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Czynniki ukiadu hemostazy,
a angiogeneza w nowotworach

Ewa Sierko, Roman J. Zawadzki, Marek Z. Wojtukiewicz

W przebiegu choroby nowotworowej czesto obserwuje sie wystgpowanie powiklar zakrzepowo-zatorowych. Istnieje wiele donie-
sieri opisujgcych udzial czynnikow ukladu krzepniecia krwi i fibrynolizy w rozwoju nowotworow i tworzeniu przerzutow. Oka-
zuje sig, ze aktywacja krzepnigcia krwi zachodzi nie tylko w tozysku naczyniowym, ale rowniez w miejscu rozwoju nowotworu
in loco. Niezbednym etapem w rozwoju nowotworow jest wytworzenie nowej sieci naczyn krwionosnych w obrebie guza. Jako,
ze uklad hemostazy jest anatomicznie i czynnosciowo zwigzany z naczyniami krwionosnymi, w niniejszej pracy podjeto probe
zebrania i usystematyzowania informacji, dotyczgcych wplywu czynnikow tego ukfadu na proces angiogenezy w nowotworach.
Czynniki ukladu krzepnigcia krwi (m.in. czynnik tkankowy, trombina, fibrynogen/fibryna), ukiadu fibrynolizy (m.in. plazmi-
na, PAs, PAL, uPAR), jak tez plytki krwi poprzez wielokierunkowe interakcje z komdrkami nowotworowymi, komorkami srod-
blonka, komdrkami jednojgdrzastymi i elementami macierzy migdzykomdrkowej sprzyjajg powstaniu sieci nowych naczyi
krwionosnych w obrebie nowotworu. Jednoczesnie ukilad hemostazy jest tez Zrodlem ukrytych inhibitorow procesu angiogene-
zy (m.in. angiostatyny, antyangiogennej antytrombiny II1).

Doglebne poznanie wplywu czynnikow ukiadu hemostazy na proces tworzenia nowych naczyr krwionosnych moze w przyszio-
Sci otworzyc¢ nowe kierunki terapii wspomagajgcej w leczeniu nowotworow. Wydaje sig, ze na uwage zastuguje wykorzystanie
naturalnych inhibitorow angiogenezy, bedgcych sktadnikami ukladu hemostazy oraz zastosowanie lekow interferujgcych
z czynnikami ukiadu krzepnigcia krwi i fibrynolizy.

Components of hemostatic system and angiogenesis in malignancy

Thromboembolic complications are common events during malignant progression. Also the impact of the hemostatic system
on the process of tumor growth and metastatic dissemination is well recognized. The activation of blood coagulation is obse-
rved not only in the intravascular comportment, but also takes place extravascularly — at the tumor burden. There is mounting
evidence that the process of new blood vessels formating is an important and necessary stage of cancer growth. As the hemo-
static system is anatomically and functionally connected with blood vessels, the aim of this work was to summarize the
available data on the influence of the coagulation/fibrinolytic system on angiogenesis in malignancy.

The components of the coagulation system (e.g. tissue factor, thrombin, fibrinogen/fibrin), as well as the fibrinolytic system (i.g.
plasmin, PAs, PAL, uPAR) and blood platelets facilitate neovascularisation through multidirectional interactions with neopla-
stic, endothelial, mononuclear cells and extracellular matrix elements. On the other hand, the hemostatic system is the sour-
ce of “hidden” inhibitors of angiogenesis (i.g. angiostatin, antiangiogenic antithrombin III).

Precise knowledge of the impact of components of the hemostatic system on angiogenesis may allow to introduce new thera-
peutic modalities as cancer adjuvant treatment. It seems that the concept of administration of natural inhibitors which are con-
stituents of hemostatic system and drugs interfering with blood coagulation/fibrinolytic factors is of great interest.
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W przebiegu choroby nowotworowej czgsto obserwowany-
mi powiklaniami sa zaburzenia krzepnigcia krwi [1]. Poja-
wiaja si¢ one jako objawy prodromalne nowotworow, wy-
stgpuja w okresie czynnym procesu nowotworowego,
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ujawniajg si¢ w okresie remisji, badZ stanowia dziatanie
niepozadane zastosowanego leczenia przeciwnowotwo-
rowego [przeglad piSmiennictwa w 1, 2]. Nierzadko s3
tez przyczyna $mierci chorych na nowotwory (np. DIC
odpowiada za 10-20% zgonéw pacjentéw z ostra bialacz-
ka). Wystepuja one pod wieloma postaciami kliniczny-
mi, ktére okresli¢ mozna wspolnym mianem ,,zespotow
paraneoplastycznych” czy tez ,,koagulopatii nowotworo-
wej” [przeglad piSmiennictwa w 1, 2].
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Patomechanizm powstawania zaburzen zakrzepowo-
-zatorowych w nowotworach jest bardzo skomplikowany
i nie do kofica poznany. W wielu nowotworach ztoSliwych
udokumentowano aktywacj¢ krzepnigcia krwi nie tylko
w lozysku naczyniowym, ale i poza nim — w miejscu roz-
woju nowotworu [1-3]. Obecnie wiadomo, iz aktywacja
krzepnigcia krwi nie tylko prowadzi do powstania zabu-
rzef zakrzepowo-zatorowych, ale stanowi tez integralny
mechanizm rozwoju nowotwor6w in loco i tworzenia prze-
rzutéw [1-3]. Z uwagi na fakt, ze uklad hemostazy jest
anatomicznie i czynno§ciowo zwiazany z naczyniami
krwiono$nymi, interesujagcym wydaje si¢ jego wplyw na
proces neoangiogenezy w guzach nowotworowych.

