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Souhrn

Po desetiletich, kdy je zndmo, Ze angiogeneze je zdsadnim krokem pro progresi riistu nddorti, se inhibitory angi-
ogeneze stavaji soucasti 1écby malignich onemocnéni. Jednim z prvnich testovanych angiostatik je bevacizumab
(Avastin), protilatka proti VEGF, tj. vaskularnimu endotelidlnimu rastovému faktoru. VEGF, jeden z hlavnich
inicidtorti angiogeneze, ktery je produkovan nddorovymi butikami, indukuje vaskularizaci tumoru endoteliemi
okolni tkdné nadoru a prekurzory endotelidlnich bunék z kostni dfené. Snaha nalézt vhodny prediktivni para-
metr pro ovéfeni i¢innosti anti-angiogenni terapie vedla k otdzce, zda by timto faktorem mohla byt hladina VEGF
v cirkulaci nebo niddorové tkéni, ev. vyskyt endotelidlnich bunék v periferni krvi. V této préci jsou shrnuty sou-
Casné poznatky o angiogenezi pfi malignim procesu se zaméfenim na VEGF, jeho vlastnosti a moZnosti stanove-
ni pfedevsim v cirkulaci ve vztahu k efektu anti-angiogenni terapie.
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Summary

After decades of observation that angiogenesis plays a key role in tumor progression, inhibitors of angiogenesis
are becoming a part of therapy of malignant diseases. One of the first tested angiostatic substances is bevacizu-
mab (Avastin), an antibody against VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). VEGF, one of the most impor-
tant initiators of angiogenesis, is produced by tumor cells, and induces vascularization of the tumor via endothe-
lial cells of the tumor tissue and endothelial precursor cells from the bone marrow. An effort to find suitable
prognostic and predictive markers for the anti- angiogenic therapy monitoring is focusing also on VEGF in cir-
culation, or on presence of circulating endothelial cells in peripheral blood. In this study we summarize recent
knowledge on angiogenesis in the malignant process, with special regard to VEGF, its characteristics, and possi-
bilities of its determination predominantly in blood in connection with anti- angiogenic therapy.

Key words: angiogenesis, VEGF, determination in circulation, anti-angiogenic therapy.

ANGIOGENEZE A VEGF.

Angiogeneze, tvorba nového cévniho zdsobeni, je klicovym
krokem v mnoha fyziologickych a patologickych procesech
(review 1-4). Prvnim stupném procesu tvorby krevniho fecis-
té béhem ontogeneze je vaskulogeneze, tj. in situ diferenciace
endotelidlnich prekurzorovych bunék a tvorba primitivni cév-
ni sit€ (1). Normalni vaskulatura v dospélosti je pak tvofena
z této sité expanzi a remodelovanim, tj. vétvenim a vzijem-
nym propojovanim. Tvorba cévniho z4sobeni je nutna prede-
v§im v embryogenezi, kdy se vytvafi primarni vaskulatura nut-
nd k riistu a vyvoji organti. Angiogeneze jako proces se
vyskytuje i v né€kterych krocich postnatalniho fyziologického
vyvoje, jako v ovaridlnim reproduktivnim cyklu, v procesech
spojenych s vyvojem retiny, ev. pfi hojeni ran. Jednim z hlav-
nich inicidtort tohoto procesu je VEGF (review 4-6).

Vlastni angiogeneze je fizena celym souborem regulétort,
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z nichZ mnohé vykazuji proangiogenni efekt, jiné zase anti-
angiogenni piisobent (tab.1) (4, 7). Za fyziologického stavu
jsou obé skupiny faktorti v rovnovéaze.

