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Therapeutic applications of vascular endothelial
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Abstract

Usually the only one method of treatment of the patients with critical limb ischemia is extremity amputation.
Since some time we try to stimulate angiogenesis as a new method of treatment. On the other hand anty-
angiogenesis gives a chance for the patients with neoplasms.
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Streszczenie

Zazwyczaj jedynq metodg pomocy pacjentom z krytycznym niedokrwieniem jest amputacja chorej koriczyny.
Od kilku lat podejmuje sie préby pomocy takim pacjentom poprzez stymulacje rozwoju naczyr krqzenia

obocznego.

Metody blokowania angiogenezy dajg natomiast szanse na przefom w leczeniu choréb nowotworowych

Stowa kluczowe: angiogeneza, antyangiogeneza, naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu

Recent advances in knowledge concerning vascular
growth factors are allowing treatment trials of ischemic
diseases — of both the heart and lower limbs, as well as
tumours with these agents. Some researchers, through
the stimulation of proangiogenic cytokine synthesis with
these factors, hope that the formation of collateral circu-
lation can be accelerated. Others, through blockage of
vessel formation, see a chance of halting tumour pro-
gression. In addition, the fact that recent years have
brought great progress in the field of genetics is consi-
derably facilitating current and future clinical trials.

We have previously described the basis of the the-
ory of proangiogenic cytokine actions in an article print-
ed in Acta Angiologica [I].

Rozwdj wiedzy na temat naczyniowych czynnikow
wzrostowych, jaki nastapit w ciggu ostatnich lat, stwo-
rzyt mozliwos$¢ wykorzystania ich w terapii choroby nie-
dokrwiennej serca, konczyn dolnych, a takze choréb no-
wotworowych. Jedni badacze, stymulujac synteze cy-
tokin proangiogennych, maja nadzieje na przyspiesze-
nie powstawania naczyn krazenia obocznego, inni— ba-
dajac blokade rozwoju naczyn krwiono$nych — wiaza
ja z szansg na zatrzymanie progresji choréb nowotwo-
rowych. Ponadto ogromny postep, jaki osiagnieto w za-
kresie genetyki, sprzyja realizacji tych préb klinicznych.

Teoretyczne podstawy dziatania cytokin proangio-
gennych autorzy niniejszej pracy opisali w poprzednim
artykule [1]. Celem niniejszej pracy jest przedstawienie
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In 1994, Professor Isner proposed injections of the
Rx protein (at that time this was the name given to the
vascular endothelial factor) to treat peripheral ischemic
disease. Unfortunately, this method had serious faults.
To achieve the therapeutic effect the protein had to be
injected several times during the day [2] since the half-
life of VEGF is only 34 minutes [3]. The possibility of
allergic reaction was an additional problem encountered.
Judah Folkman, who in 1974 proposed tumour angio-
genesis factor — later renamed vascular endothelial
growth factor by Napoleon Farrara — stressed the high
cost of protein synthesis and difficulties in preparation
of standard therapeutic doses.

Gene therapy by method of direct intramuscular in-
jections of the naked DNA fragment responsible for the
production of the VEGF protein seems to be a consider-
ably better strategy. We should remember that aside from
the plasmid vector, virus vectors have also been used.
There are both positive and negative aspects of using these
carriers. Non-virus vectors in use today are either plas-
mids or plasmids with liposomes attached. One of the
down sides of plasmid vector use is the fact that it has
relatively low bioavailability for the target cells (in this
case mainly endothelial cells), which is caused by ineffec-
tive capture by the target cells and destruction of the
plasmid by liposomes. Inside the cell, the plasmid does
not join with the chromosomes and leads to expression
of the carried genes for a period of several weeks [3, 4].
On the other hand, these carriers are inexpensive and
fairly simple to synthesize in large quantities.

