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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
VEGEF 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 naczyn krwiono$nych jest niezbedne dla rozwoju organizmu oraz kluczowe
w prawidlowym przebiegu proceséw naprawczych. Naczynia krwionos$ne powstaja na drodze
waskulogenezy oraz angiogenezy [1]. Waskulogeneza jest zwigzana przede wszystkim
z tworzeniem naczyh krwiono$nych de novo z komodrek macierzystych w procesie
embriogenezy [2]. Natomiast angiogeneza warunkuje powstawanie nowych naczyn na bazie
juz istniejacych i w warunkach fizjologicznych, jest ona $cisle kontrolowana i krétkotrwata
[1]. Wystepuje ona migdzy innymi podczas dojrzewania ciatka zottego, w trakcie odnowy
endometrium 1 lozyska, czy na przyktad podczas gojenia si¢ ran i zarastania ztaman.
W warunkach patologicznych bierze ona udzial miedzy innymi w procesach rozrostowych
oraz przewlektych procesach zapalnych [1,2].

Angiogeneza jest kluczowym procesem w trakcie rozwoju choroby nowotworowe;j.
Nalezy jednak pamigtaé, ze transformacja nowotworowa jest bardzo skomplikowana 1 jest
konsekwencja zaburzen regulacji funkcji wielu genéw w organizmie [3, 4]. Komoérka podczas
swojej przemiany nowotworowej przestaje reagowaé na zewngtrze czynniki regulatorowe i
zaczyna si¢ mnozy¢ w niekontrolowany sposob, co w konsekwencji doprowadza do
pobudzenia angiogenezy, nasilonego i niezahamowanego wzrostu komoérek oraz utraty
zdolnos$ci do apoptozy. Rozbudowa sieci naczyniowej w poczatkowym etapie choroby

nowotworowej nie jest konieczna, poniewaz proces proliferacji komorek jest zrownowazony
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z ich apoptozg [4]. Male guzy wielkosci 1-2mm?, w procesie rozwoju muszg tworzy¢ wlasng
sie¢ naczyn krwiono$nych [5].

Angiogenez¢ mozna podzieli¢ na kilka etapdw — inicjacj¢, proliferacj¢/inwazj¢ oraz

dojrzewanie/r6znicowanie. Kaskada angiogenna rozpoczyna si¢ za posrednictwem czynnika
inicjujacego, ktérym moze by¢ lokalny proces zapalny, miejscowe uszkodzenie tkanki lub tez
rozw0j nowotworu. Efektem tego jest uszkodzenie blony podstawnej naczynia, ostabienie
potaczen miedzy komorkami $rodblonka, a takze aktywacja plytek krwi 1 komorek
endotelium [6].
Proliferacja komorek jako kolejny etap angiogenezy jest indukowana przez czynniki wzrostu
oraz integryny. Koncowym etapem angiogenezy jest odtworzenie blony podstawnej,
mig$niéwki oraz przydanki [7]. W procesach tych wazna role petni ptytkowy czynnik wzrostu
(platelet derived growth factor, PDGF), ktorego zadaniem jest przyciggnigcie komorek
mezenchymalnych. Innymi istotnymi czynnikami sg transformujacy czynnik wzrostu beta
(TGF-B, transforming growth factor B)i czynnik wzrostu fibroblastow (FGF-1, fibroblast
growth factor), ich zadaniem jest indukowanie zmian niezb¢dnych do powstania naczynia
w powstalych miofibroblastach i komodrkach przydanki. Receptory kinazy tyrozynowej (Tiel
1 Tie2) oraz angiopoetyny zwigzane rowniez z procesem angiogenezy sa odpowiedzialne za
polaczenie komorek endotelium z sgsiadujgcymi komorkami mezenchymalnymi oraz
stworzenie stabilnych oddziatywan biochemicznych oraz komorkowych[8§].