Poznani molekuldrnich mechanizm angiogeneze umoznilo
rozliSit dvé tfidy chorob spojenych s t€mito procesy (4. 5). Do
prvni skupiny patfi poruchy, kdy terapeutické navozeni angi-
ogeneze miiZze opravit piivodni poskozeni tkdné (arterioskle-
roza, infarkt myokardu, ischemie dolnich koncetin). Druhou
skupinu pfedstavuji choroby, kdy potlaceni patologicky zvy-
Sené angiogeneze muze vést k 16¢bé choroby ¢i zpomalenti jeji
progrese (retinopatie, benigni a maligni choroby a progrese
malignich nidor().

Nédorem indukovand angiogeneze je proces, ktery umoZiiu-
je dostate¢ny piisun kysliku a Zivin nidorovym butikdm (1, 5).
Je zndmo, Ze rtst nadoru zadsobovaném prostou difuzi nepie-
kroci velikost 1-2 mm v priméru, dalsi vyvoj je mozZny pouze




po vytvoreni nového cévniho zdsobeni. Nadory mohou vytvo-
fit svou vlastni vaskulaturu bud z jiZ existujicich kapilar, nebo
se na tomto procesu mohou podilet cirkulujici prekurzorové
endotelidlni buiiky odvozené z kostni dfené. Nadorem indu-
kované cévni sité slouZi k pfisunu metabolitt nutnych pro riist
nadort a ultrastrukturdlné vykazuji vyrazné abnormality (5).
Mezi nejdéle studované proangiogenni faktory patii VEGF,
najehoZroli pti aktivaci endotelidlnich bunék se zaméfil vyvoj
anti-angiogenni protinddorové terapie (1, 8-12).

(podle 4, 7)

A. Pro-angiogenni
Ro < -
falll(stfﬁ.;,e *) Cytokiny Chemokiny Hormony gll‘aottzli’:ly
Ang-1 IL-1b PBSF androgen fibrin
EGF 1L-6 estrogen trombin
FGF1-9 IL-8 leptin CYR61
IGF-1,2 TNF-alfa CTGF
PDGF
PIGF
VEGF
B. Anti-angiogenni
Rustové faktory | Cytokiny Proteinazy Inhibitory proteinaz
Ang-2 IFN alfa, beta | antitrombin-IIT TIMP-1
TGF-beta PF-4 endostatin maspin

IL-12 angiostatin PAI-1

1L-18 protrombin F1-2

*) Ang-1,2: angiopoietin, EGF: epidermal growth factor, FGF: fibroblast growth
factor, IGF-1,2: insulin-like growth factor, PDGF: platelet-derived growth fac-
tor, PIGF: placental growth factor, TNF-alfa: tumor necrosis factor, PBSF: pre
B-cell stimulating growth factor , CYR61: Cystein-rich, angiogenic inducer
61, CTGF: connective tissue growth factor, TGF-beta: transforming growth
factor, IFN: interferon, PF-4: platelet factor 4, TIMP-1: inhibitor matrixmeta-
loproteindz , PAI-1: inhibitor plazminogenového aktivétoru

VEGF - STRUKTURA, VLASTNOSTI, FUNKCE.
VEGE - struktura. VEGF patii mezi specifické cytokiny (t7ida
cytokinii ¢ XI), které maji silné angiogenni ucinky a projevuji
se in vitro i in vivo mnoha efekty. U savcl byly prokazany
VEGF-A (nazyvany rovnéZ pouze VEGF), dile VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D a VEGF-E (tzv. virdlni faktor) (1, 10). Déle
do této skupiny patii placental growth factor (PIGF) a platelet-
derived growth factor (PDGF) (10). Jednotlivé molekuly se 1isi
molekulovou hmotnosti a typem dimerizace (homo-, heterodi-
mery). Homologické oblasti uvedenych molekul jsou zacho-
vany obzvl43té v centralni doméné. Rozpustna izoforma VEGF-
A je dimericky glykoprotein o velikosti 36-46 kDa, ktery vaze
heparin. NejCast€jsi formou ve tkani je VEGFjes, 183, 189, 206,
zatimco v cirkulaci nachdzime jak VEGF 21 tak i VEGF 65 .
Lidsky gen pro VEGF-A je organizovan v 8 exonech oddéle-
nych 7 introny a je lokalizovan na chromozomu 6p21.3. Je zné-
mo alespoii 6 izoforem proteind, které vznikaji alternativnim
sestfihem z VEGF genu s rozdilnym po¢tem obsahem amino-
kyselin v kaZdém monomeru.
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Obr. 1.: Typy receptortt VEGF a jejich ligandui (podle 10)

