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Abstract

Creating vessels is essential for the development of every organism and the course of repair

processes. Under physiological conditions, angiogenesis is a transient and tightly regulated

process. Angiogenesis plays a significant role in the development of cancer and the

progression of neoplastic diseases. The most well-known pro-angiogenic factors include the

VEGF family, mainly VEGF-A. Of great interest in the angiogenesis process are the receptors

for VEGF, both soluble and surface-bound.

The aim of this work is to elucidate the structure and mechanism of action of VEGF and its

receptors.

Key words: angiogenesis, VEGF, recepotrs, structure, function.

Angiogeneza

Tworzenie naczyń krwionośnych jest niezbędne dla rozwoju organizmu oraz kluczowe

w prawidłowym przebiegu procesów naprawczych. Naczynia krwionośne powstają na drodze

waskulogenezy oraz angiogenezy [1]. Waskulogeneza jest związana przede wszystkim

z tworzeniem naczyń krwionośnych de novo z komórek macierzystych w procesie

embriogenezy [2]. Natomiast angiogeneza warunkuje powstawanie nowych naczyń na bazie

już istniejących i w warunkach fizjologicznych, jest ona ściśle kontrolowana i krótkotrwała

[1]. Występuje ona między innymi podczas dojrzewania ciałka żółtego, w trakcie odnowy

endometrium i łożyska, czy na przykład podczas gojenia się ran i zarastania złamań.

W warunkach patologicznych bierze ona udział między innymi w procesach rozrostowych

oraz przewlekłych procesach zapalnych [1,2].

Angiogeneza jest kluczowym procesem w trakcie rozwoju choroby nowotworowej.

Należy jednak pamiętać, że transformacja nowotworowa jest bardzo skomplikowana i jest

konsekwencją zaburzeń regulacji funkcji wielu genów w organizmie [3, 4]. Komórka podczas

swojej przemiany nowotworowej przestaje reagować na zewnętrze czynniki regulatorowe i

zaczyna się mnożyć w niekontrolowany sposób, co w konsekwencji doprowadza do

pobudzenia angiogenezy, nasilonego i niezahamowanego wzrostu komórek oraz utraty

zdolności do apoptozy. Rozbudowa sieci naczyniowej w początkowym etapie choroby

nowotworowej nie jest konieczna, ponieważ proces proliferacji komórek jest zrównoważony
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z ich apoptozą [4]. Małe guzy wielkości 1-2mm3, w procesie rozwoju muszą tworzyć własną

sieć naczyń krwionośnych [5].

Angiogenezę można podzielić na kilka etapów – inicjację, proliferację/inwazję oraz

dojrzewanie/różnicowanie. Kaskada angiogenna rozpoczyna się za pośrednictwem czynnika

inicjującego, którym może być lokalny proces zapalny, miejscowe uszkodzenie tkanki lub też

rozwój nowotworu. Efektem tego jest uszkodzenie błony podstawnej naczynia, osłabienie

połączeń między komórkami śródbłonka, a także aktywacja płytek krwi i komórek

endotelium [6].

Proliferacja komórek jako kolejny etap angiogenezy jest indukowana przez czynniki wzrostu

oraz integryny. Końcowym etapem angiogenezy jest odtworzenie błony podstawnej,

mięśniówki oraz przydanki [7]. W procesach tych ważną rolę pełni płytkowy czynnik wzrostu

(platelet derived growth factor, PDGF), którego zadaniem jest przyciągnięcie komórek

mezenchymalnych. Innymi istotnymi czynnikami są transformujący czynnik wzrostu beta

(TGF-β, transforming growth factor β)i czynnik wzrostu fibroblastów (FGF-1, fibroblast

growth factor), ich zadaniem jest indukowanie zmian niezbędnych do powstania naczynia

w powstałych miofibroblastach i komórkach przydanki. Receptory kinazy tyrozynowej (Tie1

i Tie2) oraz angiopoetyny związane również z procesem angiogenezy są odpowiedzialne za

połączenie komórek endotelium z sąsiadującymi komórkami mezenchymalnymi oraz

stworzenie stabilnych oddziaływań biochemicznych oraz komórkowych[8].

