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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Czynnik wzrostu Srédbtonka naczyn (VEGF — wystepujacy w kilku izoformach: VEGF-A, -B,
-C, -D) jest dobrze poznanym czynnikiem mitogennym komorki i czynnikiem wzrostu i przepusz-
czalnosci naczyn. VEGF uczestniczy w angiogenezie fizjologicznej i ,,terapeutycznej”, w angio-
genezie patologicznej, a takze w procesie rozwoju naczyn limfatycznych. VEGF uczestniczy we
wszystkich fazach angiogenezy, przy czym jego rola na etapie inicjacji tworzenia nowych naczyn
krwionos$nych wydaje si¢ szczegdlnie wazna. Prace z ostatnich lat podkreslaja, ze oprécz gtéwnej
funkcji proangiogennej, VEGF przejawia réwniez aktywno$¢ neurotroficzng i neuroprotekcyjna
w obwodowym i osSrodkowym uktadzie nerwowym, bezposrednio oddziatujac na neurony, komorki
Schwanna, astrocyty, macierzyste komoérki nerwowe i mikroglej. VEGF realizuje swoje dziatania
biologiczne przez interakcje z trzema podtypami receptora VEGF, znanymi jako VEGFR-1 (Flt-1),
VEGFR-2 (Flk-1/KDR) i VEGFR-3 (Flt-4), wszystkie maja wewngtrzna domeng kinazy tyrozy-
nowej. Aktywacja poszczegdlnych podtypow receptoréw VEGF obecnych w btonie komdrkowe;j
uruchamia we wnetrzu danej komoérki wiele toréw sygnalizacyjnych, m.in. PI3K/Akt, Ras/Raf-
MEK/Erk, eNOS/NO, 1P /Ca*, ktére uczestnicza w generacji swoistej odpowiedzi biologicznej
zwigzanej z takimi procesami, jak np. proliferacja, migracja, zwigkszenie przepuszczalnosci na-
czyn czy zwigkszenie przezywalnosci komoérek. Ostatnie wyniki do§wiadczen przeprowadzonych
na zwierzgtach z wywotanym lokalnym niedokrwieniem mézgu sugeruja, ze aktywnos¢ neuropro-
tekcyjna VEGF przebiega réwnolegle z jego zdolnoscia do inicjowania neurogenezy i angioge-
nezy, niezaleznie jako mechanizm wielostopniowy. Sadzi sig, ze trzy gtéwne cechy charaktery-
zujace aktywnos$¢ biologiczna VEGF, tj. angiogeneza, neuroprotekcja i neurogeneza, wraz z ich
funkcjonalnymi potaczeniami, moga si¢ sta¢ podstawa do opracowywania nowych strategii tera-
peutycznych opartych na wykorzystaniu z jednej strony VEGF (i/lub jego pochodnych), a z dru-
giej — struktur neutralizujacych ten czynnik lub blokujacych receptory VEGF, zmierzajacych do
skuteczniejszego przeciwdziatania wielu groZnym patologiom, wsréd nich zmianom poischemicz-
nym w schorzeniach kardiologicznych i neurologicznych, wzrostowi guzéw litych, czy rozrostowi
naczyn krwionos$nych w strukturach awaskularnych narzadu wzroku.

czynnik wzrostu srodbtonka naczyi (VEGF) * receptory VEGF * angiogeneza ¢ neurogeneza
* neuroprotekcja * potencjat terapeutyczny agonistow i antagonistow receptorow VEGF

Summary

Vascular endothelial growth factor (VEGF, occurring in several isoforms: VEGF-A, -B, -C, -D)
is a well-known endothelial cell mitogen and vascular growth and permeability factor. Recent
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work done over the last few years has elucidated the important role of VEGF, which partici-
pates in the regulation of normal (physiological or therapeutic) and pathological angiogenesis
(VEGF-A, VEGF-B) and lymphangiogenesis (VEGF-C, VEGF-D). VEGF has also been impli-
cated in practically every stage of angiogenesis, yet its role in the initiation of new blood vessel
creation appears to be the most important. In addition to its role as a key angiogenic factor, VEGF
also possesses neurotrophic and neuroprotective activity both in the peripheral and in the central
nervous system, exerting a direct action on neurons, Schwann cells, astrocytes, neural stem cells,
and microglia. VEGF interacts with three subtypes of VEGF receptors occurring on the cellu-
lar membrane known as VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1/KDR), and VEGFR-3 (Flt-4). All
these receptor types possess an internal tyrosin kinase domain. Interaction of VEGF with par-
ticular subtypes of receptors activates a circuit of signaling pathways, e.g. PI3K/Akt, Ras/Raf-
MEK/Erk, eNOS/NO, and IP /Ca*. These participate in the generation of specific biological re-
sponses connected with proliferation, migration, increasing vascular permeability, or promoting
endothelial cell survival. Recent findings from experiments performed on animals with experi-
mentally evoked focal cerebral ischemia suggest that the neuroprotective activity of VEGF runs
in parallel with its ability to promote neurogenesis and angiogenesis and that these effects may
operate independently through multiple mechanisms. The above-mentioned three major features
characterizing the neurobiological activity of VEGF, i.e. neuroprotection, neurogenesis, and an-
giogenesis, together with their possible functional link(s), provide the rationale for considering
VEGF-based therapy as a promising future avenue for a more effective treatment of at least some
neurodegenerative disorders and stroke. Moreover, the possibility of using neutralizing factors of
VEGF or VEGEF receptor antagonists may reveal a way of preventing many dangerous patholo-
gies, including post-ischemic disturbances in cardiac and neurological disorders, tumor growth,
or hypervascularization in avascular structures of the eye.

