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Inhibice angiogeneze v komplexni 1é¢bé zhoubnvceh nadori. (P.Klener)

V 1é¢bé naddorovych onemocnéni se v poslednich letech stale vice uplatiiuji 1écebné strategie
cilené na nadorové mikroprostiedi. Ukdzalo se totiz, Ze na nador nelze pohliZet pouze jako na
soubor nadorovych bunék, ale ze neriiznéjsi elementy mikroprostiedi (extracelularni matrix,
fibroblasty, makrofagy, cévy aj) se mohou svymi plisobky podilet na invazivit¢ a Sifeni
nadoru. Piikladem takového vztahu mize byt i novotvorba cév — vaskulogeneze a
angiogeneze.

Vaskulogeneze je proces vyvoje cév zendotelidlnich prekurzord nezavisly na
preexistujicich cévach, ktery se uplatiuje zejména pfi tvorbé primitivnich embryonalnich cév
a nepochybn¢ ma svou roli i pfi novotvorbé cév nadoru. Angiogeneze tj. neovaskularizace
v §irSim  slova smylu nésleduje vaskulogenezi. Fyziologicky se uplatiiuje nejen pii
embryogenezi, ale také napf.pfi hojeni ran, ovulaci apod. Je regulovana humoralnimi faktory
angiogennimi a antiangiogennimi, které jsou za normalnich okolnosti v rovnovaze. Jejich
piehled je uveden v tab.1-

Vyznam angiogeneze pro rust nddor byl poznan jiz na sklonku minulého stoleti. Ukéazalo
se, ze naddor nebo metastaza pottebuji ke svému rlstu pfivod Zivin a kysliku. Pokud nador po
dosazeni uréité velikosti (1-2mm?*- coz je diftizni limit pro kyslik) neziska schopnost vytvaret
nové cévy pro svou vyzivu, nemuze dale rust. Jakmile velikost nddoru pfesahne vyse uvedené
rozméry, dochazi k hypoxii nadorovych bunék, které za¢nou produkovat angiogenni faktory,
ptedevsim VEGF (vascular endothelial growth factor) a proteolytické enzymy zvané
matrixmetaloproteazy (MMP). Kromé hypoxie, ktera ma klicovy vyznam, se na vydeji
angiogennich faktorti podili i nékteré ristové faktory, cytokiny a produkty onkogenti. Za této
situace vSak dochazi k deregulaci angiogenniho procesu a k ptevaze faktorti angiogennich nad
aantiangiogennimi a za¢nou se vytvafet nové cévy vyzivujici nador (tzv. angiogenni p-

angiogenni pfepnuti- angiogenni switch).
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Mechanismy angiogeneze u nadori

Pro indukci angiogeneze ma nejvetsi vyznam endotelidlni rastovy faktor VEGF resp.
rodina VEGF. Sest riiznych variant VEGF (VEGF A az D a PIGF-.placenta induced growth
factor -humologni s VEGFA) a ptislu$né receptory pro tyto ligandy jsou zndzornény na obr.1
Clenové rodiny VEGF vyznamnym zptsobem stimuluji proliferaci, migraci a pfeZiti
aktivovanych endotelovych bunck. Receptory pro VEGF maji intracytoplazmatickou
tyrozinkindzovou aktivitu, ktera zprostiedkovava pienos signalu do buiikky. VEGF-A, VEGF-
B a VEGF-E maji podobné biologické ucinky. Stimuluji proliferaci a migraci endotelii a
zvySuji cévni permeablilitu. Naproti tomu VEGF-C a VEGF-D hraji vyznamnou roli pfi
stimulaci lymfangiogeneze. Jejich zvySena exprese byla nalezena zejména u nadort
metastazjicich lymfatickou cestou. Vazbou VEGF na VEGFR se spusti transduk¢éni kaskada,
jejimz vysledkem je zvySend proliferace endotelovych bunék, stimulace jejich migrace a
zvyseni permeablity cév.

Existuji tfi receptory pro VEGF: VEGFR1/FLT1 (FMS-like tyrosinkinasae-1), VEGFR-
2/IKDR/FLK1 (kinase domain receptor/fetal liver kinase 1)'a VEFR3/FLT4 (FMS-like
tyrosinkinase 4). VEGFR1 a VEGFR2 indukuji proliferaci a migraci endotelii, sniZuji jejich
citlivost k apoptéze a zvySuji cévni permeabilitu. VEGFR2 je nejcastéji zvySené
exprimovanym receptorem na nadorovych endoteliich a byl proto logicky jednim z prvnich
cilti antiangiogenni terapie. VEGFR3 je exprimovan zejména na lymfatickych cévach.
VEGFA je ligandem jes$té pro neuropilinové receptory NP-1 (neuropilin-1). Maji roli
koreceptori pro VEGFR?2 a jejich stimulace podporuje angiogenezi.

