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Streszczenie: Arterioskleroza jest jedna z najczestszych przyczyn zgondw na $wiecie spowodowa-
nych choroba niedokrwienng serca. Pomimo znacznego postepu jaki dokonat si¢ w medycynie oraz
naukach pokrewnych przez ostatnie 25 lat, nadal nie zostaly wyjasnione przyczyny tych procesow.
Obecnie jedynym $rodkiem zaradczym dla pacjentow objetych zaawansowanymi zmianami arteriosk-
lerotycznymi jest leczenie chirurgiczne. Podejscie to niesie jednak za soba pewne ryzyko powiktan,
poniewaz nie da si¢ przewidzie¢ stanu pacjenta po operacji. Istnieja co prawda zalecenia dotyczace
profilaktyki uktadu krazenia, jednak sg one czgsto bardzo ogodlne. Brakuje natomiast markeréow pro-
gresji choroby na etapie juz powstatej zmiany miazdzycowej naczyn tetniczych. Angiogeneza jest to
proces polegajacy na tworzeniu nowych naczyn krwiono$nych z puli juz istniejacych. Szereg badan
wykazato wptyw wielu czynnikéw angiogennych w patogenezie arteriosklerozy. Wsrdéd nich HIF1a,
VEGF, ANGPT1 i2 czy eNOS wptywaja w sposdb znaczacy na przebieg arteriosklerozy i moga
stanowi¢ markery progresji choroby. W artykule opisany zostat proces angiogenezy w kontekscie jego
potencjatu oraz w odniesieniu do udziatu czynnikéw stymulujacych go w arteriosklerozie. Omowiono
takze komorkowe mechanizmy regulacji gendw wspdlnych dla obu tych procesow.

Stowa kluczowe: angiogeneza, arterioskleroza, miRNA, potencjal angiogenny
Summary: Arteriosclerosis is one of the most common reason of death in modern world caused by

ischemic heart disease. Despite advances in medicine and related disciplines of science in last 25 years
still mechanism of this process in unknown. Today surgical approach is the best method to help pa-
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tients with ischemic heart problems. Unfortunately this approach is dangerous and result of operation
do not give any insurance of patient condition. From the other hand there are some recommendations
to prevent circulatory systems failure but those recommendations are usually very general. There is
a lack of markers of disease progression on established arteriosclerotic plaque state. Angiogenesis is
a process of developing new blood vessels from preexisting one. Many results indicate influence an-
giogenic factors in progression of arteriosclerosis disease. Proteins including HIF 10, VEGF, ANGPT1
and2 or eNOS have high influence on disease progression and they can be used as biomarkers. In this
article we describe angiogenesis process in relation to its potential and its influence in arteriosclerosis
disease. Additionally we describe some regulatory mechanism of genes that are common for both
processes.
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WSTEP

Choroby uktadu krazenia sa najczestszymi przyczynami zgondw na $wiecie.
Wsrod nich, arterioskleroza powoduje rocznie blisko 30 tysigcy zgonow w Polsce
(www.nationmaster.com/graph/mor_ath-mortality-atherosclerosis). Wczesne rozpo-
znanie choroby poprzez monitorowanie czynnikow ryzyka, do ktérych zalicza sie:
palenie tytoniu, otylos¢, hipercholesterolemie oraz nadci$nienie tetnicze, pozwala
na ograniczenie rozwoju zmian miazdzycowych w oparciu o kompleksowe lecze-
nie, polegajace na zmianie trybu zycia oraz przyjmowaniu odpowiednich lekow.
W momencie gdy zmiany chorobowe powoduja 75% zwezenie Swiatla tgtnic wien-
cowych, 60-75% zwezenie tetnicy wiencowej prawej wraz z towarzyszgcymi zmia-
nami w innych gateziach tetnicy (okalajacej prawej, miedzykomorowej przedniej
i tylnej), zwezenie powyzej 50% pnia lewej tetnicy wieficowej oraz zwezenie gatezi
mi¢dzykomorowej przedniej i okalajacej, chory kierowany jest na leczenie chirur-
giczne. Stosowane w takich przypadkach zabiegi polegaja na przeprowadzeniu an-
gioplastyki oraz pomostowania aortalno-wiencowego (ang. by-pass). W obu przy-
padkach ww. zabiegi wiazg si¢ z nadwyr¢zeniem badz uszkodzeniem srodblonka
naczyniowego oraz powstaniem stanow zapalnych, cho¢ ostatnie badania przepro-
wadzone z wykorzystaniem ludzkiej albuminy daja obiecujace wyniki w zakresie
metodyki przeciwzapalnej [25]. Uszkodzenia te moga powodowaé uposledzenie
zdolnosci regeneracji uszkodzonego naczynia, jak roéwniez moga by¢ przyczyng
tworzenia zakrzepow [86]. Takie powiktania pociagaja za sobg potrzebe ponow-
nego zabiegu, co wigze si¢ ze zwickszonym ryzykiem zgonu pacjenta. Pomimo
znacznego postepu w kardiochirurgii, nadal brakuje wymiernego wskaznika po-
zwalajacego okresli¢ molekularny stopien zréznicowania zmian miazdzycowych.
Zasadnym wydaje si¢ uznanie za takie wskazniki czynnikoéw angiogennych proce-
su angiogenezy, poniewaz rosngca liczba dowodoéw zdaje si¢ potwierdzaé hipoteze
o0 udziale tego procesu w patogenezie arteriosklerozy [75].
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W artykule opisany zostal proces angiogenezy oraz punkty krytyczne mogace
postuzy¢ jako biomarkery potencjalu angiogennego, oraz ich udziat w patogenezie
arteriosklerozy. Omowione zostaly takze czynniki regulujace ekspresje genow klu-
czowych dla procesu neowaskularyzacji oraz arteriosklerozy.

ANGIOGENEZA —- CHARAKTERYSTYKA
WYBRANYCH CZYNNIKOW PROANGIOGENNYCH

Kazda komoérka zywego organizmu potrzebuje statego doptywu tlenu oraz sub-
stancji odzywczych w postaci zwigzkow organicznych. Wymiana substancji mig-
dzy komoérkami oraz mozliwo$¢ pozbywania si¢ zbednych produktow przemiany
materii sg niezbednymi cechami charakteryzujagcymi mozliwo$¢ reagowania oraz
adaptacji w tak ztozonym systemie jakim jest organizm zywy. Staly przeplyw
zwiazkow drobnoczasteczkowych odbywa si¢ dzigki obecnos$ci systemu naczyn
krwiono$nych. Wszystkie komorki organizmu sg ,,podtaczone” do tego systemu lub
znajduja si¢ nie dalej niz 200 pm od najblizszego naczynia, z uwagi na to, ze jest to
maksymalna odlegtos¢ swobodnej dyfuzji tlenu.
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RYCINA 1. Rownowaga pomigdzy stymulatorami oraz inhibitorami angiogenezy. Linia przerywana
obrazuje aktywacj¢ angiogenezy pod wplywem czynnikow: N — nowotworzenie, R — gojenie si¢ ran
FIGURE 1. Balance between stimulators and inhibitors of angiogenesis. Dotted line shows activation
of angiogenesis under factors: N — carcinogenesis, R — wound healing
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Angiogeneza jest procesem polegajacym na tworzeniu nowych naczyn krwiono-
$nych z juz istniejacych, majacych za zadanie dostarczenie sktadnikow odzywczych
do odlegtych rejonéw organizmu. W odroznieniu od waskulogenezy, definiowane;j
jako tworzenie naczyn krwiono$nych zkomorek progenitorowych krwi (heman-
gioblastow), czy arteriogenezy opisujacej tworzenie nowej tetnicy, powstatej z po-
faczonych tetniczek w wyniku okluzji pierwotnego naczynia [14]. Aktywno$¢ tego
procesu jest wypadkowa dziatania czynnikdw pro- i antyangiogennych, petniagcych
zarazem funkcje marker6w procesu [66]. W warunkach hemostazy rownowaga tych
czynnikow przechylona jest nieznacznie w strong angiogenezy [94, 95].

