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Current opinion on the role of angiogenic factors
in the development of diabetic retinopathy
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Abstract

The pathological outgrowth of new blood vessels in the bottom of the eye and during eyeball tissue disruption
are currently responsible for most cases of vision loss. Aberrant blood vessel growth in the retina, which
underlies the pathology of proliferative diabetic retinopathy, is the result of the ischemia-driven disruption of
the normally antiangiogenic environment of the retina. Ischemic retinopathies are thought to be caused by
the increase of activators of neovascularization and vessel wall leakage, as well as by the decreased activity of
the angiogenesis inhibitors. The most important proangiogenic factors include: basic fibroblast growth factor
(bFGF), placental growth factor (PIGF), insulin-like growth factor (IGF-1), hepatocyte growth factor (HGF),
vascular endothelial growth factor (VEGF) when pigment epithelium-derived growth factor (PEDF) is discov-
ered to be their natural inhibitor. In this review, the current knowledge concerning the role of angiogenic
factors in the development of diabetic retinopathy is presented.

Keywords: proliferative diabetic retinopathy, angiogenesis, pro-angiogenic growth factors,
inhibitors of angiogenesis

Streszczenie

Wedlug wspdtczesnych poglgddéw patologiczne nowotworzenie naczyri w obrebie gatki ocznej i uszkodzenia
tkanek nim wywotane sq odpowiedzialne za wigkszos¢ przypadkow utraty wzroku. Do nieprawidfowego wzro-
stu naczyn siatkowki, lezgcego u podfoza proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej, dochodzi w wyniku wywota-
nego niedokrwieniem uposledzenia antyangiogennych wiasciwosci srodowiska siatkéwki. Przyczyn retinopatii
o0 podfozu niedokrwiennym upatruje sie we wzroscie aktywnosci czynnikow stymulujgcych angiogeneze oraz
zmniejszeniu aktywnosci jej inhibitoréw. W pracy omdwiono mechanizmy aktywnosci biologicznej giéwnych
czynnikéw stymulujgcych angiogeneze, jak: zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF), fozyskopochodny
czynnik wrostu (PIGF), insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF- 1), wgtrobowy czynnik wzrostu (HGF), naczy-
niopochodny srédbfonkowy czynnik wzrostu (VEGF), oraz udziat naturalnego inhibitora angiogenezy — czyn-
nika wzrostu pochodzgcego z nabfonka barwnikowego (PEDF) w powstawaniu retinopatii cukrzycowey.

Stowa kluczowe: proliferacyjna retinopatia cukrzycowa, angiogeneza, angiogenne czynniki
wzrostu, inhibitory angiogenezy
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Introduction

The pathological outgrowth of new blood vessels in
the bottom of the eye, as well as eyeball disruption are
currently recognized as the most frequent causes of vi-
sion loss. Abnormal vessels can originate (beside the
genetic malformation) from the choroid circulation and
from the retinal vessels as a reaction to local ischaemia
induced by different pathological conditions. These ir-
regular vessels can give rise to retinopathies that thre-
aten vision in many patients suffering from systemic hy-
pertension or diabetes mellitus [1]. The impaired reti-
nal microcirculation in proliferative diabetic retinopa-
thy (PDR) is thought to be due to: increased permeabi-
lity of capillary endothelium; lack of supportive function
of pericytes; thickening of basal membrane; the micro-
aneurysms formation; impaired perfusion in the micro-
capillaries. All the above disturbances lead to local ische-
mia and retinal cells hypoxia [2]. The angiogenic factor,
which plays a major role in PDR ethiopathogenesis is
not well identified. The clinical, as well as experimental
studies suggest that tissue oxygenation regulates the
production of growth factors important for coordina-
ting vascularization and metabolic needs of the retina
[3]. In patients with PDR in which tissue hypoxia pro-
motes neovascularization, the levels of several growth
factors in the ocular tissues, as well as peripheral blood,
were reported to be elevated. These results strongly
suggest that growth factors that are regulated by the
metabolic needs of the retina participate in the ocular
diseases in which hypoxia plays an important role. The-
se factors include: vascular endothelial growth factor
(VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF) [4], pla-
telet-derived growth factor (PDGF) [5], insulin-like
growth factor (IGF), [6], interleukin-8 (IL-8) [7], angio-
genine [8], placental growth factor (PIGF) [9], and he-
patocyte growth factor (HGF) [10] (Tab. I). It is belie-
ved that angiogenic homeostasis is controlled mainly by
the balance between the above angiogenic stimulators,
and angiogenic inhibitors, such as pigment epithelium-
derived factor (PEDF) play an important role in the de-
velopment of proliferative diabetic retinopathy [I, I 1].

