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Angiogeneza w nowotworach — czynniki wplywajace
na rozwoj sieci naczyniowej guza oraz ocena
neoangiogenezy w preparatach histopatologicznych
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Tumor angiogenesis — factors influencing the development of a tumor vascular network
and assessment of neoangiogenesis in histopathological samples

Summary

Angiogenesis involves the formation of capillaries on the basis of already existing blood vessels. It is a multi-
stage process resultant from the combined influence of pro- and anti-angiogenic factors. It begins with the
stimulation of endothelial cells and degeneration of the basilemma and extracellular matrix, followed by the
proliferation of endothelial cells and eventually the formation of a new vessel. The final stage involves a synthesis
of the vessel’s basilemma and incorporation of pericytes stabilizing the capillary tube.

Any study of angiogenesis necessitates a direct assessment of tissue vascularisation and indirect assessment
of the occurrence of pro-angiogenic factors. The degree of vascularisation is determined on the basis of the
number of capillaries and endothelial cell concentrations per a surface unit of a given tissue or organ. The same
is achieved by staining histopathological samples with immunohistochemical methods using panendothelial
antibodies: anti FVIII, anti-CD31 and anti CD34. The antibodies identifying proliferating endotelial cells are
also specific to the evaluation of neoangiogenesis. The same include monoclonal antibodies: E9 and TEC-11.
The quantitative analysis of blood vessel density in tumor tissue (MVD — microvessel density) is performed
with the Weidner method. The total microvascular area (TVA) is also considered a significant angiogenic factor.
The assessment of the relative surface area of capillaries within a tumor is performed using Chalkley’s method,
vessel branching count (VBC) and angiogenic index. Indirect methods of angiogenesis assessment involve the
determination of angiogenic cytokine production and the expression of their cellular receptors. The study of

modulators and assessment of angiogenesis may facilitate more efficient tumor diagnostics and therapy.
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Proces tworzenia naczyn jest koniecznym warun-
kiem rozwoju i réznicowania w czasie embriogenezy.
Odgrywa rowniez kluczowg role w licznych zjawi-
skach fizjologicznych 1 patofizjologicznych, a jej za-
istnienie jest odpowiedzig na procesy metaboliczne
zachodzace w tkankach (38)

Nowe naczynia krwiono$§ne moga powstawac
w wyniku 3 procesow: waskulogenezy, arteriogenezy
1 angiogenezy (4, 7, 10, 23).

Waskulogeneza jest to formowanie naczyn krwiono-
$nych z hemangioblastow, ktore powstaja w wyspach
krwionosnych woreczka zottkowego zarodka. Proces
ten doprowadza do wytworzenia podstawowego splotu
naczyniowego (1, 4, 7).

W procesie waskulogenezy nowa struktura naczy-
niowa powstaje z komoérek macierzystych tkanki

hemopoetycznej. Sg one zrodtem krazacych we krwi
progenitorowych komorek srodblonka (EPCs). W 3.
tygodniu embriogenezy komorki te rozpoczynaja
proliferacj¢ 1 migruja do obszaréw pozbawionych
naczyn, gdzie kumulujg si¢ 1 ksztattujg sie¢ naczyn
krwionosnych.

Arteriogeneza polega na przeksztaltcaniu istnieja-
cych wczedniej tetniczek kolateralnych w funkcjo-
nalne t¢tnice w nastepstwie pogrubienia ich warstwy
mig¢sniowej. Dzigki temu naczynia stajg si¢ elastyczne
1 nabywaja wlasciwosci wazomotorycznych. Podczas
areteriogenezy dochodzi do aktywacji komorek
srodblonka, adhezji 1 migracji przez §cian¢ naczynia
monocytow przeksztatcajagcych sie¢ w makrofagi.
Wytwarzaja one czynniki wzrostu, ktore majg wptyw
na transformacj¢ matych, juz istniejgcych naczyn
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kolateralnych w duze przewodzace t¢tnice o okoto
20-krotnie powigkszonej $rednicy (23). Arteriogeneza
odgrywa istotng role w narzadach niedotlenionych
z powodu miazdzycy ograniczajacej przeptyw krwi
przez naczynia (4, 7).