Inny podziat tego procesu obejmuje angiogeneze fizjologiczng oraz patologicz-
ng. Pierwsza jest powszechna i zachodzi podczas cyklu menstruacyjnego u kobiet,
w krezce jelita, podczas implantacji zarodka oraz w trakcie tworzenia tozyska. Dru-
ga, wg postulatu Folkmana, jest niezbednym etapem wzrostu guza nowotworowego
o0 obje¢tosci ponad 1 mm? [30]. U dorostego cztowieka neowaskularyzacja fizjologicz-
na jest powolna, cykl aktywno$ci angiogennej Srodbtonka wynosi 1000 dni [24]. Ze
wzgledu na ztozonos¢, caly proces mozna podzieli¢ na pig¢ funkcjonalnych etapow.

ETAP 1.

W pierwszej fazie dochodzi do aktywacji srodbtonka. Najsilniejszym aktywato-
rem $rodbtonka jest niedotlenienie znoszace ubikwintynalng degradacje¢ podjednostki
a czynnika indukowanego niedotlenieniem 1 (ang. Hypoxia Induced Factor 1, HIF1).
W warunkach normoksji podjednostka o HIF1 jest Scisle kontrolowana poprzez de-
gradacje, natomiast podjednostka 3 ulega konstytutywnej ekspresji. Podczas hipoks;ji
brak degradacji podjednostki a sprawia, ze dimeryzuje ona z podjednostka B tworzac
aktywny czynnik transkrypcyjny. Obecnie zidentyfikowano trzy izoformy HIF la:
.3 — ubikwitynalng, odpowiedzialna za aktywnos$¢ transkrypcyjna podczas niedo-
tlenienia, 1.2 — ulegajaca ekspresji gtownie w jadrach i dziatajacg przeciwstawnie do
izoformy 1.1 oraz 1.3 — ulegajaca ekspresji w grasicy w aktywowanych komorkach
T oraz leukocytach [63]. Ze wzgledu na podwyzszong ekspresje tej podjednostki,
np. w raku prostaty, moze by¢ przydatna jako biomarker progresji nowotworu [93].
Ponadto, Grammas 1 wsp.[33] wykazali znaczacy udzial czynnika HIF-1o we wcze-
snych etapach choroby Alzheimera. Naczynia wyizolowane z mézgu tych chorych
cechowat znaczny wzrost ekspresji genéw kodujacych bialka zwigzane z procesem
angiogenezy, jak IL-6 (ang. Interleukin 6), IL-8, VEGF (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor) oraz genow kodujacych biatka z rodziny MMP (ang. Matrix Metollo-
proteinases). Niektore z nich, jak VEGF sa bezposrednio aktywowane przez HIF-1a.
Ponadto wykazano, ze takie czynniki jak: reaktywne formy azotu i tlenu, cytokiny,
czynniki wzrostu oraz stymulacja receptorow komorek T, powoduja zwigkszong tran-
skrypcje podjednostki o w warunkach normoksji [63]. Do grupy tej zalicza si¢ tak-



MOLEKULARNE MECHANIZMY PROCESOW ANGIOGENNYCH I ICH UDZIAL.... 593

ze czynniki pochodzenia wirusowego badz bakteryjnego, dziatajace przez receptor
TLR (ang. Toll-Like Receptor). Receptory te odpowiedzialne sa takze za indukcje
kaskady prozapalnej, niezaleznej od dziatania czynnikow patogennych [3]. Ostatnie
badania potwierdzity ich dodatkowa funkcje w procesie transformacji nowotworo-
wej. W komorkach nowotworowych rola tych biatek polega na blokowaniu cyklu ko-
morkowego, wspomaganiu wzrostu guza oraz unikaniu odpowiedzi immunologicznej
jak 1 zahamowaniu $ciezki proapoptotyczej [43, 51, 64]. Aktywnos¢ HIF jest $cisle
kontrolowana poprzez enzymy monitorujace poziom tlenu, do ktérych naleza bial-
ka PHD (ang. Prolyl-4-Hydroxylase) oraz inhibitor HIF- FIH (ang. Factor Inhibiting
HIF) [39]. W warunkach odpowiedniego nasycenia tlenem PHD wykorzystuja go do
hydroksylacji proliny wchodzacej w sktad HIF, co aktywuje proces proteosomalnej
degradacji przez kompleks von Hoppel-Lindau (VHL). FIH natomiast hydrolizuje
konserwatywng asparaging wchodzacg w sktad HIF1a, co uniemozliwia interakcje
HIFla z kofaktorem p300 itym samym obniza aktywno$¢ transkrypcyjng HIFla
[28]. Tym samym dochodzi do zatrzymania sygnatu aktywacji transkrypcji genéw re-
gulowanych przez ten czynnik [49]. Do tej pory wyrdzniono trzy geny proaniogenne,
ktorych ekspresja zalezna jest od aktywnosci HIF 1, naleza do nich; VEGF, GLUT-1
(ang. Glucose Transporter 1) oraz EPO (ang. Erythropoetin). Biatko VEGF nalezy do
rodziny chemokin wydzielanych przez $rodbtonek i jest pierwszym odkrytym czyn-
nikiem stymulujacym angiogeneze. Za jego posrednictwem dochodzi do zwieksze-
nia przepuszczalno$ci naczyn, poszerzenia naczyn, stymulacji produkc;ji tlenku azotu
(NO) przez komorki $rodbtonka naczyniowego, stymulacji produkcji mataloproteinaz
(MMP), remodelingu oraz ochrony srédbtonka przed apoptoza. U cztowieka wyizo-
lowano dziesie¢ izoform VEGF: 121, 138, 145, 148, 162, 162b, 165, 183, 189 1 206,
z ktorych najwazniejsze to 121 oraz 165. Do istotnych czynnikéw nasilajacych eks-
presje VEGEF, obok niedotlenienia, zaliczy¢ nalezy temperature, poziom glukozy, pro-
stogladyn, estrogenow oraz cytokin [85]. Jednak najsilniejszym aktywatorem ekspre-
sji VEGF jest niedotlenienie, gdzie poziom transkryptu jest odwrotnie proporcjonalny
do cis$nienia parcjalnego tlenu na zewnatrz komorki. Wzrost poziomu VEGEF, jak i in-
nych czynnikéw inicjujacych, wlaczajac EPO, odbywa si¢ poprzez HIF 1, ktory taczy
si¢ z konserwatywnym regionem regulatorowym HRE w obrebie promotora genu
[41]. Angiogeneza potaczona jest takze z innymi procesami, takimi jak procesy meta-
boliczne, gldwnie za posrednictwem tlenu. Aby moc si¢ przemieszczac i tworzy¢ za-
wigzki nowego naczynia, komorki srédbtonka potrzebuja energii pochodzacej z me-
tabolizmu tlenu. Quintero i wsp. [70] wykazali, ze pomimo bezposredniego dostepu
komorek $rodbtonka do tlenu pochodzacego ze §wiatta naczynia, wickszos$¢ energii
pozyskiwana jest anaecrobowo na drodze glikolizy. Pirogronian powstaly w wyniku
metabolizmu glukozy staje si¢ substratem do produkcji laktonu. Lakton z kolei hamu-
je dziatanie PHD, co nasila dziatanie HIF. Tylko znikoma ilo§¢ pirgronianu trafia na
szlak fosforylacji oksydacyjnej, prowadzacej do powstania reaktywnych form tlenu,
takze hamujacych PHD. Taki mechanizm pozyskiwania energii znany jest jako efekt
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Warburga 1 jest czesto spotykany w komoérkach nowotworowych [87]. W przypadku
angiogenezy, srodbtonek nie wykorzystujac tlenu zapewnia jego dostateczny poziom
komorkom lezacym dalej od §wiatta naczynia. Badania in vitro wykazaty ponadto, ze
ekspozycja hodowli §rodbtonka naczyniowego na zwickszone st¢zenie glukozy, skut-
kuje dodatkowym obnizeniem pobierania tlenu. Proces ten znany jako efekt Crabtree
dodatkowo nasila pozyskiwanie energii na drodze glikolizy [47].