W wielu guzach nowotworowych (m.in. w raku jelita
grubego [4], piersi [5], trzustki [6], trzonu macicy [7], ner-
ki [8], ptuca [9], nowotworach mdzgu [10]) obserwuje si¢
zwigkszona gestos$¢ naczyn krwiono$nych w poréwnaniu
do tkanki prawidtowej. Ilo§¢ nowopowstatych naczyn
krwiono$nych czesto koreluje z postepem choroby i ciez-
koscia jej przebiegu. Przykladem moga by¢ nowotwory
mobzgu, gdzie gestos¢ naczyn krwiono$nych jest zdecydo-
wanie wigksza w glejaku wielopostaciowym niz w nowo-
tworach mdzgu o nizszym stopniu zlo§liwosci histopatolo-
gicznej [10]. Z kolei w niedrobnokomoérkowym raku ptu-
ca duza gesto§¢ naczyh korelowala z wystapieniem
przerzutéw odleglych [9], zas w raku zotadka gesto$¢ na-
czynh uznano za czynnik prognostyczny [11]. W raku jelita
grubego w czwartym stopniu zaawansowania choroby
stwierdzono o 70% wigcej naczyn krwionos$nych niz
w przypadku choroby o zaawansowaniu miejscowym [4].
U kobiet z rakiem piersi, bez przerzutéow do wezlow
chlonnych, mata ilo§¢ naczyf krwionoSnych w obrebie
guza korelowata z dluzszym przezyciem bez objaw6w cho-
roby, natomiast duza gesto$¢ naczyn zwiazana byla z wy-
stepowaniem przerzutow w weztach chtonnych i przerzu-
téw odlegtych [5].

W poczatkowym etapie nowotwory rozwijaja si¢ jako
male, nieunaczynione zmiany, ktére pozostaja w stanie
spoczynku (,,dormancy”) [12]. Przed trzydziestu laty Folk-
man sformutowat aktualng do dziS§ hipoteze, ze powstanie
nowe;j sieci naczyniowej w obrebie nowotworu jest wa-
runkiem koniecznym dla wzrostu guza nowotworowego
powyzej 2-3 mm3 i rozwoju przerzutdw [12]. Bezposrednie
sasiedztwo naczyn krwiono$nych i komoérek guza nowo-
tworowego umozliwia tym ostatnim dostanie si¢ do krwio-
biegu i tworzenie przerzutow odlegtych, ktére moga pozo-
sta przez dlugi czas w stanie spoczynku, az do momentu,
gdy proces waskularyzacji bedzie w nich inicjowany de
novo [13,14].

Angiogeneza to tworzenie si¢ nowych naczyn krwio-
nosnych z istniejacych juz drobnych naczyfh wltosowatych
poprzez ,kietkowanie” [15]. Ten wielostopniowy proces
obejmuje proteoliz¢ btony podstawnej naczyn krwiono-
$nych i macierzy migdzykomorkowej, pobudzenie pozosta-
jacych w spoczynku komérek §rodbtonka naczyniowe-
go do proliferacji i migracji, oraz przebudowe nowo-
powstalych sznur6éw naczyniowych, z wytworzeniem ich
$wiatla i powstaniem pofaczen (anastomoz) pomi¢dzy ni-
mi [15].

Wydaje sie, iz nabycie wlaSciwosci angiogennych
(tzw. fenotypu angiogennego, angiogenic phenotype) przez
guz nowotworowy jest ztozonym procesem. Obecnie uwa-
Za si¢, ze jest wynikiem przesunigcia rOwnowagi pomiedzy
czynnikami stymulujacymi a hamujacymi angiogeneze,
pochodzacymi zaréwno z komorek nowotworowych, jak
i komorek gospodarza [14, 15]. Nowopowstale naczynia
nie tylko dostarczajg sktadnikow odzywczych i tlenu ko-
moérkom guza, ale poprzez syntetyzowanie licznych czyn-
nikéw wzrostu i biatek macierzy miedzykomorkowej przez
komorki §Srodbtonka w sposob parakrynny stymuluja ko-
morki nowotworu [16]. Czynniki, ktore reguluja angio-
genezg, moga by¢ dodatkowo wydzielane przez naciekaja-
ce nowotwor komorki jednojadrzaste, uwalniane z ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej, badz moga pochodzié
z osocza krwi [17]. Aktywacja angiogenezy jest wynikiem
nie tylko wzrostu aktywnosci czynnikdéw stymulujacych
ten proces, ale rowniez zmniejszenia wplywu inhibitoréw
angiogenezy [16], dziatajacych zaréwno miejscowo (trom-
bospondyna 1 — TSP-1, interferon a, B, y) [18,19], jak
i uktadowo (angiostatyna, endostatyna, aaATIII) [20, 21].

W przypadku procesu nowotworowego zaburzenie
roéwnowagi pomi¢dzy aktywatorami a inhibitorami angio-
genezy moze by¢ przypisane bezposSredniemu i posred-
niemu wplywowi zmian genetycznych, stanowigcych
podstawe progresji nowotwordw [22]. A zatem mutacje,
powodujace utrate funkcji gendw supresorowych w ko-
morkach guza (np. p53), moga wplywac z jednej strony na
ekspresje¢ inhibitorow angiogenezy (np. TSP-1) [22], z dru-
giej za$ — aktywatorow tego procesu (np. VEGF) [23].
Podobnie zmiany genetyczne, prowadzace do nabycia
pewnych wiladciwosci, jak np. aktywacja dominujacych
transformujacych onkogenéw w komdrkach guza (np. ras,
myc), wplywaja na wiele czynnikow, zwigzanych z proce-
sem angiogenezy [24]. W obu przypadkach efekt zmian
genetycznych moze by¢ wzmocniony przez dziatanie czyn-
nikéw zewnetrznych, czego przyktadem moze by¢ wplyw
niedotlenienia, kontaktu miedzykomorkowego, parakryn-
nych czynnikdw wzrostu i cytokin reakcji zapalnej, obec-
nych w mikroSrodowisku guza nowotworowego. Czynniki
pochodzace z komdrek, ktore ulegly transformacji nowo-
tworowej, moga w sposob posredni oddziatywaé na ko-
morki podscieliska, indukujac w nich wystapienie fenoty-
pu angiogennego [25]. Interesujace jest, ze zmiany gene-
tyczne w obrebie komoérek nowotworowych moga
w podobny sposob wplywaé na zaburzenia uktadu hemo-
stazy [25].

