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Abstrakt

Neoangiogeneze asociovana s tumory, neboli tvorba novych drobnych cév v nadorové
tkani, pfedstavuje patologickou formu fyziologické angiogeneze. 1 pies svoji sloZitost
a mnozstvi pro-angiogennich a anti-angiogennich faktor v ni zapojenych se neoangiogeneze
stala slibnym cilem v 1é¢bé nadort, a to hlavné z toho diivodu, Ze je pro rast nadori a jejich
diseminaci naprosto esencialni. Anti-angiogenni strategie jsou zaloZeny na neutralizaci
pro-angiogennich signalnich molekul, blokaci vazebného mista jejich receptorti ¢i inhibici
receptorové tyrozinkinazové domény téchto receptor. Pro anti-angiogenni strategii terapie
nador je dale mozno pouzit endogenni inhibitory angiogeneze, inhibici proliferace
endotelovych bunék, stabilizaci bazdlni membrany a v neposledni tad¢ cilenou disrupci
samotné nadorové vaskulatury. Pfestoze v dnesni dobé jiz zndme fadu anti-angiogennich
molekul, pouze nékolik jich proslo vSemi fazemi klinického testovani a bylo oficidlné
schvaleno pro 1é¢bu nadord. Mezi tato klinicky vyuzivana 1é¢iva patii anti-VEGF-A protilatka
bevacizumab (Avastin®), solubilni VEGF receptor aflibercept (Zaltrap®), protilatka cilena k
VEGFR-2 receptoru ramucirumab (Cyramza®) a nizkomolekulérni inhibitory tyrozinkindzové

domény VEGFR sunitinib (Sutent®) a sorafenib (Nexavar®).

Kli¢ova slova: angiogeneze, neoangiogeneze, anti-angiogenni terapie, HIF-1, VEGF,

bevacizumab



Abstract

Neoangiogenesis associated with tumours is formation of new blood vessels from
pre-existing quiescent vessels in surrounding tumour tissue and it results from pathological
employment of normal angiogenesis. Neoangiogenesis became a promising target for cancer
treatment in spite of its complexity and many pro-angiogenic and anti-angiogenic factors
involved in this process. Anti-angiogenic strategies are based on neutralization of angiogenic
ligands, their receptors or inhibition of signalling pathways employed by such receptors. Other
potential strategies include upregulation or delivery of endogenous inhibitors, inhibition of
endothelial cell proliferation, stabilization of basement membrane and direct disruption of
tumour vasculature. Many anti-angiogenic agents have been identified in past several decades
but only a few of them were approved for clinical use. Anti-VEGF-A monoclonal antibody
bevacizumab (Avastin®), soluble decoy VEGF receptor aflibercept (Zaltrap®), monoclonal
antibody directed against VEGFR-2 ramucirumab (Cyramza®) and tyrosin kinase VEGFR

inhibitors sunitinib (Sutent®) and sorafenib (Nexavar®) belong among approved agents.
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1. Uvod

Nédorova onemocnéni patii mezi nejcastéj$i a nejzavaznéjsi onemocnéni s vysokou
mirou mortality. O jednu z prvnich teorii o piivodu nadorového onemocnéni se zaslouzil anticky
1ékar Hippokrates, ktery postuloval, Ze lidské télo se sklada ze 4 zékladnich tekutin: krev, hlen,
zlu¢ a cernd zlu€. Jakakoliv nerovnovdha mezi témito tekutinami pak vede k rliznym
onemocnénim a nadbytek cerné zluc¢i v daném misté orgdnu je pric¢inou nadoru. Dnes je tato
teorie spolu s ostatnimi nahrazena molekularn¢ genetickym konceptem. Pochopeni
mechanismu vzniku a §ifeni nadortt mtze piispét ke zlepseni naSich schopnosti 1€Cit nadorova
onemocnéni, kterd dnes zahrnuji chirurgii, chemoterapii, radioterapii a imunoterapii.

Vedle téchto konvencnich terapii se rozvijela terapie zaméfena na nadorovou
vaskulaturu. Impulzem bylo zjisténi, Ze krevni cévy maji nepfimy vliv na rust a Sifeni nadora.
Prikopnikem v této oblasti byl Judah Folkaman, ktery potvrdil pfedpoklad svych pfedchidc,
ze populace nadorovych bunék a endotelové buiiky krevnich kapilar spolu mohou vytvaret
vysoce integrovany systém. Prokazal existenci solubilniho faktoru sekretovaného nadorovymi
buitkami jako potencionalniho medidtora neovaskularizace nadorové tkané [1]. Tato molekula
byla pozd¢ji popsana jako fibroblastovy rastovy faktor (FGF) a stala se tak prvni
identifikovanou pro-angiogenni molekulou [2]. Dal§im diilezitym milnikem byla v roce 1982
identifikace vaskularniho endotelového faktoru (VEGF), ptivodné zndmého pod nadzvem faktor
vaskularni permeability, a objasnéni jeho klicové role ve vyvoji neovaskulatury [3]. Tyto a dalsi
studie vedly k vyvoji dne$nich anti-angiogennich terapeutik, z nichz se néktera dostala do
klinické praxe a dnes jsou vyuZivany k 1é€bé solidnich nador v kombinaci s chemoterapii,

radioterapii ¢i imunoterapii.



2. Fyziologicka angiogeneze

Srdce a cévy jsou prvni soustavou vznikajici ve vyvijejicim se organismu. Zabezpecuji
piisun zivin do nové vznikajicich tkani, vyménu plynii a odvod metabolitii. Formovani ob&hové
soustavy je zahajeno jiz v prubéhu embryondlniho vyvoje procesem zvanym vaskulogeneze.
Jedna se o proces, kdy jsou cévy formovany de novo z progenitorti endotelovych bungk, tzv.
angioblastii. Béhem vaskulogeneze angioblasty proliferuji a splyvaji v primitivni kapilarni
plexus. Nasledna expanze kapilarniho plexu je zprostiedkovana pucenim a vétvenim novych
cév v procesu zvaném angiogeneze.