The role of basic fibroblast growth

factor (bFGF)

It is suggested by the increasing number of reports
that basic fibroblast growth factor plays an important
role in the differentiation, proliferation and survival of
different cell types in the fetal as well as the mature
organism tissues [ | 2]. During the early neonatal period,
both bFGF and VEGF co-operate in modulating the ca-
pillary growth. bFGF facilitates arteriolar growth, and
the two growth factors interact in early postnatal regu-

Wstep

Wedtug wspoéiczesnych pogladéw patologiczne no-
wotworzenie naczyn w obrebie narzadu wzroku i uszko-
dzenia gatki ocznej bedace jego rezultatem sg odpowie-
dzialne za wigkszo$¢ przypadkéw utraty wzroku [1].
Nieprawidtowe naczynia (poza genetycznie uwarunko-
wang malformacja) moga powstawac¢ w btonie naczy-
niowej lub siatkéwce w przebiegu wszystkich stanéw
chorobowych prowadzacych do lokalnego niedokrwie-
nia i wywotywac retinopatie u wielu chorych na cukrzy-
ce czy nadcisnienie tetnicze [1].

Uposledzenie mikrokrazenia siatkéwki obserwowa-
ne w przebiegu proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej
(PDR) jest wywotane miedzy innymi: zwiekszeniem
przepuszczalnosci srédbtonka kapilar, znacznym zabu-
rzeniem funkcji podporowej pericytéw, pogrubieniem
btony podstawnej, powstawaniem mikrotetniakéw oraz
uposledzeniem perfuzji (okluzjg $wiatta) mikrokapilar.
Wszystkie powyzsze zaburzenia doprowadzaja do nie-
dokrwienia i hipoksji komérek siatkowki [2]. Jak dotad
nie ustalono giéwnego czynnika odpowiedzialnego za
stymulacje nowotworzenia naczyn, wystepujacego ty-
powo w PDR. Od dawna podkresla sie jednak role hi-
poksji jako mechanizmu wptywajacego na uwolnienie
wielu czynnikéw naczyniopochodnych w rozwoju tego
zjawiska w obrebie siatkdwki i btony naczyniowej [3].
W wielu pracach udokumentowano zwiekszenie steze-
nia czynnikéw stymulujacych angiogeneze w ciele szkli-
stym oczu z proliferacyjna retinopatia cukrzycowa pod
wptywem hipoksji. Do czynnikéw tych zaliczano zasa-
dowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF) [4], ptytko-
pochodny czynnik wzrostu (PDF) [5], insulinopodobny
czynnik wzrostu (IGF-) [6], interleukine 8 (IL-8) [7], an-
giogenine [8], tozyskopochodny czynnik wrostu (PIGW)
[9] i watrobowy czynnik wzrostu (HGF) [10] (tab. I).
Whyniki ostatnio prowadzonych badan wskazuja jednak
na istotna role naczyniopochodnego srodbfonkowego
czynnika wzrostu (VEGF) oraz naturalnego inhibitora an-
giogenezy — czynnika wzrostu pochodzacego z nabton-
ka barwnikowego jako waznych modulatoréw rozwoju
proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej [1, 11].

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF)

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (bFGF)
odgrywa istotna role w procesach proliferacji i réznico-
wania réznego typu komoérek zaréwno rozwijajacego
sie ptodu, jak i dorostego organizmu [12]. Czynnik ten
wspotdziata z VEGF w formowaniu kapilar i arteriol oraz
zawiazkow serca juz podczas zycia ptodowego [I3].
Przypisuje mu sig takze istotng role w procesie organo-
genezy i powstawania gatki ocznej [ 14]. Zasadowy czyn-
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Table I. Activators, and inhibitors of angiogenesis involved in the development of proliferative diabetic retinopathy

Tabela 1. Czynniki stymulujace i hamujace angiogeneze zaangazowane w rozwoj proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej

Activators of angiogenesis
Aktywatory angiogenezy

Inhibitors of angiogenesis
Inhibitory angiogenezy

Vascular endothelial growth factor (VEGF)
Naczyniopochodny $rédbtonkowy czynnik wzrostu

Basic fibroblast growth factor (bFGF)
Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
Platelet-derived growth factor (PDGF)
Ptytkopochodny czynnik wzrostu
Insulin-like growth factor (IGF)
Insulinopodobny czynnik wzrostu
Placental growth factor (PIGF)
tozyskopochodny czynnik wrostu

Hepatocyte growth factor (HGF)
Watrobowy czynnik wzrostu

Pigment epithelium-derived factor (PEDF)
Czynnik wzrostu pochodzacy z nabtonka barwnikowego

lation of coronary angiogenesis to establish the normal
hierarchy of the arteriolar tree [13]. bFGF also plays
a role in organogenesis including eyeball development
[14]. bFGF is a potent mitogen for different types of
cells. Increased expression of bFGF was noted during
malignant transformation and progression of various neo-
plasmatic disorders [14]. bFGF is secreted in large amo-
unts from the retinal cells after local injury. This pheno-
menon is considered to be a defense reaction necessa-
ry for the protection of photoreceptors from oversti-
mulation. Significantly increased levels of bFGF were also
seen after corneal injuries [I5, 16].