ETAP 2.

Drugi etap procesu obejmuje degradacje blony podstawnej naczynia oraz macie-
rzy pozakomorkowej (ang. Extra Cellular Matrix, ECM). Odbywa si¢ to za sprawg
enzymow z rodziny metaloproteinaz (MMP), wydzielanych przez komorki §rodbton-
ka naczyniowego. Enzymy te, ktorych aktywno$¢ zalezy od stgzenia jonow zelaza
oraz wapnia, dzielg si¢ na blonowe oraz wydzielane w postaci nieaktywnych proen-
zymow aktywowanych przez odcigcie czasteczki stanowigcej prodomeng. Regulacja
ekspresji MMP odbywa si¢ géwnie na poziomie transkrypcji pod wpltywem takich
czynnikow jak: cytokiny, czynniki wzrostu, hormony, oddziatywania komorka-ko-
morka, komérka-ECM oraz czynnikdéw fizycznych, takich jak np. promieniowanie
UV [12]. Wykazano takze istnienie pozytywnej petli aktywacyjno-modyfikujacej po-
miedzy MMP oraz czynnikami wzrostu i cytokinami [16]. MMP trawiagc ECM uwal-
niajg szereg czynnikow o dzialaniu zaréwno pro, jak i antyangiogennym. Poprzez
degradacj¢ kolagenu typu 1V, ktéry jest sktadnikiem blony podstawnej, dochodzi do
odstonig¢cia na nim miejsca uchwytu integryn, zaliczanych do niezbgdnych czynni-
kéw migracii [61].

ETAP 3.

W trzecim etapie dochodzi do proliferacji i migracji komorek srodblonka glownie
za sprawg dwoch rodzajow integryn o B, oraz a .. Aktywnos¢ izoformy VEGF
uruchamia szlak migracji komorkowej zalezny od PLCB3 ( ang. /-Phosphatidylinosi-
tol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-3) orazCdc42 (ang. Cell division control
protein 42 homolog) aktywujac wlasciwosci motoryczne lamelopodiow. Struktury te
zbudowane sg glownie z wiokien aktynowych nazwanych ,,zebrami” oraz regular-
nych widkien aktynowych tworzacych poczatkowo mikrowybrzuszenie, a nastgpnie
wyraznie zaznaczajace si¢ fillopodium [76]. W tworzeniu sieci lamelopodiow i fillo-
podiow biorg udzial mate biatka o wlasciwosciach GTPaz z rodziny Rho, do ktoérych
naleza biatka Racl (ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) i Cdc42 [20].
Aktywacja tych czynnikéw moze podlega¢ regulacji ze strony czynnikow wzrostu
oraz integryn.
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ETAP 4.

Czwarty etap procesu angiogenezy polega na tworzeniu zawigzkow przyszte-
go naczynia. Migrujace komorki srodbtonka tworza rurkowate struktury zgodnie
z gradientem stezenia czynnikOw proangiogennych. Proces migracji nie jest jed-
nakowy dla wszystkich komoérek. Mozna wyrézni¢ komoérki wiodace, znajdujace
si¢ na szczycie rurkowatej struktury oraz komorki podazajace. Badania wykazaty,
ze komorki wiodace nie ulegaja proliferacji. Stuzg natomiast jako komorki roz-
ktadajace ECM, glownie za sprawg bialek MMP1. Proliferacji natomiast ulegaja
komorki znajdujace si¢ w bezposrednim kontakcie z komoérkami wiodacymi i to
one nape¢dzajg wzrost naczynia. Stosunek stezenia receptorow dla VEGF (VE-
GFR1/VEGFR2) decyduje, ktora z komorek bedzie wiodaca, a ktoéra podgzajaca,
wplywajac na kaskade sygnalng D114 — Notch (ang. Delta-like 4) [37, 48]. Nie jest
jeszcze znany model tworzenia zawigzkOw nowego naczynia, jednak badania nad
formowaniem rurkowatych struktur i migracji srédbtonka u Danio prggowanego
(tac. Danio rerio), wykazaty wakuolarny mechanizm tworzenia $wiatla naczy-
nia. Zgodnie z nim wewnatrzkomoérkowe wakuole o charakterze pinocytarnym
stopniowo rozrastajg si¢ zajmujac znaczng cz¢s¢ komoérki. Dochodzi wowcezas do
potaczenia przestrzeni zajmowanych przez wakuole miedzy dwoma sasiednimi
komoérkami. Dodatkowo, podczas fuzji komorek srodbtonka nie dochodzi do wy-
mieszania sgsiednich przestrzeni cytoplazmatycznych [11, 50]. Kamei i wsp. [50]
badajac Danio rerio wykazli, ze zaproponowany model tworzenia §wiatta naczy-
nia jest najbardziej prawdopodobny, poniewaz mechanizmy oparte o apoptoze,
sugerujgce kawitacje naczyniowa nie zostaty potwierdzone. W celu wizualizacji
progresji tworzenia rurkowatych struktur nowego naczynia w oparciu o teorie wa-
kuoli zastosowano kropki kwantowe przemieszczajace si¢ zgodnie z kierunkiem
tworzenia naczynia. Blum i wsp. [11] opierajac si¢ na wczesniejszych badaniach
Kamei 1 wsp. [50] wykazali ponadto, ze w taczenie dwoch komorek wiodacych,
pochodzacych z odrgbnych galezi powstajacego naczynia zaangazowane sg dwa
biatka blonowe: obwodki zamykajacej 1 (tac. Zona Occludens 1, ZO-1) oraz ka-
dheryny VE (CDHS5). Kolokalizacja obydwu bialek ograniczona jest wylacznie do
rozrastajgcego si¢ naczynia.