Angiogeneze je tvorba novych cév z jiz preexistujicich a za fyziologickych podminek
charakteristickd zejména pro vyvijejici se embryo, kdy se vytvari vaskulatura dilezitd pro
spravny rast a vyvoj organt. U dospélych jedincl je angiogeneze naopak z velké casti
potlacena, uplatiluje se zejména v reparacnich procesech, pii hojeni ran, a u zen pfi zménach
v endometriu v prilbéhu menstrua¢niho cyklu [4].

Fyziologickd angiogeneze se uskuteciiuje dvéma rdznymi mechanismy. Nejlépe
prozkoumanou a nejcastéj§i formou je angiogeneze pucenim, tzv. sprouting angiogeneze.

Druhou formu piedstavuje intususcepce novotvorenych cév [5].

2.1. Sprouting angiogeneze

Sprouting angiogeneze piedstavuje pfisné regulovanou kaskadu krokii vedoucich od
disoluce bazalni membrany mateiské cévy ke vzniku plné funkéni deefiné cévy.

Po stimulaci klidové endotelové buiiky vaskularnim endotelovym faktorem (VEGF)
dochazi kjejimu piechodu na aktivovany fenotyp a je naruSena rovnovaha mezi
angiopoetinem 1 a 2 (Ang-1, Ang-2). Oba tyto faktory, Ang-1 1 Ang-2, zprostiedkovavaji svoji
funkci prostfednictvim receptoru Tie2 na povrchu endotelovych bunék. Ang-1, ktery je
sekretovan zejména perivaskularnimi buikami (tj. pericyty a buiiky hladké svaloviny ptiléhajici
k cévni stén€), udrzuje endotelové builky ve stabilizovaném stavu. Zatimco Ang-2, ktery je
produkovan samotnymi endotelovymi bunikami, funguje jako autokrinni antagonista Ang-1
a pusobi na destabilizaci bazalni membrany [6]. Dochazi k naruseni mezibunécnych kontaktt
u endotelii a uvolnéni pericytli od cévni stény. Vlivem oxidu dusnatého (NO), ktery zptsobuje

vazodilataci cév, a VEGF stimulujiciho zvySeni permeability cévni stény, je umoZzZnéna



extravazace proteaz a komponent podilejicich se na tvorb¢ extracelularni matrix. Na degradaci
bazalni membrany endotelu se podileji zejména matrix metaloproteinazy (MMP) [7].

Endotelové buiiky nasledné proliferuji, migruji a uchytavaji se v nové utvorené matrix,
kde se formuji a tvoii zdklad pro nové cévy [4]. Pisobenim VEGF dojde v aktivovanych
endotelovych bunkéch k rozdéleni na dva bunécné subtypy, tip a stalk bunky, které se lisi svoji
morfologii a charakteristickymi vlastnostmi. 7ip buiiky se nachézeji na Spicce nové vznikajici
cévy, jsou velmi pohyblivé, bohaté na filopodia a vykazuji vysokou invazivitu. Tyto bunky se
dé€li jen minimalné. Jejich hlavni funkci je migrace a vedeni nové vznikajici cévy ve sméru
pro-angiogennich signalt. Stalk bunky se naopak vyznacuji vysoce proliferativnim fenotypem
a jsou zodpoveédné za prodluzovani a integritu cév [8].

Diferenciace endotelovych bunék do tip nebo stalk fenotypu je regulovana Notch-
Delta/Jagged signalizaci. Jako odpovéd’ na interakci VEGF s VEGFR-2 receptorem je v tip
buiikach upregulovéana exprese Delta-like ligandu 4 (D114). D114 se na sousednich endotelovych
stalk buiikdch véze na Notch receptor, coz vede ke snizeni exprese VEGFR-2
a zvySeni exprese VEGFR-1. VEGFR-1 vaze VEGF s vyssi afinitou nez VEGFR-2. Na rozdil
od VEGFR-2 vsak vykazuje VEGFR-1 slabsi kindzovou aktivitu a funguje tak jako regulator
VEGFR-2 signalizace. Stalk bunky se tak stavaji méné responzivni k VEGF, naopak #ip bunky
jsou zodpovédné za prodluzovani cévy ve sméru nejsilngjsiho signdlu VEGF. Dalsi molekula
zapojena Vv tip/stalk diferenciaci je Jagged 1 (Jag-1), ktera je sekretovana stalk buiikami

a funguje jako antagonista DII4 (obrazek 1) [9-11].

VEGF-A, hypoxia

VEGFR-2
‘ sprouting
Dil44

:

Notch
stalk 1 non-

sproutin
VEGFR-2 e '

tip-cell |

Obrazek 1: Diferenciace endotelovych bunék. Signalizace VEGF diferencuje endotelové buiky na dva
fenotypy, tip a stalk. V tip buiikach je zvysena exprese DII4, jehoZ interakce s Notch receptorem snizuje expresi
VEGFR-2 v sousednich stalk buiikach a snizuje jejich senzitivitu k VEGF ligandu. Vazba VEGF k VEGFR-2 v tip
bunkach umoziuje prodluzovani cévy ve sméru nejsilnéjsiho pro-angiogenniho signalu. Pfevzato a upraveno
z [11].
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V posledni fazi angiogeneze nové vzniklé cévy morfologicky a funkéné dozravaji.
Dochézi k prechodu do klidového neproliferativniho stadia (tzv. phalanx) [12], posileni
mezibunéénych spojii a dokonceni tvorby nové matrix. Na stabilizaci nové vzniklych cév se
podileji také pericyty, které dozravaji pod vlivem destickového riistového faktoru (PDGF).
Pericyty tésné ptiléhaji k endotelovym bunkam a slouzi tak jako mechanicka opora cév.

V jednotlivych fazich angiogenni kaskady je zapojena fada molekul, které reguluji

vvvvvv

shrnuty v tabulce 1 [4].

Tabulka 1: Angiogenni ligandy, jejich receptory a efektorové funkce v angiogenezi.