We still prefer to use virus vectors than plasmid ca-
rriers since the latter allow for considerably lower gene
expression. Most often, adenovirus vectors are used
both in therapy of coronary artery and peripheral arte-
rial disease. With the use of virus carriers in human ti-
ssue, we are able to achieve transfection of 10-30% of
cells. These vectors can enter the cell through specific
receptors. Phase | and Il clinical trials show the relative
safety of these vectors. Use of adenovirus carriers
allows the strong expression of genes for a period of
one to two weeks [3]. Unfortunately, use of these as
vectors can lead to post inflammatory reaction and can
cause severe immune reactions.

Professor Isner and his team were also pioneers in
the use of plasmid, which encodes vascular endothelial
growth factor in therapy trials (it is somewhat of a par-
adox that Prof. Isner died suddenly of coronary disease
on October 31%, 2001). The first report of clinical trials
with vascular endothelial growth factor encoding plas-
mid can be found in a 1996 issue of Lancet [4]. The
authors describe injections of 2000 ug of the VEGF plas-
mid into a patient suffering from right lower limb

klinicznych aspektéw terapii proangiogennej oraz na-
wiazanie do terapii antyangiogennej.

W 1994 roku Isner zaproponowat podawanie biatka
Rx — nazwa ta oznaczata naczyniowo-srédbtonkowy
czynnik wzrostu — w prébie leczenia chorych z obwo-
dowym niedokrwieniem konczyn. Metoda polegajaca na
podawaniu gotowego biatka miafa jednak powazne wady.
Aby uzyskac efekt terapeutyczny, nalezato podawac biatko
wielokrotnie w ciggu doby [2]. Czas péttrwania naczy-
niowo-$rédbfonkowego czynnika wzrostu (VEGF) wy-
nosi bowiem zaledwie 34 min [3]. Dodatkowym proble-
mem byta mozliwo$¢ wystepowania reakgiji alergicznych.
Folkman, ktéry w 1974 roku odkryt czynnik angiogenezy
nowotworowej (nazwany dzieki pracom Ferrary naczy-
niowo-$rodbfonkowym czynnikiem wzrostu), zwraca
uwage takze na ogromne koszty syntezy biatka i duza
trudno$¢ w wystandaryzowaniu dawek terapeutycznych.

Zdecydowanie lepsza strategia terapii prawdopo-
dobnie jest leczenie genowe polegajace na podaniu bez-
posrednio do migéni plazmidu kodujacego naczyniowo-
-$rédbtonkowy czynnik wzrostu. Nalezy tu wspomnieg,
Ze oprocz nosnika plazmidowego wykorzystuije sie tak-
ze nosnik wirusowy.

Oba nosniki maja wady i zalety. Jak wczes$niej wspo-
mniano, uzywane obecnie wektory niewirusowe to plaz-
midy oraz potaczenia plazmidu z liposomami. Wada nos-
nika plazmidowego jest jego niewielka biodostepnosé
dla komorek docelowych (przede wszystkim komorek
$rédbtonka) spowodowana stabym wychwytem oraz
niszczeniem plazmidu przez lizosomy. Wewnatrz ko-
morki plazmid nie taczy sie¢ z chromosomami i dopro-
wadza do ekspresji zawartego w nim genu przez okres
kilku tygodni [3, 4]. Zaleta przedstawionych nosnikow
jest ich fatwiejsza i tansza synteza.

Mata ekspresja przy wykorzystaniu no$nikéw plazmi-
dowych powoduije, ze caly czas wykorzystuje sie takze
nos$niki wirusowe. W terapii choroby niedokrwiennej za-
réwno serca, jak i naczyn obwodowych najczesciej uzy-
wa sie wektora adenowirusowego. W tkankach ludzkich
przy stosowaniu nosnika wirusowego uzyskuje sie trans-
fekcje 10-30% komoérek. Do komorki dostaja sie one za
pomoca specyficznych receptordw. Badania kliniczne I/11
fazy wskazuja na wzgledne bezpieczenstwo uzycia tego
nos$nika. Nosnik adenowirusowy powoduije silng ekspre-
sje genu trwajaca 1-2 tygodnie [3]. Niestety, uzycie tego
nosnika moze wigza¢ sie z efektem prozapalnym oraz
immunogennoscig stosowanego wektora.

