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Streszczenie: VEGF-A jest glikoproteing nalezaca do rodziny czynnikéw wzrostu $rodblonka. Ludzki
gen VEGF-A, zlokalizowany jest na chromosomie 6p21.3 i zawiera 8 egzondw przedzielonych 7 intro-
nami. W wyniku alternatywnego sktadania moze powstawaé 10 izoform VEGF-A okreslanych jako: 121,
138, 145, 148, 162, 162b, 165, 183, 189 1 206 r6zniacych si¢ budowa, wystgpowaniem i funkcja. VEGF-
A wiaze sig z receptorami blonowymi o aktywnosci kinazy tyrozynowej Flt-1 1 Flk-1, czego efektem jest
aktywacja biatek adaptorowych Shc, Grb2, Nic, Nck, Crk, fosfatazy tyrozynowej SHP-1 i SHP-2 oraz
biatek docelowych, takich jak: kinaza biatkowa B Akt/PKB, fosfolipaza biatkowa Cy(PLCYy), kinaza FAK
czy p85 PI-3K. Do najsilniejszych induktorow ekspresji VEGF-A nalezy stan hipoksji. W obrgbie
promotora genu wykryto sekwencj¢ zalezna od hipoksji, z ktora wiaze si¢ czynnik transkrypcyjny HIF-
1. VEGF-A jest biatkiem o szerokim spektrum dziatania. Pelni wiele réznych funkcji w organizmie, z
ktorych najwazniejsza jest rola w procesie angiogenezy. Poznanie mechanizmdéw angiogenezy zaowoco-
wato nowa strategia leczenia choréb nowotworowych (terapia antyangiogenna), stanow patologicznych
przebiegajacych z niedotlenieniem i niedokrwieniem (angiogeneza terapeutyczna), np. choroby naczyn
wiencowych, ostrego niedokrwienia migsnia sercowego, niedokrwienia moézgu oraz konczyn.

Stowa kluczowe: czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn — VEGF-A, receptory Flt-1 i Flk-1, czynnik
transkrypcyjny HIF-1, mechanizm transdukcji sygnatu, terapia antyangiogenna.

Summary: VEGF-A is a glycoprotein, which belongs to the vascular endothelial growth factor family. The
human VEGF-A gene is composed of 8 exons, separated by 7 introns and is localized in chromosome
6p21.3. Alternative exon splicing of a single VEGF gene results in the generation of the ten different
isoforms known as 121, 138, 145, 148, 162, 162b, 165, 183, 189 and 206. VEGF-A binds to two tyrosine
kinase receptors Flt-1 and Flk-1. Activation of the receptors leads to a rapid recruitment of the adaptor
proteins She, Grb2, Nic, Nck, Crk, protein tyrosine phosphatases SHP-1 i SHP-2 as well as Akt/PKB
serine/threonine kinase, phospholipase Cy (PLCy), focal adhesion kinase FAK and PI-3 kinase. Oxygen
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tension is a key regulator of VEGF gene expression. Hypoxia-inducible transcription of VEGF is media-
ted, at least in part, by the binding of hypoxia-inducible factor 1 HIF-1 to an HIF-1 binding site located in
the VEGF promoter. VEGF-A plays very important roles in the organism of which angiogenesis is the
most significant. The understanding of the mechanisms of angiogenesis can create the basis of new
methods of treatment of some diseases with accompanying angiogenesis disturbances, such as antiangio-
genic cancer therapy, and therapeutic angiogenesis in case of cardiac, brain and limb ischemia.

Key words: vascular endothelial growth factor — VEGF-A, Flt-1 and Flk-1 receptors, HIF-1 transcription
factor, signal transduction, antiangiogenic therapy.

BUDOWA GENU, ZRODLO I WEASCIWOSCI BIALKA VEGF-A

Historia czynnika wzrostu srodbtonka naczyn VEGF (ang. vascular endothelial
growth factor) siega poczatku lat osiemdziesiatych, kiedy to intensywnie trwaly
badania nad procesami nowotworzenia. Senger i wsp. [S1] w 1983 badajac proces
angiogenezy w obrgbie guza nowotworowego opisali czynnik zwigkszajacy przepusz-
czalno$¢ naczyn krwiono$nych — VPF (ang. vascular permeability factor). Kilka
lat p6zniej odkryto biatko wykazujace silne wlasciwosci mitogenne w stosunku do
komorek $roédblonka i nazwano je VEGF lub waskulotroping [12]. Po sklonowaniu
w 1989 r. VPF [23] i VEGF [27] okazalo sig, ze oba biatka sa tozsame. O waznej
roli VEGF w procesach fizjologicznych $wiadczy fakt, ze mysie zarodki, pozbawione
tylko jednego allelu genu VEGF, gingly jeszcze przed urodzeniem [12].

Do rodziny VEGF naleza VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E oraz
lozyskowy czynnik wzrostu PIGF (ang. placenta growth factor) [12]. Ludzki gen
VEGF-A jest zlokalizowany na chromosomie 6p21.3 i zawiera 8 egzonow przedzie-
lonych 7 intronami. Region kodujacy obejmuje w przyblizeniu 14 kpz [60]. W obrebie regionu
promotora odkryto miedzy innymi sekwencje wiazace czynniki transkrypcyjne: HIF-1,
AP-1, AP-2, NFKB, GATA-6 [17, 36]. W wyniku alternatywnego sktadania moze powstawaé
10 izoform mRNA VEGF-A: VEGF-A ,, VEGF-A ., VEGF-A . VEGF-A
VEGF-A ., VEGF-A . VEGF-A , VEGF-A ., VEGF-A  oraz VEGF-A,  (ryc. 1).

Ekgzony od 1 do 5 koduja N-koncowy fragment peptydu, w ktérym zlokalizowane
sa domeny PS, A i B. PS jest peptydem sygnatowym, ktory jest odcinany przy sekrecji
czasteczki, natomiast domeny A i B sa odpowiedzialne za wiazanie si¢ z receptorami.
Domena A zawiera ujemnie naladowane aminokwasy Asp®, Glu*®, Glu®, niezbedne
do wiazania si¢ z receptorem Flt-1, natomiast domena B zawiera dodatnio natladowane
aminokwasy, takie jak: Asn®, Lys*, His*, niezbedne do wiazania sie z receptorem
Flk-1 [38]. Egzony 6 i 7 koduja dwie niezalezne domeny w obrebie czgsci C-terminalnej
H1 i H2. Sa one odpowiedzialne za transport peptydu, transdukcje sygnatu do wngtrza
komorki, powinowactwo do heparyny, interakcje z innymi czynnikami wzrostowymi,
aktywno$¢ mitogenng oraz za wiazanie z koreceptorem Flk-1, tj. neuropiling 1
(NRP-1) (ang. neuropilin receptor 1) [20].

VEGF-A |, , VEGF-A ., VEGF-A .. i VEGF-A  wystepuja w wigkszosci
tkanek. Ilosciowo dominuja izoformy 121, 165, w mniejszym stopniu 189 [37].
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VEGF-A, . wyizolowano z ludzkiej watroby plodowej [20], VEGF-A . z
niektorych linii komérek nowotworowych oraz z narzadow rozrodczych kobiety
[43], VEGF-A ; z kigbuszkow nerkowych [62], natomiast VEGF-A  z ludzkich
komorek raka jajnika A431 [26]. VEGF-A jest syntetyzowany przez rozne typy
komorek: mastocyty, komorki migsni gltadkich naczyn krwiono$nych VSMC (ang.
vascular smooth muscle cell), makrofagi, fibroblasty, komorki nowotworowe, komorki
sroédbtonka [40], monocyty, keratynocyty, eozynofile, limfocyty T. Jest rowniez
produkowany i magazynowany w ziarnisto§ciach o ptytek krwi [25]. W obrebie
siatkowki oka znaleziono go migdzy innymi w astrocytach, komoérkach Miillera,
komorkach nerwowych, komdrkach srédbtonka i w nabtonku barwnikowym [20].
Krotsze izoformy, takie jak VEGF-A , i VEGF—AB& znajduja si¢ w macierzy
pozakomorkowej, podezas gdy dluzsze (VEGF-A |, VEGF-A ), VEGF-A, ) wiaza
si¢ z proteoglikanami siarczanu heparanu na powierzchni komorki, co stanowi swoisty
zewnatrzkomorkowy magazyn VEGF-A. Z proteoglikanami siarczanu heparanu wiaza
si¢ takze inne peptydy, migdzy innymi zasadowy czynnik wzrostu bFGF (ang. basic
fibroblast growth factor). Wzajemna konkurencja mi¢dzy VEGF-A 1 bFGF o miejsce
wigzania czeSciowo thumaczy ich synergizm w indukcji angiogenezy. VEGF-A, . ze
wzgledu na swoja budowg jest zlokalizowane w macierzy, jak i zakotwiczone w blonie
komoérkowej. W wyniku dziatania enzymow proteolitycznych, np. plazminy, z czasteczek
zwiazanych na powierzchni komorki zostaje uwalniany aktywny, rozpuszczalny

fragment peptydowy (110 aminokwasow) zwany VEGF-A, [37].

