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Nadorova angiogeneze,
neovaskularizace

» Schopnost nadoru indukovat proliferaci novych krevnich viasecnic.

» Ma vliv na rust primarniho nadoru, schopnost tvorit metastazy a na
rust sekundarniho nadoru (= pro tvorbu metastaz ma angiogeneze
vyznam 2x!!).

» Nador bez angiogeneze doroste maximalné do nékolika miliéonu
bunék (100 az 200um je difuzni limit pro kyslik), tj. do velikosti
nékolika kubickych milimetrt - nedoroste do klinicky detekovatelné
velikosti - tim je schopnost tvorit metastazy omezena (nikoli
vylou€enal! - dormantni mikrometastazy - napf. nadoru prsu do plic).



Historicky pohled na
angiogenezi nadoru

1865 — histopatologicky dukaz, ze nadory jsou zasobeny
promeénénou, nove vytvorenou vaskulaturou...

1. Nejsou to nove vilasecnice, ale vyuzité stavajici.

2. Jsou to noveé vlasecCnice a jsou vyrazem boje organismu s
nadorem.

3. 1971 (Judah Folkman) - pokus: prevence neovaskularizace —
restrikce rustu nadoru = nadory jsou dependentni na
angiogenezi.




Nadorova angiogeneze,
neovaskularizace

Bez angiogeneze roste nador pomalu a linearne, po
neovaskularizaci rychle a exponencialné: krevni vlasecCnice
privadéji nejenom ziviny a kyslik (a odvadéji odpady), ale take
rustové faktory.

Pomalost a mala velikost nadoru pred angiogenezi neni dana
jen pomalou proliferaci, ale i tim, ze je vyrovnana rychlost
proliferace a odumirani bunék.

Angiogeneze je nutna pro maligni fenotyp nadoru, ale neni
dostateCna - tj. i benigni nadory mohou byt angiogenni.



Souvislost angiogeneze a
metastazovani

S neovaskularizaci se zvySuje Sance na infiltraci nadoru (bunky maji kudy
infiltrovat) a navic uz mohou mit angiogenni potencial, coz zvySuje jejich
sanci na uchyceni a vytvoreni sekundarniho nadoru.
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Prubéh neovaskularizace

Vaskulogeneze - endotelialni burfiky de novo diferencuiji z
mezodermalnich progenitort (angioblastli a hemangioblastl) a
proliferuji in situ v pivodné avaskularni tkani. Proces je nezavisly
na stavajicich cévach. Uplatnuje se zejména pri tvorbe
primitivnich embryonalnich cev.

Angiogeneze - nasleduje vaskulogenezi, uplatriuje se v
embryogenezi, hojeni ran, ovulaci,..

Remodelace a vétveni - modifikace inicialni sité vétvenim do
avaskularni tkane a zvétSovanim kapilar, vznik slozité rozvetvené
sité charakteristickeé pro zralou vaskulaturu. Zaroven dozravaji
také stény vlasecnic, jak se zpevnuji interakce mezi endotelialnimi
a podpurnymi (hladké svalstvo) burikami.



Nadorova angiogeneze,
neovaskularizace

neovaskularizace: vaskulogeneze (vznik de novo z progenitoru) a
angiogeneze (vyvoj vychazejici ze stavajici vaskulatury)

nadorova angiogeneze: schopnost nadoru indukovat proliferaci
novych krevnich vilasecnic
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Prubéh neovaskularizace

« U dospelého jedince se uplatnuje prevazne angiogeneze.
Vaskulatura je velmi ,klidova® tkan (s vyjimkou napft. pfisné
rizeneého reprodukcniho cyklu u zen: ovulace, menstruace,
implantace, t€hotenstvi) - endotelialni bunky patfi k nejdéle
zijicim burikam (mimo CNS) v téle (v aktivni fazi bunééného
cyklu je asi 1 z 10.000 endotelialnich bunék - 0.01%).

» P¥i pusobeni odpovidajicich (rastovych) faktor mohou klidové
vaskularni bunky prejit z klidového stadia a zacCit invadovat
okolni tkane.



Model prubéhu nadorové neovaskularizace

(a) Initiation (b) Invasion/proliferation
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Iniciace zacina uvolfiovanim angiogennich stimulatoru
nadorovymi bunkami. Tyto faktory stimuluji proliferaci a
invazivni chovani vaskularnich bunék.

Invaze/proliferace: Vaskularni buriky sekretuji
proteolytické enzymy a zaroven proteiny ECM. Dochazi
k remodelaci ECM, tvofi se prostor pro nové cévy.

