGF — np. RhuFab) oraz inhibitoréw szlakéw sygnalizacyjnych
sprzezonych z receptorami dla VEGF (np. inhibitor PLC-8 czy inhibi-
tor PKC), daje dobre rezultaty w formie wysiekowej AMD i prolife-
racyjnej DR czy w cukrzycowym obrzeku plamki (np. 4,30,34).
Z drugiej strony zastosowanie dooczne (lub przyoczne) molekular-
nych wektoréw zmierzajacych do uruchomienia ekspresji (a wiec
podniesienia syntezy i poziomow) PEDF w tkankach oka daje nad-

zwyczaj dobre efekty terapeutyczne w modelach zwierzecych ROP,
AMD i DR (np. 41,55,71). Zatem pierwszy krok w kierunku skutecz-
niejszej terapii schorzen przebiegajacych z neowaskularyzacja
w tkankach oka zostat juz dokonany. Przed nami pozostaty préby
kliniczne, ktére — miejmy nadzieje — zakonczg sie sukcesem.
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