Pionierem terapii plazmidem kodujacym naczynio-
wo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu byt Isner wraz ze
swoim zespotem (paradoksem jest, ze zmart on nagle
31 pazdziernika 2001 r. z powodu niedokrwienia migs-
nia sercowego).
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ischemia. The plasmid was injected intra-arterially into
the distal popliteal artery by using a balloon covered
with hydrogel, as used in angioplasty. Four weeks later
an increase in the number of collaterals on the level of
the knee was noted through digital subtraction angio-
graphy imaging. Professor Isner underlined that the ves-
sels were also visible in angiography 12 weeks post in-
jection. It is also worth mentioning that this patient had
obstruction in all three major arteries below the knee
level. The only noted side effects were telangiectasis
[5] and transient oedema of the lower limb [4].

The data describing injection of the vascular endothe-
lial growth factor in ninety patients was published four
years later. Forty of these patients received the plasmid
intra-arterially and fifty intra-muscularly. Lower limb
oedema of the treated ischemic limb was observed in
both groups. The severity of this finding corresponded
directly to the severity of ischemia and was greatest in
the patients with the greatest ischemia and peripheral
necrosis. Simultaneously, the authors underlined that the
degree of oedema did not correlate with the dose of
the plasmid. Out of 57 patients from both groups diag-
nosed with critical lower limb ischemia, in 43 improve-
ment of circulation was noted as a consequence of ther-
apy. Rest pains were alleviated and ulcers due to ischemia
substantially regressed [6].

Gene therapy has also been used in the treatment
of Beurger’s disease (thromboangiitis obliterans). Six
patients with a total of seven ischemic limbs were treat-
ed with the VEGF encoding plasmid. In three of these
patients, healing of limb ulcers was observed, in two
more night pains were alleviated [7].

Professor Isner was also a pioneer in the use of gene
therapy to treat coronary ischemic disease. In one of his
studies, he reported injecting the plasmid that encodes
VEGF 30 into patients with advanced coronary disease. In
29 patients from this group, an improvement characterized
by assignificant decrease in retrosternal pain and a decrease
in nitroglycerine use was observed. In twelve more of the
patients, symptoms did not worsen within a six month
period, and in seven overs twelve months [8].

Vascular endothelial growth factor is produced phys-
iologically in humans. The angiogenesis is active all the
time; for example, in wound healing. The plasma level
of VEGF, in humans with critical limb ischemia and pe-
ripheral necrosis is very high [9]. Unfortunately, we do
not know whether the VEGF level was also high at the
beginning of ischemia.

The summary of possible uses of vascular endothe-
lial growth factor coding plasmid presented in this work
show that it is a promising strategy. The adverse effects
observed seem to be clinically insignificant.

Pierwsze doniesienie na temat transferu genu ko-
dujacego naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu
opublikowano w 1996 roku w pismie ,, The Lancet” [4].
Autor pracy opisat podanie 71-letniej kobiecie z kry-
tycznym niedokrwieniem konczyny dolnej 2000 mikro-
graméw plazmidu kodujacego VEGF. Plazmid podano
dotetniczo do dalszej czesci tetnicy podkolanowej za
pomoca pokrytego hydrozelem balonu stuzacego do an-
gioplastyki. W wykonanej cyfrowej angiografii subtrak-
cyjnej 4 tygodnie po transferze uzyskano wzrost liczby
naczyn krazenia obocznego na poziomie kolana, pod-
udzia oraz kostki. Isner podkreslat, ze naczynia te byty
widoczne réwniez w angiografii wykonanej 12 tygodni
po podaniu plazmidu. Warto wspomnie¢, ze u pacjentki
niedrozne byly wszystkie 3 giéwne naczynia na pod-
udziu. Dziataniami niepozadanymi opisanymi przez au-
tora byty jedynie teleangiektazje [5] oraz przejsciowy
obrzek leczonej koniczyny [4].

