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Streszczenie

Rak jelita grubego jest wcigz jednym z najwazniejszych probleméw w onkologii. Po pierwsze, nowotwor
ten wystepuje bardzo czesto — pod wzgledem liczby nowych zachorowan na $wiecie zajmuje drugie
miejsce po raku ptuc — okofo 1 miliona nowych zachorowan rocznie. Po drugie, jest to nowotwor
0 wcigz niezadowalajgcym rokowaniu — wskaznik przezycia 5-letniego nie przekracza w wigkszosci kra-
jow 50% — okoto 0,5 miliona zgondw rocznie na $wiecie. W pracy autorzy omawiajg znaczenie procesu
neoangiogenezy w patogenezie raka jelita grubego.
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Abstract

Colorectal carcinoma is still one of the most crucial problems in oncology today. Firstly, this neoplasm
occurs frequently and in terms of new cases world wide — at around one million per year — it is second
on the list, right after pulmonary carcinoma. Secondly, it is a neoplasm which still has a poor prognosis
in which the survival rate over a five-year period, in the majority of cases, is below 50%. Moreover, there
are around half a million deaths a year worldwide. In this work, the authors discussed the role of

neoangiogenesis in the large intestine cancer pathogenesis.
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Nowotwor jest chorobg genetycznag, ktéra charakte-
ryzuje sie kumulacjg licznych mutacji somatycznych
w populacji komérek przechodzacych transformacje no-
wotworowa. Wypadkowa wymienionych zmian genetycz-
nych jest aktywacja proliferacji lub utrata kontroli nad
proliferacjg i réznicowaniem sie komorek [1]. W wyniku
tych proceséw dochodzi do niekontrolowanego wzrostu
kolejnych klonéw niskozréznicowanych komorek.

Za powstanie nowotworu w wielu przypadkach od-
powiada przemiana nowotworowa majgca poczatek
w polipach jelita grubego, a doktadniej mutacja w obre-
bie genu p-53 lub aktywacja protoonkogenu K-ras, co

Neoplasm is a type of genetic disease which is
characterised by the accumulation of many somatic
mutations in a cell population going through a neoplasm
transformation. These genetic changes result in the acti-
vation of cell proliferation and differentiation or the loss
of control over both [1]. The outcome of this is the un-
controlled increase of further clones of low-diversified
cells.

The reason for the occurrence of a neoplasm is, in
many cases, a neoplastic change which starts in a polyp
of the large intestine. To be more precise, it is a muta-
tion concerning gene p-53 or the activation of the
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w ostatnich latach stato sie obszarem intensywnych ba-
dan wielu naukowcow [2].

Wozrost zapadalnosci i umieralnos$ci na nowotwory jest
bardzo istotnym problemem zdrowotnym. Z danych epi-
demiologicznych wynika, ze poczawszy od 1998 roku
umieralno$¢ z powodu nowotworow jelita grubego wsréd
mezczyzn jest drugg nowotworowg przyczyng zgo-
néw [3], przy czym rak jelita grubego jest najczesciej wykazy-
wanym nowotworem przewodu pokarmowego [4]. Rocz-
nie rozpoznaje sie w Polsce okofo 11 tysiecy nowych za-
chorowan. Ogélna zachorowalno$¢ na raka jelita grube-
go wzrasta srednio o co najmniej 2,5% rocznie i jest po-
dobna zaréwno w populacji meskiej, jak i zenskiej — 9,5%
v. 10%, a monitorowang 5-letnig przezywalnos$¢ szacuje
sie na 25-50% [5].

Aby lepiej zrozumie¢ komorkowy i molekularny me-
chanizm kancerogenezy, nalezy zwréci¢ uwage na kil-
ka istotnych aspektéw. Kazda komaérka (w tym réwniez
nowotworowa) potrzebuje do wzrostu, przezycia, roz-
mnazania i tworzenia ewentualnych ognisk przerzuto-
wych kilku czynnikéw. Mowa tu o: 1) dostarczeniu sub-
stancji odzywczych (za posrednictwem krwi i ptynu
tkankowego), 2) catkowitym lub czesciowym unieza-
leznieniu od adhezji do podtoza, 3) ,opornosci” na
apoptoze, czyli programowang $mier¢ komoérki, 4) pod-
niesionym potencjale replikacyjnym czy 5) uniezalez-
nieniu sie od czynnikdw proliferacyjnych i inhibitoréw
wzrostu. Dopiero komorki, ktére w wyniku okreslonych
mutacji nabeda wyzej wymienione cechy, zdobeda ,au-
tonomie” i przestang by¢ stymulowane przez endogen-
ne czynniki, beda zdolne do tworzenia nowych klonéw
i wytworzenia przerzutow.

