NOWOTWORY Journal of Oncology ¢ 2006 « volume 56
Number 1 « 57-79

Rozprawa habilitacyjna - Thesis

Onkogeny jako modyfikatory procesow naczyniowych w nowotworach

Janusz Rak

Progresja nowotworowa jest wynikiem akumulacji szeregu bledow genetycznych prowadzqcych do ekspresji onkogenow lub
utraty genow supresorowych. Poczgtkowo, gldwnie tym zmianom przypisywano wplyw na zaburzenia w procesach prolifera-
cji i regulacji zywotnosci komorek nowotworowych. Istniejg jednak dowody na to, ze wplyw onkogendw wykracza poza
zmiany o charakterze wewngtrzkomorkowym i ma decydujgce znaczenie w regulacji procesow naczyniowych towarzyszgcych
nowotworzeniu. Najlepiej z nich opisane sq procesy angiogenezy i koagulopatii nowotworowej (zespot Trousseau). Nasze ba-
dania wykazaly, ze wprowadzenie onkogenu K-ras do komorek nowotworowych powoduje zwigkszenie produkcji srodblonko-
wego czynnika wzrostu (VEGF), jednego z glownych stymulatoréw wzrostu naczyniowego, oraz do obnizenia ekspresji biat-
ka o przeciwnym dziataniu — trombospondyny 1 (TSP-1). Te i inne zmiany stymulujg procesy angiogenne, ktore odgrywajg cen-
tralng role w ekspansji, inwazji i przerzutowaniu nowotworow. Komorki, w ktorych doszlo do mutacji onkogenu ras nie tylko
same nabywajg cech angiogennych, ale rowniez powodujg powstawanie tzw. efektu pola angiogennego, poprzez obnizenie pro-
dukcji TSP-1 w sgsiadujgcych z nimi normalnych fibroblastach. Mutacyjne zmiany w obrebie genow, takich jak ras, receptor
naskorkowego czynnika wzrostowego (EGFR) czy p53 prowadzq do zmian w ekspresji czynnika tkankowego (TF). Ten
szczegolny czynnik krzepnigcia i receptor bierze udzial w regulacji fenotypu angiogennego i jest znanym stymulatorem koagu-
lopatii nowotworowej. Zmiany angiogenne i krzepliwe w nowotworach majg w znacznej mierze nature genetyczng (a nie wy-
lgcznie zalezng od mikrosrodowiska), zatem mogg by¢ modyfikowane pod wplywem nowej generacji lekéw przeciwnowotwo-
rowych skierowanych przeciwko specyficznym biatkom onkogennym. Leki te mozna uwazac za nowotworowo swoiste i posred-
nio dzialajgce inhibitory angiogenezy i antykoagulanty.

Oncogenes as modifiers of vascular processes associated with cancer

Tumor progression is driven by a series of genetic alterations including gain-of-function mutations of oncogenes and
loss-of-function events affecting tumor suppressor genes. These oncogenic events were hitherto mainly ascribed various roles
in deregulation of cellular mitogenesis and survival. In this article we review the growing body of evidence that the impact of
the aforementioned genetic lesions transcends boundaries of individual cancer cells and plays a central role in the interaction
between the growing tumor and the host vascular system. Tumor angiogenesis and cancer coagulopathy (Trousseau syndrome)
are amongst the most widely appreciated manifestations of such interactions. We have previously demonstrated that expression
of mutant K-ras oncogene in a variety of cell types leads to overexpression of vascular endothelial growth factor (VEGF),
a potent stimulator of vascular growth, along with downregulation of its antithetical inhibitor known as thrombospondin 1
(TSP-1), and several other changes. The resulting process of new blood vessel formation in tumors is critical for tumor
expansion, invasion and metastasis. Cancer cells expressing mutant ras not only become proangiogenic themselves, but can
also influence the expression of TSP-1 in their adjacent fibroblasts, a phenomenon we refer to as 'angiogenic field effect.
Oncogenic mutations of ras, epidermal growth factor receptor (EGFR) and p53 can also alter expression of tissue factor (TF)
by cancer cells. This unique coagulation factor and signaling receptor can contribute to the regulation of the angiogenic
phenotype, but also acts as a known trigger of cancer coagulopathy. Thus both, proangiogenic and procoagulant events in
cancer, along with their consequences for tumor progression, morbidity and mortality are, at least in part, driven by events of
genetic (rather than microenvironmental) nature, and could therefore be modulated by new generation oncogene-directed
anticancer agents (targeted agents). We postulate that such drugs could, therefore, be regarded as cancer-specific and indirect
acting antiangiogenics and anticoagulants.
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1. Biologiczne podstawy progresji nowotworow

Jak wiele przewlekliych stanéw chorobowych nowotwory
zlo§liwe rozwijaja si¢ stopniowo, czgsto w sposob bezobja-
wowy i podstepny, nierzadko w przeciagu wielu lat lub
nawet dziesig¢cioleci.

Z tego punktu widzenia kliniczne manifestacje cho-
roby nowotworowej wystepuja stosunkowo pdzno (choc
istnieja istotne rdznice pomig¢dzy jednostkami nozolo-
gicznymi), ale i tu zmiany iloSciowe (wzrost) i jakoSciowe
(np. rozw0j inwazyjnosci) sa nieodtaczna cecha tego pro-
cesu. Wreszcie, wtaSciwosci komorkowe i mechanizmy
molekularne procesu nowotworowego zmieniaja si¢ zna-
czaco w jego kolejnych etapach, ktorych sekwencje okre-
§la si¢ mianem progresji nowotworowej [1, 2].

Determinanty progresji nowotworowej

Istnieje wiele uznanych klasyfikacji manifestacji progres;ji
nowotworowej. Sa one podstawa znanych systemdw oce-
ny klinicznej i prognozowania, takich jak np. klasyfika-
cje TNM, Duke's i wiele innych [3]. Klasyfikacje te
uwzgledniaja szereg cech procesu chorobowego, takich
jak np. wielko$¢ ogniska pierwotnego, stopien inwazji tka-
nek normalnych, stan weztéw chionnych, obecno$¢ odle-
glych przerzutéw, zmiany uchwytne w badaniach laborato-
ryjnych (np. testy PSA w raku prostaty lub CA125 w raku
jajnika) i szereg innych wtasciwosci [4]. Jednak coraz czg-
Sciej podejmuje si¢ proby wiaczania w te systemy bar-
dziej subtelnych cech komoérkowych i molekularnych cho-
roby oraz probuje si¢ zrozumieé, co zmiany te znacza
z punktu widzenia przyczyn i mechanizméw nowotwo-
rzenia. W tym wzgledzie badania podstawowe nie tylko
dostarczyly fascynujacego materiatu faktograficznego, ale
rowniez staly si¢ ostatnio terenem interesujacych syntez
intelektualnych. Hanahan i Weinberg zaproponowali, ze
progresja nowotworowa doprowadza do uformowania si¢
conajmniej sze$ciu wspolnych wtasciwosci (hallmarks of
cancer), ktore mialyby w sposdb zasadniczy odrézniac ko-
morki nowotworowe od ich normalnych odpowiednikéw
tkankowych [5]. Cechy te to: (i) niezaleznos¢ od egzo-
gennych czynnikéw wzrostowych, (ii) niepodatnos¢ (opor-
no$¢) na fizjologiczne bodzce wywolujace programowang
$mier¢ komoérkowa (apoptoze), (iii) opornos¢ na fizjolo-
giczne czynniki przeciwwzrostowe, (iv) zdolnos¢ do in-
wazji tkanek, (v) zdolnos$¢ do przerzutowania do odle-
glych narzadoéw, oraz (vi) zdolnos¢ to stymulacji reakgji
naczyniowej (angiogenezy) [5]. Jak dochodzi do wylonie-
nia si¢ tej ostatniej wlaSciwosci i jakie jest jej znaczenie
W progresji nowotworowej, bedzie gléwnym tematem te-
g0 opracowania.

Koncepcja ewolucji klonalnej
nowotworow

Zrozumienie, co wiasciwie dzieje si¢ w czasie kolejnych
faz procesu progresji nowotworowej byto przedmiotem
licznych dociekafi. WSrdd nich szczegdlne znaczenie ma
tzw. hipoteza ewolucji klonalnej, ktéra przed ponad trzy-

dziestu laty zaproponowal Peter Nowell [2, 6]. U Zrodet
tej hipotezy leza wcze$niejsze obserwacje wskazujgce na
to, ze poczatkOw nowotworzenia mozna dopatrywac sie
w zmianach na poziomie pojedynczej komorki prekurso-
rowej. W niektérych biataczkach wszystkie komorki
stransformowane s3a noSnikami charakterystycznych zmian
(marker6éw) na poziomie chromosomalnym [6]. W swoich
badaniach nad chroniczng bialaczka szpikowa (chronic
myelogenous leukemia — CML), Nowell zaobserwowal nie-
mal powszechne wystgpowanie takiej anomalii (nazwa-
nej chromosomem Philadelphia), cho¢ wiadomo byto, ze
w rozwini¢tej chorobie istnieje wiele subpopulacji komor-
kowych charakteryzujacych si¢ ekspresja odrebnych mar-
keréw genetycznych i fenotypowych [6]. W oparciu o te
obserwacje, Nowell zaproponowal, ze w trakcie progresji
nowotworowej pojedyncza stransformowana ,.komorka
poczatkowa” moze podlega¢ procesom podzialdéw i spon-
tanicznej zmiennoSci genetycznej, ktoére prowadza do,
w zasadzie nieograniczonej, réznorodnosci (diversity/hete-
rogeneity) populacji potomnych. Populacje te nieustan-
nie konkuruja ze soba w warunkach zewnetrznej presji
selekcyjnej, ktora wynika z ograniczonego dostepu do
czynnikéw wzrostowych, reakcji uktadu immunologicz-
nego, terapii i innych okolicznosci [6]. Wynikajace stad
procesy selekcji pozytywnej i negatywnej prowadzityby
nastepnie (jak w przypadku ewolucji gatunkéw) do wyto-
nienia si¢ klonoéw najlepiej przystosowanych, zwykle naj-
bardziej agresywnych i czgsto opornych na stosowane le-
czenie [6, 7].

Genetyczny model transformacji
i progresji nowotworowej

Badania Nowell'a nad biataczkami nie tylko zwrdcity uwa-
ge na mozliwo$¢ monitorowania progresji nowotworowej
przy pomocy zmian genetycznych [6], ale réwniez przyczy-
nily si¢ do zainteresowania si¢ rola przyczynowa tych
ostatnich [2, 10, 11]. Wystepowanie chromosomu Phila-
delphia (Ph) w CML jest wynikiem translokacji
t(9;22)(q34;q11), ktéra prowadzi do powstania nienor-
malnego genu hybrydowego (bcr-abl), o wlasciwosciach
transformujacych komorki szpikowe. Dzieje si¢ tak dlate-
go, ze produkt genu c-Abl ma aktywno$¢ kinazy biatkowe;,
ktora stymuluje szlaki sygnalowe zaangazowane w regula-
cji mitogenezy. Chroniczna aktywacja c-ABL w polaczeniu
z sekwencja ber (breakpoint cluster region) prowadzi do
utraty naturalnej regulacji wzrostu i jest podstawa nowo-
tworzenia [8, 9]. Fascynujacym wydarzeniem ostatniej de-
kady jest racjonalne wykorzystanie tych informacji dla
zaprojektowania leku zdolnego do zahamowania aktywno-
Sci bialka BCR-ABL. Preparat ten o nazwie imatinib me-
sylate (Gleevec) zrewolucjonizowat leczenie CML i oka-
zat sie skuteczny réwniez w innych chorobach nowotworo-
wych [8, 9].

O ile Gleevec stanowi efektowna ilustracje przemian,
jakie si¢ obecnie dokonuja w leczeniu przyczynowym no-
wotworow, zrodel tego przetomu nalezy szuka¢ znacznie
wezesniej [10, 11]. Kulminacja tych wysitkow w latach sie-
demdziesiatych i osiemdziesiatych [10, 11] doprowadzita
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do zdefiniowania dwojakiego typu zmian genetycznych
lezacych u podstaw nowotworzenia [12]. Komorki nowo-
tworowe moga nabywac ,,nowe” cechy fenotypowe, wsku-
tek ekspresji bialek, ktorych funkcja jest zmieniona po-
przez mutacje odpowiadajacych im genéw (np. ber-abl),
lub poprzez nienormalny poziom ekspresji (gain-of-func-
tion mutations). Czesto sa to biatka odgrywajace role w re-
gulacji proceséw wzrostowych, ktdre ulegaja w ten sposob
iloSciowemu i/lub jakoSciowemu zaburzeniu. Zmienione
w ten sposob geny komorkowe okreSlono mianem onko-
gendw (oncogenes), a ich normalne odpowiedniki okresla
si¢ jako proto-onkogeny (proto-oncogenes) [10]. Onko-
geny maja cechy dominujace, poniewaz zmiana w obrebie
tylko jednego z dwu alleli (single hit) jest wystarczajaca dla
powstania nienormalnego produktu biatkowego o wia-
Sciwosciach transformujacych [12]. Istnieje wiele mecha-
nizmow, ktore moga doprowadzi¢ do nienormalne;j eks-
presji onkogenéw w ludzkich komoérkach nowotworach
(np. mutacje punktowe, rearanzacje chromosoméw, am-
plifikacje), a ich najbardziej znane przyktady to: BCR-
-ABL, K-ras, EGFR, HER-2, MYC, MET [10-13].
Drugim typem zmian genetycznych zwigzanych z roz-
wojem nowotworow jest utrata ekspresji i/lub funkcji (loss-
-of-function mutations) tzw. genéw supresorowych (tumor
suppressor genes) [10, 12, 13]. Wiele sposrod tych genow
(np. p53, Rb, p16/INK4a, PTEN) koduje biatka odpowie-
dzialne za kontrole (zwykle negatywna) wzrostu komoérko-
wego, odpowiedzi na stres metaboliczny lub naprawe
uszkodzen w strukturze DNA [12]. Poniewaz dla pelne;j
utraty funkcji musi zwykle doj$¢ do zablokowania oby-
dwu istniejacych alleli (np. w wyniku mutacji, rearanzacji
lub metylacji promotora), geny supresorowe dzialaja
W sposob recesywny, czyli zgodnie z tzw. hipoteza ,,dwu
uderzen” Knudson'a (,,two hit” hypothesis) [12]. Hipoteza
ta zaproponowana zostala na podstawie klasycznych dzi$
badan nad dziedziczeniem genu zwigzanego z dziecig-
cym nowotworem siatkowki oka — retinoblastoma (Rb).
Postuluje ona, ze powstawanie nowotworéw wymaga dwu
niezaleznych ,,wydarzeh” genetycznych (two hits) doty-
czacych obu alleli genu Rb, np. w wyniku kombinacji wro-
dzonej mutacji tego genu z przypadkowa inaktywacja po-
zostalej jego kopii w komoérkach somatycznych nabtonka
siatkowki. W podobny spos6b moga by¢ inaktywowane
réwniez inne geny supresorowe, cz¢sto w polaczeniu z ze-
spotami zwickszonej zapadalnosci na choroby nowotworo-
we np. gen p53 w zespole Li-Fraumeni, gen APC w ro-
dzinnej polipowatosci jelita grubego (FAP), czy gen PTEN
w zespole Cowden'a [12]. W miar¢ akumulacji danych
dotyczacych molekularnych mechanizméw dzialania on-
kogenow i genéw supresorowych staje si¢ jasne, ze u pod-
staw transformacji i progresji nowotworowe;j leza nie jed-
na, a liczne, wspolistniejace zmiany genetyczne i regulacyj-
ne (minimum 3-7). Czg¢sto tez, cechy tych zmian nie
mieszczg si¢ w ramach wezesniejszych definicji (np. epige-
netyczna regulacja ekspresji niektdrych genéw, rola mikro
RNA w transformacji). W tym sensie genezy chordéb no-
wotworowych coraz czeSciej upatruje si¢ nie w pojedyn-
czych genach, a raczej w powstawaniu nowych onkogen-
nych szlakow i sieci w sygnalizacji komorkowej, ktore pet-

niej wySwietli¢ moga tylko metody biologii systemowej
(systems biology) [5, 12]. Sieci te sa niejednokrotnie ,,kary-
katura” normalnych reakcji komorkowych na bodzce
wzrostowe lub szkodliwe (np. niedotlenienie), ktore w wy-
niku mutacji niektorych elementéw sa nadmiernie wzmac-
niane lub paradoksalnie modulowane w komorkach no-
wotworowych. Akumulacja genetycznych zmian onko-
gennych, i towarzyszaca jej biologiczna i kliniczna
progresja nowotworowa osiagaja punkt kulminacyjny
w formie procesu przerzutowania [14]. Ze wzgledu na je-
go nieuchronno$¢ i znaczenie w patologii nowotworow
proces ten bedzie omdwiony pokrotce ponize;.

