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Streszczenie: Z punktu widzenia biologii nowotwordow, jednym z najistotniejszych procesow, pozwa-
lajacych na ich wzrost, rozwoj i progresjg¢, jest naczyniotworzenie, gldwnie na drodze angiogenezy.
Nowopowstate naczynia krwiono$ne uczestnicza w wymianie substancji odzywczych, gazow oraz
metabolitéw, jak rowniez stwarzajag mozliwos¢ rozsiewu komoérek nowotworowych w organizmie.
Do nowotworéw bogato unaczynionych nalezy nerwiak zarodkowy wspolczulny. Jest to najczgstszy
guz lity u pacjentow pediatrycznych wywodzacy si¢ z komoérek listewki nerwowej. Nowotwor ten
charakteryzuje si¢ stosunkowo wysoka wyleczalnoscia, lecz zalezne to jest od wspotistnienia wielu
cech korzystnych rokowniczo. Niemniej, usprawnienie procesu terapeutycznego stwarza mozliwosc
wyleczenia wigkszej liczby pacjentow. Jednym z kierunkow, ktore daja szanse na efektywniejsze
leczenie, jest terapia antyangiogenna. Wydaje si¢, ze neuroblastoma jest nowotworem wrazliwym na
dzialanie inhibitorow angiogenezy, a dotychczasowe badania potwierdzaja uzytecznos$¢ tego typu
lekow w terapii nerwiaka.

Stowa kluczowe: angiogeneza, waskulogeneza, neuroblastoma, nerwiak zarodkowy, antyangiogeneza

Summary: The new blood vessels formation, especially through the angiogenesis, is a key process
in carcinogenesis. Ten blood vessels supply the nutritions, oxygen and transport the metabolites, as
well as they are involved in metastasis. Neuroblastoma is one of the most vascularized cancers and
represents one of the most frequent solid tumors of childhood arising along the sympathetic nervous
system. Clinically neuroblastoma is heterogenous thus the therapy standards are not perfect. The
antyangiogenic therapy seems to improve the effectivness of neuroblastoma treatment.
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MECHANIZMY POWSTAWANIA NACZYN KRWIONOSNYCH
ANGIOGENEZA

Za prawidtowy wzrost i rozw6j organizmu czlowieka odpowiada wiele proce-
sow fizjologicznych oraz biologicznych. Ich wspétistnienie warunkuje utrzyma-
nie homeostazy organizmu.

Jednym z pierwszych procesow majacych miejsce podczas organogenezy za-
rodka jest naczyniotworzenie. Zachodzi ono na drodze trzech odmiennych mecha-
nizmoéw: waskulogenezy, angiogenezy oraz arteriogenezy, prowadzac do wytwo-
rzenia nowej sieci naczyniowej.

Naczyniotworzenie na drodze waskulogenezy zachodzi prawie wylacznie
w okresie embrionalnym. Proces ten moze jednak towarzyszy¢ niektérym sta-
nom chorobowym, m.in.: nowotworom, uszkodzonej rogdéwce, czy chorobie
niedokrwiennej konczyn dolnych, gdzie zaobserwowano udzial komoérek prekur-
sorowych §roédblonka w formowaniu nowych naczyn krwiono$nych [5, 59, 63].
Waskulogeneza polega na powstawaniu naczyn krwiono$nych z komoérek macie-
rzystych $rodbtonka — hemangioblastow, pochodzacych z wysp krwiotworczych
woreczka zottkowego zarodka. W efekcie dochodzi do wytworzenia pierwotne-
go splotu naczyniowego zarodka w obszarach nieunaczynionych, co ma miejsce
okoto 3 tygodnia embriogenezy [8, 27, 29, 39]. Jest to zatem proces charaktery-
styczny dla poczatkowego okresu rozwoju zarodka.

Zainicjowane przez waskulogenez¢ naczyniotworzenie jest kontynuowane
w pozniejszych etapach embriogenezy, jednak na drodze odmiennych mechani-
zmow. Sag za to odpowiedzialne dwa procesy: angiogeneza oraz arteriogeneza.
W przypadku obu proceséw nowe naczynia krwiono$ne powstajag w wyniku roz-
woju/przeksztatcenia naczyn juz istniejgcych.

Arteriogeneza prowadzi do wytworzenia naczyn tetniczych o duzej $rednicy.
Polega na przeksztatceniu istniejacych tetniczek kolateralnych w funkcjonalne
tetnice o wlasciwosciach wazomotorycznych, co jest nastepstwem rozrostu i po-
grubienia ich warstwy srodkowej (mig$niowej) [52]. Arteriogeneza fizjologicznie
ma miejsce jedynie w okresie zycia plodowego, natomiast moze rowniez zacho-
dzi¢ w okre§lonych stanach patologicznych, np. w dojrzalym niedokrwionym
i niedotlenionym sercu lub nowotworach [93].