Ligand Receptor Funkce

VEGF VEGFR-1, VEGFR-2 | ZvySeni permeability cévni stény
Stimulace proliferaci a migrace endotelovych bunék
Inhibice apoptdzy endotelovych bunék

VEGFR-3 Lymfangiogeneze

Ang-1 Tie2 Stabilizace endotelu
Snizeni permeability cév

Ang-2 Antagonista Ang-1 signalizace

PDFG PDGFR-a, PDGFR-B | Stimulace DNA syntézy v endotelovych buiikkach
Stimulace proliferace pericyti a bunék hladké
svaloviny

aFGF/bFGF | FGFR Stimulace proliferace a migrace endotelovych bunék
Stimulace tubularni formace endotelovych bun&k

TGF-B TGF-p receptor Stimulace a regulace produkce extracelularni matrix

TNF-a TNFR Stimulace tubularni formace
Inhibice proliferace endotelii

EGF, TGF-a | EGFR Stimulace proliferace endotelovych bunék

Tabulka 1: VEGF — vaskularni endotelovy rustovy faktor; VEGFR-(1-3) — receptor pro vaskularni endotelovy
rustovy faktor (1-3); Ang-(1,2) — angiopoetin (1,2); Tie2 — receptor pro Ang; PDGF — destickovy rustovy faktor;
PDGFR-(a,B) — receptor pro destickovy rastovy faktor (a,B); a/bFGF — acidicky/bazicky fibroblastovy rustovy
faktor; FGFR — receptor pro fibroblastovy ristovy faktor; TGF-f — transformujici ristovy faktor ; TNF-o — tumor
nekrotizujici faktor a; TNFR — receptor pro tumor nekrotizujici faktor; EGF — epidermalni ristovy faktor; TGF-a
— transformujici ristovy faktor a; EGFR — receptor pro epidermalni ristovy faktor. Pfevzato a upraveno z [4].

2.2. Intususcepce cév

Druhym mechanismem podilejicim se na remodelaci cévniho systému je intususcepce

cév. Dochazi pfi ném k vchlipovani protilehlych stén endotelu do lumen a tim k rozdéleni
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preexistujici cévy ve dvé (obrazek 2) [5]. Mechanismus je rozd€len do Ctyfech postupnych
krokdi, béhem nichz dochazi nejprve k piiblizeni protilehlych stén endotelu a jejich
vzajemnému kontaktu. Vznikd dvojvrstva endotelovych bunék, kterd je nasledné perforovana
a vytvareji se intraluminalni pilife. Ve tfetim kroku se formuje cévni intersticium, do jadra piliie
pronikaji pericyty a myofibroblasty produkujici kolagenni vldkna, ktera napomadhaji jeho

stabilizaci. V poslednim kroku vznikaji dvé pln€ funkéni stabilizované cévy [13].

Obrazek 2: Intususcepce cév. Trojrozmérné (a-d) a dvojrozmérné (a'-d") zndzornéni mechanismu intususcepce.
Proces za¢ind vchlipovanim protilehlych bunék endotelu (EC) do nitra lumen (a, b, a', b'). Po intraendotelidlnim
kontaktu (¢, ¢') dochazi k perforaci vzniklé dvojvrstvy endotelovych bunék a bazalni membrany (BM) a tvorbé
pilife (d,d"). Vznikly pilif je prostupovan pericyty (Pr) a fibroblasty (Fb) produkujicich kolagenova vlakna (Co).
Ptevzato z [5].

Angiogeneze intususcepci je, na rozdil od sprouting angiogeneze, pomérné rychlym
procesem probihajicim fadov€ v hodinach, protoZe nevyzaduje proliferaci endotelovych bunék.
Na druhou stranu se vyznacuje mensi invazivitou do okolni tkan¢ [5]. K tvorbé organové
vaskulatury jsou béhem embryondlniho vyvoje vyuzivany oba angiogenni mechanismy.
Zasadni rozdil mezi obéma mechanismy spociva v jejich vzdjemném nacasovani béhem vyvoje.
Sprouting angiogeneze pusobi zejména v prvnich fazich vyvoje a predchazi rychlé expanzi
a remodelaci krevniho feciSt¢ mechanismem intususcepce. Mechanismus intususcepce je
vyuzivan také v postembryondlnim stadiu. Hlavnim podnétem jsou bud’ fyziologické zmény,
napfi. v krevnim toku béhem namahéni svalii, ¢i lokalni biochemické zmény v expresi molekul,

zejména bFGF a VEGF [14, 15].
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3. Nadorova angiogeneze

Fenomén angiogeneze v nadorové tkani (neoangiogeneze) byl poprvé pospan v roce
1907 [16]. Nicméné teprve vroce 1971 Judah Folkman postuloval, ze rist nadort
a metastazovani je zavislé na angiogenezi a tudiz blokace tohoto procesu by mohla byt t€innou
strategii v protinddorové 1écbé [1]. Ptfi hledani faktorti dulezitych pro neovaskularizaci
nadorové tkan¢ se ukazalo, ze neoplasticka nadorova tkan konstanté exprimuje pro-angiogenni
molekuly, kdezto normalni bunky tak ¢ini jen vyjimecné [17]. Tento fenomén je oznaovan
jako angiogenni ptepnuti (switch).

Angiogenni ptfepnuti pfedstavuje dulezity krok pro progresi nadoru, béhem kterého
dochazi knaruSeni rovnovahy mezi pro- a anti-angiogennimi faktory (pfirozenymi
angiogennimi inhibitory) ve prospéch angiogeneze [18]. Angiogenni switch miiZze spoustét fada
signalli, mezi néz patii metabolicky stres (napf. nizké pH, nizkd hladina pO> nebo
hypoglykémie), mechanicky stres (napft. tlak zptisobeny proliferujicimi bunikami) ¢i genetické
mutace (napf. aktivace onkogend nebo delece tumor-supresorovych gent, které kontroluji
produkci angiogennich regulator) [19]. Pro-angiogenni a anti-angiogenni faktory jsou
sekretovany nejenom nadorovymi bunikami, ale také stromdalnimi buiikami a leukocyty
infiltrujicimi nadory (tabulka 2) [20, 21]. Jejich u¢inek na neoangiogenezi v nadorové tkani se

meéni v zavislosti na typu nadoru, jeho lokaci v organismu a pritbéhu jeho vyvoje [22].