Maturace/diferenciace: Vznikajici céva produkuje
komponenty bazalni membrany, které udrzuji endotelialni
b. v klidovém stavu. Nové vybézky fuzuji a novy cévni
systém se uzavira.
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Nadorova vaskulatura je funkéne «,
| strukturneé abnormailni

» normalni vaskulatura, ve které jsou perfektné vybalancovany
pro- a anti-angiogenni faktory, je tvofena zralymi cévami, ktere
jsou hierarchicky usporadany: cévy — kapilary — mikrovlasecnice -

» abnormalni nadorova vaskulatura typicky postrada
hierarchické uspofadani, je tvofena nezralymi diferencovanymi i
nediferencovanymi cévami se zvySenou propustnosti *, kapilary
se nepravidelné krouti, jsou roztazene, s nepravidelnym
prumeérem (chybé&jicim nebo poSkozenym lumen), s nadmérnym
vétvenim, prerusovane, nezral€, bez souvislé bazalni membrany,
témér bez podpurnych bunék pericytd,.... « to muze vznikat v
dusledku nerovnomérného uvolhovani angiogennich regulatoru *

» * nerovnovazne vysoka hladina VEGF oproti dalsim faktorim (=
puvodni oznaceni VPF!)
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specializované bunky mesenchymalniho plvodu, pfibuzné bunkam
hladkeho svalstva

tesne priléhaji na vngjsi stranu endotelialnich bunék, které tvori
zakladni strukturu cév

podporuji endotelialni bunky mechanicky i fyziologicky: poskytuji
parakrinni stimulaci (napf. uvolnuji Ang-1; podileji se — s
endotelialnimi b. — na tvorbé cévni bazalni membrany)

melo se za to, ze zcela chybi v nadorové vaskulature; jejich
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pro funkCni vaskulaturu nezbytné

exprimuji na svém povrchu receptory pro PDGF: farmakologicka
inhibice tohoto receptoru vede ke snizeni hladiny pericytl, coz
nadorovou (nikoli nenadorovou!!) vaskulaturu destabilizuje
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Struktura nadoroveé vaskulatury

struktura krevni kapilary
v kolorektalnim
karcinomu:

umisténi nadorove
bunky (zelena
fluorescence) uvnitf
krevni kapilary
(endotelialni bunky -
Cervena fluorescence) -
tzv. mozaikovita
struktura

Carmeliet P and Jain RK, Nature 407 (2000) 249-257




Struktura nadorove vaskulatury

b kvantifikace
mozaikovité struktury
4% of total surface area vlasedénic u

| kolorektalniho
karcinomu:

Tumour

- asi 15% vlasecnic je
mozaikovitych

- nadorové bunky
zaujimaiji asi 4%
povrchu vlasecnic

' 25% of perimeter
is tumour

~ 10 cells are shed per
gram per day

14% of vessels are like this

Carmeliet P and Jain RK, Nature 407 (2000) 249-257




Struktura nadoroveé vaskulatury

« abnormalni endotelialni bunky umistené v lumen krevnich vlasecnic

* nasobnée intercelularni otvory

Carmeliet P and Jain RK, Nature 407 (2000) 249-257
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Nadorova vaskulatura je funkcne
| strukturneé abnormaini =,

» Tok krve je chaoticky a velice ruzny v riznych Castech systému.
Proto vznikaji v nadoru mista s hypoxii a nadmérnou kyselosti.

= Tato okolnost muze ovliviovat efekt terapie; vytvari se prostor, ve
kterém muze napf. dojit k selekci a klonalni expanzi bunék, které
neodpovidaji na hypoxii apoptozou, ..

= Tato okolnost ovliviuje dalSi vyvoj nadoru...




Buneécné mechanismy
neovaskularizace nadoru

R Endotelialni prekurzory z

. kostni dfené a periferni krve
pronikaji do nadoru a zacCinaji
vaskulogenezi.

1 Angiogenic sprouting

Hostitelska sit
prorusta do nadoru.

Nadoroveé vilasecnice
expanduji a prorUstaji az
do stavajicich vlasecnic.

Lymphangiogenesis

Lymfatickeé vlaseCnice kolem
nadoru ,omyvaji“ nador, jsou
prilezitosti pro metastazovani,
pfinaseji rustové faktory....

Carmeliet P and Jain RK, Nature 407 (2000) 249-257




Kdo se podili na
neovaskularizaci?

Které bunky?

« Nadorove bunky

« Endotelialni bunky

« Stromalni bunky

* Krevni bunky

« Extracelularni matrix

Jejich podil je rdzny u riznych typu nadort a méni se i béhem
vyvoje nadoru.



Pri nadorové neovaskularizaci

kooperuji ruzné burky
* % %

Nador je komplexni tkan

fibroblasty -

nadorove bunky -

bunky imunitniho systému

- endotelialni bunky




Kdo se podili na
neovaskularizaci?

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

Nespecifické:

» rustové faktory, které nejsou specifické pro endotelialni buriky
(PDGF, FGF, TGFp).

« dalSi proteiny ruznych signalnich drah




VEGFs a receptory VEGFR

» VEGF byl prvni charakterizovany

PIGF | VEGF-A | VEGF-B VEGF-C VEGF-D L e— , .
faktor specificky pro vaskularizaci -

. ‘ . . . vaskularni endotelialni rastovy
N, Ng  FLE faktor (pUvodni nazev - vaskularni
N LA ) permeabilni faktor - VPF *)
v N Ff‘ 3 I* *l

- « kriticky pro iniciaci
) vaskulogeneze i pro angiogenni
T vétveni

« popsano 6 ruznych VEGF faktoru a
-y = 4 rzné receptory
1 | [ » patri do rodiny PDGF

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(Fit-1)  (KDR/Flk-1) (Fit-4)

Yancopoulos GD et al, Nature 407 (2000) 242-248




VEGFs a receptory VEGFR

« VSechny faktory maji podobnou strukturu a prekryvajici se
specificitu - vSechny jsou schopny interagovat s receptory a
indukovat je. Jsou oznacCeny jako VEGF-A az E a dale byl
rozpoznan jako pribuzny faktor PLGF (,placental growth factor®).

