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Wstep

STRESZCZENIE

Wiele danych wskazuje na to, ze nowotwory nie mogg sie rozwija¢ bez wiasnej sieci naczyn krwiono-
$nych i limfatycznych. Zahamowanie proceséw powstawania tej sieci — gltéwnie angiogenezy — moze
powodowac $mier¢ komorek nowotworowych. Obserwacie te staly si¢ podstawg nowej strategii terapeu-
tycznej: terapii antyangiogennej. Skutecznymi lekami antyangiogennymi okazaly sig leki hamujgce aktyw-
nos¢ naczyniowo-$rodbtonkowych czynnikéw wzrostu (VEGF) oraz ich receptorow (VEGFR-1, 2, 3). Wy-
niki badan przedklinicznych i klinicznych wskazujg, ze leczenie antyangiogenne moze by¢ istotnym ele-
mentem terapii wielolekowej, ktdrej celem sg zaréwno komaorki nowotworowe, jak i komorki srédbtonko-
we naczyn nowotworowych. W pracy przedstawiono zalety i niektore ograniczenia terapii wielolekowe;j.
Stowa kluczowe: leki antyangiogenne, terapia wielolekowa

ABSTRACT

Several data indicate that a solid neoplastic tumor cannot grow beyond certain dimensions without deve-
loping its own network of blood and lymphatic vessels. Thus, inhibition of vascularization causes death of
cancer cells. Such observations have led to novel cancer therapeutic approach called antiangiogenic
strategy. This strategy relies mainly on using vascular-endothelial growth factor (VEGF) inhibitors, as well
as inhibitors blocking activity of its receptors (VEGFR-1, 2, 3), i.e. the primary factors and receptors taking
part in angio-and lymphangiogenesis. Preclininical studies and clinical trials have demonstrated that
antiangiogenic therapeutic approach might become an essential component of multidrug cancer therapy
capable of targeting both neoplastic cells and endothelial cells of cancerous blood vessels. The paper
discusses advantages of multidrug therapy approach, as well as its inherent drawbacks.
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cje odzywcze, czynniki wzrostu) docieraja droga dyfu-
zji. Dalszy rozw¢j guzow nowotworowych wymaga utwo-

Powstanie w guzach nowotworowych sieci naczyn krwio-
nosnych i limfatycznych obecnie uwaza si¢ za warunek
sine qua non progresji nowotworowej: nowotwory nie
moga si¢ bowiem rozwija¢ bez wlasnej sieci naczyn
krwiono$nych i limfatycznych [1-4].

W poczatkowe;j fazie progresji komoérki nowotworowe
tworza awaskularne skupiska (raki in sifu). Srednica tych
skupisk nie przekracza 1-1,5 mm. Do komérek nowo-
tworowych wszystkie niezbedne sktadniki (tlen, substan-

rzenia wlasnej sieci naczyn krwionos$nych i limfatycz-
nych. Sie¢ naczyn krwiono$nych utatwia zaopatrzenie
komérek w substancje odzywcze i poprawia utlenowa-
nie komoérek nowotworowych znajdujacych si¢ w sa-
siedztwie naczy nowotworowych.

Naczynia nowotworowe roznia si¢ jednak od naczyn
prawidtowych. Maja charakter naczyn niedojrzatych: ich
komérki Srodbtonkowe intensywnie si¢ dziela. Archi-
tektura naczyn nowotworowych jest chaotyczna. Same
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Rycina 1. Rozktad komérek nowotworowych wokét naczynia krwionosnego. Na rycinie przedstawiono takze zalez-

nos$¢ miedzy stopniem utlenowania komoérek nowotworowych a stezeniem lekéw i opornoscig komoérek na leki

Figure 1. Layout of neoplastic cells in the vicinity of blood vessels. Relationship between cancer cells' oxygenation status

vs. drug concentration and drug resistance is demonstrated

naczynia sg przepuszczalne, a przeplyw krwi w nich jest
wyraznie spowolniony.