Paracrine interaction of the vitreous bFGF on ocu-
lar cells is suggested [17], resulting in inhibition of cellu-
lar apoptosis. The lack of bFGF caused lens fiber cells to
display characteristics of apoptosis [12]. In vitro tests
suggest that the inhibitory effect of bFGF on apoptosis
is through the upregulation of the inhibitor of apoptosis
such as angiostatin or PEDF, instead of downregulation
of the initiators of this event (HGF, VEGF) [12].

The role of placental growth factor (PIGF)

Placental growth factor is the recently identified
member of the VEGF family and potent inducer of an-
giogenesis. It is expressed in the tissue of diabetic pa-
tients' eyes undergoing preretinal neovascularization.
PIGF immunoreactivity was localized to the endothelial
and perivascular regions of newly formed blood vessels
of excised fibrovascular preretinal membranes. Intense
localization of PIGF protein, present in all diabetic vitre-
ous samples, was also observed in superficial retinal ves-
sels in diabetic retinae adjacent to neovascular prereti-
nal membranes. PIGF protein was absent in normal re-
tinae, as well as in diabetic retinae of patients that had

nik wzrostu fibroblastéw jest silnym mitogenem dla wielu
typow komorek, a zwiekszong ekspresje genu bFGF ob-
serwowano w przebiegu transformacji nowotworowe;j
i progresji réznych nowotwordw [14]. Czynnik ten jest
wydzielany w duzych ilosciach z komérek siatkéwki pod
wplywem miejscowego, ogniskowego urazu. Wielu au-
toréw uwaza to zjawisko za wyraz reakcji obronne;j,
majacej na celu ochrone fotoreceptordw przed ich nad-
mierna stymulacja. Istotny wzrost stezenia bFGF obser-
wowano takze po urazach rogéwki [ 15, 16].

Sugeruje sie parakrynne oddziatywanie bFGF, zawar-
tego w ciele szklistym na komérki gatki ocznej [17]
— jego wplyw polega gtéwnie na hamowaniu apopto-
zy. Zaobserwowano, ze brak bFGF wywotuje nasilong
apoptoze w komorkach widkien soczewki [ 12]. Wyniki
badan in vitro dotyczace apoptozy komoérek soczewki
wskazuja, ze obecnos¢ bFGF blokuje apoptoze raczej
poprzez aktywacje jej inhibitoréw, takich jak angiosta-
tyna, PEDF, niz przez zablokowanie jej aktywatoréw,
np. HGF, VEGF [12].

tozyskopochodny czynnik wrostu (PIGF)

tozyskopochodny czynnik wrostu (PIGF) jest nie-
dawno wyodrebnionym czynnikiem stymulujagcym no-
wotworzenie naczyn, nalezacym do rodziny biatka
VEGF. Nie stwierdza sie go w ciele szklistym zdrowych
oczu. Natomiast jego podwyzszone stezenie obserwu-
je sie w gatkach ocznych, w ktérych toczy sie zaawan-
sowany proces howotworzenia naczyn siatkowki [9].
W badaniach immunohistochemicznych wykazano obec-
nos$¢ duzej ilosci PIGF w obrebie komérek $rédbtonka
i w tkance wokét nowopowstatych naczyn. Duze ilosci
PIGF zlokalizowano takze w powierzchownych naczy-
niach siatkéwki oczu z retinopatia cukrzycowa [9].
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received extensive treatment with scatter laser photo-
coagulation [9]. These results strongly suggest a role of
PIGF in the pathogenesis of proliferative diabetic reti-
nopathy.

The role of insulin-like growth factor (IGF-I)

The results of both clinical and experimental studies
concerning the influence of IGF-I on angiogenesis pre-
sents controversial results. Punglia et al. demonstrated
that elevated IGF-I increased VEGF expression in reti-
nal pigment epithelial cells, and that this effect was addi-
tive with hypoxia [18]. In other experiments, the de-
crease of retinal epithelial cell proliferation was obse-
rved when IGF-I and VEGF were used simultaneously,
as compared with the case when they were used sepa-
rately [19]. Smith et al. have reported an important role
for IGF-Il in regulation of retinal proliferation and modu-
lation of VEGF activity in mice with hypoxia-induced
proliferative retinopathy [20].

