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8. Angiogeneze
(neovaskularizace)

v kancerogenezi



Sedm ziskanych vlastnosti maligniho

4
nadoru

ziskana schopnost priklad
Bl Sobéstaénost v produkci ristovych signdltaktivace H-ras
KX Necitlivost k signdlim zastavujicim b.c. ztrdta RB
E# Poskozeni apoptozy produkce IGF
B3l Neomezeny replikacni potencidl aktivace telomerazy
Bl Posileni angiogeneze produkce VEGF
Bl Tvorba metastaz inaktivace E-kadherinu

Nestabilita genomu jako podminka akumulace véech nutnych zmeén.



Angiogeneze, neovaskularizace

Schopnost nddoru indukovat proliferaci novych krevnich
vldseclnic.

Ma vliv na rist primdrniho nddoru, schopnost tvorit metastdzy a
na rdst sekunddrniho nddoru (= pro tvorbu metastdz ma
angiogeneze vyznam 2xl1).

Nddor bez angiogeneze doroste maximdlné do nékolika milidnd
bunék (100 az 200um je difdzni limit pro kyslik), tj. do velikosti
nékolika kubickych milimetrd - nedoroste do klinicky
detekovatelné velikosti - tim je schopnost tvorit metastdzy
omezena (nikoli vylou¢enal - dormantni mikrometastdzy - napr.
nddoru prsu do plic).



Historicky pohled na angiogenezi
nadord

Pred asi 100 lety objeveno, Ze v souvislosti s nadory se
objevuje neovaskularizace.

1. Nejsou to nové vldselnice, ale vyuzité stdvajici.

2. Jsou to nové vldseclnice a jsou vyrazem boje organismu s
nddorem.

3. 1971 (Judah Folkman) - pokus: prevence neovaskularizace —
restrikce ristu nddoru = nddory jsou dependentni ha
angiogenezi.

Na tom zaloZena i jedna z moznych strategii terapie nadord.



Angiogeneze

Bez angiogeneze roste nador pomalu a linearné, po
neovaskularizaci rychle a exponencidlné: krevni vldsecnice
privddéji nejenom ziviny a kyslik (a odvadéji odpady), ale
také riustové faktory.

Pomalost a mala velikost nddoru pred angiogenezi neni ddna
jen pomalou proliferaci, ale i im, Ze je vyrovnana rychlost
proliferace a odumirdni bunék.

Angiogeneze je nutnd pro maligni fenotyp nddoru, ale neni
dostatecna - tj. i benigni nadory mohou byt angiogenni.



Angiogeneze
S neovaskularizaci se zvysuje Sance na infiltraci nddoru (buriky maji

kudy infiltrovat) a navic uz maji angiogenni potencidl, coz zvysuje
jejich sanci na uchyceni a vytvoreni sekunddrniho nddoru.
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Neovascularization
and Metastasis
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In situ Angiogenic
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Klinicke vyuziti vyzkumu
neovaskularizace

1. Stimulace angiogeneze pri hojeni ran, pro
.bypasovani" zjizveného srdce, apod.

2. Vyuziti pro diagndzu a progndzu nadord
(angiopoietin-2).

3. Vyuziti pro terapii hadort (anti-VEGF).



Priubéh neovaskularizace

Vaskulogeneze - endotelidlni buiky de novo diferencuji z
mezodermadlnich progenitort (angioblastl a hemangioblasti) a
proliferuji /n situv plvodné avaskuldrni tkani. Proces je nezavisly na
stdvajicich cévdch. Uplatiiuje se zejména pri tvorbé primitivnich
embryondlnich cév.

Angiogeneze - ndsleduje vaskulogenezi, uplatiuje se v embryogenezi,
hojeni ran, ovulaci,..

Remodelace - modifikace inicidlni sité vétvenim a zvétsovanim kapildr,
vznik slozité rozvétvené sité charakteristické pro zralou
vaskulaturu. Zdroven dozrdvaji také stény vldsecnic, jak se zpevhuji
interakce mezi endotelidlnimi a podptrnymi (hladké svalstvo)
bunikami.