Tworzenie nowych naczyń krwionośnych jest bardzo skomplikowanym mechanizmem,

który jest zależny od równowagi pomiędzy czynnikami proangiogennymi i antyangiogennymi

[2]. Są one syntetyzowane przez komórki nowotworowe, ale także przez monocyty, komórki

podścieliska nowotworowego, makrofagi naciekające nowotwór, a także płytki krwi i

leukocyty. Do najważniejszych cząstek pobudzających angiogenezę należą: naczyniowo-

śródbłonkowy czynnik wzrostu (VEGF,vascular endothelial growth factor), FGF-1, TGF-β,

PDGF, receptory kinazy tyrozynowej, angiopoetyna, forma związana trombospondyny.

Inhibitorami procesu tworzenia naczyń są natomiast rozpuszczalne receptory VEGF (sVEGF-

R1, sVEGF-R2), endostatyna, angiostatyna, interleukiny : 4, 6, 10, 12, 18, tkankowe

inhibitory metaloproteinaz, rozpuszczalna forma tromboplastyny, interferony [2,7,8].

Naczyniowo-śródbłonkowy czynniki wzrostu (VEGF)

Pierwsze wzmianki o śródbłonkowym czynniku wzrostu naczyń (VEGF – vascular

endothelial growth factor) sięgają roku 1983, wtedy Senger I wsp. opisali czynnik
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zwiększający przepuszczalność naczyń (VPF – vascular permability factor)[9]. Ferrara

i Hanzel [10] oraz niezależnie Plouet i wsp. [11] w roku 1989 wyizolowali białko, które

pobudzało mitozę komórek śródbłonka i nazwali je odpowiednio: naczyniowo-śródbłonkowy

czynnik wzrostu (vascular endothelial growth factor – VEGF) i waskuloproteiną

(vasculoprotein). Na przestrzeni lat okazało się, że wszystkie wymienione cząsteczki

reprezentują ten sam czynnik, którego proangiogenny charakter wynika z bezpośredniej

aktywacji komórek endotelium naczyń [12].

VEGF jest uznawany za najważniejszą cytokinę promującą rozwój naczyń

krwionośnych. Czynnik ten stymuluje produkcję tlenku azotu przez pobudzony śródbłonek

naczyniowy, co powoduje wzrost przepuszczalności naczyń krwionośnych [13, 14]. Innymi

istotnymi czynnikami mającymi wpływ na rozwój naczyń krwionośnych są czynniki

adhezyjne (integryny) oraz proteolityczne (kolagenozy, plazmina, urokinazy, katepsyny,

trypsynogen, heparynazy, aktywatory plazminogenu), które biorą udział w przekazywaniu

sygnału komórkom i uczestniczą w niszczeniu macierzy zewnątrzkomórkowej[8].

Zdegradowana macierz zewnątrzkomórkowa staje się miejscem migracji komórek śródbłonka

w stronę stymulującego bodźca angiogennego, co w efekcie prowadzi do ich proliferacji.

Zwiększona przepuszczalność naczyń przyczynia się do zewnątrznaczyniowego odkładania

się fibryny, co stanowi podporę dla migrujących komórek śródbłonka.VEGF może być

syntezowany przez wiele komórek w organizmie człowieka, w tym m. in. przez makrofagi,

limfocyty, komórki śródbłonka, fibroblasty, aktywowane płytki krwi czy komórki

nowotworowe [14]. Czynnikami które w znaczący sposób stymulują syntezę naczyniowo-

śródbłonkowego czynnika wzrostu są np. tlenek azotu, chylaty żelaza, reaktywne formy tlenu,

niektóre cytokiny jak interleukina 1 beta(IL-1β,Interleukin-1 beta ),czynnik wzrostu

nowotworów alfa (TNF-α, tumor necrosis factor), czynniki wzrostowe m.in. podstawowy

czynnik wzrostu fibroblastów (bFGF,basic fibroblast growth factor), PDGF i TGF-β oraz

hormony[13,15]. Regulacja i ekspresja syntezy VEGF jest przypisywana aktywacji

onkogenów, na przykład SRC i RAS , a także mutacjom genów supresorowych takich jak

TP53 i VHL.Za najważniejszy czynnik zewnętrzny, który wzmaga transkrypcję mRNA

kodującego VEGF i stabilizację jego cząsteczki uznaje się niedotlenienie. Proces ten jest

regulowany za pośrednictwem aktywności czynnika indukowanego hipoksją, HIF-1 (hypoxia

inducible factor-1) [16].