In the study, in which diabetic patients and nondia-
betic control subjects underwent vitrectomy, significantly
higher intravitreous levels of free IGF-l and VEGF in dia-
betic patients with PDR in comparison with the control
group, was detected [21]. The authors did not observe
significant differences in serum VEGF and free IGF-| le-
vels between diabetic patients with PDR and the con-
trol subjects included in the study. A correlation betwe-
en vitreal levels of IGF-I and VEGF was not detected.
After adjusting for total intravitreous protein concen-
tration, VEGF (expressed as ng/mg of protein) was sig-
nificantly higher in diabetic patients with PDR than in
the control group, whereas free IGF-1 (ng/mg of prote-
in) was lower in diabetic patients than in control sub-
jects. This relative deficit of free IGF-I could be expla-
ined by the intravitreous increase of serum-derived IGF
— binding proteins (IGFBPs) reported in patients with
PDR, which could overcome the intraocular production
of free IGF-I, thus leading to a reduction in the biologi-
cally active IGF-I pool, or by the reduced intraocular
production of IGF-I in diabetic patients [21]. The latter
explanation was confirmed by the study in which a thre-
efold lower IGF-I mRNA level in retinas obtained post-
-mortem from diabetic human donors than in retinas of
age-matched nondiabetic donors was detected [22]. The
disruption of the blood-retinal barrier that occurs in PDR
permits the passage into the vitreous body of serum
proteases, which in turn can result in the degradation of
IGF-I. These results do not deny the possible role of
serum derived IGF-I and IGF-binding proteins in the
pathogenesis of diabetic retinopathy. It has been demon-
strated that the biology of the IGF/IGFBPs is very com-
plex, thus making it difficult to determine the final ba-

W komérkach siatkéwki oczu zwierzat doswiadczalnych
chorujacych na cukrzyce, jednak bez proliferacyjnych
zmian naczyniowych, stwierdzono niewielkie tylko ilo-
$ci PIGF lub jego brak. Czynnik ten nie wystepowat
w komérkach zdrowej siatkéwki oraz w komorkach siat-
kéwki u chorych na cukrzyce podlegajacych intensyw-
nemu leczeniu za pomoca fotokoagulacji laserowej. Nie
stwierdzono réwniez jego obecnosci w komérkach siat-
kéwki oczu chorych na cukrzyce, jednak bez cech pro-
liferacji naczyniowej. Powyzsze dane wskazuja na istot-
ny udziat tego czynnika w powstawaniu proliferacyjnej
retinopatii cukrzycowej.

Insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-I)
Wyniki badan klinicznych i eksperymentalnych nad
wplywem IGF-I na angiogeneze s3 kontrowersyjne. Pun-
glia i wsp. wykazali, ze IGF-1 zwiekszat ekspresje VEGF
w komérkach nabtonka barwnikowego siatkéwki i efekt
ten sumowat sie z dziataniem hipoks;jii [18]. W innych
badaniach stwierdzono zmniejszenie intensywnosci pro-
liferacji komorek nabtonka siatkéwki pod wptywem za-
stosowanego jednoczesnie IGF-1 i VEGF, w poréwna-
niu z proliferacja obserwowana pod wptywem kazdego
z czynnikdéw stosowanych oddzielnie [19]. Natomiast
u myszy z wywotana niedokrwieniem retinopatia proli-
feracyjna wykazano istotna role IGF-I w regulacji naczy-
niowej proliferacji siatkéwkowej oraz w modulowaniu
aktywnosci VEGF [20]. W badaniach przeprowadzonych
u pacjentéw z PDR stwierdzono kilkukrotnie wyzsze
stezenia VEGF oraz statystycznie istotnie wyzsze ste-
zenie IGF-l w plynie ciata szklistego w poréwnaniu
z grupa kontrolna. Nie obserwowano natomiast réznic
w stezeniu obu czynnikéw w surowicy krwi w poszcze-
goélnych grupach [21]. Nie stwierdzono réwniez zalez-
nosci pomiedzy stezeniem IGF-l1 a VEGF w ptynie ciata
szklistego. Po korekgji stezern VEGF i IGF-I wzgledem
innych biatek odnotowano istotnie wyzsze stezenia
VEGF oraz obnizone stezenia IGF-| w ptynie ciata szkli-
stego chorych z PDR w poréwnaniu z grupa kontrolna,
co potwierdza teze o zwiekszonej syntezie VEGF
w tkankach oczu chorych na proliferacyjna retinopatie
cukrzycowa. Ptyn ciata szklistego pacjentéw z PDR za-
wiera mniej wolnego IGF-I w przeliczeniu na miligram
biatka niz ptyn osoby zdrowej. Dzieje sie tak prawdo-
podobnie dlatego, ze wzrost stezenia biatek wiazacych
IGF-I (IGFBP's) w ciele szklistym niweluje zwigkszong
produkcje IGF-I, co prowadzi do zmniejszenia puli wol-
nego, aktywnego biologicznie IGF-I. Inng mozliwoscia
moze by¢ zmniejszenie generacji wolnego IGF-| przez
tkanki oka chorego na cukrzyce. Zjawisko to potwier-
dzono w pracy, w ktérej wykazano zmniejszona eks-
presiec mMRNA dla IGF-I w tkankach oczu chorych na
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lance of IGF-I activity from the measurement of free
IGF-I alone. A relationship between intravitreous VEGF
concentration and PDR activity was observed, howe-
ver, intravitreous free IGF-I was not related to PDR ac-
tivity. The study supports the concept that intraocular
production of VEGF is increased in diabetic patients with
PDR and also suggests the relevant role of VEGF in the
etiopathogenesis of diabetic retinopathy, however, fur-
ther studies are required to establish the precise role of
free IGF-I.