Angiogeneza fizjologiczna

W angiogenezie naczynia formowane sg na bazie juz
istniejgcych naczyn, poprzez ich rozgalezianie i wy-
dhuzanie. Proces ten ma miejsce w dojrzatych tkankach
1 polega na tworzeniu naczyhn krwiono$nych przez
paczkowanie komorek $rodblonka ze $cian i koncoéw
juzistniejacych kapilar (10, 41). Nowe naczynia moga
tworzy¢ si¢ rowniez w wyniku formowania pomostow
pomigdzy komorkami Srodblonka oraz podtuznego ich
podziatu 1 przenikania do $wiatta komorek otaczaja-
cych srodblonek podczas ,,rozszczepiania” istniejgcych
naczyn (23).

Angiogeneza jest procesem zlozonym i wieloeta-
powym, w ktérym biorg udziat liczne r6zne czynniki
pobudzajace lub hamujace ten proces.

Do czynnikéw proangiogennych naleza: VEGF,
FGFa i FGFB, TGF, PDGF, HGF, PIGF, angiogeni-
na, 22 kDa fragment heparyny, chemokiny, G-CSF,
GM-CSF, erytropoetyna, IL-8 (5, 23, 24).

Proces angiogenezy hamujg: angiostatyna, endo-
statyna, TSP-1, TSP-2, fragment prolaktyny (o masie
czasteczkowej 16 kDa), czynnik ptytkowy 4, TEMP,
INF o, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 (5, 23, 24, 34, 40).

Na angiogenez¢ maja dwojaki wptyw TGF-3
1 TNF-a, ktére w matych stezeniach wykazuja aktyw-
nos¢ proangiogenng, a w duzych — angiostatyczng oraz
Ang-2, bedaca pozytywnym regulatorem angiogenezy
jedynie w obecnosci VEGF. Zestawienie czynnikow
angiogennych przedstawia tabela 1.

Tab. 1. Czynniki wplywajace na angiogeneze¢ nowotworowa
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Niezaleznie od tych czynnikéw istotne znacze-
nie w indukcji angiogenezy ma hipoksja komorek.
Prowadzi ona do aktywacji czynnikoéw transkryp-
cyjnych, takich jak HIF-1a i1 NKkB, co powoduje
aktywacje genow kodujacych biatka czynnikow pro-
angiogennych oraz ich receptorow (23).

W normalnych warunkach komorki §rodblonka nie
dzielg si¢. Wzrost stezenia czynnika angiogennego
powoduje ich pobudzenie, w wyniku czego zmieniaja
one ksztalt, tworza wypustki 1 ulegajg podziatom.
W ich cytoplazmie powstajg wakuole, ktore faczac sig,
daja poczatek swiatta nowego naczynia kapilarnego.

W zyciu pozaplodowym zjawisko angiogenezy fizjo-
logicznej jest procesem krotkotrwatym, podlegajacym
Scistej kontroli 1 zachodzi w stanach fizjologicznego
rozrostu, odnowy i regeneracji tkanek, jak np.: goje-
nie ran, regeneracja btony $luzowej macicy po cyklu
menstruacyjnym, przerost lewej komory serca spowo-
dowany dtugotrwatymi ¢wiczeniami fizycznymi (43).

Powstawanie naczyn krwionos$nych zalezy od
rownowagi pomiedzy tempem syntezy stymulatorow
a inhibitorami tego procesu (4, 10, 33, 41). Nasilenie
syntezy czynnikow hamujgcych angiogeneze i obni-
zenie liczby kapilar zachodzi w stanach nadmiernego
rozrostu tkanki facznej, ktore cechuje zmniejszone za-
potrzebowanie na tlen i sktadniki odzywcze. Sytuacja
taka wystepuje w procesie tworzenia blizny, przy
marsko$ci watroby lub zwtoknieniu phuc.

Przesunigcie rownowagi na korzysc¢ tworzenia kapi-
lar ma miejsce w wielu stanach patologicznych, takich
jak: zaburzenia krazenia o charakterze miejscowym,
niedokrwienie 1 uszkodzenie tkanek, przewlekte stany
zapalne, martwica oraz w chorobach uktadowych:
cukrzycy, hemangiopatii, reumatoidalnym zapaleniu
stawow, tuszczycy 1 nowotworach (4, 10).