W zyciu postnatalnym u podtoza fizjologicznego naczyniotworzenia lezy
angiogeneza. Proces ten ma miejsce w trakcie cyklu menstruacyjnego podczas
remodelowania blony $luzowej macicy oraz w trakcie tworzenia ciatka zottego,
implantacji zarodka w endometrium i formowania tozyska [42, 82]. Towarzyszy
takze kostnieniu na podtozu chrzestnym a takze odpowiada za tworzenie ziarni-
ny podczas gojenia si¢ ran [17, 96]. Angiogeneza moze by¢ rowniez kluczowym
elementem patomechanizmu niektoérych choréb. Towarzyszy takim zaburzeniom
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jak: przewlekte zapalenia (reumatoidalne zapalenie stawow, astma), schorzenia
gastroenterologiczne (choroba Crohna), naczyniowo-kardiologiczne (miazdzyca,
choroba niedokrwienna mig$nia sercowego) czy cukrzyca [18, 32, 37, 56, 78, 91].
Wieloletnie obserwacje potwierdzily rowniez udziat i ogromne znaczenie angio-
genezy w rozwoju i przebiegu choréb nowotworowych [35, 36, 37].

Mechanizm angiogenezy jest ztozony i wieloetapowy. Komorki §rodbtonka
istniejgcych naczyn krwionos$nych zostajg aktywowane w wyniku oddziatywania
czynnikdéw o charakterze fizycznym (hipoksja) i humoralnym. Do tej drugiej gru-
py zalicza si¢ cytokiny proangiogenne, sposrod ktorych znamienng rol¢ odgry-
waja biatka nalezace do rodziny naczyniowo-§rodbtonkowego czynnika wzrostu
VEGEF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor) oraz zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow bFGF (ang. basic Fibroblast Growth Factor). Aktywowane komorki
endotelium rozpoczynajg migracje¢ w obrebie macierzy zewnatrzkomoérkowej, co
uwarunkowane jest lokalnym dziataniem enzymow proteolitycznych, i jednocze-
$nie proliferuja. W efekcie dochodzi do wytworzenia btony wewngtrznej naczyn
krwionosnych oraz wydtuzonych struktur ze §wiatlem — kapilar. Do uformowania
pelnowartosciowych naczyn niezbedna jest rekrutacja pericytow oraz, w przypad-
ku duzych naczyn, rowniez komorek miesni gtadkich [98].

Regulacja procesu angiogenezy wymaga kooperacji czynnikéw o réznym cha-
rakterze: roznego rodzaju komorek, sktadnikéw substancji miedzykomorkowe;j
oraz zwiazkoéw chemicznych, ktore wykazujg wtasciwos$ci pro- lub antyangiogen-
ne. Szczegolnie istotna jest ta ostatnia grupa czynnikéw. Uwaza sig, ze zréwno-
wazona ekspresja czynnikow stymulujacych i hamujacych powstawanie nowych
naczyn krwiono$nych ma kluczowe znaczenie dla regulacji procesu angiogenezy.
W zyciu pozaptodowym, w warunkach fizjologicznych przewaza produkcja cyto-
kin antyangiogennych, co blokuje naczyniotworzenie. Wiadomym jest jednak, ze
w okreslonych stanach fizjologicznych, jak rowniez patologicznych, dochodzi do
uruchomienia procesu angiogenezy, co zwigzane jest z przesunigciem rownowagi
na rzecz czynnikOw proangiogennych (tzw. angiogenic switch) [41, 81].

ANGIOGENEZA ANOWOTWORY

Naczyniotworzenie na drodze angiogenezy jest jedng ze sktadowych, ktore
leza u podstaw patomechanizmu wielu choroéb. Istotna pod tym wzgledem grupa
schorzen sa nowotwory. Wieloletnie badania nad biologia tych chordb pozwolity
na wytonienie czynnikoéw majacych wptyw na ich wzrost i rozw6j, wsérdd ktorych
kluczowym wydaje si¢ by¢ proces naczyniotworzenia. Obserwacje te dotycza
przede wszystkim guzow litych, ale rowniez nowotworow o charakterze uogol-
nionym (biataczki, chloniaki), ktére wykazuja potencjat angiogenny [85]. Wy-
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kazano szereg zaleznosci pomiedzy zwigkszonym naczyniotworzeniem a praw-
dopodobienstwem wystapienia przerzutow w wielu typach nowotworéw, m.in.:
raku sutka, prostaty, pecherza moczowego, glowy i szyi oraz jelita grubego [9,
10, 38]. Zaobserwowano rowniez bezposredni wplyw intensywnos$ci angiogenezy
na wzrost guzow raka endometrium, ptuc, prostaty czy przetyku [68, 85, 90, 94].
Stwierdzono réwniez, ze nowe naczynia krwiono$ne mogg powstawaé w szpiku
kostnym pacjentéw z biataczka [1, 44, 65, 71, 73].