Tworzenie nowych naczyn krwiono$nych jest bardzo skomplikowanym mechanizmem,
ktory jest zalezny od rownowagi pomig¢dzy czynnikami proangiogennymi i antyangiogennymi
[2]. Sa one syntetyzowane przez komorki nowotworowe, ale takze przez monocyty, komorki
podscieliska nowotworowego, makrofagi naciekajagce nowotwoér, a takze plytki krwi i
leukocyty. Do najwazniejszych czastek pobudzajacych angiogenez¢ naleza: naczyniowo-
srodblonkowy czynnik wzrostu (VEGF,vascular endothelial growth factor), FGF-1, TGF-B,
PDGF, receptory kinazy tyrozynowej, angiopoetyna, forma zwigzana trombospondyny.
Inhibitorami procesu tworzenia naczyn sa 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-Srodblonkowy czynniki wzrostu (VEGF)

Pierwsze wzmianki o $rodbtonkowym czynniku wzrostu naczyn (VEGF — vascular

endothelial growth factor) siggaja roku 1983, wtedy Senger I wsp. opisali czynnik
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zwigkszajacy przepuszczalno$¢ naczyn (VPF — vascular permability factor)[9]. Ferrara
i Hanzel [10] oraz niezaleznie Plouet i wsp. [11] w roku 1989 wyizolowali biatko, ktére
pobudzato mitozg komorek srodbtonka i nazwali je odpowiednio: naczyniowo-$rodblonkowy
czynnik wzrostu (vascular endothelial growth factor — VEGF) i1 waskuloproteing
(vasculoprotein). Na przestrzeni lat okazalo si¢, ze wszystkie wymienione czasteczki
reprezentuja ten sam czynnik, ktorego proangiogenny charakter wynika z bezposredniej
aktywacji komorek endotelium naczyn [12].

VEGF jest uznawany za najwazniejsza cytoking promujacg rozwdj naczyn
krwionos$nych. Czynnik ten stymuluje produkcje tlenku azotu przez pobudzony $rodblonek
naczyniowy, co powoduje wzrost przepuszczalnosci naczyn krwionos$nych [13, 14]. Innymi
istotnymi czynnikami majacymi wplyw na rozwdj naczyn krwiono$nych sa czynniki
adhezyjne (integryny) oraz proteolityczne (kolagenozy, plazmina, urokinazy, katepsyny,
trypsynogen, heparynazy, aktywatory plazminogenu), ktore biorg udzial w przekazywaniu
sygnatu komoérkom 1 uczestnicza Ww niszczeniu macierzy zewnatrzkomoérkowej[8].
Zdegradowana macierz zewnatrzkomorkowa staje si¢ miejscem migracji komoérek srodblonka
w strone stymulujacego bodzca angiogennego, co w efekcie prowadzi do ich proliferacji.
Zwigkszona przepuszczalno$¢ naczyn przyczynia si¢ do zewnatrznaczyniowego odktadania
si¢ fibryny, co stanowi podpor¢ dla migrujacych komorek $rodblonka.VEGF moze by¢
syntezowany przez wiele komoérek w organizmie czlowieka, w tym m. in. przez makrofagi,
limfocyty, komorki s$rodblonka, fibroblasty, aktywowane plytki krwi czy komorki
nowotworowe [14]. Czynnikami ktére w znaczacy sposob stymulujg syntez¢ naczyniowo-
srodblonkowego czynnika wzrostu sg np. tlenek azotu, chylaty zelaza, reaktywne formy tlenu,
niektore cytokiny jak interleukina 1 beta(IL-1p,Interleukin-1 beta ),czynnik wzrostu
nowotworow alfa (TNF-o, tumor necrosis factor), czynniki wzrostowe m.in. podstawowy
czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF,basic fibroblast growth factor), PDGF 1 TGF-B oraz
hormony[13,15]. Regulacja 1 ekspresja syntezy VEGF jest przypisywana aktywacji
onkogenow, na przyktad SRC i RAS , a takze mutacjom gendw supresorowych takich jak
TP53 i VHL.Za najwazniejszy czynnik zewngtrzny, ktdory wzmaga transkrypcje mRNA
kodujacego VEGF 1 stabilizacj¢ jego czasteczki uznaje si¢ niedotlenienie. Proces ten jest
regulowany za posrednictwem aktywnosci czynnika indukowanego hipoksja, HIF-1 (hypoxia
inducible factor-1) [16].

W sktad czynnikow VEGF wchodza: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF, placental growth factor), homolog VEGF, czyli VEGF-E
oraz VEGF-F [13]. Wszystkie te czasteczki charakteryzujg si¢ pewnym wspdlnym elementem
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budowy, mianowicie wystgpuja sekwencje cysteiny, ktore umozliwiaja tworzenie mostkoéw
siarczkowych oraz dimerow. Kazdy z tych czynnikéw jednak jest efektem ekspresji
odmiennych gendéw, co za tym idzie majg inne wlasciwosci biologiczne [15].