* tyrozin protein kinazove receptory VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2
(KDR, Flk-1) a VEGFR-3 (Flt-4) zprostfedkovavaiji signalizaci
faktory VEGF
VEGFR-2 zprostfedkovava hlavni signalizace tykajici se rlstu a
permeability cev
VEGFR-1 stimuluje zmény v ECM (mohl by mit i negativni roli
(mozna funguje jako ,decoy” a suprimuje tak funkci VEGFR-2)
VEGFR-3 je specificky pro lymfatické tkane




VEGFs a receptory VEGFR

 VEGEF je tak potentni a kriticky vaskularni regulator, ze jeho
hladina musi byt perfektné regulovana (exprese stimulovana
hypoxii a signalizaci onkogeny; VEGFs mohou byt zadrzovany v
ECM v latentni formé a aktivovany a uvolnény proteazami ECM)

« poskozeniijediné alely VEGF je u mysSi letalni béhem
embryonalniho vyvoje; naopak zfejmé postradatelny v
dospelosti

* nadmérna exprese VEGF (nebo samotné podani VEGF) v
dospélych tkanich vede k tvorbe propustnych vilasecnic, ktere
vedou ke krvaceni, a to vyvolava zanetlivou reakci a otoky
(vaskularni permeabilni faktor)




Angiopoietiny a receptory Tie

« Angiopoetiny tvofi nejvyznamnéjsi partnery faktord VEGF pfi
tvorbé vaskulatury

* Angiopoietiny byly popsany jako ligandy tyrozin protein
kinazovych receptoru Tie, které byly nalezeny jako receptory
specificky exprimované v endotelialnich burikach, podobné
jako VEGFRs




Angiopoietiny a receptory Tie

Angl Ang2| Ang3 Ang4
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* Popsany alespon Ctyfri typy
angiopoetinu Ang1 az 4 a dva typy
receptoru Tiel a Tie2

* Ang1l je nezbytny k udrzovani
klidového stadia a stability jiz zralé
vaskulatury

* naopak poruseni této stability je
nezbytné pro reiniciaci prestavby
vaskulatury v dospélosti (napf.
reprodukCni systém zen), ktera je
zajisténa pusobenim antagonisty Ang1

- Ang2

Yancopoulos GD et al, Nature 407 (2000) 242-248




Pusobeni angiopoietinu 1

Ang1l samotny optimalizuje interakci endotelialnich bunék s
podpurnymi bunkami, ktera umoznuje ziskavani dalSich
kritickych signalu z prostredi

produkovan hlavne hladkymi svalovymi bunkami

transgenni overexprese Ang1 spise zvysuje velikost vlasecnic
(VEGEF jejich pocet)

samotné podani Ang1 spiSe stabilizuje a chrani dospelou
vaskulaturu, €ini ji rezistentni k poSkozeni a propustnosti
vyvolanymi pusobenim VEGF nebo zanétlivou reakci



Pusobeni angiopoietinu 2

* Ang2 byl popsan na zakladée sve homologie s Ang1 a na
zakladé schopnosti interagovat s Tie2

* je produkovan endoteliemi

[ . ] v ’ 4 .

remodelace vaskulatury; zfejmeé destabilizuje a Cini vice
plastickymi stavajici cévy, které tak pripominaji primitivni cévy
béhem vyvoje; tato destabilizace je nutna k nasledné
remodelaci



Ephriny a receptory EphB

Ephrin-B1

Ephrin-B2

Ephrin-Af « receptory Eph jsou tyrozin

protein kinazy, ephriny jsou
‘ jejich ligandy

* Ephriny - na rozdil od vétsiny

B S P & - ligandu - musi byt pevné

[-’ ": "l :" "'| prichyceny k povrchu bunky,
| ’ v \ aby mohly aktivovat své

mil =0 ] receptory

— =l = JT

e ve vyvoji vaskulatury se
uplatnuji predevsSim Ephrin-B2
a receptor EphB4

Fl i S T i
EphB2 EphB3 EphB4 EphA2

Yancopoulos GD et al, Nature 407 (2000) 242-248




 signalizace mezi sousednimi bunkami:

Juxtakrinni signalizace

,contact-dependent”

EphA (é:inA
-8 (-

EphB Ephrin B
-1 —~

_/ \

» Ephriny a receptory EphB

Ephriny - na rozdil od vetsiny
ligandl - musi byt pevné
prichyceny k povrchu burnky, aby

mohly aktivovat své receptory

» signalni draha NOTCH

signal zaCina interakci proteint Notch L a Notch
sousednich bunék (napf. endotelialni burika —
nadorova bunka — stromalni bunka)