Mezi regulatory angiogeneze patii téz angiopoetiny (angiopoetin 1-ANG1 a angiopoetin 2-
ANG?2), které maji pleiotropni a zdanlivé protichiidné ucinky. Na rozdil od VEGF nepiisobi
mitogenné¢ na endotelie, ale reguluji pfedevsim integritu endotelovych bunék a pericytd
(perivaskularnich buné€k) a plsobi maturaci cév. ANGI1 je produkovan hlavné hladkymi

svalovymi buiikami, kdezto ANG2 endoteliemi.
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Vazbou ligandu na specifické membranove receptory se spousti transduk¢ni kaskada, ktera
vede ke zmén¢ transkripce a stimulaci angiogeneze, popiipadé lymfangiogeneze.
Angiogeneze probihd v nékolika etapach zvanych angiogenni kaskada. V prvni etapé
dochazi vlivem VEGFA a VEGFB ke zvySeni cévni permeability, z cév unika fibrinogen,
ktery se v blikosti cévy pfeménuje na fibrin. Permeablitu cév zvySuji proteolytické enzymy
matrixmetaloproteazy, produkované rovnéz nadorovymi builkami. Nasleduje zvySena
proliferace endotelii, které zacnou na sténé¢ cévni vytvaret utvary podobné pupenim

(tzv.sprouting angiogenesis), coz jsou zaklady nové cévy utvarejici se na fibrinové matrici.

V posledni etapé se formuje nova céva pod vlivem dalSich angiogennich faktort, jako jsou
angiopoetiny. Novotvofené cévy jsou vSak nevyzralé, chaotické a strukturdlné defektni, bez
souvislé bazalni membrany a téméf bez podplrnych stabilizacnich bun¢k pericyti a hladkych
svalovych bun¢k. To vede ke zvySenému priniku plasmy do intersticia a ke zvySovani
intratumordzniho tlaku. Dusledkem toho dochazi ke Spatnému pratoku krve nadorem,
k hypoxickym nekr6zam a tim k dalsi stimulaci angiogeneze Vyznamné klesa také prinik
cytostatik do nadoru. Jestlize se omezi novotvorba cév, omezi se rist nadoru a jeho

metastazovani.

Lécebné strategie k omezeni angiogeneze.

Existuji dva zasadni ptistupy. (1) Bud’ aplikace antiangiogennich faktort, nebo (2) potlaceni
faktort angiogennich.

Ad 1) Mezi nejdéle zndmé piirozené inhibitory angiogeneze patii trombospondin, ktery
reguluje adhezi, proliferaci a preziti endotelovych bunék. V klinické praxi se zkousel
substituavany nonapeptid ABT-510 s vlastnostmi pfirozeného trombospondinu, ale jeho
praktické¢ vyuziti se pfili§ nerozsifilo. Rovnéz rekombinantné ptipravené dals$i inhibitory
angiogeneze jako angiostatin, endostatin, nebo destickovy faktor 4 (PF 4) se v prakticke

antiangiogenni 1é¢b¢ neosveédcily.
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Ad 2) Mnohem efektivnéjsi jsou rizné varianty pusobici potlaceni faktorii angiogennich.
Je to pfedevs§im inhibice angiogenni kaskady, farmakologicka disrupce nadorovych cév a
nckteré dalsi antiangogenni strategie.

Inhibice angiogenni kaskddy je nejvice provéfenou modalitou. Mezi tfemi moznymi

v

zpusoby inhibice je nejefektivnéjsi inhibice signalni drahy VEGF-VEGFR. Signalni draha a
moznosti jeji inhibice jsou schématicky znazornény na OBR.2. Jak vyplyva ze schématu,
angiogenni U¢inek VEGF lze inhibovat na né€kolika Grovnich. Blokadou ligandu, blokadou
vazebné domény receptoru nebo blok&dou tyrozinkindzové domény receptoru. Nejvice
zkuSenosti je zatim s neutralizaci ligandu VEGF humanizovanou monoklonalni protilatkou
bevacizumabem (Avastin). Bevacizumab vaze volny VEGF-A, VEGF-B i VEGF-C a t¢inné
tak blokuje novotvorbu cév. Pouziva se vyhradné v kombinaci s chemoterapii. Bevacizumab
se zacal pouZivat nejprve v 1é¢bé metastatického kolorektalniho karcinomu, kde byla na
bunkach nadoru zjisténa vysoka exprese receptori pro VEGF. Podava se v kombinaci
S riznymi cytostatiky (napf. s 5-fluorouracilem, s kapecitabinem) nebo
s chemoterapeutickymi kombinacemi. Pfidani bevacizumabu zvySovalo 1é¢ebnou odpovéd’ az
o 10%. Pozdé&ji se indikace rozsifily i pro karcinom prsu (v kombinaci s paklitaxelkem) nebo
v kombinaci s platinovymi rezimy pro nemalobunéény karcinom plic. Testuje se jeho pouziti i
u dalSich nadorovych onemocnéni (karcinom ledviny, glioblastom, karcinom pankreatu).
Lécba bevacizumabem se dobie toleruje, z nezddoucich ucinkii se popisuje hypertenze,
proteinurie a krvéacivé projevy. Nejobavangjsi komplikaci je perforace stieva (cca 1%
pacientll). ZvySené opatrnosti je tfeba zejména u nemocnych s kratS§im nez 28dennim
odstupem od operacniho vykonu ( riziko rozpadu rany a krvaceni) a u nemocnych uzivajicich
antikoagulacni 1éCbu.