Heterogenno§¢ i oddziatywania
subpopulacji komdérek nowotworowych
W procesie przerzutowania

Asynchroniczne nabywanie zmian genetycznych w ko-
morkach nowotworowych, w naturalny sposob prowadzi
do powstawania subpopulacji o zr6znicowanych (hetero-
gennych) wiasciwosciach fenotypowych. Prace prowadzo-
ne w latach siedemdziesiatych i osiemdziesiatych udoku-
mentowaly ten fakt z nieznang poprzednio precyzja, kon-
centrujac si¢ glownie na genezie procesu przerzutowania
[14]. Fidler i wspoipracownicy zaproponowali model prze-
rzutowania, ktéry okreslany bywa mianem ,,mistrza deka-
tlonu” (decathlon champion model) [14]. Koncepcja ta
zaktada, ze proces przerzutowania ma nature ,,kaskado-
wa” (metastatic cascade) i sklada si¢ z szeregu niezalez-
nych i trudnych do pokonania etapéw, takich jak: (i) wni-
kanie do naczyn (intrawazacja), (ii) przetrwanie w kraze-
niu i osadzanie si¢ w narzadach docelowych (embolizacja
i adhezja do $rddbtonka), (iii) wydostawanie si¢ komorek
z przestrzeni wewnatrznaczyniowej (ekstrawazacja), (iv)
wydzielanie czynnikow wzrostowych i proliferacja, (v) for-
mowanie angiogennych ognisk wtornych i inne [14]. Po-
niewaz na kazdym z tych etapéw prawdopodobienstwo
»sukcesu” jest niezwykle mate (np. mniej niz 1% komorek
nowotworowych przezywa w krwiobiegu), trudno sobie
wyobrazi¢ zeby kiedykolwiek doszto do uformowania
przerzutu w sposob catkowicie przypadkowy, tak jak trud-
no przez przypadek staé si¢ zwyciezca dekatlonu [14].
Komorki przerzutujace musialyby posiadac¢ wyjatkowe
wiasciwosci, ktore (jak umiejetnosei ,,mistrza dekatlonu”)
dawalyby im deterministyczng zdolno$¢ do odniesienia
,»sukcesu” w toku rozsiewu nowotworowego [14]. Mozli-
woS¢ istnienia takich matych i wyspecjalizowanych subpo-
pulacji zostata pokazana w eleganckich i klasycznych dzi§
doSwiadczeniach, w ktorych cykliczne wstrzykiwanie ko-
moérek nowotworowych i pozniejsza izolacja tych, ktore
przemieScily sie do roznych narzadoéw, doprowadzito do
wzbogacenia populacji w klony zdolne do przerzutowania
[14]. Jakkolwiek istnieja obecnie dowody molekularne na
istnienie wyspecjalizowanego komorkowego fenotypu
przerzutowego [14-20], jego cechy nie wydaja si¢ by¢ ani
tak definitywne i konstytutywne, ani tak catkowicie deter-
ministyczne [21, 22] jak to przewiduje model ,,dekatlonu”.

Wyzwaniem dla modelu ,mistrza dekatlonu” byto
szereg innych koncepcji, z ktérych teoria dominacji klo-



nalnej (clonal dominance) [7] i teoria oddzialywan miedzy-
komérkowych [23] zasluguja na szczegdlna uwage.
W pierwszym przypadku Kerbel, Waghorne, Korczak,
Theororescu i ich wspotpracownicy zaobserwowali, ze
niektére zaawansowane nowotwory pierwotne (mysi rak
sutka SP1, czy ludzki czerniak zlo§liwy) przypominaja
pod wzgledem cech biologicznych wywodzace si¢ z nich
przerzuty [7]. Komorki przerzutujace musialyby stano-
wi¢ wigkszo$¢, a nie mniejszo$¢ (jak zaktadal ,,model de-
katlonu”) w og6lnej populacji nowotworowej. Znakowa-
nie genetyczne subpopulacji komdrek nowotworowych
(np. za pomoca przypadkowej integracji sekwencji retro-
wirusowych) doprowadzito do ustalenia, ze w czasie wzro-
stu guza pierwotnego komorki przerzutujace wykazuja
cechy dominujace, ktére umozliwiaja progresywne zwick-
szanie si¢ ich proporcji w masie nowotworu (zjawisko
znane pod nazwa: selective growth advantage/clonal domi-
nance) [7]. Sytuacja ta w sposdb oczywisty zwickszataby
prawdopodobiefistwo i efektywnos¢ rozsiewu, oraz bytaby
zgodna z zalozeniem, ze fenotyp przerzutowy nie jest
wynikiem waskiej specjalizacji komodrkowej, a raczej kon-
sekwencja akumulacji bledow genetycznych w toku no-
wotworowej progresji. Warto zauwazy¢, ze w mys$l tej kon-
cepcji konkurencja miedzyklonalna jest istotnym mecha-
nizmem prowadzacym do przerzutowania [7]. Poglad ten
kwestionuje teoria odzialywan, w mysl ktérej miedzy po-
pulacjami nowotworowymi zachodza nie tyle procesy
kompetycyjne (ktorych istnienie trudno byloby pogodzi¢
z ciagla ekspansja heterogennosci komorkowej), a raczej
komplementarne oddziatywania kooperacyjne. W wyniku
tych ostatnich, r6zne populacje komérek nowotworowych
moga wspomagac wzajemna zdolno$¢ do rozsiewu [23].
Mogloby to prowadzi¢ do synergistycznych efektéw lub
wrecz do podziatu ,,ré1” miedzy komdérkami nowotworo-
wymi w trakcie pokonywania ,.kaskadowego” procesu
przerzutowania [23-26]. Wprawdzie mozna przypuszczac,
ze oddzialywania komdrkowe zwickszaja prawdopodo-
biefistwo rozsiewu [23], ale nie wiadomo czy geny za nie
odpowiedzialne sg czescia wyraznego profilu molekular-
nego, jaki przypisywany jest obecnie komdrkom przerzu-
tujacym [14-20].

Komorki pnia nowotworu (cancer stem
cells)

Szczegbdlng manifestacja heterogennoSci nowotworowe;j
jest postulowana obecno$¢ niewielkiej subpopulacji komo-
rek stransformowanych, ktére miatyby by¢ obdarzone
wlasciwoSciami nieograniczonego samoodnawiania (self
renewal) 1 wzrostu klonalnego. Komorki te okresla si¢
mianem komorek pnia nowotworu (cancer stem cells,
CSC), poniewaz ich wlasciwos$ci nieco przypominaja za-
chowanie normalnych komérek prekursorowych obec-
nych w szpiku i innych odnawiajacych si¢ tkankach (stem
cells) [25-27]. Nowotworowe komorki pnia maja sie¢ wywo-
dzi¢ z tych ostatnich, a w zwigzku z tym odznacza¢ si¢ ta-
kimi cechami jak ekspresja specyficznych markeréw (Scal,
CDI133, ABCG2, Hoechst uptake), niska aktywno$¢ mito-
genna, oporno$¢ na leki przeciwnowotworowe, a przede

wszystkim zdolno$§¢ do inicjowania lub repopulacji gu-
z6w nowotworowych, nawet przez pojedyncze CSCs [27-
-30]. Uwaza sig, ze powstawanie populacji nowotworo-
wych komorek pnia wynika ze szczegdlnej podatnosci
normalnych komoérek pnia na transformujacy wplyw mu-
tacji onkogennych [27]. Mutacje te sa rowniez wykrywal-
ne w ,,potomnych” komoérkach nowotworowych (wywo-
dzacych si¢ z CSC), ktoére cho¢ odznaczaja si¢ wicksza
aktywnoS$cia mitogenna i tym, ze dominuja one masy no-
wotworowe, moga nie stanowi¢ prawdziwego zrodla roz-
rostu, przerzutowania i rozwoju lekoopornosci obserwo-
wanych w toku progresji choroby [28]. Jest zastanawiaja-
ce, ze niekiedy komorki podscieliska (np. srédbtonek)
izolowane z niektorych typéw nowotwordw szpiku rowniez
wydaja si¢ zawiera¢ zmutowane onkogeny, co mozna in-
terpretowaé jako dalsze potwierdzenie nienormalnego
roznicowania si¢ CSC [31].

Cho¢ koncepcja CSC jest fascynujaca, jej pelne zaak-
ceptowanie w obecnie proponowanej formie prowadzi-
foby do szeregu paradokséw. Wérdd nich, deterministycz-
nie i jakoSciowo ujmowana zdolno$¢ pojedynczych CSCs
do indukowania wzrostu nowotworowego, trudna bylo-
by do pogodzenia z szeregiem obserwacji. Na przyktad,
wzrost tumor take znajduje si¢ pod silnym wplywem takich
czynnikéw jak: lokalizacja tkankowa (ektopowa lub or-
totopowa), obecnosci innych komérek nowotworowych,
normalnych lub martwych/napromienionych (tzw. efekt
Revesz'a), obfitosci macierzy miedzykomoérkowej (np.
w postaci preparatu Matrigel), a szczeg6lnie zdolnoSci
angiogennych (lub ich brak) zaréwno ze strony samych
komoérek nowotworowych jak i tkanek gospodarza [23,
32-34]. Mozna wigc zaproponowac, ze wlasciwosci opi-
sane jako istnienie ,,CSC” nie koniecznie wynikaja z cech
autonomicznych komoérek o okre§lonym fenotypie, a ra-
czej moga reprezentowac efekt ztozonych odziatywan
w obrebie angiogennych wielokomdrkowych jednostek
,»guzotworczych” lub ,,przerzutowych” (angiogenic multi-
cellular cancer stem units), by¢ moze zawierajacych CSCs,
ale z nimi nie tozsamych [32].

2. Odzialywania nowotworéw z ukladem
naczyniowym

Zalezno§¢ pomiedzy rozrostem zioS§liwym
a stanem mikrokrazenia

Oddzialywania genetyczne stransformowanych populacji
komorek nowotworowych z ich otoczeniem nigdzie nie
sa tak znamienne jak w przypadku uktadu naczyniowego.
Obecno$¢ naczyn krwionos$nych jest nieoditacznym ele-
mentem wzrostu nowotworowego, a komdrki nowotworo-
we, tak jak tkanki normalne (cho¢ w zmienionym stopniu
i formie), sa z wielu powodow catkowicie zalezne od do-
stepu do mikrokrazenia [35]. Dostgp do czynnikdw wzro-
stowych, anabolitéw i tlenu jest niezbedny dla podtrzyma-
nia ich zywotnoSci i zdolnoSci do wzrostu, do czego row-
niez niezbedne jest odprowadzanie przez uklad krazenia
tkankowych produktéw przemiany materii [35]. Z tych
wzgledow, lokalne zaburzenia w gestoSci, czy funkcji na-
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Mysi czerniak 16F1 - zjawisko perivascular cuffing
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Ryc. 1. Zjawisko vascular cuffing w masie przeszczepu ludzkiego guza jelita grubego u myszy. Komorki
nowotworowe zachowuja zywotno$¢ jedynie w bezpoSredniej bliskoSci kapilarnych naczyn
krwionosnych. Klement i Rak — dane nieopublikowane

czyn krwiono$nych wewnatrz mas nowotworowych, mani-
festuja si¢ czgsto tworzeniem charakterystycznych pier-
Scieni/mankietow okotonaczyniowych (tzw. perivascular
cuffing). Zjawisko to polega na stopniowym, koncentrycz-
nym zaniku funkcji w kolejnych warstwach komorek no-
wotworowych otaczajacych izolowane kapilary [35, 36].
Komorki najblizsze $wiattu takiego naczynia zachowuja
pelna zywotno§¢ i zdolno$¢ to proliferacji, podczas gdy
nastepne ich warstwy wykazuja zahamowanie cyklu ko-
morkowego [36]. Gdy odleglo$¢ dyfuzyjna przekracza
100-180 wm (7-10 warstw komdrkowych), otoczka komo-
rek nowotworowych (niezaleznie od ich pierwotnej ztosli-
wosci i nagromadzenia genetycznych zmian) zaczyna ob-
jawiaé cechy apoptotyczne. Na zewnatrz tych struktur
znajduja si¢ jedynie masy martwicze [35]. Jest to bodaj
najbardziej sugestywny dowdd na absolutna zalezno§¢ ko-
moérek nowotworowych od uktadu naczyniowego [35, 37,
38] (Ryc. 1).

Zalezno$¢ pomiedzy procesami wzrostu i przerzu-
towania nowotworéw, a ukladem naczyniowym jest
wielowymiarowa i nie ogranicza si¢ do perfuzji tkanek. Ist-
nieja zatem dowody na niezalezne od krazenia krwi od-
dziatywanie komorek §rédbtonka naczyniowego na sasia-
dujace z nimi komorki nowotworowe [39]. Oddzialywania
te moga mie¢ charakter parakrynny [39-41], enzymatycz-
ny [42] albo zwiazany z formowaniem si¢ macierzy mie-
dzykomorkowej (ECM) [43]. Ich rola moze polegaé na
stymulacji mitogenezy, migracji czy inwazyjnosci komorek
nowotworowych pod wplywem Srodbtonkowych czynni-
kow wzrostowych [41-43] albo przeciwnie, na hamowa-
niu tych proceséw, czgsto w sposob zalezny od stanu gene-
tycznej ztosliwosci nowotworu [39].

Mechanizmy angiogenezy
i limfangiogenezy

Uwaza sie, ze kazdy przyrost masy nowotworowej musi
by¢ skoordynowany z odpowiadajaca mu ekspansja no-
wotworowego tozyska naczyniowego [35, 44]. Rowniez
procesy inwazji tkankowej [42], a w jeszcze wigkszym

stopniu przerzutowania [14, 16], zaleza w sposob oczy-
wisty i bezposredni od obecnosci gestej sieci naczyn krwio-
no$nych i limfatycznych, np. jako drog ,,ucieczki” komo-
rek z ogniska pierwotnego [35, 45-47]. Z tych wzgledow
celowe wydaje si¢ chocby skrotowe omowienie giéwnych
mechanizméw, ktére doprowadzaja do powstania ,,pry-
watnej” sieci naczyniowej w nowotworach.