Cztery lata pozniej opublikowano wyniki wszcze-
pienia plazmidu kodujacego naczyniowo-srédbtonko-
wy czynnik wzrostu 90 pacjentom. Czterdziestu pa-
cjentéw otrzymato plazmid dotetniczo, a 50 oséb
— domiesniowo.

W obu grupach pacjentéw obserwowano wystapie-
nie obrzeku leczonych konczyn. Stopien obrzeku kore-
lowat ze stopniem niedokrwienia koriczyny i byt najwiek-
szy u 0séb z cechami krytycznego niedokrwienia i wys-
tepujaca martwica obwodowa. Jednoczesnie autorzy
podkreslili, ze stopien obrzeku nie zalezat od podanej
dawki plazmidu.

Czterdziestu trzech sposréd 57 pacjentéw obu grup,
ktoérych zakwalifikowano jako pacjentéw z krytycznym
niedokrwieniem konczyny, w wyniku przeprowadzo-
nej terapii uzyskato poprawe stanu ukrwienia. Chorzy
przestali odczuwacé bdl spoczynkowy, a owrzodzenia
niedokrwienne ulegty widocznej regresiji [6].

Terapie genowa wykorzystano takze w leczeniu cho-
roby Buergera (tromboangitis obliterans). Leczono 6 pacjen-
téw (7 konczyn). Wygojenie owrzodzer zaobserwowano
u 3 sposrod 5, a u pozostatych 2 oséb ustapienie bélu noc-
nego [7].

Isner byt takze pionierem wykorzystania terapii geno-
wej w leczeniu niedokrwienia migsnia sercowego. Donosi
on o wszczepieniu plazmidu kodujacego VEGF 30 pacjen-
tom z zaawansowang chorobg niedokrwienna serca. Spo-
$rod leczonej grupy u 29 pacjentéw obserwowano po-
prawe wyrazong zmniejszeniem bélu zamostkowego
i zmniejszeniem zapotrzebowania na nitraty. U |12 pacjen-
tow hie obserwowano pogorszenia stanu przez 6 miesie-
cy obserwaciji, a u 7 oséb — przez 12 miesiecy [8].

Réwniez wiasne obserwacje kliniczne autoréw ni-
niejszego opracowania, dotad niepublikowane, wskazuja
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Unfortunately, searching through literature concern-
ing angiogenic therapy we discover that there are many
more potential side effects. The injected plasmid has
aglobal effect. There is a possibility of pathologic changes
in the fundus of the eye. We know that the develop-
ment of pathologic vessels in the retina can lead to vi-
sion impairment. These changes have been observed in
patients with diabetes. Thus, because there is a possi-
bility of pathologic vascular proliferation in the retina,
currently diabetic patients are excluded from trials of
therapy by way of angiogenesis stimulation [10]. On the
other hand, there are studies that do not confirm this
adverse effect of gene therapy on the retina [9].

Celatti, in his [1 1] two studies, turns our attention
to the possibility of accelerating atherosclerotic plaque
formation under the influence of vascular endothelial
growth factor. We know that angiogenesis is a crucial
process in the formation of atherosclerotic plaque [1 I].
High levels of VEGF cause mobilization of macropha-
ges, which in turn lead to the acceleration of athero-
sclerosis. Some studies negate this interaction [5].

Another potential side effect of therapy with the
VEGF coding plasmid is the possibility of accelerated
tumour growth. The velocity of tumour growth is often
dependant on the velocity of the vascular net develop-
ment within; therefore high levels of VEGF can perhaps
accelerate this process. There have been, though, many
experiments, which have disproved this theory [12].