-

ligand
cell \

)

>
>

receptor
cell




Ctyfi typy
signalizace

A - autocrine mechanism ® -ligand

E - endocrlne mechar?lsm \r - receptor
P - paracrine mechanism
J - juxtacrine mechanism swadoose - gENE transcription




Ephrin-B2 a receptor EphB4

« Ephrin-B2 a receptor EphB4 se vyznacuji vyrazné reciprokou
expresi behem vyvoje vaskulatury

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

« Ephrin-B2 i v dalSim vyvoji je exprimovan na tepnach, ale také v
okolnich tkanich obklopujicich tepny (hladké svalstvo v okoli
tepen), zfejmé zajiStuje vzajemné interakce téchto tkani

« i kdyz Ephrin-B2 a EphB4 tvofi ,klasickou dvojici“ ligand-receptor -
jejich vzajemné interakce jsou zrejmé mozné pouze na rozhrani
arterii a vén (<= Ephrin-B2 je pevné pfichycen na bunécném
povrchu!!)



Ephrin-B2 a EphB4 odlisuji
tepny a zily

Primary Capillary Plexus

(Formation blocked in VEGF/VEGFR2 KOs)

Maturing Vascular Network

(Remodeling Perturbed in Ephrin-B2 & Ang1/Tie2 KOs)

Arterial Venous

Ephrin-B2 ll

Angiogenic Remodeling
EphB4 B

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

veeifé\me-1 VEGF /é\ ANG-1

V4

Arterial Endothelial Cells (ephdn-B2+.‘I‘) Venous Endothelial Cells (EphB4+.‘r)

site of ephrinB2/EphB4 interaction

vaskulogeneze —» angiogeneze — arteriogeneze ???

Yancopoulos GD et al, Cell 93 (1998) 661-664




Uloha VEGF, Ang1 a 2, Ephrinu-B2 a 4
EphB4 pri vaskulogenezna
angiogenezi

Vaskulogeneze - uplatnuje se VEGF a také od sameho zacatku
Ephrin-B2 a EphB4 rozliSuji primitivni tepny a cévy.

Na angiogenni remodelaci a zrani se vedle VEGF a Ephrinu-
B2/EphB4 dale podili Ang1, ktery nasledné udrzuje zralou
vaskulaturu v klidovém stadiu.

Pro destabilizaci je nezbytné pusobeni Ang2.

Destabilizovana nebo nezrala vaskulatura prochazi bud regresi
nebo angiogennim vétvenim v zavislosti na pritomnosti nebo
nepritomnosti VEGF.



EphB4 pn vaskulogenezl a
angiogenezi

vaskulogeneze

VEGF

vétveni

primarni vaskulatura

& nestabilni
NE nezralé
cévy

remodelace
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Yancopoulos GD et al, Nature 407 (2000) 242-248




Uloha VEGF, Ang1 a 2, Ephrinu-B2 a
EphB4 pri vaskulogenezn a &

0o

Embryo

Adult

angiogenezi

Ang1/Tie2 KO

[T VEGF/FIk1 KO (Ang2 Tg)
g

3T

V lone
@{Dﬁfgrzn?atmn . / (R EBI An%: &
. . emodeling, Maturation
Proliferation & Tubule f\ —
\ Stabilization) Mature Vessels
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G New Angiogenesis
Ang2 ﬁf—/
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\ N —_—

Endothelial/Smooth Muscle/ECM

Interactions Disrupted
{(Unstable Vessel)

Normal Adult Vessel
(Tie2 engaged with Ang1)

Holash J et al, Oncogene 18 (1999) 5356-5362




Praktické vyuziti znalosti o
nadorové angiogenezi

1. Terapie nador

v v Vah'ad

angiogenni taktiku pfi terapii nadoru!
» Dblok angiogeneze
* regrese nezralych stadii

2. Diagnostika nadoru
Prvnim markerem provazejicim nadorovou angiogenezi je
zvysSena exprese Ang2.



Klinické vyuziti vyzkumu
neovaskularizace

1. Stimulace angiogeneze pfi hojeni ran, pro
,2nechirurgické bypasovani® zjizveneho srdce, apod.

2. Vyuziti pro diagnézu a prognézu nadoru.

3. Vyuziti pro terapii nadoru.




Angiogenni zapnuti

» Angiogeneze je nezbytna pro rychlou expanzi nadorovych
bunek.

= Otazky:
« Kdy se objevuje béhem kancerogeneze?
» Kolik €asu je potfeba k navozeni angiogenniho stavu?

« Je to postupny proces od neangiogenniho k angiogennimu
stavu?

— Odpovéd (na zakladé nékolika modell):

« Zapnuti angiogeneze je svébytnym, samostatnym krokem
kancerogeneze a Casto se odehraje v rannych stadiich vyvoje
nadoru.




Model angiogenniho zapnuti - 1

MysSi bazalni keratinocyty byly progresivné transformovany v karcinomy
dlazdicobunécnych bunék expresi onkogenu viru HPV16.