W skład czynników VEGF wchodzą: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,

łożyskowy czynnik wzrostu (PIGF, placental growth factor), homolog VEGF, czyli VEGF-E

oraz VEGF-F [13]. Wszystkie te cząsteczki charakteryzują się pewnym wspólnym elementem
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budowy, mianowicie występują sekwencje cysteiny, które umożliwiają tworzenie mostków

siarczkowych oraz dimerów. Każdy z tych czynników jednak jest efektem ekspresji

odmiennych genów, co za tym idzie mają inne właściwości biologiczne [15].

Czynnikiem proangiogennym o największym znaczeniu jest VEGF-A. Występuje

kilka izoform tego białka, które różnią się między sobą liczbą aminokwasów. Ich istnienie

warunkowane jest mechanizmem alternatywnego składania mRNA genu kodującego VEGF-

A. VEGF-B uczestniczy w progresji guzów nowotworowych w sposób niezależny od

angiogenezy.[17] VEGF-C i VEGF-D pobudzają migrację oraz podział komórek naczyń

chłonnych [15, 18]. PIGF pośredniczy we wzroście komórek mięśni gładkich oraz komórek

endotelium, uczestniczy w indukowaniu chemotaksji dodatniej w komórkach uczestniczących

w zapaleniu, a podwyższone stężenie tego czynnika jest charakterystyczne dla choroby

nowotworowej, retinopatii i zawału mięśnia sercowego [19].

VEGF-A rozszczelnia barierę naczyniową, dzięki czemu możliwe jest przenikanie

różnych białek do przestrzeni pozanaczyniowej, są to m.in. fibrynogen czy plazminogen, co

z kolei indukuje gromadzenie się płynu w środowisku zewnątrznaczyniowym i zwiększenie

ciśnienia onkotycznego wewnątrz guza nowotworowego [17]. Inną funkcją VEGF-A jest

pobudzenie aktywatora plazminogenu, co pomaga przekształcić plazminogen w plazminę.

Plazmina odsłaniając aktywne centra metaloproteina (MMPs) bierze udział w rozkładaniu

kolagenu typu IV i degradacji błony podstawnej naczyń krwionośnych [17]. Poza tym

naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu w znaczący sposób pobudza komórki endotelium

do podziału i ich migracji, a także mobilizuje komórki macierzyste śródbłonka naczyń ze

szpiku. Dodatkowo VEGF-A bierze udział w aktywacji monocytów i ich chemotaksji oraz

zaburza funkcje odpornościowe organizmu poprzez blokowanie dojrzewania komórek

dendrytycznych [20].

Receptory powierzchniowe czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego VEGF-R

Czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego jest obecnie najbardziej znany ze swojej

roli w tworzeniu naczyń i angiogenezie. Ustalono, że pełni on również rolę w wielu procesach,

które nie dotyczą śródbłonka. Odkryto ,że VEGF oraz jego receptory VEGF-R1, VEGF-R2 i

VEGF-R3 ulegają ekspresji w wielu rodzajach komórek, innych niż naczyniowe, a także w

różnych nowotworach [21].
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Rodzina naczyniowo-śródbłonkowych czynników wzrostu swoją aktywność

biologiczną wykazują za pośrednictwem obecnych na komórkach docelowych swoistych

receptorów: VEGF-R1 (Flt-1 – fms like tyrosine kinase), VEGF-R2 (KDR – kinase domain

region) oraz VEGF-R3 (Flk-4 – fetal liver kinase-4) [13,21]. W sąsiedztwie receptorów

VEGF-R obecne są receptory neuropiliny 1 (NRP-1, neuropilin 1) i neuropiliny 2 (NRP-2,

neuropilin 2), które ułatwiają wiązanie ligandów do odpowiednich receptorów podczas

procesu angiogenezy i limfangiogenezy pełniąc tym samym funkcję koreceptorów [14, 17, 22,

23]. Receptorom VEGF-R1 oraz VEGF-R2 towarzyszy koreceptor NRP-1 natomiast receptor

VEGF-R3 współdziała z koreceptorem NRP-2 [23].

W budowie receptorów VEGF można wyróżnić 3 elementy: zewnątrzkomórkowy

składający się z 7 domen immunoglobulinopodobnych, transbłonowy (domena hydrofobowa)

oraz część wewnątrzkomórkową, która posiada w swej strukturze domenę o aktywności

kinazy tyrozynowej.

Do aktywacji receptorów czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego konieczna jest

interakcja z VEGF oraz dimeryzacja, która wyzwala fosforylację podjednostek tyrozynowych

wewnątrz komórek i aktywację różnych szlaków przekazywania sygnału w komórce [14].