Vétveni - .sprouting” existujicich kapildar do avaskuldrni tkané -
spojeno s destabilizaci plvodnich kapildr, ndslednym vétvenim
nejdrive nezralych kapildr a ddle zrani i nové vytvorenych kapildr.



Priubéh neovaskularizace

U dospélého jedince se nové cevy tvori pouze angiogenezi.
Vaskulatura je velmi , klidovd" tkari (s vyjimkou napr. prisné
rizeneho reproduke niho cyklu u Zen: ovuface menstruace,
implantace, téhotenstvi) - endotelialni bunky patfi k ne Jdele
Zijicim burikdm (mimo CNS) v téle (v b.c. je asi 1 z 10.000
endotelidlnich bunék - 0.01%).

Pri pusobenl odpovidajicich rus’rovych faktord mohou klidové
vaskularni buriky prejit z klidového stddia a zacit invadovat
okolni prostredi.



Model prabéhu nddorové neovaskularizace

(a) Initiation
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Iniciace zalind uvolfiovdnim angiogennich stimuldtort
nddorovymi burikami. Tyto faktory stimuluji
proliferaci a invazivni chovdni vaskuldrnich bunék.

Invaze/proliferace: Vaskuldrni buriky sekretuji
proteolytické enzymy a zdroven proteiny ECM.
Dochazi k remodelaci ECM, tvori se prostor pro nové
cévy.

Maturace/diferenciace: Vznikajici céva produkuje
komponenty bazdlni membrany, které udrzuji
endotelidlni b. v klidovém stavu. Nové vybézky flzuji a
novy cévni systém se uzavird.



Bunééné mechanismy neovaskularizace nadord

Endotelidlni prekurzory z
kostni drené a periferni
krve pronikaji do nadoru a
zacinaji vaskulogenezi.

Endothelial precursor

% = e,
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Angiogenic sprouting

Hostitelskd sit’
prorustd do nddoru.

Nddorové vldsecnice S
expanduji a prorlstaji e
az do stdvajicich
vldsecnic.

Lymfatické vldsecnice kolem
nddoru ,omyvaji* nddor, jsou
prileZitosti pro metastdzovani.




Kdo se podili na neovaskularizaci?

Které bunky?

Nddorové bunky
Endotelidlni bunky
Stromalni buniky
Krevni burnky
Extraceluldarni matrix

Jejich podil je rizny u riznych typl nddort a méni se i
béhem vyvoje nddoru.



Pri naddorové neovaskularizaci kooperuji rizné
bunky

* % %

Nador je komplexni tkan

fibroblasty -

nadorove bunky -

bunky imunitniho systému

- endotelialni bunky



Nadorova vaskulatura je funkcné i
strukturné abnormadlni

Nddorovad vaskulatura je vysoce neorganizovand: kapildry se
nepravidelné krouti, jsou roztazené, s nepravidelnym primérem, s
nadmérnym vétvenim, prerusované, nezralé, bez souvislé bazdlni
membrany, témér bez podplrnych bunék pericytd,....

~ To mlZe vznikat v dlsledku nerovnomérného uvolriovdni
angiogennich requldtord.

Tok krve je chaoticky a velice rlizny v riznych ¢dstech systému.
Proto vznikaji v nddoru mista s hypoxii a nadmérnou kyselosti.

— Tato okolnost mize ovliviiovat efekt terapie; vytvdri se prostor,
ve kterém muze napt. dojit k selekci a klondlni expanzi bunék,
které neodpovidaji na hypoxii apoptézou, ..

— Tato okolnost ovliviuje dalsi vyvoj nddoru...




Struktura nadorové vaskulatury

Struktura krevni
kapildry v
kolorektdlnim
karcinomu.