A promising strategy in the battle against cancer is
the use of gene therapy in the process called antiangio-
genesis. This is based on the theory that the develop-
ment of a vascular net in the tumour mass is a direct
factor which determines both its development and for-
mation of metastatis [|13—15]. Aside from conventional
methods of pharmacotherapy using cytostatic drugs with
antiangiogenic properties, more often, attention is turned
to new methods discovered due to developments in ge-
netic engineering. Several such antiangiogenic strategies
are currently being investigated. Including, for example,
trials with proteolytic fragments of proteins (arestin, an-
giostatin, endostatin, vasostatin), monoclonal antibodies
against angiogenic growth factors or soluble receptor frag-
ments for these factors; among these, of course, is VEGF
[16]. Until now, more than forty endogenous angioge-
nesis inhibitors, with different synthesis and mechanisms
of action, have been discovered [|3]. Generally, they in-
hibit the migration and proliferation of endothelial cells,
thereby inhibiting tumour and metastasis development
[13, 14]. In many experiments, factors which directly re-
act with proangiogenic cytokines, such as FGF, angiopo-
etin-1 or Del-1 have been used, but most studies deal
with limiting of the effect of VEGF [17, 18]. Undertaken

na skuteczno$¢ leczenia krytycznego niedokrwienia
poprzez stymulacje angiogenezy.

Naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu jest
cytoking produkowang fizjologicznie w organizmie czto-
wieka. Praktycznie ciagle zachodzga procesy angiogen-
zy, choc¢by w trakcie gojenia ran. U pacjentéw z kry-
tycznym niedokrwieniem konczyn dolnych, u ktérych
wystepowata martwica, endogenne stgzenie naczynio-
wo-$rédbtonkowego czynnika wzrostu byto bardzo
wysokie [9]. Niestety, nie wiadomo kiedy stezenie VEGF
u tych pacjentéw tak znacznie sie zwiekszyto. Trudno
okresli¢, czy byto ono réwnie wysokie, gdy stan kon-
czyny nie miat cech krytycznego niedokrwienia i mar-
twicy. Zaréwno tego, jak i wielu innych zagadnien doty-
czacych angiogenezy nadal nie wyjasniono.

Wszczepiony plazmid dziata ogélnoustrojowo, co
wiaze sie z mozliwoscia wystapienia dziatan niepozada-
nych zastosowanej terapii. Niekontrolowany rozrost na-
czyn siatkéwki oka jest pierwszym, potencjalnie szko-
dliwym nastepstwem angiogennej terapii [ 10]. W zwiaz-
ku z tym wszyscy pacjenci z cukrzyca sa wytaczani
z prob leczenia droga stymulacji angiogenezy. W pis-
miennictwie mozna odnalez¢ jednak prace, ktére ne-
guja mozliwos¢ wystapienia takiego powiktania [9].

Celatti i wsp. [I1] zwracaja uwage na mozliwos¢
przyspieszenia rozwoju blaszki miazdzycowej pod wpty-
wem naczyniowo-srédbfonkowego czynnika wzrostu.
W doswiadczeniu przeprowadzonym na myszach auto-
rzy obserwowali znaczacy wzrost blaszki miazdzyco-
wej w poréwnaniu z grupa kontrolna. Wydaje sie, ze
odpowiadaja za to makrofagi, ktére petnia funkcje za-
rowno w syntezie VEGF, jak i czynnikéw prozapalnych
[I'1]. W pismiennictwie neguje sie tez aterogenne dzia-
tanie leczenia plazmidem kodujacym naczyniowo-$réd-
btonkowy czynnik wzrostu [5].

Kolejnym potencjalnym efektem terapii plazmidem
kodujacym VEGF jest mozliwo$¢ przyspieszenia rozwoju
choroby nowotworowej. Szybko$é rozwoju nowotwo-
ru zalezy od narastania sieci naczyn wewnatrz zmiany.
Wysokie stezenie VEGF moze dodatkowo przyspieszac¢
proces angiogenezy wewnatrznowotworowej; jednak
niektére doswiadczenia neguja taka teze [12].