Komoérki nowotworowe, jak rowniez w pewnym stop-
niu otaczajace je komorki tkanki tacznej gospodarza (stro-
ma), komorki zapalne i plytki krwi sa no$nikami czynni-
koéw stymulujacych lub hamujacych wzrost naczyniowy
(angiogenesis stimulators and inhibitors). Cho¢ wczesne
etapy nowotworzenia, czy powstawania tzw. ,,drzemia-
cych” mikroprzerzutdw (dormant metastases), moga odby-
wac si¢ w sposOb niewymagajacy zmian naczyniowych,
uwaza si¢, ze zapoczatkowanie makroskopowej ekspansji
guzdw niemal zawsze zalezy od wzrostu nowych naczyn.
Aby mogto to nastapi¢, musza powsta¢ warunki stymulu-
jace wzrost Srddbionka naczyniowego, ktéra to zmiana
okreslana bywa jako ,,przetacznik angiogenny” (angiogenic
switch) [35]. W sensie czysto operacyjnym zmiana ta pole-
ga na takim globalnym zaburzeniu w ekspresji czynnikow
hamujacych i stymulujacych system naczyniowy (czyli po-
wstaniu stanu okreslanego jako — angiogenic imbalance),
azeby przewage uzyskaly czynniki stymulujace angiogene-
z¢. Wymaga to bezwzglednego wzrostu ich ekspresji i/lub
obnizenia poziomu naturalnych inhibitoréw angiogenezy
[48, 49]. Wsrdd licznych opisanych przyktadow takich in-
hibitoréw najcz¢Sciej wymieniane sa: trombospondyny 1
i 2 (TSP-1, TSP-2), czynnik plytkowy 4 (PF4), czynnik ko-
morek pigmentowych (PEDF), endostatyna i wiele in-
nych [35, 50, 51]. Réwnie licznie opisane sa stymulatory
angiogenezy, do ktdrych zalicza si¢ niektore peptydowe
czynniki wzrostowe (VEGF, bFGF, HGF, PDGF-BB),
niektore fosfolipidy (np. fosforan sfingozyny), niektdre
biatka wielkoczasteczkowe (np. fibryna/wtoknik) i szereg
innych mediatorow, ktérych poziom w nowotworach mo-
ze ulega¢ znacznemu podwyzszeniu [35].

Chociaz wtaSciwosci angiogenne moga stanowic tyl-
ko jedna z wielu funkcji biologicznych przypisywanych



niektoérym z wymienionych wyzej czynnikdw, inne media-
tory maja charakter wzglednie srédbtonkowo-swoisty i/lub
sa niezbedne dla wywotania okre§lonej reakcji naczynio-
wej. W tej grupie na uwagg zastuguja trzy klasy czynnikéw,
a mianowicie: (i) czynniki z rodziny §rédbtonkowego czyn-
nika wzrostu (vascular endothelial growth factor — VEGF),
(ii) angiopoetyny (angiopoietins) i (iii) efryny (ephrins)
[52, 53]. Istnieje obecnie conajmniej sze$¢ opisanych czyn-
nikéw naczyniowych z rodziny VEGF (VEGF-A, -B, -C,
-D, -E, PLGF), z ktérych VEGF-A wyst¢puje w conajm-
niej pigciu postaciach molekularnych (tzw. splice variants:
121, 145, 165, 189, 205) i zajmuje wyjatkowa role w rozwo-
ju uktadu naczyniowego oraz w procesach fizjologicznej
i patologicznej angiogenezy [54, 55]. Procesy angiogenne
zwykle wymagaja oddziatywania pomiedzy VEGF-A, kto-
ry okre§lany jest czgsto po prostu jako VEGF (lub VPE,
od vascular permeability factor), z jego gléwnym recepto-
rem na komorkach §rodbtonka VEGFR-2/KDR/FIk-1
[55]. Prowadzi to do ekspresji angiopoetyny 2 (Ang-2),
ktora blokuje oddziatywanie pomiedzy angiopoetyng 1
(Ang-1) a jej Srodblonkowym receptorem Tie-2/tek
[56]. Poniewaz Ang-1 ma dzialanie stabilizujace naczy-
nia krwiono$ne oraz stymuluje oddziatywania migdzy
§rodblonkiem i komoérkami przydanki (perycytami, ota-
czajacymi kanaly S§rodblonkowe), dziatanie kaskady
VEGF/Ang-2 powoduje destabilizacje Sciany kapilarnej,
utrate kontaktu miedzy Srodblonkiem i perycytami, i za-
poczatkowanie gwaltownego rozwoju naczyn [56]. Przy
niedoborze lub wahaniach poziomu VEGF reakcje te
moga jednak doprowadzi¢ rowniez do regresji naczynio-
wej, glownie wywolanej dzialaniem Ang-2 [56]. Zatem,
oddziatywania pomi¢dzy VEGE Ang-1 i Ang-2 w sposob
dynamiczny reguluja aktywno$¢, zywotno$¢ i funkcje an-
giogenne komorek §rddbtonkowych [56]. Z kolei, dzia-
tanie niektorych efryn (np. ephrin B2) na ich srédbtonko-
we receptory (Eph B4), powoduje nie tyle wzrost naczy-
niowy, ile jego jakoSciowa determinacje w kierunku
powstawania kapilarnego fenotypu tgtniczego lub zylnego
[52, 57]. Znaczenie tych ostatnich oddzialywan dla an-
giogenezy nowotworOw pozostaje jak dotad niejasne.
Cho¢ reakcja naczyniowa, ktéra towarzyszy nowo-
tworom okreSlana jest zwykle zbiorczym mianem angioge-
nezy (angiogenesis), to procesu tego nie nalezy uwazac za
jednorodny. Przeciwnie, na formowanie naczyn krwiono-
$nych skiadaja si¢ liczne, bardzo zréznicowane i nie do
kofica poznane mechanizmy komoérkowe [52]. Najlepie;j
opisanym zjawiskiem jest tzw. ,,paczkowanie” (sprouting
angiogenesis), ktore polega na formowaniu si¢ kolumn
(,,paczkéw”) komorek srddblonkowych (endothelial spro-
uts), ktorych wydtuzanie odbywa si¢ w kierunku zrédta
stymulacji (np. guzka nowotworowego), i ostatecznie pro-
wadzi do powstawania zamknigtych petli i sieci kapilar-
nych [52]. Zachodzi to w szeregu etapdw, poczynajac od
opisanego powyzej rozluZnienia si¢ kontaktéw Srodbton-
ka z wspierajaca go warstwa kapilarnych perycytéw, degra-
dacji btony podstawnej (basment membrane — BM) i po-
wigkszenia si¢ Srednicy naczynia, czyli uformowania si¢
tzw. ,,naczynia matki” (mother vessel) [52, 58]. Z tej struk-
tury wysuwaja si¢ nastepnie tzw. komorki koficowkowe

(tip cells), ktorych wypustki (filopodia) majg zdolno$¢ do
rozpoznawania gradientu czynnikéw angiogennych (np.
VEGTF) i za ktérymi posuwaja si¢ szeregi komorek pacz-
koéw naczyniowych. Wydtuzanie si¢ tych formacji komor-
kowych zalezy od skoordynowanych proceséw migracji
i mitogenezy [59]. ,,Naczynia matki” moga réwniez dzieli¢
si¢ na mniejsze odnogi w sposdb bardziej bezposredni,
np. w wyniku nacisku tkanek pozanaczyniowych (intusus-
sception) lub poprzez powstawanie wewnatrznaczyniowy-
ch, §rodbtonkowych przegrdd (splitting angiogenesis) [52].
Tworzenie si¢ nowotworowego mikrokrazenia moze roéw-
niez zachodzi¢ z udziatem krazacych prekursorowych ko-
morek Srddblonka (endothelial progenitor cells — EPCs),
wywodzacych si¢ gléwnie ze szpiku kostnego. Komorki
te moga wbudowywac si¢ w powstajace struktury naczy-
niowe w procesie okre$lanym jako vaskulogeneza (vascu-
logenesis) [52, 60, 61].

Obok proceséw, w ktorych aktywna role odgrywaja
komorki Srodbtonka lub ich prekursory, naczynia/kanaty
krwiono$ne moga réwniez powstawac z bardziej aktyw-
nym udzialem komoérek nowotworowych, a mianowicie
poprzez koopcje istniejacych naczyn danego narzadu (va-
scular cooption), lub w procesie tzw. ,,naczyniowej mimi-
kry” (vasculogenic mimicry) [62-64]. W pierwszym przy-
padku, opisanym gtéwnie w kontekScie zmienionej no-
wotworowo tkanki glejowej (glioblastoma), wtasciwa
angiogeneza moze by¢ poprzedzona okresem wzrostu
,»cylindrow” komorek nowotworowych wzdtuz/wokot ist-
niejacych naczyin mozgowych [62]. Radykalnie odmien-
ny jest proces ,,naczyniowej mimikry”, w przebiegu ktore-
go komorki czerniaka i niektorych innych nowotworéw
moga nabywac¢ cech fenotypowych i morfologicznych §rod-
blonka, oraz tworzy¢ kanaly krwiono$ne potaczone z wia-
Sciwym krwiobiegiem [63].

W ciggu ostatnich kilu lat okazato si¢, ze wbrew hi-
storycznym opisom, nowotwory posiadaja bogata (choc
nie w pelni funkcjonalng) sie¢ naczyn chtonnych, ktoérych
wzrost stymulowany jest przez oddzialywanie pomigdzy
czynnikami VEGF-C lub VEGF-D, a ich wspdlnym re-
ceptorem VEGFR-3/Flt-4, ktory jest obecny na komor-
kach $rodbtonka limfatycznego [45, 47]. Uwaza sie, ze
cho¢ unaczynienie to (jak rowniez ekspresja VEGF-C/D)
jest waznym elementem w przerzutowaniu do wezlow
chionnych [45], krazenie limfatyczne w masach nowotwo-
rowych jest w zasadzie niewydolne. Stad tez pochodzi
znaczny wzrost ciSnienia plynu §rodtkankowego w wielu
typach guzoéw ztosliwych [47].

Wplyw nowotworzenia na uktad
krzepnigcia

Analiza oddzialywah nowotwordw z ukfadem naczynio-
wym nie bylaby kompletna bez krétkiego chocby opisu
zaburzen powstajacych w systemie krzepniecia krwi i fibry-
nolizy u pacjentéw onkologicznych [65, 66]. Zmiany takie
sa do$¢ powszechne i wynikajg z wielu powodow, takich
jak: (i) ,,nieszczelno$¢” nowopowstalych i pozostajgcych
w stanie ciaglej ,,przebudowy” (remodeling) naczyn kapi-
larnych zaopatrujacych masy nowotworowe, (ii) obecno$¢
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komorek nowotworowych w §cianach (np. w wyniku wyzej
wspomnianej inwazji, koopcji czy mimikry naczyniowej)
lub $wietle naczyn (np. w wypadku komorek przerzuto-
wych), (iii) jatrogenne wplywy dozylnego podawania le-
kéw przeciwnowotworowych u cigzko chorych pacjentow,
(iv) unieruchomienie chorych w warunkach szpitalnych
i staza naczyniowa, jak rowniez kombinacja tych i innych
czynnikow [65]. W tym $wietle, nietrudno sobie wyobrazic,
ze sama strukturalna niecigglo$¢ naczyh nowotworowych
powoduje, ze przeciwkrzepliwa bariera §rodbionkowa
moze przestaé spetnia¢ swoje funkcje [66]. Ponadto, pod
wplywem wydzielania VEGF przez masy nowotworowe,
komorki Srodbtonka moga nabywac wiasciwosci proko-
agulacyjne, np. w wyniku ekspresji czynnika tkankowego
(tissue factor — TF) na ich powierzchni. Czynnik ten wyste-
puje rowniez na powierzchni komorek nowotworowych,
ktdre, jak wezedniej wspomniano, czgsto pozostaja w kon-
takcie z biatkami surowicy krwi [67, 68]. Tak dochodzi do
oddziatlywania pomi¢dzy TF a jego naturalnym ligandem,
obecnym w krazacej krwi, czynnikiem krzepnigcia VII
(FVII), to za$§ prowokuje aktywacje tego zymogenu do
FVIIa [68]. Katalityczne wtasciwos$ci FVIIa powoduja ak-
tywacj¢ innych czynnikéw krzepnigcia, a mianowicie kon-
wersje FX do FXa, z nastepowa produkcja matej iloSci
trombiny (FIIa) [69]. FIla odgrywa centralna role w pro-
cesie krzepniecia, ktora przejawia si¢ w aktywacji plytek
krwi i bialek koagulacyjnych, np. FVIII i FV, eksplozji
aktywnoSci samej trombiny oraz w katalitycznej zamia-
nie fibrynogenu w nierozpuszczalne ztogi fibrynowe. Kon-
sekwencja tych reakcji jest powstanie §rdd- i okofonaczy-
nowych skrzepoéw, zardowno wewnatrz i poza obrgbem
mas nowotworowych [67, 69].

W zwiazku z ekspresja TF przez komorki nowotwo-
rowe, Srodbtonek i komorki odezynu zapalnego w towa-
rzystwie innych licznych zmian, aktywacja ukladu krzep-
niecia u pacjentéw onkologicznych ma niejednokrotnie
charakter chroniczny i uog6lniony [65, 67, 68]. Objawia si¢
to miedzy innymi w szeregu zmian laboratoryjnych. Nale-
za do nich: krazace kompleksy trombiny z antytrombing
(TAT), obecnos¢ fragmentdw protrombiny (PT1+2), za-
burzenia w liczbie plytek krwi, krazace dimery D fibryno-
genu, i inne anomalie. Ponadto, pacjenci z nowotworami
narazeni sg na zwickszong zapadalno$¢ na zakrzepice zyl
gtebokich (DVT), zespdt rozsianego krzepniecia srodna-
czyniowego (DIC) o r6znym stopniu nasilenia, krwawie-
nia, oraz inne, niejednokrotnie grozne powikiania (ko-
agulopatie). Okresla si¢ je czesto jako zespdl Trousseau
lub koagulopatia nowotworowa (cancer coagulopathy) od
nazwiska autora pierwszego opisu tych zmian w 1865 ro-
ku [65, 67, 68].

Nalezy zauwazy¢, ze wielu elementom uktadu krzep-
niecia przypisuje si¢ nie tylko istotna role w ,,uszczelnia-
niu” naczyn krwionos$nych (czyli tzw. hemostazie), ale
réwniez w stymulowaniu (lub modulowaniu) angiogenezy,
Wzrostu nowotworowego i przerzutowania [65, 67, 68,
70]. Dotyczy to w szczegdlnosci TF, trombiny, fibryny,
plytek i wielu innych elementéw, ktére moga oddzialy-
wac z elementami sygnalizacji komorkowej [68, 70-72].
Ponadto, elementy uktadu hemostazy uwaza si¢ za regu-

latory procesow angiogennych na poziomie og6lnoustro-
jowym/systemowym, co moze mie¢ wplyw na losy utajo-
nych mikroprzerzutéw w poczatkowych stadiach rozsiewu
nowotworowego. Dzieje si¢ tak dlatego, ze w ognisku
pierwotnym moze dochodzi¢ do produkcji i wydzielania
do krwiobiegu zmodyfikowanych enzymatycznie biatek
uktadu hemostazy, ktére nabywaja w ten sposdb wiasciwo-
$ci czynnikdw antyangiogennych [35, 68, 70-72]. Czynniki
te moga hamowac przynajmniej przejsciowo wzrost naczy-
niowy i nowotworowy w guzkach przerzutowych znajduja-
cych si¢ w odleglych narzadach [35]. Wsrdéd krazacych
czynnikoéw antyangiogennych o takich wtasciwosciach wy-
mienia si¢ najczesciej: angiostatyne (fragment plasmino-
genu), fragment antytrombiny (aaAT), plytkowy czynnik 4
(PF4) i kininostatyne, prawdopodobnie istnieje jednak
wiele innych [35, 68, 70-72].