Jinou moznosti antiangiogenni 1écby je eliminace VEGF ligandu pouzitim solubilniho
»decoy* VEGF receptoru (decoy= navnada, v&jicka) s nazvem VEGF-trap (aflibercept), ktery

pusobi jako kompetitivni inhibitor VEGF receptorti. Jinou, dosud v praxi nevyuzivanou
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moznosti by bylo pouZiti blokacéni monoklondlni protilatky proti vazebné doméné
prislusnych receptort.

Slibnou strategii piedstavuje blokada tyrozinkindzové domény intracelularni ¢asti receptorti
po angiogenni faktory (VEGF, FGF2 aj) pouzitim tyrozinkinazovych inhibitord (TKI).
Vyhodou vétsiny pouzivanych TKI je jejich ucinek proti vétSimu pocétu receptorovych
tyrosinkinaz (multikindzové inhibitory). Vzhledem k tomu, Ze novotvorba cév je vysoce
komplexni proces, na kterém se ucastni mnoho angiogennich faktorli soucasné, zda se
logické, Ze multikinazové TKI maji vyhodu proti vysoce selektivnimu ucinku bevacizumabu.

Prehled TKI je v tab.2

Inhibice proliferace endotelovych bunék

Blokadou proliferace endotelii uc¢inkuje fumagilin, extrakt z houby Aspergillus fumigatus,
ktery se vSak pro vyraznou toxixitu v klinické praxi neuplatnil. Vyuziti méné toxického
syntetického analoga AGM1470 branila zna¢na neurotixicita. Naproti tomu pegylovana
forma TNP-470 (Lodamin) je netoxicka, jevi efekt u jaternich metastaz a protoZe pronika
hematoencefalickou bariérou zkousi se i v 1é¢bé mozkovych nadort.

Interferony alfa a beta tlumi proliferaci endotelii a pouZivaji se s dil¢imi uspéchy k omezeni
angiogeneze u progredujicich angiomu. Inhibice endotelidlni proliferace se predpoklada jako
jeden z mechanismt antiangiogenniho ucinku imunomodulaénich latek (IMIDs) mezi néz

patii thalidomid, pomalidomid a lenalidomid.

Stabilizace bazalni membrany

Stabilizace bazalni membrany znesnadiiuje puceni endotelii mimo cévu. Inhibice enzymd,
které bazalni membranu rozrusuji, mize mit proto vyznamny antiangiogenni ucinek.

K prostiedkiim cilenym na stabilizaci bazalni membrany patfi zejména inhibitory
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matrixmetaloprotedz (marimastat, batimastat, prinomastat). Prakticke aplikace této 1écby vSak

piinesly urcité zklamani a pouzivaji se omezeng.

Disrupce nadorovych bunék (VDA)

VDA (vascular disruption agents) vykazuji cytotoxicky uc¢inek vici jiz vytvorené nadorové
vaskulatufe a predstavuji tak alternativni piistup sméfujici k blokadé cévniho zasobeni nadoru
. Mezi VDA latky patii kombretastatiny, vytazky z africké rostliny Combretum caffrum,

které indukuji apoptéozu endotelii a destabilizuji mikrotubuly (vétSinou puasobi jejich
depolymeraci). Vyvolaji nasledné kolaps a nekrozu vaskulatury nddoru . Mezi nejucinngjsi
VDA patii ketopiperazinovy analog NPI-2358 nebo kombrestatin A4-fosfat (Zybrestat), ktery
vyvold az stondsobné snizeni prutoku krve nadorem s minimalnim ovlivnénim perfize
zdravych tkani. Zybresat je ,prodrug“, v endotelovych buiikkaich se konvertuje na
kombrestatin. K dalsim VDA ve stadiu klinického testovani patii soblidotin (TZT-1027),
derivat dolastatinu-10. Také flavonoidy vykazuji ucinky podobné VDA. Mezi klinicky
provéiované latky patii napi.vadimezan- DMXAA (5,6,dimethylxanthenon-4-acetic acid),
ktery v kombinaci s chemoterapii prodlouzil dobu pieziti u nemocnych s NSCLC pramérné o

5 mésici, ve srovnani se samotnou chemoterapii.