Podloze powstawania nowych naczyn krwiono$nych w nowotworach jest zto-
zone i wielowymiarowe, przy czy determinantg decydujaca o zainicjowaniu naczy-
niotworzenia jest wzrost masy nowotworowej. W poczatkowej fazie rozwoju nowo-
tworu sktadniki odzywcze, czynniki wzrostu, tlen oraz produkty przemiany materii
wytwarzane przez komorki nowotworowe transportowane sg na drodze dyfuzji z,
oraz do istniejgcych naczyn krwionosnych w okolicznych tkankach. Krytycznym
momentem, od ktorego zalezy dalszy rozwoj nowotworu, jest osiagnigcie przez guz
masy okoto 1 miliona komorek i objgtosci 1-2 mm?® [34]. Dochodzi wowczas do
wytworzenia ognisk martwiczych w centralnej czes$ci guza, co jest spowodowane
niewydolnos$cig transportu substancji poprzez dyfuzje z tkanek otaczajacych. W ob-
szarach dotknietych martwicg pojawia si¢ stres metaboliczny objawiajacy si¢ m.in.
hipoksja i kwasicg, co generuje nadekspresje HIF1a (ang. Hypoxia-Inducible Fac-
tor 1-alpha) w komorkach nowotworowych, ktory z kolei oddziatuje na komorki
srodbtonka naczyn znajdujacych si¢ bezposrednim sgsiedztwie. Zaktywowane ko-
morki endotelialne zaczynaja produkowac czynniki wzrostu naczyn krwionosnych,
w tym najistotniejszy VEGEF. ,,Przetacznik angiogenny zostaje wlaczony” [41, 54].

W wyniku uruchomienia procesu naczyniotworzenia, w obrgbie guza no-
wotworowego powstaje nowa sie¢ naczyniowa, pozwalajgca na staly dostep do
sktadnikow odzywczych i tlenu. Nowopowstale naczynia krwionos$ne posredni-
cza takze w rozsiewie komorek nowotworowych w organizmie, umozliwiajac po-
wstawanie wtornych ognisk nowotworowych — przerzutow [28]. Produkujg takze
czynniki wzrostu, hormony i cytokiny, ktore bezposrednio oddziatuja na komorki
guza, jak rdwniez wykazujg wtasciwosci proteolityczne, sprzyjajac tym samym
inwazji nowotworu na okoliczne tkanki [13, 74, 80]. Ponadto, poprzez produkcje
cytokin o charakterze immunosupresyjnym (gtéwnie VEGF, ale takze TGFp (ang.
Tumor Growth Factor beta), PGE2 (ang. Prostaglandin E2), IL-10 (ang. Interleu-
kin 10)) obecno$¢ wtdrnych ognisk nowotworowych przyczynia si¢ do ,,ucieczki”
komorek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego [86].

Naczynia krwiono$ne guza nowotworowego znaczaco réznig si¢ od naczyn
prawidlowych. W wyniku zburzenia réwnowagi w dziataniu czynnikéw o charak-
terze pro- i antyangiogennym, prawidtowy uktad naczyn malego kalibru oraz na-
czyn wlosowatych ulega aberracji, co przejawia si¢ zmiang ich struktury, ksztattu
oraz rozmiaru. Na skutek chaotycznego przebiegu sieci naczyniowej, niepetnego
zrdznicowania t¢tniczo-zylnego 1 istnienia $lepych odgatezien, predkos¢ przeptywu
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krwi jest czgsto znacznie spowolniona. Obecno$¢ licznych poréw w $cianie naczyn
W sposob istotny wplywa na zwiekszenie ich przepuszczalnosci [25, 87]. Przyczy-
niaja si¢ do tego rowniez zmiany morfologiczne komorek srodbtonka [88].

Hipotez¢ mowiacg o niezwykle istotnym znaczeniu naczyniotworzenia dla roz-
woju guza nowotworowego postawil w 1971 roku po raz pierwszy Judah Folkman.
Stanowila ona punkt wyjscia dla kolejnej idei, ktora pojawita si¢ juz rok pdzniej —
zahamowanie procesu angiogenezy moze zahamowac rowniez rozwoj guza [36]. Do
dnia dzisiejszego proba zastosowania inhibitoréw angiogenezy w terapii antynowo-
tworowej jest przedmiotem intensywnych badan.