ETAPS.

W ostatniej fazie, przyszte naczynie zbudowane jeszcze wylacznie na bazie
komorek srodbtonka naczyniowego ulega dojrzewaniu. Proces ten polega na re-
krutacji i taczeniu tzw. komorek oéciennych, do ktorych zalicza si¢ gtownie ko-
morki mig$niowki gladkiej oraz perycyty [31, 81]. W proces taczenia zaangazo-
wane sg takie czynniki jak angiopoetyna 1 (Ang 1) oraz angiopoetyna 2 (Ang 2),
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ktore stanowig ligandy dla receptora btonowego Tie 2 (ang. Tyrosine kinase with
immunoglobulin-like and EGF-like domains 2) znajdujacego si¢ na powierzchni
komorek $rodbtonka. Caly proces rozpoczyna si¢ z chwila parakrynowego wy-
dzielenia ptytkowego czynnika wzrostu (ang. Platelet-Derived Growth Factor,
PDGF) przez komorki §roédblonka. PDGF dziata stymulujaco na pobliskie ko-
morki o$cienne, inicjujac ich migracje oraz adhezj¢ do powierzchni komorek
srodblonka [55]. Weins 1 wsp. [88] wykazali udziat PDGF w tworzeniu naczyn
takze na poziomie embrionalnym co wskazuje na dodatkowsa role tego czynnika,
nie opartag wylacznie o wlasciwos$ci chemoatraktanta. Ponadto, autorzy wykazali
wyrazny ubytek komorek mig$niowki oraz perycytdw u embriondow z wyciszong
ekspresja PDGF-B oraz jego receptora PDGFR-B. Rozmiar ubytku byt widocz-
ny podczas organogenezy co wskazuje na selekcyjng, a nie indukcyjna role tego
czynnika.

Ludzki system angiopoetyna-Tie sktada si¢ z dwoch receptoréw o wtasciwo-
$ciach kinazy tyrozynowej oraz trzech ligandow: Angptl, 2 oraz Angpt4 (ang.
Angiopoetins) [45]. Ostatni z wymienionych ligandow bierze udziat w obronie
przeciw zakazeniu nicieniami z gatunku Trichuris muris [21]. Angl ulega konsty-
tutywnej ekspresji we wszystkich organach. Dodatkowo bierze udziat w kaskadzie
immunlogicznej poprzez modulacj¢ bariery tworzonej przez komoérki §rédbtonka
oraz wptywa na integralno$¢ naczynia [44]. Natomiast Ang2 jest odpowiedzialna
za remodeling naczynia. Ponadto bierze udzial w indukcji przylegania leukocytow
do naczynia, jak iich migracji z naczyn [29]. Nowotwory charakteryzujace si¢
podwyzszong ekspresja Ang2 wykazuja silniejsze unaczynienie. Wysokie steze-
nie tego biatka w naczyniach pochodzacych z mézgu szczuréw, z wyindukowang
choroba Alzheimera, $wiadczy o udziale tego czynnika w patogenezie choroby.

Po uformowaniu nowego naczynia, procesy angiogenne ustaja. Nastepuje re-
gresja procesu, ktora w przypadku gojenie si¢ ran jest wynikiem spadku poziomu
czynnikow proangiogennych pod wptywem stabnacego niedotlenienia. Réwno-
waga przechyla si¢ w strong czynnikéw antyangiogennych. Perycyty stabilizujace
naczynie krwiono$ne, uwalniajg inhibujacg forme¢ zaktywowanego transformu-
jacego czynnika wzrostu (ang. Transforming Growth Factor [), ktora wplywa
hamujaco na proliferacje komorek. Takze interferon-f produkowany przez na-
skorek wptywa na zahamowanie angiogenezy. Dodatkowy efekt hamujacy wy-
wiera rOwniez wazostatyna oraz endostatyna — produkt enzymatycznego cigcia
kolagenu typu VIII. W tabeli 1 zestawiono czynniki pro- i antyangiogenne, tak-
ze te nie omawiane w tym artykule. Wymienione na kazdym opisanym powyzej
etapie czynniki mogg stanowi¢ biomarkery aktywnos$ci angiogenezy. Tworzac
z nich panel genow oraz uwzgledniajac cze$¢ wspolna z procesami arterioskle-
rotycznymi, mozna otrzymac¢ wskaznik pozwalajacy monitorowaé postep zatoru
miazdzycowego.
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TABELA 1. Wykaz czynnikow pro- i antyangiogennych. Kolorowe symbole odpowiadaja tym umiesz-
czonym na ryc. 1. VEGF — ang. Vascular Endothelial Growth Factor, NO — ang. Nitric Oxidate, HGF
—ang. Hepatular Growth Factor, FGF — ang. Fibroblast Growth Factor, TNF o — ang. Tumor Necrosis
Factor o, PEX — C-terminal hemopexin-like domain of MMP-2, IP-10 — Interferon-y-inducible protein 10
TABLE 1. List of pro- and antiangiogenic factors. Colored symbols correlates with those on fig. 1.
VEGF- vascular endothelial growth factor, NO — nitric oxidate, HGF — hepatular growth fator, FGF —
fibroblast growth factor, TNF o- tumor necrosis factor a, PEX — C-terminal hemopexin-like domain of
MMP-2, TP-10 — Interferon-y-inducible protein 10

CHARAKTER | SYMBOL NAZWA FUNKCJA REFERENCJA
® vegr | Glownyaktywator 1) AR i wsp. [62]
procesu
Z Q 2 NO Ee@ksa‘fja et Nislund I i wsp. [60]
) rwiono$nyc
> Stymulacj tu
Z ymulacja wzros . .
S () 3. HGF EC i migracji SMC Perin EC i wsp. [67]
E @ 4. FGF Wzrost naczynia Woad KJ i wsp. [89]
& Adhezja EC podczas
7 . .
@) 5. Integryny migracji Arjonen A i wsp. [6]
O 6. TNF a Migracja EC Yang H i wsp. [91]
Interferon Inhibicja transdukc;ji .
O 1 o/ syanatu VEGF Zheng H i wsp. [92]
9 ® PEX Inhibicja proliferacji | i gk i wep. [52]
& i migracji EC
5 P : .
= O 3. Troponina I Inhibicja proliferacji Quilang X i wsp. [69]
= EC
% O 4. Heparyna Inhibitor dla miR-10b | Shen X i wsp. [74]
B O 5. Prolaktyna | Inhibicja wzrostu EC | Lee Jiwsp. [56]
Zatrzymanie cyklu . .
() 6. 1P-10 Komérkowego Belperio JA i wsp. [10]

ARTERIOSKLEROZA A ANGIOGENEZA

Proces tworzenia nowych naczyn krwiono$nych to ztozona sie¢ wzajemnie po-
wigzanych oddziatywan na poziomie genow oraz biatek. Wiele sposrod czynnikow
odgrywajacych kluczowg role w tym procesie bierze rowniez udziat w patogenezie
procesdOw miazdzycowych, zarowno na etapie formowania blaszki miazdzycowej,
jak 1 pdzniejszych etapach skutkujacych zaburzeniem funkcji naczynia.