Umisténi nadorové
bunky (zelend
fluorescence) uvnitr
krevni kapildry
(endotelialni buriky -
cervenad fluorescence)
- tzv. mozaikovita
struktura.




Struktura nadorové vaskulatury

25% of perimeter
is turmour

= 108 cells are shed per
gram per day

14% of vessels are like this

Kvantifikace
mozaikovité struktury
vldsecnic u
kolorektdlniho
karcinomu:

- asi 15% vldsecnic je
mozaikovitych
- hddorové bunky

zaujimaji asi 4%
povrchu vldsecnic



Struktura nddorové vaskulatury

« abnormdlni endotelidlni buriky umisténé v lumen krevnich vldsecnic

* ndsobné interceluldrni otvory




Vaskulogenni mimikry

Popsdno poprvé u vysoce agresivnich forem maligniho
melanomu.

Avaskuldrni kandlky, tvorené nddorovymi burikami, kterymi
protékad krev: tvori se bez Uc¢asti endotelidlni proliferace a
pripisuje se plasticité geneticky dysregulovanych nddorovych
bunek.

Prokdzdno také u karcinomu ovaria, prostaty, inflamatorniho
karcinomu prsu a sarkomd mékkych tkani.

Zde neni Ucinnd standardni antiangiogenni terapie



Kdo se podili na neovaskularizaci?

Které faktory?
Specifické:
VEGF a receptory VEGFR
Angiopoietiny a receptory Tie
Ephriny a receptory EphB

Nespecifické:

Ddle rustové faktory, které nejsou specifické pro
endotelidlni buiky (PDGF, TGFp).

Dalsi proteiny riznych signdlnich drah.




VEGFs a receptory VEGFR
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VEGFs a receptory VEGFR

VSechny faktory maji podobnou strukturu a prekryvajici se
specificitu - vdechny jsou schopny interagovat s receptory a
indukovat je. Jsou oznaceny jako VEGF-A az E a ddle byl
rozpozndn jako pribuzny faktor PLGF (.placental growth
factor®).

Tyrozin protein kindzové receptory VEGFR-1 (FIt-1), VEGFR-2
(KDR, FIk-1) a VEGFR-3 (Fl+-4) zpr'os’rr'edkovava ji signalizaci
faktory VEGF.

VEGFR-2 zprostredkovava hlavni signalizace tykajici se ristu a
permeability.

VEGFR-1 stimuluje zmény v ECM (mohl by mit i negativni roli
(moznd funguje jako .decoy" a suprimuje tak funkci VEGFR-2).

VEGFR-3 se zda byt specificky pro lymfatické tkané.




VEGFs a receptory VEGFR

VEGF je tak potentni a kriticky vaskularni regulator, Ze jeho

hladina musi byt perfektné regulovana (exprese stimulovdna

hypoxii a sighalizaci onkogeny; VEGFs mohou byt zadrZovany

\é_ EC/)\A v latentni formé a aktivovdny a uvolnény protedzami
CM

Poskozeni i jedine alely VEGF je u mysi letdlni béhem
embryonalniho vyvoje. Na druhou stranu se zdq, Ze je celkem
postradatelny v dospélosti.

Nadmeérna exprese VEGF (nebo samotné podanu VEGF) v
dospélych tkanich vede k tvorbé propustnych vidsecnic,
které vedou ke krvdceni, a to vyvolava zanétlivou reakci a
otoky (vaskuldrni permeabilni faktor).




Angiopoietiny a receptory Tie
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* Popsdny alespofi EtyrFi typy
angiopoetini Angl az 4 a dva typy
receptori Tiel a Tie2.

- Angl je nezbytny k udrzovdni
klidového stddia a stability jiz
zralé vaskulatury.

* Naopak poruseni této stability je
nezbytné pro reiniciaci prestavby
vaskulatury v dospélosti (napr.
reprodukéni systém Zen), kterd je
zajisténa plsobenim antagonisty Angl

- Ang2.