Key words: vascular endothelial growth factor (VEGF) * angiogenesis ¢ lymphangiogenesis ©
neuroprotection ¢ neurogenesis * VEGF receptors ¢ therapeutic potential of VEGF receptor
agonists and antagonists
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Historia czynnika wzrostu srédbtonka naczyn (VEGF —
vascular endothelial growth factor) sigga roku 1983, kiedy
to Senger i wsp. opisali czynnik zwigkszajacy przepusz-
czalno$¢ naczyn (VPF — vascular permeability factor) [58]
Po sklonowaniu w 1989 r. VPF [29] i VEGF [33], a tak-
ze czynnika znanego jako waskulotropina (vasculotropin)
[29], okazato sig, ze wszystkie wymienione czasteczki re-
prezentuja ten sam czynnik, charakteryzujacy si¢ wybitnym
dziataniem proangiogennym, wynikajacym z bezposrednie;j
aktywacji komoérek srédbtonka naczyn. O fizjologicznej
istotnosci VEGF $§wiadczyty wyniki do§wiadczen, w kt6-
rych wykazano, ze zarodki pozbawione genu VEGF gi-
nety przed urodzeniem nawet wéwczas, gdy wytaczono
tylko jeden allel tego genu; Smier¢ zarodkéw nastgpowa-
fa okoto 10 dnia ciazy, a tworzenie naczyn krwionosnych
byto catkowicie zaburzone [5,17]. Doswiadczenia te daty
poczatek dalszym badaniom poswigconym proangiogen-
nemu dziataniu VEGF.

W ostatnich latach spore nadzieje wiaze si¢ z przejawiana
przez VEGF aktywnoscia neurotroficzna i neuroprotekcyj-
na [4,65]. Wdrozenie VEGF do terapii choréb o podiozu
neurodegeneracyjnym oraz przebiegajacych z niedokrwie-
niem tkanki nerwowej wymaga jeszcze wielu badan i préb
klinicznych. Jednakze, wyniki dotychczasowych do§wiad-
czen przeprowadzonych na zwierzgtach i hodowlach neu-
ronalnych rokuja pomyslnie.

Bupbowa 1 FUNKCJA czYNNIKOw RopzINY VEGF

Do rodziny VEGF zalicza si¢ 6 czynnikéw: VEGF-A, -B,
-C, -D, PIGF (fozyskowy czynnik wzrostu; placenta growth
factor) i VEGF-E (czyli wirusowy homolog VEGF; orf-
virus VEGF) [1,24,26,41,48,50]. Ich wspdlna cecha jest
wystgpowanie w czasteczce fragmentu zawierajacego se-
kwencje cystein, dzigki ktérym mozliwe jest wytwarzanie
mostkéw siarczkowych i tworzenie dimeréw [4,39,48,49,52].
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Tabela 1. Wtasciwosci czynnikéw rodziny VEGF

VEGF-A VEGF-B VEGF-C VEGF-D PLGF VEGF-E
Lokalizacja genu 6p21.3 1q13 4q34 Xp21.1 14q24 orf
Liczba eksonéw 8 7 7 7 7 -
121
145 167 131
Liczba aminokwaséw w czasteczce (ludzie) 165 415 358 149*
189 186 152
206
144 167
Liczba aminokwasdw w czasteczce (myszy) 164 186 415 358 149 -
188
Podobienstwo do VEGF-A (%) 100 43 30 31 46 25

* liczba aminokwasdéw w czasteczce wirusowego VEGF

Poszczegdlne czynniki sa produktami ekspresji r6znych ge-
néw, réznia si¢ miedzy soba takze struktura czasteczki, po-
dobiefistwem do VEGF-A (uznawanego za prototyp rodziny)
oraz wykazuja odmienne dziatanie biologiczne (tab. 1).

Najlepiej poznanym czynnikiem jest VEGF-A, ktérego
gen jest umiejscowiony na ramieniu krétkim chromoso-
mu 6 (6p21.3) i zawiera 8 eksonéw i 7 intronéw [4,39].
Produktem ekspresji tego genu jest mRNA, na bazie ktore-
go, w wyniku alternatywnego sktadania, powstaja izoformy
VEGF-A, rézniace si¢ migdzy soba liczba aminokwaséw
w czasteczce: VEGF ,,, VEGF , VEGF ., VEGF  oraz
VEGF, [29,33,60,71]. VEGF-A jest zaangazowany przede
wszystkim w proces tworzenia naczyn oraz zwigkszania ich
przepuszczalno$ci. Wlasciwosci biologiczne tego czynni-
ka, a zwlaszcza jego biodostgpnos¢ i zdolnos¢ pobudzania
proliferacji komoérek sa zalezne od powinowactwa, jakie
poszczegdlne izoformy VEGF-A wykazuja w stosunku do
heparyny. VEGF ,, wykazuje znacznie mniejsza zdolnos¢
wigzania heparyny i wystepuje przede wszystkim w formie
dyfuzyjnej, co sprawia, ze jego biodostgpnos¢ jest znacznie
lepsza niz VEGF , ktéry scisle przylega do powierzchni
komorki dzigki zwigzaniu z fragmentami przypominajacymi
swa budowa czasteczke heparyny. Zatem stopiefi powino-
wactwa do heparyny determinuje wtasciwosci biologiczne
VEGE. Utrata tego powinowactwa, zwiazana z alternatyw-
na obrébka mRNA, powoduje 50% redukcj¢ zdolnosci mi-
togennych wykazywanych przez VEGF [17].

VEGF-B jest wigzany z progresja guzow nowotworowych
niezalezna od angiogenezy. Gen tego czynnika zawiera 7
eksonéw i potozony jest w ramieniu dtugim chromosomu 11
(11q13) [53]. Produktem jego ekspresji jest pre-pro-biatko,
ktére w procesie obrébki potranslacyjnej ulega przeksztat-
ceniu do dwdch izoform, zawierajacych odpowiednio 167
i 186 aminokwaséw [49,50]. U gryzoni izoformy VEGF
sktadaja si¢ z identycznej liczby aminokwaséw, a ich po-
dobienistwo do czynnika ludzkiego wynosi 88% [50].