Obiecujaca strategia leczenia choréb nowotworo-
wych jest terapia antyangiogenna. Opiera sie ona na za-
tozeniu, ze powstawanie sieci naczyn krwionosnych
W masie nowotworu jest czynnikiem bezposrednio de-
terminujacym jego rozwoj i warunkujacym jednoczesnie
tworzenie przerzutéw nowotworowych [13-15].
Oprocz konwencjonalnych metod farmakoterapii, wy-
korzystujacych preparaty cytostatyczne majace charak-
ter antyangiogenny, coraz czesciej zwraca si¢ uwage na
nowe metody leczenia wynikajace z osiagnieé inzynierii
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strategies involve the use of anti-VEGF antibodies, in-
hibiting VEGF synthesis through antisense sequences and
the use of soluble VEGF receptors [13]. It has been
demonstrated that the soluble form FLT-1, through bin-
ding to VEGF and blockage of native VEGF receptors,
inhibits the development of new blood vessels, thus lim-
iting the development of tumour mass and halting me-
tastasis formation [ 19-23]. Potentially, sFLT-1 may also
be used in many diseases caused by faulty angiogenesis,
such as blindness due to diabetic retinopathy [24-26].

VEGF reacts with cells through the specific recep-
tors VEGFR-1, VEGFR-2, and VEGFR-3. The first two
of these have tyrosine kinase internal activity. It is a well-
-known fact that VEGF has a stronger affinity for
VEGFR-1, which has lower tyrosine kinase activity, than
for VEGFR-2. The FLT-/ gene codes not only the com-
pletely full form of the receptor FLT-I, but also it’s so-
luble for (sFLT-1). sFLT-1 was first cloned and described
in the human, but soon it was discovered that it also
occurs in other mammals (mice and rats). Recent stu-
dies have shown that this protein can also be found in
other vertebrates such as birds, and the homology with
the human sFLT-1 gene is over 60% [27, 28]. These stu-
dies have proven that sFLT-| is a filo-genetically conserved
molecule. sFLT-1 is an example of a soluble form of the
VEGFR-| receptor (FLT-1). Itis synthesized through spli-
cing by premRNA of the FLT-/ gene. The sFLT-/ tran-
script codes 6 of 7 N-terminal, immunoglobulin-like do-
main characteristic for extracellular part of the VEGF re-
ceptor (Figure 1). Neither the intramembranous fragment
nor the intracellular domain with tyrosine kinase activity
can be found in the mRNA of sFLT-1 [20, 22].

genetycznej. Kilka strategii antyangiogennych jest w trak-
cie badan eksperymentalnych. Zaliczy¢ tu mozna np. pré-
by wykorzystania proteolitycznych fragmentéw biatek
budulcowych (arestyna, angiostatyna, endostatyna, wa-
zostatyna), przeciwciat monoklonalnych skierowanych
przeciw angiogennym czynnikom wzrostowym czy roz-
puszczalnych fragmentéw receptoréw dla tychze czyn-
nikéw, np. dla VEGF [16]. Dotychczas poznano ponad
40 endogennych inhibitoréow angiogenezy, ktére réznia
sie mechanizmem powstawania i dziafania [ | 3]. General-
nie hamuja one proliferacje, migracje komorek srédbton-
kowych, dzieki czemu ograniczaja wzrost nowotworéw
i powstawanie przerzutéw [13, [4]. W wielu badaniach
wykorzystuje sie czynniki, ktére bezposrednio oddzia-
tuja z cytokinami proangiogennymi — VEGF, FGF, an-
giopoetyne- |, Del-|; najczesciej prace dotycza préb ogra-
niczenia funkcji VEGF [17, 18]. Podejmowane strategie
obejmuja wykorzystanie przeciwciat antyVEGF, bloko-
wanie receptoréw dla VEGF, hamowanie syntezy VEGF
przez sekwencje antysensowne oraz wykorzystanie roz-
puszczalnych form receptoréw dla VEGF [13]. Wskazu-
je sie, iz rozpuszczalna forma FLT-1 przez wigzanie na-
czyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu i blokowa-
nie natywnych receptoréw dla VEGF hamuje powstawa-
nie nowych naczyn krwionosnych, ogranicza wzrost masy
nowotwordw litych i powstawanie przerzutéw [19-23].
Potencjalnie sFLT-| mozna réwniez wykorzystac¢ w wielu
innych stanach chorobowych determinowanych przez an-
giogeneze, np. w zapobieganiu $lepocie pojawiajace;j sie
jako powiktanie retinopatii cukrzycowej [24-26].
Naczyniowo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu oddzia-
tuje z komérkami za pomoca receptoréw VEGFR-1,