The role of hepatocyte growth
factor (HGF)

Hepatocyte growth factor is a mesenchyme-derived
pleiotropic factor that regulates cell motility and growth.
HGF is synthesized mainly in the liver. The expression
of HGF was also detected in other tissues including lungs,
kidneys, smooth muscle cells, corneas and lenses. The
expression of HGF and its receptor on endothelial cells
was documented [23]. HGF is an endothelial growth
factor, and its mitogenic activity is the most potent com-
pared with that of bFGF, VEGF, interleukin-1 and inter-
leukin-6 [24, 25]. HGF exerts its activity through the
receptor for tyrosine kinase encoded by MET proto-
oncogene [26]. Endothelial cells expose the mature pro-
tein at the cell surface. HGF is initially synthesized and
secreted in an inactive single-chain precursor form, after
which it is cleaved to yield a physiologically active he-
terodimeric form. The invasion of endothelial cells into
the perivascular matrix and proliferation at that point
is considered as a crucial event in the angiogenic pro-
cess. HGF promotes the scattering of the endothelial
cell monolayer within the underlying collagen matrix.
It has been observed that the HGF potency in stimula-
tion of angiogenesis is more efficacious than that of
other growth factors such as VEGF and bFGF [24, 25].
Thus, HGF may play a role in the initial steps of the
angiogenic process [23]. It was noted that HGF levels
in vitreous fluid were significantly higher in the eyes of
patients with PDR than in those of patients with non-
diabetic diseases. Furthermore, HGF levels were si-
gnificantly higher in the samples from patients with
active PDR than in those from patients with quiescent
PDR. It was suggested, therefore, that vitreous HGF is
involved in the progressive stage of PDR. The source
of increased vitreous HGF concentration is not clear,
but there may be a possible effect of serum HGF on
vitreous HGF concentrations. The lack of correlation
between HGF and the VEGF vitreous concentrations
suggests that HGF may differ from VEGF in the pro-
cess of proliferative retinopathy with respect to roles
and induction mechanisms [10].

cukrzyce w pordwnaniu z grupa kontrolna, lecz w ba-
daniu wykonanym post mortem [22]. Przerwanie barie-
ry surowica/siatkdwka, obserwowane w przebiegu PDR,
umozliwia przechodzenie proteaz surowiczych do ciata
szklistego, co wtérnie moze prowadzi¢ do degradacji
tego czynnika.

Powyzsze badania nie podwazaja roli IGF-| oraz jego
biatek wigzacych w powstawaniu cukrzycowej retino-
patii proliferacyjnej. Wskazuja jedynie, ze biologia kom-
pleksu IGF-I/IGFBP jest bardzo skomplikowana i bar-
dzo trudno jest okresli¢ ostatecznie aktywnos¢ IGF-|
na podstawie pomiaréw stezen jedynie wolnej formy
IGF-I.

Zaobserwowano dodatnig zalezno$¢ pomiedzy ste-
zeniem VEGF w plynie ciata szklistego a aktywnoscia
i rozwojem cukrzycowej retinopatii proliferacyjnej. Nie
stwierdzono natomiast takiej zaleznosci dla stezen IGF-|
[21]. Precyzyjne okreslenie roli IGF-I w etiopatogene-
zie PDR wymaga dalszych badan.

Watrobowy czynnik wzrostu (HGF)

Watrobowy czynnik wzrostu jest plejotropowym
czynnikiem pochodzacym z tkanki mezenchymalnej,
regulujacym wzrost i migracje wielu typow komorek.
Synteza HGF odbywa sie gtéwnie w watrobie, innymi
miejscami wytwarzania tego czynnika sa ptuca, nerki,
komorki miesni gladkich, a takze rogéwka i soczewka,
w ktoérych stwierdzono ekspresje receptora dla HGF.
Udokumentowano takze ekspresje HGF oraz jego re-
ceptora w komérkach srédbtonka [23]. Watrobowy
czynnik wzrostu bedacy czynnikiem wzrostu komoérek
$rédbtonka, ktorego aktywnos¢ mitogenna jest wiek-
sza niz takich czynnikéw, jak bFGF, VEGEF, interleukina |
(IL-1) i interleukina 6 (IL-6) silnie stymuluje angiogene-
ze [24, 25]. Czynnik ten dziata za posrednictwem re-
ceptorow dla kinazy tyrozynowej kodowanej przez
protoonkogen MET. Komérki $rodbtonka wykazuja
ekspresje genu MET, a powstate na jego matrycy biatko
znajduje sie na powierzchni komérek [26]. Watrobowy
czynnik wzrostu jest wydzielany w postaci jednotaricu-
chowego prekursora, ktéry ulega aktywacji poprzez
proteolityczne odciecie fragmentu czasteczki.