Arterioskleroza jest choroba, ktorej przebieg taczy si¢ z obnizeniem wydolnosci
naczynia w skutek tworzacej si¢ na jego btonie wewngetrznej blaszki miazdzyco-
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wej. Postepujace zwezenie naczynia powoduje spadek ilosci tlenu dostarczanego
przez krew do miejsc bedacych w jego zasiegu. Zmniejszenie §wiatla naczynia wy-
musza zwigkszenie ci$nienia krwi w tej czgsci naczynia, co powoduje powstanie
sity dzialajacej z jednej strony na niezajeta §ciang naczynia, a z drugiej na komor-
ki §rodblonka pokrywajace blaszke miazdzycowa[40]. W zaleznosci od rozmia-
ru blaszki oraz skurczu btony migsniowej moze doj$¢ do rozerwania blaszki, co
skutkuje powstaniem zakrzepu i/lub embolizacja naczynia. W takich warunkach
przewlekte niedotlenienie uruchomia procesy angiogenezy. Skutkiem uszkodzenia
$ciany naczynia spowodowanego powstaniem plytki miazdzycowej jest uwalnianie
przez $rodbtonek szeregu cytokin oraz czynnikow adhezji komorkowej rekrutuja-
cych w miejsce uszkodzenia makrofagi, ptytki krwi, leukocyty oraz limfocyty [7,
77]. Calletti i wsp. [15] wykazali bezposredni udziat makrofagéw w zwigkszaniu
powierzchni blaszki miazdzycowej. Gtéwnym czynnikiem przyciagajacym makro-
fagi jest VEGEF. Jego ekspresja jest stymulowana poprzez niedotlenienie, ktore z ko-
lei aktywuje HIF-1a. Wraz ze sktadnikami morfotycznymi krwi do obszaru blaszki
dostajg si¢ takze limfocyty T, ktore stang si¢ zrodtem proangiogennych aktywato-
row (IL-8, IL-17, TNF-a oraz VEGF). Powstaje zatem petla o charakterze dodatnie-
g0 sprzezenia Zzwrotnego w procesie angiogenezy.

Utlenione fosfolipidy, wchodzace w sktad LDL oraz czynnik transkrypcyj-
ny ETS-1 (ang. protein C-ets-1) wptywaja na produkcj¢ metaloproteinaz przez
makrofagi [14]. Stwierdzono podwyzszong ekspresj¢ MMP-2 i MMP-9 u pa-
cjentow z uszkodzong blaszkg miazdzycowa, co sugeruje udziat tych enzymow
w degradacji kolagenu oraz zwickszonym ryzyku powstania zakrzepu [38]. Po-
ziom MMP-2 oraz MMP-9 jest dobrym czynnikiem prognostycznym przy arte-
riosklerozie, poniewaz podwyzszona ekspresja gendw kodujacych te biatka moze
postuzy¢ jako marker selekcyjny klasyfikujacy pacjentéw do operacji. Markery
te sg jednak wiarygodny tylko w przypadku zakrzepu na tle miazdzycowym. Gut-
te 1 wsp. [36] przeprowadzili doswiadczenia majace zweryfikowac skutecznosé
szeregu biomarkeréow, w tym MMP-9, uzywanych w diagnostyce zatorowosci
ptucnej. Wyniki wskazywaty na efektywno$¢ MMP-9 jako markera, jednak nie
w przypadku gdy pacjent cierpial na zaawansowang miazdzyce naczyn. W oce-
nie progresji choroby bierze si¢ rowniez pod uwage poziom innych enzymow
z rodziny MMP. MMP-8 jest jedna z trzech metaloproteinaz odpowiedzialnych za
wstepne rozplecenie potrdjnej nici kolagenu typu I [23]. Pomimo naktadajacej si¢
specyficznosci substratowej tej rodziny enzyméw, MMP-8 ma trzykrotnie wiek-
sza specyficzno§¢ w porownaniu do MMP-1 oraz MMP-13. Djuri¢ i wsp. [23]
wykazali zalezno$¢ migdzy ekspresja genu kodujacego biatka MMP-8 a obec-
noscig dwoch polimorfizméw w obrebie promotora genu. Pacjenci z wariantem
—381G oraz —799T posiadali wigcej kopii mRNA MMP-8 w porownaniu z grupa
kontrolng typu dzikiego oraz z grupa posiadajaca warianty —381A -781C, co bylo
pozytywnie skorelowane z czgstoscig wystgpowania blaszki miazdzycowej.
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O Metaloproteinazy, MMP @ (L;Lg_ Low Density Lipoprotein) @3  Srédblonek uszkodzony
. Monocyty <> Trombocyty ~@>  \Migsniowka gladka
% Makrofagi (D Srodblonek » Kierunek przeptywu krwi

RYCINA 2. Schemat przedstawiajacy przekroj podtuzny naczynia objgtego procesem miazdzycowym.
A — obszar prawidlowego przeplywu krwi, B — obszar rekrutacji monocytéw oraz makrofagow do
rdzenia blaszki, C — odksztatcenie srodbtonka pod wplywem cis$nienia krwi, D — skrzep trombocy-
tarny, E — obszar niedotlenienia. VEGF- ang. Vascular Endothelial Growth Factor (czynnik wzrostu
$rédblonka naczyniowego), LDL — ang. Low Density Lipoprotein (lipoproteiny o niskiej ggstosci)
FIGURE 2. Diagram showing the longitudinal cross-section of blood vessel covered by arterioscle-
rosis process. A — stable blood flow area, B — area of recrutation for monocytes and macrophages,
C — deformation of endothelium coused by blood pressure, D — thrombosis, E — ischemic area.
VEGF - vascular endothelial growth factor, LDL- low density lipoprotein