Receptory VEGF: VEGF se mohou vézat na tfi specifické tyrozinki-
nézovéreceptory: VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (KDR/flk1)a VEGF-
R3(fIt-4) (1, 8), 1okalizované predevsim naendotelidlnich butikdch
(obr.1). Receptory R1 aR2 jsou tvoreny sedmi Ig-podobnymi domé-
nami lokalizovanymi extraceluldrné, maji jednoduchou trans-
membranovou oblast, uvniti buriky je tyrozinkindzovd doména.
Exprese receptortl je zvySena u migrujicich nebo proliferujicich
endotelidlnich bun€k. Receptor typu VEGF-R1véZe prednostné
VEGF-A aB, zatimco receptor VEGF- R2 véZe predevs§im VEGF-
C a D, vyskytujici se prevazné v endoteliu lymfatickych cév (1)
(obr.1). Dale se mohou VEGF vézat rovnéZ na koreceptory ne-
utropiliny (1). Rozpustn4 varianta VEGF-R1 (sVEGFR-1), kterd
nemad transmembranovou a tyrozinkindzovou doménu, muiZe sice
vézat ligandy, ale nespousti proces signalizace (obr.1).

PrestoZe plivodni studie sv&dcily o pritomnosti téchto recepto-
i pouze na endotelidlnich buiikdch, byla v posledni dobé pro-
kazéna exprese VEGF-R1 pfimo na nddorovych butikéch, napf.
na buné¢nych liniich odvozenych z karcinomu pankreatu, plic,
ovaria akolorekta (12). Aktivace téchto bunék prostfednictvim
VEGF vede k procestim spojenym s fenotypovymi zménami
asociovanymi s nidorovou progresi a metastazovanim (12). Je
tedy moZné, Ze anti-angiogenni terapie, ktera blokuje tcinek
VEGF, ma nejen vliv na endotelidlni buiiky, ale i pfimy efekt
na potlaceni proliferativniho potencidlu nidorovych bunék.
Naskytla se otdzka, zda exprese receptortt VEGF v primarni
nédorové tkani by nebyla vhodnym prediktivnim faktorem pro
sledovani efektu anti-VEGF-terapie (12).

Regulace exprese VEGF. Tvorba VEGF je indukovéana riz-
potvrzené jsou hypoxie, vliv riznych riistovych faktora (TGF-
alfa, beta, IGF-1, PDGF) a cytokint (IL-1 a IL-6). K dal§im
reguldtordm syntézy patiiinékteré hormony. K indukci expre-
se dochdzi i onkogennimi mutacemi ¢i amplifikacemi riizny-
mi onkogeny (H-ras, HER-2/neu) (1).