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA EKSPRESJE GENU VEGF-A

Niewatpliwie do najsilniejszych induktoréw ekspresji VEGF-A nalezy stan hipoksji.
Poziom ekspresji mRNA VEGF jest odwrotnie proporcjonalny do ciSnienia pO, na
zewnatrz komorki [13]. Zauwazono duze podobienstwo mechanizmu ekspresji genu
VEGF-A do genu erytropoetyny. W obu przypadkach sekwencje regulatorowe zawie-
raja zalezny od hipoksji element o konserwatywnym rdzeniu 5’-CGTG-3’, tzw. HRE
(ang. hypoxia response element), z ktora wiaze si¢ czynnik transkrypcyjny HIF-1
(ang. hypoxia inducible factor 1) [5]. HIF-1 sktada si¢ z dwdch podjednostek o i
B. Do rodziny biatek HIF-1a naleza rowniez biatka HIF-2a oraz HIF-3a. Podjednostki
0 naleza do podrodziny czynnikow transkrypcyjnych bHLH-PAS zawierajacych motyw
heliks-petla-heliks bHLH (ang. basic helix-loop-helix) oraz domeng PAS (ang. per-
arnt-sim). Motyw bHLH oraz domena PAS, zlokalizowane na N-koncu tancucha
polipeptydowego, sa odpowiedzialne za dimeryzacje podjednostek i wiazanie si¢ z
DNA. HIF-1a, jak wigkszos¢ czynnikéw transkrypcyjnych, ma sygnal lokalizacji
jadrowej NLS (ang. nucleus localization signal), ktéry jest niezbedny do przemiesz-
czenia si¢ biatka z cytoplazmy do jadra komorkowego. Biatko HIF-1[3, synonim ARNT
(ang. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator protein) wystgpuje w jadrze
komérkowym wigkszosci komorek, a jego ekspresja, w przeciwienstwie do HIF-1a,
nie zalezy od pO, [30].
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W warunkach normoksji biatko HIF-1a w cytoplazmie prawie w ogodle nie
wystepuje poniewaz ulega szybkiej proteolitycznej degradacji przez E3 ligaze
ubikwitynowa. Ligaza ta zawiera biatkko pVHL (ang. von Hippel-Lindau protein),
ktore jest odpowiedzialne za przytaczenie ubikwityny do HIF-10a, czego efektem jest
rozpoczgcie proteolizy. Interakcja pomigdzy pVHL a specyficzna domena HIF-1a jest
regulowana przez zalezna od propylo-4-hydroksylazy hydroksylacje proliny (Pro>** w
HIF-10a), ktora do swej aktywnosci potrzebuje tlenu czasteczkowego i jonow zelaza.
Hipoksja hamuje rowniez zalezna od poziomu O, hydroksylacje asparginy (Asn®”)
w domenie transaktywacyjnej biatka HIF-1a, co umozliwia przytaczenie specyficznego
koaktywatora transkrypcji biatka p300/CBP (ang. CREB binding protein). p300/CBP
wiaze biatlo CREB-1 (ang. cAMP response element-binding protein) nalezace do
rodziny czynnikow wiazacych miejsca na DNA zalezne od poziomu cAMP zwane
CRE (ang. cAMP responsible element). Efektem tego jest powstanie kompleksu
CREB-1/HIF-1 i zwigkszenie aktywno$ci transkrypcyjnej czynnika HIF-1 [56].
HIF-1a wchodzi réwniez w interakcje z biatkiem Jabl (ang. jun-activation domain-
binding protein-1), ktore jest koaktywatorem czynnika transkrypcyjnego AP-1. Jabl
podobnie jak biatko p300 zwigksza aktywnos¢ transkrypcyjna czynnika HIF-1 [2]. Nie
tylko HIF-1 czy CREB-1, ale takze inne czynniki transkrypcyjne: AP-1, AP-2, SP1,
NFKB, p53 czy czynnik transkrypcyjny ATF-1 moga indukowac ekspresje genu VEGF
[28]. Nalezy podkresli¢, ze transkrypcja genu VEGF zalezy glownie od stabilnosci
biatka HIF-1d, nie mniej odkryto réwniez mechanizmy prowadzace do zwigkszenia
trwalosci samego transkryptu mRNA, w warunkach hipoksji, szczegdlnie jego koncéw
5’ 1 3’ nieulegajacych translacji. Istotng rolg petnia tu biatka HuR, biatko wiazace
regiony bogate w AU oraz biatko PAIP2 (ang. polyadenylated-binding protein-
interacting protein 2]. Dodatkowo koniec 5° ma dwie niezalezne wewngtrzne
sekwencje przylaczania rybosoméw IRES (ang. internal ribosome entry sites), co
umozliwia rozpoczecie transkrypcji nawet podczas stanu hipoksji [56]. Ze wzgledu na
role, jaka petni w zachowaniu homeostazy catego organizmu, VEGF ma precyzyjny i
skomplikowany mechanizm regulujacy jego ekspresjg i sekrecj¢. Do induktoréw mozna
zaliczy¢ cytokiny (np. IL-1pB, IL-6), czynniki wzrostowe (np. EGF, TGF-a i -3,
IGF-1, PDGF), prostaglandyny (PGE,) oraz hormony (np. ACTH, LH, estrogeny) [18,
6], endoteling 1, cAMP, Ca*', jony metali ciezkich [21], trombine, angiotensyne II [47],
endotoksyny [33], a takze mutacje w onkogenach: src, raf, ras czy erbB oraz w
genach supresorowych, np. w genie p53 [13, 38, 50].

RECEPTORY DLA VEGF

Receptory dla VEGF sa btonowymi glikoproteinami. Sktadaja sig¢ z trzech czesci:
domeny zewnatrzkomorkowej, transmembranowej i domeny wewnatrzkomorkowej
o aktywno$ci kinazy tyrozynowej (ryc. 2). Do rodziny receptoréw VEGF naleza:

VEGFR-1 (ang. vascular endothelial growth factor receptor 1) — receptor czynnika wzro-
stu $rodblonka, zwany rowniez Flt-1 (ang. fins-like tyrosine kinase 1); masa 180 kDa;



VEGF-A
VEGF-B
PIGF-1
PIGF-2

=)
S
ol
S
S
S
I E
I
X

~—

VEGFR-1
(Flt-1)

N
T
-
N
;
i

=

I

N

W

VEGFR-2
(FIk-1)

VEGF-A
VEGF-C
VEGF-D

I
1
I
j 1
1
I
|
B
Y

-

VEGF-C
VEGF-D

]
AL
B R
AL
3 B
TN
,l'
1
o

~—

VEGFR-3
(Flt-4)

RYCINA 2. Receptory dla VEGF ([22] w modyfikacji wlasnej)

VEGF-A Semalll SemakE
VEGF-B Sema E Sema |V

PIGF-1 SemalV VEGF-A,
PIGF-2 VEGF-A,
PIGF-2

VEGFRs
(sFlt-1)

NRP-1 NRP-2

9¢

ZOIMAZIAIZA "Z “VASMONIVIMI-TVINOA ‘d “NTINAOHD ‘d MITHONED 'V



VEGF-A — CELEM ANTYANGIOGENNEJ TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE] 563

VEGFR-2 zwany réwniez KDR (ang. kinase domain region) — mysi homolog
Flk-1 (ang. foetal liver kinase 1) wykazuje 85% podobienstwo z ludzkim recep-
torem KDR, masa 230 kDa;

VEGFR-3 zwany rowniez Flt-4 (ang. fins-like tyrosine kinase 4); masa ok. 120
kDa;

VEGFRs (sFlt-1) — rozpuszczalna forma receptora Flt-1 (ang. soluble fins-like
tyrosine kinase 1) — zawiera tylko czg$¢ zewnatrzkomoérkowa (6 domen immu-
noglobulinopodobnych), natomiast nie zawiera fragmentu transmembranowego oraz
domeny cytoplazmatycznej [22].