W zaleznosci od odlegtosci komérek nowotworowych od
naczyn rézny jest tez ich stopien utlenowania. Komérki
znajdujace si¢ blisko naczyn sa dobrze utlenowane,
a komorki znajdujace si¢ dalej sa stabo utlenowane. Nie-
ktore z nich ulegaja martwicy (ryc. 1). W komarkach co-
raz dalej potozonych od $wiatta naczyn maleje zdolnos¢
do proliferacji i wzrasta oporno$¢ na leki.

Wiele danych wskazuje, ze naczynia krwionoéne i lim-
fatyczne stanowia istotny strukturalny element mikro-
Srodowiska umozliwiajacego dalsza progresje nowotwo-
rowa [5].

W powstawaniu unaczynienia guzéw nowotworowych
wazna rol¢ odgrywaja naczyniowo-srodbtonkowe czyn-
niki wzrostu (VEGE, vascular endothelial growth factor)
oraz ich receptory [6, 7]. Czynniki VEGF biora udziat
nie tylko w powstawaniu naczyn krwiono$nych i limfa-
tycznych czy tez mobilizacji ze szpiku prekursoréow ko-
moérek Srodblonkowych, maja swoéj udziat takze w po-
wstawaniu przerzutéw [8-9].

Jeden z czynnikow VEGF (VEGF-A) odgrywa role
w powstawaniu tolerancji immunologicznej: miedzy in-
nymi hamuje dojrzewanie komodrek dendrytycznych bio-
racych udzial w prezentacji antygenow efektorowym lim-
focytom T [10].

Wiele danych do$wiadczalnych wskazuje, ze inhibito-
ry aktywnosci czynnikéw VEGF oraz ich receptorow
moga stac si¢ istotnym sktadnikiem terapii wieloleko-
wej, ktorej celem sg zarowno komoérki nowotworowe,
jak i komorki srédblonkowe naczyn nowotworowych
[7, 11]. W tym krétkim artykule wskazano na niektére
zalety oraz ograniczenia tak zaprojektowanej terapii
wielolekowej.

Czynniki VEGF i ich receptory
w powstawaniu naczyn krwionosnych

Powstawanie naczyn krwiono$nych i limfatycznych to
ztozone i skomplikowane procesy [12]. Bierze w nich
udziat wiele r6znych czynnikéw. Wérdd nich gtéwna role
odgrywaja czynniki VEGF iich receptory. Rodzing czyn-
nikow VEGF tworza VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGEF-D, VEGF-E, VEGF-F oraz czynniki wzrostu
tozyska 112 (PIGF-1i 2, placental growth factor) [6].
Czynniki VEGF-A, VEGF-B, VEGF-E, VEGF-F,
PIGF biorg udziat w powstawaniu naczyn krwiono-
$nych, a czynniki VEGF-C, VEGF-D — gtéwnie na-
czyn limfatycznych [6, 13]. Istnieja 3 receptory tych
czynnikéw: VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3. Recep-
torom tym towarzysza receptory neuropiliny 1 (Np1l)
i neuropiliny 2 (Np2). Neuropiliny te sa receptorami
semaforyn, czynnikéw ukierunkowanego wzrostu ak-
sonéw. W angiogenezie i limfangiogenezie odgrywaja
raczej role koreceptoréw: utatwiaja wiazanie ligandow
przez whasciwe receptory, czyli receptory VEGFR-1,
2, 3. Koreceptor Npl oddziatuje z receptorami
VEGFR-1i VEGFR-2, a Np2 z receptorem VEGFR-
3 [14]. Neuropilina 1 bierze udziat w przytaczaniu ta-
kich ligandéw, jak VEGF-A, VEGF-B, VEGF-E
i PIGE a Np2we wiazaniu VEGF-A, VEGF-Ci VEGF-D
oraz PIGF. Receptory VEGFR-1 i VEGFR-2 odgry-
waja istotna role w powstawaniu naczyn krwiono$nych,
natomiast VEGFR-3 w powstawaniu naczyn limfatycz-
nych. Na rycinie 2 przedstawiono relacje miedzy pod-
stawowymi czynnikami VEGF a ich receptorami i ko-
receptorami.

