Nddorovd angiogeneze
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Nadorova angiogeneze predstavuje pro nadorové buriky u¢inny mechanizmus vlastniho preziti a Sifeni se do vzdalenych tkani. Neni
proto pfrekvapenim, ze se antiangiogenni strategie Siroce studuje a uplatiiuje v Ié¢bé. Po prvnich klinicky pouzivanych molekulach,

jez pusobi v oblasti receptoru pro vaskularni epitelialni ristovy faktor (VEGFR) at jiz vyvazanim VEGF, ¢i inhibici intracelularni domény

VEGFR se pozornost védct obraci k dal$im ciliim, které jsou soucasti angiogennich kaskad (proteiny TIE, VHL a dalsi).
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Tumor angiogenesis

Tumor angiogenesis represents efficient mechanism that allows survival of tumor cells and promotes tumor growth. Antiangiogenic

strategies are widely tested in various tumor types. The initial therapeutic attempts were focused on the inhibition of vascular epithelial
growth factor signalling cascade and now research continues on other angiogenic signalling pathways (Tie, FGF).
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Uvod

Angiogeneze je komplexni fyziologicky pro-
ces, pfi némz se novotvorené kapilary formuji
7 jiz existujicich cév (1). Vyzaduje interakci celé
fady struktur — réznych bunécnych populacf
(endotelidlnich bunék, pericytl, bunék stroma-
tu), extraceluldrni matrix, cytokin( a rdstovych
faktor(. S aberantni angiogenezi se Ize setkat
u mnoha patologickych stavd. Jejim ddsledkem
je prostorova a ¢asova deregulace tvorby novych
kapildr (schéma 1). Za normalnich podminek
se setkdvdme s angiogenezi pfi hojeni ran, pfi
obnové endometria v prdbéhu menstrua¢niho
cyklu nebo pfi hojeni ischemickych stavd.

Fyziologicka angiogeneze
Angiogeneze je nekolikastupriovy proces
(tabulky 1 a 2).

Nejprve musi dojit k naruseni bazalni mem-
brény stavajicich cév a k ¢aste¢né degradaci
extracelularni matrix. Tyto prvni kroky umozni
infiltraci avaskularnich prostor endotelidlnimi
bunkami, z nichZ se formuji kapilary. Z mole-
kuldrné biologického pohledu je tento proces
zplUsoben migraci bunék ve sméru gradien-
tu proangiogennich chemokind, predevsim
VEGFA (2). Mezi dalsi chemokiny patfi izoformy
VEGF (VEGFB, VEGFC, VEGFD) a placentarni ris-
tovy faktor PLGF (nebo-li PGF). Je tfeba pozna-
menat, ze zatimco VEGFA se vaze na receptory
VEGFRT a VEGFR2, které stimuluji angiogenezi,
pak VEGFC a VEGFD se vazi téméf vyhradné
na receptor VEGFR3 a stimuluji pfednostné
lymfangiogenezi. Jednim ze zajimavych zjis-
téni pfi studiu angiogeneze byla skute¢nost,
Ze receptor VEGFRT nemusi byt jen stimulacnim

Tabulka 1. Signélni cesty a molekuly podilejici se na procesu fyziologické a nddorové angiogeneze

Klin Farmakol Farm 2010; 24(3): 124-126

chemokinem, ale cestou sekvestrace VEGF, mi-
grace monocytl a parakrinni aktivaci protedz
muze naopak za urcitych podminek proces
angiogeneze inhibovat. Angiogenni signaly
vyvoldvané cestou VEGF-VEGFR jsou obvykle

Schéma 1. Angiogeneze v nemoci
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Zakladni uloha fyziologické angiogeneze

Uloha v nadorové angiogenezi

VEGF-VEGFR1

VEGF-VEGFR2

Indukujf proliferaci endotelovych cév, davaji vznik pupenim
z endotelovych bunék, zvysuji permeabilitu stavajicich cév