Tlenek azotu (ang. Nitrous Oxide, NO) jest czasteczka petniaca szereg biolo-
gicznych funkcji — dziata jako neurotransmiter, czasteczka sygnalna poza CUN,
ma réwniez zastosowania terapeutyczne. NO jest syntetyzowany przez trzy izo-
formy syntazy tlenku azotu: neuronalng, indukowang oraz $roédbtonkowa. Budo-
we Srodbtonkowej syntazy tlenku azotu przedstawia rycina 3. Enzymy te katalizuja
konwersje L-argininy i tlenu czasteczkowego do L-cytruliny oraz NO [73]. Dodat-
kowo tlenek azotu produkowany przez srédbtonkowa syntaze NO (ang. endothelial
Nitrous Oxidate Synthetase, eNOS) odgrywa wazna role jako czynnik powodujacy
rozszerzanie naczyn krwiono$nych podczas wzrostu ci$nienia krwi. Uczestniczy
takze w inhibicji agregacji ptytek, posredniczy w adhezji leukocytéw oraz wpty-
wa na proliferacje migsni gtadkich [83]. Mechanizm dziatania tlenku azotu polega
na propagacji kaskady sygnalnej poprzez stymulacje produkcji cGMP (ang. cyclic
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Guanosine Monophosphate) przez cyklaze guanylanowa, co wigze si¢ ze spadkiem
komorkowego poziomu Ca*". Spadek poziomu wapnia przyczynia si¢ do relaksacji
wiokien migsni gladkich, poszerzenia $wiatta naczynia oraz spadku ci$nienia krwi.
Nieprawidtowe dziatanie eNOS powoduje réznice w poziomie NO oraz reaktyw-
nych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS). Komorki wyksztatcity ewo-
lucyjnie mechanizmy obronne przeciw powstawaniu ROS. Nalezg do nich gtdownie
enzymy z grupy peroksydaz oraz katalaz [65]. Jednak produkcja reaktywnych form
tlenu ponad mozliwosci obronne komorki powoduje szereg nieprawidlowosci w jej
funkcjonowaniu. Zwigkszone stezenie ROS powoduje uszkodzenie nici DNA oraz
przyczynia si¢ do progresji miazdzycy [34]. Podstawowym zrédlem reaktywnych
form tlenu moga by¢ zwiazki z grupy nadtlenkow, do ktérych zaliczy¢é mozna nad-
tlenek wodoru czy anion ponadtlenkowy. W normalnych warunkach zwigzki te sa
obojetne dla DNA, jednak gdy zgodnie z mechanizmem reakcji Fentona ulegna
konwersji do formy rodnikowej, powoduja znaczne uszkodzenia DNA, zaréwno
jadrowego jak i mitochondrialnego [8]. Defekty te obejmuja ztamania jednej lub
obydwu nici DNA, uszkodzenie cukrow wchodzacych w sktad nukleotydow oraz
negatywny wpltyw na procesy naprawcze. Efekt ten jest podtrzymywany poprzez
rodnikowy cykl Habera — Weissa. Komorki z licznymi uszkodzeniami DNA moga
wejs¢ na szlak apoptozy oraz zwickszaé pule martwych komorek tworzacych jadro
nekrotyczne blaszki miazdzycowej. Jednym z kofaktorow niezbgdnych dla wydaj-
nej produkcji NO przez eNOS jest zwiagzek z rodzaju biopteryn — tetrahydrobiopte-
ryna (ang. tetrahydrobiopterin, BH4). Vasquez- Vivar i wsp. [84] wykazali wptyw
BH4 na rownowagg produkcji NO/ROS w komérce. W przypadku niedoboru BH4,
eNOS w formie niezwigzanej nie moze z normalng wydajnoscig produkowac¢ NO.
Dodatkowo brak biopteryny powoduje propagacje stanu nienatywnego, gdyz w tej
formie enzym produkuje nadtlenki utleniajace pozostate czasteczki BH4. Nadtlen-
ki moga takze wchodzi¢ w reakcje z NO tworzac peroksynitryl [9]. Peroksynitryl
z kolei utlenia BH4 do BH3, dodatkowo zmniejszajac jego pule w komorce. Zwia-
zek ten jest takze toksyczny dla biatek o charakterze enzymatycznym, szczeg6lnie
dla kinaz, poniewaz powoduje nicodwracalne nitrowanie reszt tyrozyny. Antonia-
des i wsp. [5] badajac wplyw poziomu BH4 w patogenezie miazdzycy wykazali
réznice w jej poziomie miedzy osoczem a $rodbtonkiem. Poziom BH4 w osoczu
byt pozytywnie skorelowany z nienatywnym stanem eNOS oraz z nieprawidtowym
funkcjonowaniem $rodbtonka. W wyniku badan nad genem cyklohydrolazy trifos-
foranu guanidyny 1 (ang. Guanidine Trophosphate Cyclohydrolase-1, GTPCH-1)
— kluczowego enzymu szlaku syntezy BH, — wyodrgbniono haplotyp obejmujacy
mutacj¢ typu SNP w obrebie promotora, intronu 1 oraz regionu 3’UTR tego genu.
Wystepowanie tego haplotypu jest zwigzane z dysfunkcja srédbtonka niezaleznie
od innych czynnikoéw [59] promiazdzycowych. Obecnie uwaza si¢, ze roznice w ha-
plotypie GTPCH 1 moga $§wiadczy¢ o rdznej biodostepnosci BH4, a co za tym idzie
thumaczy¢ zréznicowanie w przebiegu choroby u pacjentow.
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Do wspdélnych czynnikow wplywajacych na angiogeneze oraz miazdzyce zali-
czy¢ mozna bialka z rodziny angiopoetyn. Udziat angpt-1 oraz 2 w angiogenezie zo-
stat dobrze opisany, jednak ich funkcja w rozwoju miazdzycy nadal pozostaje niewy-
jasniona. Z jednej strony dzialaja one jako czynniki prozapalne gdzie angpt 2 uczula
komorki na dziatanie TNFo (ang. Tumor Necrosis Factor o). TNFa jako cytokina
o dziataniu plejotropowym przyczynia si¢ do podwyzszenia ekspresji biatek adhe-
zyjnych oraz wprowadza komdrke na szlak apoptotozy poprzez inhibicj¢ surwiwiny
potaczonej z aktywacja kaspaz. Obumarte komorki odkladajac sie w jadrze nekro-
tycznym blaszki przyczyniaja si¢ do jej powiekszenia.

Z drugiej strony badania Ahmeda i wsp. [2] na myszach z wyidukowanym bra-
kiem ekspresji genu ApoE (ang. Apolipoprotein E) odpowiedzialnym za katabolizm
trojglicerydow, wykazaly antymiazdzycowe dzialanie angpt 2. Wyniki wskazaty na
istotng redukcj¢ blaszki arteriosklerotycznej po transfekceji komoérek myszy adenowi-
rusowym wektorem zawierajacym insert angpt 2. Dodatkowo zaobserwowano spadek
poziomu biatka MDA?2 (ang. Malondialdehydelysine 2) markera dla utlenionego LDL
(ang. Low Density Lipoprotein). Badania in vitro pozwolity ustali¢, Zze angpt 2 zmniej-
sza utlenianie LDL przez NO, co pociaga za soba redukcje w ich wchianianiu przez
makrofagi [2].

Angpt 1 pelni funkcje protekcyjne przeciw arteriosklerozie poprzez dodatni
wplyw na ekspresje apeliny. Apelina jest biatkiem produkowanym gtéwnie przez ko-
morki srodblonka i dziatajacym jako antagonista angiopotetyny 2 [18]. Stwierdzono
pozytywna korelacj¢ migdzy stymulacja angptl a poziomem apeliny [82]. Lepper
i wsp. [58] wykazali udzial apeliny w zmniejszaniu $wiatla naczyn krwionosnych,
utrzymywaniu elastyczno$ci naczynia oraz wiasciwosci kolagenu wchodzacego

CaM
NH; FMN FMN —— FAD NADPH —COOH

b \_J

RYCINA 3. Domenowa budowa $rodbtonkowe;j syntazy tlenku azotu (eNOS). Myr — miejsce miry-
stylacji, Palm — miejsce palmitynacji, Zn — miejsce ligacji cystein poprzez cynk, ARG — miejsce przy-
faczenia L-Argininy, HAEM — grupa hemowa, BH,- tetrahydrobiopteryna, CaM- klamodulina, FMN
— mononukleotyd flawinowy, FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy, NADPH — zredukowany dinu-
kleotyd nikotynoamidoadeninowy

FIGURE 3. Domain build of endothelial nitric oxide synthase (eNOS). Myr — myristilation area, Palm-
palmitoylation area, Zn — area of cystein ligation mediated by zinc, ARG — L- Arginin join area,
HAEM — heme group, BH, tetrahydrobiopterin, CaM — calmodulin, FMN — flavin mononucleotide,
FAD - flavin adenine dinucleotide, NADPH — nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
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w sktad btony podstawnej naczynia, redukcji czasteczek adhezyjnych oraz komorek
prozapalnych. Angpt 1 wptywa takze na ochrong przeszczepow serca przez aktywacje
kaskady prowadzacej do rozwoju arteriosklerozy. Mechanizm ochronny w tym przy-
padku polega na redukcji naptywu leukocytéw do przeszczepu co zmniejsza ryzyko
powstania stanu zapalnego [58].