Angiogeneza w nowotworach

Angiogeneza odgrywa szczegdlng role

- Plytkowy czynnik wzrostu — PDGF

— Insulinowy czynnik wzrostu - IGF plazminogenu

~ Transformujacy czynnik wzrostu p— TGF-p | — Troponina 1

- Lozyskowy czynnik wzrostu - PDGF — Angiopoetyna-2 (Ang-2)
- Angiogenina - Restyna

- Angiopetyna-1 (Ang-1) - Fragment antytrombiny Il
- Erytropoetyna - Interferon o/

Stymulatory angiogenezy Inhibitory angiogenezy
- Czynnik wzrostu Srodbtonka naczyi — VEGF | — Trombospondyna-1i 2 (TSP-1, TSP-2)
- Czynnik wzrostu fibroblastéw — FGF - Endostatyna
- Czynnik wzrostu hepatocytow — HGF - Wazostatyna

- Angiostatyna — N-koricowy fragment

w rozrostach nowotworowych, a jej zna-
czenie w biologii guza stanowi cel wielu
rozpraw naukowych. Liderem badan nad
unaczynieniem guzow jest dr Folkman,
ktory w 1971 r. wysunat koncepcje, ze
angiogeneza jest warunkiem niezbednym
do wzrostu guza nowotworowego poza
stadium in situ (stadium przedinwazyjne).
W poczatkowej fazie nieunaczyniony guz

- Czynnik tkankowy (TF)

- Prostaglandyna E (PGE1, PGE2)

- Proliferyna PLF

- Heparyna i jej 22 kDa fragment

- Czynnik martwicy nowotworéw TNF-a

- Interleukina 8 - IL-8

- Interleukina 6 - IL-6

- Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytow — G-CSF

- Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytow i makrofagéw — GM-CSF

- Chemokiny

- N-koricowy fragment czynnika ptytkowego 4

- N-konicowy fragment prolaktyny

- Proteina zalezna od proliferyny (PRP)

- Interleukiny: IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12

- Tkankowy inhibitor metaloproteazy 1, 2, 3
-TIMP1,2,3

- Produkt trawienia osteopontyny

- N-koricowy fragment prolaktyny

nowotworowy ma objetos¢ okoto 1-3 mm’
i sktada si¢ z okoto 10° komorek odzywia-
nych droga dyfuzji (8, 33). Tkanka guza
o wielkos$ci okoto 1 cm® zawiera przecigt-
nie 10%-10° komodrek nowotworowych,
lecz takze 20 x 10° komorek $rodblonka.
Wynika stad, ze na komorke srodbtonka
przypada okoto 100 komoérek nowotwo-
rowych, utozonych warstwami wokot
kapilary (1). W nieunaczynionym guzie
w wyniku niedotlenowania liczba komorek
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ulegajacych rozpadowi i komorek proliferujacych jest
podobna (23, 44). Inwazyjny wzrost nowotworowy
zwigzany jest z pojawieniem si¢ W guzie naczyn
krwiono$nych, ktére poprawiaja utlenowanie komo-
rek 1 utatwiajg zaopatrywanie w substancje odzywcze
1 wzrostowe (40).

Zmiany zachodzace lokalnie w uktadzie naczy-
niowym pod wptywem komorek nowotworowych
zaczynaja si¢ we wczesnym etapie wzrostu guza i sg
bezwzglednie konieczne dla dalszego rozwoju nowo-
tworu. Dochodzi rowniez do lokalnego wydzielania
przez komodrki nowotworowe czynnikow angiogen-
nych, ktore parakrynnie stymuluja komorki §rodbton-
ka do proliferacji i przestrzennej organizacji w nowe
naczynie. Komorki nowotworowe zdolne sg takze do
indukcji stanu zapalnego. Pod wptywem mediatorow
zapalenia substancje prioangiogenne produkowane sg
przez makrofagi, neutrofile, limfocyty oraz fibroblasty
4,5, 41).

Wytworzenie nowego naczynia to proces wieloeta-
powy, na ktory skladajq sig:

— zwiotczenie $ciany naczynia oraz stymulaqa
komorek srodbtonka wewnatrz istniejacych naczyn
przez czynniki wzrostu,

— degradacja btony podstawnej 1 macierzy zewnatrz-
naczyniowej przez enzymy proteolityczne,

— migracja aktywowanych komoérek srédbtonka
w kierunku stymulatoréw angiogenezy,

— proliferacja i roznicowanie komorek srédbtonka,

— formowanie $wiatta nowego naczynia z odtwo-
rzeniem btony podstawnej i oddzieleniem komorek
srodblonka od macierzy pozakomorkowej,

— stabilizacja naczynia przez pericyty (2, 13, 16, 28,
34, 44, 46).