Jednym z kluczowych etapow angiogenezy w nowo-
tworach jest przenikanie bialek osocza krwi do przestrze-
ni zewnatrznaczyniowej [26]. Za zwigkszenie przepusz-
czalno§ci naczyn krwionoS$nych odpowiedzialny jest gtow-
nie VEGF (vascular endothelial growth factor, czynnik
wzrostu §srodblonka naczyn), ktory, z uwagi na wyzej wy-
mienione wlaSciwoSci, znany jest rowniez jako czynnik
przepuszczalno$ci naczyn (vascular permeability factor —
VPF). Powoduje on powstawanie fenestracji pomigdzy
komorkami §rodblonka [17, 26]. Wplyw VEGF na prze-
puszczalno$¢ drobnych naczyn krwiono$nych jest ok. 50 ty-
siecy razy silniejszy niz histaminy [26]. VEGF powoduje



przejscie komorek Srodblonka ze stanu spoczynku do sta-
nu, w ktérym wykazuja one fenotyp angiogenny, prowa-
dzac do proliferacji, migracji i formowania sznuréw naczy-
niowych [17]. VEGF indukuje chemotaksje i aktywacje
monocytéw [17]. Pelni tez funkcje ,,czynnika przetrwa-
nia” [17]. Zwigkszong ekspresj¢ VEGF obserwuje si¢
w ogromnej wiekszoS$ci guzow litych i w biataczkach [17].
Obecnie uwaza sie, ze ekspresja VEGF zalezy gltownie
od czynnikdw wewnetrznych, zwigzanych z transforma-
cja nowotworowa (np. mutacja genu p53 [23], jak row-
niez aktywacja onkogenow ras [24], prowadzi do zwigkszo-
nej syntezy VEGF). W mniejszym za$ stopniu zalezy ona
od czynnikéw zewnetrznych, z ktérych najwazniejszym
jest niedotlenienie [17, 27].

VEGF wywiera swij biologiczny efekt poprzez Ia-
czenie si¢ z receptorami o wysokim powinowactwie —
VEGFR-1/Flt-1 i VEGFR-2/KDR/FIk-1 — znajdujacymi
si¢ gléwnie na powierzchni komdrek §rédbtonka [17, 27].

Badania ostatnich lat coraz SciSlej wskazuja na fakt,
ze synteza VEGF przez komorki guza nowotworowego
i jego interakcje z receptorami komorek Srodbtonka na-
czyfh krwiono$nych, sa waznym elementem we wzajem-
nych relacjach pomiedzy nowotworem, drobnymi naczy-
niami krwiono$nymi, a uktadem hemostazy.

Czynniki ukladu krzepniecia krwi a angiogeneza
w nowotworach

Czynnik tkankowy

Obecnie przyjmuje si¢, ze najwazniejszym prokoagulan-
tem w chorobie nowotworowe;j jest czynnik tkankowy (#is-
sue factor, TF) [przeglad piSmiennictwa w 1, 2]. Jego eks-
presje stwierdzono w wielu nowotworach ztosliwych:
w drobno- i niedrobnokomérkowym raku ptuca, guzach
mozgu, czerniaku zto§liwym, raku trzustki, zotadka, szyj-
ki i trzonu macicy, jajnika, pgcherza moczowego, raku
plaskonabtonkowym okolicy gtowy i szyi, a takze w czgsci
rakow piersi i jelita grubego [1, 28-32]. Zwigkszona aktyw-
no$¢ TF obserwowano we krwi (zaréwno zwiagzana z ko-
morkami nowotworowymi, jak tez z krazacymi monocyta-
mi) [32] i w moczu [33] pacjentéw z rozpoznana choroba
NOWOotworowa.

Funkcjonalnie TF moze wplywaé na angiogenez¢ na
drodze wielorakich mechanizméw w sposob bezposredni
— poprzez przekazywanie sygnalow wewnatrzkomoérko-
wych oraz posredni — poprzez generacje trombiny i prze-
kaznictwo komodrkowe, wywolywane jej dziataniem, a tak-
ze poprzez udzial w tworzeniu proangiogennej fibryny
[19, 33-3§].

Badania, opierajace si¢ na wymuszonym zmniejsze-
niu ekspresji TF, dostarczyly bezsprzecznych dowodow
na istotna rolg tego czynnika w powstawaniu nowych na-
czyf krwiono$nych w okresie rozwoju embrionalnego, jak
réwniez w warunkach patologicznych, m.in. w chorobie
nowotworowej. Mutacja genu kodujacego TF u homozy-
gotycznych myszy prowadzifa do ich umierania w macicy,
przy czym stwierdzano istotne nieprawidtowosci naczyn
krwionos$nych woreczka zéttkowego [39]. Wykazano row-

niez, ze TF indukuje wzrost transkrypcji genu kodujacego
synteze VEGF i obnizenie transkrypcji genu odpowie-
dzialnego za powstawanie inhibitora angiogenezy — TSP-
-1 w komorkach nowotworowych [19]. Zalezno$¢ pomig-
dzy ekspresja TF a VEGF w komérkach guza zostala na-
stepnie potwierdzona w kilku badaniach: w komorkach
ludzkiego czerniaka, rozwijajacego si¢ jako przeszczep
ksenogeniczny u myszy o oslabionej odpowiedzi immuno-
logicznej oraz w raku piersi, raku niedrobnokomoérkowy-
m pluca i glejakach mozgu u ludzi [29, 36, 38, 40].

Ekspresja zarowno TF, jak i VEGF regulowana jest
przez hipoksje [35]. Amirhoshravi i wsp. [35] wykazali,
ze pentoksyfilina, znana ze swoich wtasciwosci obnizania
ekspresji TF na monocytach i komorkach §rodblonka na-
czyfn, hamuje, zalezna od niedotlenienia, synteze TF
i VEGF w komorkach trzech réznych linii komorkowych
nowotwordw ztosliwych. Czynnikowi transkrypcyjnemu
HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) przypisuje si¢ udzial
w stymulowaniu syntezy VEGF [17], natomiast wzrost
ekspresji TF jest niezalezny od czynnika HIF-1, jako ze
zwiekszona ekspresj¢ TF obserwowano w przypadku nie-
obecnosci podjednostki 3 czynnika HIF-1 [41]. Badania
eksperymentalne, przeprowadzone na homozygotycznych
myszach z mutacja genu kodujacego czynnik Egr-1 (early
growth response gene), wykazaly, ze ten czynnik transkryp-
cyjny jest odpowiedzialny za zwickszona ekspresje TF
w niedotlenionej tkance ptuca [42]. Poza tym udowod-
niono, ze czynnik Egr-1 wplywa na indukowana przez
VEGEF lub TNF-a ekspresje TF na komorkach srédbion-
ka naczyn [43].