W walce z nowotworami szczegdlne nadzieje wigza-
ne sg z poznaniem mechanizmdéw neoangiogenezy oraz
apoptozy. Procesem angiogenezy (neoangiogenezy) na-
zywa si¢ tworzenie nowych naczyn wtosowatych na ba-
zie juz istniejgcych naczyn krwionos$nych. Fizjologicznie
angiogeneza towarzyszy rozwojowi zarodka, regeneracji
naczyn bfony $luzowej macicy w przebiegu cyklu men-
struacyjnego, implantacji zarodka do $luzowki macicy
i tworzeniu sie fozyska [6, 7]. Fizjologiczng angiogeneze
obserwuje sie réwniez w krezce jelita [8], podczas two-
rzenia sie nowej tkanki (ziarniny) w miejscu gojenia sie
ran [9].

Jedng z pierwszych hipotez powstania nowotworu
jelita grubego méwiacg, ze guz, by wzrasta¢, wymaga
dostarczenia substancji odzywczych z nowo utworzonych
naczyn, wysunat w 1971 roku Folkman. Teoria ta zostata
poparta wieloma badaniami innych naukowcéw (Knigh-
ton, Liotta, zarowno na modelach zwierzecych, jak i ma-
teriale ludzkim. Stad tez wysunieto propozycje, ze zablo-
kowanie procesu angiogenezy moze by¢ strategig zaha-
mowania wzrostu nowotworu [10]. Badania dowodza, ze
komorki sa w stanie egzystowac¢ jedynie w warunkach
umiarkowanej hipoksji, to jest w odlegfosci nie wiekszej
niz 300-400 mikrometréw od naczynia krwiono$nego.
Tylko taka odlegto$¢ zapewnia komorkom staty doptyw
substancji odzywczych i tlenu. Z powyzszego wynika, ze
w guzach o $rednicy 0,5 mm panujg juz warunki hipoks;ji.

protooncogene K-ras, which in recent years has become
the focus of interest of much scientific research [2].

The increase in those developing or dying of neo-
plasm is a significant health problem. According to epi-
demiological statistics, since 1998 colorectal carcinoma
among men has become the second most common neo-
plastic cause of death [3]. However, colorectal carcinoma
is the most frequent neoplasm of the digestive tract [4]
of which there are eleven thousand of new cases in Po-
land every year. On average, the rate of developing
colorectal carcinoma has increased by at least 2.5%
a year and is similar among both men and women (9.5%
v. 10%). Moreover, a monitored five-year period survival
rate is estimated at 25-50% [5].

In order to understand the cell and molecular mecha-
nism of cancerogenesis better, we have to pay atten-
tion to a few significant aspects. Each cell, including that
which is neoplastic, needs to grow, survive, reproduce
and build up a potential focus of metastasis comprising
different factors. We are talking here about: 1) the pro-
vision of a nutrient (through blood and tissue fluid),
2) the entire or partial addition to adhesion to basement,
3) a ‘resistance’ to apoptosis, the programmed death
of a cell, 4) an increased replication potential or 5) an
independence from proliferating factors and growth in-
hibitors. Only cells which, as a result of certain muta-
tions, gain the above-mentioned factors will obtain ‘au-
tonomy’ and will stop being stimulated by endogenic
factors. This means they will be able to create new
clones and achieve metastasis.

When fighting a neoplasm, particular hopes are put
into the comprehension of the mechanisms of neoangio-
genesis and apoptosis. The angiogenic (neoangiogenic)
process is a creation of new capillary vessels based on
an already-existing blood vessel. Physiologically, angio-
genesis accompanies embryogenesis, the regeneration
of endometrium vessels during the menstrual cycle, the
implementation of an embryo into uterine mucosa and
the creation of placenta [6, 7]. Physiological angiogen-
esis is also observed through the intestinal mesentery
[8], during the creation of new tissue (granulation) in the
place of a healed wound [9].