Czynnikiem proangiogennym o najwigkszym znaczeniu jest VEGF-A. Wystepuje
kilka izoform tego bialka, ktére r6znia si¢ miedzy sobg liczba aminokwasow. Ich istnienie
warunkowane jest mechanizmem alternatywnego skladania mRNA genu kodujacego VEGEF-
A. VEGF-B uczestniczy w progresji guzow nowotworowych w sposob niezalezny od
angiogenezy.[17] VEGF-C i VEGF-D pobudzaja migracj¢ oraz podzial komoérek naczyn
chlonnych [15, 18]. PIGF pos$redniczy we wzro$cie komorek migéni gltadkich oraz komorek
endotelium, uczestniczy w indukowaniu chemotaksji dodatniej w komdrkach uczestniczacych
w zapaleniu, a podwyzszone st¢zenie tego czynnika jest charakterystyczne dla choroby
nowotworowej, retinopatii i zawalu mig$nia sercowego [19].

VEGF-A rozszczelnia barier¢ naczyniowa, dzigki czemu mozliwe jest przenikanie
r6znych bialek do przestrzeni pozanaczyniowej, sg to m.in. fibrynogen czy plazminogen, co
z kolei indukuje gromadzenie si¢ plynu w §rodowisku zewnatrznaczyniowym i zwigkszenie
ci$nienia onkotycznego wewnatrz guza nowotworowego [17]. Inng funkcja VEGF-A jest
pobudzenie aktywatora plazminogenu, co pomaga przeksztatci¢ plazminogen w plazming.
Plazmina odstaniajac aktywne centra metaloproteina (MMPs) bierze udzial w rozkladaniu
kolagenu typu IV i degradacji btony podstawnej naczyn krwiono$nych [17]. Poza tym
naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu w znaczacy sposob pobudza komorki endotelium
do podzialu i ich migracji, a takze mobilizuje komorki macierzyste $srédblonka naczyn ze
szpiku. Dodatkowo VEGF-A bierze udzial w aktywacji monocytéw i ich chemotaksji oraz
zaburza funkcje odporno$ciowe organizmu poprzez blokowanie dojrzewania komorek

dendrytycznych [20].

Receptory powierzchniowe czynnika wzrostu $srodblonka naczyniowego VEGF-R

Czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego jest obecnie najbardziej znany ze swojej
roli w tworzeniu naczyn i angiogenezie. Ustalono, Ze pelni on rowniez role¢ w wielu procesach,
ktore nie dotycza Srddbtonka. Odkryto ,ze VEGF oraz jego receptory VEGF-R1, VEGF-R2 i
VEGF-R3 ulegaja ekspresji w wielu rodzajach komorek, innych niz naczyniowe, a takze w

r6znych nowotworach [21].
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Rodzina naczyniowo-$rodblonkowych czynnikow wzrostu swojg aktywnos$¢
biologiczna wykazuja za posrednictwem obecnych na komodrkach docelowych swoistych
receptorow: 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 sasiedztwie receptorow
VEGF-R obecne sg receptory neuropiliny 1 (NRP-1, neuropilin 1) i neuropiliny 2 (NRP-2,
neuropilin 2), ktore ulatwiaja wigzanie ligandéw do odpowiednich receptorow podczas
procesu angiogenezy i limfangiogenezy petnigc tym samym funkcje koreceptorow [14, 17, 22,
23]. Receptorom VEGF-R1 oraz VEGF-R2 towarzyszy koreceptor NRP-1 natomiast receptor
VEGF-R3 wspotdziata z koreceptorem NRP-2 [23].

W budowie receptoréw VEGF mozna wyrozni¢ 3 elementy: zewnatrzkomérkowy
sktadajacy sie z 7 domen immunoglobulinopodobnych, transblonowy (domena hydrofobowa)
oraz cze$s¢ wewnatrzkomorkowa, ktora posiada w swej strukturze domene o aktywnosci
kinazy tyrozynowe;j.