Ekspresja VEGFR-1 zachodzi gltéwnie w komoérkach srodbtonka naczyn krwio-
nosnych, ponadto w monocytach, makrofagach, w trofoblascie tozyska i w komoérkach
mezangialnych nerki. Ekspresja VEGFR-2 wystepuje przede wszystkim w komorkach
srodbtonka naczyn krwiono$nych, ale takze w megakariocytach, ptytkach krwi oraz
w krwiotworczych komorkach macierzystych i komorkach macierzystych siatkowki
[13]. Receptor Flt-4, dla ktorego ligandami sa VEGF-C i VEGF-D posredniczy
w przekazywaniu sygnatéw limfangiogennych. Obszerniejsze informacje na temat
tego receptora wykraczajace poza zakres niniejszej publikacji mozna znalez¢
w odpowiednich pracach przegladowych [13, 22, 50]. Receptor sFlt-1, ktory powstaje
w wyniku alternatywnego sktadania receptora Flt-1, wiaze si¢ z VEGF-A 1 B. Jak
dotad nie jest znana rola fizjologiczna tego typu receptora. Prawdopodobnie moze
on wiaza¢ VEGF we krwi i w ten sposéb zapobiega¢ stymulacji §rédblonka.

W obrebie promotora genu Flt-1, podobnie jak w przypadku VEGF-A, stwierdzono
zalezna od hipoksji sekwencje¢ HRE, ktorej nie ma promotor genu Flk-1. Wydaje
si¢ zatem, ze ekspresja genu Flk-1 jest niezalezna od hipoksji [13]. Oba receptory
sa niezbedne dla prawidtowego przebiegu angiogenezy, rdznig si¢ mechanizmami
transdukcji sygnatu. Po pobudzeniu receptora Flk-1 zachodzi silna, zalezna od ligandu
autofosforylacja tyrozyny w obrebie domeny kinazy tyrozynowej, podczas gdy pobu-
dzenie receptora Flt-1 wykazuje bardzo staba odpowiedz. Aktywacja receptora
Flk-1, ktéry prawdopodobnie odpowiedzialny jest za pelne spektrum dziatania
VEGF-A, prowadzi do zwigkszenia przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych, proli-
feracji 1 zahamowania apoptozy komorek $rodblonka oraz angiogenezy [50],
a w zyciu ptodowym jest nie tylko wczesnym markerem dla komoérek progeni-
torowych naczyn i komorek hematopoetycznych, ale jest rowniez niezbedny dla ich
prawidtowego rozwoju. Embriony nie majace genu Flk-1 umieraty w 9 dniu rozwoju
z powodu braku waskulogenezy [52].

Flt-1 jest odpowiedzialny za regulacj¢ syntezy metaloproteaz w komorkach migsni
gtadkich [53], migracj¢ monocytow/makrofagéw i limfocytéw oraz wplywa na
reorganizacje cytoszkieletu.

Receptory Flk-1 i Flt-1 wykazuja interakcj¢ z neuropiling 1 1 2 (NRP-1,2)
(ang. neuropilin receptor 1,2), ktore naleza do rodziny bialek kollapsyny/
semaforyny (Sema) bioracych udziat w kierowaniu komorek nerwowych podczas
tworzenia si¢ uktadu nerwowego. Neuropilina 1 wiaze Sema-IIIA, Sema-E,
Sema-1V, VEGF-A ., PIGF-2 i VEGF-B, natomiast neuropilina 2 wiaze Se-
ma-E, Sema-IV, VEGF-A . [41, 50], VEGF-A - [15] oraz VEGF-E [50].
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MECHANIZM TRANSDUKCJI SYGNALU DO KOMORKI
7. UDZIALEM RECEPTORA FLK-1

Aby mogto dojs¢ do transdukcji sygnatu do komorki, zaréwno ligand (VEGF), jak
i receptor (Flk-1) musza ulec dimeryzacji. Po potaczeniu si¢ ligandu z zewnatrz-
komorkowa domena receptora Flk-1 zachodzi silna, zalezna od ligandu autofosforylacja
tyrozyn w obrebie domeny kinazy tyrozynowej. Ufosforylowane tyrozyny wiaza biatka
majace domeny SH2 i SH3 (ang. sarcoma homology). Naleza do nich biatka
adaptorowe: Shc, Grb2, Nic, Nck, Crk, biatka fosfatazy tyrozynowej SHP-1 1 SHP-2
oraz biatka docelowe, takie jak: kinaza biatkowa B Akt/PKB (ang. protein kinase
B), fosfolipaza biatkowa Cy (PLCY) (ang. phospholipase C), kinaza FAK (ang. focal
adhesion kinase) oraz biatko p85 — podjednostka kinazy PI-3K [24]. Aktywacja kinazy
FAK (p125) prowadzi do zaleznej od paksyliny reorganizacji cytoszkieletu, efektem
czego jest zwigkszenie migracji komorek [32], natomiast aktywacja biatka adapto-
rowego Grb2 uruchamia szlak Ras/MAPK, co prowadzi do zwigkszenia aktywnosci
proliferacyjnej komorek. Fosfolipaza C poprzez inozytolo-1,4,5-trifosforan (IP,) oraz
diacyloglicerol (DAG) zwigksza stezenia jonéw Ca’" w cytoplazmie. Aktywacja kinazy
Akt, ktora inaktywuje kaspaze-9, oraz dodatkowo zwigkszenie ekspresji biatek
antyapoptycznych Bcl-2 i inhibitorow kaspazy 3 (surwiwiny) chroni komorki przed
apoptoza (ryc. 3) Obszerniejsze informacje na temat tych mechanizméw mozna znalez¢
w odpowiednich pracach przegladowych [13, 22, 50].

TERAPIA ANTYANGIOGENNA

Rozwdj biologii molekularnej przyczynit si¢ do poznania mechanizméw hamowania
oraz indukcji angiogenezy. Stworzyto to nowe mozliwosci leczenia stanéw niedo-
krwiennych, np. zawalu mig$nia sercowego (angiogeneza terapeutyczna), jak i zwia-
zanych z nadmierna angiogeneza, ktdra towarzyszy np. rozwojowi guzow nowotwo-
rowych (terapia antyangiogenna). Najwigksze sukcesy odnosi obecnie terapia antyan-
giogenna, w ktorej wykorzystuje si¢ przeciwciata anty-VEGFR-2, peptydy hamujace
aktywnos¢ receptora VEGFR-2, niskoczasteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych
receptorow VEGFR, immunoterapig, oligonukleotydy hamujace ekspresje genu
VEGFR oraz tzw. terapi¢ przeciwnaczyniowa (ryc. 3).

Przeciwciala anty-VEGFR-2 1 anty-VEGF

W terapii antyangiogennej mozna zastosowac przeciwciata monoklonalne skierowane
przeciwko receptorowi VEGFR-2 oraz przeciwko biatku VEGF. Przeciwciato anty-
VEGFR-2 o symbolu DC-101 (uzyskane przez firmg¢ ImClone Inc.) w istotny sposob
hamowato u myszy rozwdj guzoéw pierwotnych, takich jak: rak ptuca (Lewis lung),
piersi (4T1), okreznicy (CT-26), czerniaka (B16), a takze powstrzymywato rozwoj
przerzutow w raku ptuc. Skuteczno$¢ jego dziatania badano réwniez w potaczeniu
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z chemioterapia u myszy bezgrasiczych zaszczepionych ludzkimi guzami, m.in.
glejakiem, rakiem ptaskonabtonkowym, gruczolakorakiem kory nadnerczy, rakiem
trzustki, u ktérych w 75-92% zaobserwowano zahamowanie wzrostu guzow [45].
Innym przeciwciatem anty-VEGFR-2 jest chimeryczne przeciwciato IgG1 o nazwie
IMC-1C11. Podczas I fazy badan zastosowano go u 14 pacjentow z rakiem jelita
grubego z przerzutami uzyskujac zadowalajace wyniki leczenia. Jednak z powodu
pojawienia si¢ u dwodch pacjentow przeciwcial anty-IMC-1C11 wstrzymano dalsze
prace nad tym lekiem [44].