Czynniki PIGF oraz VEGF-B to ligandy receptora
VEGFR-1 [13]. Czynnik VEGF-A wiaze si¢ zarowno
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Rycina 2. Podstawowe naczyniowo-srodbtonkowe czynniki wzrostu (VEGF) oraz ich receptory (VEGFR) i koreceptory.
Przedstawiono takze koncowe procesy aktywacji receptoréow

Figure 2. Basic vascular-endothelial growth factors (VEGF) and their receptors (VEGFR) as well as coreceptors. Final stages

of receptors' activation are shown

z receptorami VEGFR-1, jak i VEGFR-2, natomiast
czynnik VEGF-C i VEGF-D z receptorami VEGFR-2
oraz VEGFR-3. Czynniki VEGF-E i VEGF-F wiazg si¢
tylko z receptorem VEGFR-2 (zob. ryc. 2).
Naczyniowo-Srodbtonkowe czynniki wzrostu sa wytwa-
rzane przez rézne komorki, natomiast receptory dla nich
znajduja si¢ gtéwnie na powierzchni komérek srodbton-
kowych naczyf krwiono$nych (VEGFR-1 i VEGFR-2)
i limfatycznych (VEGFR-3).

Receptory VEGFR-1 moga znajdowac si¢ takze na
monocytach/makrofagach, komérkach dendrytycznych,

osteoblastach, perycytach i trofoblastach [13]. Recep-
tory VEGFR-2 zidentyfikowano w komérkach nerwo-
wych, osteoblastach, niektérych komérkach trzustki
i megakariocytach, a VEGFR-3 takze w monocytach/
/makrofagach. Ponadto VEGFR-11 VEGFR-2 znajduja
si¢ rowniez na niektérych komdrkach nowotworowych:
VEGFR-1 w rakach piersi, dwunastnicy, ptuc, trzustki,
prostaty, czerniakach, a VEGFR-2 w niekt6rych biatacz-
kach.

Gtéwny czynnik proangiogenny — VEGF-A — wyste-
puje w postaci kilku izoform (liczacych 121, 165, 189,
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206 aminokwas6w) [7]. Izoformy, warianty molekular-

ne, powstaja w wyniku réznego sktadania sekwencji ko-

dujacych (eksonéw) w procesie tak zwanego alternatyw-

nego splicingu. Inne izoformy (np. 110, 113 czy 154)

wystepuja duzo rzadziej niz cztery izoformy podstawo-

we.

Receptory VEGFR-1, 2, 3 maja podobna strukture do-

menow3 [13, 15]. Receptory VEGFR-11 VEGFR-2 po-

siadaja 7 domen podobnych do immunoglobulin, do-
meng transmembranowa (przezbtonowa) oraz domeng
enzymatyczna: kinaze tyrozynowa z 70-aminokwasowa
insercja. Druga domena immunoglobulinowa jest do-
meng wiazacg ligand (VEGF). Domeny (4-7) biora
udzial w dimeryzacji receptoréow. Receptor VEGFR-3
rozni si¢ od pozostatych receptorow brakiem domeny

5. W trakcie biosyntezy domena ta ulega enzymatycz-

nej degradacji, a rozdzielone taficuchy peptydowe do-

men 4 i 6 s3 taczone ze soba wigzaniami siarczkowymi

(ryc. 2).

Receptor VEGFR-1 odgrywa role w procesach:

— migracji monocytow;

— dojrzewania komorek dendrytycznych;

— rekrutacji progenitorowych komérek §rédbtonko-
wych;

— powstawania przerzutow [VEGFR-1 odgrywa rolg
w aktywacji metaloproteinazy 9 (MMP-9, metalopro-
teinase) oraz mobilizacji komdrek hematopoetycz-
nych ze szpiku i w tworzeniu tak zwanych premeta-
statycznych nisz].

Natomiast receptor VEGFR-2 bierze udzial miedzy in-

nymi w:

— angiogenezie;

— waskulogenezie;

— przepuszczalnosci naczyn.

Receptor VEGFR-3 odgrywa gtéwna role w:

— limfangiogenezie;

— embrionalnej angiogenezie.