Normal squamous Hyperplasia Dysplasia Carcinoma
epithelium
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Zapnuti angiogeneze bylo opét zretelne patrné jako samostatny
krok. Slaba angiogenni aktivita byla pozorovatelna v
hyperplastickych stadiich (lehce zvySena hustota kapilar), mohutna
angiogeneze se objevila v dysplastickém stadiu.

Hanahan D and Folkman J, Cell 86 (1996) 353-364




Model angiogenniho zapnuti - 2

Lidsky model - duktalni karcinom prsu - hustota krevnich vilasecnic byla

studovana imunohistochemicky - barvenim bunécnych endotelialnich markeru
vWF a CD31.

Normal Hyperplasia Dysplasia/ Angiogenic

Invasive
duct CIS

cIS carcinoma

Angiogenni karcinom in situ predstavoval pfechodné a distinktni stadium
mezi heangiogennim karcinomem in situ a invazivnim karcinem.

Hustota krevnich vlasecnic je u invazivniho karcinomu prsu prognosticky
vyznamna.

Hanahan D and Folkman J, Cell 86 (1996) 353-364




Model angiogenniho zapnuti - 3

Lidsky model - karcinom délozniho Cipku - hustota krevnich vlasecnic byla
studovana imunohistochemicky - barvenim bunécnych endotelialnich markeru

VWF a CD31.

Normal cervical CIN | CIN Il Invasive
squamous epithelium carcinoma

Mirné zvyseni hustoty cév se objevovalo ve stadiu CIN I/ll, zatimco ve stadiu
CIN lll uz je mnoho novych cév, coz jasné indikuje angiogenni zapnuti - z
klidové (quiescentni) stavajici vaskulatury k nové vaskularizaci: nové cévy se
vyrazné objevily tésné pod bazalni membranou dysplastického epithelia.

Hanahan D and Folkman J, Cell 86 (1996) 353-364




Zapnuti angiogeneze

« Angiogeneze je nezbytna pro rychlou expanzi nadorovych
buneék.

« Zapnuti angiogeneze je svébytnym, samostatnym krokem
kancerogeneze.
Zapnuti angiogeneze je do jisté miry rychly jednorazovy krok -
,Switch".

Podle hypotézy rovnovahy je angiogenni zapnuti
regulovano rovnovahou mezi aktivatory a inhibitory angiogeneze:
prevaha inhibitoru nad aktivatory vypina angiogenezi, pfevaha
aktivatoru nad inhibitory ji zapina.



Aktivatory angiogeneze

VEGFs a jejich receptory

bazicky fibroblastovy rustovy faktor bFGF (FGF-2) a acidicky
fibroblastovy rastovy faktor aFGF (FGF-1); tyrozin kinazové
receptory FGFR1-4 jsou obecngji exprimovany nez treba
VEGFRs

VEGF a bFGF mohou fungovat synergisticky

Dnes popsano vice nez 20 induktoru angiogeneze, ale zminéné
faktory jsou zvlaste Casto detekovany ve zvySené hladiné u
mnoha nadoru. Nékteré aktivatory jsou zietelné tkanoveé
specificke.



Aktivatory angiogeneze

Jak je indukovana exprese aktivatoru angiogeneze?

> epigenetické priciny:
* hypoxie
« deprivace glukozy, ..

» genetické priciny:

* predevsim jasne prokazana souvislost mezi mutaci ras a VEGF.
Ras je nezbytny pro udrzovani spravne hladiny VEGF:
mutace ras — zvysSeni hladiny VEGF




Uloha hypoxie v nadorové
angiogenezi

V ,neangiogennim® nadoru
vznikaji nepravidelna mista
S ruznou mirou hypoxie
(stav snizené hladiny O,):

1. Tlak na selekci klonu s
proangiogennim fenotypem.

2. Hypoxie aktivuje
transkripCni faktory HIFs,
které transaktivuji
angiogenni geny, napr.
VEGF, PDGF-B, Ang2, a
dalél’) G'FCDH'S"E Surviva /™ Ang2

apoptosis [
PDGF-B

Carmeliet P and Jain RK, Nature 407 (2000) 249-257




Transkripcni faktor HIF-1

aktivovan jako odpovéd na hypoxii ve vSech typech tkani/ bunék
savcCiho organismu

heterodimer slozen z podjednotek HIF-1a a HIF-13
podjednotka HIF-1[ je exprimovana konstitutivhé

podjednotka HIF-1a regulovana kyslikem: hydroxylace HIF-1a
na zbytcich prolinu, nasledna ligace ubikvitinu a poté degradace
proteazomem « kyslik pochazi primo z molekularniho kysliku!

pri nedostatku kysliku je hydroxylace inhibovana, HIF-1a je
translokovana do jadra a stabilizovana vazbou s HIF-13



Syndrom von Hippel-Lindau
- VHL

« autozomalne dominantni onemocnéni; spojeno s vysokym rizikem
vyvoje nadoru v mnoha organech, pfedevsim:

« retinalni hemangiomy: zpravidla nejCasné&jSi detekce, v pruméru
kolem 25 let

 hemangiomy CNS a patere: prumérny vék pfi detekci 30 let

« karcinomy ledvin: primérny vék pfi diagndze 37 let, objevuji se u
28 - 45% postizenych; jsou maligni a mohou metastazovat

« feochromocytomy

e onemocneni spojeno s vrozenymi mutacemi genu VHL, ktery je
lokalizovan v oblasti 3p25.5



Historie syndromu von Hippel-Lindau

* Eugene von Hippel (1904) popsal rodiny, ve kterych byli
postizeni s angiomy — nadory krevnich vlasecnic v retiné

« Arvind Lindau (1927) popsal, ze tito postizeni maji vysoke riziko
vyvoje nadoru krevnich vlaseCnic mozku a michy
(hemangioblastomy)

» ke spektru nadoru u postizenych VHL patfi dale: karcinomy
renalnich bunék, feochromocytomy (nadory drene
nadledvinek, 20% familialni vyskyt), nadory endotelialni
vystelky lymfatickych uzlin, nadory Langerhansovych
ostruvku pankreatu



Syndrom von Hippel-Lindau

frekvence vyskytu je asi 1:36.000
penetrance je 80-90%

expresivita je vysoce variabilni - klinicka variabilita je primo znakem
VHL; popsany dve formy VHL.:

typ 2 VHL (,low risk®) je spojen s vyskytem feochromocytomu a
missense mutacemi (96%); typ 1 VHL (,high risk®) spojen spise s
delecemi/inzercemi, nesmysinymi kodony — vyvoj

feochromocytomu zfejmé spojen s pouze CasteCnou ztratou aktivity
PVHL

somatické mutace VHL jsou Casté také u sporadickych
hemangioblastomu a nadoru ledvin; gen muze byt inaktivovan také
methylacemi CpG ostruvkud v promotorové oblasti




VHL - protein

« protein pVHL lokalizovan v jadre i v cytoplasmé, prevaha
proteinu je v cytoplasme

 typicky koimunoprecipituje se specifickou sadou proteinu:
interaguje s proteinem elonginem C, ten interaguje dale s
elonginem B a proteinem cullin-2 (CUL2)

» tento komplex homologni s ubikvitin ligazovym komplexem SCF
(Skpl — Cdc53 — F-box) kvasinek — z této podobnosti se
usoudilo na funkci pVHL a celého komplexu:



Funkce pVHL

pVHL jako soucast komplexu s Elonginem B, C a CUL2 rozpoznava
cilové proteiny, komplex poté zpusobuje jejich ubikvitinaci a
naslednou degradaci proteazomem

Proteasome

Target destroyed o
o %9
o

Kaelin WG Jr., Nature Rev Cancer 2 (2002) 673-680




Funkce pVHL

hemangiomy a nadory ledvin maji dva spoleCné znaky:
1. vysoka vaskularizace spojena s vysokou hladinou VEGF

2. produkce erythropoietinu (EPQ), ktery zpusobuje navySeni
pocCtu Cervenych krvinek

- tyto proteiny kddovany geny indukovatelnymi hypoxii
(,nhypoxia-inducible genes®)

bunky s nefunkénim pVHL produkuji vysoké hladiny mRNA

genu indukovatelnych hypoxii — bez ohledu na hladiny kysliku —

to je molekularnim markerem inaktivace VHL



Funkce pVHL: regulace HIF-1

Hypoxia

I-——O Activate ranscoption

Q
)/
Normoxia N

EGLN, FIH1
.,

4

1
/V

O Hyaroxyproine

") Hydroxyasparagineg

Z) Oxygen-dependent

degradation domain

HF-u
pOhyub:Gslyaled

—
and destroyed

NTAD, CTAD —
transaktivacni domény

Kaelin WG Jr., Nature Rev Cancer 2 (2002) 673-680




Ubikvitinace a proteasom

ubiquitin ligase complex ogg‘?::‘;t;:iis’
(E1+E2 +E3)
]
SR,
&S5 :
&) ] 22
targeted ATP ADP l
protein  polyubiquitylation
antigen
26S proteasome presentation

komplex ubikvitin ligazy (E1, E2 a E3) rozpoznava protein urCeny k degradaci —
oznacuje ho pfipojenim Fetézce ubikvitind: polyubikvitinuje jej — oznacéeny protein je
zachycen proteasomem, ubikvitin je odstranén a protein degradovan na oligopeptidy

1. aktivace ubikvitinu enzymem E1; 2. ubikvitin konjugujici enzym E2; 3. vazba na substrat
(zbytek lysinu) ubikvitin ligazou E3 — ta je specificka, je to kliCovy enzym

E3: napf. SCF, APC/C (,anaphase-promoting complex®), MDM2, pVHL



Ubikvitin

hydrophobic
globular core

NI

Ubikvitin je relativné
maly peptid, slozeny ze
/6 aminokyselinovych
zbytku. Jeho struktura je
temer uplne
konzervovana mezi
eukaryotickymi
bunkami.

site of attachment
of next ubiquitin

point of attachment
to lysine side chains
of proteins

CI
N




HIF-1 a jeho regulace pVHL

" PVHL

OH'OH

proline degradation

hydroixylase IOHOH' . l ' . in proteasome Pfi nedostatku
+0, recognition ubiqsizl)%-ation kyS|.|kU (hypox!e)
normoxia ;’:,"H'{';‘,‘f;.“fv_,";y prolin hydroxylaza
OR PR - | nedokaZe oxidovat
preeg hypoxla , proliny, HIF-1a unika

1 degradaci, tvori
_— S| dimers HIF-1B a
" ¥#%| transaktivuje své

YARIRYRYRY cilové geny (napf.