Angiopoietiny a receptory Tie

Angiopoetiny tvori nejvyznamnéjsi partnery faktort VEGF
pri Tvorbé vaskulatury.

Angiopoietiny byly popsdny jako ligandy tyrozin protein
kindzovych receptort Tie, které byly nalezeny jako
receptory specificky exprimované v endotelidlnich burkach,
podobné jako VEGFRs.

Angiopoietiny se vdzi primdrné na Tie2; Tiel je vazebnym
mistem spise jako soucdst heterodimeru.




Pusobeni angiopoietinu 1

Angl samotny asi neindukuje remodelaci vaskulatury, spise s
hi souvisi tim, Ze optimalizuje interakci endotelidlnich bunek
S podpurnymu butkami, ktera umoziuje ziskavani dalsich
kritickych signdli z pros’rredu

Produkovan hlavné hladkymi svalovymi burikami.

Transgenni overexprese Angl spise zvysuje velikost vldseCnic
(VEGF jejich poclet).

Samotné podani Angl spise stabilizuje a chrani dospélou
vaskulatury, Cini ji rezistentni k poskozeni a propustnosti
vyvolanymi pusobemm VEGF nebo zdnétlivou reakci.



Plsobeni angiopoietinu 2

Ang2 byl popsan na zdkladé své homologie s Angl a na
zdkladé schopnosti interagovat s Tie2.

Je produkovdn endoteliemi.

Ang2 mize aktivovat, ale i antagonizovat Tie2, podle
okolnosti.

. . . v

remodelace vaskulatury. Zrejmé Ang2 destabilizuje a Cini
vice plastickymi stdvajici cévy, které tak pripominaji
primitivni cévy béhem vyvoje. Tato destabilizace je nutna k
ndsledné remodelaci.



Ephriny a receptory EphB
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* Receptory Eph jsou tyrozin
protein kindzy, ephriny jsou
jejich ligandy.

» Ephriny - na rozdil od
ostatnich ligandl - musi byt
pevné prichyceny k povrchu
buriky, aby mohly aktivovat své
receptory.

* Ve vyvoji vaskulatury se
uplatiiuji predevsim Ephrin-B2 a
receptor EphB4.



Ephrin-B2 a receptor EphB4

Ephrin-B2 a receptor EphB4 se vyznaluji vyrazné reciprokou
expresi béhem vyvoje vaskulatury.

Ephrin-B2 oznacuje endotelium primordidlnich tepennych cév a
receptor EphB4 oznacuje primitivni Zilné cévy.

Ephrin-B2 i v dal$im vyvoji je exprimovdn na tepndch, ale také v
okolnich tkanich obklopujicich tepny (hladké svalstvo v okoli
tepen), zrejmé zajist'uje vzdjemné interakce téchto tkani. Silnd
re-exprese Ephrinu-B2 je také soucdsti remodelace vaskulatury
béhem reprodukéniho cyklu Zen.

I kdyz Ephrin-B2 a EphB4 tvori ,klasickou dvojici® ligand-
receptor - jejich vzdjemné interakce jsou zrejmé mozné pouze
na rozhrani arterii a vén (O Ephrin-B2 je pevné prichycen na
bunééném povrchull)



Ephrin-B2 a EphB4 odlisuji
tepny a Zily

Primary Capillary Plexus Maturing Vascular Network

(Formation blocked in VEGF/VEGFR2 KQOs) (Remodeling Perturbed in Ephrin-B2 & Ang1/Tie2 KOs)

Arteral Venous

Ephrin-82 l
EphB4 H

Angiogenic Remodeling
-

(Interdigitation, Differential Vessel
Growth, Branching, Sprouting, etc.)

<

VEG:,K//’ \ANGJ

Arterial Endothelial Cells [ephrin-BE",T} Venous Endothelial Cells {EphB4+,T}

site of ephrinB2/EphB4 interaction

vaskulogeneze -. angiogeneze - arteriogeneze ???