Jak ilustruja powyzsze przyktady, pomimo ze, opisy
zjawisk naczyniowych w nowotworach staja si¢ coraz bar-
dziej precyzyjne, towarzyszace im zwigzki przyczynowe
sa znacznie stabiej poznane. Ten wazny aspekt bedzie te-
matem nastepnego rozdziatu.

3. Transformujace zmiany genetyczne a uktad
naczyniowy nowotworow

Przedmiotem naszych szczegélnych zainteresowan ba-
dawczych w ciagu ostatnich lat byto poznanie wzajem-
nych zaleznoS$ci pomigdzy trzema, niejako réwnolegle
zachodzacymi (ale badanymi oddzielnie) procesami: (i)
progresji klinicznej i genetycznej nowotworéw, (ii) an-
giogenezy i przemian w ukladzie naczyniowym, (iii) akty-
wacji ukladu krzepnigcia w czasie wzrostu inwazyjnego
i przerzutowania [37, 39, 40, 73-90]. W tym wzgledzie
szczegblne znaczenie wydaje si¢ mie¢ pytanie o role ge-
néw transformujacych w indukowaniu zmian naczynio-
wych towarzyszacych procesom nowotworzenia.

Geneza fenotypu angiogennego w rozwoju
NOWOtworow

Co stanowi przyczyne zmiany w ekspresji czynnikow pro-
i antyangiogennych w przebiegu choroby nowotworowej?
OdpowiedzZ na to pozornie proste pytanie ulegta w ciagu
ostatnich 10-20 lat diametralnej rewizji. Do roku 1989
uwazano, ze przyczyna tych zmian ma natur¢ mikro$rodo-
wiskowa. Procesy zapalne, czynniki wzrostowe czy nie-
dotlenienie (hypoxia) wzrastajacych mas nowotworowych
mialy powodowac niejako ,,reaktywna” zmiane w ekspre-
sji genow kodujacych czynniki angiogenne, nie tylko w ko-
morkach nowotworowych, ale réwniez w otaczajacych je
komorkach zregbu [91-95]. Wyjasnienie takie stalo si¢
szczegblnie atrakcyjne, kiedy okazato si¢, ze VEGF-A,
jeden z najbardziej znaczacych stymulator6w angiogene-
zy, jest silnie indukowany w warunkach niedotlenienia.
Odbywa si¢ to z udzialem czynnika transkrypcyjnego zna-
nego jako ,,czynnik 1 wywotany niedotlenieniem” (hypoxia
inducible factor 1 — HIF-1), dla ktérego sekwencja pro-
motorowa VEGF zawiera dobrze zdefiniowany rozpo-
znawczy element (zwany HRE) [95, 96]. Podobnie wy-



obrazano sobie rowniez regulacje innych czynnikéw angio-
gennych.

Fenotyp angiogenny a geny supresorowe

W roku 1989 grupa Noel Bouck z Uniwersytetu Nor-
thwestern, w Chicago opublikowala pierwsze doniesie-
nie, ktore fundamentalnie zmienilo powyzszy punkt wi-
dzenia [97]. W tej i wielu innych, pdZniejszych nieco pra-
cach wykazano, ze w roznych rodzajach komorek
stransformowanych utrata genéw supresorowych (a wigc
zmiany genetyczne, a nie mikro§rodowisko) powoduje
powstanie permanentnego fenotypypu proangiogenne-
g0, ktdry charakteryzuje si¢ obnizeniem ekspresji endo-
gennego inhibitora angiogenezy TSP-1 [49, 97-100]. Jed-
na z bardziej eleganckich demonstracji tego zjawiska by-
ta oparta na analizie fibroblastow izolowanych od
pacjentoéw z zespolem Li-Fraumeni (LFS). W rodzinach
tych pacjentow jedna z kopii genu supresorowego p53
jest w stanie cigglej inaktywacji [12]. Spontaniczna utrata
pozostatego allelu (loss of heterozygosity — LOH) p53 w ko-
morkach somatycznych powoduje, ze czlonkowie rodzin
obarczonych LFS zapadajg na mnogie nowotwory tka-
nek miekkich, koSci, mdzgu, piersi i biataczki [12]. Proces
ten zostat niejako odtworzony w hodowlach fibroblastow
pochodzacych od osobnikéw z LFS, w tym sensie, ze
w pewnej czgSci tych komorek réwniez obserwowano
spontaniczna utrate p53 in vitro [99]. Zauwazono przy
tym, ze utrata p53 jest scisle sprzezona z dramatycznym
obnizeniem si¢ poziomu ekspresji TSP-1 i nabyciem wta-
$ciwosci angiogennych przez te komorki [99]. Jakkolwiek
fascynujace i przefomowe, wyniki te nastreczyly pewnych
trudnosci interpretacyjnych w przypadku niektdrych no-
wotworow ludzkich. Tak na przyktad, w przypadku raka je-
lita grubego (CRC), LOH w obrebie genu p53 wystepuje
czesto, ale gtownie w poznych fazach progresji choroby,
prawdopodobnie wiele lat po indukcji fenotypu angio-
gennego [101]. Poniewaz w przebiegu CRC intensywne
unaczynienie pojawia si¢ w fazie gruczolaka (adenoma),
mozna przypuszczac, ze ,,przelacznik angiogenny” jest tu
sprezony z inng zmiang genetyczna, np. towarzyszacg gru-
czolakom ekspresja zmutowanego onkogenu ras [80]. Za-
proponowaliSmy wigc, Ze to ten gen, a nie utrata p53 mo-
ze by¢ motorem reakcji angiogennej w CRC, oraz ze on-
kogeny jako takie, moga odgrywa¢ role naczyniowych
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»przetacznikow” [80].

Onkogeny jako induktory wlasciwoSci
angiogennych komoérek nowotworowych

W roku 1995 bezposrednia rola onkogendéw w indukcji
fenotypu angiogennego zostata po raz pierwszy udowod-
niona doswiadczalnie [73]. W toku badan, ktére zapo-
czatkowaliSmy wiele lat wczesniej, zaobserwowaliSmy, ze
produkcja proangiogennych czynnikdw, takich jak VEGE,
jak rowniez manifestacja wtasciwoSci angiogennych wobec
komorek Srodbtonka, sa w przypadku licznych linii ko-
morek nowotworowych zachowane w warunkach dosta-
tecznego natlenienia (np. in vitro), i z reguly konstytu-

tywne, a wiec jest niezalezne od stanu niedotlenienia [80].
Ponadto, zauwazyliSmy ze wprowadzenie onkogenu ras
do immortalizowanych, ale niezdolnych do nowotworze-
nia i wzbudzania angiogenezy komdrek nabtonka jelitowe-
go (IEC-18), powoduje radykalng zmiane ich wtasciwosci
[73, 102, 103]. Komorki takie nie tylko ulegaly wczedniej
opisanym, charakterystycznym zmianom morfologicznym,
ale rowniez stawaly sie tumorogenne in vivo, ktOra to wia-
Sciwo$¢ bylaby nie do pomySlenia bez jakiej§ formy in-
dukcji wzrostu naczyniowego [73]. Istotnie, medium inku-
bowane z komoérkami IEC-18/ras nabywalo zdolnoSci do
stymulowania mitogenezy i podtrzymywania zywotnosci
komorek §rddbtonka (HUVEC). Wiadciwosci te zanikaty
w obecnosci przeciwciat blokujacych VEGF [73]. Co wig-
cej, produkcja mRNA, biatka i aktywnoSci biologiczne;j
VEGF w szeregu linii komorkowych, pozostawala w Sci-
stej zaleznoSci od konstytutywnej lub indukowalnej eks-
presji onkogenu ras [73]. Obserwacje te po raz pierwszy
udokumentowaly zalezno§¢ produkcji tego czynnika od
transformacji onkogenne;.

Interesujace okazalo si¢ réwniez i to, ze nasze re-
zultaty niejako wyja$nialy uprzednio obserwowany zwig-
zek pomiedzy czestotliwo$cia mutacji genu ras w CRC,
a histologiczng forma wzrostu nowotworowego. Skton-
no$¢ guzéw do wzrostu w formie tréjwymiarowe;j (polipo-
watej/egzofitycznej) byla zwigzana ze szczegdlnie wysoka
czestotliwoScia mutacji genu ras, podczas gdy w nowo-
tworach rosnacych w sposob powierzchowny mutacje te
zachodzily znacznie (2-3 krotnie) rzadziej [104]. Tenden-
cje te mozna by interpretowac jako przejaw zwigkszonego
zapotrzebowania na wzrost nowych naczyn krwiono$nych
w guzach polipowatych, a to z powodu towarzyszacej im
zwiekszonej odlegtosci pomigdzy masami nowotworowy-
mi i naczyniami §ciany jelitowej. Ekspresja zmutowanego
genu ras, a przez to zwickszone wydzielanie VEGE, umoz-
liwilyby bardziej intensywny wzrost naczyniowy i by¢ mo-
ze rOwniez przyczyniltyby si¢ do tréjwymiarowego wzrostu
guza [80].

Jakkolwiek obserwacje te wskazywaly na znaczacy
(jesli nie dominujacy) udzial onkogenu ras (oraz praw-
dopodobnie innych onkogenéw) w regulacji fenotypu an-
giogennego stransformowanych komorek jelitowych [102],
natrafiliémy na dwa istotne problemy interpretacyjne. Po
pierwsze, uzyty w naszych badaniach gen H-ras jest niecze-
sto obiektem transformujacych mutacji w ludzkich no-
wotworach jelita (kontekst odpowiadajacy pochodzeniu
komorek IEC-18). W guzach tych aktywacji ulega naj-
czedciej funkcjonalnie i strukturalnie podobny, ale nie
identyczny gen K-ras [11]. Po drugie, ekspresja wielu kopii
genu ras w stransfekowanych komérkach IEC-18/ras nie
w pelni odpowiada mechanizmowi aktywacji tych genow
w ludzkich nowotworach (CRC i innych), gdzie zrodtem
progresji sa zwykle heterozygotyczne mutacje punktowe
K-ras, najczeéciej w obrebie krytycznych kodondéw 12, 13
lub 61 [11]. Azeby rozwiazaé te trudnosci, rozpoczeliSmy
wspolprace z grupa prof. Takehiko Sasazuki, w ktorej dr
Senji Sirasawa wiasnie pracowat nad rolg K-ras w determi-
nacji wlasciwosci komérek DLD-1 i HCT116, pochodza-
cych z zaawansowanego CRC. Linie te charakteryzuja sie
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istnieniem pojedynczych, spontanicznych mutacji genu
K-ras [105]. W przetomowych badaniach udato si¢ wyka-
za€ naszym japonskim wspotpracownikom, ze genetyczna
inaktywacja (technika homologous recombination) zmuto-
wanego (ale nie naturalnego) allelu K-ras, w kazdej z te-
stowanych linii komérkowych CRC, prowadzi to utraty
lub znacznego zredukowania ich cech nowotworowych
(np. zdolnosci do formowania kolonii w p6iplynnym aga-
rze lub do wzrostu w postaci guzow u myszy). Dzialo si¢
tak, pomimo ze inaktywacja zmutowanego genu K-ras
w tak powstalych wariantach komérkowych (np. Dks-§,
Hkh-2), nie naruszyla przeciez calej gamy biedéw gene-
tycznych, ktore komorki macierzyste (DLD-1 1 HCT116)
nabyly w trakcie ich naturalnej progresji [105]. Nalezy tu
wspomnie¢, ze niektore z takich pozostawionych btedow
dotycza ekspresji genow o silnych wtasciwosciach transfor-
mujacych takich jak: APC, MSH2, p53 (linii DLD-1) i in-
ne [105]. Wyniki te byly niezwykle wazne (i w owym czasie
kontrowersyjne), poniewaz prowadzily do wniosku, ze
mutacje onkogenne nabyte na poczatku procesu nowo-
tworowego, nie s3 zastgpowane przez pdzniejsze bigdy
genetyczne, a przeciwnie, zachowuja swoja krytyczna role
W ,,podtrzymywaniu procesu nowotworzenia” (fumor ma-
intenance) [105-107]. ZadaliSmy wigc pytanie, czy utrata
zdolnoS$ci do wzrostu nowotworowego towarzyszaca in-
aktywacji zmutowanego allelu K-ras moze, cho¢ po czesci,
wynikac z utraty fenotypu angiogennego zaleznego od te-
go onkogenu? Okazalo si¢, ze istotnie, obecnos¢ onkoge-
nu K-ras jest niezbg¢dna do manifestacji wiasciwosci angio-
gennych przez komorki DLD-1 i HCT116, co przejawia
si¢ w tym, ze wydzielanie VEGF [73] oraz ekspresja TF
[89] (Ryc. 2) sa znacznie obnizone w wariantach komorko-
wych, gdzie K-ras zostal inaktywowany (Dks-8 i Hkh-2).
Wyniki te wskazuja, ze onkogenna postac ras odgrywa
zasadnicza role w regulacji angiogenezy nowotworowej
w wielu typach komdrek [80]. Podobne wnioski zostaly
opublikowane niemal jednocze$nie przez grupe Dietera
Marme [108] i potwierdzone w pdzniejszych pracach z in-
nych laboratoriéw. Z czasem badania te doprowadzity do
identyfikacji ponad 20 réznych onkogendéw zdolnych do
stymulacji proceséw angiogennych [80] (Tab. I).
Dziatanie onkogen6w na fenotyp angiogenny nie jest
ograniczone do regulacji ekspresji VEGE Badania wielu
grup ustalily, ze réwniez expresja TSP-1 jest zmieniona
(obnizona) w komorkach stransformowanych onkogena-
mi ras, src, HER-2 czy myc [49, 79, 80, 87, 109, 110]. Onko-
geny moga mie¢ wplyw na liczne efektory angiogenezy
(czesto jednoczesnie), wiaczajac w to: PEDF [87], TIMP
[111], bFGF [112], Ang-1 [87], IL-8 [113] i szereg innych
[64]. W niektorych przypadkach mechanizmy zaangazowa-
ne w te zmiany zostaly cz¢Sciowo poznane. Na przyktad
regulacja VEGF przez zmutowany ras jest zalezna od ak-
tywacji MAPK w fibroblastach, podczas gdy komorki epi-
telialne wykorzystuja do tego celu gldéwnie szlak zalezny
od kinazy fosfoinozytolu (PI3K) [79]. Inne prace wskazu-
ja na udziat HIF-1, Rho, rodnikéw tlenowych (ROI),
PKCz lub Raf w tych procesach [64]. Podobnie mechani-
zmy supresji TSP-1 w komoérkach stransformowanych
dzialaniem onkogennego ras byly ostatnio analizowane

Tab. I. Onkogeny o dzialaniu angiogennym
(Rak i wsp. 2003)

H-ras ODC
K-ras V-P3k
V-src PTTG1
C-myb E2A-Pbx1
N-myc V-Abl
C-myc Ber-Abl
HER-2/neu V-sis
EGFR PML-RARa
Bcl-2 RhoC
PyMT HHVS
C-fos NOX1
trkB EIF-4E
MDM2
HPV16

w szczegOlach, wskazujac na udzial szlaku zlozonego z ta-
kich elementow jak: PI3K, Rho, ROCK oraz myc [110].
Nasze wlasne badania wskazuja jednak, ze w procesie
tym bierze réwniez udziat represor transkrypcyjny Id1
(Katas i Rak 2005 — niepublikowane wyniki), a w niekto-
rych przypadkach receptor dla nablonkowego czynnika
wzrostu (EGFR) (Katas i Rak 2005 — niepublikowane
wyniki) oraz nieznane mediatory wrazliwe na leki z grupy
tetracyklin [114]. Ta ostatnia obserwacja jest interesujaca,
gdyz wskazuje na niewykorzystany potencjal niektérych
powszechnie uzywanych lekéw jako inhibitoréw angio-
genezy nowotworowej [83].