Do aktywacji receptorow czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego konieczna jest
interakcja z VEGF oraz dimeryzacja, ktéra wyzwala fosforylacj¢ podjednostek tyrozynowych
wewnatrz komorek i aktywacje roznych szlakéw przekazywania sygnatu w komorce [14].

Poszczegdlne czynniki VEGF maja powinowactwo do rdéznych typdw receptora.
Z receptorem VEGF-R1 wiazg si¢ czynniki VEGF-A, VEGF-B oraz PIGF. Z receptorem
VEGF-R2 wiazg si¢ VEGF-A, VEGF-C i VEGF-D, natomiast z receptorem VEGF-R3
oddziatuje VEGF-C i VEGF-D [15, 18, 24].

VEGF-R1

VEGF-R1 wystgpuje na powierzchni komorek s$rodbtonka naczyn krwiono$nych,
monocytow, makrofagéw, hematopoetycznych komorek macierzystych oraz na powierzchni
komorek nowotworowych guzéw litych i nowotworow uktadu krwiotwoérczego [16].

Funkcja VEGF-R1 nadal pozostaje przedmiotem dyskusji. Prawdopodobnie peni on funkcje
receptora przynety wychwytujac czasteczki VEGF 1 nie dopuszczajac do ich wigzania si¢
z receptorem VEGF-R2 [25]. Mechanizm ten, w obecnosci PIGF, prowadzi do potencjalizacji
aktywnosci VEGF i promowania angiogenezy. Jest to spowodowane aktywacja VEGF-R2
przez VEGF ,,podebrany” z receptora 1 i tworzeniem si¢ heterodimeréw migdzy receptorem 1
(VEGF-R1) aktywowanym przez PIGF a pobudzonym przez VEGF receptorem 2 (VEGF-R2)
a takze transfosforylacjg kinazy tyrozynowej VEGF-R2 [26]. Nalezy podkresli¢, ze receptor
VEGF-R1 ma 10-krotnie wigksze powinowactwo do swojego liganda niz VEGF-R2,
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natomiast ten drugi wykazuje wielokrotnie wigksza aktywno$¢ domeny kinazy tyrozynowej

[23, 27].

VEGF-R2

Receptor VEGF-R2 znajduje si¢ na powierzchni komorek §rodbtonka naczyniowego,
komorek szeregu hematopoetycznego, a takze na komorkach nowotwordw litych oraz
niektorych nowotworach uktadu krwiotwoérczego [4, 28]. Komorki wykazujace ekspresje
VEGF maja ponad dziesigciokrotnie wigksza liczbe kopii VEGF-R2 w poréwnaniu do liczby
kopii receptora VEGF-R1. Aktywacja tego receptora prowadzi do pobudzenia proliferacji,
migracji, roznicowania komorek, angiogenezy, wyhamowania apoptozy oraz do zwigkszenia
przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych [28]. W poréwnaniu do receptora VEGF-R1
wykazuje okoto 100-krotnie wigksze powinowactwo do wigzania VEGF-A, gdy wystepuje on
w formie dimeru [29]. VEGF-R2 jest wigc gldwnym receptorem, przez ktory VEGF wykazuje
swoje dziatanie, wywierajac efekt angiogenny oraz zwigkszajac przepuszczalno$¢ naczyn

krwiono$nych [15, 27].

PIGF VEGF-E VEGF-C
VEGF-B VEGF-A VEGF-F VEGF-D

WVEGF axon 2-5 ——————&
VEGF exon 7-8 ————

Heparin ————» X0

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Formation of blood vessels Formation of lymphatic vessels

Rycina 1. Schemat ilustrujacy skladowe rodziny VEGF. VEGF-A wiaze si¢ z receptorami
kinazy tyrozynowej VEGF-R1 i VEGF-R2. VEGF-R1 stanowi receptor dla VEGF-B i PIGF.
Potaczenie to wyzwala proliferacj¢ komoérek $rédbtonka, powstawanie naczyn oraz migracje
komorek $rodbtonka podczas procesu waskulo- 1 angiogenezy. VEGF-C 1 VEGF-D wigzg si¢
z receptorem VEGF-R3, ktory stanowi swoisty regulator limfoangiogenezy. VEGF-A lub
PIGF moga oddziatywac takze z korecepotorem neuropiliny 1 (NRP-1), przez co zwigksza si¢
powinowactwo wigzania si¢ z VEGF-R2. Neuropilina 2 (NRP-2) reguluje gltownie
limfoangiogenez¢ na skutek interakcji z VEGF-R2 lub VEGF-R3 [30].