DalSi antiangiogenni strategie

V procesu angiogeneze se uplatituji jesté dalSi procesy, které rovnéz predstavuji terapeutické
cile. Uplatiiuje se stimula¢ni vliv extracelularni matrix prostfednictvim integrinovych
receptorti. Proto monoklondlni protildtky proti integrinitm mohou tento proangiogenni
ucinek uspéSné blokovat. Za specificky inhibitor angiogeneze se povazuje selektivni
antagonista alfa-v-beta5 integrinu cilengitid. (viz téz obr.2) Jde o peptid, ktery kromé
antiangiogenniho ucinku blokuje téz proliferaci a migraci CDI133+ endotelidlnich
progenitorovych bunék. Komplexni antiangiogenni Gc¢inek se uplatituje u imunomodulacnich

latek (IMIDs), mezi néz patii thalidomid, lenalidomid a pomalidomid.
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Jako efektivni antiangiogenni 1écba se jevi opakovana aplikace velmi nizkych davek
cytostatik (napf.cyklofosfamid 50 mg denné nebo etopozid 50 mg denné¢). Tato metoda se
nazyvd metronomickd chemoterapie nevykazuje toxické ucinky na nadorové bunky, ale je

schopna nicit a inhibovat endotelové buniky, véetné cirkulujicich endotelovych prekurzorti a

tim omezovat angiogenezi. Kromé toho, nizké davky cytostatik indukuji vydej
antiangiogenniho trombospondinu . Za vyhodu metronomické chemoterapie lze povaZzovat i
skutecnost, Ze k této 1é€bé nevznika rezistence, nebot’ je cilend na normalni, geneticky stabilni
endotelie, které rezistenci nepodléhaji. Soucasné aplikovana antiangiogenni 1é¢ba potencuje
ucinnost metronomické chemoetrapie. Rozdily mezi konventni a metronomickou
chemoterapii uvadi v piehledu tab.3

K antiangiogenni 1éCb¢ lze pouzit téZ protismérné (antisense) oligonukleotidy proti
MRNA pro VEGF ( napft.pfipravek veglin) nebo specifické ribozymy (napf. antiangiogenni
ribozym angiozym). Dil¢i antiangiogenni U¢inky byly zaznamenany také u vétSiho poctu

konven¢nich chemoterapeutik (napf. doxorubicin, taxany, 2-metoxyestradiol aj.)

Zavér:

Angiogeneze je vyznamna soucast nadorového mikroprostedi a vyzhnamné se podili na ristu
nadoru a jeho metastazovani. Inhibice angiogeneze tedy predstavuje dulezity ptinos
k u¢innosti protinadorové 1écby. Nabyva vétsi Gcinnosti v kombinaci s chemoterapii nebo

s jinymi modalitami protinadorové terapie.
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Tab.1: PREHLED MEDIATORU ANGIOGENEZE

proangiogenni faktory antiangiogenni faktory

rodina VEGF trombosponin

angiopoetiny angiostatin, vazostatin

MMP endostatin (fragment kolageu XVI11)

HGF tumstatin, kanstatin ( fragmenty kolagenu 1V)
FGFb TGF beta

PD-EPDGF,PDGF IFN alfa, IFN beta

EGF, TNF TIMPs, PAI

IL-6 IL-12, IL-18

integriny vasohibin

Tab.2: INHIBITORY RECEPTOROVYCH TYROZINKINAZ
S ANTIANGIOGENNIM UCINKEM

ucinna latka obchodni pripravek cilova tyrozinkindza
semaxanib - VEGFR2

cediranib Recentin VEGFR1-3

brivanib - VEGFR2, FGFR1
pazopanib - VEGFR1-3, PDGFR, KIT
vatalanib - VEGFR1-3, PDGFR, KIT

motesanib - VEGFR1-3, PDGFR,KIT
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VEGFRL1.3, PDGFR, KIT, RET,

axitinib - VEGFR1-3, PDGFR, KIT
telatinib - VEGFR2-3, PDGFR, KIT
BIBF 112 Vergatef VEGFR1-3, PFGFR, FGFR
sunitinib Sutent

sorafenib Nexavar

VEGFR1-3, PDGFR,KIT,RAF,RET

Tab.3: ROZDILY MEZI KONVENCNI A METRONOMICKOU CHEMOTERAPII

konven¢ni metronomicka (antiangiogenni).
davka MTD desetina davky
prestavky mezi
aplikaci tydny dny
cilové bunky nador.buitkky (NB) endotelie
Zamer zabit NB zablokovat endotelie a rist
vyuziti kurativni zdmér paliace

adjuvance