Zahajuje dlouhodobou angiogenezi, snizuje imunitni odpovéd
na pritomnost nadoru

VEGFCGVEGFR3-NRP2

Lymfangiogeneze

Metastazovani lymfatickymi cestami

Notch kaskada

Negativni regulace vyse uvedenych signalnich cest,
inhibice tvorby cévnich pupenl

U nadorl pfitomna zvysena exprese DLL4, kterd vede
k novotvorbé defektnich cév

Ephrin-B2-EPHB4

ZpUsobuje nasmérovani vyvoje endotelovych cév
v bunky arterif nebo 7il

Nezndma

PDGF-BB-PDGFRbeta

Zvysuje migraci a proliferaci dalsich populaci bunék pfitomnych
v cévach

Zvysuje prezivani stromalnich bunék v novotvorenych cévach

ANGPTI-TIE2 Zvysuje interakci mezi ECM a burikami cévni stény Nezndma

ANGPT2-TIE2 Indukce apoptdzy endotelidlnich cév Indukce monocyFu exprlmuﬂoch TIE2 amplifikuje VEGE
mediovanou angiogenezi

TGFbeta-TGFbetaRll ZvySuje tvorbu protedz, vede k diferenciaci fibroblastd Indukuje expresi VEGF na stromalnich burkach

do bunék cévni stény (myofibroblastt)
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dale potencovany soucasnou stimulacf kas-
kady angiopoietin — TIE (3). V sou¢asné dobé
rozlisujeme tfi typy angiopoietint (ANGPTT,
ANGPT2 a ANGPT4). Vsechny se vazi na mem-
branové tyrosinkinazové receptory TIET a TIE2.
Angiopoietin1 se vaZe na TIE2. Je produkovén
predevsim fibroblasty, za patologickych pod-
minek i burikami nddorovymi. Angiopoietin2 je
produkovan endotelovymi bunkami.

Vznikly gradient VEGFA vede ke vzniku pu-
penu tvofeného endotelovymi burkami, které
v dUsledku aktivace protedz a ztraty kontak-
tu s BM lamininem mohou snadno migrovat.
ProtoZe endotelové bunky na svém povrchu
exprimuji membranové matrixmetaloprotei-
nazy (MT1-MMP), dokdzi snadno rozrusit ex-
traceluldrni matrix. Tato enzymatickd aktivita
MT1-MMP je negativné regulovana delta like
ligandem DLL4, ktery se vaze na své recep-
tory notchl a notch4 (synonymum: NOTCI1
a NOTC4) a zabranuje extenzivni angiogenezi
(4). A navic, tyto komplexy DLL4 a jejich recep-
torl umoznuji zrénf cév tim, Ze zajistuji migraci
pericytl a bunék hladké svaloviny do oblasti
tvorby cév.

Postupné dochdzf k zavrdeni procesu tvorby
nové cévy. Inhibi¢ni mechanizmy (trombospon-
diny 1 a 2, angiostatin, endostatin, tumstatin,
canstatin, vasoinhibin, TGFbeta a dalsi) snizujf
proliferaci endotelovych bunék ve prospéch
myofibroblastd a pericytd, vznikaji fyziologicka
spojeni cévnich bunék (zonula adherens, zonula
occludens) a tvofi se lumen a bazalni membra-
na. Zac¢ina pratok krvi nové tvorenou cévou,
ktery s sebou nese zvysenou koncentraci kys-
liku v okolni tkdni. Zpétnovazebné tak dochazf
k inhibici tvorby VEGF a angiogneze je v daném
misté ukoncena.

Nadorova angiogeneze

Néadorova angioinvaze vznika aktivitou stej-
nych mechanizm( jako angiogeneze fyziolo-
gicka. Rozdil Ize nalézt pouze v tom, Ze proces
angiogeneze v oblasti nddoru nekonci vznikem
nové cévy, ale stéle trva, protoze nddor secernu-
je angiogenni plsobky a je hypoxicky.