Vlastni molekuldrni mechanizmus u¢inku VEGF spociva v jeho
vazbé nareceptor (obvykle na endotelidlni burice), cimzZ se spou-
§ti signaliza¢ni VEGF kaskdda. Ta zacina autofosforylaci tyro-
zinkinazy, pak néasleduje aktivace dalSich proteint této rady.
Receptor VEGF-R2 je odpovédny za udrZeni mikrovaskularni
permeability, za rychly vzrist koncentrace kalciovych iontl a za
néslednou proliferaci endotelidlnich bunék a migraci. Signali-
zaCni cesty VEGF-R1 jsou dosud méné prostudovény (1, 10) .
VEGEF se tedy podili na udrzeni viability endotelidlnich bunék
prostiednictvim proliferace a inhibice jejich apoptozy. Dale ma
ptimy vliv na vaskuldrni permeabilitu - jeho pisobenim docha-
zi k jejimu zvySeni (diive byl VEGF nazyvén vaskularni per-
meabilitni faktor) (1). VEGF stimuluje tvorbu vaskuldrni sité,
umoZiujici zasobeni tumoru kyslikem a Zivinami nutnymi pro
jehorust. VEGF se rovnéZ podili na tvorbé lymfatickych cév nut-
nych k metastazovani. Jistouroli hraje v potlaceni imunitni odpo-
vedi na nddorovy proces: VEGF ma vliv na maturaci dendritic-
kych bunék, nutnou pro bunécnou imunitni odpovéd a ziejmé se
podili i na chemotaxi monocyta (13).

Dalsi molekuly této skupiny, tj. VEGF-B, C, D, E a PIGF, jsou
dosud predmétem studia. Predpoklada se, Ze PIGF ptisobi na
podobné urovni jako VEGF-A. VEGF-B neni ziejmé bezpod-
minecné nutny pro embryondlni vyvoj obecné, hraje vSak roli
v kardiovaskularnim vyvoji. VEGF-C a VEGF-D se spolupo-
dileji na tvorbé endotelia lymfatickych cév (1).

PROTINADOROVA TERAPIE ZAMERENA NA
ANGIOGENEZU.

Hypotéza o mozném zablokovani riistu naddort inhibici angi-
ogeneze byla vyslovena jiZ pied vice neZ 30 lety (Folkman 14,
Weidner 15, viz review 1). Anti-angiogenni terapie studova-
nd na experimentalnich modelech riznych nddorovych linii se
projevuje n€kolika zdkladnimi mechanizmy: indukuje apo-
ptézu endotelidlnich bunék, inhibuje riist nadorovych bunék
aindukuje jejich nekrézu. PouZiti tohoto typu terapie u nemoc-
nych s malignimi nddory (16) se jevi byt velice nadé&jné.
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Jeden z prvnich testovanych inhibitord angiogeneze. protildtka
proti VEGF-A (A.4.6.1), byla nisledné humanizovana a uZita

pro klinické ucely (bevacizumab, Avastin) (17-24). Bylo pro-
kazano, Ze je ucinna u metastatickych kolorektilnich karcino-
mil i dalSich typt solidnich tumort. Principem jejtho uc¢inku je
zabranéni interakce ligandu s povrchovymi doménami recepto-
1 (18). Mechanizmus potenciace i¢inku soubéZzné uZitych cyto-
toxickych chemoterapeutik pti podéni anti- VEGF protilatky neni
dosud detailné objasnén. Lze predpokladat, Ze anti-VEGF tera-
pie se miZe podilet na ,,normalizaci“ piivodné chaotické vasku-
latury nddord, ¢imzZ se sniZi intratumoralni tlak a ptedevsim zlep-
81 pfisun terapeutickych cytostatik do nadoru (18- 22). Klinické
vysledky prokazuji vyznamny posun v medidnu celkového pie-
Ziti tam, kde je anti- VEGF terapie bevacizumabem pouZita, ato
obvykle v kombinaci s jinym chemoterapeutikem (24) .
Aktudlni snahy o blokddu angiogeneze jsou v§ak vedeny i dal-
Simi sméry (na takto orientovany vyzkum je zaméteno pres sto
firem!) (tab.2). Jsou testovany procesy_inhibice angiogeneze
prostiednictvim modifikace receptoru i inhibici katalytického
mista tyrozinkindzové domény VEGF receptorii. Ve fazi Il aIll
klinického testovani jsou inhibitory ZD6474, PTK787
a SU11248, které specificky blokuji VEGF-R1 a VEGF-R2.
Primou inhibici proliferace endotelidlnich bunék mohou ptiso-
bit i dalsi latky, jako napf. thalidomid, angiostatin; studovany
jsou i inhibitory aktivity integrinu (19, 21, 22, 23).