Za kluczowy etap nowotworzenia naczyn w prze-
biegu PDR uwaza sie migracje komorek $rédbtonka do
przestrzeni macierzy okotonaczyniowej i rozpoczecie
tam proliferacji. Watrobowy czynnik wzrostu umozli-
wia rozproszenie sie warstwy komoérek srodbtonka
w macierzy kolagenowej. Zaobserwowano, ze efektyw-
nos$¢ oddziatywania HGF na procesy angiogenezy jest
wyzsza niz efektywnos$¢ VEGF lub bFGF [24, 25]. Z tego
powodu uwaza sie aktualnie, ze HGF moze odgrywac
istotng role w poczatkowych etapach angiogenezy [23].
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The role of vascular endothelial growth
factor (VEGF)

Vascular endothelial growth factor is a potent indu-
cer of neovascularization and vessel wall permeability.
VEGEF is a mitogen for endothelial cells whose expres-
sion both in vivo and in vitro, can be induced by hypoxia
and inflammatory processes (infiltration of macropha-
ges) [1 1]. Other activators of the secretion of VEGF are
reported (interleukin- |, low concentration of nitric oxi-
de, TNF alfa, as well as statins). High-affinity receptors
for VEGF were detected in the cellular membranes of
endothelial and pigmented epithelial cells [27, 28]. Also,
the expression of VEGF receptors is regulated and in-
creases under hypoxia. High levels of VEGF were de-
tected in the vitreous fluid in diabetic patients with reti-
nopathy [29, 30] and in the experimental animals with
multiple eye disorders with local hypoxia and neova-
scularization [31-34]. Elevated expression of VEGF in
the pigment — epithelium cells located between retina
and chorioid membrane plays a key role in the develop-
ment of retina disturbances in the course of diseases
with increased neovascularization, such as diabetes [35].
VEGF was absent in normal eyes, whilst all eyes with
PDR showed an upregulated expression of VEGF mRNA.
Intensity of the VEGF immunostaining of diabetic eyes
was dependent on the severity of retinopathy, being least
in diabetics with no overt retinopathy and greatest in
retinas with proliferative retinopathy. VEGF expression
was upregulated in the in all three nuclear layers — na-
mely, the ganglion cell layer, the inner nuclear layer, and
the outer nuclear layer. The distribution of retinal cells
with upregulated VEGF mRNA expression suggests that
the restricted population of VEGF producing cells is li-
kely to represent cells residing in ischaemic regions of
the retina. The unbalanced expression of VEGF gene
and elevated level of this protein, by several times, in
the ocular tissues in the diabetic eyes with PDR is cur-
rently considered to be one of the major factors playing
the key role in the mechanism of such pathology [I11,
15, 34-36]. However, a change in the VEGF seems unli-
kely to be the only cause of retinopathies because: in-
creases in VEGF can occur in the absence of retinopa-
thy; decreases in the severity of retinopathies can occur
without any change in VEGF level [20, 37]; drugs that
prevent a rise in VEGF can vary in their effects on reti-
nopathy [38]. Additionally, therapies designed to inter-
fere with the action of VEGF have not been able to com-
pletely inhibit vessel growth in an experimental animal
model of ischemia-induced retinopathy [39]. These facts
suggest that additional stimulatory angiogenic factors
and/or natural inhibitors are also playing an important
role in the PDR process.

Zaobserwowano istotnie wyzsze stezenie HGF
w plynie ciata szklistego pacjentéw z PDR niz u cierpia-
cych nainne schorzenia gatki [ 1 0]. Ponadto stezenie HGF
w plynie ciafa szklistego pacjentéw z aktywng postacia
proliferacyjnej retinopatii cukrzycowej byto znacznie
wyzsze niz w grupie z nieaktywnga postacia PDR. Stad
whiosek o udziale HGF w regulacji zaawansowania pro-
cesu PDR. Zrédto wystepowania HGF w ptynie ciata
szklistego jest nieznane, przypuszcza sie, iz na jego ste-
zenie moze wptywac frakcja surowicza tego czynnika,
ktéra w przypadku chorych na cukrzyce byta istotnie
wyzsza niz w grupie kontrolnej. Brak zaleznosci pomie-
dzy stezeniami HGF i VEGF w ciele szklistym pacjen-
tow z PDR i grupy kontrolnej sugeruje, ze oba te czyn-
niki réznia sie pomigdzy sobg pod wzgledem odgrywa-
nej roli i mechanizmu aktywaciji tego typu retinopatii [10].