Poszczególne czynniki VEGF mają powinowactwo do różnych typów receptora.

Z receptorem VEGF-R1 wiążą się czynniki VEGF-A, VEGF-B oraz PIGF. Z receptorem

VEGF-R2 wiążą się VEGF-A, VEGF-C i VEGF-D, natomiast z receptorem VEGF-R3

oddziałuje VEGF-C i VEGF-D [15, 18, 24].

VEGF-R1

VEGF-R1 występuje na powierzchni komórek śródbłonka naczyń krwionośnych,

monocytów, makrofagów, hematopoetycznych komórek macierzystych oraz na powierzchni

komórek nowotworowych guzów litych i nowotworów układu krwiotwórczego [16].

Funkcja VEGF-R1 nadal pozostaje przedmiotem dyskusji. Prawdopodobnie pełni on funkcję

receptora przynęty wychwytując cząsteczki VEGF i nie dopuszczając do ich wiązania się

z receptorem VEGF-R2 [25]. Mechanizm ten, w obecności PIGF, prowadzi do potencjalizacji

aktywności VEGF i promowania angiogenezy. Jest to spowodowane aktywacją VEGF-R2

przez VEGF „podebrany” z receptora 1 i tworzeniem się heterodimerów między receptorem 1

(VEGF-R1) aktywowanym przez PIGF a pobudzonym przez VEGF receptorem 2 (VEGF-R2)

a także transfosforylacją kinazy tyrozynowej VEGF-R2 [26]. Należy podkreślić, że receptor

VEGF-R1 ma 10-krotnie większe powinowactwo do swojego liganda niż VEGF-R2,



218

natomiast ten drugi wykazuje wielokrotnie większą aktywność domeny kinazy tyrozynowej

[23, 27].

VEGF-R2

Receptor VEGF-R2 znajduje się na powierzchni komórek śródbłonka naczyniowego,

komórek szeregu hematopoetycznego, a także na komórkach nowotworów litych oraz

niektórych nowotworach układu krwiotwórczego [4, 28]. Komórki wykazujące ekspresję

VEGF mają ponad dziesięciokrotnie większą liczbę kopii VEGF-R2 w porównaniu do liczby

kopii receptora VEGF-R1. Aktywacja tego receptora prowadzi do pobudzenia proliferacji,

migracji, różnicowania komórek, angiogenezy, wyhamowania apoptozy oraz do zwiększenia

przepuszczalności naczyń krwionośnych [28]. W porównaniu do receptora VEGF-R1

wykazuje około 100-krotnie większe powinowactwo do wiązania VEGF-A, gdy występuje on

w formie dimeru [29]. VEGF-R2 jest więc głównym receptorem, przez który VEGF wykazuje

swoje działanie, wywierając efekt angiogenny oraz zwiększając przepuszczalność naczyń

krwionośnych [15, 27].

Rycina 1. Schemat ilustrujący składowe rodziny VEGF. VEGF-A wiąże się z receptorami

kinazy tyrozynowej VEGF-R1 i VEGF-R2. VEGF-R1 stanowi receptor dla VEGF-B i PIGF.

Połączenie to wyzwala proliferację komórek śródbłonka, powstawanie naczyń oraz migrację

komórek śródbłonka podczas procesu waskulo- i angiogenezy. VEGF-C i VEGF-D wiążą się

z receptorem VEGF-R3, który stanowi swoisty regulator limfoangiogenezy. VEGF-A lub

PIGF mogą oddziaływać także z korecepotorem neuropiliny 1 (NRP-1), przez co zwiększa się

powinowactwo wiązania się z VEGF-R2. Neuropilina 2 (NRP-2) reguluje głównie

limfoangiogenezę na skutek interakcji z VEGF-R2 lub VEGF-R3 [30].

(Źródło: http://www.rosenthallab.com/gallery/detail.php?fileName=VEGF_VEGFR.jpeg)
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Rozpuszczalne receptory sVEGF-R1 i sVEGF-R2

Liczne publikacje wykazały, że receptory dla VEGF występują także w formie

rozpuszczalnej jako sVEGF-R1 i sVEGF-R2. Prawdopodobny mechanizm ich powstawania

związany jest z proteolizą zewnętrznego receptora błonowego-domeny zewnątrzkomórkowej,

która wiąże ligand lub z procesem alternatywnego składania pierwotnego transkryptu VEGFR

w dojrzałe mRNA, które zawiera informację wyłącznie o budowie zewnątrzkomórkowej

receptora [31, 32].