Tabulka ¢.2.: Inhibitory angiogeneze v experimentalnim i klinickém
testovéni (podle 21)

Trida

" Typ Latka Cil piisobeni
A. plisobici Bevacizumab VEGF-A
na VEGF Protilatky HuMV833 VEGF
2C3 VEGF
Rozpustny receptor VEGF- Trap VEGF a PIGF
B. piisobici Protilatky IMC-1121b VEGFR-2
na VEGFR Sunitib (SU11248) VEGFR-2, PDGFR, c-kit
Vatalanib (PTK787 ~ ~ .
/ZK222584() VEGFR-1/2/3, PDGFR, c-kit
Inhibitory -malé ZD6474 VEGFR-2, EGFR, FGFR-1
molekuly CP574, CP632 VEGFR-2, FGFR
AZD 2171 VEGFR-1/2/3
GW 786034 VEGFR-1/2/3
Sorafenib (BAY 43-9006) VEGFR-2/3, RAF kindza
Ribozymy Angiozym VEFGR
C. jiné - . ABT-510 endotelidlni CD36
Inhibitory proliferace - - FY—
endotelii Anm‘nstat!n »ruzn‘y
Thalidomid TNF-alfa
Inhibitory aktivity Medi-522 integriny
integrini Cilengitide (EMD12194) | integrin
Combretastatin A endotelidlni tubulin
Inhibi askuldrn AVES8062A endotelidlni tubulin
nhibitory vaskulamt 7 b 6126 endotelidlni bulin
AS1404 (DMXAA) indukce TNF-alfa

MOZNOSTI MONITOROVANI ANTI-ANGIOGENNI
TERAPIE SE ZAMERENIM NA VEGF

Jako standardni prognosticky ukazatel pro predikci vzniku
metastdz i bezpiiznakového a celkového preZiti nadale patii
zhodnoceni nddorové angiogeneze prostfednictvim vySetfeni
mikrovaskuldrni denzity (15, 25). Snaha najit vhodny predik-
tivni kvantitativni marker vdzany k angiogenezi pro sledovdni
Ucinku anti-angiogenni terapie neptinesla dosud jednozna¢né
vysledky. Mnoho navrZzenych metod ma stéle urcitd omezeni
anejsou tedy hodnoceny jako optimalni: byla testovdna expre-
se riznych angiogennich faktori ve tkni primarnich nadord,
ev. jejich sérovych, plazmatickych ¢i mocovych hladin, jako
VEGF, bFGF, Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1)
amatrix metaloproteindz. Dale byly pro tyto icely navrZeny riiz-
né bioptické postupy, radiologické metody nebo metody pri-
kazu a kvantifikace cirkulujicich endotelidlnich bun€k apod.

VEGF V CIRKULACI.

Stanoveni cirkulujiciho VEGF. Optimalizace stanoveni cir-
kulujiciho VEGF je stéle diskutovanym problémem ve vzta-
hu k riiznym frakcim krve. Je totiZ zndmo, Ze sérum obsahuje
vy$si koncentraci VEGF neZ EDTA (i citratova plazma. Je to
zpuisobeno tim, Ze VEGF se uvoliiuje pfi aktivaci desticek, do
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urcité miry i z leukocytd (26-33). Ve srovnéni s plazmou jsou
sérové hladiny aZ pétindsobné vyssi o mnozZstvi VEGF ziska-
né aktivaci koagulacni kaskady, s naslednym uvolnénim VEGF
béhem agregace desticek (33-35).