Tabulka 2: Piehled pro-angiogennich a anti-angiogennich faktora

Pro-angiogenni faktory | Anti-angiogenni faktory
rodina VEGF trombospondin
angiopoetiny endostatin

aFGF/bFGF TGF-p

PDGF IFN-a, IFN-B

MMP angiostatin

TNF-a TIMP

IL-6 IL-12, IL-18

Tabulka 2: VEGF - vaskularni endotelovy ristovy faktor; a/bFGF — acidicky/bazicky fibroblastovy riistovy
faktor; TGF-B — transformujici ristovy faktor f; PDGF — destickovy rlstovy faktor; IFN-(a, B) — interferon (a, B);
MMP — matrix metaloproteindza; TNF-o — tumor nekrotizujici faktor o; TIMP — tkanovy inhibitor matrix
metaloproteinaz; IL-(6, 12,18) — interleukin (6, 12, 18). Pfevzato a upraveno z [23].
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Pfi samotné neovaskularizaci nadorové tkadné€ se uplatiuji stejné mechanismy jako pfi
fyziologické angiogenezi, tj. sprouting angiogeneze a intususcepce cév. Mezi alternativni
mechanismy novotvorby cév v nadorech patfi vaskulogenni mimikry. Béhem tohoto procesu
nadorové bunky napodobuji funkci endotelovych bunck tak, ze vytvareji funkcni kanal
napojeny na vlastni cévu. Dal§im alternativnim mechanismem jsou tzv. mozaikové cévy, kdy
se nadorové bunky stdvaji soucasti stény endotelu a vytvareji tak mozaikovou strukturu cév
[24]. Posledni mechanismus je oznaCovan jako tzv. koopce cév, kdy nador roste podél jiz

existujicich cév a nepottebuje tak indukovat neoangiogenni proces (obrazek 3) [25].

L5 nadorovs buiky ®  tervené kruinky W iheitiis i
S” bazilni membrina c*®  endotelové bufiky

¢ervené krvinky

NS~ bazilni membrina c®  endotelové bufiky

Obrazek 3: Alternativni mechanismy neoangiogeneze. A) cervena Sipka — kooptované cévy, kdy nador roste
podél funkénich cév; zelena Sipka — mozaikové cévy sestavajici castecné z nadorovych bunck a endotelovych
bunc¢k. B) vaskulogenni mimikry, které pfedstavuji funkéni avaskularni tubularni strukturu sestavajici
z nadorovych bun¢k. Pfevzato a upraveno z [26].

Mezi hlavni faktory nadorové tkané regulujici neoangiogenni proces patii zejména
VEGF a angiopoetiny. Hraji stejnou ulohu jako ve fyziologickém procesu angiogeneze.
Nicméné nékolik faktort (napt. HIF-1 a NO) v¢etné fady angiogennich inhibitorli maji
specifickou funkci v procesu neoangiogeneze. Navic exprese téchto faktorli neni ¢asové
koordinovana, coz vede k abnormalni morfologii cév. V kontrastu s normélnimi cévami jsou
cévy nadoru nevyzralé, vysoce dezorganizované, nekompletni, s nejednotnym primérem
a tvarem, bez souvislé bazdlni membriny a fenestrované. Rozdily jsou i1 v samotné
ultrastruktute cév. Endotelové bunky maji nepravidelny tvar a velikost, mohou riist nad sebou
¢1 vyCnivat do lumen. Pericyty a hladka svalovina, které cévy pomahaji stabilizovat, jsou
uvolnéné nebo zcela chybi [27]. Tato patologie mé za nésledek Spatny prutok krve cévami

zpisobujici hypoxické a acidické oblasti v nadoru, coz stimuluje dalsi tvorbu cév [28].
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3.1. Regulace neoangiogeneze pomoci HIF-1

Jeden z hlavnich faktorii regulujicich neoangiogenezi v nadorech je hypoxii indukovany
faktor 1 (HIF-1). Jedna se o heterodimer sestavajici ze dvou podjednotek, a a B, ktery je
regulovan hladinou kysliku. V normoxickém prostiedi pfi dostatecném piisunu kysliku je
HIF-1a podjednotka v buiikdch hydroxylovana pomoci prolylhydroxylaz 1-3 (PHD1-3) [29],
ubikvitinylovdna za spoluucasti Von Hippel-Lindau komplexu (VHL) a degradovana
v proteazomu [30]. Oproti tomu podjednotka B (HIF-1PB) neni na hladin€ kysliku zavisla [31].
V hypoxickém prostiedi jsou prolylhydroxylazy inaktivni, a proto nedochazi k degradaci
HIF-1a podjednotky. V tkénich se snizenou hladinou kysliku, proto dochéazi ke vzniku
funk¢niho HIF-1 heterodimeru, ktery se vaze na sva specifickd mista na DNA, tzv. responzivni
elementy (HRE) a spousti transkripci Siroké Skaly genti zapojenych v adaptaci na hypoxii. Mezi
tyto geny patii 1 geny pro faktory stimulujici angiogenezi jako napt. VEGF (obrazek 4) [32,
33].

Aktivita HIF-1a proteinu je také regulovana pomoci piimého inhibitoru HIF-1, faktoru
inhibujiciho HIF-1 (FIH). Jedna se o peptidaspartat beta-dioxygendzu, ktera je zavisla na
koncentraci kysliku ve tkani a pfimo ovliviiuje transkripcni aktivitu faktoru HIF [34]. Za
normoxickych podminek FIH hydroxyluje asparaginové zbytky v C-termindlni oblasti
transaktivacni domény (TAD-C) HIF-1a, ¢imz inhibuje interakci HIF-1 o s transkripnim
faktorem p300/CBP a tim blokuje jeho aktivitu [35, 36].

Dal3i mechanismus podilejici se na regulaci transkripéni aktivity HIF-1a, ktery je na
rozdil od regulace FIH nezavisly na koncentraci kysliku, je proteinkindzami zprostfedkovana
fosforylace. To se dé€je prostfednictvim p42/p44 mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK)
a vede ke zvySeni transkrip¢ni aktivity HIF-1a [37, 38].