Uloha VEGF, Angl a 2, Ephr'mu -B2 a
EphB4 pri vaskulogenezl a angiogenezi

Vaskulogeneze - uplatfiuje se VEGF a také od samého zacdatku
Ephrin-B2 a EphB4 rozlisuji primitivni tepny a cévy.

Na angiogenni remodelaci a zrani se vedle VEGF a Ephrinu-
B2/EphB4 ddle podili Angl, ktery ndsledné udrzuje zralou
vaskulaturu v klidovém stadiu.

Pro destabilizaci je nezbytné plsobeni Ang2.

Destabilizovana nebo nezrald vaskulatura prochazi bud’ regresi
nebo angiogennim vétvenim v zavislosti na pritomnosti nebo
nepritomnosti VEGF.
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Modely nadorové angiogeneze

A. Avaskularni poéatek kancerogeneze

Podle plvodni pfedstavy se mnoho ndadort ha poéatku vyviji jako
avaskuldrni hmota, u které se az ndsledné indukuje angiogeneze
nutna pro dalsi vyvoj nddoru.

To zrejmé plati u mnoha epitelidlnich nadord, které jsou zpoldtku
oddéleny od okolo leZicich cév bazdlni membranou, kterd musi byt
poskozena, aby nddor ziskal pristup ke stdvajicimu cévnimu
systému.

Tento model také plati pro nékteré experimentdlni modely, kdy
jsou nddory uméle umistény napr. subkutdnné.



Model avaskularniho pocatku
kancerogeneze

Artery Vein Artery Vein

' ) " poxic e
Avascular t Y Angicgenic
tumour ] gk 4 routi

growth into tumour

P (VEGF&ANg2)

V plivodné avaskuldrnim nddoru vznikd vyraznd hypoxie, kterd
muze vést k indukci VEGF. V ndsledné fazi dochdzi k propojeni
noveé vznikajici vaskulatury nddoru se stdvajicim hostitelskym
cévnim systémem. Na remodelaci a novém vétveni cévniho
systému se podileji Ang2, VEGF a Ephrin-B2 a EphB4.



Modely ndadorové angiogeneze

B. Kooptace stdvajiciho cévniho systému na pocatku
kancerogeneze

Podle novéjéiho modelu mnoho nddort (a zvldsté metastdz)
pri svém vyvoji neindukuji vznik vlastniho cévniho systému,
ale spise kooptuji jiz existujici cévni systém. Viyvijeji se tak
na svém zacdtku jako malé, ale dobre prokrvené nadory.



Model kooptace stavajiciho cévniho
systému na pocatku kancerogeneze

Vessel
regrassion due

to Ang?2 leads to
tumour regression s
& WEGF '

N Angiogenic
sprouting
(VEGF & Ang2)

| -
Ang2
EphrinB2

Na poédtku kooptace prochdzi ptivodni kooptovany cévni systém
regresi, jako reakci na .nespravnou” kooptaci, a to za Géasti
Ang2. Vznikd tak sekundarné hypoxicky (a v centrdlni ¢asti
nekroticky) nddor, coz vede k indukci VEGF. . Uspésny" nador
prekond tuto fdzi a v jeho okrajovych ¢astech dochdzi k
mohutné indukci nové angiogenni remodelace a vétveni. S tim
souvisi vysokd exprese VEGF.



Praktické vyuziti znalosti o nadoroveé
angiogenezi

1. Terapie nddort
Blok aktivity VEGF zatim predstavuje nejlspésnési anti-
angiogenni taktiku pri terapii nddord!
blok angiogeneze
regrese nezralych stadii

2. Diagnostika nddor(

Prvnim markerem provdzejicim nadorovou angiogenezi je
zvysend exprese Ang2.




Angiogenni zapnuti

Angiogeneze je nezbytnd pro rychlou expanzi nddorovych
bunék.

= Otazky:
Kdy se objevuje béhem kancerogeneze?
Kolik ¢asu je potreba k navozeni angiogenniho stavu?