Podstawowe leki rozpoznajace
i hamujgce aktywnos$é czynnikéw
VEGF i ich receptorow

Sposréd wielu przebadanych inhibitoréw angiogenezy
— potencjalnych lekéw antyangiogennych — najbar-
dziej skuteczne sa te, ktére bezposrednio hamuja ak-
tywno$¢ czynnika VEGF-A oraz jego receptoréow
VEGFR-11i VEGFR-2 [7]. Czynniki, ktore dziataja na
VEGF-A, to gtéwnie swoiste przeciwciata (np. bewa-
cizumab i ranibizumab), a takze tak zwane putapkowe
receptory wiazace ten czynnik (VEGF-TRAP). Inhi-
bitorami VEGF moga byc¢ tez aptamery (krétkie pep-
tydy) inaktywujace VEGF (np. pegaptanib) (ryc. 3).
Receptory (VEGF-1 i VEGF-2) moga by¢ inaktywo-
wane przez swoiste przeciwciata lub przez tak zwane

niskoczasteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych. Ni-
skoczasteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych blo-
kuja wiazanie czasteczek ATP przez aktywne centra
kinaz.

Niskoczasteczkowe inhibitory nie sa tak swoiste jak leki
w postaci przeciwcial. Inhibitory te rozpoznaja i dzia-
laja na szereg biatek majacych podobne lub identycz-
ne centra aktywne. Na przyktad sorafenib jest inhibi-
torem kinazy VEGFR-2, VEGFR-3, Raf, PDGFR,
KIT, RET. Sunitib jest inhibitorem kinaz VEGFR-1,
VEGFR-2, PDGFR, KIT, FLT3, a vatalanib inhibi-
torem kinaz VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3,
PDGFRg, KIT [16].

Zahamowanie aktywnosci czynnikéw wzrostu VEGF lub
zablokowanie aktywnosci ich receptoréw hamuje $ciez-
ki sygnalowe w komérce i prowadzi do zahamowania
proliferacji komorek §rédbtonkowych oraz do indukcji
w tych komdrkach §mierci apoptotycznej. Za fala apop-
toz komérek Srédbtonkowych ma postepowac fala apop-
toz komérek nowotworowych [17].

Jak dotad nie poznano dobrze mechanizméw dziatania
lekéw antyangiogennych. Przypuszcza si¢, ze w nowo-
tworach poddanych dziataniu lekéw antyangiogennych
powstaje tak zwany angiogenny stan uspienia [18]. W
nowotworach tych ma dochodzi¢ do stanu rownowagi
miedzy czynnikami pro- i antyangiogennymi. Proces
powstawania naczyn jest zahamowany, a w komérkach
nowotworowych apoptoza dominuje nad ich zdolnoscia
do proliferacji.

Niektore dane wskazuja na to, ze leki antyangiogen-
ne moga ,,normalizowac¢” naczynia [19]. ,,Znormali-
zowane” naczynia krwiono$ne przypominaja naczy-
nia prawidlowe. Sg one mniej przepuszczalne. Zwigk-
sza si¢ w nich szybkos$¢ przeptywu krwi i wzrasta utle-
nowanie komdrek nowotworowych znajdujacych si¢
w ich sasiedztwie. W przeciwiefnistwie do komorek nie-
utlenowanych utlenowane komérki nowotworowe
s3 lepszym celem zaréwno chemioterapii, jak i radio-
terapii.

Leki antyangiogenne maja takze dziata¢ na krazace
w krwiobiegu prekursory komorek srédbtonkowych i ha-
mowac waskulogeneze [20].

Wyniki ostatnich badan ujawniaja nowe wtasciwosci le-
kéw antyangiogennych [21]. Inaktywacja czynnika
VEGF-A, czynnika immunosupresyjnego, ktory hamu-
je dojrzewanie komoérek dendrytycznych i wplywa na
nadczynnos¢ regulatorowych T, (limfocytow wycisza-
jacych odpowiedZ immunologiczna), moze prowadzié
do zniesienia stanu tolerancji immunologicznej wzgle-
dem komoérek nowotworowych [22, 23]. Wplyw na po-
jawiajaca sie odpowiedz immunologiczna, sprowoko-
wana lekami antyangiogennymi, moga mie¢ takze do-
datkowe modulatory odpowiedzi immunologicznej,
takie jak na przyktad czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytéw i makrofagéw (GM-CSF, granu-
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Rycina 3. Miejsce wigzania i dziatania réznych inhibitorow hamujacych aktywnos¢ naczyniowo-srédbtonkowych
czynnikdow wzrostu (VEGF) i receptoréw VEGFR-1 i VEGFR-2. Leki, takie jak bewacizumab, inaktywuja VEGF, prze-
ciwciata anty-VEGFR-1, -2 blokuja receptory VEGFR-1, -2, niskoczasteczkowe inhibitory podobne do sorafenibu
hamujg domene kinazy tyrozynowej receptoréw VEGFR-1, -2, -3