VEGEF-C zawiera 415 aminokwasow i jest produktem eks-
presji genu, znajdujacego si¢ w ramieniu dlugim chromo-
somu 4 (4q34) [53]. Jego stezenie zalezy od cytokin pro-
zapalnych oraz aktywacji makrofagéw, natomiast nie jest

zalezne od hipoksji. Czynnik ten uczestniczy w stymulacji
proliferacji i migracji komérek srédbtonka oraz przyczynia
si¢ do zwigkszenia przepuszczalnosci naczyn. Powoduje
réwniez hiperplazje naczyn chtonnych skéry [8,27].

VEGF-D wystepuje w postaci czasteczki zawierajacej 358
aminokwas6w, kodowanej przez gen, ktérego locus znajdu-
je si¢ w ramieniu krétkim chromosomu X (Xp21.1) [50].
Czynnik ten stymuluje proliferacje komoérek srédbtonka
naczyn chtonnych. Wykazuje wtasciwosci angiogenne za-
réwno in vitro, jak 1 in vivo. Zwigkszenie ekspresji tego
czynnika w keratynocytach stymuluje tworzenie naczyn
chlonnych w skérze. Obserwacje wykazaty obecnos¢ pro-
duktéw ekspresji VEGF-D takze w melanocytach, fibro-
blastach oraz mezenchymie ptuc [8,27].

Gen PIGF jest potozony na dlugim ramieniu chromosomu
14 (14924-31) [39], a jego produktem sa dwie izoformy
zawierajace odpowiednio 131 i 152 aminokwasy [17,35].
Wzrost stezenia tego czynnika obserwowano w stanach,
takich jak proces nowotworowy, zawat mig¢snia sercowego,
czy retinopatie. PIGF stymuluje wzrastanie komorek $rod-
btonka i komérek migs$ni gtadkich, jest chemoatraktantem
komoérek uczestniczacych w zapaleniu. Moze powodowacé
mobilizacj¢ komérek mononuklearnych ze szpiku kostne-
go. Dziatajac synergistycznie z VEGF-B wpltywa na réz-
nicowanie i aktywacje monocytéw [8,27].

VEGF-E, peptyd zawierajacy 149 aminokwasow, swa struk-
turag w 25% odpowiada strukturze VEGF-A [48] i jest czyn-
nikiem wytwarzanym tylko przez wirusa orf. Wirus ten
powoduje uszkodzenia skéry u owiec i k6z. Zmiany te sa
zwiazane z rozlegla angiogeneza naczyn wlosowatych i two-
rzeniem widknistych torebek. Obecne sa w nich takze cechy
zwigkszonej przepuszczalnosci naczyn oraz proliferacji ko-
morek §rédbtonka. Wedtug innych autoréw czynnik ten ma
spetniac role modulatora srodowiska gospodarza, natomiast
nie jest istotny w procesie replikacji wirusa [8,27].

INpukca syntezy VEGF

Wiele typéw komérek ma zdolnos¢ syntezy VEGF, np. ko-
morki migsni gtadkich naczyn krwiono$nych, makrofagi,
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VEGF-B VEGF-C
PIGF VEGF-A  VEGF-E VEGF-D
. .
domeny
immunoglobulinopodobne
Btona komérkowa
NRP-1 NRP-1 NRP-2
domeny
kinazy tyrozynowej
VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(FIt-1) (FIt-1/KDR) (Flt-4)

Ryc. 1. Schemat budowy receptoréw VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3: Flt-1 — fms like tyrosine kinase, Flk-1— fetal liver kinase-1, KDR — kinase domain

region, NRP-1,-2 —neuropilina-1,-2

fibroblasty, a takze komérki srédbtonka. Do najbardziej
istotnych czynnikéw silnie stymulujacych syntezg VEGF
w komorce nalezy hipoksja [11,13,57,76]. Ponadto wymie-
ni¢ nalezy réwniez: cytokiny (np. IL-1B, TNF-av), czynniki
wzrostowe (bFGF, PDF czy TGF-f), hormony, onkogeny,
tlenek azotu (NO), reaktywne formy tlenu oraz chelatory
zelaza [13,14,17,64].

‘W warunkach ograniczonego dostarczania tlenu obserwo-
wano znaczne zwigkszenie ekspresji VEGF, rejestrowane
jako zwigkszenie stgzenia VEGF-mRNA, np. w komérkach
glejaka wielopostaciowego, w ktérych wystepowaty ogniska
martwicy [68]. Zawartos¢ VEGF-mRNA w tych niedotle-
nionych komérkach byta zdecydowanie wigksza, niz w ko-
morkach niewykazujacych cech nekrozy. Podobna zaleznos¢é
zauwazono w komdrkach migsnia sercowego Swini, pozba-
wionych ukrwienia na skutek zamknigcia gatezi zstgpujace;j
tetnicy wiencowej lewej. Poddane niedokrwieniu komor-
ki wykazywaty znaczaco wyzsza zawartoS§¢ VEGF-mRNA
niz komérki prawidtowo natlenione [20].

Zwigkszenie ekspresji genu VEGF pod wptywem niedotle-
nienia komorek wiaze si¢ z powstawaniem w tych komor-
kach czynnika indukowanego hipoksja, tzw. HIF-1 (hypo-
xia inducible factor-1), ktéry oddziatuje z krétka sekwencja
DNA w rejonie promotora VEGF, tzw. HRE (hypoxia re-
sponse element) i przez to nasila ekspresj¢ VEGF [57,76].