Leki antyonkogenne jako inhibitory
angiogenezy

Jedna z istotnych implikacji wynikajacych z ustalenia roli
biatek onkogennych w regulacji angiogenezy nowotwo-
row jest mozliwos¢ uzycia lekow skierowanych przeciwko
tym bialkom (tzw. fargeted agents) jako nowotworowo-
-swoiste, poSrednie inhibitory angiogenezy [73]. Prace
prowadzone od wczesnych lat dziewigédziesiatych wykaza-
1y, ze w odr6znieniu od klasycznych lekéw cytotoksycz-
nych, dziatanie lekéw antyonkogennych jest niejedno-
krotnie bardziej dramatyczne in vivo niz in vitro, co moze
Swiadczy¢ o ich wplywie na nowotwor za posrednictwem
czynnikO6w gospodarza, np. poprzez zaburzenia w two-
rzeniu naczyn [80]. Pierwsze dowody, ze zastosowanie in-
hibitoréw Ras moze mie¢ dzialanie antyangiogenne zosta-
1y uzyskane w toku naszych badan nad tzw. inhibitorami
farnezyltransferazy (FTIs) [73]. Preparaty te uznawane
byly za inhibitory Ras, poniewaz bialko to wymaga post-
translacyjnej modyfikacji w celu zapewnienia mu lokaliza-
cji w bionie komorkowej, gdzie moze by¢ aktywne [115].
Modyfikacja ta byla poczatkowo utozsamiana z przyta-
czeniem reszty metabolitu cholesterolu, znanego pod na-
zwa pirofosforanu farnezylowego (FPP), do struktury
zwanej CAAX box, zlokalizowanej w obrebie karboksy-
lowego konca faficucha biatkowego Ras [115]. Uwazano



wowczas, ze hamowanie tej reakcji przez FTI powinno,
w sposob catkowicie swoisty zahamowaé transformacje
wywolang ekspresja tego onkogenu [115]. Istotnie, trakto-
wanie komorek IEC-18/ras preparatem L-739,749 (FTI
syntetyzowany przez Merck Inc.) spowodowalo znaczne
obnizenie produkcji VEGF przez te komorki [73]. Tego
typu efekty okazaly si¢ by¢ wspdlne dla wielu prepara-
tow z grupy FTI oraz podobnie dzialajacych lekow prze-
ciwcholesterolowych z grupy statyn [115, 116]. Okazato si¢
jednak, ze preparaty te hamuja farnezylacje nie tylko Ras,
ale réwniez wielu innych bialek komo6rkowych o r6znych
funkcjach. Co wiecej, FTI nie wywolywaly zamierzone-
go efektu w komorkach, w ktorych K-ras, a nie H-ras sta-
nowil podstawe onkogenezy [115]. Ta ostatnia okolicz-
no$¢ wynika z faktu, ze modyfikacja K-ras moze by¢ opar-
ta na dziataniu innego enzymu (GGT-azy), ktory nie jest
wrazliwy na FTTs [115]. Jest wigc zrozumiale, ze cho¢ ba-
dania nad tymi preparatami trwaja, i cho¢ maja one udo-
kumentowane wiasciwosci antyangiogenne, nie udato si¢
ustali¢ korelacji miedzy ich aktywnos$cia przeciwnowo-
tworowa a ekspresja onkogenéw Ras, co ostatecznie
utrudnito okreS§lenie wtasciwych wskazan terapeutycz-
nych [115].

Znacznie bardziej klarowne dzialanie antyangiogen-
ne odnotowano w przypadku lekéw skierowanych prze-
ciwko innym onkogenom, np. EGFR (C225, Iressa, Tarce-
va), HER-2 (Herceptin), czy BCR-ABL (Gleevec) [64].
Dla przyktadu, nasze badania nad inhibitorami biatek
HER-2 i EGFR [64] wykazaly, ze przeciwciala zdolne do
blokowania tych onkogennych receptoréw (np. C225
i 4D5 — prekursor leku Herceptin), istotnie hamuja wy-
dzielanie VEGF przez komorki wielu linii nowotworo-
wych [76]. Podobnie Gleevec i niektore inne preparaty
z tej grupy zostaly scharakteryzowanie pod tym wzgle-
dem [64, 118-120]. Obecnie uwaza si¢, ze wlasciwosci
przeciwnowotworowe tych lekow in vivo, sa w znaczacej
czeSci wynikiem ich dziatania przeciwangiogennego [64].
Warto zauwazy¢, ze wiele zwiazkow i lekow przeznaczo-
nych do leczenia stanéw pozornie nie zwiazanych z proce-
sem nowotworowym, moze hamowa¢ wtasciwosci angio-
genne stransformowanych komérek. U podstaw tych
ubocznych dziatah moze by¢ blokowanie szlakéw sygnali-
zacji komorkowej, ktore wykorzystywane sa przez onkoge-
ny (i inne mechanizmy regulatorowe komorki) do stero-
wania produkcja VEGE, TSP-1 i innych mediatoréw an-
giogenezy [64, 83]. Do grupy tej mozna zaliczy¢ inhibitory
MAPK, raf/kinaz (np. sorafinib/BAY-43-9006), antyok-
sydanty, inhibitory syntazy tlenku azotu, leki antyhormo-
nalne, leki przeciwzapalne (np. inhibitory COX-2) i wiele
innych [64, 83].

Fenotyp angiogenny jako wynik
oddziatywania pomiedzy §rodowiskiem
wewnetrznym i zewnetrznym komorki
nowotworowej

Silny wptyw onkogendw i defektywnych genéw supresoro-
wych na fenotyp angiogenny czesto wynika z faktu, ze
zmiany te nasladuja i/lub nienaturalnie wzmacniaja nor-

malne wplywy §rodowiskowe [64]. Na przyklad, utrata
genu supresorowego zwiazanego z choroba von Hippel-
-Lindau (VHL) - rodzinny zesp6l zwiazany z powstawa-
niem raka nerki, naczyniakéw i innych anomalii — pro-
wadzi do nadprodukcji VEGE Jest tak dlatego, ze biatko
VHL jest w istocie zalezna od tlenu ligaza ubikwitynowa
(ubiquitine ligase), ktorej funkcja polega na nieustannej
destrukcji podjednostki alfa czynnika HIF-1. Stad tez,
w warunkach normalnych HIF-1alfa (oraz HIF-1) posia-
da bardzo krétki okres poéitrwania, ktory jest znacznie
przedtuzony w warunkach beztlenowych, kiedy to akcja
VHL jest zablokowana. Poniewaz czynnik HIF-1 jest sil-
nym stymulatorem VEGE, komorki z defektem VHL
(niezdolne do degradacji HIF-1a) znajduja si¢ w stanie
niejako ,,urojonego” niedotlenienia, produkujac nadmiar
HIF-1 i VEGF [96, 121, 122]. W przypadku onkogenu
ras, grupa kierowana przez Amato Giaccia wykazala, ze
nie tylko, jak wczesniej wspomniano, pod wplywem tego
onkogenu dochodzi do konstytutywnego wzmozenia pro-
dukcji VEGE, ale rowniez komorki takie staja si¢ nad-
wrazliwe na warunki hypoksyczne. Powoduje to karykatu-
ralne spotegowanie wydzielanie VEGF przez te komorki
hodowane w warunkach beztlenowych [123]. Nasze bada-
nia wykazaly rowniez, ze stransformowane komorki IEC-
-18/ras (ale nie ich rodzicielskie komorki IEC-18) produ-
kuja zwigkszong ilo§¢ VEGE, kiedy dochodzi do Scistych
fizycznych oddziatywan (kontaktéw) migdzykomorko-
wych (np. w hodowli o wysokiej gestosci) [79]. Podobne
wyniki uzyskaliémy z liniami komoérek IEC-18 poddanymi
spontanicznej transformacji, np. poprzez dtugotrwale
utrzymywanie ich w warunkach wywotujacych anoikis
(Smier¢ komoérkowa w zawiesinie). Tak uzyskane podlinie
niewrazliwe na anoikis (AR1.10, AR2.10) réwniez sta-
waly si¢ zdolne do nadprodukcji VEGE zwlaszcza w ho-
dowlach o podwyzszonej gestosci lub jako trojwymiarowe
formacje, tzw. sferoidy [78, 79]. Obserwacje te wydaja si¢
wskazywa¢ na oddzialywania komoérkowe jako zrodio
istotnych modyfikacji fenotypu angiogennego i prowadza
do postulowanego przez nas modelu, w ktérym nie tyle
pojedyncze komorki stransformowane, ile ich wieloko-
morkowe ugrupowania (multicellular angiogenic units —
omowione ponizej) bylyby zrédiem sygnaldéw zdolnych
do prowokowania wzrostu naczyf krwionos$nych in vivo
[80].

Koncepcja pola angiogennego
w nowotworach

Onkogenne zmiany genetyczne w nowotworach uwaza-
ne sa za wynik stosunkowo rzadkich i przypadkowych mu-
tacji zachodzacych w pojedynczych komérkach [6, 101].
Przy tym zaltozeniu, genetyczna indukcja angiogenezy by-
faby jednak procesem raczej nieefektywnym. Byloby tak
na przyktad, dlatego ze obnizenie poziomu TSP-1 w poje-
dynczej komorce, w ktorej doszto do mutacji ras, nie mo-
globy spowodowac wystarczajacego spadku lokalnego ste-
zenia tego inhibitora, azeby doprowadzi¢ do zniesienia
jego efektu na s3siadujace naczynia krwiono$ne. Nalezy
pamietac, ze TSP-1 bytaby przeciez ciagle produkowana
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przez otaczajace komorki, w ktorych nie doszio do on-
kogennych mutacji [87]. Do przelamania tej bariery po-
trzebna bylaby akumulacja wigkszej liczby komorek trans-
formowanych (o obnizonej produkeji TSP-1) [80], czyli
powstanie jednorodnej wielokomérkowej ,,jednostki an-
giogennej” — homogeneous angiogenic unit. Wymagatoby
to, np. zlokalizowanego namnozenia si¢ takich komérek
w okreSlonym miejscu tkanki nowotworowej. Alternatyw-
nie, musiataby zajs¢ jaka$ inna (nie koniecznie genetycz-
na) zmiana w ekspresji TSP-1 w otoczeniu komorki ze
zmutowanym onkogenem ras [64], w wyniku ktorej ko-
morki zrebu obnizylyby produkceje tego inhibitora do po-
ziomu umozliwiajacego reakcje naczyniowa. Mozna to
interpretowaé jako powstanie innego typu ,,jednostki an-
giogennej”, tym razem zlozonej z mieszaniny komoérek
stransformowanych genem ras i ich niestransformowanych
,,s3siadow” (heterogenous angiogenic unit). Nasze ostat-
nie badania, w ktérych gtéwna rolg¢ odgrywat Dr Woj-
ciech Katas z IITD, doprowadzily do potwierdzenia tej
ostatniej mozliwosci. WykazaliSmy wiec, ze szereg linii
komorkowych, w ktorych doszto do ekspresji aktywowane-
go onkogenu ras, nabywa zdolnoSci do wydzielania czyn-
nikéw o niskiej masie czasteczkowej (>3 kDa), ktore mo-
ga dyfundowac do otoczenia i wywolywac¢ obnizenie po-
ziomu expresji TSP-1 w niestransformowanych komoérkach
fibroblastycznych [90]. Wtasciwos¢ t¢ nazwaliSmy zalez-
nym od ras ,,efektem pola angiogennego” (angiogenic field
effect). Nawet stosunkowo nieliczne komodrki nowotworo-
we, w ktorych doszio do aktywacji onkogenéw ras (lub
innych), moglyby modyfikowa¢ angiogenne wtasciwosci
swojego otoczenia i powodowac rozlane zmiany mikrosro-
dowiskowe stymulujace wzrost naczyn [90].

Obnizenie ekspresji TSP-1 w komoérkach stromal-
nych moze by¢ réwniez wywolane w sposob niezalezny
od parakrynnych efektow nowotworu. W tym wzgledzie,
nasze badania wykazaly, ze inkubowanie mysich fibro-
blastow w obecnosci plytek krwi (PLT), sfingozyny (Sph)
lub lipopolisacharydu (LPS) moze réwniez powodowac
obnizenie produkcji TSP-1 [124]. Jak wczes$niej wspo-
mniano, mediatory stanow zapalnych i elementy ukfadu
krzepnigcia sa czgsto obecne w mikrosrodowisku nowo-
tworowym i moglyby braé udzial w tworzeniu wieloko-
moérkowych jednostek angiogennych [125]. Wypada tu
zauwazy¢, ze rowniez aktywacja plytek krwi i uktadu
krzepnigcia jest do pewnego stopnia funkcja genetycznej
transformacji komorek nowotworowych (Ryc. 2 i tekst
ponizej).

Genetyczne podtoze zespotu Trousseau

Opisane powyzej objawy koagulopatii nowotworowe;j,
zwanej rowniez zespotem Trousseau (Zrousseau syndro-
me), byly tradycyjnie przypisywane nieswoistym zaburze-
niom naczyniowym wywolywanym przez wzrost nowotwo-
rowy [68]. Podobnie traktowane byly molekularne objawy
koagulopatii, w postaci progresywnego zwi¢kszania si¢
ekspresji czynnika tkankowego TF na komodrkach nowo-
tworowych (np. w CRC, raku trzustki, ptuca i biatacz-
kach), ztogéw wioknika w tkankach guzow litych i w sze-
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Ryc. 2. Ekspresja czynnika tkanowego (TF) i receptora trombiny (PART)
jako funkcja genetycznej progresji nowotworéw. W komorkach jelita
grubego HCT116 poziom i aktywno§¢ TF, oraz ekspresja PAR-1
zwigkszaja si¢ wraz z nabyciem mutacji onkogenu K-ras i utrata genu
supresorowego p53 (A-D). Ilo§¢ prokoagulacyjnych exosomow
zawierajacych TE ktore uwalniane s3 do krazenia myszy obarczonych
nowotworami jest zalezna od ekspresji p53 przez komorki rakowe (E).
Adaptacja danych z pracy opublikowanej przez Yu (Rak) i wsp. Blood
2005

regu innych zmian [68, 125-127]. Poniewaz zmiany te
przebiegaja w sposdb niejako rownolegly do klinicznej,
a zwlaszcza genetycznej progresji nowotwordw (np.
w CRC), wysuneliSmy przypuszczenie, ze regulacja TF
i koagulopatii jako takiej, moze by¢ glebiej i bardziej bez-
posrednio powiazana z ekspresja onkogendw i gendw su-
presorowych [81]. Niedawno uzyskaliSmy pierwsze dowo-
dy doSwiadczalne na potwierdzenie tej hipotezy. Zabloko-
wanie onkogennej aktywnosci EGFR w komorkach raka
naskorka A431, np. przy pomocy przeciwciata C225
(obecnie znanego jako preparat Erbitux), spowodowato
obnizenie transkrypcji TF [88]. Wynik ten sprowokowat
nas do poréwnania wczesniej opisanych komoérek CRC
zawierajacych zmutowany K-ras (linie: DLD-1 i HCT116),
z ich izogenicznymi wariantami, w ktérych onkogen ten



zostal inaktywowany genetycznie (linie: Dks-8, Hkh-2).
Doswiadczenia te (Ryc. 2) wykazaly, ze i tu ekspresja TF
jest funkcja transformacji onkogennej (w tym wypadku
ekspresji K-ras) [89].