Lepsze efekty otrzymano stosujac przeciwciata anty-VEGF, takie jak bevacizu-
mab i ranibizumab. Bevacizumab jest mysim humanizowanym przeciwcialem anty-
VEGF klasy IgG1, ktore zostatlo wprowadzone na rynek pod nazwa Avastin
(Genentech). W badaniach przedklinicznych pacjenci wykazywali dobra tolerancjg
bevacizumabu. Z gtownych dziatan niepozadanych odnotowano wzrost ryzyka
nadci$nienia tetniczego i krwawien oraz proteinuri¢. Whasciwosci kliniczne Avastinu
oceniano w randomizowanych badaniach klinicznych II fazy, z podwojna Slepa
proba, u pacjentdw z rakiem nerki z przerzutami. Podczas tych badan poréw-
nywano odpowiedz kliniczng pacjentéw, ktorym podawano bevacizumab w dawce
3 mg/kg masy ciata (n = 37) oraz w dawce 10 mg/kg masy ciata (n = 39), co 2
tygodnie, z odpowiedzia grupy przyjmujacej placebo (n = 40). Prawdopodobienstwo
uzyskania przez pacjentow, ktorym podawano wigksze i mniejsze dawki Avastinu
oraz placebo, calkowitego czasu do progresji choroby PFS réwnego 4 mies. (ang.
progression free survival) wynosilo, odpowiednio 64%, 39% i 20%, a przy 8
mies. — 30%, 14% 1 5%. [68]. W innych badaniach III fazy jako pierwsza linig
terapii u 813 pacjentow z rakiem jelita grubego z przerzutami zastosowano
bevacizumab w dawce 5 mg/kg masy ciata, co 2 tygodnie, w polaczeniu z irinote-
kanem, 5-fluorouracylem i kwasem folinowym. Polaczenie bevacizumabu z
kwasem folinowym w poréwnaniu z samym kwasem folinowym istotnie zwigkszato
catkowity czas przezycia pacjentow OC (ang. overall survival) (20,3 versus 15,6
miesiaca; p = 0,00003), catkowity czas do progresji PFS (10,6 versus 6,2 miesiaca;
p <0,00001), poziom odpowiedzi klinicznej (44,8% versus 34,8%; p = 0,004) oraz
wydhuzato czas tej odpowiedzi (10,4 versus 7,1 miesiaca; p = 0,001). U pacjentow,
ktorym podawano bevacizumab, zaobserwowano zmniejszenie perfuzji, objgtosci
naczyn oraz ggstosci mikronaczyn w obregbie guza nowotworowego [65]. Bevaci-
zumab jest pierwszym zwigzkiem antyangiogennym, ktéry w lutym 2004 roku zostat
zarejestrowany przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Zywienia FDA (ang.
American Food and Drug Administration) jako lek pierwszego rzutu w zaawan-
sowanym raku jelita grubego z przerzutami [71].

Drugim duzym osiagnigciem terapii antyangiogennej byto wprowadzenie na rynek
preparatu Lucentis, czyli ranibizumabu (Novartis Europharm) w leczeniu wysickowej
postaci zwyrodnienia plamki zottej zwiazanego z wiekiem AMD (ang. age-related
macular degeneration). W czerwcu 2006 roku lek zostal zarejestrowany w USA
przez FDA, a w styczniu 2007 przez Europejska Agencje Oceny Produktow Me-
dycznych — EMEA (ang. European Medicines Agency) na terenie Unii Europej-
skiej. AMD powoduje utrat¢ u pacjentow widzenia ,,na wprost”, ktora spowodowana
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jest tworzeniem si¢ nieprawidtowych naczyn krwionosnych pod plamka zotta, ktore
moga przepuszczac ptyn i powodowaé krwawienia prowadzace do utraty wzroku.
Uwaza sig, ze gtdéwna przyczyna takiego obrazu klinicznego jest zalezna od VEGF-
A akty-wacja receptora VEGFR-2. Ranibizumab jest fragmentem rekombinowanego
huma-nizowanego przeciwciata monoklonalnego klasy IgG1K, skierowanym przeciwko
VEGF-A. Z duzym powinowactwem wiaze si¢ z izoformami VEGF-A gléwnie
VEGF-A . VEGF-A , 1 VEGF-A .. Bezpieczenstwo stosowania i skutecznosc
Lucentisu oceniano w trzech randomizowanych badaniach z podwojna Slepa proba,
tj. MARINA (FVF2598g) (n = 716), ANCHOR (FVF2587g) (n = 423) oraz PIER
(FVF3192g) (n = 184). W badaniu MARINA pacjenci otrzymywali 0,3 mg (n =
238) lub 0,5 mg (n = 240) Lucentisu w postaci iniekcji do ciata szklistego, co miesiac,
przez okres 2 lat. W badaniu ANCHOR Lucentis poréwnywano z leczeniem foto-
dynamicznym PDT (ang. photodynamic therapy) z zastosowaniem werteporfiny.
Gléwnym kryterium oceny skutecznosci leku byta zmiana wzroku w oku objetym
procesem chorobowym po roku leczenia, przy uzyciu standardowej tablicy do
badania oczu. W obu opisywanych badaniach, pierwszorzegdowym punktem konco-
wym byl odsetek pacjentow, ktorzy zachowali zdolno$¢ widzenia, okreslony jako
utrata mniej niz 15 liter w badaniu ostro$ci wzroku po 12 miesiacach w poréwnaniu
ze stanem wyjsciowym. Lepsze efekty otrzymano przy dawce 0,5 mg. Niemal
wszyscy pacjenci z grupy produktu Lucentis (okoto 95%) zachowali ostro§¢ wzroku.
U 34-40% pacjentéw leczonych produktem Lucentis wystapita klinicznie istotna
poprawa widzenia. Na podstawie farmakokinetyki populacji i eliminacji ranibizumabu
z surowicy pacjentdow leczonych dawka 0,5 mg oceniono, ze $redni okres poltrwania
ranibizumabu w ciele szklistym wynosi okofo 10 dni, a stgzenia maksymalne (C_ )
byly zasadniczo mniejsze od st¢zen niezbgdnych dla zahamowania biologicznej
aktywnosci VEGF o 50% (11-27 ng/ml, mierzone metoda proliferacji komorek in
vitro). Do najczgstszych dziatan niepozadanych podczas leczenia preparatem Lucen-
tis naleza: przekrwienie i bol oka, tzw. mety w ciele szklistym, wylewy w obregbie
siatkowki, zwigkszenie cisnienia w oku, zapalenie wnetrza galki oraz ciala szklistego,
za¢ma, widknienie podsiatkdéwkowe, a takze bol gtowy oraz zwigkszenie ogdlno-
ustrojowego cisnienia krwi [48, 72].

Peptydy hamujace aktywno$s¢ VEGFR-2

W ostatnich latach przeszukujac peptydowe biblioteki fagowe odkryto kilka
biatek, ktore sa zdolne do regulacji zaleznej od VEGF angiogenezy (tab. 1). Peptydy
te moga wspotzawodniczy¢ z VEGF o miejsce wiazania z receptorem VEGFR
lub tworzy¢ nieaktywne kompleksy strukturalne z VEGF. Do pierwszej grupy
mozna zaliczy¢ peptyd V114, ktéry hamuje proliferacje komorek endotelialnych
linii HUVEC (ang. human umbilical vein endothelial cells) [10], a do drugiej
— peptyd V1, ktory silnie hamuje angiogeneze w rogéwce kroélika, ktoéremu do
komory oka implantowano komorki nowotworowe [4]. Hetian i wsp. [16] przeszu-
kujac 12-aminokwasowe biblioteki peptydowe odkryli dwa peptydy K237 i F56,
ktore wiaza si¢ z zewnatrzkomorkowa domena VEGFR-2, a nie indukuja sygnatu
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TABELA 1. Peptydy modulujace zalezna od szlaku VEGF/VEGFR angiogenezg [7]