Czynnik HIF-1a jest aktywny tylko wowczas, gdy pod-
jednostka o potaczy si¢ z podjednostka 3. W warunkach
fizjologicznych stabilnos¢ HIF1-a jest Scisle regulowana
dzigki procesowi jego stalego unieczynniania w wyniku
ubikwitynizacji [32].

Synteza HIF-1a., a wigc posrednio réwniez VEGF, moze
by¢ stymulowana réwniez przez hemoksygenaze 1 (HO-1)
—enzym, ktérego st¢zenie znacznie wzrasta w stanach nie-
dotlenienia, zwlaszcza w obszarze osrodkowego uktadu
nerwowego. HO-1 jest wydzielana przez makrofagi, mi-
grujace do centrum niedotlenienia, a takze przez komoérki
Srédbtonka. W warunkach fizjologicznych HO-1 odpowiada
za degradacj¢ hemu do CO, Fe** oraz biliwerdyny. Produkty
rozpadu hemu sa naturalnymi czynnikami chroniacymi ko-
morke przed wolnymi rodnikami, a tlenek wegla wykazuje
rowniez dziatanie posredniczace w rozszerzaniu naczyn,
w wyniku aktywacji cyklazy guanylanowej i zwigkszania
stgzenia cyklicznego GMP (cGMP) [13,30,76].

RecepTory 1zororm VEGF

Dziatania biologiczne wszystkich cztonkéw rodziny VEGF
sq realizowane przez swoiste receptory: VEGFR-1 (zwa-
ny réwniez Flt-1 — fms like tyrosine kinase), VEGFR-2
(FLK-1 — fetal liver kinase-1 u myszy i KDR — kinase do-
main region u cztowieka) i VEGFR-3 (Flk-4 — fetal liver
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kinase-4), znajdujace si¢ na powierzchni komorek docelo-
wych [16,27,43]. Receptory VEGF naleza do nadrodziny re-
ceptoréw zawierajacych domeng kinazy tyrozynowej, kt-
re maja zdolnos¢ do autofosforylacji. Zjawisko to zachodzi
po aktywacji receptora, indukowanej przytaczeniem ligan-
da. Receptory te sa homodimerami i sktadaja si¢ z trzech
funkcjonalnych elementéw: zewnatrzkomérkowego, ktéry
sktada si¢ z siedmiu domen immunoglobulinopodobnych,
transbtonowego (domena hydrofobowa) oraz z wewnatrz-
komérkowego, zawierajacego domeng o aktywnosci kina-
zy tyrozynowej (ryc.l).

Badania kompleksu VEGF-VEGFR-1 wykazaty, ze tylko
domeny 2 i 3 elementu zewnatrzkomérkowego pozostaja
w bliskim kontakcie z ligandem i sa wystarczajace do jego
zwiazania. Ponadto, trzy pierwsze domeny immunoglobu-
linopodobne sg konieczne do uzyskania petnego powino-
wactwa w jego wiazaniu [3,10,21,42,73].

Poszczegdlne izoformy VEGF wykazuja powinowactwo
do réznych typéw receptora. [zoforma VEGF-A oddziatu-
je z receptorem VEGFR-1 i VEGFR-2 [8]. Ponadto, ligan-
dami receptora VEGFR-1 sa VEGF-B i PIGF [50]. Z kolei
na receptor VEGFR-2 dziataja takze VEGF-C i VEGF-
D. Ligandami receptora VEGFR-3 sa VEGF-C i VEGF-
D [1,26] (ryc.1). Ekspresja VEGFR-1 zachodzi giéwnie
w komorkach srédbtonka naczyn krwionosnych, ponad-
to w monocytach, makrofagach, w trofoblascie tozyska
i w komérkach mezangialnych nerki. Ekspresja VEGFR-
2 wystepuje w komoérkach srédbtonka naczyn krwiono-
$nych, ale takze w megakariocytach, ptytkach krwi oraz
w krwiotwdrczych komdérkach macierzystych i komérkach
macierzystych siatkéwki. Natomiast ekspresja VEGFR-3
zachodzi gtéwnie w komérkach srédbtonka limfatycznego.
Ogdlnie mozna zatem powiedzieé, ze receptory VEGFR-
1 i VEGFR-2 biorg udzial w angiogenezie, podczas gdy
receptory VEGFR-3 w limfoangiogenezie [8,17,24,23,31].
Wykazano, ze receptor VEGFR-1 moze wystgpowac w po-
staci rozpuszczalnej (sVEGFR-1, sFlt-1) [43]. Nie jest zna-
na rola fizjologiczna tego typu receptora, ale s3 pewne su-
gestie, ze mogtby on wigza¢ VEGF we krwi i w ten spos6b
zapobiegac stymulacji srédbtonka. A zatem, rola recepto-
ra VEGFR-1 moze by¢ ograniczanie nadmiernej, nie za-
wsze korzystnej aktywnosci VEGF.

Ekspresja receptor6w VEGF jest uzalezniona m.in. od hi-
poks;ji, co zostato potwierdzone w badaniach przeprowa-
dzonych na zwierzgtach [16,19]. Przewlekle niedotlenienie
u szczuréw wywotywalo zwigkszenie liczby receptoréw
VEGFR-1 i VEGFR-2 na komérkach srédbtonka naczyn
plucnych. Podobny efekt obserwowano w naczyniach nie-
dokrwionego migs$nia sercowego. Natomiast in vitro za-
obserwowano zwigkszenie o 50% ekspresji VEGFR-1
w naczyniach wtosowatych siatkowki bydlecej, czemu
jednoczesnie towarzyszyto zmniejszenie liczby recepto-
réw VEGFR-2 [37].