TERAPIA ANTYANGIOGENNA

Z uwagi na zlozong biologie nowotwordw, mechanizmy obronne wytwarza-
ne przez komorki nowotworowe, jak réwniez niedoskonatos¢ dotychczas sto-
sowanych metod leczniczych, istnieje ogromna potrzeba usprawnienia procesu
terapeutycznego tychze chorob. Strategie leczenia antynowotworowego powsta-
ja w oparciu o analize funkcjonowania nowotwordw, a ich gtbwnym celem jest
zahamowanie rozwoju choroby oraz eliminacja komorek nowotworowych. Tym
samym, poznanie specyfiki chordb nowotworowych, ktéra warunkuje ich wzrost
1 rozwoj, jest strategiczne z punktu widzenia terapii.

Poznane dotychczas cechy nowotworow wskazujg na niekwestionowane zna-
czenie angiogenezy dla rozwoju tych chordb. Oczywistym jest zatem, ze terapia
antyangiogenna stata si¢ jednym ze sposoboéw walki z nowotworami [48].

Funkcjonowanie lekow o charakterze antyangiogennym bazuje w oparciu
o mechanizm ich dziatania. Wyrdznia si¢ dwa odmienne kierunki ich oddzialy-
wania: bezposredni oraz posredni. Leki o bezposrednim oddziatywaniu hamuja
proliferacje komorek sroédblonka (taksol, herbimycyna, talidomid) oraz ich mi-
gracje (genistenina, linomid) poprzez indukcj¢ programowanej $mierci komorki
[31, 57]. Z kolei inhibitory posrednie wykazuja wieloraki sposob dzialania: moga
mie¢ charakter czynnikow blokujacych cytokiny proangiogenne (bavacyzumab)
oraz ich receptory (sorafenib, sunitinib) rekombinowanych syntetycznych cytokin
antyangiogennych (angiostatyna, endostatyna) jak rowniez moga hamowac enzy-
my proteolityczne (marimastat, prinomastat) [40, 47, 66, 95, 99].

Szeroki wachlarz dziatania lekéw antyangiogennych sprawia, ze znajduja one
zastosowanie w terapii wickszosci nowotworoéw (dopuszczone do uzytku badz na za-
awansowanym etapie badan klinicznych). Leczenie antyangiogenne charakteryzuje
si¢ wysoce swoistym efektem terapeutycznym, dziataniem uniezaleznionym od loka-
lizacji i typu nowotworu, jak rowniez prowadzi do eliminacji komérek nowotworo-
wych na skutek niszczenia komoérek $rodblonka, oraz ze wzgledu na stabilnos¢ gene-
tyczng komorek endotelium, nie skutkuje nabywaniem lekoopornosci [20].
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Wisrdd wielu testowanych substancji o charakterze antyangiogennym, szczeg6l-
ne miejsce zajmuje bewacyzumab (Avastin). Jest to rekombinowane ludzko-mysie
przeciwciato, ktore ma zdolno$¢ wigzania i neutralizowania wszystkich izoform
naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu, bedacego najbardziej istotng cy-
toking zaangazowang w angiogeneze. Tym samym bewacyzumab hamuje angioge-
neze zalezng od VEGEF, jak rowniez prowadzi do regresji naczyn juz istniejgcych
[33]. Zmiana morfologii naczyn guza oraz ich regresja znaczaco redukuje cisnienie
sroédmiazszowe w obrebie guza, co utatwia penetracje chemioterapeutykow do ko-
morek nowotworowych [92]. Wydaje si¢, ze skojarzenie terapii antyangiogennej
oraz leczenia cytostatykami i/ badz radioterapig wykazuje wicksza skutecznosc¢ niz
monoterapia antyangiogenna [3]. W chwili obecnej bewacyzumab zatwierdzony
jest przez FDA (ang. Food and Drug Administration) jako lek pierwszego rzutu
W terapii przerzutowego raka jelita grubego oraz raka piersi [23].

Terapia antyangiogenna obarczona jest ryzykiem wystapienia niekorzystnych
skutkow ubocznych. Leki angiosupresyjne stosowane sa ogoélnosystemowo, wo-
bec czego moga prowadzi¢ do zaburzen procesu tzw. fizjologicznej angiogenezy.
Konsekwencja moze by¢ nieprawidlowe gojenie si¢ ran czy anomalie w funk-
cjonowaniu zenskich narzadow rozrodczych. Leki te moga w negatywny sposob
wplywa¢ na hemopoezg czy funkcjonowanie komorek §rodblonka. Czesto ob-
serwowanym niepozadanym efektem tego typu leczenia jest perforacja naczyn
krwiono$nych prowadzaca do krwotokdw, czego konsekwencja jest niedokrwie-
nie i niedotlenienie narzadow [45].