Pierwsze wzmianki o sVEGF-R1 pojawiły się w latach 90. XX wieku po odkryciu ich

występowania w płynie owodniowym oraz w medium hodowlanym komórek HUVEC

(human umbilical vein endothelial cells). sVEGF-R1 wydzielany jest przez komórki

śródbłonka naczyń krwionośnych, komórki mięśni gładkich naczyń krwionośnych,monocyty,

komórki trofoblastu [33], komórki nabłonkowe rogówki [34] oraz przez komórki nabłonkowe

części proksymalnej kanalika nerkowego [32, 35]. Receptor sVEGF-R1 tworzy sześć

z siedmiu domen immunoglobulinopodobnych części zewnątrzkomórkowej receptora VEGF-

R1 [32, 36]. Informacji na temat sVEGF-R2 jest bardzo mało.

Antyangiogenny charakter receptorów sVEGF-R2 oraz sVEGF-R1 jest efektem

wychwytywania VEGF i zmniejszania jego dostępności dla receptora powierzchniowego, co

ilustruje Rycina 2 [32, 37, 38].

Rycina 2.

Mechanizm: sVEGF-Rs wychwytuje VEFG zmniejszając jego dostępność dla receptora

powierzchniowego VEGF-R.

(Źródło: Wu i wsp.[41] oraz Lorquet i wsp.[42] w modyfikacji własnej)

Powinowactwo sVEGF-R2 i sVEGF-R1 do VEGF jest takie samo jak w przypadku

pełnej długości receptorów błonowych przez co znacząco hamują angiogenezę promowaną

przez VEGF. Dodatkowo redukują przekazywanie sygnału w komórce poprzez tworzenie

heterodimerów z receptorami powierzchniowymi VEGF-R1 oraz VEGF-R2, co ilustruje
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Rycina 3 [38].

Rycina 3.

Mechanizm: sVEGF-Rs tworzą h eterodimery z receptorami powierzchniowymi VEGF-R1 i

VEGF-R2 w , co znosi w ten sposób przenoszenie sygnału w komórce.

(Źródło: Wu i wsp.[41] oraz Lorquet i wsp.[42] w modyfikacji własnej)

Rozpuszczalny receptor sVEGF-R1 ponadto ma działanie przeciwobrzękowe poprzez

zmniejszenie przepuszczalności naczyń krwionośnych oraz przeciwzapalne przez osłabienie

aktywacji i migracji monocytów zależnej od VEGF [37].

Rozpuszczalny receptor 2 VEGF- sVEGF-R2 swoją budową przypomina receptor

sVEGF-R1 i prawdopodobnie jest także wydzielany przez komórki endotelium naczyń

krwionośnych [39]. Receptor ten oprócz funkcji wymienionych wyżej wiąże VEGF-A oraz

VEGF-C i VEGF-D hamując tym samym indukowany przyłączeniem VEGF-C i VEGF-D do

receptora VEGF-R3 proces limfangiogenezy, co również ma istotny wpływ w hamowaniu

progresji choroby nowotworowej [40].

Angiogeneza jest bardzo istotnym i skomplikowanym procesem. Szczególnie

ważnym w przypadku stosowania leków antyangiogennych, głównie u pacjentów

onkologicznie chorych, dlatego badania powinny być kontynuowane, na co wskazuje

przegląd aktualnego piśmiennictwa.

1. Zgoda pacjenta: nie dotyczy

2. Dane pozyskano z PubMed i Google Scholar.

3. Ocena etyczna: nie dotyczy

4. Wkład autora:

-Konceptualizacja Robert Partyka, Krzysztof Olczyk, Adriana Misiło,

-Metodologia Krzysztof Olczyk, Kacper Zając, Adriana Misiło
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-Oprogramowanie Robert Partyka, Krzysztof Olczyk, Adriana Misiło

-Analiza formalna Robert Partyka
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-Wizualizacja Krzysztof Olczyk, Robert Partyka, Kacper Zając

-Nadzór Krzysztof Olczyk, Adriana Misiło

Wszyscy autorzy przeczytali i zgodzili się z opublikowaną wersją manuskryptu.

5. Konflikt interesów: nie dotyczy

6. Finansowanie: nie dotyczy
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