CzynNIKI MoDULUJACE AKTYWNOSE VEGF

Dziatanie VEGF jest wspomagane przez czynniki modu-
lujace jego aktywnos$¢. Do czynnikéw tych naleza neuro-
pilina 1 i neuropilina 2 (NRP-1 i NRP-2), petniace funk-
cje koreceptoréw. Te transbtonowe biatka, ztozone z duzej
domeny zewnatrzkomoérkowej 1 ogona zanurzonego w cy-

toplazmie, sa niezbgdne w przewodnictwie nerwowym
i w regulacji angiogenezy [22,60,61]. Ich ekspresja za-
chodzi gtéwnie w zakoriczeniach aksonéw, w komérkach
srodbtonkowych naczyn krwionosnych i w niektérych ko-
morkach nowotworowych [60,61]. NRP-1 wzmacnia wia-
zanie VEGF , do receptora VEGFR-2 [22]. Natomiast
NRP-2 wiaze VEGF-C, a jej ekspresja zachodzi razem
z VEGFR-3 w komorkach srédbtonka subpopulacji naczyni
limfatycznych [28]. Badania wykonane na myszach wyka-
zaly, ze nadekspresja NRP powoduje anomalie w uktadzie
nerwowym i naczyniowym serca, co dowodzi istotnej ich
roli w rozwoju organizmu. Zaréwno NRP-1 jak i NRP-2
sg rowniez niezbednymi sktadnikami w wiazaniu semafo-
ryny3 (Sema3A), istotnego regulatora neurogenezy, co jest
koniecznym warunkiem przekazywania sygnatu w niekt6-
rych szlakach [65].

Etapy transdukcji sygnalu receptorowego

Interakcja VEGF z receptorem wywotuje wzajemna fosfo-
rylacje podjednostek receptora, co wyzwala aktywacje r6z-
nych szlakéw sygnatowych w koméree (ryc. 2). [12,20]. Jest
to pierwszy, niezbgdny etap sygnalizacji wewnatrzkomor-
kowej, indukowanej przez VEGF. Efekt koficowy wywiera-
ny przez ten czynnik zalezy jednak od dalszych wewnatrz-
komoérkowych loséw przekazywanego pobudzenia.

Najlepiej poznana wydaje si¢ Sciezka aktywowana przez
receptor VEGFR-2. Ufosforylowane receptory stuza jako
miejsca przytaczenia dla wewnatrzkomérkowych enzy-
mow i czasteczek adaptorowych, ktérymi sa: Shc i Grb2.
Czasteczki te wiazac kompleks SOS-Ras, prowadza
do aktywacji bialka Ras, a przez to do inicjacji Sciezki
Ras—Raf—kinazy MAP. Sciezka ta posredniczy w aktywa-
cji proliferacji Srédbtonka [9]. Ponadto, aktywacja VEGFR-
2 powoduje przytaczenie fosfolipazy C-gamma (PLC-y),
ktéra odcina czgs¢ fosfatydyloinozytolu od jego miejsca
zakotwiczenia w lipidzie, uwalniajac w ten sposéb zma-
gazynowane fosforany inozytolu (IP3). Te ostatnie z kolei
prowadza do uwalniania Ca** z puli jon6w wewnatrzkomor-
kowych. Powstajacy razem z IP, diacyloglicerol (DAG) po-
zostaje w sasiedztwie btony komoérkowe;j i jest fizjologicz-
nym aktywatorem kinazy biatkowej C (PKC). Aktywacja
PKC jest zwiagzana z migracja i przepuszczalnoscia na-
czyi pod wptywem VEGF [70,74]. Przepuszczalnos¢ na-
czyn indukowana przez VEGF zalezy réwniez od tlenku
azotu (NO), wytwarzanego z L-argininy przez srédbton-
kowa syntazg NO (eNOS) [40].

Oprécz swojej funkcji angiogennej i neuroprotekcyjnej
VEGF wptywa takze na migracje komorek endotelial-
nych. Niestety, pierwszy etap tego szlaku pozostaje dotad
nieznany. Wiadomo jedynie, ze nastgpuje indukcja $ciez-
ki sygnalizacyjnej SAPK2/p38 [37,56].

Rora VEGF w PROCESIE ANGIOGENEZY

Proces tworzenia nowych naczyn rozpoczyna si¢ juz
w okresie zarodkowym. U myszy w 7 dniu po zaptodnie-
niu w pecherzyku zéttkowym z migrujacych komérek me-
zodermalnych powstaja wyspy krwiotwoéreze [7]. W ciagu
kolejnych 12 godzin komorki te réznicuja si¢ w kierun-
ku komérek hematopoetycznych pnia (HPCs — hemato-
poietic cells) oraz prekursorowych komoérek srédbtonka
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Ryc. 2. Schemat gtéwnych drég transdukcji sygnatu indukowanych przez VEGFR-2: PKC — kinaza biatkowa C (protein kinase C), DAG — diacyloglicerol
(1,2-diacylglycerol), PLCy — fosfolipaza C typu y (phospholipase Cy), P, - inozytolo-(1,4,5)-trifosforan (inositol-1,4,5-trisphosphate), eNOS
— syntaza tlenku azotu (endothelial nitric-oxide synthase), NO — tlenek azotu (nitric oxide), PKG — kinaza biatkowa G (protein kinase G), Raf
— jedna z biatkowych kinaz serynowo-treoninowych, Ras — rodzina matych biatek G, powodujacych aktywacje GTP-azy, SOS — aktywator
wymiany nukleotydow guaninowych, Shc — biatko adapterowe, Grb2 — biatko adapterowe (growth factor receptor-bound 2), MEK1/2 -
kinaza kinaz MAP (miogen-activated protein kinase kinase), ERK1/2 — kinazy aktywowane przez sygnaty zewnatrzkomdrkowe (extracellularly
regulated protein kinases), PI-3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (phosphatidyl-3-inositol kinase), HSP-27 — biatko szoku cieplnego (heat

shock protein-27)