Je zndmo, Ze nddorové buriky se podileji na aktivaci koagulac-
niho systému, a to pfedevsim produkci prokoagulacnich a fibri-
nolytickych faktorti a cytokint (35). Neméné diileZité jsou viak
interakce mezi cirkulujicimi nddorovymi buiikami a trombocy-
ty, endotelidlnimi butikami a monocyty-makrofagy (35). Tyto
interakce byly prokdzény i in vivo experimenty, kdy aplikace
nédorovych bun€k pokusnym zvifatim vedla k agregaci trom-
bocytll. Z dosavadnich experimentil je vyvozovéno, Ze trombo-
cyty jako rezervoar VEGF mohou hrat vyznamnou roli pfi tumo-
rigenezi a jejich aktivace pti adhezi nddorovych bunék se miiZe
projevit zvySenou permeabilitou nadorovych bunék (33, 34).

Nemocni s pokroc¢ilym nddorovym onemocnénim maji ¢asto
abnormality v procesu koagulace a zvySeny metabolicky obrat
trombocytt (27, 32, 35). Trombocyty vyskytujici se po che-
moterapii ¢i jako disledek hematopoetické regenerace jsou
obvykle vétsi velikosti neZz ty, které jsou produkovany béhem
myelopoesy v norméalnim stavu, zaroven obsahuji i vy$§i mnoz-
stvi VEGF. Korelace mezi sérovym VEGF a po¢tem trombo-
cyti nebyla vZdy jednoznacné prokazéana (30, 34).

Optimélni krevni frakce pro vySetfovani cirkulujictho VEGF pti
rozliSeni skupiny zdravych a nemocnych s kolorektalnim karci-
nomem byla testovina na presné definovanych frakcich krve.
Bylo analyzovéano sérum, plazma (citratova nebo heparinové),
plazma chudé na trombocyty (P-PP), tj. odebrana v pfitomnosti
inhibitorti degranulace trombocyti (CTAD plazma = citat sod-
ny, theofyllin, adenosin a dipyridamol), a dale plazma obohace-
nd aktivovanymi trombocyty (P-APR). Vysoce signifikantni dife-
renci mezi zdravymi kontrolami a nemocnymi s kolorektalnim
karcinomem vykazoval model odbéru plazmy obohacené o trom-
bocyty (P-APR) (26, 36, 37). Dosavadni vysledky dosud nejsou
uzavieny: stanoveni v plazmé je v nizkych hladinich zatiZzeno
vy$si analytickou chybou (36), pro vySetfeni VEGF v séru je tfe-
ba zabezpecit maximalni koagulaci a hodnotu VEGF je doporu-
¢eno vztidhnout na pocet trombocytl.

Metody stanoveni VEGF v cirkulaci, faleSnd pozitivita v cir-
kulaci. Pro kvantitativni detekci solubilni formy VEGF exis-
tuji komerc¢ni ELISA techniky, detekujicici izoformu typu
VEGFi21 a VEGFj65; mezi obéma systémy nebyly nalezeny
signifikantni diference v hladin€ cirkulujiciho VEGF.
V posledni dobé se objevila technika zvand RELIDA - REcep-
tor LIgand Detection Assay, kterd je zaloZena na kvantifikaci
biologicky aktivni formy VEGF vazbou na solubilni VEGFR1.
Hladiny cirkulujiciho VEGF nekolisaji béhem menstruacniho
cyklu (31). Fale$nd pozitivita VEGF v cirkulaci miZe byt zpt-
sobena interferenci 1é¢ivy, napt. acylpyrinem, nesteroidnimi

C N1t

ischemickou chorobou atd.

VEGF - VYUZITI V ONKOLOGICKE PRAXI.