Nazwa Sekwencja aminokwasowa Zrodlo pochodzenia | Punkt
uchwytu

Antagonisci

V114 VEPNCDIHVMWEWECFERL-amid | biblioteka fagowa VEGF

KDR 247-261 RTELNVGIDFNWEYP analiza sekwencyjna | VEGF

peptyd AR RRKRRR biblioteka biatkowa | VEGF

V1 ATWLPPR biblioteka fagowa KDR

VEGF 125-136 | QKRKRKKSRYKS analiza sekwencyjna | KDR/Flt-1

K237 HTMYYHHYQHHL biblioteka fagowa KDR

Ciclo-VEGI Cyklo(fPQIMRIKPHQGQHIGE) syntetyczny peptyd | KDR/Flt-1

SPV5.2 NGYEIEWYSWVTHGMY biblioteka fagowa Flt-1

F56 HSDMEWWYLLG biblioteka fagowa FlIt-1

Agonisci

HIV AT 46-60 | SYGRKKRRQRRRAPQ analiza sekwencyjna | KDR/Flt-1

QK Ac-KLTWQELYQLKYKGI-amid syntetyczny peptyd | KDR/Flt-1

angiogennego. Peptyd K237 w 90% hamowat podzialy komérek HUVEC w
badaniach in vitro oraz w 70% rozwdj ludzkiego raka piersi u myszy zaszcze-
pionych tym nowotworem [16]. Efekt blokowania receptora VEGFR-2 jest uzalez-
niony réwniez od struktury samego peptydu. Zilberberg i wsp. [70] zsyntetyzowali
cykliczny peptyd Ciclo-VEGI, ktory silnie hamowat wzrost wewnatrzczaszkowego
glejaka u myszy (78% zahamowania wzrostu guza) oraz istotnie wydtuzat czas
przezycia myszy w porownaniu z grupa kontrolna. Niektore z odkrytych peptydow
wykazywaly dziatanie angiogenne. Albini i wsp. stwierdzili, ze biatko HIV-1 TAT
aktywuje receptor VEGFR-2. Prawdopodobnie tym mozna tlumaczy¢ intensywnie
zachodzaca angiogeneze¢ w migsaku Kaposiego [1].

Jednym z najbardziej obiecujacych lekéw o charakterze peptydowym jest Macugen.
Macugen jest nazwa handlowa pegaptanibu sodu, ktory znalazt zastosowanie w leczeniu
pacjentdow cierpiacych na wysigkowa posta¢ zwyrodnienia plamki zéttej zwiazanego z
wiekiem — AMD. Pegaptanib jest pegylowana pochodna oligonukleotydowa, ktora
specyficznie wiaze izoformg VEGF-A .. Powstaty kompleks nie jest zdolny do zwiazania
si¢ z receptorem VEGFR-1 1 2 oraz NRP-1. Efektem tego jest blokowanie zaleznego
od VEGF rozwoju nowych naczyn krwiono$nych, zmniejszenie ich przepuszczalnosci i
powstawania obrzekow. W obregbie struktury pegaptanibu:

5’{40KD}-{HN-(CH,),0]pCpG,pG,pA pAPUPCPA, PG, pUpG,pA,PA,pUPG,PCPUPUPA,PUPA, PCPA,PUPCPC PG, 3 -p-dT

wyréznia si¢ nastgpujace grupy funkcjonalne:
* [40 kD] — dwa fancuchy glikolu polietylenowego PEG o masie 20 kD;
* [HN-(CH,),0] — facznik wiazacy PEG z oligonukleotydem za pomoca wiazania
fosfodiestrowego;
e p-—reprezentuje ujemnie natadowana grupe fosfodiestrowa zobojetniong jonami Na';
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* G_,A _,C,U orazA —oznaczaja 2-metoksy, 2-fluoro lub 2-hydroksy pochodne
puryn czy pirymidyn.

W  badaniach in vitro wykazano, ze pegaptanib nie wiaze si¢ z izoforma
VEGF-A ,, oraz VEGF-B, VEGF-C i PIGF. Oprocz VEGF-A - wiaze si¢ takze
z mysia VEGF-A .. Bezpieczefistwo stosowania Macugenu oceniano podczas badan
klinicznych rozpoczetych w 1999 roku (badanie NX109-01) (n = 15), a nastgpnie
kontynuowanych w 2000 (badania EOP1000 i EOP1001) (n = 21), 2001 (badania
EOP1003 i EOP1004) (n = 1190) i 2003 roku (badanie EOP1006) (n = 147).
Macugen podawany byt w trzech dawkach 0,3 mg, 1 mg i 3 mg w formie iniekcji
do galki ocznej, co 6 tygodni przez okres 13 miesiecy. Okazalo sig, ze zwigkszanie
dawki nie miato istotnego wptywu na efekt terapeutyczny. Podstawa oceny skutecz-
nosci leku byt odsetek pacjentow, u ktorych zaobserwowano utrat¢ mniej niz 15
liter w badaniu ostrosci wzroku. W badaniach EOP1003 dla dawki 0,3 mg uzyskano
73% w porownaniu z 59% dla grupy przyjmujacej placebo (p = 0,0105). Podobne
wyniki dla tej samej dawki otrzymano w badaniu EOP1004, tj. 67% w poréwnaniu
z 52% dla grupy przyjmujacej placebo (p = 0,0031). Do najwazniejszych dziatan
niepozadanych, w grupie pacjentow przyjmujacych Macugen, nalezaly bole oka, mety
w ciele szklistym, punkcikowate zapalenie rogowki, zacma, zmniejszenie ostrosci
widzenia, a takze krwawienia, odklejanie si¢ siatkowki i utarta wzroku. 31 stycznia
2006 EMEA przyznala firmie Pfizer pozwolenie na dopuszczenie pegaptanibu sodu
do obrotu [73].

Niskoczasteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych receptoréw VEGFR

Od wielu lat prowadzone sa rowniez badania nad swoistymi niskoczasteczkowymi
inhibitorami kinaz tyrozynowych — TKIs (ang. small molecule tyrosine kinase
inhibitors), ktore blokuja transdukcje sygnatu mitogennego indukowanego przez VEGF
(tab. 2). Jednym z pierwszych syntetycznych TKIs byt zwiazek o symbolu PTK787
(ZK222584), o nazwie handlowej vatalanib (Novartis/Schering). Inhibitor ten charak-
teryzuje si¢ wysokim powinowactwem do ludzkiego VEGFR-2, natomiast w niewielkim
stopniu hamuje aktywno$¢ VEGFR-1. Tylko w bardzo wysokich w poréwnaniu
z dawkami dla VEGFR-2 dawkach PTK787 hamuje takze aktywno$¢ innych kinaz
klasy III (m.in. PDGFR-B, c-Kit, c-Fms). Kinazy tyrozynowe innych klas (m.in.
EGFR, c-Abl, c¢-Src, Cdc2, PKC-0) sa niewrazliwe na dziatanie tego inhibitora.
PTK787 przetestowano migdzy innymi w raku naskoérka, nowotworach okreznicy,
prostaty i tarczycy [66]. Bezpieczenstwo jego stosowania, parametry farmako-
kinetyczne i farmakodynamiczne oraz biodostgpnos$¢ oceniano podczas I fazy badan
klinicznych w zaawansowanych nowotworach charakteryzujacych si¢ nadekspresja
VEGF 1 jego receptorow: raku jelita grubego, nerki, prostaty piersi oraz w glejaku
wielopostaciowym [34]. Po podaniu doustnie jednorazowej dawki 1000 mg vatalanib
szybko si¢ wchlanial z przewodu pokarmowego, st¢zenie maksymalne odnotowano
po 1,5 h, a tos wahato si¢ w granicach 3-6 h [8]. Obiecujace efekty kliniczne
zaobserwowano u pacjentdw z rakiem jelita grubego z przerzutami MCRC (ang.
metastatic colorectal cancer), u ktorych podawany byt raz dziennie w terapii
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TABELA 2. Wyniki leczenia, dzialania niepozadane oraz faza badan klinicznych inhibitoréw kinaz

tyrozynowych
Schemat Faza |Nowo- |Droga |Wyniki leczenia Dzialania niepozadane
leczenia twor podania
i liczba
pacjent.
FOLFOX-4+ |III CRC p.o. 12% redukcja ryzyka nadci$nienie, neutropenia,
vatalanib (1.linia 1168 progresji choroby biegunki, wymioty,
terapii) (p =0,118) neuropatie, zakrzepica zyl,
zawroty glowy, zator plucny
5-FU/FA + 111 CRC Lv. negatywny wynik biegunki, wymioty,
semaxanib (1. linia |737 leczenia. W przypad- odwodnienie, sepsa
terapii) ku leczenia semaksa-
nibem OS wynosit
54 tyg., a w grupie
kontrol. 73 tyg.
(p =0,24)
Sunitinib 11 RCC p-o. RR, 40% (95% CI, zmeczenie, nudnosci,
(2. linia |63 28-53%) biegunki, zapalenie
terapii) w obrgbie jamy ustnej
Sunitinib I1I GIST p.o. dhuzszy PFS (HR, zmgezenie, biegunka,
(2. linia |31 0,335; p=10,00001) opryszczkowe zapalenie
terapii) 1O0S (HR, 0,491; jamy ustnej, odbarwienia
p =0,00674) skory, nadci$nienie
Sorafenib 1 RCC p.o. dtuzszy PFS (24 tvs. pokrzywka, zmgczenie,
(2. linia |769 12 tyg. p <0,00001) nadci$nienie
terapii)
Docetaxel £ |11 NSCLC |p.o. dtuzszy TTP przy pokrzywka, zmgczenie,
ZD6474 (2. linia |12 zastosowaniu dawki nadcisnienie, wydiuzenie
terapii) 100 mg ZD6474 odcinka QT
(HR, 0,635; p = 0,074)
AZD2171 I AST p.o badania trwaja biegunka, zmeczenie,
wymioty
AEE788 I AST, p.o badania trwaja
glejaki
SU6668 I AST p.o badania wstrzymano zmgczenie, biegunka,
nudnosci, anoreksja
AG-013736 |1 AST p-o. Zaproponowano nadci$nienie, zmgczenie,