(EPCs — epithelial precursor cells), ktére rozmieszcza-
ja si¢ odpowiednio w centralnej i obwodowej czgsci wy-
spy. W dalszym etapie srodkowa cz¢S¢ podejmuje czyn-
nos¢ krwiotwdrcza, natomiast obwodowa przeksztatca sig
w pierwotne naczynia krwionosne [75]. Ten etap okresla-
ny jest terminem waskulogenezy. Zaobserwowano zalez-

nos¢ tego procesu od VEGF, wytwarzanego juz w stadium
gastruli przez komorki endodermy i mezodermy. Waznym
czynnikiem regulujacym jest obecnosc¢ receptora VEGFR-2
(Flk-1) na powierzchni komoérek progenitorowych. Zarodki
pozbawione genu VEGF lub niewykazujace ekspresji tego
receptora nie byty zdolne do wytworzenia wysp krwio-
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Tabela 2. Gtdwne etapy angiogenezy i udziat czynnikéw proangiogennych

Lp. Etapy angiogenezy Czynniki biorace udziat
1 Aktywacja komdrek srédbfonka VEGF, FGF, PDGF
5 Degradacja btony podstawnej istr]iejqcygh naczyn i macierzy MMP, UPA | uPAR, integryny, VEGF, bFGF
zewnatrzkomérkowej
3 Formowanie nowych naczyn VEGF, bFGF, PDGF, angiopoetyna

Wsrdd wymienionych czynnikéw znajduja sie te najistotniejsze, ktérych rola w procesie powstawania naczyn jest bezwzglednie konieczna. Nalezy
jednakze podkresli¢, ze w zaleznosci od miejsca w jakim dochodzi do tworzenia naczyn, a takze warunkéw towarzyszacych catemu procesowi, rola
wielu innych czynnikéw proangiogennych (ale takze antyangiogennych) jest réwnie istotna.

tworczych i obumieraty w tym stadium [59]. Aktywacja
receptora VEGFR-2 na powierzchni komérek endotelial-
nych wyzwala ich r6znicowanie i migracje, natomiast ak-
tywacja komérek mezodermalnych stymuluje réznicowa-
nie w kierunku linii Srédbtonkowej oraz komérek migsni
ghadkich. Stanowi to podstawe do rozpoczgcia angioge-
nezy, czyli dalszego rozwoju naczyn na podiozu struktur
juz istniejacych.

Proces ten zachodzi réwniez w zyciu postnatalnym. Jest do-
minujacym sposobem powstawania naczyi w licznych pro-
cesach naprawczych, takich jak gojenie si¢ ran czy w zja-
wiskach fizjologicznych (owulacja, przekrwienie Sciany
macicy w cyklu menstruacyjnym, dojrzewanie kosci,
wzrost wloséw) [16,17,19]. Réwniez w dojrzalym organi-
zmie VEGEF jest tym czynnikiem, ktéry — gtéwnie poprzez
receptory typu VEGFR-2 — inicjuje aktywacj¢ i réznicowa-
nie progenitorowych komoérek endotelialnych w kierunku
komorek srodbtonka [2], podziaty tych komorek, a takze
degradacje btony podstawnej istniejacych oraz formowa-
nie nowych naczyn (tab. 2). VEGF uczestniczy zatem we
wszystkich stadiach angiogenezy.

W powstawaniu i dojrzewaniu naczyn uczestnicza, oprocz
VEGTF, réwniez inne czynniki, o charakterze zaréwno sty-
mulujacym (np. angiogenina, angiopoetyna, czynnik wzro-
stu fibroblastow — FGF, transformujacy czynnik wzrostu
— TGF, ptytkopochodny czynnik wzrostu — PDGF), jak
i hamujacym ten proces (angiostatyna, endostatyna, trom-
bospondyna, czy czynnik pochodzacy z nablonka barw-
nikowego — PEDF). Przesunigcie réwnowagi na korzysé
tych pierwszych stymuluje rozwdj naczyn krwionos$nych.
Funkcjonalna dominacja czynnika/6w proangiogennych nie-
koniecznie musi si¢ wigzac z jego/ich aktywacja; moze ona
wynikaé z pierwotnego obnizenia wytwarzania i poziomu
czynnika/6w angiostatycznych [47].

Zaburzenia tworzenia naczyi, bedace skutkiem zachwia-
nia réwnowagi pomi¢dzy czynnikami stymulujacymi i ha-
mujacymi angiogenezg, leza u podstaw wielu choréb, do
ktérych zalicza si¢ m.in.: choroby naczyn (naczyniaki, na-
czyniowldkniaki, malformacje t¢tniczo-zylne, blaszki miaz-
dzycowe), choroby stawow (zmiany stawowe u hemofi-
likéw, reumatoidalne zapalenie stawow), choroby skéry
(tuszczyca, sklerodermia), choroby oka (retinopatia proli-
feracyjna, zwtdknienie zasoczewkowe, jaglica). Niektére
z nich sa bardzo grozne np.: retinopatia w postaci proli-
feracyjnego zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem
(AMD) jest jedna z najczestszych na §wiecie przyczyn §le-

poty [45]. Angiogeneza odgrywa takze niepodwazalng role
w rozwoju choréb nowotworowych [6,17,55].

RoLa VEGF w PROCESIE NEUROGENEZY | NEUROPROTEKCI

Prace z ostatnich lat wykazuja, ze oprécz podstawowej funk-
cji proangiogennej, VEGF przejawia réwniez aktywnos¢
neurotroficzna i neuroprotekcyjna zaréwno w osrodkowym,
jak i w obwodowym uktadzie nerwowym [4,23,62,66].