15



;

Normoxia Hypoxia

_——{HIF1a
|

f\
| PHD2

—

FIH

—

OH—\H[F-1G_2: - Va \v - Nucleus\\
p | (HIF-1a
=
\ MHIFJB
Ub) | \
| _\j’; L Gene Transcription |
 Proteasomal degradation | a

Obrazek 4: Regulace HIF-1a. V normoxickém prostiedi je aktivita HIF-1 regulovana prolylhydroxylazami
(PHD) nebo FIH. HIF-la podjednotka je hydroxylovana PHD, ubikvitinylovana a poslana k degradaci do
proteazomu. Regulace FIH blokuje transkripcni aktivitu HIF-1 hydroxylaci podjednotky HIF-1a v C-terminalni
transaktivaéni doméné. Pievzato z [39].

3.2. Regulace neoangiogeneze pomoci NO

Oxid dusnaty (NO) je mald signdlni molekula, kterd je v endotelovych bunkach
produkovana endotelidlni syntazou oxidu dusnatého (eNOS). NO volné difunduje do bunék,
kde se vaze na solubilni guanylat cykldzu (sGC) a iniciuje produkci cyklického
guanisinmonofosfatu (cGMP), ktery reguluje fadu signdlnich drah ovliviiyjicich funkci
endotelovych bun¢k [40].

Ptimy vliv je zprostfedkovan stimulaci sGC/cGMP signalni drahy, ktera zvySuje DNA
syntézu, proliferaci a migraci endotelii [41]. Tento pro-angiogenni ucinek je pfimo zavisly na
koncentraci NO v endotelovych buiikach. Nizka koncentrace efekt potencuje, zatimco vysoka
naopak inhibuje [42].

Hlavni nepfimy vliv NO na indukci neoangiogeneze probiha prostfednictvim regulace
exprese VEGF v nadorovych bunkéach. Za normoxickych podminek NO indukuje syntézu
HIF-1a a inhibuje aktivitu prolylhydroxylaz, coz vede k akumulaci HIF-1a a aktivaci HIF-1

[43-45]. Mezi neptimé vlivy NO na neoangiogenezi v nddorech fadime téZ schopnost inhibovat
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expresi endogennich anti-angiogennich faktorti trombospondinu 1 (TSP-1) a angiostatinu,

a podporovat stabilizaci novotvorenych cév perivaskularnimi bunikami [46-48].

4. Neoangiogeneze v nadorove terapii

Cilena terapie proti neoangiogennimu procesu piestavuje v kombinaci s chemoterapii
a radioterapii slibnou strategii v 1é€b¢ solidnich nadorti. Vyhodou kombinované terapie je, ze
angiogenni inhibitory nevykazuji dlouhodobéjsi cytotoxicky efekt a na rozdil od chemoterapie
neindukuji rezistenci nadorovych bun¢k. Navic Siroké spektrum angiogennich faktort a jejich
vzajemna provazanost umoziuje cilenou terapii ovliviiovat nékolik procesii angiogeneze
najednou. Nevyhodu piedstavuje redundance téchto faktor — je-li jedna molekula blokovana
(napt. VEGF), tumor muize zvysit sekreci jiné pro-angiogenni molekuly (napt. bFGF).

Zpisoby lécby lze rozdélit do tii zakladnich strategii: (1) neutralizace angiogennich
ligandd, blokace receptorii a blokace signalizacnich drdh vyvolanych interakci ligandii
s ptislusnymi receptory, (2) zvySeni sekrece nebo aplikace endogennich inhibitorti angiogeneze
¢i (3) ptimé zacilend na nadorovou vaskulaturu (inhibice proliferace endotelovych bunék,

stabilizace bazalni membrany, disrupce nddorové vaskulatury) [19].

4.1. Inhibice VEGF signalizace

Hlavnim regulatorem fyziologické a patologické angiogeneze je VEGF-A pattici do
genové rodiny homodimerickych glykoproteinii s osmi cysteinovymi zbytky, ktera dale
zahrnuje VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D a placentarni rastovy faktor (P1IGF). Na poc¢atku 90. let
minulého stoleti byl v Ofr viru identifikovan také VEGF-E, ktery vykazuje sekvencni
homologii k VEGF-A. A jako posledni ¢len genové rodiny byl v nedavné dobé identifikovan
1 VEGF-F izolovany z hadiho jedu. Tyto molekuly se s riiznou specifitou a afinitou vazi
k tyrozinkindzovym receptorim VEGFR-1, -2 a -3.

Zatimco interakce VEGF-A s VEGFR-2, lokalizovaného na povrchu endotelovych
bunék, podporuje angiogenezi, VEGF-C a -D se preferencné vazi k VEGF-3 na lymfatickych
endotelovych buinikach a indukuji lymfangiogenezi (tj. novotvorbu lymfatickych cév) [4].
Nicméné VEGFR-3 miiZe byt exprimovan také na tip bunikdch nadorovych cév a skrze VEGF-C
a -D podporovat neoangiogenezi [49]. Vazba VEGF-A k VERFR-2 vede k autofosforylaci
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specifickych tyrosinovych zbytka v cytoplazmatické doméné VEGFR-2 a spusténi tfady
signalnich kaskad vedoucich k proliferaci endotelovych bunék, migraci a tubularni formaci
(obrazek 5). Aktivace fosfatidylinositol-3-kindzové (PI3K) transduk¢ni drahy signalizujici ptes
proteinkinazu B (Akt) a proteinkinazu mTOR reguluje proliferaci endotelii, inhibuje jejich
apoptozu a zvysuje permeabilitu cév [50]. Dalsi diilezita draha je zprostiedkovana pies aktivaci
proteinkindzy C (PKC) a nasledné aktivaci extracelularni signal regulujici proteinkinazy 1/2
(ERK1/2), kterd je zasadni pro proliferaci endotelovych bunck [51]. Migrace endotelovych
bun¢k je modulovana prostiednictvim aktivace p38-MAPK regulujici reorganizaci aktinu
a formovani stresovych vlaken [52].