Lokalizace VEGF ve tkani: VEGF je slabé exprimovan v mno-
ha lidskych i zvifecich normalnich tkénich, vysokd produkce je
charakteristickd pro lokality, kde je angiogeneze nutnou pod-
porou vyvoje tkané (fetdlni tkané, placenta). ZvySena exprese
VEGEF byla prokdzdna rovnéZ v mnoha malignich nadorech
(tab.3) (38). ZvySeny vyskyt koreluje obvykle s prognézou one-
mocnéni, definovanou jak agresivitou ristu, tak i metastazova-
nim a krat$im pieZitim. V metastatickych loZiscich kolorektal-
niho karcinomu byla imunohistochemicky prokdzédna vyrazni
exprese VEGF jako negativni prognosticky faktor, kterd rovnéz
korelovala se stupném mikrovaskularni denzity predev§im pro
nemocné stadia Dukes B (39-41). Prognosticky vyznam VEGF
vSak nebyl prokazan v nékterych studiich pro karcinomy prsu,
at uz pii vySetfovani imunohistochemicky ¢i kvantitativné
z cytozolu (42), podobné i pro thyroidalni 1éze (43). Vzajemnad
korelace byla nalezenaimezi koncentraci VEGF v plazmé a jeho
prukazem ve tkani (39). Bylo zjiSt€no, Ze koncentrace VEGF



stanovend v mezenterickych nadorovych vénich u metastazu-
jicich kolorektélnich nédorti je vyrazné zvySena proti nemeta-
stazujicim naddorim s niZ§im gradingem (44).

Tabulka ¢. 3.: Exprese VEGF v malignich nadorech a jeho prognosticky
vyznam (podle 38)

Typ tumoru Exg{:—zs: dY)fi’?F Prognosticky vyznam prokazan pro:
kolorektélni ca 45-60 navrat choroby, pfeZiti
mammarni ca 30-60 pieziti

nemalobunécny ca plic 45-90 navrat choroby, preZiti
caledvin 30-100 staging, grading

ca pankreatu 75-90 preZiti

ca prostaty 30-80 bezpiiznakové pieZiti
glioblastom 65-85 preziti

Na in vitro modelu bylo ovéteno, Ze exprese VEGF v niddoru
muzZe zpiisobovat biologicky agresivni fenotyp nadort expri-
mujicich vys§s§i HER-2/neu (45, 46). Her-2/neu signalizace
miZe pasobit ve smyslu produkce VEGF a tedy neovaskula-
rizace. Prognosticky vyznam VEGF i HER-2/neu v cytozolu
primarniho nddoru byl potvrzen: Kaplan-Meierovy kfivky pre-
Ziti byly vyznamné horsi pro nddory, kde byly silné exprimo-
vany oba parametry. Naskytd se tedy ot4zka, zda by nebylo
vhodné kombinovat specificky cilenou terapii protilatkami pro-
ti obéma antigentim.

Prognosticky vyznam cirkulujictho VEGF nemocnych s malig-
nimi nddory byl zhodnocen ve skupiné nemocnych s kolorek-
tdlnim karcinomem (26, 47-49), u karcinomu prsu (50, 51),
u karcinomu plic (52-54), u karcinomu cervixu (55), u mela-
nomu (56), karcinomu ledvin (57), u détskych malignit - oste-
osarkomil, neuroblastomil a Ewingova sarkomu (58) a u lym-
foproliferativnich onemocnéni (59, 60).

Mezi stupném nddorové vaskularizace, prognézou onemoc-
néni a hladinou cirkulujiciho VEGF byla prokdzana korelace
u vétSiny praci. Preoperativni zvySené koncentrace korelovaly
obvykle s kratSim intervalem bezptiznakového obdobi a krat-
$im celkovym preZitim. Hladina VEGF byla nezavislym pro-
gnostickym ukazatelem i podle hodnoceni multivaria¢ni ana-
lyzou, obvykle korelovala se stadiem onemocnéni. Dosud vSak
otdzka optimdlni frakce krve jako materialu pro hodnoceni pro-
gnézy pomoci vysetfeni VEGF nebyla rozieSena (47-58).
PtestoZe byl prognosticky charakter VEGF v cirkulaci nemoc-
nych s riznymi lokalizacemi zhoubnych nadori prokazan,
zustava stale otizkou, zda je VEGF vhodny prediktivni mar-
Kker pro sledovani u¢inku terapie protildtkou proti VEGF, beva-
cizumabem (61). I kdyZ je koncentrace cirkulujicicho VEGF
zvySena u velkého procenta nemocnych s metastatickym posti-
Zenim, studie analyzujici jejich vyznam pro monitorovani tera-