Figure 3. Binding site and action for various factors inhibiting of vascular-endothelial growth factors (VEGF) as well as
VEGFR-1 and VEGFR-2 receptors. Drugs such as Bevacizumab inactivate VEGF; anti-VEGFR-1 and -2 antibodies block VEGFR-1
and -2 receptors; low-molecular-weight inhibitors like Sorafenib inhibit tyrosine kinase domain of VEGFR-1, -2 and -3

receptors

locyte macrophage colony stimulating factor) [24]. Czyn-
nik ten ma stymulujacy wpltyw na komérki prezentuja-
ce antygeny: komorki dendrytyczne i makrofagi.
Wiele badan przedklinicznych i klinicznych poswieco-
no ocenie skutecznosci kombinacji lekéw dziatajacych
na rézne cele terapeutyczne: na komérki nowotworo-
we i komorki srédbtonkowe naczyn [25-27].

Terapia wielolekowa

Badano kombinacje lekéw antyangiogennych, lekow
przeciwnowotworowych oraz radioterapii [28].

Analizy tych doSwiadczen maja donioste konsekwencje

[11, 29]. Wskazuja one bowiem, ze:

— monoterapia anty-VEGF jest duzo mniej skuteczna
niz terapia wielolekowa (anty-VEGF + klasyczna
chemioterapia);

— w terapii wielolekowej nie mozna zastapic przeciw-
ciata anty-VEGF niskoczasteczkowymi inhibitorami
(inhibitory te sa duzo mniej skuteczne niz przeciw-
ciata anty-VEGF);

— w terapii wielolekowej skuteczne sa kombinacje r6z-
nych inhibitoréw kinaz dziatajacych na rézne recep-
tory znajdujace si¢ na komérkach nowotworowych
i komoérkach §rédblonkowych.
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Rycina 4. Model terapii wielolekowej. W modelu tym widoczne jest wspétdziatanie klasycznych lekow chemiotera-
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Figure 4. Model of multidrug therapy demonstrating cooperation of classical chemotherapeutics with angiogenesis inhi-

bitors and drugs modulating immune response

Celem terapii skojarzonej moga by¢ nie tylko komérki
nowotworowe i komorki Srédbtonkowe naczyn, ale row-
niez niektére komorki uktadu immunologicznego [22,
23] (ryc. 4). Leki antyangiogenne, obnizajac stezenie im-
munosupresyjnego czynnika VEGF lub blokujac recep-
tor VEGFR-2, stymuluja infiltracje guzéw nowotworo-
wych przez efektorowe limfocyty T oraz zmniejszaja li-
czebnos¢ regulatorowych limfocytow T, (CD4*CD25*
Foxp3). Te ostatnie limfocyty maja duzy wplyw na ste-
zenie limfocytow T i uposledzenie reakcji odpornoscio-
wych [10]. Réwniez niektére chemioterapeutyki (np.
cyklofosfamid) moga bra¢ udzial w eliminacji limfocy-
tow T, . Dziatanie lekow antyangiogennych i lek6w prze-
ciwnowotworowych moze wigc prowadzi¢ do pojawie-
nia si¢ dodatkowych reakcji odpornosciowych. Reakcje
te moga by¢ wzmocnione dziataniem takich adiuwan-
tow, jak cytokiny: interleukina 12 (IL-12, interleukin)
czy GM-CSF [24, 30].