Jak juz zostalo wspomniane, komoérki Hkh-2, ktore
wywodza si¢ z linii HCT116, ale sg negatywne pod wzgle-
dem zmutowanego genu K-ras i wykazuja niska ekspresje
TF, maja rowniez znacznie zredukowana zdolno$¢ do
wzrostu w postaci guzéw nowotworowych u myszy SCID
[73, 89]. Objawia si¢ to wielomiesigcznym okresem la-
tencji po inokulacji nawet stosunkowo wysokiej liczby
tych komorek (2-10 x 106) [89]. ZauwazyliSmy, ze w wielu
przypadkach wzrost guza w koncu jednak nastepuje, a ki-
netyka jego wzrostu stopniowo osigga tempo obserwo-
wane w przypadku guzéw wywodzacych si¢ z komorek
HCT116 [89]. Linie komorkowe izolowane z tych ,,p6z-
nych” guzéw oznaczyliSmy jako Hkh-2-TUM i poddali-
$my serii analiz. Zaskakujace bylo to, ze w odr6znieniu od
komorek Hkh-2, linie Hkh-2-TUM odznaczaly si¢ wysoka
ekspresja TF, oraz zawieraly zmutowany K-ras [89]. Oka-
zalo si¢, ze w warunkach in vivo, w tych niestabilnych ge-
netycznie komorkach nastgpita nowa mutacja w obrebie
jedynego normalnego (wt) allelu genu K-ras, ktory po-
zostal nietkniety w czasie wczesniejszej eksperymental-
nej rekombinacji [89]. Mutacja ta spowodowala rewersj¢
komoérek Hkh-2-TUM do fenotypu zloSliwego, oraz reek-
spresje TF [89]. Wyniki te sugeruja istnienie Scilej kore-
lacji miedzy obecnoS$cia zmutowanego K-ras i zdolnoScia
do agresywnego wzrostu in vivo a wysoka ekspresja TF
[89].

Regulacja TF w sposob zalezny od onkogenu K-ras,
oraz implikacje jakie mialoby to dla nowotworowej koagu-
lopatii byly nowymi i niezwykle interesujacymi obserwa-
cjami, ktore jednak intuicyjnie nie byly trudne do zaakcep-
towania. Mniej oczywista byta kwestia, czy — poza ewentu-
alnym udziatem w koagulopatii — wzrost poziomu TF
nalezy traktowaé jako epifenomen transformacji nowo-
tworowej, czy tez biatko to odgrywa jaka$ istotna role
w procesie wzrostu guzéw w CRC. Azeby uzyska¢ odpo-
wiedZ na to pytanie, zastosowaliSmy metody okreSlane
zwykle jako RNA silencing (siRNA) dla uzyskania wa-
riantéw komorek HCT116 o gleboko obnizonej ekspres;ji
TE, cho¢ nadal pozytywnych pod wzgledem zmutowanego
K-ras [89]. W warunkach hodowli in vitro nie wywotlalo to
zadnej zauwazalnej zmiany w zachowaniu tych komoérek.
Natomiast in vivo okazalo si¢, ze komdrki o obnizone;j
ekspresji TF mialy znacznie upoS§ledzona zdolnos$¢ do
wzrostu jako guzy nowotworowe u myszy, nie byty zdolne
do efektywnego indukowania angiogenezy i (w odroznie-
niu od komoérek kontrolnych — HCT116) nie wykazywaty
charakterystycznego obnizenia poziomu TSP-1 i TSP-2
[89]. Mozna przypuszczad, ze ta rdznica we wplywie TF na
zachowanie si¢ komdrek HCT116 in vitro i in vivo, zwiaza-
na jest z obecnoscia krazacego lub tkankowego ligandu
(np. FVIIa). Czynnik ten mdgtby aktywowac zdolnos§¢ TF
do regulacji ekspresji gendw istotnych dla proceséw angio-
gennych (np. TSP-1/2) i wzrostu, ale tylko in vivo [89].
TF ma w tym kontekscie nie tylko wtasciwosci czynnika
koagulacyjnego, ale rowniez udzial w mechanizmie efek-

torowym, za pomocg ktoérego onkogenny K-ras kontro-
luje zdolno$¢ komoérek CRC do wzrostu nowotworowego
i oddziatywania z uktadem krzepniecia i w indukc;ji angio-
genezy [89].

Cho¢ wyniki powyzsze sa pierwszym opisanym przy-
ktadem udzialu TF jako mediatora efektow komorko-
wych onkogendw, nie jest to jednak catkowicie zaskaku-
jace, zwlaszcza jesli wzia¢ pod uwage biochemiczne wta-
Sciwosci tego biatka. Jak juz wspomniano, TF jest
monomerycznym biatkiem blony komoérkowej, o masie
czasteczkowej 47 kDa, i receptorem dla FVIIa. Jako taki,
TF wydaje si¢ stanowic krytyczny punkt w wymianie infor-
macji pomigdzy systemem proteaz krazacych w surowicy
krwi i wnetrzem komorkowym [69, 128-132], wlaczajac
w to komorki nowotworowe o podwyzszonej ekspresji TF
[89]. W trakcie kontaktu z biatkami krwi powstaja na po-
wierzchni komorek nowotworowych kompleksy TF/VIIa,
co moze prowadzi¢ do fosforylacji reszt serynowych obec-
nych w obrebie krotkiego, karboksylowego kofica TF skie-
rowanego do wnetrza komorki [130]. Powoduje to przeka-
zywanie sygnaloéw za posrednictwem szlaku zaleznego od
fosfolipazy C i wapnia [130]. Ponadto, okolokomdrkowa
generacja aktywnych proteaz (Xa, thrombin/IIa) moze
spowodowac zalezne od TF/VIIa aktywowanie recepto-
row z klasy PAR (protease activated receptors), np. PAR-1
[132, 133]. Bialka te, po zwiazaniu wiasnego proteolitycz-
nie zmodyfikowanego konca aminowego (np. przez enzy-
matyczne dziatanie FIla, FXa lub TF/VIIa), aktywuja sa-
siadujace z nimi biatka G, a tym samym szereg pochod-
nych szlakow sygnalowych. Wsrod tych ostatnich znajduja
sie wazne modyfikatory fenotypu angiogennego, takie jak
kaskady Rho/ROCK czy MEK/MAPK [133]. W tym §wie-
tle interesujace jest, ze K-ras wydaje si¢ nie tylko podno-
si¢ ekspresje¢ TF, ale rowniez ekspresje PAR-1 w komor-
kach CRC (Ryc. 2-D), a przez to wplywaé na conajmnie;j
dwa wazne ogniwa tego szlaku sygnalizacyjnego.

Kontynuujac te sama lini¢ rozumowania, zadaliSmy
sobie pytanie, czy dalsza progresja genetyczna komdrek
CRC, np. poprzez utratg ekspresji genu supresorowego
p53, miataby réwniez wplyw na poziom TF na powierzch-
ni komorki. Do ustalenia, czy tak jest w istocie, wykorzy-
staliSmy wariant kom6rek HCT116, w ktérym Bert Vogel-
stein i jego wspdtpracownicy z Johns Hopkins University,
genetycznie inaktywowali oba allele tego genu [134].
Zgodnie z naszymi przewidywaniami, komorki te (zwane
linig 379.2) mialy znacznie podwyzszony poziom ekspresji
i prokoagulacyjnej aktywnosci TE, nawet w por6wnaniu
z linia HCT116 (Ryc. 2) [89]. Warto zauwazy¢, ze komor-
ki 379.2 reprezentuja zaawansowane stadium progresji
CRC (fazg glebokiej inwazji i rozsiewu) [101], majac za-
chowang ekspresje zmutowanego onkogenu K-ras, przy
catkowitej utracie supresora p53. Podwyzszony poziom
TF bylby tu wynikiem kombinacji tych dwu jak i innych
wspoOlistniejacych defektow genetycznych [89]. Istotnie,
badania epidemiologiczne sugeruja, ze wzrost ekspresji
TF oraz natezone objawy koagulopatii i angiogenezy to-
warzysza nie tylko w fazie wzrostu CRC odpowiadajacej
aktywacji K-ras (gruczolak), ale réwniez poteguja si¢
w czasie dalszej progresji choroby, osiaggajac apogeum na
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etapie przerzutowania [126, 127]. Nalezy przy tym wspo-
mnie¢, ze ponad 90% pacjentéw z rozsiang choroba no-
wotworowa wykazuje zaburzenia w uktadzie krzepnigcia,
co moze mieé zwigzek z czgsto znacznie podwyzszona
ekspresja TF [65].

Nasze badania wydaja si¢ sugerowac, ze skoro eks-
presja TF jest pod kontrola czynnikéw genetycznych no-
wotworu, to rOwniez najbardziej uznana funkcja tego re-
ceptora, to jest indukcja koagulopatii, moze mie¢ w nowo-
tworach nature genetyczna [81]. Powstaje jednak trudnosé¢
pogodzenia tego pogladu z faktem, ze koagulopatia nowo-
tworowa jest zjawiskiem systemowym, podczas gdy TF
indukowany przez efekty onkogenne byiby obecny lokal-
nie, tzn. na powierzchni komorek nowotworowych. Co
wiecej, objawy wedrujacego zapalenia zyl, lub zakrzepicy
zyt glebokich (VTE) konficzyn wystepuja w miejscach nie-
raz bardzo odleglych od pierwotnej zmiany nowotworowe;j
[135]. Mozna naturalnie sugerowaé, ze komorki nowo-
tworowe maja kontakt z krazacymi biatkami surowicy
przenikajacymi przez nieszczelne Sciany naczyn krwiono-
$nych, a potem ulegajacymi systemowej dystrybucji. Po-
dobnie, wtargniecie komorek nowotworowych do krwio-
biegu (w fazie tworzenia przerzutéw) moze prowokowac
ogolne zmiany krzepliwosci, ktore tylko manifestujg sie
w miejscach gdzie dochodzi do krazeniowej stazy (np.
w zylach koficzyn dolnych) [68, 135]. Istnieje jednak alter-
natywne, czy tez komplementarne, wyjasnienie zwigzku
miedzy ekspresja TF, a ogdlnymi przejawami koagulopa-
tii. Okazuje si¢, ze TF moze by¢ uwalniany, np. z komérek
odczynu zapalnego i krazy¢ we krwi w aktywnej rozpusz-
czalnej formie jako tzw. ,,alternatywny wariant” moleku-
larny (asHTF) [136], albo jako standardowy wariant (TF)
zwigzany z blong komdrkowych egzosoméw [137]. Nasze
niedawno wykonane badania wykazaly, ze réwniez
komorki nowotworowe uwalniaja znaczne iloSci TF
(gtéwnie w formie egzosomow) i to w sposdb odzwier-
ciedlajacy stan ich progresji genetycznej [89, 138]. Anali-
za medium z hodowli komoérek Hkh-2, HCT116 1 379.2,
ktore odwierciedlaja trzy krytyczne fazy genetycznej pro-
gresji CRC (zwigzane z mutacja K-ras i utrata p53), wyka-
zuje stopniowo zwigkszajaca si¢ ilos¢ TE, w sekwencji:
Hkh-2<HCT116<379.2 [89]. Warto jest podkresli¢, ze
ultrawirowanie tego materiatu wykluczylo obecnos¢ istot-
nych iloSci molekularnego TF (np. asHTF) i wykazalo,
ze TF jest zwigzany gidéwnie z frakcja egzosomow [89].
Podobna zalezno$¢ miedzy obecnoScia rozpuszczalnego
TE, a stanem genetycznym komorek CRC udato si¢ usta-
li¢ w toku testowania surowicy myszy bedacych nosiciela-
mi guzéw indukowanych komorkami HCT116 (p53+/+),
lub 379.2 (p53-/-) [89]. Material pobrany od tych ostat-
nich mial znacznie wyzsza zawarto$¢ ludzkiego TF
(HCT116<379.2), przy czym guzy nowotworowe byly nie-
mal identycznej wielkosci. Wykazuje to, ze regulacja kra-
zacego TF znajduje si¢ pod kontrola zmian onkogennych,
podobnych do tych, ktére wplywaja na komorkowa pule
tego czynnika [89] (Ryc. 2-E).

Ekspresja TF, jego wydzielanie do krwiobiegu, sty-
mulacja angiogenezy i koagulopatii nowotworowej ze-
spolu Trousseau oraz inne zjawiska naczyniowe wydaja

si¢ by¢, w gruncie rzeczy, nie odpowiedzia (jak dotad
przypuszczano) na warunki mikro§rodowiska, a raczej
wynikiem mutacji onkogendw i genéw supresorowych [81,
88, 89]. W ciagu ostatniego roku pojawily si¢ conajmnie;j
dwa doniesienia, ktére potwierdzaja i rozszerzaja waz-
no$¢ naszej hipotezy. Brat i wspotpracownicy wykazali,
ze utrata ekspresji genu supresorowego PTEN, zwlasz-
cza w warunkach hipoksji, powoduje pojawienie si¢ wyso-
kiego poziomu TF na powierzchni komoérek nowotwo-
réw mozgu [139]. Inne, elegancko zaprojektowane bada-
nia przeprowadzone przez grup¢ Boccaccio wskazuja, ze
wprowadzenie onkogenu c-MET do myszy i towarzyszace
temu powstawanie mnogich ognisk nowotworowych, po-
woduje systemowa koagulopati¢ i objawy DIC. Dzieje si¢
tak gtéwnie z powodu onkogennych zmian w ekspresji
PAI-1 1 COX-2 [140].

Naczyniowe konsekwencje stosowania
lekow blokujacych biatka onkogenne

Interesujaca mozliwoscia, ktéra mozna wyprowadzié z po-
wyzszych obserwacji jest zalozenie, ze skoro koagulopatia
jest zalezna od zmian onkogennych, to jej geneza i mecha-
nizmy moga w pewnym sensie by¢ nowotworowo-swoiste
(w odré6znieniu od innych form koagulopatii, np. w miaz-
dzycy, posocznicy, zaburzeniach w ekspresji czynnikéw
krzepniecia itp.) [89]. Co wigcej, cho¢ wydzielanie TF do
krwi pacjentéw onkologicznych nie jest szczeg6lnie precy-
zyjnym wskaznikiem natezenia koagulopatii modyfiko-
wanej przez wiele czynnikéw, moze jednak stuzy¢ jako
wskaznik efektywnosci dzialania lekéw antyonkogennych,
ktore powinny redukowac liczbe krazacych egzosomow
nowotworowych zawierajacych TF [88]. Podane, jak i inne
aktywnosci lekow skierowanych przeciw onkogenom mo-
glyby je kwalifikowaé jako nowotworowoswoiste, posred-
nio dziatajace antykoagulanty [88]. Przykladem takiego
dziatania tych lekOw sa nasze dos§wiadczenia z inhibitora-
mi EGFR, ktore powoduja zmniejszenie si¢ ilosci egzoso-
malnego TF w krazeniu myszy obarczonych ludzkim ra-
kiem A431 ([88] oraz Yu, May & Rak — nieopublikowane
obserwacje). Innym przyktadem w tej samej kategorii jest
przeciwkrzepliwe dzialanie niektorych retinoidéw, takich
jak np. all-trans retinoic acid — ATRA, ktory stosowany
jest w ostrej biataczce promielocytarnej (APL). Lek ten
blokuje funkcje onkonenne biatka PML-RARa i powodu-
je jednoczesne zmniejszenie ekspresji TF w komdrkach
APL [141]. Oprocz powszechnie znanych efektow anty-
proliferacyjnych i proapoptotycznych, blokowanie funkcji
onkogen6éw moze rowniez zaburza¢ oddzialywanie no-
wotworow z uktadem naczyniowym na wielu poziomach,
np. poprzez efekty antyangiogenne czy przeciwkrzepliwe
[64]. Jakkolwiek dalsza weryfikacja tej hipotezy jest przed-
miotem zainteresowania i intensywnych badan obecnie
prowadzonych w moim laboratorium, problematyke ta
nalezy umiesci¢ w szerszej perspektywie badan nad leka-
mi o dziataniu przeciwnaczyniowym, ktére zostana po-
krétce omoéwione ponizej.