Je to postupny proces od neangiogenniho k angiogennimu
stavu?

~ Odpovéd' (na zdkladé nékolika modell):

Zapnuti angiogeneze je svébytnym, samostatnym krokem
kancerogeneze a ¢asto se odehraje v rannych stddiich vyvoje
nddoru.




Model angiogenniho zapnuti - 1

Transgenni ,RIP-Tag" mysi, u kterych (3 buniky produkujici inzulin
exprimuji velky T antigen viru SV40. Tyto buriky se nachdzeji asi ve 400
ostrivcich v pankreatu. V nékolika ostrivcich se béhem 12-16 tydni
vytvori solidni nddory, u kterych Ize zretelné urcit diskrétni stadia vyvoje

nadoru.

Normal islets Hyperplastic Angiogenic
(onc™) islets (CIS) islet

100% 50% 10%

Do riznych stddii vyvoje nddoru se dostanou jen urcité frakce (podily)
ostrivki. A frakce .angiogennich" ostrivkl zretelné predstavuje svébytné
stddium.



Model angiogenniho zapnuti - 2

Transgenni my3i, které exprimuji onkogen papillomavirt, ktery
vyvoldva vznik dermdlniho fibrosarkomu.

Normal Fibromatosis Aggressive Fibrosarcoma
dermis

Vaskularizace a rist novych cév se zretelné objevovaly v
pozdnim preneoplastickém stdadiu - ve stadiu agresivni
fibromatozy, a byly vzdy zretelné pritomny také v konecnych
stadiich - ve fibrosarkomech.



Model angiogenniho zapnuti - 3

Mysi bazdlni keratinocyty byly progresivné transformovany v

karcinomy dlazdicobunéénych bunék expresi onkogenu viru
HPV16.

Normal squamous Hyperplasia Dysplasia Carcinoma
epithelium

Zapnuti angiogeneze bylo opét zretelné patrné jako samostatny
krok. Slabd angiogenni aktivita byla pozorovatelnd v
hyperplastickych stddiich (lehce zvysend hustota kapildr),
mohutnd angiogeneze se objevila v dysplastickém stddiu.



Model angiogenniho zapnuti - 4

Lidsky model - duktdlni karcinom prsu - hustota krevnich
vldseénic byla studovdna imunohistochemicky - barvenim
bunéénych endotelidlnich markert vWF a CD31.

Normal Hyperplasia Dysplasia/ Angiogenic Invasive
duct CIS cls carcinoma

* Angiogenni karcinom /n situ predstavoval prechodné a distinktni stddium
mezi heangiogenhim karcinomem /n s/tu a invazivnim karcinem.,

* Hustota krevnich vidsecnic je u invazivniho karcinomu prsu prognosticky
vyznamnd.



Model angiogenniho zapnuti - 5

Lidsky model - karcinom délozniho ¢ipku - hustota krevnich vldaseénic byla
studovadna imunohistochemicky - barvenim buné¢nych endotelidlnich

markerd vVWF a CD31.

Normal cervical CIN | CIN 1l Invasive
squamous epithelium carcinoma

Mirné zvyseni hustoty cév se objevovalo ve stddiu CIN I/II, zatimco ve
stddiu CIN IIT uZ je mnoho novych cév, coz jasné indikuje angiogenni
zapnuti - z klidové (quiescentni) stdvajici vaskulatury k nové vaskularizaci:
nové cévy se vyrazné objevily tésné pod bazdlni membrdnou dysplastického
epithelia.



Zapnuti angiogeneze

Angiogeneze je nezbytnd pro rychlou expanzi nddorovych
bunék.

Zapnuti angiogeneze je svébytnym, samostatnym krokem
kancerogeneze.

Zapnuti angiogeneze je do jisté miry rychly jednordzovy krok -
.switch".

Podle hypotézy rovnovdhy je angiogenni zapnuti regulovano
rovnovahou mezi aktivdatory a inhibitory angiogeneze: prevaha
inhibitort nad aktivatory vypind angiogenezi, prevaha aktivatort
nad inhibitory ji zapind.