NERWIAK ZARODKOWY WSPOLCZULNY/
NEUROBLASTOMA

Szczegbdlne miejsce wsrod nowotwordw zajmujg nowotwory wystepujace
u dzieci. Stanowig 0,5-2 % wszystkich nowotworow, niemniej sg druga po wy-
padkach, zatruciach i urazach przyczyng zgonow w tej grupie wickowej. Charak-
teryzuja si¢ odmienng niz nowotwory oséb dorostych biologia oraz etiopatoge-
neza. Rozwijaja sie z reguly z tkanek, nie narzadow, wzrastajg znacznie szybciej,
ale jednoczes$nie sa bardziej chemio- i radiowrazliwe, co przektada si¢ na wyzszy
wspotczynnik przezycia [53].

Najczestszym guzem litym w grupie pacjentéow pediatrycznych, zlokalizo-
wanym pozaczaszkowo, jest nerwiak zarodkowy wspoélczulny (neuroblastoma).
Stanowi 6-8% wszystkich nowotwordéw tego okresu zycia. Szczyt zachorowania
przypada na 2. rok zycia, najczesciej rozwija si¢ najpozniej do 5. roku zycia. Jed-
noczes$nie jest to najczestszy nowotwor okresu noworodkowego.

Neuroblastoma rozwija si¢ z komorek nerwowych, z ktérej w warunkach pra-
widtowych powstaja zwoje ukladu wspotczulnego oraz rdzen nadnerczy. Z tego
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powodu najczestszym umiejscowieniem nerwiaka sg: okolica zaotrzewnowa jamy
brzusznej (60-80%), tylne $rodpiersie (15%), szyja (2-5%) oraz miednica (2-5%).
Nieznana jest do tej pory etiologia tego nowotworu. Znana jest dziedziczna po-
sta¢ tego nowotworu — 1 do 2% pacjentéw posiada dodatni wywiad rodzinny.
Badania cytogenetyczne ujawnity najczestsze dla nerwiaka zmiany materialu ge-
netycznego: delecj¢ 1p36, mutacje¢ genu kodujacego kinaze ALK (ang. Anaplastic
Lymphoma Kinase), amplifikacje protoonkogenu MYCN (ang. Myelocytomatosis
viral oncogene Neuroblastoma) [70].

W chwili obecnej 5-letnie przezycie dzieci do 1. roku zycia cierpigcych z po-
wodu nerwiaka zarodkowego wynosi 95%, natomiast dzieci do 14 roku zycia 68%
[14]. Dane te napawaja optymizmem, nalezy zwroci¢ jednak uwage na duze waha-
nia prognostyczne zalezne m.in. od wieku pacjenta, uwarunkowan genetycznych
czy cech histologicznych guza. Warto réwniez zaznaczy¢, ze w momencie rozpo-
znania choroby u 70% pacjentow obecne sa juz przerzuty odlegte [2]. Istotnymi
z punktu widzenia prognozy dla pacjenta sa takie czynniki jak: wiek w momencie
rozpoznania (do 1 r.z. 5-letnie przezycie wynosi 95%, a w przedziale 5-9 lat —
52%); miejsce ogniska pierwotnego — gorsze rokowanie wigze si¢ z umiejscowie-
niem guza w nadnerczach; brak stabilnosci genetycznej — amplifikacja MYCN
i mutacja genu ALK sa niekorzystne rokowniczo. Nie bez znaczenia sa rowniez
pewne cechy histopatologiczne guza — wysoki indeks mitotyczny czy stopien od-
roznicowania komoérkowego. Ze wzgledu na wielorako$¢ cech mogacych rzuto-
wac¢ na przebieg choroby, ocena prognozy dla pacjentéw z neuroblastoma nie jest
latwa. Dlatego tez dla oceny stopnia zaawansowania nowotworu, a tym samym
rokowania, stosuje si¢ skale INSS (ang. International Nauroblastoma Staging
System wg Ewans, D’ Angio i Randolpha) [2, 70].

Ciekawa obserwacja, okreslang wrecz mianem fenomenu, jest samoistna re-
gresja nerwiaka zarodkowego u niemowlat, bardzo czgsto w najwyzszym stopniu
zaawansowania IVS wg skali INSS. Cechami, ktore w gtdéwnej mierze predys-
ponuja do wystgpienia tego zjawiska, sa okreslone uwarunkowania genetyczne.
Z kolei u starszych dzieci obserwuje si¢ transformacje¢ ztosliwego nerwiaka do
tagodnej postaci ganglioneuroma [12].