dawkowanie 5 mg, dwa
razy dziennie

biegunka, wymioty, bole
glowy, zapalenie blony
$luzowej jamy ustnej, rumien

5-FU — 5-fluorouracyl; CI (confidence interval) — przedziat ufnosci; CRC (colorectal cancer) — rak jelita
grubego; FA (folinic acid; leucovorin) — leukoworyna; FOLFOX-4 — schemat leczenia oksaliplatyna,
S-fluorouracyl i leukoworyna; GIST (gastrointestinal stromal tumor) — nowotwor podscieliskowy przewodu
pokarmowego; AST (advanced solid tumors) — zaawansowane guzy nowotworowe; HR (hazard ratio) — wzgl
¢dny wspotczynnik ryzyka; NSCLC (non-small cell lung cancer) — rak niedrobnokomérkowy ptuc; OS
(overall survival) — catkowity czas przezycia pacjentow; PFS (progression-free survival) — catkowity czas do
progresji choroby nowotworowej; RCC (renal cell carcinoma) — rak nerek; RR (response rate) —

odsetek odpowiedzi klinicznych; TTP (time to progression) — czas do wystapienia progresji;

p — prawdopodobienstwo [34]
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kombinowanej z oksaliplatyna, 5-fluorouracylem i kwasem folinowym (schemat
FOLFOX-4) lub z irinotekanem, 5-fluorouracylem i kwasem folinowym (schemat
FOLFIRI). Dla przyktadu w pierwszym badaniu odsetek odpowiedzi klinicznych
wynosil 54% (n = 28), gdzie calkowity czas przezycia OC (ang. overall survi-
val) wynosil 16,6 miesiaca (C195%; 12,9—21 miesigcy), natomiast catkowity czas
do progresji choroby PFS (ang. progression free survival) 11 miesigcy (CI195%;
6,8—12 miesigcy). Niedawno rozpoczety si¢ dwa duze, randomizowane badania
kliniczne III fazy o nazwie CONFIRM-1 i -2 (ang. colorectal oral novel thera-
py or the inhibition of angiogenesis and retarding of metastases) poréwnu-
jace skuteczno$¢ potaczenia vatalanibu + FOLFOX-4 do samego schematu
FOLFOX-4 [34].

Semaksanib (Semaxanib; SU5416)

Semaksanib jest niskoczasteczkowym lipofilnym zwigzkiem hamujacym receptor
VEGFR-1 i -2 oraz w niewielkim stopniu PDGF (ang. platelet derived growth
factor). Nie wptywa na aktywno$¢ innych kinaz tyrozynowych (m.in. c-Src, recep-
tora FGF, Met i Abl) oraz serynowo-treoninowych. W badaniach przedklinicznych
semaksanib hamowat zalezna od VEGF proliferacj¢ komorek srédbtonka in vitro
1 in vivo oraz zwigkszat wrazliwo§¢ komorek czerniaka mysiej linii B16 oraz
komorek glejaka mysiej linii GL261 na promieniowanie [14]. Semaksanib podawany
byl we wlewie dozylnym w dawce 145 mg/tydzien. W kilku przeprowadzonych
badaniach klinicznych II fazy, u pacjentoéw z migsakiem, rakiem nerki z przerzu-
tami, czerniakiem oraz z hormonoopornym rakiem prostaty, semaksanib nie wyka-
zywal znaczacego dziatania przeciwnowotworowego. Obiecujacy 31,6% (n = 28)
odsetek odpowiedzi klinicznych zaobserwowano u 28 pacjentdw w terapii skoja-
rzonej z 5-fluorouracylem i leukoworyna u pacjentéow z rakiem jelita grubego z
przerzutami. Jednak badania III fazy, przeprowadzone na wigkszej grupie osob
(n = 737) z powodu licznych dziatan niepozadanych oraz brakiem wplywu na czas
0S8, zakonczyly si¢ niepowodzeniem (tab. 2) [34].

Sunitinib (SU11248, Sutent)

Sunitinib jest nowym zwiazkiem wykazujacym dzialanie antyproliferacyjne oraz
antyangiogenne, ktory hamuje receptory VEGFR, PDGFR i c-Kit. W pierwszej
fazie badan klinicznych zastosowano go u pacjentdw z rakiem nerek. Podawano
go doustnie raz dziennie przez okres 4 tygodni. Taki schemat powtarzano 6 razy
z dwutygodniowymi przerwami. Sunitinib dobrze si¢ wchtaniat z przewodu
pokarmowego, a jego tos wynosit ponizej 40 godzin [11]. Obiecujace wyniki
zaowocowaty badaniami II fazy u pacjentdow z nowotworami nerek z przerzutami
leczonych wczesniej cytokinami, u ktorych nastapita dalsza progresja (tab. 2).
U 25 (40%) z 63 pacjentdw leczonych sunitinibem osiagnigto cze¢sciowa odpowiedz
kliniczna. Mediana czasu do wystapienia progresji TTP (ang. median time fto
progression) wynosila 8,7 mies. (95% CI, 5,5-10,7), podczas gdy catkowity czas
przezycia OC 16,4 mies. (95% CI, 10,8 — jeszcze nie ustalono) [35]. Nowo-
twory pods$cieliskowe przewodu pokarmowego, ktore charakteryzuja si¢ nad-
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ekspresja receptora VEGFR 1 c-Kit wydaja si¢ by¢ dobrymi kandydatami do
leczenia tym lekiem. W styczniu 2006 roku FDA dopuscita sunitinib do leczenia
pacjentow z zaawansowanym rakiem nerki i nowotworami podscieliskowymi
przewodu pokarmowego, u ktérych terapia cytokinami nie przyniosta efektu
oraz u pacjentow z nietolerancja na metanosulfonian imatinibu (Glivec®) [34].

Sorafenib (BAY 43-9006)

Sorafenib, pochodna dwuarylowa mocznika, jest nowym specyficznym inhibitorem
kinazy raf, ale niektore badania wskazuja, ze przy tych samych stezeniach sorafenib
hamuje rowniez receptor VEGFR-2 [34]. W badaniach na zwierzetach z przeszcze-
pionym rakiem jelita grubego, piersi oraz niedrobnokomorkowym phuc, ktérym
podawano sorafenib, zaobserwowano znaczace zahamowanie agniogenezy w obrebie
guza nowotworowego [64]. W duzych randomizowanych badaniach II fazy sorafenib
podawano doustnie w dawce 400 mg dziennie pacjentom z zaawansowanym rakiem
nerki (n = 202). Po 12 tygodniach leczenia w grupie pacjentdw przyjmujacych
sorafenib (n = 32) zaobserwowano 24-tygodniowy PFS w poréwnaniu z grupa
kontrolna przyjmujaca placebo (n = 33), gdzie czas do progresji PFS wynosit tylko
6 tygodni (p = 0,0087) [46]. Z powodu niewielu dziatan niepozadanych sorafenib
zakwalifikowano do III fazy badan nad zaawansowanym rakiem nerki opornym na
leczenie cytokinami. Podczas tych badan PFS byt dwa razy dtuzszy w poréwnaniu
z kontrola i wynosit 24 tygodnie (p < 0,00001) [9] (tab. 2). Sorafenib probuje si¢
stosowac¢ takze w innych typach nowotworow, tj. w raku watrobowokomorkowym,
czerniaku z przerzutami czy raku niedrobnokomoérkowym ptuc oraz w terapii
skojarzonej z irinotekanem, dekarbazyna czy gefitinibem [34].