Naczyniowopochodny nabtonkowy
czynnik wzrostu (VEGF)

Naczyniowopochodny nabtonkowy czynnik wzro-
stu jest silnym aktywatorem nowotworzenia naczyn
i czynnikiem zwigkszajacym ich przepuszczalnosé [1 1].
Jest on mitogenem dla komérek $rédbtonka naczynio-
wego, ktérego wytwarzanie zaréwno w warunkach
in vitro, jak i in vivo jest regulowane gtéwnie miejsco-
wym stezeniem tlenu. Zwiekszenie sekrecji VEGF ob-
serwowano w wielu typach komérek gatki ocznej ba-
danych w warunkach hipoksji. Innymi czynnikami akty-
wujacymi uwalnianie VEGF s3 IL- 1, niskie stezenie tlen-
ku azotu (NO), TNF-¢, a takze leki, np. statyny.

Charakteryzujace sie wysokim powinowactwem
receptory dla VEGF wykryto w btonach komérkowych
komorek srodbtonka naczyniowego i komoérek barwni-
kowych siatkdwki [27, 28]. Ich ekspresja wzrasta, po-
dobnie jak samego VEGF, pod wptywem niskiego ste-
zenia tlenu. Wysokie stezenie VEGF stwierdzono m.in.
w ciele szklistym u pacjentéw z retinopatia [29, 30] oraz
u zwierzat doswiadczalnych w wielu schorzeniach oczu
przebiegajacych z lokalng hipoksja i nowotworzeniem
naczyn [3 1-34]. Wysoka ekspresja VEGF w komérkach
nabtonka pigmentowego siatkéwki, umiejscowionego
pomiedzy siatkdwka a btona naczyniowa, odgrywa klu-
czowa role w powstawaniu zaburzen siatkdwki w prze-
biegu schorzen z nasilonym nowotworzeniem naczyn,
np. w cukrzycy [35]. W badaniach immunohistochemicz-
nych siatkéwki zaobserwowano, ze VEGF nie wyste-
powat w siatkéwkach oczu ludzi zdrowych, pojawiat sie
natomiast u chorych na cukrzyce [I1]. Intensywnos¢
reakcji barwnej odzwierciedlajaca ilo$¢ molekut VEGF
w tkance wzrasta wraz ze stopniem zaawansowania
zmian naczyniowych — najmniejsza u chorych na cu-
krzyce bez retinopatii i znacznie wigksza u chorych
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The role of pigment epithelium-derived
growth factor (PEDF)

Pigment epithelium-derived factor (PEDF) was first
identified as a 50 kDa secreted protein in a conditio-
ned medium from cultured fetal human retinal pigment
epithelium (RPE) cells [40]. In human eyes, PEDF is
synthesized and secreted by the photoreceptor cells
and inner retina layer cells [41]. PEDF is neurotrophic
for cerebellar granule cells and inhibits microglial as
well as young fibroblasts growth. The protein shares
sequence and structural homology with the serine pro-
tease inhibitors (serpins) family but does not inhibit
proteases. In vitro, PEDF inhibited endothelial cell mi-
gration in a concentration-dependent manner with
a median effective dose (ED50) of 0.4 nM, placing it
among the most potent natural inhibitors of angioge-
nesis in this assay [42]. PEDF also inhibited VEGF,
PDGF, IL-8, acid fibroblast growth factor (aFGF)
— and bFGF-induced endothelial cells migration [42].
Antiangiogenic activity of PEDF is selectively directed
toward new-developed vessels, without effect on the
already existing vessels. However, it was possible to
observe the regression of aberrant retinal vasculature
developed in the course of PDR after transfection of
the adenoviral expressing PEDF vector to the retina
or the administration of PEDF protein into vitreous
body [43]. PEDF is likely to contribute to the regula-
tion of blood vessel growth in the eye by creating
a permissive environment for angiogenesis when the
oxygen supply is limited (as it is in tumors and in reti-
nopathies) and create the angiogenesis inhibitory envi-
ronment when oxygen concentrations are normal or
high [42]. PEDF stimulates apoptosis in vitro model
when given to cultured endothelial cells. It revealed
the similar effects on endothelial cells forming new
vessels in situ in mice with retinopathy [1]. In multiple
studies it was demonstrated that the retinal PEDF le-
vels, (in contrast to VEGF), were negatively correla-
ted with pathologic retinal neovascularization [I, 15,
44, 45]. It has been reported that photocoagulation
activates this potent inhibitor of neovascularization and/
Jor reduces the level of stimulators of neovasculariza-
tion from regenerating retinal pigment epithelium cells
[45]. Laser photocoagulation reduces the VEGF con-
centration in the vitreous body as well [30].