4. Rola ukladu naczyniowego w patobiologii
i leczeniu przeciwnowotworowym — fakty
i kontrowersje

Koncepcje ,przeciwnaczyniowych” terapii
w leczeniu przeciwnowotworowym

Obecnos¢ naczyn krwiono$nych w zmianach nowotworo-
wych byla dostrzezona przez nielicznych badaczy i nie
stala si¢ skonsolidowang koncepcja naukowa, az do roku
1971 [142]. Wéwczas Folkman po raz pierwszy zapropono-
wal, Ze poniewaz wzrost nowotworowy wydaje si¢ by¢
»zalezny od angiogenezy” (tumor growth is angiogenesis-
-dependent), wigc proces ten moze stanowi¢ cel bezpo-
Sredniej interwencji terapeutycznej w leczeniu przeciw-
nowotworowym [44]. Hipoteza ta, cho¢ poczatkowo przy-
jeta ze sceptycyzmem, zapoczatkowala trzy dekady
poszukiwan lekéw zdolnych do destrukcji nowotworowe-
go lozyska naczyniowego, gléwnie w mysl dwojakiego ro-
dzaju koncepcji. Leki antyangiogenne (anti-angiogenics)
mialy w sposdb swoisty zahamowac sam proces tworzenia
nowych naczyfi krwiono$nych w nowotworach, podczas
gdy leki przeciwnaczyniowe (antivascular therapeutics)
mialyby zniszczy€ juz uformowane naczynia, wykorzystu-
jac ich szczegodlne wiasciwoscei [35]. W miarg rozwoju tych
koncepcji zaproponowano, ze leki antyangiogenne (wow-
czas raczej hipotetycznie) mialyby posiadaé szereg wtasci-
wosci, ktore bylyby zasadniczo odmienne i terapeutycznie
korzystne w poréwnaniu z klasycznymi (cytotoksyczny-
mi) metodami leczenia nowotworéw [64], a mianowicie:
(i) leki antyangiogenne mialyby dziata¢ niezaleznie od
typu i lokalizacji nowotworu, zaktadajac podobiefstwo
we wlaSciwos$ciach komorek §rodbtonka w roznych na-
rzadach; (ii) po podaniu systemowym, penetracja tych le-
koéw do komoérek docelowych (endothelium) bytaby nieza-
burzona przez procesy dyfuzji tkankowej, ktore zwykle
upoSledzajg dziatanie innych lekoéw przeciwnowotworow-
ych; (iii) efekt terapeutyczny bytby wysoce swoisty, po-
niewaz procesy angiogenezy sa niezwykle rzadkie w doro-
stym organizmie; (iv) efekt ten bytby spotggowany fak-
tem, ze kazda komorka Srodbtonka daje oparcie wielu
komdérkom nowotworowym, a wi¢c eliminacja nawet czeg-
Sci tych pierwszych powinna mie¢ efekt katastrofalny dla
zywotnosci tych ostatnich; (v) Kerbel zasugerowalt, ze po-
niewaz komorki §rodbtonka nie odznaczajg si¢ zmienno-
$cia genetyczna, nie powinny one nabywac lekoopornosci
(therapy resistant to resistance [143]). Poza tymi teoretycz-
nymi zaletami leczenia antyangiogennego, wykazano, ze
istotnie, naczynia krwiono$ne w nowotworach majg szcze-
go6lne wiadciwosci strukturalne i funkcjonalne. Naczynia te
odznaczaja si¢ kretym przebiegiem (fortuosity), nierdwnym
$wiatlem, nienormalnym uktadem rozgale¢zien (np. obec-
noscia trdjdzielnych rozgalezien — trifurcatio), niepetnym
pokryciem warstwa perycytow, wysokim indeksem mito-
tyczny komorek Srodbtonka, stazg oraz wieloma innymi
wlasciwosciami o potencjalnej uzytecznosci dla zaplano-
wania specyficznego ataku terapeutycznego [35]. Co wie-
cej, liczne roznice molekularne zostaly rowniez zidentyfi-
kowane w obrebie §rodblonka naczyfn nowotworowych.

Wysilki te najpelniej charakteryzuje praca StCroix i wspol-
pracownikéw, ktorzy przy uzyciu techniki SAGE (sequen-
tial analysis of gene expression) wykazali istnienie szeregu
molekularnych osobliwosci, charakterystycznych wylacznie
dla naczyn nowotworowych (tumor endothelial markers —
TEMs) [144].

Pod wplywem tych prac, koncepcja antyangiogenezy,
jako nowej metody leczenia nowotwordw, ulegta stopnio-
wej akceptacji, a nawet popularyzacji w konicu lat 90-tych.
Odzwierciedleniem tego moze by¢ fakt, ze na poczatku
roku 2004 ponad 20 r6znych preparatdw antyangiogen-
nych znajdowalo si¢ na liScie prob klinicznych sponsoro-
wanych przez Narodowe Instytuty Zdrowia w USA (NIH;
http://www.cancer.gov/clinicaltrials/developments/anti-
-angio-table). Dziesiatki, jesli nie setki innych prepara-
tow byly jednocze$nie testowane przez przemyst farma-
ceutyczny i w badaniach przedklinicznych [35, 85, 145].
Generalnie rzecz biorac, preparaty te dzieli si¢ na dziafa-
jace ,bezpoSrednio”, jesli paralizuja one mechanizmy
efektorowe komorek §rodbtonka i ,,posrednio”, jesli ich
celem jest neutralizacja czynnika angiogennego i blokada
jego produkcji [145]. Uzyteczno$¢ tego podzialu nie jest
jednak jasna, gdyz mechanizmy dziatania wielu tych lekow
nie sa do kofica poznane, czesto zawieraja wiele kompo-
nentow lub tez zaleza od podawanej dawki [85]. Na przy-
ktad, jak wykazaly pionierskie badania grupy Folkmana
[146], potwierdzone pdzniej przez inne laboratoria [147,
148], niektore leki cytotoksyczne (cyclophosphamide —
CTX, vinblastine — Vbl i inne) podawane w znacznie
zmniejszonych dawkach i w sposob ciagly (czyli jako tzw.
terapia metronomiczna — metronomic chemotherapy), mo-
ga wywieraé efekty swoiscie przeciw§rodblonkowe [146,
147]. Leki te moga jednak réwniez wplywac na fenotyp
angiogenny komoérek nowotworowych [35]. Podobnie,
niektdre inhibitory sygnatéw komoérkowych (np. FTIs)
moga obniza¢ ekspresj¢ czynnikow angiogennych przez
komorki nowotworowe (efekt posredni), a jednocze$nie
hamowac funkcje samego Srodblonka (efekt bezposredni)
[117].

Pomimo tych roznic, obecna klasyfikacja NIH grupu-
je leki antyangiogenne (http://www.cancer.gov/clinical-
trials/developments/anti-angio-table) wedtug ich domnie-
manej biochemicznej aktywnosci, a mianowicie: (i) leki,
ktore hamuja degradacj¢ bton podstawowych §rédbtonka
(np. suramin); (ii) bezpo$rednie inhibitory §rodbionka
(2-metoksy estradiol, thalidomid, fosforan combretastaty-
ny A4 i inne); (iii) inhibitory czynnikéw proangiogennych
(np. neovastat, bevacizumab i inne); (iv) inhibitory an-
giogennych integryn (np. EMD 121974); (v) leki o wy-
bidrczym mechanizmie dziafania (np. Celecoxib, IL-12).
Lista ta powinna by¢ uzupeiniona o takie grupy jak:
(v) preparaty endogennych czynnikdw antyangiogennych
(endostatin, angiostatin, tumstatin, kininostatin i inne);
(vi) inhibitory receptoréw kinazowych obecnych na ko-
morkach §rddbtonka, waczajac w to tzw. multikinase inhi-
bitors lub dirty inhibitors np. SU6668; (vii) inhibitory meta-
loproteaz (merimastat, batimastat, pentosan polyphospha-
te); (viii) pochodne fumagiliny (TNP470) i szereg innych
preparatdw. Cho¢ wiele z tych preparatow jest obecnie ba-
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danych poza obrebem NIH, ich uzyteczno$¢ kliniczna nie
zostala jeszcze ostatecznie ustalona [85]. Trzeba tu za-
znaczy¢, ze pomimo niestabnacego zainteresowania le-
kami antyangiogennymi, oczekiwania w stosunku do ich
skutecznosci klinicznej ulegly ostatnio powaznemu zwery-
fikowaniu. Przyktadem tego sa wyniki uzyskane przy uzy-
ciu inhibitorow VEGF/VEGFR.

Leki antagonzujace VEGF jako przyktad
sukcesow i porazek terapii
antyangiogennej

Historycznym momentem w rozwoju terapii antyangio-
gennych jest data 26 lutego 2004 roku, kiedy to preparat
znany obecnie jako bevacuzimab (Avastin®, Genentech)
zostal zatwierdzony w USA (przez Food and Drug Admi-
nistration — FDA) jako lek pierwszego rzutu w terapii
skojarzonej zaawansowanego raka jelita grubego [149].
Decyzja ta byla wynikiem pomysSlnego zakoficzenia szere-
gu kontrolowanych badan klinicznych, w ktorych ostat-
niej fazie (III fazie) wykazano, ze lek ten podawany
w dawce 5 mg/kg, i w potaczeniu z chemioterapia (ILF),
przediuza zycie pacjentdéw z bardzo zle rokujacym, prze-
rzutowym CRC §rednio o niemal 5 miesiecy, a niejedno-
krotnie o wiele dtuzej [149]. Jest to pierwszy przypadek ra-
cjonalnie zaprojektowanego leku antyangiogennego w on-
kologii.

Bevacizumab jest humanizowanym przeciwcialem,
ktore blokuje dziatanie VEGF na komorki $§rodbtonka.
W zwiazku z tym, sukces tego preparatu mozna by inter-
pretowac jako uznanie VEGF za gléwny i obiecujacy cel
terapeutyczny oraz dowdd, ze ten czynnik angiogenny
jest niezbedny dla rozwoju nowotwordw [149-151]. Po-
glad ten jest czesto wyrazany w kontekscie badan przedkli-
nicznych, w ktorych r6zne inhibitory lub genetyczna inak-
tywacja genu VEGF niejednokrotnie powodowaly dra-
matyczny blok w tworzeniu si¢ naczyn krwiono$nych. Tak
na przyktad, angiogeneza embrionalna jest catkowicie
sparalizowana nawet po usuni¢ciu tylko jednego allela
VEGF, a powaznie zaburzona brakiem niektorych izo-
form tego bialka [149, 152-154]. Podobnie, angiogeneza
nowotworowa byta opisywana jako proces catkowicie za-
lezny od produkcji VEGF przez komorki nowotworowe
[150, 151]. Pomimo tych fascynujacych obserwacji sytuacja
nie wydaje si¢ wcale tak oczywista. Tak na przyktad, nie-
dawne zaawansowane badanie kliniczne wykazato nie-
skuteczno$¢ preparatu bevacizumab w leczeniu przerzuto-
wych nowotwordw piersi, nawet w wysokich dawkach,
i w polaczeniu z chemioterapia [149]. Rdwniez nasze wla-
sne badania przedkliniczne nad komo6rkami nowotworo-
wymi o genotypie VEGF-/- wykazaly, ze komorki te (za-
wierajace onkogeny ras lub HER-2) zachowuja zdolnosé
do tworzenia ggsto unaczynionych guzow u myszy, pomi-
mo braku ekspresji VEGF [87]. Co wigcej, wzrostu tych
eksperymentalnych guzéw nie udalo si¢ zahamowacd
w obecnoSci bardzo aktywnych inhibitorow blokujacych
dziatanie stromalnego VEGF [87]. Przeciwcialo DC101,
ktore skutecznie blokuje VEGFR-2 [87], ani podobnie
dzialajace przeciwcialo skierowane przeciwko VEGFR-1

(Rak - niepublikowane wyniki) nie byty zdolne zabloko-
wac wzrostu i angiogenezy tych nowotworéw. Te i inne
obserwacje sugeruja, ze jakkolwiek niektore typy nowo-
twordw moga poddawac si¢ dziataniu preparatu bevacizu-
mab, inne guzy wykazuja brak takiej odpowiedzi, wydaja
si¢ wzrasta¢ w sposdb niezalezny od VEGF i manifestuja
cechy réwnoznaczne z de facto opornoscia na ten i inne le-
ki antyangiogenne [74].

Mechanizmy opornoS$ci na leki
antyangiogenne

W roku 1996 zaproponowali$my, ze problem opornosci na
leki antyangiogenne (uznawany wowczas za nieistniejacy)
jest jednak wart rozwazenia [74]. Rozumowanie nasze
oparte byto na dwu elementach. Po pierwsze, cho¢ ko-
morki §rdédbtonka, powinny by¢ stabilne genetycznie i nie
nabywaé mutacji w kierunku lekoopornosci, mozna so-
bie wyobrazi¢ wiele procesow epigenetycznych, ktore mo-
glyby zmniejszy¢ skale uszkodzen wywolywanych przez
leki antyangiogenne. Po drugie, cho¢ bezposrednim celem
tego leczenia sa naczynia krwionosne, ostatecznie antyan-
giogeneza skierowana jest jednak przeciwko komérkom
nowotworowym, ktorych zmienno§¢ mutacyjna i adapta-
cyjna moze skompensowac¢, przynajmniej czesciowo, skut-
ki interwencji terapeutycznej. Szereg nizej wspomnianych
mechanizméw moze doprowadzi¢ do rozwoju opornosci
na inhibitory angiogenezy.

(i) Ztozonos¢ i zmienno$¢ fenotypu angiogennego

w nowotworach zto§liwych

Weczesniej wspomniana niewrazliwoS¢ ludzkiego raka pier-
si na bevacizumab sugeruje, ze w tej chorobie VEGF od-
grywa stosunkowo niewielka role. Jest to zrozumiale
w Swietle prac wykazujacych, ze ten czynnik angiogenny
odgrywa dominujaca role jedynie we wczesnych fazach
zloliwej choroby piersi, po czym moga go stopniowo ,,za-
stepowac” inne stymulatory, ktorych iloS¢ i réznorodnosé
ulega ciaglym i postgpujacym zmianom [155-156]. Blo-
kowanie jednego z tych czynnikéw (np. VEGF) stawaloby
sie coraz mniej skuteczne w miar¢ progresji choroby [74].