ZD6474

7D6474 jest pochodna chinazoliny, ktora silnie hamuje domeny kinazy tyrozynowej
receptorow VEGFR-2, EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) oraz kinazy
RET. W pierwszej fazie badan klinicznych ZD6474 charakteryzowat si¢ dobra tole-
rancja i duza biodostgpnoscia. Podawano go pacjentom z zaawansowanymi guzami
nowowotworowymi w dawce 100-300 mg raz dziennie. Dwa duze randomizowane
badania II fazy ocenialy aktywno$¢ przeciwnowotworowa ZD6474 w potaczeniu z
innymi chemioterapeutykami. W pierwszym badaniu pacjenci otrzymywali ZD6474
w dawce od 100-300 mg dziennie lub placebo oraz docetaksel (75 mg/m? co 3
tygodnie). Mediana czasu do wystapienia progresji TTP w grupie przyjmujacej 100
lub 300 mg ZD6474 i docetaksel byta podobna i wynosita odpowiednio 18,7 i 17 tygodni,
natomiast w grupie przyjmujacej sam docetaksel — 12 tygodni. W drugim badaniu
ZD6474 stosowano wraz karboplatyng (AUC 6 mg/mlxmin) i paklitakselem (200
mg/m?) u pacjentéw z rakiem niedrobnokomoérkowym phuc. Obiektywna odpowiedZ
kliniczna zaobserwowano u 7 z 18 pacjentow. Dzialania niepozadane typu pokrzywka,
ogblne zmeczenie, biegunka oraz wydtuzenie odcinka QT obserwowano raczej przy
dawkach wigkszych niz 500 mg dziennie [34].
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Inne inhibitory kinazy tyrozynowej

Postep w badaniach nad mechanizmami transdukcji sygnatu w komorce przyczy-
nia si¢ do odkrywania coraz to nowych inhibitoréw kinaz tyrozynowych. Wigkszos¢
z nich testuje si¢ jeszcze na modelach zwierzecych, ale sa i takie, ktore wkroczyly
w etap [ fazy badan klinicznych. Naleza do nich SU6668 [67], ktdry jest inhibitorem
receptorow VEGFR-2, bFGFR i PDGFR oraz AEE788 1 AZD2171 (tab. 2). SU6668
stosowano w leczeniu guzow nowotworowych opornych na konwencjonalne leczenie,
jednak z powodu licznych dziatan niepozadanych dalsze badania zostaty wstrzymane,
natomiast badania nad AEE788 i AZD2171 dalej trwaja [34]. Innym zwiazkiem
jest AG-013736, ktory jest potencjalnym inhibitorem receptorow VEGFR, PDGFR i
c-Kit. W I fazie badan klinicznych podawano go pacjentom w dawce 5 mg dwa
razy dziennie. Dzialanie niepozadane obserwowano gléwnie przy podawaniu
wigkszych dawek. Zadowalajace wyniki terapii pozwolily na zakwalifikowanie go
do II fazy badan (tab. 2) [49].

IMMUNOTERAPIA

To oryginalne rozwiazanie terapeutyczne polega na swoistym niszczeniu naczyn
okotonowotworowych przez limfocyty T (CD8+). Wykorzystuje si¢ tu gen kodujacy
VEGFR-2 jako swoisty antygen, ktory dostarczany jest do organizmu biorcy w
formie doustnej szczepionki bakteryjnej. Szczepionke tworza atenuowane bakterie
Salmonella typhimurium transformowane ekspresyjnym plazmidem zawierajacym
gen VEGFR-2. W organizmie biorcy, w makrofagach i komoérkach dendrytycznych,
dochodzi do ekspresji genu i syntezy swoistych peptydow, ktore sa nastgpnie prezen-
towane z udzialem czasteczek klasy MHC I limfocytom T cytotoksycznych (CDS8").
Oprécz odpowiedzi komoérkowej, aktywacji ulega rowniez odpowiedz humoralna
(aktywacja limfocytow Th2 CD4+). Zastosowanie takiej szczepionki prowadzito do
eliminacji proliferujacych komorek srodblonkowych naczyn, ktéore maja na swojej
powierzchni receptor VEGF-2. Efektem badan przedklinicznych na mysich nowot-
worach: czerniaku czy raku okrgznicy bylo zahamowanie rozwoju tych guzow, przy
czym szczepionka nie miala wptywu na ptodnos¢ czy hematopoezg, uposledzata
jedynie proces gojenia si¢ ran u badanych zwierzat [39].

OLIGONUKLEOTYDY HAMUJACE EKSPRESJE GENU VEGFR

W terapii antyangiogennej probowano rowniez wykorzysta¢ oligonukleotydy
hamujace ekspresje kluczowych gendéw bioracych udzial w angiogenezie. Wyko-
rzystano do tego celu dwa rodzaje oligonukleotydow: oligonukleotydy antysensowne
oraz rybozymy. Antysensy to oligonukleotydy o dtugosci 20-30 pz, ktorych sekwencja
jest komplementarna do mRNA lub sekwencji kodujacych gen. Hybrydyzujac
z mRNA oligonukleotydy blokuja dostgp do rybosomow, zaburzaja sktadanie
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pre-mRNA lub inicjuja jego degradacjg. Jednymi z najintensywniej badanych oligo-
nukleotydow sa mate czasteczki RNA o dhugosci 20-25 nukleotydow, nazywane
siRNA (ang. small interfering RNA). Po wniknigciu do komorki jedna z nici siRNA
aktywuje rybonukleinoproteinowy kompleks zwany RISC (ang. RNA-induced
silencing complex), ktéry rozpoznaje komplementarng sekwencjg w obrebie docelo-
wego mRNA. W wyniku endonukleolitycznej degradacji mRNA przez kompleks
RISC translacja mRNA zostaje zablokowana [19].

Do drugiej opisywanej grupy oligonukleotydow naleza rybozymy. Sa to katali-
tyczne czasteczki RNA zdolne do specyficznego rozpoznawania i fragmentacji
docelowego mRNA. Oligonukleotydy antysensowne, siRNA i rybozymy znalazly
zastosowanie w wyciszaniu ekspresji genéow kodujacych receptory VEGFR-1 i -2
w terapii antyangiogennej nowotworow. U myszy leczonych antysensownymi oligo-
nukleotydami, skierowanymi przeciwko mRNA VEGFR-1 oraz VEGFR-2, zaobser-
wowano zahamowanie rozwoju unaczynienia [31]. Zadowalajace efekty badan na
zwierzetach pozwolily rozpocza¢ badania kliniczne I/II fazy (n = 28), podczas ktdrych
rybozym podawany byt podskdrnie. Terapia z uzyciem rybozymow znacznie ogra-
niczyta powstawanie unaczynienia, hamowala rozwoj guza oraz redukowata liczbe
tworzonych przerzutéw [61].

TERAPIA PRZECIWNACZYNIOWA

Terapia przeciwnaczyniowa wykorzystuje fakt, ze komorki srodblonkowe naczyn
okotonowotworowych w poréwnaniu z komdrkami §rodblonkowymi naczyn prawi-
dltowych charakteryzuja si¢ zwigkszong iloscig receptora VEGFR-2. Stwarza to
duze mozliwosci celowanego hamowania angiogenezy zaleznej od receptora
VEGFR-2. W terapii tej wykorzystuje si¢ tzw. leki dwudomenowe (biatka fuzyjne).
Jedna z domen, tzw. kognitywna, swoiscie rozpoznaje komorki docelowe, np.
VEGFR, a druga, tzw. efektorowa, to najczgsciej fragment toksyny, ktora indukuje
w komorkach docelowych apoptozg. Warunkiem prawidlowego dziatania leku jest
jego internalizacja przez komorki docelowe [19]. Do chwili obecnej, w badaniach
przedklinicznych wykazano przeciwnaczyniowe wlasciwosci kilku tego typu
potaczen, w ktorych domena kognitywna byt VEGF-A , a efektorowa toksyna
dyfterytu [63], geloniny [58] czy granzym B [29]. Bialko VEGF-A | sprzegnigte
z toksyna dyfterytu charakteryzowato si¢ wysoka toksycznoscia zarowno dla
proliferujacych komorek srodbtonkowych, jak i dla komoérek nowotworowych
migsaka Kaposiego [63]. Konstrukt z gleoning VEGF-A  /rGel wykazywal
zahamowanie wzrostu guzow raka prostaty i czerniaka [58]. Co ciekawe uszkodze-
nie naczyn okotonowotworowych u myszy z ludzkim rakiem prostaty (PC-3)
obserwowano juz po 48 godz. od momentu podania VEGF-A , /rGel, przy czym
nie zaobserwowano zmian morfologicznych w innych narzadach myszy. Biatko
fuzyjne VEGF-A , /Granzym B indukowato apoptozg przez zwigkszenie uwalniania
cytochromu ¢ z mitochondrium do cytoplazmy, aktywacje kaspaz 3 1 8 oraz
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fragmentacj¢ polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP) (ang. poly ADP-ribose
polymerase) naprawiajacej uszkodzenia DNA [29].