Liczne badania dowodza, ze aktywnos¢ VEGF w uktadzie
nerwowym realizuje si¢ przez dwie $ciezki sygnalizacyjne:
PI3K/Akt i/lub MEK/ERK. Wiadomo bowiem, ze VEGF
podnosi poziom ufosforylowanego Akt (dzigki przytacze-
niu i fosforylacji podjednostki regulatorowej p38 PI3-kina-
zy do aktywowanych podjednostek receptora) i ufosforylo-
wanej ERK. Efekt ten jest osiagany tylko przez receptory
VEGFR-2 [65]. Dodanie do komérek inhibitoréw kinaz,
takich jak wortmanina czy LY2940002, hamuje induko-
wana przez VEGF fosforylacje¢ Akt bez wptywu na ERK
i odwrotnie: inhibitor MEK — UO126 blokuje aktywnos¢
ERK bez wptywu na Akt; dodanie obu inhibitoréw jed-
noczesnie, tj. wortmaniny i UO126, skutkuje addycyjnym
efektem hamowania [38]. Te obserwacje sugeruja, ze Akt
i ERK bedac niezbednymi ogniwami w mechanizmie dzia-
tania VEGF, sa ulokowane na r6znych $ciezkach aktywo-
wanych przez ten czynnik.

VEGTF jako czynnik stymulujacy neurogeneze

W uktadzie nerwowym rola VEGF nie ogranicza sig tyl-
ko do regulacji wzrostu naczyn, czynnik ten moze bowiem
oddziatywac bezposrednio na r6zne typy komorek nerwo-
wych, w tym takze na komoérki macierzyste (NSC — neural
stem cells). Jego obecnos$¢ wykryto tez w innych komor-
kach tkanki nerwowej, m.in. neuronach oraz komérkach
glejowych [4,62].

VEGF stymuluje wzrost i przezywalno$s¢ komorek
Schwanna w warunkach hipoksji, a takze zwigksza proli-
feracj¢ i migracje astrocytéw. Wykazano, ze VEGF wytwa-
rzany przez komorki ependymy (komorki wyscioiki ukta-
du komorowego mézgu i rdzenia) stymuluje proliferacje
prekursoréw neuronalnych oraz zwigksza wzrost komoérek
prekursorowych w strefie podkorowej (SCZ) i podziarnistej
(SGZ) zakretu zgbatego (DG) hipokampa przez oddziatywa-
nie na receptory VEGFR-2. Pobudza réwniez neurogeneze
przez stymulacje komdrek srédbtonka do uwalniania czyn-
nikéw neurotroficznych. Ponadto VEGF stymuluje wzrost
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Ryc. 3. Rézne Sciezki w komdrce indukowane przez czynnik: (A) VEGF indukuje

angiogeneze gtéwnie przez receptory VEGFR-2 (flk-1); (B)

neuroangiogeneza réwniez wiaze sie z czynnikiem VEGF; (C) duza dawka zastosowanego czynnika VEGF powoduje obrzek mézgu przez

wzrost przepuszczalnosci naczyn i ich niedojrzatosc, co pociaga za soba

krwotok; (D) VEGF powoduje proliferacje i dojrzewanie astrocytéw

i komérek mikroglejowych; (E) VEGF petni funkcje neuroprotekcyjne bezposrednio przez receptor VEGFR-2 (flk-1) oraz moze hamowac

apoptoze neurondw indukowang przez semaforyne 3A (Sema3A), znan

3 jako czynnik zmniejszajacy obrzek, poprzez wspétzawodnictwo w

wigzaniu NRP; (F) ekspresja NRP na powierzchni komdrek rakowych moze by¢ zwigzana z chemotaksjg i angiogeneza komdrek w tkankach

sgsiadujacych

aksonow w hodowlach siatkéwki, czy zwojéw nerwowych
korzenia grzbietowego (DRG) [62,63]. Dodanie VEGF wy-
wotuje reakcje nie tylko w miejscu podania w okolicy ak-
sonéw, ale takze w ciele komérki nerwowej. Swiadczy to
o istnieniu wstecznego transportu aksonalnego tego czyn-
nika i by¢ moze jest dowodem na istnienie jeszcze jednej
drogi oddziatywania na rozrost aksonéw [63].

VEGTF jako czynnik neuroprotekcyjny

Dowiedziono, ze w warunkach in vitro VEGF zwicksza
przezywalnos$¢ komorek nerwowych w warunkach hipok-
sji, stresu oksydacyjnego, pozbawienia surowicy, co wy-
kazano w badaniach prowadzonych na komérkach HN33
(mysie komorki hipokampa) oraz na neuronach kory mé-
zgowej [51]. VEGF znacznie redukuje takze cytotoksycz-
ny wptyw glutaminianu [38,69] czy mutanta SOD-1 [32],
dzigki czemu réwniez zwigksza przezywalnos¢ komorek.

Mechanizm tej ochrony polega na hamowaniu indukowa-
nej przez glutaminian nadekspresji kaspazy 3 — gtéwnego
mediatora apoptotycznej Smierci komérek nerwowych.