Immunoglobulin-like domain

Domeny domain
immunoglobulinopodobne Domena kinazy
tyrozynowej

FTL-1
SFTL-1 N
Extracellular part Intracellular part
Czesc Czese
zewnatrzkomdrkowa wewnatrzkomérkowa
Intramembranous
fragment
Czesc

Tyrosine kinase

migdzybtonkowa

Figure |. Structural scheme of the receptor FLT-1 and soluble for sFLT-I|

Rycina |. Schemat budowy receptora FLT-1
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The sFLT-1 protein is considered a physiologic, nega-
tive regulator of angiogenesis and vasculogenesis. It has been
shown that it has a regulatory function during the angioge-
nesis process - for example, during embryonic development.
During pregnancy, trophoblast strongly exprimates
sFLT-1,and in this way influences biological functions of VEGF
(angiogenesis, vascular permeability) [18]. sFLT-1 domain
structure is shown on Figure |. Experiments show that the
first two immunoglobulin-like loops numbers | and 2 (1g2)
take an active part in bond formation with VEGF [20]. The
third domain is responsible for greater attraction of the re-
ceptor to the ligand, and domain number four is crucial for
the dimerization of the receptor [20]. Studies have shown
that bonds forming between VEGF and the first two do-
mains of sFLT-1 are hydrophobic; they have also shown
that the forces of attraction are considerably stronger be-
tween VEGF and sFLT-| than VEGFR-2.

The aim behind the cloning of the vectors that code
different forms of FLT-I receptor than the native three
domain form, is to create an effective tool in trials of gene
therapy to battle, for example, cancers. The receptor
sFLT-I binds all isoforms of VEGFA, and is the main regu-
lator of physiologic and pathologic angiogenesis [20]. It has
been shown that this receptor binds other cytokines such
as PIGF and VEGFB as well. It differs from VEGFR-2 in
that it has a higher affinity for VEGF. Both VEGFR-I and
VEGF are genes of which the expression can be induced
and regulated by hypoxia [27]. This fact suggests direct
functional and biological dependence of the VEGF/
/VEGFR-1 axis. Inthe case of the recombinant form of the
sFLT protein derived from the expression vector, it su-
ggests that there are several potential mechanisms of ac-
tion of VEGF on sFLT:

— the basic mechanism is the extracellular binding of
FLT-I and VEGF (Figure 2); this creates an inert com-
plex, and the mitogen activity of VEGF is inactivated;

— sFLT can also bind with native cellular FLT-I recep-
tors. By binding to the extracellular FLT-1 (hete-
rodimer) it blocks autophosphorylation of the recep-
tor and deactivates its function;

— sFLT-1 canalso react with VEGF forms bound to the
cell membrane (i.e. VEGF-189) and in such a way
negatively affect the interaction between the endothe-
lial and stromal cells;

— sFLT-I can also be secreted into circulation and
affect the levels of VEGF in peripheral blood.
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Figure 2. Blocking of the VEGF function by sFLT. sFLT effectively stops proangiogenic VEGF activity
Rycina 2. Blokowanie funkcji VEGF przez sFLT-1. sFLT-I skutecznie znosi proangiogenng aktyw-
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