Inne zwiazki hamujace szlak VEGF/VEGFR

Badania nad mechanizmami angiogenezy oraz efekty terapeutyczne zwiazane
z jej hamowaniem staty si¢ punktem wyjscia do poszukiwania coraz to nowych
substancji wykazujacych wiasciwosci antyangiogenne. Mozna zaliczy¢ tu substancje
pochodzenia zwierzgcego (alpidyna, squalamina), roslinnego (TNP-470) czy nawet
niektore leki, ktére w ostatnich latach ,,wracaja do task”, np. talidomid.

Aplidyna

Aplidyna jest cyklodepsypeptydem wyizolowanym z ostonic (Tunicata), ktory
zmniejsza ekspresj¢ receptora VEGFR-1 oraz hamuje sekrecj¢ VEGF-A, zatrzymuje

cykl komorkowy w fazie G,. Aplidyna charakteryzowala si¢ pozytywnym indeksem
terapeutycznym w I fazie badan klinicznych. Obecnie trwaja badania II fazy [55].

Neovastat (AE-941)

Neovastat hamuje zalezna od VEGFR angiogeneze oraz aktywnos$¢ metalo-
proteinaz MMP-2, 9 i 12. Zwigksza rowniez aktywno$¢ tkankowego aktywatora
plazminogenu. Neovastat indukuje apoptozg w komodrkach §rodblonka. Przeciwno-
wotworowe dziatanie Neovastatu badano in vivo na réznych modelach zwierzgcych.
Podany doustnie hamowatl, zaleznie od podanej dawki, wzrost mysich komorek
gruczolakoraka linii DA3. W I fazie badan klinicznych Neovastat podawano grupie
144 pacjentdw z rdéznymi typami nowotworow, dwa razy dziennie w dawkach 60
lub 240 ml dziennie. Zadowalajaca odpowiedz kliniczng zaobserwowano u pacjentow
z rakiem nerki. Obecnie trwaja badania III fazy nad tym nowotworem [3].

Squalamina (MSI-1256F)

Squalamina jest naturalnym sterolem, otrzymywanym z watroby rekina, o aktyw-
nosci antyangiogennej. Zmniejsza wzrost guzow nowotworowych, poprzez hamo-
wanie aktywacji kinazy MAPK zaleznej od VEGF-A. Najlepsze efekty otrzymano
stosujac squalaming razem z innymi chemioterapeutykami, tj. cisplatyna, paklitakse-
lem, cyklofosfamidem czy genisteina, a takze w polaczeniu z radioterapia. Zwiazek
ten charakteryzuje si¢ mata toksycznoscia i jest dobrze tolerowany przez pacjentow.
Obecnie trwaja badania I i Il fazy [42].

Talidomid (thalidomide)

Talidomid jako pochodna kwasu glutaminowego zostat odkryty w 1954 roku
i wprowadzony na rynek jako lek uspokajajacy. Szybko jednak zostal wycofany
z obrotu z powodu dzialania teratogennego oraz licznych doniesien o fokomelii.
Pozniej zostat zarejestrowany przez FDA jako lek przeciwtradowy, a obecnie
trwaja badania nad przeciwnowotworowym dzialaniem talidomidu w szpiczaku
mnogim, raku nerki, prostaty i gruczolaku watrobowokomérkowym. Mechanizm
dzialania przeciwnowotworowego nie jest do konca poznany. Prawdopodobnie
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zwiazany jest z zahamowaniem aktywnosci cytokin (migdzy innymi IL-6, TNF, IL-2, IL1(3,
IL-8 oraz GM-CSF) oraz hamowaniem angiogenezy zaleznej od FGF-2 i VEGF-A [57].

TNP-470

TNP-470 jest syntetycznym analogiem fumagiliny pochodzacej z Aspergillus
fumigatus. Jest mniej toksyczna od samej fumagiliny. Hamuje angiogeneze in vitro
oraz in vivo. Mechanizm dziatania polega prawdopodobnie na hamowaniu fosforylacji
aminopeptydazy metioninowej 2, a takze hamowaniu nadekspres;ji zaleznej od cykliny
2 kinazy (CDK2) (ang. cyclin-dependent kinase 2), VEGF-A i VEGFR-1 i -2.
Zwiazek ten charakteryzowatl si¢ wysoka skutecznoscia w hamowaniu tworzenia
mikroprzerzutéw. Niestety zastosowanie TNP-470 jest ograniczone z powodu jego
wlasciwosci neurotoksycznych [54, 59].

VEGF Trap

VEGF Trap jest biatkiem fuzyjnym zbudowanym z zewnatrzkomorkowej domeny
ludzkiego receptora VEGFR-1 i VEGFR-2 oraz z fragmentu Fc ludzkiej immuno-
globuliny IgG1. Wykazuje duze powinowactwo do VEGF-A, 100 razy wigksze niz
monoklonarne przeciwciata anty-VEGF-A. W pierwszej fazie badan klinicznych
bialko to podawano podskomie w dawkach 25, 50, 100 i 200 mg/kg masy ciata,
14 pacjentom z guzami nowotworami lub z biataczka, opornym na leczenie. VEGF
Trap charakteryzowat si¢ dlugim czasem t) s Wynoszacym 17 dni. Nie odnotowano
zadnych istotnych dzialan niepozadanych, ani tez nie wykryto we krwi przeciwciat
anty-VEGF Trap. Z najwazniejszych dziatan niepozadanych zanotowano jedynie
proteinurig, zmeczenie i zaparcia, ktore ustgpowaty po odstawieniu leku. Stabilizacje
choroby zaobserwowano u pacjentow z rakiem nerki oraz jelita grubego [54].

PODSUMOWANIE

U os6b dorostych w stanach fizjologicznych rzadko dochodzi do powstawania nowych
naczyn krwionosnych. Aktywacja angiogenezy jest w wigkszosci przypadkow efektem
toczacych si¢ procesow chorobowych, do ktérych mozna zaliczy¢ tworzenie si¢
naczyniakdw, malformacji tetniczo-zylnych czy blaszki miazdzycowej. Towarzyszy rowniez
chorobom oczu (retinopatie proliferacyjne, jaskra naczyniowa), chorobom stawow, takim
jak reumatoidalne zapalenie stawow, chorobom skory, np. tuszczycy i réwniez procesowi
nowotworowemu. Tylko w niewielu przypadkach angiogeneza jest procesem pozadanym,
tj. zwiazanym z poprawa stanu zdrowia pacjenta. Mowimy wtedy o tzw. fizjologicznej
angiogenezie, ktora obserwujemy podczas gojenia si¢ ran, w cyklu wlosowym,
W przero$cie migsni u sportowcow oraz w cyklu ptciowym kobiety (tworzenie si¢ ciatka
z6ltego, doczesnej czy tozyska) [69].

W ciagu ostatnich kilkunastu lat przedmiotem badan klinicznych stalo sig¢ wiele
grup zwiazkoéw hamujacych proces angiogenezy na roznych poziomach. Ich efektem
byla rejestracja bevacizumabu jako leku pierwszego rzutu w zaawansowanym raku
jelita grubego z przerzutami, ranibizumabu oraz Macugenu w leczeniu wysigkowe;j
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postaci zwyrodnienia plamki zottej zwigzanego z wiekiem — AMD czy sunitinibu
w leczeniu pacjentow z zaawansowanym rakiem nerki i nowotworami podscielis-
kowymi przewodu pokarmowego. Nalezy jednak pamigtaé, ze ingerencja w procesy
angiogenezy niesie ze soba wiele niebezpieczenstw. Efektem zahamowania angio-
genezy jest np. zaburzenie procesu gojenia sig¢ ran, cyklu wlosowego oraz tworzenia
si¢ cialka zoltego, doczesnej i tozyska. Mozna mie¢ nadziejg, ze dalsza kontynuacja
badan pozwoli na pelne poznanie roli biatek regulujacych proces angiogenezy, a to
pozwoli na opracowanie bardziej skutecznej 1 bezpiecznej terapii antyangiogennej.
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