Leczenie neuroblastoma opiera si¢ na zastosowaniu schematéw leczenia
skojarzonego, przy czym intensywnos¢ terapii uzalezniona jest od stopnia za-
awansowania choroby, wieku pacjenta i cech biologicznych guza [14]. U dzieci
mtodszych (niemowlgta) oraz przy I stopniu zaawansowania wystarczajace jest
leczenie chirurgiczne. W pozostatych przypadkach wtacza si¢ rowniez chemiote-
rapi¢ i/lub radioterapi¢. Przy zastosowaniu chemioterapii stosuje si¢ skojarzone
leczenie winkrystyna, endoksanem, doksorubicyna, cisplatyna, etopozydem oraz
karboplatyna [70]. Nadal podejmowane sa proby poszukiwania skuteczniejszych
form leczenia. Zalicza si¢ do nich autologiczne przeszczepy szpiku kostnego, za-
stosowanie kryzotynibu czy lekow hamujacych angiogeneze [24, 70].
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Analogicznie do wielu nowotwordéw o charakterze guzow litych, nerwiak za-
rodkowy zaliczany jest do grupy nowotworow bogato unaczynionych. Wiele donie-
sien literaturowych wskazuje na znaczacy wplyw procesu angiogenezy dla wzrostu
i rozwoju neuroblastoma, co jednocze$nie implikuje potencjalne zastosowanie inhi-
bicji naczyniotworzenia, jako metody terapeutyczne;.

Lata 90-te XX wieku to okres intensywnych badan na rolg angiogenezy w no-
wotworzeniu. W tym okresie pojawity si¢ pierwsze doniesienia sugerujace zwia-
zek pomigdzy powstawaniem nowych naczyn krwiono$nych a rozwojem nerwiaka
zarodkowego. W 1994 roku Kleinman i wsp. wykazali, ze wstrzykniecie komoérek
neuroblastoma myszom inicjuje naczyniotworzenie w okolicy iniekcji juz po 2
dniach [50]. Meitar i wsp. przeprowadzajac badania nad pierwotnymi guzami ner-
wiaka pochodzacymi od 50 pacjentow zaobserwowali, ze dobrze rozwinigta wasku-
latura charakteryzowala przypadki z rozsianym typem choroby, natomiast mniejsze
ukrwienie wigzato si¢ z tagodna postaciag nowotworu [62]. Badania przeprowadzone
w 1998 roku przez Ribatti i wsp. wykazaty, ze komorki linii neuroblastoma (LAN-5
1 GI-LI-N) produkuja substancje, ktére w warunkach in vitro stymulujg proliferacje
komorek §rodbtonka [75]. Ponadto, grupa ta zaobserwowata, ze przeciwciata anty-
-VEGF blokuja zalezne od komorek nerwiaka podziaty endotelium. Z kolei Canete
i wsp., ktorzy w badaniach na guzach pochodzacych od 69 pacjentéw oceniali ich
unaczynienie z wykorzystaniem przeciwciat anty-CD34, nie wykazali zaleznosci
pomiedzy ilo$cig naczyn krwionosnych a innymi czynnikami ztej prognozy (m.in.:
wiek, stopien zaawansowania, liczba kopii genu MYCN), jak réwniez u pacjentdw,
ktorzy przezyli lub zmarli w wyniku choroby. Wskazywatoby to na brak korelacji
wystepowania procesu z prognoza pacjentow z nerwiakiem [16].

Wiele doniesien wskazuje na udzial czynnikow o charakterze proangiogennym
w indukcji angiogenezy w zmianach neuroblastycznych. W badaniach prowadzo-
nych na liniach komoérkowych 1 guzach pierwotnych neuroblastoma zaobserwowa-
no produkcje przez komoérki nowotworowe duzej ilosci naczyniowo-srodbtonkowe-
go czynnika wzrostu [61]. Stwierdzono ponadto, ze komorki te wykazuja ekspresje
receptora VEGF. Langer i wsp. wykazali metoda RT-PCR obecno$¢ transkryptu
VEGF w liniach komoérkowych, jak réwniez w probkach pochodzacych od pacjen-
tow z nerwiakiem [55]. Grupa Eggert i wsp. zaobserwowata wysoka ekspresje wielu
stymulatoréw angiogenezy (VEGF, FGF-2, Ang-2, TGF alfa, PDGF-A) w guzach
pobranych od pacjentdéw, ktora korelowata z ze stopniem zaawansowania choroby.
Ponadto, wykazano, ze hodowla linii komorek neuroblastoma w obecnosci recep-
tora neurotropiny (korzystny czynnik rokowniczy) skutkowata obnizeniem ekspre-
sji VEGF, FGF-2, angiogeniny i TGFalpha [30]. Z kolei w badaniach na myszach
z przeszczepionymi komorkami nerwiaka stwierdzono, ze poziom VEGF-A w krwi
obwodowej wzrasta wraz z objetoscig transplantowanych komorek [7]. W angioge-
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nezie nowotworowej duze znaczenie przypisuje si¢ enzymom o charakterze meta-
loproteinaz (MMP). Szczegdlnie istotne w nowotworzeniu sg dwie z nich: MMP-2
oraz MMP-9, poniewaz odpowiedzialne sg za degradacje kolagenu i fibronekty-
ny substancji miedzykomorkowej, co jest niezwykle istotne dla migracji komorek
srodblonka w trakcie powstawania nowych naczyn krwionosnych. W badaniach
na guzach nerwiaka zarodkowego z 1998 roku stwierdzono podwyzszony poziom
MMP-2 w zrgbie nowotworu, jak rowniez obnizong ekspresj¢ inhibitora metalo-
proteinaz TIMP-1 (ang. Tissue Inhibitor of Metalloproteinase), co korelowato z ze
stopniem zaawansowania klinicznego [4]. Podobne wyniki uzyskata grupa Sugiura
1 wsp., gdzie wyzszy poziom MMP-2 i MMP-9 obserwowany byt u pacjentow z IV
stopniem zaawansowania [84]. Badania immunocytochemiczne przeprowadzona na
materiale biopsyjnym pobranym od pacjentéw z nerwiakiem wykazaty, ze bogatsze
unaczynienie wigze si¢ z wyzszg ekspresjg metaloproteinaz, co jednoczes$nie kore-
luje z progresja choroby [77].