Aktivatory angiogeneze

VEGFs a jejich receptory.

Bazicky fibroblastovy ristovy faktor bFGF (FGF-2) a
acidicky fibroblastovy ristovy faktor aFGF (FGF-1). Tyrozin
kindzové receptory FGFR1-4 jsou obecnéji exprimovany nez
treba VEGFRs.

VEGF a bFGF mohou fungovat synergisticky.

Dnes popsdno vice nez 20 induktorl angiogeneze, ale zminéné
faktory jsou zvldsté Casto detekovany ve zvysené hladiné u
mnoha nddord. Nékteré aktivatory jsou zretelné tkanové
specifické.



Aktivatory angiogeneze

Jak je indukovdna exprese aktivatord angiogeneze?
Epigenetické priciny:

hypoxie

deprivace glukdzy, ..

Genetické priciny:
predevsim jasné prokdzand souvislost mezi mutaci rasa
VEGF. Ras je nezbytny pro udrZovani sprdavné hladiny VEGF:

mutace ras - zvySeni hladiny VEGF




Uloha hypoxie v nadorové angiogenezi

V .neangiogennim" nddoru
vznikaji nepravidelnd
mista s rlznou mirou
hypoxie (stav snizené
hladiny O,):

1. Tlak na selekci klont s
proangiogennim
fenotypem.

2. Hypoxie aktivuje
transkripcni faktory
HIFs, které transaktivuji
angiogenni geny, napr.
VEGF, PDGF-B, Ang2, Nos
a dalsi).

Anglogenssis

HIF-1a HIF-1p
o ’

a . VFGF

, - Surviva |/ - ﬁ.ru;TE
Glycolysis apoptosis OIS

PDGF-E



Transkripcni faktor HIF-1

aktivovdn jako odpoved' na hypoxii ve vSech typech tkani
/bunék savcéiho organismu

heterodimer sloZen z podjednotek HIF-1a a HIF-18

pouze podjednotka HIF-1a regulovdna kyslikem (hydroxylace
HIF-1a na zbytcich prolinu, naslednd ligace ubikvitinu a poté

degradace proteazomem - viz kapitola o VHL), jednotka HIF-
18 je exprimovana konstitutivné;

pri nedostatku kysliku je hydroxylace inhibovana, HIF-1a je
translokovdna do jadra a stabilizovana vazbou s HIF-18



Inhibitory angiogeneze

Thrombospondin-1 (TSP-1): sekretovany glykoprotein, ve
vysoké hladiné u normdlnich bunék, v nizké hladiné u mnoha
nadorovych bunék. Vdze se na transmembrdnovy receptor
endotelidlnich bunék CD36, ktery je spojen s intraceluldrni
Src-like tyrozinkinazou.

Exprese TSP-1 je regulovdna p53:
inaktivace p53 - snizeni hladiny TSP-1

Souvislost: Ras (protoonkogen) - aktivdtory angiogeneze X
p53 (nddorovy supresor) - inhibitory angiogeneze.



Aktivace inhibitoru angiogeneze

Typickym znakem mnoha inhibitort angiogeneze je, Ze jsou Casto
v burice nebo v ECM pritomny ve formé neaktivnich nebo malo
aktivnich prekurzort (fibronectin, plasminogen, platelet factor-
4), které mohou byt proteolytickym stépenim aktivovdny v d¢inné
inhibitory angiogeneze (plasminogen - angiostatin) - rychly
mechanismus, ktery se pravdépodobné uplatiuje pri procesech
hojeni, ovulace, ..). Podobné platelet factor-4 je slaby inhibitor
angiogeneze, ale mize z ného byt vystipnut fragment s 50x vyssi
inhibi¢ni potenci.



Aktivace aktivatoru angiogeneze

Normdlni vaskulatura u dospélého byva quiescentni (klidova).
Zapind se jen prechodné jako soucdst fyziologickych procest
hojeni ran, v souvislosti s reprodukénim cyklem Zen,..