REGULACJA EKSPRESJI WYBRANYCH GENOW
WSPOLNYCH DLA PROCESOW ANGIOGENEZY
ORAZ ARTERIOSKLEROZY

Jedna z cech odrozniajacych poszczegdlne komorki zywego organizmu, po-
mimo posiadania przez nie tego samego zestawu genow, jest szczegdtowy i bar-
dzo doktadnie skoordynowany mechanizm regulacji ich ekspresji. Specjalizacja
regulacji ekspresji genow jest tak wysoka, ze roznica w ich aktywnosci jest wi-
doczna nawet w obrgbie jednej tkanki. Regulacja moze takze zachodzi¢ na roz-
nych poziomach poprzez dziatanie miRNA, bialek regulatorowych oraz globalnie
na poziomie epigenetycznym.

miRNA (ang. microRNA) stanowig krétkie, niekodujace fragmenty RNA
o dlugosci 18-22 nt. Dojrzate miRNA powstaja w wyniku enzymatycznej dzia-
lalnos$ci enzymow z grupy RNaz III Drosha i Dicer [46, 57]. W nastgpnym etapie
miRNA 1aczg si¢ z kompleksem RISC (ang. RNA-Induced Silencing Complex)
[35], by ostatecznie potaczy¢ si¢ z regionem 3’UTR docelowego genu. Obec-
nie uwaza si¢, ze do regulacji ekspresji okreslonych genow wystarczy parowa-
nie miRNA-3"UTR na poziomie 7 nukleotyddéw. Szereg badan wykazat ponadto
wplyw niedoskonatego parowania zasad sekwencji miRNA zrejonem docelo-
wym, co moze wptywac na stopien efektywnosci regulacji ekspresji genow [13].
Yamakuchi i wsp. [90] zasugerowali, ze miRNA- 22 wplywa na ekspresje HIF1a.
W badaniach przeprowadzonych na liniach komorek nowotworowych okrezni-
cy, wykazali oni nadekspresje¢ czynnika transkrypcyjnego c-Myc, powszechnie
wystepujacego takze w innych typach komoérek nowotworowych. W wyniku na-
dekspresji c-Myc obnizona zostaje ekspresja wielu miRNA, w tym miRNA-22.
W zwigzku z powszechnie przyjetym postulatem mowigcym o kluczowej roli
tlenu we wzroscie nowotworu, w przypadku hipoksji dochodzi do wzmozone;j
ekspresji HIF1a. W regionie 3’UTR tego genu wystepuje siedmionukleotydowe
miejsce wigzace miRNA-22. Sekwencja taczgca genu HIF 1o z miRNA zawiera
dodatkowo miejsce parowania G-A. miRNA-22 dziata jako represor angiogenny
poprzez inhibicje aktywnosci HIFla. Hamowanie to wplywa na poziom VEGF
— glownej cytokiny proangiogennej, co w znacznym stopniu inaktywuje proces
angiogenezy [90].
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miRNA-221 oraz 222 réwniez moduluja proces angiogenezy. Suarez i wsp.
[80] wykazali, ze nadekspresja tych czasteczek prowadzi do posredniego obnize-
nia ekspresji eNOS. Ze wzgledu na rolg¢ jaka petni eNOS w komorkach $rodbton-
ka, uposledzona funkcja tego biatka prowadzi do nieprawidtowosci w migracji
oraz formowaniu rurkowatych zawiazkéw nowego naczynia. Dodatkowo miR-
NA-221 1222 obnizaja poziom biatka c-kit, bedacego stymulatorem angiogenezy
poprzez blokade translacji. Nie wptywaja natomiast na poziom transkryptu tego
biatka [54, 68]. Ze wzgledu na redukcje aktywnosci dwoch czynnikéw proangio-
gennych, kombinacja obydwu mikroRNA moze stanowi¢ potencjalne narzedzie
hamujace proces neowaskularyzacji w nowotworach.

VEGF jako glowny czynnik proangiogenny rowniez posiada swoje regulatory
aktywnosci w postaci miRNA. Naleza do nich miRNA-15b oraz 16. Wykazano
zwiazek miedzy obnizeniem ekspresji tych czasteczek w wyniku hipoksji z jed-
noczesnym wzrostem ekspresji VEGF [42]. Potwierdzono ponadto wptyw miR-
NA-15b i 16 na indukcje apoptozy poprzez oddzialywanie na biatko Bcl-2 [19].
Ciekawym faktem dotyczacym cytokiny VEGF jest jej charakter regulatorowy
w odniesieniu do kilku miRNA. Badania z wykorzystaniem mikromacierzy wy-
kazaty wptyw VEGF na regulacj¢ mikroRNA: 191, 155, 31, 17, 18, 20, z niewiel-
kim wptywem na miRNA-221 1222 [79]. Niewielki wptyw na ostatnie miRNA
mozna tlumaczy¢ przez to, ze VEGF stymuluje produkcje NO przez $rodbtonek.
Brak wptywu na poziom aktywnosci supresorow eNOS moze $wiadczy¢ o nieza-
leznej stymulacji produkcji NO w $rodbtonku, by¢ moze bardziej bezpiecznej dla
komorki. Wynikaé to moze z podwdjnego dziatania tych miRNA, ktérych dys-
funkcja mogtaby indukowac petle o charakterze dodatniego sprze¢zenia zwrotnego
miedzy stymulacja procesu angiogenezy, a poziomem VEGF. Takie wzmocnienie
procesu mogloby z kolei negatywnie wptyna¢ na bilans dziatania eNOS poprzez
niedomiar BH4, co spowodowatoby akumulacj¢ ROS.