One of the earliest hypotheses concerning the
causes of colorectal carcinoma was introduced by
Folkman in 1971 and proposed that tumours needed
nutrients from newly-made vessels in order to grow.
This theory was later proved by much research done
on both animals and humans (Knighton, Liotta). An idea
was also put forward that blocking the angiogenesis pro-
cess could be used for suppressing the growth of a neo-
plasm [10]. Research has proved that cells are able to
exist only in a moderate hypoxia which means at a dis-
tance no further than 300-400 micrometers from
a blood vessel. Only such a distance guarantees cells
a constant supply of nutrients and oxygen. This proves
that the tumour of 0.5 mm in diameter can exist in
a hypoxia.

Cytokine is a vascular endothelial growth factor
(VEGF) which is well-recognised and connected with
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Dos¢ dobrze poznang i powigzang z tworzeniem no-
wych naczyn cytoking jest czynnik wzrostu $rédbtonka
naczyn (VEGF, vascular endothelial growth factor), kté-
ry zostat odkryty przez Dvoraka w 1983 roku [wg 11].
Istotg dziatania VEGF sg: 1) wzrost przepuszczalnosci na-
czyn krwionosénych, 2) poszerzenie naczyn krwionosnych,
3) pobudzenie srédbfonka do wytwarzania tlenku azotu
(NO, nitric oxide), 4) pobudzenie enzymow proteolitycz-
nych oraz ekspresji receptoréw waznych dla powstawa-
nia naciekdw komaorkowych i przebudowy naczyn krwio-
nosnych 5) zdolno$¢ ochrony komérek srédbtonka przed
apoptoza [12, 13].

Obecnie poznano wiecej niz 5 izoform VEGF. Sg to:
VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF 189 oraz VEGF
206. Zasadnicza rdznica pomiedzy poszczegdlnymi izo-
formami polega na liczbie reszt aminokwasowych [14].
Dziatanie czynnika wzrostu realizowane jest przez dwa
swoiste receptory znajdujace sie gtéwnie na komadrkach
$rodbtonka VEGFR-1 i VEGFR-2. Pofagczenie VEGF z re-
ceptorem VEGFR-2 powoduje uruchomienie przemian
biochemicznych w komérkach srédbfonka, ktére polegaja
miedzy innymi na degradacji biatek btony podstawne;j
i macierzy zewnatrzkomaérkowej przez swoiste proteazy
(metaloproteinazy — MMP). Zainicjowane w ten sposdb
przemiana podscieliska, proliferacja komérek $rédbfon-
ka oraz migracja komorek endotelialnych prowadzg do
wytworzenia — w wyniku dalszych przemian regulowa-
nych przez kolejne cytokiny — struktury rurowej z komo-
rek $srodbtonka, a nastepnie petnowartosciowego naczy-
nia krwionosnego [15].

Caty ten proces przebiega w kilku etapach:

1. Inicjacja

Niedotlenienie tkanek jest impulsem do tworzenia na-

czyn de novo. W wyniku hipoksji dochodzi do akty-

wacji i transkrypcji genu dla VEGF, co prowadzi do
zwiotczenia istniejacych naczyn. Podkresla sie tu tak-
ze znaczacag role tlenku azotu wytwarzanego przez ko-

morki srédbtonka stymulowane przez VEGF [16-18].
2. Rozktad macierzy zewnatrzkomodrkowej

Dzigki aktywnos$ci metaloproteinaz dochodzi do en-

zymatycznego rozkfadu bfony podstawnej oraz ma-

cierzy pozakomérkowej. W przygotowane w ten spo-
sO6b miejsce ,napetzajg” komorki sréodbtonka majagce

w przysztosci utworzyé nowe naczynie krwionos-

ne [19].

3. Adhezja komoérek

Dzieki integrynom (integryny «f8) dochodzi do rézni-

cowania, proliferacji i migracji komérek srédbtonka.

Komorki te przylegaja do kolagenu, fibrynogenu, la-

mininy, czynnika Willebranda lub witronektyny. Do-

piero tak ,ufiksowane” komorki endotelialne ulegajg

dalszym przemianom [20].