Pierwszym etapem angiogenezy nowotworowej jest
pobudzenie komorek srodbtonka przez czynniki wzro-
stu, czego nastgpstwem jest miejscowe rozszerzenie
naczyma oraz zwigzany z tym wzrost przeptywu krwi
i wzmozenie ich przepuszczalnosci. Nastepnie w wy-
niku dziatania enzymow NOWOTWOR
proteolitycznych, pobu-
dzanych przez lamining,
dochodzi do degradacji
btony podstawnej naczy-
nia, a pobudzone komor-
ki srodbtonka migruja do
otaczajacego podscieli-
ska w kierunku stymula- o
toréw angiogenezy (38). YL
Proces ten nazywamy
kietkowaniem naczyn
(sprouting) w kierunku
guza nowotworowego
(16) — ryc. 1. Komorki
srodblonka wydtuzaja
si¢ 1 uktadajg w szereg
jedna za druga, tworzac
w ten sposdb peczek

KOMORKI
MIESNI GEADKICH

a\r

SRODBLONKA .
[ ] Py MMP / \, &

Ryec. 1. Schemat angiogenezy nowotworowej —
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naczyniowy, w ktérym dalsze podzialy zachodza
proksymalnie do wedrujacego szczytu, umozliwia-
jac wzrost peczka naczyniowego na dtugosc (20).
Wazna role w tym procesie odgrywaja metaloproteazy
(MMP). Sg one aktywowane posrednio przez cytokiny
1 czynniki wzrostowe wytwarzane i uwalniane z ko-
morek nowotworowych. Pod ich wptywem dochodzi
do rozluznienia struktury macierzy pozakomorkowe;,
co utatwia migracje i proliferacj¢ komorek srodbtonka
(28, 35, 46). Komorki te dzigki kontaktom miedzy
sobg, a takze adhezji do bialek macierzy pozakomor-
kowej rekonstruujg przestrzenng strukturg naczynia.

W procesie powstawania §wiatta nowych naczyn
krwionosnych znaczacg rolg oprocz czynnikow wzro-
stu, cytokin 1 interleukin, odgrywaja geny nadrzgdne:
Notch 1 Coup TFII oraz EGF-L7.

Nazwa notch (zabkowany) zostata nadana genowi,
gdy wykryto, ze jest on odpowiedzialny za wystepo-
wanie charakterystycznie postrzgpionych skrzydet
u muszki Drosophila melanogaster. Geny Notch wy-
stepuja u wielu gatunkow zwierzat i odgrywaja zasad-
nicza rolg¢ w rozwoju i homeostazie tkanek. Aktywacja
szlaku Notch jest niezb¢dna do zachowania zdolnosci
komorek macierzystych do samoodnawiania przez
zahamowanie procesow roznicowania (26). Podczas
tworzenia naczyn system sygnalowy Notch aktywuje
procesy zwigzane z przezyciem komorek, wplywa na
przebudowe naczyn — tzw. remodeling, stabilizacje
$ciany naczyn oraz nabywanie cech fenotypowych
charakterystycznych dla tetnic. Nieprawidtowa czyn-
nos¢ szlaku sygnatowego Notch w okresie angiogenezy
prowadzi do utraty biatek charakterystycznych dla
tetnic 1 zastepowania ich przez bialka wystepujace
w naczyniach zylnych. Dochodzi réwniez do niepra-
widlowego rozmieszczania 1 zmniejszenia si¢ liczby
komorek w $cianie naczynia (13). W okresie kietko-
wania naczyn istotng rolg¢ odgrywa receptor Notch
1jego ligand DII4. Notch wraz z czynnikiem wzrostu
srodblonka naczyn (VEGF) kontroluja relacje pomieg-

PROLIFERACJA KOMOREK

kielkowanie naczyn (sprouting)
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dzy komoérkami czotowymi $roédbtonka a komorkami
przemieszczajacymi si¢ za nimi. Receptory Notch
wptywaja na zahamowanie podziatow komorek czoto-
wych, natomiast VEGF pobudza dzielenie si¢ komorek
przemieszczajacych si¢ (39).