TF jest glikoproteing o masie czasteczkowej 46 kDa
[1]. Jest on integralnym biatkiem btony komorkowej, zbu-
dowanym z trzech domen: zewnatrzkomdrkowej (odpo-
wiedzialnej za wigzanie czynnika VIla), Srodbtonowe;j
(kotwiczacej TF w btonie komoérkowej) i krotkiego cyto-
plazmatycznego ogona [1]. W ostatnich latach na temat
TF ukazalo si¢ wiele doniesien, bedacych przedmiotem
dyskusji. Ot6z Abe i wsp. [34] wykazali, ze transfekowanie
cDNA, kodujacego jedynie czes$¢ cytoplazmatyczna TF
do komorek ludzkiego czerniaka, powodowato zwigksze-
nie ekspresji VEGF w tych komorkach. Dodatkowo cze§¢
cytoplazmatyczna TF wywoluje sygnaly wewnatrzkomor-
kowe, prowadzace do aktywacji kinazy C, ktorej przypisu-
je si¢ udzial w zwigkszaniu syntezy VEGE, w odpowiedzi
na rézne czynniki zewnetrzne [44]. Istnieje jednakze sze-
reg danych poddajacych w watpliwo$¢ dominujaca role
cytoplazmatycznej domeny TF [24, 37, 45, 49], a impliku-
jacych znaczacy wplyw zewnatrzkomorkowej czeSci TF
w tym procesie. Przylaczenie aktywnego czynnika VII
(VIIa) do TF indukuje wewnatrzkomorkowa oscylacje
jonéw wapnia [45], fosforylacje tyrozyny [46], aktywacje
szlaku przekaznictwa komdrkowego, zaleznego od kinazy
biatkowej, aktywowanej mitogenem (MAP-kinase — mito-
gen-activated protein kinase) [47], gléwnego szlaku odpo-
wiedzialnego za syntez¢ VEGE a takze innych kinaz, bio-
racych udziat w regulacji ekspresji VEGE np. kinazy 3'OH
fosfatydyloinozytolu (PI3K), czy czynnikoéw nalezacych
do rodziny bialek src [48]. Poza tym w badaniach ekspery-
mentalnych wykazano, ze wprowadzenie genu kodujace-
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go czes¢ zewnatrzblonowa TF homozygotycznym myszom,
pozbawionym genu odpowiedzialnego za synteze petno-
czasteczkowego TE przywracalo zdolno$¢ syntezy dome-
ny zewnatrzblonowej TF, co w konsekwencji zabezpie-
czalo przed wystapieniem anomalii naczyniowych i chro-
nito przed Smiercia embrionéw takich myszy [49].

Aktywno$¢ prokoagulacyjna kompleksu TF/VIla
prowadzi do powstania aktywnego czynnika X (Xa). Czyn-
nik ten, poprzez aktywacje receptorow PARs (protease-ac-
tivated receptors) na powierzchni komorek, wplywa na
ekspresje r6znych gendéw, w tym kodujacych czynniki re-
gulujace angiogenezg. Aktywnos¢ katalityczng kompleksu
TF/VIla oraz czynnika Xa inaktywuje TFPI (inhibitor ze-
wnatrzpochodnej drogi krzepniecia krwi — tissue factor
pathway inhibitor), ktOry jest syntetyzowany przez komor-
ki §rédbtonka naczyn krwiono$nych i makrofagi [S0]. Ak-
tywno$¢ inhibitorowa TFPI prowadzi do taczenia si¢ tego
czynnika z czynnikiem Xa i kompleksem TF/VIIa i po-
wstania czwartorzedowego kompleksu, ktdry nast¢pnie
jest transportowany do blonowych pecherzykdéw (cave-
olae) [51], co prowadzi do zahamowania aktywnosci pro-
teolitycznej powyzszych czynnikéw, a jednocze$nie umiej-
scawia TF w bezposrednim sasiedztwie elementéw szlaku
sygnalowego komorki, takich, jak np.: receptory wigzace
biatko G, kinazy tyrozynowe, czy blonowe pompy wapnio-
we [52]. Mozliwe, ze proces ten wplywa na angiogeneze,
ale z pewnoSciag wymaga to jeszcze potwierdzenia szere-
giem badan.

VEGE poprzez taczenie si¢ z receptorem VEGFR-
-1 na monocytach/makrofagach, indukuje réwniez eks-
presje TF w tych komdrkach oraz wywotuje ich migracje
[27]. Prawdopodobnie po czesci odpowiada za obecnosé
makrofagéw w guzie nowotworowym, co dodatkowo
sprzyja fenotypowi proangiogennemu nowotworu [27].
Roéwniez komorki Srddbtonka, stymulowane przez VEGE,
odpowiadaja wzrostem ekspresji TF, co moze prowadzi¢
do dodatkowego zwigkszenia potencjatu prokoagulacyjne-
g0, a W nastepstwie — proangiogennego w guzie nowo-
tworowym [43].

VEGE, oprécz wyzej opisanego wplywu na TE in-
dukuje ekspresje czynnikoéw uktadu fibrynolizy, a miano-
wicie aktywatora plazminogenu typu tkankowego (t-PA),
urokinazy (u-PA), inhibitora aktywatoréw plazminogenu
typu-1 (PAI-1), a takze receptora dla urokinazy (u-PAR)
na komdrkach §rédbtonka naczyn [53, 54]. Wydaje sig,
ze te, z pozoru przeciwstawne efekty dziatania VEGE, sa
w rzeczywisto$ci wyktadnikiem nowej rownowagi, sprzyja-
jacej powstawaniu naczyn krwiono$nych w obrgbie guza,
co w konsekwencji prowadzi do rozwoju nowotworu i po-
wstawania przerzutow.

Trombina

Aktywacja, zaleznej od TF drogi krzepnigcia krwi, pro-
wadzi do powstania trombiny — czynnika stymulujacego
angiogenezg [38, 55, 56]. Obecno$¢ trombiny wykazano
w wielu guzach nowotworowych (m.in. w drobnokomoérko-
wym raku pluca, nerki, jajnika, krtani, zotadka, czerniaku
zto§liwym) [przeglad piSmiennictwa w 1]. Trombina peini

istotna funkcje w progresji nowotworéw [1, 57-59]. Prowa-
dzi do wzrostu syntezy TF w r6znych komorkach, co do-
datkowo eskaluje aktywacje krzepnigcia krwi, obserwo-
wang w nowotworach [1]. Trombina per se wywoluje efekt
mitogenny, jak réwniez zwigksza wplyw innych mitoge-
néw na komorki guza nowotworowego [1, 58, 59].