Neuroprotekcyjny wptyw VEGF potwierdzono réwniez
w badaniach in vivo przeprowadzonych na szczurach, u kté-
rych wywotywano niedokrwienie osrodkowego uktadu ner-
wowego przez okluzje tgtnicy srodkowej mézgu [36,68].
W obszarze pozbawionym ukrwienia obserwowano wzrost
stezenia VEGF-mRNA. Dokomorowe podanie przeciwciat
skierowanych przeciwko VEGF powoduje natomiast po-
wigkszenie strefy zawatu oraz nasila zmiany degenera-
cyjne w neuronach. VEGF zastosowany bezposrednio na
powierzchni¢ mézgowia wywotuje zmniejszenie strefy nie-
dokrwiennej, a jego dozylne podanie prowadzi do redukcji
uszkodzen w neuronach. Podobny efekt wywiera jednora-
zowe dokomorowe podanie plazmidéw zawierajacych gen
VEGF ., jednak musi zosta¢ wykonane przed uptywem 2
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godzin od wywotania niedokrwienia [65]. Egzogennie zasto-
sowany VEGF dziata neuroprotekcyjnie i stymuluje dojrze-
wanie nowych neuronéw, ktére powstaja w obszarze objgtym
hipoksja, nie wptywa natomiast na angiogenezg i prolifera-
cje gleju. Jednak duze dawki tego czynnika wykazujg gléw-
nie dziatanie proangiogenne, co moze prowadzi¢ do obrzg-
ku strefy zawatlu i pogorszenia rokowania [36].

Nadal niewyjasniony pozostaje wptyw dziatania angiogen-
nego i neuroprotekcyjnego VEGF na prawidiowe funkcjo-
nowanie neuronéw objetych ochrong oraz nowo powstatych
w obszarze niedokrwienia. Wytlumaczenie tego proble-
mu i wyjasnienie zawitych zaleznosci migdzy angiogeneza
i neuroprotekcja indukowana przez VEGF stwarza mozli-
wosci lepszego zrozumienia patogenezy wielu choréb neu-
rodegeneracyjnych i otwiera nowe, obiecujace mozliwosci
ich leczenia (ryc. 3).

VEGF | kom6RKOWE MECHANIZMY INDUKOWANE PRZEZ VEGF
JAKO PUNKT UCHWYTU DLA NOWYCH STRATEGII TERAPEUTYCZNYCH

W ostatnich latach VEGEF stat si¢ obiecujacym czynnikiem
w walce z chorobami, w ktérych dochodzi do uposledzenia
angiogenezy. Przypuszczano, ze podanie VEGF, czy tez na-
wet wstrzyknigcie odpowiedniego wektora zawierajacego
gen tego czynnika, przyspieszy tworzenie nowych naczyn
krwionos$nych w niedokrwionym migsniu sercowym czy
mig$niach koriczyn dolnych [72]. Duze nadzieje wigzano
z mozliwosciami zastosowania VEGF w profilaktyce reste-
nozy, czyli ponownego zwezania Swiatla tgtnicy po zabie-
gach angioplastyki (poszerzania naczyn wieiicowych cze-
Sciowo zamknigtych przez blaszki miazdzycowe). Badania
przeprowadzone na szczurach i krélikach sugerowaty, ze
przyspieszenie odnowy $rodbtonka zniszczonego podczas
zabiegu moze zapobiec wystapieniu tego niekorzystnego
zjawiska. VEGF wydawat si¢ doskonatym kandydatem do
tego celu. I zapewne nim jest. Ale, problematyczne oka-
zalo si¢ dopasowanie modeli zwierzgcych do sytuacji pa-
nujacej w ludzkich naczyniach zmienionych miazdzyco-
wo. Okazalo si¢ bowiem, ze VEGF wystepuje w duzych

PismiennicTwo

ilosciach w blaszkach miazdzycowych [11]. Ponadto, nie
spodziewano si¢ wystapienia groznych dla zycia dziatan
niepozadanych terapii proangiogennej [15]. Nalezy mie¢
nadziejg, ze ujemne strony proponowanej terapii z zasto-
sowaniem VEGF zostana wyeliminowane.

Wiele pytan i zagadnien dotyczacych VEGF zostaje jesz-
cze niewyjasnionych. Funkcja neuroprotekcyjna tego czyn-
nika, jakkolwiek jeszcze nie do konica poznana i zrozu-
miana, rokuje nadzieje na przyszlos¢. VEGF moze by¢
potencjalnym lekiem w walce z chorobami, w ktérych pod-
fozem procesu chorobowego jest niedobdr tego czynnika.
Dotyczy¢ to moze pacjentéw z zaburzeniami, u podstaw
ktérych lezy proces neurodegeneracji. VEGF moze réw-
niez sta¢ si¢ pomocny w terapii ograniczajacej skutki uda-
réw osrodkowego uktadu nerwowego oraz podczas pdZniej-
szej rehabilitacji neurologicznej tych pacjentéw [36,68].
Miejscowe zastosowanie VEGF u chorych po przebytym
zawale mig$nia sercowego, majace na celu poprawg una-
czynienia uszkodzonego obszaru, mogloby by¢ alternatywa
dla leczenia inwazyjnego. Jednakze w chorobach, takich
jak starcze zwyrodnienie plamki (AMD), tto patogenetycz-
ne jest inne. Podstawowym problemem wysigkowej — pro-
liferacyjnej postaci AMD okazuje si¢ bowiem pojawienie
si¢ VEGF i jego dziatanie angiogenne w rejonie chorio-
kapilaréw, skutkujace inwazja nowo utworzonych naczyn
w obszarach fizjologicznie pozbawionych tego unaczy-
nienia [45,46]. Prowadzi to do stopniowego pogorszenia,
a w koncowym etapie do catkowitej utraty wzroku. Zatem,
w chorobach o takim podtozu celowe wydaje si¢ poszuki-
wanie substancji neutralizujacych nadmiar VEGF lub blo-
kujacych receptory tego czynnika, w celu uniemozliwienia
dalszego przekazywania sygnatu do komorki.

Okazuje si¢ wigc, ze terapeutyczne zastosowanie zaréw-
no czynnika VEGF w chorobach wywotanych jego nie-
doborem, jak i ograniczenie negatywnych skutkéw jego
nadmiaru, wymaga nadal wielu badan, ktérych wyni-
ki przesadza o mozliwosci praktycznego wykorzystania
zdobytej wiedzy.
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