Wydaje si¢ takze, ze negatywny rokowniczo wskaznik, jakim jest amplifika-
cja genu MYCN, moze wigza¢ si¢ ze zwickszong angiogeneza w neuroblastoma.
MYCN jest czynnikiem transkrypcyjnym, niezbednym dla rozwoju m.in.: osrod-
kowego uktadu nerwowego, zwojoéw nerwowych czy uktadu sercowo-naczyniowe-
go [83]. Badania wielu osrodkow wskazuja, ze angiogeneza towarzyszy zmianom
w obrebie genu MYCN [76]. Teoria ta budzi jednak watpliwosci niektorych zespo-
low badawczych [16].

Fenomen regresji nerwiaka zarodkowego czy zdolnos¢ réznicowania do form
bardziej dojrzatych (ganglioneuroma) ma wptyw na ocen¢ rokowania dla pacjenta.
Posta¢ niedojrzala neuroblastoma, z matymi, niezréznicowanymi neuroblastami,
ktorej towarzyszy ubogie utkanie z komorek Schwanna w zrgbie, charakteryzuje
si¢ niekorzystng prognoza. Natomiast zarowno dojrzewanie komoérek nowotworo-
wych do komérek zwojowych, jak i jednoczesny wzrost ilosci komorek Schwanna
w zrebie nowotworu, koreluje z lepszym rokowaniem [72]. Co cickawe, im wigcej
lemmocytow w zrebie, tym ubozsza waskulatura nowotworu, i odwrotnie — nie-
zréznicowane neuroblasty, mniej komorek Schwanna — wigksza liczba nieprawi-
dtowych naczyn krwionosnych [62, 69]. Obserwacje te staty si¢ punktem wyjscia
dla hipotezy, ktéra sugeruje, ze komorki Schwanna produkuja rozpuszczalne czyn-
niki stymulujace roznicowanie komoérek nerwiaka oraz hamujace angiogeneze [43].
Okazuje sie, ze lemmocyty sg zrodtem biatka SPARC (ang. Secreted Protein Acid
Rich in Cysteine) [21]. Biatko to moze oddzialywaé¢ na komorki nerwowe, uposle-
dzajac ich wzrost, jak réwniez hamowac proces tworzenia naczyn krwiono$nych.
Potwierdzeniem tej hipotezy jest fakt, iz w nerwiaku wysokozréznicowanym, z bo-
gatym utkaniem z lemmocytow, oraz stabym unaczynieniem ekspresja SPARC jest
znaczaco wyzsza [21, 22]. Dowiedziono rowniez, ze komorki Schwanna produkuja
inne inhibitory angiogenezy, takie jak: TIMP-2 czy czynnik nabtonka barwnikowe-
go (ang. Pigment Epithelium-Derived Factor, PEDF) [22, 43].
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Fakt, iz nerwiak zarodkowy jest nowotworem bogato unaczynionym, stwarza
perspektywy wykorzystania poznanych juz mechanizméw regulujacych proces
naczyniotworzenia w leczeniu tej choroby. Jest to o tyle istotne, ze konwencjo-
nalna terapia nadal nie jest wystarczajaca do osiggnigcia pozadanych rezultatow.
Zniszczenie naczyn krwiono$nych i blokada ich powstawania znaczaco zwigksza
szanse na zahamowanie rozwoju nowotworu. Do tej pory zidentyfikowano szereg
substancji, ktore uposledzaja proces angiogenezy i w warunkach in vitro badz in
vivo potwierdzono ich inhibujacy wptyw na neuroblastoma.