Trombina wywiera efekt proangiogenny, ktory
w pewnej mierze jest spowodowany jej dziataniem na
wzrost przepuszczalnoSci naczyfn krwionos$nych. Proces
ten jest wynikiem indukcji kadheryn, obecnych na po-
wierzchni komorek Srodblonka i aktywacji mechanizmu
zaleznego od fosfatazy tyrozynowej SHP2 [60]. Trombina
wplywa na angiogeneze, niezaleznie od tworzenia fibryny
[56]. Tsopanoglou i wsp. wykazali na modelu CAM (cho-
rion allantoinic membrane), ze zarbwno o-trombina (zawie-
rajgca w swej czasteczce czg$¢ katalityczng i koniec aniono-
wy), jak i y-trombina (wykazujaca aktywnoS$¢ katalitycz-
na, lecz nie posiadajaca konica anionowego, koniecznego
dla jej aktywnosci prokoagulacyjnej) promuja angioge-
nez¢ in vivo [56]. Trombina, poprzez Iaczenie si¢ ze
swoistym receptorem (PAR-1) na powierzchni komoérek
Srodblonka lub przekazywanie sygnaléow do wnetrza ko-
morki, niezalezne od swojej aktywnosci proteolitycznej
(poprzez sekwencje¢ aminokwas6w fancucha o-trombiny),
wywiera efekt mitogenny w stosunku do komorek $rod-
btonka [61]. Trombina zwigksza ekspresje receptoréw dla
VEGEF na komorkach $rodbtonka (tj. Flt-1 i KDR) [55],
powoduje uwalnianie VEGF z plytek krwi, bFGF z ko-
morek §rddblonka i obu tych czynnikéw z zasobéw macie-
rzy zewnatrzkomorkowej [27]. Dodatkowo zwigksza eks-
presje t-PA i PAI-1 [62]. Tylko zréwnowazone dzialanie
aktywatorow i inhibitoro6w plazminogenu zapewnia inter-
nalizacj¢ kompleksu u-PAR/PA/PAI-1 i w konsekwencji
redystrybucje u-PAR w blonie komérek $rédbionka,
w miejscu inwazji nowotworu, ktora — lokalizujac aktyw-
no$¢ plazminy — reguluje proces proteolizy elementow
macierzy zewnatrzkomoérkowej. Poza tym trombina akty-
wuje prozelatynaze A (MMP-2), dodatkowo zwigkszajac
nasilenie degradacji macierzy zewnatrzkomdrkowej, nie-
zbednej dla migracji komorek Srodblonka [62], a takze
prowadzi do degradacji inhibitora angiogenezy — TSP-1.
Podczas, gdy trombina uwazana jest za czynnik stymuluja-
cy neowaskularyzacje, w obrebie czasteczki jej proenzy-
mu — protrombiny znajduja si¢ ukryte inhibitory tego pro-
cesu — fragment F1+2 i fragment 2 [63]. Dodatkowo cza-
steczka antytrombiny III (AT III) ulega degradacji pod
wplywem dzialania trombiny oraz elastazy neutrofili, do-
starczajac kolejnego inhibitora angiogenezy — antyangio-
gennej antytrombiny III (aaAT III) [21].

Rycina 1 przedstawia w skrocie wplyw trombiny na
angiogenez¢ w nowotworach.

Fibrynogen/fibryna

Prokoagulacyjna aktywnos¢ trombiny prowadzi do prze-
ksztalcenia fibrynogenu w fibryne. U chorych na nowo-
twory czesto stwierdza sie zwigkszony obrot fibrynogenu
oraz skrécony okres jego poitrwania w osoczu krwi [prze-
glad piSmiennictwa w 1]. Obecnos¢ fibryny w przestrzeni
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Ryc. 1. Proponowany schemat wplywu trombiny na angiogenez¢ w nowotworach.

Uzyte skroty: VEGF-czynnik wzrostu Srddblonka naczyn, bFGF-zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, TF-czynnik tkankowy, II-protrombina, X-czyn-
nik X krzepniecia krwi, VIIa, Xa-aktywne formy odpowiednich czynnikéw krzepnigcia krwi, F2-fragment 2 protrombiny, F1+2-fragment 1+2 protrom-
biny, AT III-antytrombina III, aaAT III-antyangiogenna antytrombina III, pro-MMP-2-proenzym metaloproteinazy-2, tPA-aktywator plazminogenu ty-

pu tkankowego, PAI-inhibitor aktywatorow plazminogenu.

pozanaczyniowej, potwierdzajgca zachodzaca tam akty-
wacje krzepnigcia krwi, zostata udokumentowana w szere-
gu nowotworow ztosliwych [1, 3, 26, 38].

Sie¢ fibryny, podobnie jak w przypadku komorek
nowotworowych, stanowi mechaniczne wsparcie dla mi-
grujacych komorek Srodbtonka naczyn. Fibryna i fibry-
nogen indukuja ekspresje TE co — przy stwierdzanej czg-
sto w nowotworach nadmiernej aktywnosci prokoagulacyj-
nej, zaleznej od TF, prowadzacej w konsekwencji do
nadprodukgji fibryny, doprowadza do wytworzenia do-
datniego sprzezenia zwrotnego typu samonapedzajace-
go si¢ ,,blednego kola”. Fibrynogen, poprzez taczenie sie
odcinka 572-574 taficucha a fibrynogenu z integrynami
o,B5, powoduje przekazywanie komorkom Srodbtonka
»sygnatow przezycia” [26, 64]. ROwniez stabilizujacy fi-
bryne — czynnik XIII, moze by¢ ligandem dla antyapopto-
tycznej integryny o, [65]. Poza tym fibryna i fibryno-
gen zwigkszaja ekspresje proangiogennej IL-8 i aktywato-
row plazminogenu w komorkach S$rédblonka [36].
Odszczepienie fibrynopeptydu B od czasteczki fibryno-
genu i odstonigcie fragmentu a15-42 fibryny stymuluje
proliferacje i migracje komorek srédbtonka [66]. Ponad-
to produkty degradacji fibryny — gtéwnie fragment E, na-
silaja angiogeneze [67]. Dodatkowo fibryna i fibrynogen
ulatwiaja aktywacje i utrzymanie stabilno$ci bFGF oraz
prawdopodobnie innych czynnikow proangiogennych. Za-
sadowy FGF wplywa na migracje¢ i proliferacje komoérek
Srodbtonka, a takze reguluje proteolize macierzy zewna-