Gen Coup TFII (Chicken ovalbumin upstream
promoter — trascription factor II) jest niezb¢dny
w trakcie fizjologicznej waskulogenezy i1 limfangio-
genezy. Moduluje ekspresj¢ wielu czynnikéw proan-
giogennych, w tym gtéwnie VEGF 1 jego receptorow
oraz Ang-1, natomiast w angiogenezie patologicznej
pobudza procesy wptywajace na ksztalttowanie mi-
krosrodowiska guza nowotworowego. Jest genem
nadrzednym, ktérego wiaczenie w prekursorowych
komorkach srodbtonka powoduje ich przeksztatcanie
w $rodblonek zyt (45).

Bardzo wazng funkcje w angiogenezie odgrywa
EGF-L7 (Epidermal Growth Factor-Like Domain 7).
Czynnik wykryto w komorkach endotelium podczas
rozwoju zarodkowego myszy 1 uznano, ze reguluje
tubulogenez¢ zarodkowa. EGF-L 7 odgrywa role
zarébwno w fizjologicznej (gojenie ran, cigza), jak
1 patologicznej angiogenezie. Jego wysoka ekspresja
wyste;puje w naczyniach tkanek proliferu;j qcych a ob-
nizona w wigkszos$ci rozwinietych naczyn, zaopatru-
jacych prawidtowe, dojrzate tkanki (22). Wydzielany
jest przez komorki §rédbtonka 1 petni rolg regulacyjna
w rekrutacji komorek mies$ni gltadkich oraz migracji
1 kietkowaniu komorek endotelium w czasie formo-
wania $§wiatta naczynia. EGF-L7 jest obecny w $ro-
dowisku macierzy zewnatrzkomorkowej, otaczajacej
kietkujace naczynie i wptywa na zapewnienie opty-
malnego mikrosrodowiska dla migrujacych komoérek
srodbtonka (31).

Cykl zyciowy komorek srédblonka w fazie spoczyn-
ku przekracza 1000 dni, natomiast w angiogenezie
sredni czas cyklu komoérek wynosi 5 dni (8, 38).

W ostatnim etapie angiogenezy nowotworowej
komorki §rodbtonka dojrzewaja, dochodzi do syntezy
btony podstawnej naczynia i wbudowywania pericy-
tow stabilizujgcych nowo powstate naczynia. Sktad
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btony podstawnej komoérek srodblonka wytworzone;j
W procesie angiogenezy nowotworowej rozni si¢ od
naczyn prawidtowych. Wystepuje w niej wigcej kwasu
hialuronowego oraz mato proteoglikanu heparyno-siar-
czanowego (40). Powstate naczynia charakteryzuja
si¢ wystepowaniem ,,okienek™ i ,,szczelin” w btonie
podstawnej, niewielkg liczba mie$ni gtadkich lub
ich brakiem i wzmozong przepuszczalnosciag (10).
Komorki srodbtonka majg szerokie potaczenia miedzy-
komorkowe, nieprawidtowy ksztatt i rozmiar. Pojawia
si¢ w nich niespotykane w §rédbtonku prawidtowym
biatko — endoglina, biorgce udziat w wigzaniu TGF
(41). Wzrasta tez ilo$¢ perlekanu — utatwiajacego wia-
zanie FGF B oraz pojawiaja si¢ swoiste receptory dla
niektorych czynnikéw wzrostowych, szczeg6lnie dla
VEGF (40). W ostatecznej stabilizacji nowo powsta-
tych naczyn istotng role odgrywaja receptory kinazy ty-
rozynowej (Tie-11Tie-2), p%ytkowopochodny czynnik
wzrostu (PDGF), a takze monocyty 1 makrofagi (41).
Sa one niezbedne do utworzenia potaczenia komorek
srodbtonka z otaczajacymi je komérkami mezenchy-
malnymi. Receptor Tie-1 uczestniczy w utrzymaniu
integralno$ci naczynia, natomiast receptor Tie-2 od-
grywa rol¢ w tworzeniu sieci naczyn (46).
Opisywana jest rowniez angiogeneza wgtobieniowa
(intussusceptive angiogenesis), polegajaca na tworze-
niu nowych naczyn krwionosnych poprzez wpuklanie
tkanki §rédmiazszowej do wnetrza juz istniejacych
naczyn — tworzone sg tzw. kolumny tkankowe — fissue
pillars (12, 47). Proces wglobienia trwa krotko (od
kilku minut do kilku godzin), poniewaz nie wymaga
proliferacji komodrek $rodblonka. Rozpoczyna sie
zwigkszeniem rozmiardw naczynia macierzystego.
Nastepnie komorki §rodbtonka poiozone symetrycznie
na przeciwlegtych $cianach naczynia tworza wpu-
klenia do §wiatta naczynia, ktore z czasem ulegaja
potaczeniu. Pomiedzy dwoma warstwami komorek
srodblonka dochodzi do odktadania tkanki srodmiagz-
szowej. Tworzeniu kolumn towarzyszy przemieszcza-
nie pericytow i mikroblastow, ktore tworzg witokna
kolagenowe — stabilizujace naczynia (27, 35) ryc. 2.