Nadorové cévy poznadme podle toho,
7e sméfuji nahodilymi sméry a jsou vselijak po-
kroucené. Maji také zvysenou permeabilitu, coz
zpUsobuje intersticidlni hypertenzi. Tento jev
je dulezity predevsim proto, Ze ndm, onkolo-
glm omezuje pranik 1€kl smérem k nadoru.
Antiangiogenni léky jsou schopny po omeze-
nou dobu ,normalizovat” angiogenezi v oblasti
nadoru. To zvysuje oxygenaci nadoru a jeho
perfuzi cytostatiky.

Tabulka 2. Proangiogenni a antiangiogenni onkogeny

Proangiogenni faktory

Antiangiogenni faktory

angiopoietin 1a 2

angiostatin

bFGF

endostatin

epidermalni rastovy faktor

thrombospondin 1 a2

hepaticky rlstovy faktor (= scatter faktor)

interferon alfa, beta, gama

interleukin 8

interleukin 1,4, 12, 18, 21

placentalni rdstovy faktor

semaforin

destickovy rdstovy faktor A a B

solubilni VEGFR1

TGF alfa, beta

tkdnovy inhibitor metaloproteindz 2

VEGF A, B, C,D

vasostatin

Mechanizmy zvysujici
nadorovou angiogenezi

Hlavnim spoustécem angiogeneze je hypo-
xie a nedostatek zivin, které se dostavuji poté, co
velikost nddorového loZiska dosahne pfiblizné
1-2mm nebo 10-20 bunéc¢nych vrstev. Oviem
existuji i dalsi zpUsoby aktivace a udrzovani
dlouhodobé angiogeneze.

Velmi bézné je naruseni regulace cestou Yon
Hippel Lindauova genu jeho zérode¢nou nebo
ziskanou mutaci. Tyto mutace zpUsobuji ne-
schopnost oznacit protein HIFalfa ubikvitinovym
fetézcem, ktery je nezbytny pro jeho degradaci
v proteazomu. Pfebytek HIFalfa v burice pak ve-
de k prepisu genti anaerobni glykolyzy, erytro-
poetinu a jeho receptoru, VEGF, VEGFR2 a dalsich
molekul. Se zvysenou aktivitou HIF1 alfa se Ize
také setkat v pffpadech aktivace kaskdd MAPK
kinaz, fosfatidylinositol-3-kindzy nebo proteinki-
nézy C. Také ztrata funkce onkosupresoru PTEN
ma stejné nésledky.

Endotelové bunky stimulované burikami
nadorovymi ve zvysené mife produkujf a uvol-
nujif ANGPT?2, coz aktivuje dalsi kaskadu — systém
Angiopoietin — TIE2. Za zvysenou tvorbu a rychlé
uvolfiovani ANGPT2 je z molekuldrné biologickeé-
ho hlediska zodpoveédna nadbytecnd aktivace
inzulinové signalizace, kaskady VEGFR a PDGFR
beta v nadorovych bunkdch. Zajimavé je, Ze kas-
kdda Ang-TIE2 za urcitych podminek zvysuje hy-
pervaskularizaci nddoru, a za podminek jinych,
dosud blize ne pfesné definovanych, naopak rlist
nadorovych bunék inhibuje a zvysuje jejich apop-
tézu. Proto také neexistuje pifma souvislost mezi
mirou exprese ANGPT1 a ANGPT2 a prognézou
nadord plic, ledvin ¢i prsu. V nékterych studiich
byla zjisténa lepsi progndza u pacientd s nddory
hlavy a krku, pokud byly v nddoru pfitomny vys-
si koncentrace ANGPT1; vyssi pomér ANGPT2/
ANGPT1 byl spojen s horsim pfezivanim pacientd
s akutni myeloidnf leukémii, hepatoceluldrnim
karcinomem, nadory plic, ovarif a s neuroendo-
krinfmi nadory.