Utinek VEGF faktoru lze inhibovat na tiech Girovnich — neutralizaci ligandu, blokaci

vazebné domény receptoru nebo blokaci receptorové tyrozinkindzové domény.
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Obrazek 5: Signalni draha VEGFR receptoru. Vazba VEGF k piislusnému VEGFR na povrchu endotelovych
bunék vede k autofosforylaci receptorové tyrozinkindzové domény a nasledné aktivaci fady signalnich drah.
Ras/Raf/MEK/ERK signalni dréaha moduluje bunécnou proliferaci, p38-MAPK kindzova draha fidi migraci
endotelovych bunék a PI3K/Akt/mTOR kaskada reguluje Zivotnost bunék a zvysuje permeabilitu cév. Pievzato
a upraveno z [53].

Nejvyznamnéj$im zastupcem VEGF inhibitorii fungujicich na principu neutralizace
ligandu je bevacizumab, humanizovana IgG1 monoklonalni protilatka, kterd byla prvnim
schvalenym léCivem pro terapii nddorovych onemocnéni cilenym k neaongiogennimu procesu.

Bevacizumab vaze volny VEGF-A, ¢imz zamezuje jeho vazbu na receptor [54].

18



V protinddorové terapii se pouziva zejména v kombinaci s konvencni chemoterapii nebo
radioterapii, kde potencuje ucinek 1écby [55]. Nicméné vzhledem k dulezité roli VEGF-A ve
fyziologické angiogenezi zplisobuje jeho inhibice bevacizumabem vazné nezadouci Gcinky,
atypické od vedlejSich ucinki spojenych s chemoterapii a radioterapii (napf. rozestup ran
v prub¢hu hojeni, krvacivost, tromboembolie), a vyssi riziko umrti [56]. S bevacizumabem, ale
i dalsimi VEGF inhibitory, je spojen koncept tzv. cévni normalizace. Ten cili na cévni
abnormality v nddoru indukované vysokou hladinou pro-angiogenniho VEGF. Pomoci
bevacizumabu Ize indukovat rovnovahu mezi pro-angiogennimi a anti-angiogennimi faktory,
coz vede k remodelaci nddorové vaskulatury, ktera strukturné i funkéné piipomind normalni
cévy. Tim je dosazeno lepSiho pritoku krve cévami v nadoru a s tim spojené lepsi koncentrace
chemoterapeutika v nadoru. Navic lepSim zéasobeni nadoru kyslikem se zvySuje ucinnost
radioterapie zaloZené na tvorbé kyslikovych radikala [57].

Dalsim zastupcem inhibitord vazajicich ligand je aflibercept. Jedna se o solubilni fuzni
protein, jehoz vazebna doména je podobna extracelularni doméné povrchového receptoru
VEGFR-1 a VEGFR-2 [58]. Aflibercept vaze VEGF-A s vyssi afinitou nez monoklonalni
protilatky (napf. bevacizumab) cilené proti tomuto ligandu. Navic véaze dalsi ¢leny VEGF
rodiny, VEGF-B a PIGF, coZ zvySuje jeho u¢innost v nddorové terapii [59].

Zastupcem inhibitorti, kteti inhibuji VEGF signalizaci prostfednictvim kompetitivni
vazby na VEGFR receptor je ramucirumab. Jedna se o lidskou bloka¢ni IgG1 monoklonalni
protilatku, ktera se s vysokou afinitou vaze na VEGFR-2 receptor, ¢imZ blokuje buné¢nou
odpovéd’, kterd by byla spusténa navdzanim ligandu na receptor [60]. V klinické praxi se
pouzivé zejména v kombinaci s cytostatiky zalozenych na bazi platiny [61].

Sunitinib a sorafenib jsou zastupci nizkomolekuldrnich inhibitorti receptorové
tyrozinkinazové aktivity VEGFR. Sunitinib se vdze na ATP vazebné misto tyrozinkindzové
domény VEGFR, ¢imz zabranuje fosforylaci proteinti a brani tak ptenosu signalu. Mezi jeho
cilové struktury patii nejen VEGFR-1 az -3, ale fada dalSich receptorovych tyrozinkindz (napf.
receptor pro faktor kmenovych bun¢k c-Kit/CD117), jejichz blokace muze mit piimy
protinadorovy efekt [62, 63]. Sorafenib je také multikindzovy inhibitor, ktery nejenze ptisobi
na tyrozinkindzy receptorii endotelovych bunék (napt. VEGFR-2), ¢imZ plsobi jako anti-
angiogenni molekula, ale inhibuje také proliferaci samotnych nadorovych bunék. Proliferace
nadorovych bunék je inhibovana blokaci Raf kindzy a tim celé Raf/MEK/ERK signdlni drahy
[64, 65].
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4.2. Endogenni inhibitory

Mezi ptirozené endogenni inhibitory angiogeneze patii endostatin, peptidicky fragment,
vznikajici §t€penim C-konce kolagenu XVIII [66]. Jeho vznik a nésledné plisobeni na lokalni
angiogenezi je spusSténo béhem aktivace endotelovych bunck, kdy jsou uvolnovany
proteolytické enzymy [67]. Endostatin inhibuje proliferaci endotelovych bunck zastavenim
bunécného cyklu v G1 fazi [68]. Navic inhibuje migraci endotelovych bunék, snizuje expresi
VEGF a piimou interakci s VEGFR-2 brani navazani ligandu [69, 70].

Dalsi z endogennich inhibitorti, tumstatin, dostal své oznaceni pro svoji schopnost
inhibovat rist nadoru, tumor stasis. Jedna se o fragment z C-koncové globularni domény
kolagenu IV s pfimym protinddorovym a anti-angiogennim U¢inkem. V nadorovych buitkach
snizuje potencial mitochondridlni membrany a indukuje uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii
do cytosolu. Tim je spusténa kaspazova kaskada vedouci k apoptéze nadorovych bunck [71].
Anti-angiogenni efekt tumstatinu je zprostfedkovan inhibici exprese mTOR kinazy vedouci
k inhibici translace proteinli v proliferujicich endotelovych bunikdch a indukci apoptozy
endotelovych bunék [72, 73].