trzkomorkowej. VEGF 1 bFGF wykazuja synergizm w po-
budzaniu angiogenezy [68]. Zasadowy FGF jest wtorna,
dziatajaca autokrynnie lub intrakrynnie cytokina, ktorej
synteza jest kontrolowana m.in. przez VEGF [69]. Do-
datkowo bFGEF, pod wplywem trombiny, zwigksza ilo§¢
receptoréw dla VEGF — KDR/VEGFR-2 na komoérkach
Srodbtonka [55]. TE, stymulujac syntez¢ VEGE czy prowa-
dzac do generacji trombiny i formowania fibryny, w spo-
s6b posredni wplywa na proces tworzenia nowych naczyn
krwiono$nych — regulujac aktywno$¢ bFGF i prawdopo-
dobnie innych czynnikdéw proangiogennych.

Rycina 2 w sposdb uproszczony przedstawia wplyw fi-
brynogenu, fibryny i produktéw ich rozpadu na angioge-
nez¢ w nowotworach.

Czynniki ukladu fibrynolizy a angiogeneza
w nowotworach

W licznych badaniach (m.in. w raku piersi, zotadka,
pluca, jajnika, czerniaku ztoSliwym i w nowotworach mo-
zgu) zaobserwowano korelacje pomiedzy silng ekspresja
u-PA, a wysokim stopniem zioS§liwosci histopatologicznej,
duzym zaawansowaniem procesu nowotworowego i ztym
rokowaniem [70-74]. Ro6wniez wysoka ekspresja t-PA,
w raku piersi [75] i czerniaku ztosliwym [76], czy tez pod-
wyzszone stezenie PAI-1 w r6znych nowotworach [70, 73,
74], korelowaly z niekorzystnym rokowaniem. Bajou i wsp.
[77] sformutowali hipotezg, ze do agresywnego wzrostu
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Ryc. 2. Proponowany schemat wplywu fibrynogenu, fibryny i produktéw ich rozpadu (FDP) na angiogenez¢ w nowotworach.
Uzyte skroty: bEGF-zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, IL-8-interleukina, TF-czynnik tkankowy, PA-aktywatory plazminogenu, alfa2-MG - alfa

2 makroglobulina, alfa2-AP — alfa 2-antyplazmina.

nowotworu prowadzi zrownowazona aktywacja poszcze-
golnych czynnikéw uktadu fibrynolizy, a nie zaburzenie te-
go ukfadu, dotyczace jednego z jego czynnikow.

Czynniki proangiogenne, takie jak: VEGF i bFGE,
powoduja wzrost ekspresji aktywatordéw plazminogenu
(PAs), ich receptoréw (u-PAR) i inhibitoréow (PAI-1)
w komorkach §rodbtonka [26, 53, 54, 69]. Wykazano, ze
dzialtaja one synergistycznie w indukowaniu zaréwno an-
giogenezy [68], jak i w regulowaniu ekspresji u-PA i u-
-PAR w komoérkach BME (bovine adrenal cortex-derived
microvascular endothelial cells) [78]. Dodatkowo zaobser-
wowano ko-lokalizacje u-PA, t-PA, PAI-1 i VEGF
w gwiazdziakach mézgu u szczurdw [79], a takze — u-PA
i VEGF w raku jelita grubego u ludzi [80].

Powstata zewnatrznaczyniowo fibryna z jednej strony
dostarcza ,,rusztowania”, sprzyjajacego wzrostowi nowych
naczyn krwiono$nych, z drugiej za$ stanowi bariere dla
migracji komorek Srodbtonka. Proteolityczna aktywnoS§¢
komorek §robtonka w gldwnej mierze jest wynikiem dzia-
tania plazminogenu, a takze t-PA i u-PA [81]. Aktywatory
plazminogenu powoduja przeksztatcenie plazminogenu
do plazminy, ktéra posiada wiasciwosci degradacji wick-
szoSci biatek macierzy miedzykomdrkowej w sposob bez-
posredni oraz poSredni (poprzez aktywacje innych zymo-
genow, w tym nieaktywnych form metaloproteinaz ma-
cierzy zewnatrzkomdrkowej) [81, 82]. Istotnym etapem
w regulacji aktywnoSci ukfadu fibrynolizy jest wigzanie

si¢ u-PA z jego blonowym receptorem, u-PAR [53, 82, 83].
Polaczenie to przysSpiesza aktywacje u-PA, ktory zwigzany
z receptorem wykazuje wyzsza aktywnos¢, ale jedno-
cze$nie ta aktywna forma u-PA jest bardzo szybko inak-
tywowana przez PAI-1 [82, 83]. Powstaly kompleks
u-PA/PAI-1 w potaczeniu z u-PAR jest nastepnie inter-
nalizowany, przy czym kompleks u-PA/PAI-1 jest degrado-
wany w lizosomach, a u-PAR jest ponownie transportowa-
ny na powierzchni¢ komorki [82, 83], gdzie moze pojawiaé
si¢ w roznej lokalizacji. Dodatkowo wigzanie u-PA z u-
-PAR indukuje mobilizacj¢ tych receptoréw w miejscu
taczenia si¢ z ligandem [53]. Interesujace jest, ze ekspre-
sje u-PAR w migrujacych monocytach i komorkach nowo-
tworu obserwowano w czeéci blony komoérkowej okresla-
nej jako tzw. ,invasion front” [53]. Aktywatory plazmino-
genu i plazmina biora wi¢c udziat w degradacji macierzy
miedzykomorkowe;j, sprzyjajac w ten sposob angiogenezie.
Z kolei inhibitory fibrynolizy, tj. a,-antyplazmina i o,-
-makroglobulina, blokuja ten proces poprzez hamowa-
nie inwazji komorek §rédbtonka naczyn [84].