VEGF gene V E G F) .

HIF-1a  HIF-18

' —_—

Pfi dostatku kysliku (nermaoxie) je HIF-1a silné exprimovan a témér okamzité
ucinné degradovan ucinkem pVHL. Prolin hydroxylaza oxiduje az dva zbytky
prolinu na molekule HIF-1a na hydroxyprolin. Tyto hydroxyproliny umozriuji
vazbu pVHL, ktery spolu s dalSimi 2 proteiny ubikvitinuje HIF-1a.



Aktivace aktivatoru
angiogeneze

* (Ras, hypoxie)

» FGFs a dalSi angiogenni faktory mohou byt ulozeny (zadrzovany)
v extracelularni matrix mnoha bunéénych typu (véetné
endotelialnich bunék) a uvolhovany - aktivovany pf¥i proteolytické
degradaci ECM.



Inhibitory angiogeneze

« Thrombospondin-1 (TSP-1): sekretovany glykoprotein, ve
vysokeé hladiné u normalnich bunék, v nizké hladiné u mnoha
nadorovych bunék. (Vaze se na transmembranovy receptor
endotelialnich bunék CD36, ktery je spojen s intracelularni Src-
like tyrozinkinazou.)

exprese TSP-1 je regulovana p53:
inaktivace p53 — snizeni hladiny TSP-1

« souvislost: Ras (protoonkoprotein) - aktivatory angiogeneze X
p53 (nadorovy supresor) - inhibitory angiogeneze



Aktivace inhibitoru
angiogeneze

Typickym znakem mnoha inhibitoru angiogeneze je, Ze jsou v bunce
nebo v ECM pritomny ve formé neaktivnich nebo malo aktivnich
prekurzoru (fibronectin, plasminogen, platelet factor-4), které
mohou byt proteolytickym stépenim aktivovany v ucinné inhibitory
angiogeneze (plasminogen — angiostatin) - rychly

mechanismus, ktery se pravdepodobné uplatnuje pri procesech
hojeni, ovulace, atd. Podobné platelet factor-4 je slaby inhibitor
angiogeneze, ale muze z ného byt vystipnut fragment s 50x vysSsi
inhibiCni potenci.



Aktivace aktivatoru a
inhibitoru angiogeneze

» Jak aktivatory, tak inhibitory angiogeneze jsou ,vzdy pfipraveny” k
cinnosti, jen odliSnym mechanismem. Inhibitory pfimym
proteolytickym stépenim, aktivatory uvolnénim z vazeb na struktury
ECM pri degradaci ECM.

» Takova regulace aktivatort a inhibitord umoznuje zvladnout ukol: na
jedné strane udrzovat velmi stabilni klidove stadium vaskulatury a
na strane druhé rychle reagovat v pripadé potreby zapnutim
angiogeneze.




Hypotéza rovnovahy zapnuti -
prepnuti angiogeneze

The switch:
<«+— On
«— Off
@ Activators @ Inhibitors

aFGF Thrombospondin-1

bFGF 16 kD Prolactin

VEGF Interferon a/f3

: Platelet factor-4
Angiostatin

Hanahan D and Folkman J, Cell 86 (1996) 353-364




Piehled mediatoru
angiogeneze

« proangiogenni faktory

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

 antiangiogenni faktory

trombospondin, endostatin (fragment kolagenu XVIII), tumstatin,
kanstatin (fragmenty kolagenu 1V), angiostatin, vazostatin,
TGFB, IFNa, IFNB, TIMPs, PAI, IL-12, IL-18, vasohibin

= biologicky reostat, ktery zahrnuje nadorové i nenadorové
bunky (nékdy vice pfispévek aktivace ras, myc, jindy vice vliv
pericytl, zanétu, ...)



Indukce angiogennich faktoru

epigenticka indukce geneticka indukce
hypoxie aktivivané
cytokiny onkogeny

IL-18 RAS, SRC
rdst. faktory mutace

PDGF P53

EGF Erb2/HER-2

bFGF
o MMP  VEGF

Klener P, Klin onkologie 23 (2010) 14-20




Moznosti inhibice signalni drahy VEGF

volociximab

prezivani

VEGF
R

| inhibitor |
| M-TOR |

(STAT)

migrace

‘metastézovani |

1. neutralizace ligandu VEGF
humanizovanou monoklonalni
protilatkou: bevacizumab-
Avastin, ...

2. blokace vazebné domeény
receptoru monoklonalni
protilatkou: volociximab,
ramucirumab, ...