BLONA PODSTAWNA
KOMORKI SRODBLONKA

FIBROBLAST

Ryec. 2. Schemat angiogenezy nowotworowej wglobieniowej

KOLUMNA

PERICYT SRODMIAZSZOWA
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Indukcja angiogenezy nowotworéw moze przebie-
ga¢ w dwojaki sposob:

— w warunkach niedotlenienia komorki nowotwo-
rowe wydzielajg VEGF, ktory dziata stymulujaco na
migracje 1 pod21a1y komorek $rddbtonka,

— mutacje gendw i zmiany epigenetyczne prowadzg
do powstania tzw. fenotypu angiogennego.

Mechanizm pierwszy w niewielkich nowotworach
indukuje syntez¢ VEGF 1 apoptozg. Przypuszcza sig,
ze r0zw0j guzow 1 przerzutOw ma miejsce wowczas,
kiedy zostanie zniesiona aktywno$¢ inhibitoréw an-
giogenezy.

Drugi mechanizm jest zwigzany z powstaniem fe-
notypu angiogennego (tzw. angiogenic switch), ktory
polega na pojawieniu si¢ trwalych modyfikacji gene-
tycznych w komorkach nowotworowych aktywujacych
geny kodujace czynniki angiogenne (30, 33, 34, 40).

Spowolnienie przepltywu krwi w nieprawidtowych
nowotworowych naczyniach krwiono$nych powodu-
je powstanie niedotlenienia w komorkach 1 indukcje
HIF-1a1HIF-2a, ktore aktywuja geny kodujgce biatka
odpowiedzialne za progresj¢ nowotworows (40).

Czynniki regulujace neoangiogeneze mogg by¢ po-
chodzenia endokrynnego (z krazenia), parakrynnego
(z guza, podscieliska, macierzy zewnatrzkomoérkowe;
lub komorek zapalnych) oraz autokrynnego (z samych
komorek §rodblonka).

Wsrod czynnikoéw angiogennych wyroznia sig
czynniki pro- i antyangiogenne, a zachwianie row-
nowagi miedzy nimi prowadzi do stymulacji lub do
zahamowania angiogenezy (2, 14, 16, 40, 43) tab. 1.
Wykazano, ze przewaga aktywatorow angiogenezy
warunkuje powstawanie nowych naczyn, podczas gdy
przewaga inhibitoréw powoduje ,,cisz¢ angiogenng”,
a nawet regresje naczyn. Brak aktywatorow angioge-
nezy, podobnie jak brak kontaktu z pozanaczyniowa
macierza wprowadza komorki $rodbtonka na szlak
apoptozy (44).

Czynniki stymulujace angiogeneze majg dos$¢ szero-
kie spektrum dziatania. Wyr6zniono trzy istotne cechy
czynnikOdw proangiogennych:

— swoiste dzialanie na komorki srodblonka, tzn. ich
pojawienie si¢ powinno indukowac angiogeneze,

— posiadanie swoistych receptoréw na komorkach
srodbtonka,

— ich zanik powinien hamowac¢ angiogeneze (40).

Najsilniejszym 1 najbardziej swoistym czynnikiem
spetniajacym wszystkie powyzsze warunki jest VEGF,
pozostate czynniki maja dziatanie wielokierunkowe
i nie sg tak swoiste (25, 30, 35).

Metody iloSciowe oznaczania angiogenezy
nowotworowej

W badaniach nad angiogenezg konieczne jest
dokonywanie oceny unaczynienia tkanek — metody
bezposrednie oraz ocena aktywnos$ci czynnikéw pro-
angiogennych — metody posrednie (16, 43).

Stopien unaczynienia okresla liczba kapilar lub
skupisk komorek §rodbtonka przypadajaca na jed-
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nostke powierzchni tkanki lub narzadu. Umozliwiaja
to barwienia preparatow histopatologiczych metodami
immunohistochemicznymi.