4. Namnazanie
Komorki srédbtonka, by wytworzyé nowe naczynie,
musza si¢ namnozy¢. Proliferacja ta jest mozliwa dzieki
dziafaniu na nie wielu sktadnikow macierzy pozako-
morkowej — miedzy innymi trombospondyny i lami-
niny. Biatka te wptywajg na stymulacje lub inhibicje
proliferacji komorek. | tak forma rozpuszczalna trom-

the creation of new vessels and was discovered by
Dvorak in 1983 [11]. The essence of VEGF application
is: 1) the growth of penetration of the blood vessels,
2) the widening of the blood vessels, 3) the endothe-
lium awakening to nitric oxide production (NO), 4)
proteolic enzyme awakening and the expression of re-
ceptors crucial for the creation of cellular infiltration and
blood vessel alteration 5) the demonstration of the abil-
ity of endothelium cells to protect themselves against
apoptosis [12, 13].

Nowadays, we have come to know more than five
izoforms of VEGF: VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF
189 and VEGF 206. The main difference between indi-
vidual izoforms depends on the amount of amino acid
residue [14]. Growth factor application is carried out by
two receptors located mainly on endothelium cells,
VEGFR-1 and VEGFR-2. The connection of VEGF with
VEGFR-2 receptors causes the initiation of biochemical
changes in the endothelium cells, which consist of the
degradation of basement membrane proteins and an
intracellular matrix through a type of protease (MMP).
Stroma alteration, endothelium cell proliferation and
migration of endothelium cells having been initiated in
this way lead to the creation, as a result of further changes
regulated by consecutive cytokine, of pipe-like structures
from the endothelium cells and, later, whole blood ves-
sels [15].

This whole process is carried out in few stages
1. Initiation

Oxygen deficiency in tissues is an impulse for de novo

tissue creation. As a result of hypoxia, there is activa-

tion and transcription of a gene for VEGF, which leads
to the flaccidity of already-existing vessels. There is
also a noticeable effect of nitro oxygen creation by

endothelium cells stimulated by VEGF [16-18].

2. Extracellural matrix dismemberment

Due to metalloproteinase activity, we may observe

the enzymatic decomposition of the basement mem-

brane and extracellural matrix. Locations prepared
in this way are covered by endothelium cells which,

in the future, will create a new blood vessel [19].

3. Cell adhesion

Thanks to integrins (integrins af), there is a differen-

tiation, proliferation and migration of endothelium

cells. These cells cling to collagen, fibrinogen, laminine,

Willebrand’s factor or vitronectin. Fixed only in that

way, endothelium cells undergo further change [20].
4. Multiplication

Endothelium cells, in order to create a new cell, have

to multiply. Proliferation of this kind is possible thanks

to an effect of a big number of extracellural matrix
factors onto endothelium cells. Among them, are
thrombospondin and laminine. These proteins influ-
ence the stimulation or inhibition of cell proliferation.

The dissolved form of thrombospondin suppresses

proliferation while the form of this protein bound by

a matrix stimulates proliferation. However, laminine,

together with other matrix factors, intensifies endot-

helium cell proliferation [21].
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bospondyny hamuje proliferacje, a forma tego biatka

zwigzana przez macierz — pobudza jg. Natomiast la-

minina wraz z innymi sktadnikami macierzy nasila pro-

liferacje komorek sréodbtonka [21].

5. Dojrzewanie

Aby wytworzy¢ petnowarto$ciowe naczynie krwiono-

$ne, rurowate struktury utworzone przez komérki

$rodbtonka muszg wytworzy¢ przydanke. Jest ona wy-
tworzona z komdérek mezenchymalnych. Proces ten
podlega regulacji przez ptytkowy czynnik wzrostu

(PDGF, platelet derived growth factor), jak rowniez

czynnik wzrostu fibroblastéw typu 1 (FGF-1, fibroblast

growth factor 1) oraz transformujacy czynnik wzrostu

typu B (TGF-B, transforming growth factor beta) [22].

Warto zaznaczy¢, ze VEGF oraz jego receptor VEGFR-2
zostaty wykryte nie tylko w naczyniach krwionosnych, lecz
rowniez w kapilarach chtonnych podlegajgcych aktyw-
nej limfangiogenezie [23]. Obecnos$¢ w guzach nowotwo-
rowych naczyn obu typdéw, jak rowniez potwierdzenie
obecnosci na nich identycznych receptoréw dla VEGF
moga wskazywac¢ na podobny mechanizm ich powsta-
wania.