Wykazano, ze kwas retinowy moze indukowac dojrzewanie komorek nerwia-
ka, co zmniejsza zjadliwo$¢ nowotworu. Badania na modelu zwierzecym potwier-
dzity ponadto, ze syntetyczna posta¢ retinoidow hamuje angiogeneze zalezna od
neuroblastow, jak rowniez stymuluje ekspresje inhibitora angiogenezy TSP-1
(ang. Thrombospondin 1) [19]. Interesujaca substancjg wydaje si¢ by¢ TNP-470,
syntetyczny analog antybiotyku naturalnie produkowanego przez Aspergillus
fumigatus. Potwierdzono, zard6wno z wykorzystaniem linii komorkowych, jak
i na modelu zwierzecym, ze TNP-470 redukuje unaczynienie guza, jak rowniez
jego rozmiary, zwigkszajac jednoczes$nie czas przezycia [64]. Niektorzy badacze
sugeruja uzytecznos¢ stosowania talidomidu w leczeniu nerwiaka. Oprocz wy-
wolywania efektu antyangiogennego, lek ten indukuje rowniez apoptoze [46].
Wydaje si¢, ze rowniez bortezomib — inhibitor proteasomow, ktéry blokuje pro-
liferacj¢ neuroblastow — moze wykazywac dziatanie antyangiogenne [11]. Duze
nadzieje wigze si¢ rowniez z sunitinibem. Jest to selektywny inhibitor wickszosci
receptorow kinaz tyrozynowych. Moze indukowaé apoptoze komodrek nowotwo-
rowych oraz hamowaé angiogeneze poprzez blokowanie receptora VEGF [15].
Podejmuje si¢ takze proby zastosowania terapii skojarzonej, gdzie wykorzystuje
si¢ synergistyczne dzialanie dwoch lekow, np.: sunitinibu i rapamycyny, winbla-
styny i rapamycyny oraz bortezomibu i retinoidow (fenretynid), ktore wykazuja
dzialanie hamujgce na wzrost guza jak i dzialanie antyangiogenne [59, 67, 97].

Najskuteczniejszym sposobem hamowania angiogenezy wydaje si¢ by¢ blo-
kowanie ekspresji lub dziatania naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu.
Roéwniez w przypadku nerwiaka zarodkowego testuje si¢ dzialanie przeciwciata
anty-VEGF — bewacyzumabu, oraz innych lekow, ktore mogg bezposrednio lub
posrednio wpltywa¢ na poziom VEGF. Kim i wsp. przeprowadzajac badania na
mysim modelu ludzkiego nerwiaka, zaobserwowali, Zze zastosowanie przeciwciat
anty-VEGF znaczaco hamuje wzrost guza [49]. Badania przedkliniczne nad moz-
liwoscia zastosowania bewacyzumabu w leczeniu neuroblastoma, wykazaty, ze
lek ten znaczaco redukuje wzrost guza, wykazujac przy tym znikoma toksycznosé
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[79]. Ponadto, bewacyzumab moze zmienia¢ strukturg i morfologi¢ naczyn guza,
co utatwia propagacje chemioterapeutykéw w tkance nowotworowej [26]. Zasad-
ne wydaje si¢ rowniez by¢ stosowanie inhibitorow receptorow VEGF. Blokowa-
nie VEGFR-2 skutkuje zmniejszeniem unaczynienia i rozmiarow guza [51]. Inne
inhibitory VEGFR, takie jak SU5416 oraz AZD2171, wykazuja rowniez efekt an-
tyangiogenny [6, 60].

PODSUMOWANIE

Niewatpliwym jest, ze neuroblastoma jest guzem o wysokim stopniu unaczy-
nienia. Proces powstawania nowych naczyn krwionosnych odgrywa, podobnie
jak w innych guzach litych, kluczowg role w rozwoju i progresji nerwiaka zarod-
kowego. Jest to jednoczes$nie jeden z aspektow biologii tego nowotworu, ktory
generuje mozliwo$¢ opracowania skutecznych sposobow jego leczenia. Rezultaty
badan, ktore analizuja wptyw inhibitorow angiogenezy na nerwiaka zarodkowe-
go, pozwalaja na optymizm, jednak nalezy zwroci¢ uwage na fakt, iz wigkszo$¢
z nich prowadzona jest w warunkach in vitro badz na modelu zwierzecym. Nie-
mniej, zastosowanie lekow, ktore hamuja proces angiogenezy, jest zasadne i daje
nadziej¢ na usprawnienie procesu terapeutycznego.
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