Komorki §rodbtonka naczyniowego prezentuja kilka
markerow, rozpoznawanych w reakcjach immunohi-
stochemicznych za pomoca przeciwciat. Nalezg do
nich tzw. przeciwciala panendotelialne, reagujace
z antygenami zlokalizowanymi na powierzchni wszyst-
kich komorek $rodbtonka oraz przeciwciata taczace
si¢ z antygenami obecnymi jedynie na powierzchni
proliferujacych komorek $rodbtonka. Do przeciwciat
panendotelialnych zalicza si¢ przeciwciata skierowane
przeciwko czynnikowi Willebranta (VIII), antygenowi
CD31 oraz antygenowi CD34. Najbardziej czutymi
przeciwcialami w tkankach ludzkich sg anty-CD-31
1 anty-CD-34 (3, 18, 19), natomiast w tkankach zwie-
rzgcych do uwidocznienia komorek srédbtonka najlep-
szg reakcj¢ wykazano po zastosowaniu przeciwciata
monoklonalnego anty FVIII i anty-CD-31 (34, 36,
37) —ryc. 3, 4. Przeciwciata anty-CD34 umozliwiaja

Rye. 3. Barw1en1e immunohistochemiczne przec1wc1alem anty
FVIII (200 x)

Ryec. 4. Barwienie immunohistochemiczne przeciwcialem anty
FVIII (400 x)
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Tab. 2. Punktacja wykorzystana przy obliczaniu Al

powierzchni mikron_aczyﬁ, a'le Liczba punktéw | Ekspresja trombospondyny-1 | Ekspresja biatka p53 Liczba naczyii wtosowatych

takze Wchodzq w 1ntergqu 1 > 30 0-20 0-29

z elemer‘ltam,l,zre;bu, ogranicza- 0 e 2050 2069

jac swoisto$¢ przy okreslaniu

gQStOéCi naczyn 9). -1 20-24 60-89 70-84
Wspolng cechg przeciwciat -2 15-19 90-119 85-99

panendotelialnych jest inten- -3 10-14 120-149 100-122

sywnos$¢ barwnych odczynoéw -4 0-9 > 150 >123

zarowno dla matych, jak i du-
zych naczyn (3). Wada tych markeréw jest to, ze nie
pozwalaja na rozroznienie $rédblonkow proliferuja-
cych od nieaktywnych (3).

Wykazano, ze bardziej specyficzne do oceny neoan-
giogenezy sg przeciwciata identyfikujace proliferujace
komorki $rodbtonka. Naleza do nich przemwmala mo-
noklonalne — E9 oraz TEC-11 reagujace z antygenem
CD105 oraz LM609 rozpoznajace integryng alfavbe-
ta3. Zbadano, ze s3 one specyficzne dla zaktywowa-
nych komorek $rodblonka (6, 19, 29), maja jednak
ograniczone mozliwos$ci zastosowania ze wzgledu na
konieczno$¢ barwienia wytacznie mrozonych skraw-
kow tkanek (36).

Do ilo$ciowej analizy gestosci naczyn krwionos$nych
w tkance nowotworowowej (MVD — microvessel
density) wykorzystuje si¢ metode Weidnera (19, 30,
36, 42). Liczenie przeprowadza si¢ przy pomocy mi-
kroskopu swietlnego, w trzech lub czterech obszarach
najbardziej intensywnego unaczynienia (tzw. hotspot
— goragcym polu) w polu mikroskopowym 0,74 mm?.
Wedlug Weidnera definicjg naczynia jest zardOwno
uformowane naczynie, jak i pojedyncza komorka
srodbtonka (42). Inni badacze okreslaja naczynie jako
struktur¢ z wyksztalconym $wiattem.

Wskaznikiem angiogenezy, majacym zastosowanie
w badaniach nad unaczynieniem guza, jest calkowita
powierzchnia mikronaczyn (total microvascular area,
TVA). TVA obliczana jest za pomocg specjalnego
obiektywu o znanej $rednicy widzenia w trzech lub
czterech polach najbardziej intensywnego unaczy-
nienia. Dane pozwalaja na okres$lenie powierzchni
zajmowanej przez naczynia wlosowate w tkance guza
(3, 19, 32).