(i) Koncepcja podazy i popytu w regulacji unaczynienia
NOWOtworow

Zmiana ilodci i kompozycji (podazy) czynnikéw angio-
gennych i antyangiogennych w toku progresji nowotworo-
wej jest, jak to zostalo wcze$niej wspomniane, funkcja
zmian genetycznych w postaci ekspresji onkogendw i utra-
ty genéw supresorowych [80]. Okazuje si¢, ze niektore
z tych genéw, np. ras [39] lub p53 [86, 157] moga réw-
niez wplywac na zapotrzebowanie (popyt) komorek nowo-
tworowych na bezpoSredni dostgp do naczyn krwiono-
$nych [37, 158]. WykazaliSmy na przykiad, ze komorki
CRC, w ktorych gen p53 zostat catkowicie inaktywowany
(linia 379.2), wykazuja zwigkszona zdolno$¢ do wzrostu
w regionach nowotworu oddalonych od naczyn krwiono-
$nych [86]. W pordwnaniu z guzami ztozonymi z komoérek
HCT116 (p53+/+), guzy nowotworowe indukowane
u myszy komorkami 379.2 (p53-/-) wykazuja tez znacznie



zmniejszong (cho¢ nie zniesiona) wrazliwo$¢ na terapie
antyangiogenna, zlozona z intensywnego dawkowania in-
hibitora VEGFR-2 (DC101) i metronomicznego poda-
wania leku Vinblastin [86]. Co wigcej, leczenie to zastoso-
wane w przypadku guzéw indukowanych mieszaning ko-
morek HCT116 i 379.2, prowadzito do dominacji tych
ostatnich (pozbawionych p53) w og6lnej masie nowotwo-
ru [86]. Wyniki te mozna interpretowac jako dowod in
vivo, ze obecno$¢ funkcjonalnego genu p53 jest warun-
kiem fizjologicznego zahamowania wzrostu guza w wa-
runkach uposledzonego ukrwienia. Utrata jego ekspre-
sji natomiast, np. w po6znych stadiach progresji CRC, mo-
ze prowadzi¢ do zwigkszonej tolerancji komoérkowej na
niedotlenienie. Stan ten moze wynikac z niefunkcjonalnej
struktury naczyniowej guza lub by¢ skutkiem terapii anty-
angiogenne;j [80, 86]. W ,,ekonomii naczyniowej” nowo-
tworu, pod wplywem biedéw genetycznych moze pojawic
si¢ zwigkszona ilo§¢ (podaz) czynnikdéw angiogennych
i obfitos¢ (defektywnych) struktur naczyniowych (vascular
supply), czemu towarzyszy¢ moze jednak zmniejszony po-
pyt naczyniowy (vascular demand) samych komorek. Na-
lezy zauwazy¢, ze jakkolwiek ten ostatni fenotyp dyktowa-
ny jest przez stan komérek nowotworowych, moze on le-
ze¢ u podstaw opornoSci na leki antyangiogenne
nominalnie skierowane przeciwko komoérkom gospodarza
[37, 86, 158].

Zwigkszenie tolerancji na niedokrwienie moze row-
niez towarzyszy¢ wielu innym zmianom genetycznym, wia-
czajac w to ekspresje onkogendéw takich jak: ras, src,
EGFR czy HER-2 [37]. Prowadzi to do wniosku, ze wyzej
opisane leki hamujace funkcje biatek transformujacych
(targeted agents), moglyby réwniez posiada¢ zdolnosc,
cho¢ czeSciowego, przywracania komorkom nowotworo-
wym popytu naczyniowego. Jak sugerowaliSmy wczesniej,
leki te moglyby dziata¢ w sposdb wysoce synergistyczny
w polgczeniu z inhibitorami angiogenezy [37]. Kombina-
cje takie znajduja si¢ obecnie w zaawansowane;j fazie ba-
dan klinicznych.

(iif) Heterogenno$¢ naczyniowa w nowotworach

Pod wzgledem strukturalnym, molekularnym i wrazliwo-
Sci na leki, naczynia krwiono$ne w nowotworach nie sa
strukturami homogennymi. Moga wiec istnie¢ roznice po-
miedzy naczyniami w odrebnych tozyskach naczyniowych
narzadéw, pomiedzy r6znymi ogniskami tego samego no-
wotworu lub miedzy podobnymi typami nowotwordw
u réznych osobnikéw [64]. Niejednokrotnie, réznice mo-
ga wystepowac pomiedzy populacjami komorek Srodbton-
kowych i naczyfi wewnatrz tego samego guza i ujawniac
sie przy zastosowaniu terapii antyangiogennej. W ten spo-
sob, niektore bardziej wrazliwe na lek naczynia mogg ule-
gac calkowitemu zanikowi, podczas gdy inne zmieniaja
si¢ pod wzgledem morfologicznym [159], ulegaja rearan-
zacji pericytow [87, 159] lub pozostaja wzglednie nie zmie-
nione, czyli wykazujg cechy zblizone do lekoopornosci
[159]. Laboratorium kierowane przez Brende Coomber
wykazato ostatnio, ze traktowanie nowotwordw prepara-
tem Delta-tek, ktory jest inhibitorem Ang-1/2, prowadzi
do selektywnego eliminowania z nowotworéw naczyh po-

siadajacych ekspresje receptora dla angiopoetyn (Tie-
-2/tek). Naczynia negatywne pod wzgledem Tie-2/tek po-
zostawaly w tym przypadku nietknigte (Coomber — perso-
nalna obserwacja). Nie tylko komorki nowotworowe, ale
réwniez towarzyszace im struktury naczyniowe moga ule-
gaé negatywnej selekcji w obecnosci pewnych lekéw, co
w przypadku inhibitoréw angiogenezy moze spowodowac
stopniowe zmniejszanie si¢ ich efektu terapeutycznego.

(iv) Srodblonkowe mechanizmy antyapoptotyczne
Niektore czynniki angiogenne, ktore wystepuja w znacz-
nym nadmiarze w §rodowisku nowotworu, moga zapo-
biega¢ Smierci apoptotycznej Srodbtonka traktowanego
lekami antyangiogennymi. Dziatanie takie moze wiec po-
wodowac stan operacyjnie identyczny z opornoscia na te
leki [160]. Na przyktad, obecnos¢ nadmiaru VEGF wywo-
tuje opornos$¢ komorek Srédbtonka na TSP-1 lub trakto-
wanie metronomicznymi dawkami lekow cytostatycznych,
gléwnie poprzez indukcje podwyzszonej ekspres;ji takich
bialek blokujacych apoptoze jak survivin czy bel 2 [161-
-163].

(v) Genetyczne zmiany w komorkach §rodblonka
nowotworow uktadu krwiotwOrczego

Cho¢ intuicyjnie moze to by¢ trudne do zaakceptowania,
biataczki i chioniaki (nowotwory krwi i szpiku) sa row-
niez podatne na leczenie antyangiogenne [4, 164]. Dzieje
si¢ tak dlatego, ze niektére komorki biataczkowe moga
by¢ bezposrednio stymulowane do wzrostu przez czynni-
ki angiogenne, np. VEGF [4]. Gl6wnie jednak, wypro-
wadza si¢ to z obserwacji, ze szpikowy system naczyn
krwiono$nych u pacjentéw biataczkowych jest miejscem
aktywnego wzrostu komorek srodblonka, ktdre moga by¢
zrédiem parakrynnych czynnikéw wzrostowych stymuluja-
cych proces nowotworowy [35, 39, 165]. Okazuje si¢ jed-
nak, ze w ostrej sprzecznosci z hipotezg ,,stabilnosci gene-
tycznej naczyn krwiono$nych w nowotworach” [143], ko-
morki §rdédblonka obecne w szpiku biataczkowym moga
wykazywac¢ cechy aneuploidii [166], zawiera¢ zmutowa-
ne onkogeny [31] lub zawiera¢ markery genetyczne
charakterystyczne dla komoérek nowotworowych [167].
Mozna przypuszczaé, ze zmiany te powstaja w wyniku
przekazu materiatu genetycznego miedzy komoérkami no-
wotworowymi a §rodbtonkiem [168], r6znicowania si¢
czesci biataczkowych komorek pnia w kierunku $rédbton-
ka [31] lub innych blizej niepoznanych mechanizmow.
Niezaleznie od przyczyny, cechy niestabilnoSci genetycznej
w komorkach §rdédblonka naczyn towarzyszacych nowo-
tworom niewatpliwie moga staé si¢ podstawa nabywania
opornosci na leki, w tym antyangiogenne.

(vi) Destrukcja czy ,,normalizacja” naczyn
nowotworowych

Niedawno Rakesh Jain z Harvard University w Bostonie
wysunal niezwykle oryginalna hipoteze, ze nie destruk-
cja, ale przeciwnie, ,,normalizacja” naczyfi nowotworo-
wych poddanych dziataniu lekéw antyangiogennych, mo-
glaby mie¢ znaczenie terapeutyczne, zwlaszcza w terapii
skojarzonej [169]. Jest to mozliwe, poniewaz catkowite
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zniszczenie siatki naczyniowej wplyneloby negatywnie na
dostep lekéw cytostatycznych do wnetrza zmian nowo-
tworowych, a towarzyszaca temu hipoksja utrudnitaby ra-
dioterapi¢ [169]. Wbrew temu, obserwacje empiryczne
wskazuja, ze leki antyangiogenne dziataja w sposdb sy-
nergistyczny z innymi metodami terapii przeciwnowotwo-
rowej [170]. Ponadto, w toku badan nad klinicznym zasto-
sowaniem leku bevacizumab w leczeniu CRC, pojawit si¢
z pozoru niewyttumaczalny paradoks [171]. Zamiast spo-
dziewanej wspolzaleznosci miedzy dawka leku i efektem
terapeutycznym, okazalo si¢, ze w polaczeniu z chemiote-
rapia, nizsze (5 mg/kg), a nie wyzsze dawki (10 mg/kg)
bevacizumab byly bardziej skuteczne [171]. Ten zaskaku-
jacy wynik jest bardziej zgodny z koncepcja ,,normalizacji”
naczyniowej warunkujacej synergistyczny efekt lekow cy-
totoksycznych i antyangiogennych, niz ze zwyczajna de-
strukcja naczyi nowotworowych. Przypuszcza sig, ze nie-
pelny efekt antyangiogenny moze doprowadzi¢ do po-
prawy (a nie pogorszenia) krazenia krwi w zmianach
nowotworowych. Dziatoby si¢ tak wskutek ograniczenia
gwaltownego i przez to defektywnego procesu tworzenia
nowych naczyfi. Mozna wigc przyjaé, ze pewien stopief
ostabienia odpowiedzi (oporno$¢) na leki antyangiogenne
moze by¢ zjawiskiem korzystnym, ale tylko w warunkach
terapii skojarzone;j.

(vii) Inne mechanizmy opornosci naczyn
nowotworowych na leczenie antyangiogenne

Poza wymienionymi powyzej, caly szereg innych mechani-
zmoéw biologicznych moze prowadzi¢ do sprzecznego
z koncepcja therapy resistant to resistance zachowania no-
wotworowych naczyn krwiono$nych [74]. Na przykiad,
istnieja doniesienia, ze unaczynienie niektérych rakow
pluca odbywa si¢ bez udziatu aktywnej angiogenezy, tzn.
gléwnie w formie koopcji istniejacych naczyfh krwiono-
$nych [172]. Niejasne s3 rdwniez konsekwencje alter-
natywnych mechanizméw powstawania naczyn (waskulo-
genezy, waskulogennej mimikry czy intususscepcji) dla
skutecznosci terapeutyczne;j istniejacych lekéw antyan-
giogennych. Ponadto wtasciwosci farmakologiczne, far-
makokinetyczne, biodegradacyjne i biodystrybucyjne po-
szczegOlnych preparatéw moga réwniez wplywac na
zmniejeszenie ich efektywnoSci. Jak wykazuja badania
nad genami Id1, genetyczny profil organizmu gospodarza
moze mie¢ decydujacy wplyw na indukcje angiogenezy
nowotworowej [61]. Nalezy takze uwzglednia¢ mozliwo$¢
wplywu farmakogenetycznych czynnikéw modyfikujacych
odpowiedzZ na leki antyangiogenne. Te i wiele innych oko-
liczno$ci powoduje, ze odpowiedZ nowotwordw na te leki
moze by¢ trudniejsza do przewidzenia niz pierwotnie przy-
puszczano. Koncepcja uniwersalnej skutecznoSci tych,
skadinad niezwykle cennych i z reguly nietoksycznych le-
koéw, musi by¢ zastapiona rozwinigciem szczegbétowych
wskazan i przeciwwskazaf dotyczacych ich stosowania.

5. Uwagi koncowe

Trudno przecenié postep, jaki si¢ dokonal w ciagu ostat-
nich 20 lat w dziedzinie zrozumienia podstaw procesu

nowotworzenia. Powstalo przy tym wiele nurtéw badaw-
czych, ktore z czasem odgrodzily si¢ od siebie murem od-
rebnych aparatéw pojeciowych, paradygmatow, metodo-
logii, a przede wszystkim definicji, czym jest choroba
nowotworowa. Tak bylo w przypadku fascynujacych od-
kry¢, ktére doprowadzily do zdefiniowania funkcji genéw
supresorowych i onkogenow [10, 11, 101]. Produkty tych
gendw staly sie celem pierwszych prob przyczynowego
(a nie tylko objawowego) leczenia nowotwordw, jak na
przyktad przez stosowanie lekéw takich jak Gleevec, Ires-
sa 1 inne preparaty z grupy fargeted agents. Choc sukcesy te
prawdopodobnie nie bylyby mozliwe bez zredukowania
pojecia nowotworu do atrybutéw komorki nowotworo-
wej, ceng takiego koniecznego uproszczenia byto pominie-
cie heterogennosci tych komérek, ich oddziatywania
z tkankami normalnymi, uktadem immunologicznym, kra-
zenia i innymi elementami chorobowego continuum.

Z drugiej strony, rozwijajace si¢ gtéwnie od 1971 ro-
ku [44] prace nad mechanizmami i terapeutycznym zna-
czeniem procesOw angiogenezy, koagulopatii czy innych
efektéw naczyniowych towarzyszacych nowotworzeniu,
nie poSwigcaly wiele uwagi cechom genetycznym komorek
nowotworowych. Takie koleje miala historia badan nad
VEGE ktéra prowadzi od jego odkrycia w 1983 roku,
wowczas pod nazwa czynnika przepuszczalnoSci naczyn
(vascular permeability factor — VPF) [173], oraz do wpro-
wadzenia 21 lat pdZniej preparatu bevacuzimab do lecze-
nia przynajmniej niektérych nowotwordw [149]. Znacze-
nie czynnikéw takich jak TF, biatka zwigzane z procesami
krzepniecia, regulacja pericytow i inne mechanizmy naczy-
niowe sa przedmiotem aktywnej i szczegoiowej eksplo-
racji, ktora rowniez nieczgsto odwotuje si¢ do przyczy-
nowej roli onkogenéw w tych procesach [64].

Tematem tego opracowania bylo poszukiwanie
wspolnego mianownika pomiedzy procesami genetyczne;j
progresji nowotwordw, a ich wplywem na szeroko pojety
uktad naczyniowy. Istotnie, wiele krytycznych zmian
w ekspresji genéw odpowiedzialnych za tworzenie naczyn
krwiono$nych (VEGF) lub koagulopatie (TF) w nowo-
tworach, okazuje si¢ by¢ pod bezpoSrednia kontrola mu-
tacji onkogennych, w stopniu tak znacznym, ze niektore
zmiany naczyniowe nalezatoby uznaé za podstawowy atry-
but procesu nowotworzenia [5] (Ryc. 3). Nalezy mie¢ na-
dzieje, ze takie bardziej zintegrowane i systemowe po-
dejScie do patobiologii proceséw nowotworowych, z uzna-
niem ich ztozonoSci oraz indywidualnych molekularnych
odrebnosci, bedzie zrédlem dalszego postgpu w rozwoju
nowych, bardziej skutecznych (kompleksowych) form le-
czenia chordb nowotworowych.

6. Podziekowania

Lata pracy nad patobiologia i leczeniem nowotworéw by-
1y dla mnie pasjonujaca przygoda, ktdéra nie bytaby mozli-
wa bez oparcia w mojej rodzinie. Szczegdlne podziekowa-
nia naleza si¢ mojej zonie Danusi i corce Ani, ktore byly
moja spokojna przystania i okazaly mi tak wiele zrozumie-
nia, wsparcia, cierpliwo$ci i pomocy. Winien jestem row-
niez ogromna wdzieczno$é mojej mamie Stanistawie Zy-
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romskiej-Rak i siostrze Krystynie Poznafiskiej za zachete
i oparcie w okresie kiedy krystalizowata si¢ moja droga za-
wodowa.
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