Biorgc pod uwage mozliwo$¢ migracji komérek no-
wotworowych i tworzenia przerzutéw drogg zaréwno
krwionosna, jak i chtonng, selektywne pozbawienie guza
wyzej wymienionych naczyn mogtoby spowodowac
zmniejszenie masy guza. Powoduje to tym samym nie-
dokrwienia guza i pozbawienia go substancji odzyw-
czych, a co za tym idzie spadek $miertelno$ci zwigza-
ny z mniejszym odsetkiem wytworzonych przerzutow
regionalnych czy odlegtych. Wspomniany efekt moz-
na by uzyskaé, stosujac inhibitory angiogenezy. Obec-
ny stan wiedzy wskazuje na wiele problemoéw zwigza-
nych z takim planem postepowania. Poza VEGF ziden-
tyfikowano ponad 12 réznych biatek oraz kilka innych
mniejszych czastek o udowodnionym dziataniu proan-
giogennym. Dla przyktadu warto wymieni¢: zasadowy
czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF, basic fibroblast
growth factor), VEGF, kwasny czynnik wzrostu fibro-
blastow (aFGF, acidic fibroblast growth factor), naskor-
kowy czynnik wzrostu (EGF, epidermal growth factor),
czynnik wzrostu hepatocytow (HGF, hepatocyte growth
factor), interleukina 8 (IL-8, interleukin 8), tozyskowy
czynnik wzrostu (PIGF, p/acental growth factor), PDGF,
TGF-¢, adenozyne, nikotynamid, prostaglandyny:
PGE1 czy PGE2 [24].

Problemem pozostajg nadal ogdlnoustrojowe konse-
kwencje zahamowania fizjologicznie powstajacych na-
czyn podczas prob zahamowania wzrostu naczyh w sa-
mym nowotworze. Mozna oczekiwac, ze kolejne lata ba-
dan nad inhibitorami neoangiogenezy lub regulatorami
apoptozy dadzg odpowiedz, w jaki sposéb i w ktérym
miejscu bedzie mozna przerwaé proces powstawania
nowych naczyh w obrebie guza nowotworowego.

5. Maturation
In order to create a whole blood vessel, the tubular
structure created by the endothelium cells must con-
struct an adventitia which is produced from mesen-
chymal cells. This process undergoes regulation by
platelet derived growth factor (PDGF), fibroblast
growth factor-1 (FGF-1) and transforming growth fac-

tor beta (TGF-8) [22].

It is worth pointing out that VEGF and its receptor
VEGFR-2 have not only been discovered in blood ves-
sels but also in absorptive capillary vessels going through
an active lymphagiogenesis [23]. The presence of both
types of vessels in neoplastic tumours, as well as that of
identical receptors for VEGF on such tumours, might
suggest that there is a similar mechanism at work con-
cerning their creation.

Taking into consideration neoplastic cell migration
and the creation of metastasis through both blood and
absorptive pathways, a selective deprivation of the
tumour’s above-mentioned vessels might reduce the
tumour weight. This causes tumour ischaemia and the
deprivation of its nutrients which leads to a lower num-
ber of deaths that are, in turn, related to fewer near and
remote metastases. The effect mentioned above may be
gained by using angiogenesis inhibitors. However, cur-
rent research indicates that there are many problems
connected with such a plan of action. Apart from VEGF,
over twelve different protein types have also been iden-
tified, as well as other smaller molecules with proven
proangiogenic action such as: bFGF, VEGF, aFGF, EGF,
HGF, IL-8, PIGF, PDGF, TGF-«, adenosine, nikotinamid,
PGE1 or PGE2, just to mention a few [24].

Up to now this problem has still caused systemic con-
sequences concerning the suppression of physiologi-
cally-created vessels taking place during trials of vessel
growth suppression in the same neoplasm. It may be
expected that the next few years of research on
neoangiogenic inhibitors or apoptosis regulators shall
give us the answer to the question regarding in what
way and in which place we will be able to suppress the
process of new vessel creation in and around neoplastic
tumours.
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