3. inhibitory tyrozin protein
kinazové domény receptoru:
sunitinib, sorafenib,
nintedanib, pazopanib,
regorafenib, vatalanib, ...



Rezistence k anti-angiogenni
terapii

» velké nadeje vkladané do anti-angiogenni terapie nebyly naplnény
» Fada nadoru vykazuje vuci anti-angiogenni terapii rezistenci

Duvody rezistence

1. nékteré nadory mohou vyuzivat alternativni zpusob indukce
angiogeneze (FGF2, angiopoietin 2, ...)

2. nekteré nadory nejsou na angiogenezi zavislé

O vaskulogenni mimikry
O kooptace stavajicich cév

Kuczynski EA et al, Nat Rev Clin Oncol (2019); doi: 10.1038/s41571-019-0181-9




Typy nadorove vaskularizace:
kooptace stavajicich cev

» nektere nadory pri svem vyvoji neindukuji vznik vlastniho
cévniho systemu, kooptuji jiz existujici cévni systém

» Vyvijeji se tak na svem zacatku jako malée, ale dobre prokrvené
nadory.

» v nadorech zustava vaskulatura se strukturou a topografickou
distribuci shodnou s puvodni vaskulaturou




Kooptace stavajicich cév

» normalni vaskulatura, ve které jsou perfektné vybalancovany pro- a
anti-angiogenni faktory, je tvofena zralymi cévami, které jsou
hierarchicky usporadany: cévy — kapilary — mikrovlasecnice

» abnormalni nadorova vaskulatura typicky postrada hierarchicke
usporadani, je tvofena nezralymi diferencovanymi i nediferencovanymi
cévami se zvysSenou propustnosti, chybejicim nebo poskozenym lumen;
tok krve je malo efektivni, v nadorovém mikroprostiedi vznika hypoxie, i
kdyz hustota mikrovlasecnic je oproti normalni tkani zvysena

» anti-angiogenni terapie (anti-VEGF — bevacizumab) vyvola
normalizaci nadorové vaskulatury, ale nenormalizovane (.
stavajici) cévy, které jsou dobfre podporovany pericyty, zvetsi
pramér a dobfe nador zasobuji — jsou rezistentni k anti-

angiogenni terapii!

Jensen LD, Transl Cancer Res 5 (Supl 7)(2016): S1433-S1436




Kooptace stavajicich cév

Nadory citlivé k anti-VEGF pusobeni jsou ve svém zasobeni krvi typicky
zavislé na angiogenezi a rostou prfedevsim in situ. Pasobeni anti-VEGF
zpusobi regresi krevnich vilasecnic, nekrozu bunék predevsim uvnitf nadoru a

zmenseni nadoru.

Nadory
rezistentni k
pusobeni anti
VEGF naopak
prepnou na
invazivni fenotyp,
kooptuji stavajici

anti-VEGF
sensitive
tumors

Micro-lesion

cévy a nejsou anti-VEGF
, Insensitive

pFOtO ve svem tumors

rastu zavislé na

indukci

angiogeneze.

anti-VEGF

Sprouting angiogenesis
in situ growth

Resistance

/ Vessel regression

Initial tumor shrinkage

Vascular co-option
Invasive growth

Jensen LD, Transl Cancer Res 5 (Supl 7)(2016): S1433-S1436




Typy nadoroveé vaskularizace:
vaskulogenni mimikry

» Avaskularni kanalky, tvorené nadorovymi bunikami, kterymi
protéka krev:

 tvofi se bez uc€asti endotelialni proliferace

* pripisuje se plasticité geneticky deregulovanych nadorovych
bunek

» Poprvé popsano u vysoce agresivnich forem maligniho
melanomu; prokazano také u karcinomu ovaria, prostaty,
inflamatorniho karcinomu prsu a sarkomud meékkych tkani.

» Spojeno s vysokym gradem, invazi, metastazami a snizenym
prezivanim pacientu.

» Standardni antiangiogenni terapie je také zde neucinna!



Zpusoby nadorové
vaskularizace

Navzdory obecné pfijimané teorii nadory mohou rist i bez neo-
angiogeneze.

Jen malo nadoru je zcela neangiogennich, ale mnohé vyuzivaji
jak angiogenni, tak neangiogenni mechanismy.

Nadory mohou béhem sveého vyvoje pfepinat z angiogenniho do
neangiogenniho modu, v zavislosti na anatomicke lokalizaci a
pusobeni terapie.

Mechanismus neangiogenniho rlstu je ovlivnén jak typem
organu, ve kterem nador roste, tak typem nadoru.

Neangiogenni nadoroveé bunky jsou vysoce metastatické a jsou
asociovany s vysokou pohyblivosti a schopnosti infiltrovat okolni
prostredi.

Neangiogenni rust je jednim z vice zpusobu, kterymi mohou
nadory unikat anti-angiogenni terapii.

Donnem T et al, Nat Rev Cancer 18 (2018): 323-336

Kuczynski EA et al, Nat Rev Clin Oncol (2019); doi: 10.1038/s41571-019-0181-9