Do posredniej oceny wzglednej powierzchni naczyn
wlosowatych w guzie stosowana jest takze metoda
Chalkleya (32). W badaniu wykorzystuje si¢ naktadang
na okular specjalng 25-punktowg siatk¢. Po wybraniu
trzech lub czterech obszaro6w o najbogatszej sieci
naczyn (hotspots), oblicza si¢ ilo§¢ wybarwionych
naczyn stykajgcych si¢ z punktami na siatce Chalkleya.
Srednia liczba naczyn jest miarg angiogenezy guza
(15, 21).

Metoda MVD dotyczy oceny profilu ggstosci mi-
kronaczyn, natomiast metoda Chalkleya pozwala na
ocen¢ powierzchni lub objgto$ci zajmowanej przez
naczynia (43). Niektorzy uwazaja, ze jest ona bardziej
precyzyjna niz metoda Weidnera (11).

Metoda oceniajacg unaczynienie guza jest takze
liczba rozgatezien naczyniowych (VBC) — okreslajaca
liczbe rozgalezien w 100 naczyniach wlosowatych
tkanki nowotworowe;j.

Innym, cennym i oryginalnym markerem angioge-
nezy jest zaproponowany przez Mehte 1 wsp. index an-
giogeniczny (angiogenesis indeks — Al). Dostarcza on
informacji na temat cech histologicznych oraz aktyw-
nosci czynnikéw modulujacych przebieg angiogenezy
(17). W obliczeniach zastosowano specyficzny system
punktacji cech immunohistochemicznych (tab. 2).
Wskaznik angiogenezy jest sumg punktow przydzielo-
nych za ekspresj¢ trombospondyny-1, biatka p53 oraz
liczbe naczyn. Najlepsze rokowanie wystepuje przy Al
wynoszacym [+3], najgorsze przy [—12]. Autorzy tej
metody wykazali, ze indeks angiogenezy jest nieza-
leznym czynnikiem prognostycznym skorelowanym
z catkowitym przezyciem chorych (17).

Stosowanie réznych przeciwcial, a takze sama
interpretacja definicji naczynia moga by¢ przyczyng
rozbieznych wynikow badan. Obecnie w celu unik-
niecia bledow coraz czesciej uzywa si¢ systemow
automatycznych liczenia naczyn z zastosowaniem
systemow komputerowo wspomaganej analizy obrazu
mikroskopowego (18).

Metody posredniej oceny angiogenezy polegaja
na oznaczeniu produkcji cytokin angiogennych, tj.
VEGF oraz bFGF — ich ekspresji tkankowej, stezeniu
w surowicy krwi i ekspresji receptorow (37, 43). Do
okreslenia ekspresji czynnikow wykorzystuje si¢ testy
immunoenzymatyczne Elisa. Wykorzystujac techniki
biologii molekularnej ocenia si¢ takze ekspresje recep-
toréw czynnikéw stymulujacych neoangiogeneze, np.
fit-1(receptor VEGF) w tkance nowotworowej (16).

Badanie modulatoréw angiogenezy i ocena nasile-
nia angiogenezy stwarzajg szanse na lepsze poznanie
patologii nowotwordw, pomagajag w prognozowaniu
rozwoju procesu nowotworowego, a w szczegolnosci
przewidywaniu progresji. Ocena angiogenezy w wielu
nowotworach staje si¢ potencjalnym czynnikiem decy-
dujacym o wyborze terapii onkologicznej, a w szcze-
g6lnosci zastosowania leczenia antyangiogennego.
Obecnie w III fazie badan klinicznych sg leki hamujace
poszczegoblne etapy angiogenezy, np. inhibitory meta-
loproteaz — hamujace rozktad btony podstawnej, czy
antagonisci czynnikow angiogenych, tj. VEGF. Leki te
dzielimy na dwie grupy: leki dziatajace posrednio, kto-
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rych celem jest neutralizacja czynnika angiogennego,
np. przeciwciata skierowane przeciwko rodzinie VEGF
oraz leki dzialajace bezposrednio — hamujace prolife-
racj¢, migracj¢ i réznicowanie komorek $rdédbtonka.
Mimo wielu sukcesOw zwigzanych z zastosowaniem
terapii antyangiogennej obserwuje si¢ takze efekty
uboczne. Leki te mogg uposledza¢ wiele proceséw
fizjologicznych zwigzanych z powstawaniem komorek
szpikowych lub hemopoezg. Obecnie na szeroka skale
prowadzone s3 badania, w ktorych dazy si¢ do uzy-
skania optymalnych dawek lekow antyangiogennych,
sposobu ich podawania i czasu trwania terapii (14).
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