BEhem progrese nddort je .angiogenni spinac" (angiogenic switch)
témér neustdle aktivovan (on), coz zplsobuje, Ze normdlné klidova
vaskulatura se témér neustdle rozviji a vétvi, aby tak pomohla
vyzivovat expandujici nador.



Aktivace aktivatoru angiogeneze

Podobné jako inhibitory jsou .vzdy pripraveny" i aktivdtory, jen
zcela odlisnym mechanismem.

FGFs a dalsi angiogenni faktory mohou byt uloZeny (zadrZovany) v
extraceluldrni matrix mnoha bunéénych typt (véetné

endotelidlnich bunék) a uvolfiovany - aktivovdny pri proteolytické
degradaci ECM.

Takovd regulace aktivdtorl a inhibitorl umoziuje zvlddnout dkol:
na jedné strané udrzovat velmi stabilni klidové stddium
vaskulatury a na strané druhé rychle reagovat v pripadé potreby
zapnutim angiogeneze.



Hypotéza rovnovdhy zapnuti -
prepnuti angiogeneze

(. The balance hypothesis for angiogenic switch™)
The switch:

<+— On

[ Activators @ Inhibitors
aFGF Thrombospondin-1
bFGF 16 kD Prolactin
VEGF Interferon aif

Platelet factor-4
Angiostatin



Prehled mediatoru angiogeneze

Proangiogenni faktory

rodina VEGF, angiopoietiny, HGF, MMP, FGFb, PD-EPDGF,
PDGF, EGF, TNF, IL-6, integriny

Antiangiogenni faktory

trombospondin, endostatin (fragment kolagenu XVIIT),
tumstatin, kanstatin (fragmenty kolagenu IV), angiostatin,
vazostatin, TGFp, IFNa, IFNp, TIMPs, PAI, IL-12, IL-18,
vasohibin

— biologicky reostat, ktery zahrnuje nadorové i nenadorové
bunky (nékdy vice prispévek aktivace ras, myc, jindy vice vliv
pericytl, zdnétu, ...)



epigenticka indukce

.

hypoxie
cytokiny
IL-18
rUst. faktory
PDGF
EGF
bFGF
NO

NADOR

-

MMP VEGF

Indukce angiogennich faktoru

genetickd indukce

:

aktivivané

onkogeny
RAS, SRC
mutace
p53
Erb2/HER-2




Pericyty

specializované buriky mesenchymadlniho plvodu, pribuzné
bunkdm hladkého svalstva

tésné priléhaji na vnéjsi stranu endotelidlnich bunék, které
tvori zdkladni strukturu cév

podporuji endotelidlni buriky mechanicky i fyziologicky:
poskytuji parakrinni stimulaci (napf. uvolfiuji Ang-1; podileji se
- s endotelidlnimi b. - na tvorbé cévni bazdlni membrany

mélo se za to, Ze zcela chybi v nadorové vaskulature; jejich
pritomnost ale byla prokdzadna, i kdyz ve zna¢né nizsi drovni,
jsou pro funkéni vaskulaturu nezbytné

exprimuji na svém povrchu receptory pro PDGF:
farmakologicka inhibice tohoto receptoru vede ke snizeni
hladiny pericytt, coZ nddorovou (nikoli nenddorovoul!)
vaskulaturu destabilizuje



Moznosti inhibice signalni drahy VEGF

volociximab | = bevacizumab | | trastuzumab

POCRITER gy 1. neutralizace ligandu
VEGF humanizovanou
monoklondlni protildtkou:
bevacizumab-Avastin, ...

2. blokace vazebné domény
receptoru monoklondlni
protildtkou: volociximab, ...

3. inhibitory tyrozin protein
kindzové domény receptori:
sunitinib, sorafenib, ...

~ migrace | _ ‘metastazovani |

prezivani
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