Trombospondiny jsou skupinou péti multimernich glykoproteinti, 2z nichz
trombospondin-1 a -2 (TSP-1, TSP-2) maji inhibi¢ni u¢inek na angiogenezi. TSP-1 byl prvnim
identifikovanym endogennim inhibitorem. Jeho aktivita neni omezena pouze na endotelové
buiiky, ale také inhibuje rdst a metastazovani nadort. Anti-angiogenni uc¢inek TSP-1 je
zprostiedkovan interakci s multivalentnimi receptory CD47 a CD36 na povrchu endotelovych
bun¢k. Vazba TSP-1 k CD47 inhibuje NO/cGMP signalizaci, coz vede k negativni regulaci
proliferace a ptezivani endotelovych bun¢k [74]. Interakce s CD36 indukuje v endotelovych
bunkéach expresi tzv. ligandu smrti FasL/CDO9S5L. FasL se vaZe na tzv. receptor smrti Fas/CD95,
jehoZ exprese je nizkéd v klidovych endotelovych buiikach, ale naopak zvySena po stimulaci
pro-angiogennimi faktory (VEGF, bFGF). Po aktivaci Fas je v endotelovych bunikach spusténa
vnéjsi apoptickd drdha zahrnujici kaspazy 8 a 3 [75]. Syntetickym analogem TSP-1 je
ABT-510, 9 aminokyselin dlouhy peptid, ktery inhibuje VEGF indukovanou migraci,
proliferaci a tubularni formaci endotelovych bunék. ABT-510 také vaze CD36, ¢imz mimikuje

intracelularni signalizaci TSP-1/CD36 [76].
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4.3. Inhibice proliferace endotelovych bunck

Inhibitorem proliferace endotelovych bunék je fumagilin, pfirodni antibiotikum, jehoz
potencialni anti-angiogenni ti¢inek byl objeven ndhodou, kdyz kultiva¢ni miska s endotelovymi
buitkami byla kontaminovana houbou Aspergillus fumigatus. Nicméné fumagilin vykazoval
limitujici vedlejsi efekt projevujici se zavaznym snizenim vahy u experimentalnich mysSich
modeli, ktery neumoznil jeho pievedeni do klinické praxe. Ve snaze obejit tento vedlejsi efekt
bylo syntetizovano né€kolik analogl fumagilinu, mezi nimiz se jako nejvice potentni derivat
jevil TNP-470. Ten postoupil az do faze I klinického testovani, ale pro vedlejsi neurotoxické
ucinky bylo jeho testovani pozastaveno [77, 78].

Skupinou latek puasobici také na inhibici proliferace endotelovych bunék jsou
imunomodulac¢ni latky (IMiD). Prvni popsanou latkou je thalidomid, coz je racemicka smés
derivatu kyseliny glutamové. R-enantiomer ma hypnotické u¢inky, naopak S-enantiomer je
siln€ teratogenni [79]. V 50. letech minulého stoleti byl thalidomid uZivan t¢hotnymi Zenami
na ranni nevolnost, ale pro své teratogenni Gcinky, které zplisobovaly zdvazné vrozené vady
u déti, byl zakazan [80]. Znovuobjeveni a prokazani anti-angiogennich, ale 1 dalSich
protinadorovych a imunomodula¢nich Gc¢inkti thalidomidu vedlo k syntéze jeho potentnéjsich
derivati — lenalidomidu a pomalidomidu [81]. Anti-angiogenni efekt téchto latek je
zprosttedkovdn snizenim exprese pro-angiogennich faktort VEGF a bFGF, a snizenim
produkce matrix metaloproteindz. Tim je zamezena migrace a adheze endotelovych bunék

a formace novych krevnich kapilar [82].

4.4. Stabilizace bazalni membrany

Dalsi moznosti nadorové terapie zaméfené na inhibici neoangiogeneze predstavuje
stabilizace bazalni membrany cév, kterd je degradovana matrix metaloproteindzami. Pouzitim
inhibitord MMP je blokovéna jejich proteolytickd aktivita, ¢imZ je zabranéna fragmentace
bazalni membrany a zamezena migrace endotelovych bunék. Ptirodni latkou patiici mezi
inhibitory MMP je Neovastat, coz je purifikovany extrakt ze zralo¢i chrupavky. Vedle jeho
schopnosti inhibovat MMP, inhibuje VEGF/VEGFR-2 signaliza¢ni drahu a indukuje apoptézu
v endotelovych buiikach [83, 84]. Marimastat a Batimastat jsou zéstupci syntetickych MMP
inhibitord. Jednd se Sirokospektralni nizkomolekuldrni latky kovalentné vazajici ion zinku

v aktivnim misté metaloproteinaz, ktery je nutny k jejich proteolytické aktivite¢ [85]. Jejich
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vyuziti v protinadorové terapii je znacné ovlivnéno nejenom specifitou inhibovat MMP, ale
také tim, ze aktivita nékterych MMP je asociovana jak se stimulaci, tak inhibici rastu nadoru

[86].

4.5. Selektivni disrupce nadorové vaskulatury

Anti-angiogenni strategii zaméfenou piimo proti nadorové vaskulatuie predstavuje
aplikace latek zptisobujicich disrupci cév, tzv. VDA (vascular disruption agents).

Prvni identifikovanou latkou je vytazek zkiry jihoafrického stromu Combretum
caffrum, ktery se vaze na vazebné misto pro kolchicin na tubulinu a zplisobuje depolymerizaci
mikrotubuli [87, 88]. Jeho nejucinngjsim derivatem je kombretastatin A4 fosfat (CA4-P), ktery
je v organismu konvertovan endogennimi nespecifickymi fosfatdzami na kombretastatin A4
(CA4) [89]. CA4 zplsobuje disrupci cytoskeletu endotelovych bunék v nadoru, coz vede
k rapidnimu snizeni pratoku krve touto oblasti a nekrdze nadorové tkane [90, 91]. Preferenc¢ni
destrukce nadorovych oproti normalnim endoteliim pomoci CA4 je déna jejich relativni
nevyzralosti a nestabilitou [89].