Zastosowanie podejscia bioinformatycznego w analizie potencjalnych miejsc
wigzania miRNA, pozwolilo ustali¢ jedno takie miejsce w obrebie regionu
3’UTR genu angiopoetyny 1. Aktywnos¢ angpt 1 jest regulowana przez miR-211.
Nieefektywna regulacja aktywnosci angptl ze strony miRNA-211 prowadzi do
zwickszonego ryzyka wystepowania zakrzepoéw [17]. Badania przeprowadzone
na populacji chinskiej wykazaty dodatkowo, ze polimorfizm pojedynczego nu-
kleotydu A—T genu angpt 1zwicksza prawdopodobienstwo wystapienia skrzepu
w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Regulacja ekspresji genow niezaleznej od ich aktywnosci oraz mechanizmow
dziedziczenia stanowi ztozony zbidr modyfikacji chemicznych chromatyny jadro-
wej. Acetylacja histonow jest jednym z gtownych epigenetycznych mechanizmow
regulacji transkrypcji. Zmiany poziomu acetylacji wptywaja na stopien upakowa-
nia nici DNA oraz na rekrutacj¢ czynnikow transkrypcyjnych. Dutta i wsp. [26]
wykazali wptyw acetylacji lizyny w pozycji 56 (K56) histonu H3 wspomagane;j
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przez biatko opiekuncze HIRA na poziom transkrypcyjnej aktywnos$ci gendéw za-
angazowanych w przebieg angiogenezy. Poziom acetylacji chromatyny w poblizu
genu Vegfirl wzrastal w odpowiedzi na stymulacje linii komorkowych czynnikami
angiogennymi [27]. Jednoczesnie nie wykryto zmian aktywno$ci genow Vegfi2,
Tie2 oraz Angptl — kluczowych genéw proangiogennych [26]. Swiadczy¢ to moze
o innym mechanizmie aktywacji, niezaleznym od HIRA, do ktérego by¢ moze za-
liczy¢ mozna biatka DAXX (ang. death domain- associated protein) oraz ATRX
odpowiedzialne za remodeling chromatyny [32].

HADAC (ang. Histone Deacetylase) to grupa zwiazkéw wptywajacych na obni-
zenie aktywnosci deacetylazy histonow. Wykazano wptyw tych zwiazkoéw na poziom
transkrypcyjnej aktywnosci trzech najwazniejszych genow angiogenezy VEGF-HI-
Fla-VHL [72]. Badania z wykorzystaniem trichostatyny A (ang. trichostatin A, TSA),
inhibitora HADAC pozwolity stwierdzi¢ zmniejszong ekspresje genow Vegf, Hif-1o.
oraz zwickszong ekspresje Vhl w komdrkach nowotworowych w warunkach hipok-
sji. Natomiast Kim i wsp. [53] zasugerowali silnie proangiogenne dziatanie HADAC.
Uposledzenie aktywnosci inhibitorow deacetylaz prowadzi do braku transdukcji sy-
gnalu angiogenezy przez $Sciezke niedotlenienia, inhibicje syntezy DNA oraz migra-
cj¢ komorek srodblonka. Dodatkowo TSA wpltywa na zmniejszenie oddziatywania
komorek srodblonka naczyniowego z macierzg pozakomoérkowa [53]. Nadekspresja
receptorow VEGFR1 i 2 wskutek dziatania VEGF jest takze hamowana przez TSA,
co sugeruje udziat HADAC w stymulacji ekspresji VEGF [22].

Ekspresja $rodblonkowej syntazy tlenku azotu takze ulega zmniejszeniu
wskutek inhibicji aktywnosci HADAC. Jednakze stwierdzono wplyw TSA na
zwigkszenie aktywnosci promotora genu eNOS. Swiadczy to o wpltywie TSA na
etapie posttranskrypcyjnej modyfikacji mRNA. Rossig i wsp. [71] potwierdzili
udziat TSA w destabilizacji mRNA na poziomie modyfikacji posttranskrypcyjne;j.
Poziom Angpt2 oraz Tie2, zarowno mRNA, jak i biatka, ulega obnizeniu na sku-
tek inhibicji HADAC.

Regulacja procesu angiogenezy odbywa si¢ rowniez na poziomie bialek. Zi-
dentyfikowano szereg naturalnych inhibitorow angiogenezy w sytuacji gdy wska-
zane jest ustanie proceséw angiogennych. Do tej grupy biatek zaliczy¢ mozna
trombospondyne 1 (ang. Thrombospondin 1, TSP1). Biatko to jest glikoproteing
potaczona z macierza pozakomorkowa, uczestniczy w komunikacji migdzyko-
morkowej oraz komorka-macierz pozakomoérkowa. TSP1 blokuje migracj¢ ko-
morek $§rodblonka, wptywa na indukcje apoptozy oraz catkowicie blokuje prolife-
racj¢ komorek $rédbtonka indukowang przez VEGF [1, 72]. Tkankowy inhibitor
metaloproteinazy 3 (TIMP3) nalezy do duzej rodziny biatek TIMP ale w prze-
ciwienstwie do innych przedstawicieli tej rodziny pozostaje zwiazany z ECM.
TIMP3 hamuje aktywnos$¢ metaloproteinaz poprzez kowalencyjne wiazanie sig¢
z miejscem aktywnym tych enzymow [7]. Kolejng grupg bialek wplywajacych
na zatrzymanie procesu neowaskularyzacji sa chemokiny. Grupa chemokin CXC,
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nazwana tak ze wzgledu na obecno$¢ dwodch cystein przedzielonych pojedynczym
aminokwasem na koncu N biatka, moduluje proces angiogenezy [78, 81]. Jednak
o charakterze pro- lub antyangiogennym $§wiadczy obecno$¢ dodatkowego tan-
cucha tréjaminokwasowego ztozonego z sekwencji glutamina-leucyna-arginina
(ELR) [95]. Chemokiny zawierajace ten motyw (ELR+) dziataja proangiogennie
poprzez stymulacje¢ receptora CXCR1 oraz CXCR2, co wptywa na proliferacje
i migracj¢ EC. Natomiast chemokiny nie zawierajace tego motywu sg inhibito-
rami angiogenezy. Do tego rodzaju czasteczek nalezg ptytkowy czynnik 4, mo-
nokina indukowana przez interferon g (MIG) oraz proteina 10 indukowana przez
interferon y (IP-10) [81].

Regulacja aktywnosci genéw wspdlnych dla miazdzycy i angiogenezy za-
chodzi na wiele sposobdw. Obecnie pojawia si¢ coraz wigcej prac poswieconych
mechanizmom regulacji czynnikdéw biorgcych udzial w angiogenezie oraz arte-
riosklerozie. Znajomos$¢ doktadniej regulacji obu proceséw moze pozwoli¢ na
opracowanie lekow pozwalajacych je kontrolowaé, co w znacznym stopniu moze
wplyna¢ na zastosowanie rownoczesnych metod leczenia w chorobach uktadu
krazenia, chorobach nowotworowych oraz wielu innych schorzeniach u podtoza
ktorych wystepuje proces miazdzycy oraz angiogenezy.

PODSUMOWANIE

Postep jaki dokonuje si¢ w biologii molekularnej oraz efektywnej analizie duzej
ilo$ci danych, pozwala na lepsze zrozumienie problemow zwigzanych z patomechani-
zmami choroby niedokrwiennej serca. Postep ten pozwala takze na znalezienie zwigz-
kéw pomigdzy na pozor réznymi procesami, jakimi sg angiogeneza i arterioskleroza.
Dalsze badania oparte o wykorzystanie mikromacierzy oraz najnowszych metod se-
kwencjonowania, mogg pozwoli¢ na bardziej szczegdélowsq analiz¢ aktywnosci genow
wspdlnych dla obu tych proceséw oraz identyfikacje mutacji wptywajacych na ich ak-
tywno$¢, a co za tym idzie by¢ moze pozwolg na opracowanie nowych metod lecze-
nia arteriosklerozy w oparciu o mozliwosci terapeutyczne, jakie wigzg si¢ z procesem
angiogenezy. Byloby to podejscie nowatorskie dajace lekarzom oraz klinicysta nowe
narzgdzie w walce z stale narastajagcym problemem arteriosklerozy.
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