Vy$e jsme uvedli, Ze kaskada VEGF-VEGFR
je inhibovana negativnim reguldtorem DLL4-
NOTCI. U nékterych nadorl se setkdvame
s vysokymi koncentracemi proteinu JAGI, coz
je negativni reguldtor negativniho reguldtoru
DLL4. Tedy, v jeho pfftomnosti se inhibi¢ni viiv
DLL4 na produkci VEGF neuplatriuje a angioge-
neze pokracuje.

Neddvno bylo zjisténo, pro¢ nemocni
s Downovym syndromem jsou méné ohroze-
ni vznikem nadord nez ostatnf lidé (5). Genem
zodpovédnym za toto pozorovani je gen DSCRT1
(Down'’s syndrome candidate region) lokalizo-
vany na 21 chromozomu. Kéduje protein, jehoz
funkci je negativni regulace signélni kaskady
VEGF — calcineurin — NFAT. Tato inhibice zpUso-
buje snizenf hustoty kapilar v oblasti zvysené
koncentrace VEGF.

Terapeutické vyuziti inhibice
angiogeneze v terapii nadoru

Nejlépe prozkouména je transdukeni signél-
ni kaskada VEGF-VEGFR, a proto je i nejcastejsim
cilem protinddorovych pfipravkd. O jejich vyso-
komolekuldrnich (bevacizumab) i nizkomoleku-
l&rnich (sunitinib, sorafenib) inhibitorech pojed-
navé nasledujici ¢lanek. Charakteristika novéjsich
inhibitord testovanych ve fazi Il a Il klinickych
zkousek je shrnuta v tabulce 3. Zajimavé je,
Ze nizkomolekuldrnfinhibitory VEGFR zpUsobujt
u nékterych pacientt kratkodobé zvysenf kon-
cetrace VEGF, coZ je pfiznivym prognostickym
faktorem a prediktorem lé¢ebné odpovédi.

Jak vime z klinické praxe, antiangiogennf
léky plsobf pouze omezenou dobu. Po nékolika
tydnech az mésicich dochazf ke vzniku rezis-
tence a opétovnému nadorovému rdstu. Proto
fada 1ékd nepfindsi nasim pacientdm zasadnf
zlepseni prezivani nemocnych. Dnes jsou zndmy
celkem Ctyfi mechanizmy, které vedou ke vzniku
rezistence na antiangiogennf latky (6).

Prvnim je aktivace angiogennich kaskad
jinych nez VEGF-VEGFR. Proto ity musf byt in-
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hibovany. A tak do klinickych zkousek postoupily
inhibitory kaskady angiopoietin-TIE. Prvnim tako-
vym lékem je monoklondlni protildtka vyvazujici
ANGPT2 (7). Protoze i interferony maji antiangio-
genni efekty, jsou studovany jeho nové léko-
vé formy. K selektivni dopravé interferonu alfa
do nadoru se vyuzivd monocytd, které exprimujf
TIE2 receptor (8). Zcela recentné se syntentizujf
latky, které inhibuji dalsi molekuly, které majf
vzdalenéjsi vztah k angiogenezi (tabulka 3).

Druhym mechanizmem je aktivace prekur-
zort endotelidlnich bunék v kostni dfeni, jejichz
rlst je nezavisly na signalizaci VEGF-VEGFR.
Tretim pak autonomnf tvorba nadbytecného
mnozstvi pericytd, které jsou schopny podpo-
rovat rdst cév i pfi nizsich koncentracich VEGF.
Poslednim zndmym zpUsobem je schopnost
nadorovych bunék zajistit si pfistup k Zivindm
jinymi postupy, nez je angiogeneze. V téchto
pfipadech rezistence jde zejména o posileni
procesu invaze a metastazovani. Tyto tfi po-
sledni mechanizmy dosud nejsou predmétem
farmakologické intervence.