Dalsi VDA molekulou, odvozenou od kyseliny flavonové, je DMXAA
(5,6-dimethylxanthenon-4 octové kyselina) [92]. DMXAA pifimo indukuje hyperpermeabilitu
cév nadorové tkané zvysenim sekrece TNF-a, a tim zvysi unik krve do okolni tkang, vznik
hypoxie a snizi prutok krve nadorem [93-95]. Poskozeni cév a nadorova hypoxie vzniklé
v disledku selhédni pritoku krve nddorem maji vliv na uvoliiovani serotoninu, ktery amplifikuje

efekt TNF-a, a podili se redukci krevniho toku a indukci hemorhagické nekrdzy [96, 97].

5. Inhibice neoangiogeneze v klinické praxi

V soucasné dob¢ je tfada 1éCiv s anti-angiogennim ucinkem jiZz schvalena pro 1écbu
nadort.

Bevacizumab, prodivany pod obchodni znatkou Avastin®, je v Ceské republice
registrovanym lé¢ivem od roku 2005. V kombinaci s riznymi typy chemoterapeutik se pouziva
k 1écbé metastazujiciho karcinomu tlustého stfeva, prsu a nemalobunéného plicniho
karcinomu. V kombinaci s INF-a je indikovan k1écbé pacientd s pokrocilym a/nebo

metastazujicim karcinomem ledvin. Dale se pouziva k 1écbé epitelového nadoru vajecnik,
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vejcovodu, primarniho nadoru pobfiSnice a karcinomu délozniho ¢ipku [98]. Pozitivni vysledky
projevil ve fazi II klinického testovani, kde byl pouzit v kombinaci s irinotekanem, inhibitorem
topoisomerazy I, k 1é¢bé rekurentniho glioblastomu [99].

Aflibercept (Zaltrap®) v kombinaci s chemoterapii leucovorin/fluorouracil/irinotekan
(FOLFIRI) vyrazn¢ prodluzuje zivot pacientl s metastatickym kolorektalnim karcinom
v porovndni s FOLFIRI samotnym po pfedchozi 1é¢be oxaliplatinou [100].

Ramucirumab (Cyramza®) tspé$né dokondil fazi III klinického testovani pro 1é¢bu
karcinomu zaludku nebo adenokarcinomu gastroesofagealni junkce jak v monoterapii, ¢imz je
prvnim takto pouzivanym lé¢ivem, tak v kombinaci s paklitaxelem [101, 102]. V kombinaci
s FOLFIRI lze ramucirumab pouzit k 2. linii 1é€by metastatického kolorektalni karcinomu,
ktery byl v 1. linii 1é¢en bevacizumabem [103]. Kombinace s docetaxelem je se pouziva pro
1écbu pacientl s pokroc€ilym nebo metastazujicim nemalobunéénym karcinomem plic [104].
V soucasné dob¢ je ramucirumab ve III fazi klinickych testd pro 1écbu karcinomu prsu. V ramci
této studie byla provedena retrospektivni analyza prokazujici pozitivni u¢inek blokatort
B-adrenergnich receptorti v kombinaci s ramucirumabem [105]. Dal$i probihajici studii ve fazi
I klinického testovani je pouziti ramucirumabu s docetaxelem k 1é€b¢ urotelidlniho karcinomu
[106].

Sunitinib (Sutent®) a sorafenib (Nexavar®) také Gisp&sné dokonéily fazi 111 klinickych
testi a prokazaly signifikantni podil na regresi nékterych typti nadorti. Nexavar prokazal
aktivitu s klinicky pfijatelnou toxicitou pii 1é€b&é pokrocilého rendlniho karcinomu,
hepatoceluldrniho karcinomu a diferencovaného karcinomu §titné zlazy rezistentniho ke
standartni 1€¢bé radioaktivnim jodem [107-109]. Je indikovan k lé¢bé gastrointestinalniho
stromalniho tumoru a metastatického renalniho karcinomu rezistentniho vii¢i konvenéni terapii
[110]. V neddvné dobé uspésn¢ dokoncil fazi III klinického testovani pro 1é€bu pacientd
s vysokym rizikem recidivity renalniho karcinomu po nefroktomii [111].

Dalsi latky jsou stale v preklinickych studiich a hleda se zptisob, jak zefektivnit jejich
anti-angiogenni u¢inek a minimalizovat vedlejsi efekty. Rada 1é&iv postoupila az do faze III
klinickych studii, av§ak kvili vaZnym vedlej$§im U¢inktim, ¢i nesignifikantnimu efektu na

regresi nadoru a zkvalitnéni Zivota, neuspély.
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Od doby, kdy byla zjisténa piima souvislost mezi nadorem a neovaskularitou, doslo
k velkému pokroku nasich znalosti o principu a mechanismu neoangiogeneze a faktorech, které
jsou vtomto procesu zapojeny. Diky tomu byly navrzeny rizné strategie inhibice
neoangiogeneze a nékteré byly pro svij relativni uspéch prevedeny do klinické praxe. Nicméné
klinicky potencial zatim vykazuji pfevazné molekuly, které specificky blokuji G¢inek pouze
jednoho pro-angiogenniho faktoru. Redundance téchto pro-angiogennich signali
sekretovanych nadorovymi bunkami ¢i nepfimo buitkami nadorového mikroprostfedi mize
signifikantné snizovat terapeuticky ucinek takového lé€iva. Kazdy nador vykazuje odliSny
angiogenni potencial v zdvislosti na jeho lokaci v organismu a ptivodu buiiky, ktera dala zaklad
celému malignimu klonu. Proto by ptfesnd charakterizace angiogenniho profilu daného nadoru
mohla vést k navrzeni vhodné kombinace anti-angiogennich molekul, které¢ by soucasné cilily
na vice mist angiogenni kaskady.

Nékteré nadory jsou navic schopné vyuzit alternativni mechanismy neoangiogeneze,
jako jsou vaskulogenni mimikry, mozaikové cévy, koopce cévy, k tvorbé cévni vaskulatury
a obejit tak terapeutickou blokaci. Nalezeni specifickych mechanismi, kterymi jsou nadory
schopné vyvinout rezistenci k dané anti-angiogenni terapii, by mohlo vést k identifikaci novych

typt 1é¢iv a k efektivnéjSimu vyuziti terapeutického potencidlu inhibice neoangiogeneze.
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