Due to the high potency and the broad range of an-
giogenic inducers against which it can act, PEDF may
prove to be a useful therapeutic for pathologic ocular
neovascularization [42]. In a recently published study it
was demonstrated that PEDF is present in plasma at a
concentration of approx. 100 nM (5 ug/ml), twice the
concentration required to inhibit aberrant blood-vessel

z zaawansowang PDR [l 1]. U wszystkich pacjentow
z proliferacyjna retinopatia cukrzycowa stwierdzono
podwyzszong ekspresje MRNA VEGF w komérkach siat-
koéwki nalezacych do warstwy zwojowej oraz wewnetrz-
nej i zewnetrznej warstwy jadrowej. Dystrybucja ko-
moérek z podwyzszona ekspresja mMRNA VEGF wskazu-
je, ze do zwiekszonej syntezy tego czynnika dochodzi
w najbardziej niedokrwionych regionach siatkowki [36].
Niezréwnowazona dziataniem inhibitoréw podwyzszo-
na ekspresja VEGF oraz wielokrotnie wykazane zwigk-
szone stezenie tego czynnika w tkankach oka w prze-
biegu PDR uwaza sie obecnie za jeden z najwazniejszych
czynnikéw odgrywajacych kluczowa role w rozwoju
tego zaburzenia [I I, 15, 36]. Wydaje sie jednak mato
prawdopodobne, aby zmiany w stezeniu VEGF byly je-
dynym czynnikiem odpowiedzialnym za rozwdj retino-
patii. Moga o tym $wiadczy¢ nastepujace fakty: obser-
wuje sie wzrost stezenia VEGF, ktéremu nie towarzy-
szy powstanie retinopatii; moze doj$¢ do zmniejszenia
zaawansowania retinopatii bez ewidentnych zmian
w sekreciji i stezeniu VEGF [20, 37]; wykazano réznorod-
ny wplyw na przebieg retinopatii lekéw zapobiegajacych
zwiekszeniu stezenia VEGF [38]. Opracowane na zwie-
rzetach do$wiadczalnych metody leczenia retinopatii nie-
dokrwiennej, modyfikujace oddziatywanie VEGF nie do-
prowadzity do catkowitego zahamowania proliferacji
naczyn [39]. Powyzsze spostrzezenia sugeruja zaanga-
zowanie dodatkowych stymulatoréw lub naturalnych
inhibitoréw angiogenezy w proces powstawania naczy-
niowych zmian gatek ocznych przyczyniajacych sie do
rozwoiju retinopatii. Ostatnie badania wskazuja, ze istot-
nie aktywacja nowotworzenia naczyin moze by¢ wywo-
tana nie tylko lokalnym wzrostem stezenia molekut in-
dukujacych angiogeneze, ale takze spadkiem stezenia
endogennych inhibitoréw angiogenezy.

Czynnik wzrostu pochodzacy

z nabtonka barwnikowego (PEDF)

Po raz pierwszy PEDF wyizolowano jako biatko
o masie czasteczkowej 50 kDa z medium hodowlane-
go ptodowych ludzkich komérek nabtonka barwniko-
wego jako czynnik pobudzajacy réznicowanie neuro-
nalne hodowanych komérek retinoblastomy Y79 [40].
W oczach ludzkich PEDF jest obecny w komérkach
fotoreceptordw i jest przez nie wydzielany oraz przez
komérki wewnetrznych warstw siatkdwki [41]. Jest
to czynnik neurotropowy dla komérek ziarnistych mo-
zgu, hamuje wzrost mikrogleju i mfodych fibroblastéw.
Wykazuje strukturalng homologie z rodzing inhibito-
réow proteaz serynowych (serpinami), lecz nie wyka-
zuje ich aktywnosci wzgledem czynnikéw krzepnigcia
krwi. W badaniach in vitro PEDF blokuje migracje ko-
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growth in the eye. Thus, the systemic delivery of PEDF
has the putative therapeutical potency to affect patho-
logical angiogenesis or neurotrophic processes [46, 47].

It is now believed that angiogenesis is regulated by
two counterbalancing systems: angiogenic stimulators and
angiogenic inhibitors. The retinas with neovascularization
showed a fivefold higher level of VEGF and a twofold
lower level of PEDF compared with the age-matched
controls. Results from several studies support the hypo-
thesis that the higher levels of VEGF and lower levels of
PEDF in the vitreous may promote ocular neovasulariza-
tion in diabetic retinopathy and may subsequently lead to
proliferative diabetic retinopathy. Therefore, restoration
of the balance between the angiogenic stimulators and
inhibitors by activating endogenous angiogenic inhibitors
can become a potential therapeutic strategy to arrest the
progression of retinal neovascularization.
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