Czynniki uktadu fibrynolizy wywieraja tez wplyw na
adhezje komorek i przekazywanie sygnatéw do wnetrza
komorki. Polaczenie obecnego na powierzchni komoérek
§rodbtonka u-PAR z witronektyna hamuje adhezj¢ komo-
rek, co w rezultacie moze ulatwiaC angiogeneze [85]. Reak-
cje te blokuje PAI-1 [85]. Z drugiej strony, domena 2/3 u-
-PAR komorek §rodblonka jest receptorem wielkocza-



steczkowego kininogenu (HK) [86], a polaczenie to jest
z kolei blokowane przez witronektyne [86]. Powstanie
kompleksu HK/kalikreina powoduje dalsza aktywacje pla-
zminogenu i nasilenie fibrynolizy w hodowli komorek §rod-
btonka naczyn [86]. Dodatkowo domena 5 HK (kininosta-
tyna) hamuje proliferacje i migracje komodrek Srddbionka,
hamujac tym samym angiogeneze [87]. Poza tym przytacze-
nie u-PA do receptora u-PAR wywoluje powstawanie sy-
gnalow wewnatrzkomorkowych, mogacych wplywaé na
proces tworzenia nowych naczyn krwiono$nych [83, 88].
Kolejnym istotnym mechanizmem neowaskularyzacji
jest udzial czynnik6éw uktadu fibrynolizy w proteolitycznej
aktywacji czynnikéw proangiogennych i cytokin: u-PA ak-
tywuje pro-HGF (czynnik wzrostu hepatocytow), nato-
miast plazmina — bFGF i TGF-f (transformujacy czynnik
wzrostu-beta) [89, 90]. HGF jest czynnikiem proangio-
gennym, stymuluje synteze VEGE, zwi¢cksza ruchomo§¢
i ulatwia inwazje komorek srddblonka [91, 92]. TGF-f
natomiast, mimo, ze wykazuje wlasciwoSci antyangiogen-
ne in vitro, stymuluje angiogeneze¢ in vivo poprzez wplyw
na proteolize [70], dojrzewanie nowopowstalych naczyn
krwiono$nych [93], uwalnianie VEGF [94] oraz hamo-
wanie powstawania inhibitora angiogenezy — angiostatyny
[95].
Interesujacym wydaje si¢ wykrycie obecnoSci inhi-
bitora neoangiogenezy w obrebie czasteczki plazminoge-

nu — angiostatyny [20]. Inhibitor ten, dziatajacy uktadowo,
jest 38 kD fragmentem plazminogenu, powstalym w wyni-
ku dziatania metaloelastaz, uwolnionych z makrofagow,
naciekajacych guz nowotworowy lub proteaz serynowych,
pochodzacych z komoérek nowotworowych [20].

Rycina 3 przedstawia w uproszczeniu pro- i antyan-
giogenny wplyw czynnikéw uktadu fibrynolizy.

Plytki krwi a angiogeneza w nowotworach

W przebiegu choroby nowotworowej czesto obserwuje
si¢ zaburzenia jakoSciowe i iloSciowe plytek krwi [96, 97].
Istotna rol¢ przypisuje si¢ tez plytkom krwi w procesie
angiogenezy. Komorki Srodblonka pod wplywem dziatania
VEGF ulatwiajg aktywacje plytek krwi [98], ktore ulega-
ja nastepnie adhezji, agregacji i reakcji uwalniania (glow-
nie z ziarnistosci o). Wsroéd uwalnianych substancji wyste-
puja m.in. czynniki regulujace angiogeneze, takie jak:
VEGF-A, VEGF-C, bFGF, HGF (hepatocyte growth fac-
tor, czynnik wzrostu hepatocytow), IGF-1 i IGF-2 (insulin-
-like growth factor type-1, -2, insulinopodobne czynniki
wzrostu typu pierwszego i drugiego), EGF (epidermal
growth factor, naskorkowy czynnik wzrostu), PD-ECGF
(platelet-derived endothelial cell growth factor, czynnik
wzrostu komorek §rédbtonka pochodzenia ptytkowego)
[przeglad piSmiennictwa w 99]. Plytki krwi, oprocz aktywa-
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Ryc. 3. Proponowany schemat pro- i antyangiogennego udzialu czynnikéw uktadu fibrynolizy w angiogenezie w nowotworach.
Uzyte skroty: PLG-plazminogen, PAI-1-inhibitor aktywatoréw plazminogenu typu-1, u-PA-urokinaza, uPAR-receptor urokinazy, Sc-uPA-jednotaicucho
wa urokinaza, VEGF-czynnik wzrostu §rddblonka naczyn, bFGF-zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, HGF-czynnik wzrostu hepatocytéw, TGFbeta-

-transformujacy czynnik wzrostu-beta, K-kalikreina, HK-kininogen o duzej masie czasteczkowe;j.
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toréw angiogenezy, sa rowniez Zrodtem inhibitoréw tego
procesu. Naleza do nich m.in: PF4 (czynnik plytkowy-4),
TSP-1, pierwsza (NK1) oraz pierwsze dwie (NK2) dome-
ny kringle czynnika HGF [przeglad piSmiennictwa w 99].

PF4, taczac si¢ z heparynopodobnymi glikozamino-
glikanami, wystepujacymi na powierzchni komdrek §rod-
btonka, blokuje miejsca wigzania dla czynnikdw wzrostu
Srodbtonka, wymagajacych takich interakcji do swej ak-
tywnosci [100]. PF4 hamuje tez bezpoSrednio dimeryzacje
i aktywno$¢ bFGF [101]. Jednoczes$nie PF4, poprzez me-
chanizm niezalezny od Iaczenia si¢ z powierzchniowymi
glikozaminoglikanami, blokuje stymulujacy wplyw bFGE
EGF i VEGF w stosunku do komoérek §rodbionka [100].
Roéwniez peptyd, pochodzacy z C-konica PF4 (zawierajacy
reszty 47-70), wplywa hamujaco na aktywno$¢ zaré6wno
bFGE jak i VEGF w stosunku do komorek §rodbfonka
[102].

TSP-1 hamuje angiogeneze poprzez taczenie si¢ z re-
ceptorem CD36 na komdrkach §rédbtonka [103]. Jed-
nakze bardzo wysokie stezenia TSP-1 moga stymulowaé
angiogeneze w wyniku oddziatywania z biatkiem aktywu-
jacym integryny (IAP/CD37) [103]. Poza tym TSP-1
uczestniczy w aktywacji TGF-3 [104].