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

Liczne publikacje wykazaly, ze receptory dla VEGF wystepuja takze w formie
rozpuszczalnej jako SVEGF-R1 1 sVEGF-R2. Prawdopodobny mechanizm ich powstawania
zwigzany jest z proteolizg zewnetrznego receptora blonowego-domeny zewnatrzkomorkowej,
ktéra wigze ligand lub z procesem alternatywnego sktadania pierwotnego transkryptu VEGFR
w dojrzate mRNA, ktére zawiera informacj¢ wylacznie o budowie zewnatrzkomoérkowej
receptora [31, 32].

Pierwsze wzmianki o sVEGF-R1 pojawity si¢ w latach 90. XX wieku po odkryciu ich
wystepowania w plynie owodniowym oraz w medium hodowlanym komoérek HUVEC
(human umbilical vein endothelial cells). sVEGF-R1 wydzielany jest przez komorki
srodblonka naczyn krwiono$nych, komorki miesni gtadkich naczyn krwiono$nych,monocyty,
komorki trofoblastu [33], komorki nabtonkowe rogéwki [34] oraz przez komoérki nabtonkowe
cze$ci proksymalnej kanalika nerkowego [32, 35]. Receptor sVEGF-R1 tworzy szes$¢
z siedmiu domen immunoglobulinopodobnych czes$ci zewnatrzkomorkowej receptora VEGF-
R1 [32, 36]. Informacji na temat sSVEGF-R2 jest bardzo mato.

Antyangiogenny charakter receptoréw sVEGF-R2 oraz sVEGF-RI1 jest efektem
wychwytywania VEGF i zmniejszania jego dostgpnosci dla receptora powierzchniowego, co

ilustruje Rycina 2 [32, 37, 38].
w

Rycina 2.
Mechanizm: sVEGF-Rs wychwytuje VEFG zmniejszajac jego dostepnos¢ dla receptora
powierzchniowego VEGF-R.
(Zrédto: Wu i wsp.[41] oraz Lorquet i wsp.[42] w modyfikacji wtasnej)

Powinowactwo sVEGF-R2 i sVEGF-R1 do VEGF jest takie samo jak w przypadku
petnej dlugosci receptorow btonowych przez co znaczaco hamuja angiogeneze promowang
przez VEGF. Dodatkowo redukuja przekazywanie sygnalu w komorce poprzez tworzenie

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

Rycina 3.
Mechanizm: sVEGF-Rs tworza h eterodimery z receptorami powierzchniowymi VEGF-R1 i
VEGF-R2 w , co znosi w ten sposdb przenoszenie sygnalu w komorce.

(Zrédto: Wu i wsp.[41] oraz Lorquet i wsp.[42] w modyfikacji wtasnej)

Rozpuszczalny receptor sSVEGF-R1 ponadto ma dzialanie przeciwobrzgkowe poprzez
zmniejszenie przepuszczalnosci naczyn krwionos$nych oraz przeciwzapalne przez ostabienie
aktywacji 1 migracji monocytow zaleznej od VEGF [37].

Rozpuszczalny receptor 2 VEGF- sVEGF-R2 swoja budowa przypomina receptor
sVEGF-R1 i prawdopodobnie jest takze wydzielany przez komorki endotelium naczyn
krwionosnych [39]. Receptor ten oprocz funkcji wymienionych wyzej wigze VEGF-A oraz
VEGF-C i VEGF-D hamujac tym samym indukowany przylaczeniem VEGF-C 1 VEGF-D do
receptora VEGF-R3 proces limfangiogenezy, co rowniez ma istotny wplyw w hamowaniu
progresji choroby nowotworowej [40].

Angiogeneza jest bardzo istotnym 1 skomplikowanym procesem. Szczegdlnie
waznym w przypadku stosowania lekow antyangiogennych, gltéwnie u pacjentow
onkologicznie chorych, dlatego badania powinny by¢ kontynuowane, na co wskazuje

przeglad aktualnego pismiennictwa.

1. Zgoda pacjenta: nie dotyczy

2. Dane pozyskano z PubMed 1 Google Scholar.
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