Omawiajac zalety terapii skojarzonej, nalezy takze wspo-
mnie¢ o niektérych jej ograniczeniach. Stosowanie
w terapii kombinacji lekéw antyangiogennych i lekéw
przeciwnowotworowych stwarza wiele dodatkowych
komplikacji. Jedna z nich jest pojawianie si¢ w komor-
kach §rédbtonkowych opornosci na leki antyangiogen-
ne [3]. Komérki Srédblonkowe moga tracic¢ wiele swo-
istych markeréw (znacznik6w) rozpoznawanych przez
leki antyangiogenne. Komorki przestaja wykorzystywac

do swego wzrostu na przyktad czynnik VEGF i staja si¢
uzaleznione od innych czynnikéw wzrostu, na przyktad
zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (bFGE, ba-
sal fibroblast growth factor). Oczywiscie taka oporno$¢
na leki wymaga zastosowania w trakcie terapii lekoéw
antyangiogennych rozpoznajacych nowe markery (w tym
przypadku: leki anty-bFGF).

Dodatkowa komplikacja, ktéra moga powodowac leki
antyangiogenne, jest ich toksyczno$¢ [16]. Hamujac sze-
reg szlakéw sygnatowych w réznych komorkach, leki
antyangiogenne moga uszkodzi¢ procesy fizjologiczne
zwigzane z powstawaniem komorek szpikowych, hemo-
poeza czy przezyciem komoérek Srodbtonkowych. Naj-
czestsze powiktania obserwowane podczas terapii z za-
stosowaniem lekéw antyangiogennych to perforacja na-
czyn, krwotoki, zahamowane gojenie si¢ ran.
Dlugotrwatle stosowanie lekéw antyangiogennych moze
prowadzi¢ do niszczenia naczyn i powstawania wokot
nich rozleglych obszaréw stabo utlenowanych komoérek
nowotworowych [19]. Niedotlenowanie oraz obnizone
pH srodowiska, w jakim znajduja si¢ komdrki nowotwo-
rowe (komorki te usuwaja jony H* w wigkszym stopniu
niz komorki prawidtowe, co prowadzi do wzrostu pH
wewnatrz komorki i jego obnizenia w Srodowisku ze-
wnetrznym) [31], wplywa na wzrost inwazyjnosci prze-
zywajacych komoérek nowotworowych [32]. Jednoczes$nie
niedotlenowanie i niskie pH §rodowiska stanowia pew-
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nego rodzaju bariery utrudniajace dotarcie lekéw do
komérek nowotworowych [31].

Okazuje si¢ takze, ze dos¢ istotnym problemem zwiaza-
nym z terapia wielolekowa jest pojawiajaca w trakcie
leczenia martwica. Martwica komérek nowotworowych
moze byé spowodowana dziataniem niektorych lekow
przeciwnowotworowych, moze tez by¢ wywotana niewy-
starczajacym utlenowaniem komérek nowotworowych.
W znacznym stopniu ogranicza ona dziatanie lekow. Po-
nadto, z komérek nekrotycznych uwalniania jest cyto-
kina prozapalna HMGBI1 (high-mobility group box 1),
ktéra stymuluje angiogeneze, a takze inwazyjnos¢ ko-
mérek nowotworowych [33]. Cytokina ta ma duzy wptyw
na repopulacje przezywajacych komérek nowotworo-

wych.

Zamiast podsumowania

Terapia wielolekowa, ktorej elementem skladowym sa
leki antyangiogenne, moze dziata¢ na komodrki nowo-
tworowe oraz niektore komodrki mikro§rodowiska no-
wotworowego (komoérki Srédbtonkowe naczyn, niekto-
re komorki uktadu immunologicznego). Poprawa sku-
tecznoSci tej terapii zalezy nie tylko od kombinacji zna-
nych lekéw. Postepy w leczeniu zaleza takze od nowych
lekéw zaprojektowanych w taki sposéb, by mogly roz-
poznawac $ciSle okreslone cele molekularne znajduja-
ce si¢ na komérkach nowotworowych lub komérkach
tak zwanego mikrosrodowiska nowotworowego. Rzeczy-
wistym bowiem celem terapii wielolekowej jest uzyska-
nie efektéw synergicznych, a nie tylko efektéw sumo-
wania si¢ jej poszczegdlnych elementéw.

Prace sfinansowano z grantu MNiSW 2 POSA 4530.
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