Aktywacja plytek krwi, niezaleznie od wystapienia
reakcji uwalniania, prowadzi do zwigkszenia ekspresji TF
na komorkach §rodbtonka [105] i tworzenia sieci naczyn
w badaniach in vitro z uzyciem Matrigel [106]. Przypuszcza
sie, ze w tym przypadku istotna role moze odgrywac adhe-
zja plytek krwi do komoérek Srodbtonka poprzez gliko-
proteiny [103].

Reasumujac, nalezy podkresli¢, ze udzial czynnikow
uktadu hemostazy w procesie angiogenezy jest niezwykle
istotny, a oddzialywania poszczegdlnych elementéw te-
go ukfadu na komérki nowotworowe i srédbtonka naczy-
niowego sa wielokierunkowe. Doglebne poznanie tych
skomplikowanych interakcji moze w przysztoSci otworzy¢
nowe kierunki terapii wspomagajacej w leczeniu nowo-
tworow. Rysuja si¢ wstgpnie dwa nurty ewentualnej tera-
pii, wykorzystujacej znajomo$¢ tych interakcji. Pierwszy
z nich to zastosowanie naturalnych inhibitoréw angioge-
nezy, bedacych sktadowymi ukladu hemostazy. Istnieja
doniesienia o probach zastosowania angiostatyny [107],
czy PF4 [108] w terapii antyangiogennej nowotworow.
Drugi — to zastosowanie lekow interferujacych z czynnika-
mi uktadu hemostazy. Z uwagi na przypisywana czynniko-
wi tkankowemu role w procesie angiogenezy, leczenie
polegajace na blokowaniu tego czynnika mogtoby przy-
nieS¢ korzystne wyniki. Jedna z opcji mogtoby by¢ zastoso-
wanie monoklonalnych przeciwcial przeciwko TF. Sku-
teczno$¢ takiego leczenia wykazano juz na modelach zwie-
rzgcych w leczeniu innych jednostek chorobowych,
w ktdrych stwierdza si¢ zalezna od TF aktywacje krzepnie-
cia krwi [109], a takze w guzach nowotworowych, gdzie
obserwowano regresj¢ nowotworu spowodowana za-
mknieciem naczyn [110].

Innym sposobem interferowania z aktywnoscia TF
byloby zastosowanie zwigzkdw hamujacych ekspresje TE
Jednym z nich sa retinoidy, ktore hamuja ekspresj¢ TF
w monocytach i komdrkach biataczek réznego typu [111].

Taka hipotez¢ mozna by testowac tez w probach klinicz-
nych z zastosowaniem pentoksyfiliny, ktéra — oprocz dzia-
fania hamujacego na TF — wywiera efekt blokujacy w sto-
sunku do syntezy VEGF w hodowli komdrek nowotworo-
wych czerniaka, raka piersi i raka pluca [35]. Statyny —
zwiazki obnizajace stezenie lipidow, a dodatkowo hamu-
jace aktywno$¢ TF obecnego w makrofagach [112] mo-
glyby by¢ réwniez stosowane, ale wymagatoby to jeszcze
szeregu badan, gdyz donoszono o dziataniu proangiogen-
nym tych lekéw [113].

Inna mozliwoscia blokowania aktywnoSci TF w no-
wotworach byloby zastosowanie rekombinowanego in-
hibitora zewnatrzpochodnej drogi krzepnigcia krwi
(rTFPI). Donoszono o zachecajacych wynikach badan
na modelach zwierzecych w leczeniu chordb nienowo-
tworowych, zwiazanych z aktywnoScia TF, a aktualnie
trwaja proby kliniczne z zastosowaniem rTFPI u cho-
rych z rozpoznang posocznica, zespolem wykrzepiania
Srodnaczyniowego i u pacjentdw poddanych mikrochi-
rurgii [114].

VEGF zwigksza ekspresje TF w monocytach/ma-
krofagach i komorkach §rdédblonka naczyn. Stad anty-
angiogenne strategie postepowania, wykorzystujace blo-
kowanie receptora dla VEGF (np. SU5416, SU6668,
PTK787/2K22584), hamowanie syntezy VEGF (np. in-
terferon alfa), czy neutralizowanie jego funkcji poprzez
zastosowanie monoklonalnego przeciwciala przeciwko
VEGEF [115], bedace w trakcie I i I fazy badan klinicz-
nych, w wielu nowotworach stwarzaja mozliwo$¢ zmniej-
szenia wplywu TF na powstawanie nowych naczyn krwio-
nosnych.

Donoszono takze o skutecznoSci w modelach
zwierzecych immunoterapii, polegajacej na wprowa-
dzeniu w obreb guza nowotworowego wektora wirusowe-
g0, kodujacego immunokoniugaty, skfadajace si¢ z czyn-
nika VII (o zmutowanym miejscu aktywnym, nie dopusz-
czajacym do aktywacji uktadu krzepniccia krwi),
wiazacego si¢ z TE obecnym na komdrkach nowotworo-
wych i §rodblonkach naczyfh w obregbie guza nowotwo-
rowego oraz z fragmentu Fc IgG. Takie postepowanie
wywolywato odpowiedZ organizmu typu komorkowego
przeciwko elementom guza nowotworowego, do ktérego
zostal wprowadzony wektor, jak rowniez w stosunku do
przerzutéw nowotworowych, charakteryzujacych si¢ eks-
presja TF na komoérkach guza i Srédbtonkach naczyn
[116].

Ekspresja TF prowadzi do generacji trombiny w pod-
Scielisku nowotwordow, a w nastepstwie do tworzenia sie-
ci fibryny wokot ognisk komoérek nowotworowych i na
pograniczu guz/gospodarz, utatwiajacych dodatkowo an-
giogeneze. W procesie nowotworzenia trombina wywiera
szereg efektow poprzez proteolityczng aktywacje recepto-
ra PAR-1, obecnego na komoérkach nowotworowych, ko-
morkach Srodblonka i ptytkach krwi. Wobec tego zastoso-
wanie zwigzkow blokujacych ten receptor moze przyniesé
pewne korzysci. Rowniez zastosowanie inhibitor6w trom-
biny (np. hirudyny), czy przeciwcial monoklonalnych,
skierowanych przeciwko trombinie, stanowi obiecujaca



opcje postgpowania wspomagajacego w leczeniu nowo-
twor6w [109].
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