latrogenni stimulace angiogeneze
Zatimco se vyse uvedenou terapif snazime
angiogenezi snizovat, ne vzdy se ndm to dafi.
A u nékterych postupd tomu mUze byt prave
naopak. V poslednich nékolika letech vyvolaly
mnoho diskuzi vysledky nékterych studii, kte-
ré hodnotily vliv podani 1ékt k podpote krve-
tvorby (ESA) na prezivan( pacientl a na interval
do progrese nemoci. Vzhledem k pozorovanim,
Ze u pacientl s nadory hlavy a krku a u pacientek
s karcinomem prsu vede podani ESA ke zhorseni
vysledkd [écby ve srovnani se substituci anémie
krevnimi pfedvody, doslo k vyraznému omezenf
spotfeby téchto lékd. Pravdépodobnym vysvét-
lenfm téchto pozorovani je pfitomnost receptort
pro erytopoetin na nadorovych burikach, i kdyz
kolem tohoto kategorického tvrzeni existuje cela
fada nejasnosti. V nadorovych bunkach sice byla
prokdzdna mRNA pro receptor pro erytropoetin,
jakékoliv exprese receptoru pro ESA na mem-
brané nddorovych bunék vsak nalezena nebyla
z dlvodu neexistence vhodnych detekénich
monoklonalnich protildtek. A navic, pokud by
tyto receptory nalezeny byly, musela by byt
nasledné prokazana funkcnost celé signalni kas-
kédy, aby bylo mozné povazovat vztah mezi ESA

Tabulka 3. Novéjsi antiangiogenni Iéky v klinickych zkouskach

Lék Cilova struktura Mechanizmus ucinku
VEGF inhibitory

aflibercept VEGFA, VEGFB, PIGF Decoy receptor

VEGFR inhibitory

AEE788 VEGFRI1, VEGFR2, EGFR Tyrosinkindzovy inhibitor
cediranib VEGFR1-3, PDGFR, KIT Tyrosinkindzovy inhibitor
CT-322 VEGFR1-3 Inhibitor fibronektinu
pazopanib VEGFR1-3, PDGFR, KIT Tyrosinkindzovy inhibitor
vandetanib VEGFR2, EGFR, MET Tyrosinkindzovy inhibitor
vatalanib VEGFR1-3, PDGFR, KIT Tyrosinkindzovy inhibitor
XL184 VEGFR2, MET, RET, KIT, TIE2, FLT3 Tyrosinkindzovy inhibitor
Inhibitory

etraceluldrni matrix Kolagen IV Vazba na integrinovy receptor
tumstatin® Kolagen XVIII Vazba na integrinovy receptor
endostatin® Kolagen IV Vazba na integrinovy receptor
canstatin®

Inhibitory ang-TIE2

CEP-11981 TIE2, VEGFR1-3 Tyrosinkindzovy inhibitor
AMG386 ANGPT1, ANGPT2 Peptidova vaba na il
PF-4856884 ANGPT2 CovX

MEDI-3617 ANGPT2 Monoklonalni protildtka

Inhibitory jinych cest

ABT510 CD35 receptor

AMG102 HGF/SF

dasatanib PDGFR, SRC, BCR/ABL, KIT, EPHA2
2ME2 HIF1-alfa

tandutinib PDGFR, KIT, FLT3

Peptid miminujicf thrombospondin 1
Monoklonalni protildtka

Tyrosinkindzovy inhibitor

Suprese HIF1-alfa, poskozeni mikrotubuld
Tyrosinkindzovy inhibitor

+ endogenni substance

a Spatnymi lécebnymi vysledky za definitivné
prokazany (9).

Zaveér

Jiz pfed 35 lety byla vyslovena teorie, Ze na-
dorové bunky preZivaji pouze diky nekoncicimu
procesu angiogeneze, kterd vzniké jako dUsle-
dek poruch autokrinnich a parakrinnich regulact
v oblasti nddoru. Z&kladni myslenka této teorie je
i dodnes platna. S pfibyvajicim poznanim snad
budeme schopni tyto abnormalni signdinf cesty
prerusit a zajistit tak pacientdm s nddory nadéji
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