pie dosud nebyly publikovany. VySetfeni VEGF v pribéhu
terapie protilatkou proti VEGF neni technicky jednoduché -
pfi analyze dostupnou komer¢ni ELISA technikou interferuje
protilatka bevacizumab s vlastnim stanovenim VEGF. Vyznam
jeho predterapeutickych hladin, které by se mohly na predik-
ci aspésnosti terapie podilet, nebyl dosud testovan.

CIRKULUJICI ENDOTELIALNI BUNKY.

Na neovaskularizaci se podileji nejen jiz existujici kapilary
v okoli nddoru, ale také prekurzory endotelidlnich bunék, kte-
ré se ptisobenim angiogennich faktorti exprimovanych ische-
mickym nddorem uvoliiuji z kostni dfené. V krevnim ob¢hu
se tedy vyskytuji rizné typy endotelidlnich bun€k (EC); jako
CEC (cirkulujici endotelialni buriky) se zpravidla oznacuji
diferencované endotelidlni buiiky bez prolifera¢niho potenci-
alu, které se do cirkulace dostaly odlouc¢enim z mista aktivo-
vané nebo narusené vaskularizace (62), zatimco CEP (pro-
genitory endotelidlnich bunék) jsou nediferenciované
prekurzory s vysokou proliferacni aktivitou mobilizované
plsobenim pro- angiogennich cytokint z kostni dfené (63, 64).
ZvySend hladina obou typd endotelidlnich bunék v periferni
krvi tedy nejenZe koreluje s vyskytem niddorového onemoc-
néni a jeho progresi (65, 66), ale zda se, Ze mlze slouZit také
jako prediktivni marker tspéSnosti anti-angiogenni terapie
(67). Prvni studie ukazuji, Ze anti-VEGF protildtka sniZuje
pocet CEC v periferni krvi (68) a Ze mira sniZeni hladiny CEC
u pacientil s metastatickym karcinomem prsu po prvnich tiech
tydnech anti-angiogenni 1é¢by (bevacizumab a erlotinib) je
vyznamnym prediktorem odpovédi na terapii (69).

Nicméné neZ bude moZné vyuZit miru zastoupeni endotelidlnich
bunék v cirkulaci jako faktor monitorujici dspéSnost anti- angiogenni
terapie, popr. jako jeden z faktort limitujici prinos této terapie pro
pacienta, je tfeba vyvinout spolehlivou a reprodukovatelnou meto-
du pro detekci t€chto bunék. Zastoupeni CEC a CEP v periferni krvi
je hodnoceno pomoci priitokové cytometrie, ale prozatim neexistu-
je Zadn4 obecné pouZivana technika k jejich detekci.

ZAVEREM je moZno shrnout: VEGF rodina riistovych fak-
torti hraje diileZitou roli ve fyziologické i patologické angio-
genezi. Pro ucely ovlivnéni tohoto procesu je vyvijeno néko-
lik skupin inhibitoril, z nichZ nékteré, napt. monoklondlni
protilatka bevacizumab (Avastin), jsou zavadény do klinické
praxe. Roli cirkulujiciho VEGF i dal$ich potencidlnich mar-
kerti pro monitorovani této terapie, jako napf. cirkulujicich
endotelidlnich bungk, je tieba ovéfit dalSimi experimenty.

Préce byla podpofena VZ MZd ¢ 00020980501-5.

Literatura.

1. Ferrara N.: Vascular endothelial growth factor: basic science and clinical
progress. Nat Rev.Drug Discov. 2004, 3, 391-400.

2. Folkman J.: Fundamental concepts of angiogenic process. Curr. Mol. Med.
2003, 3, 643-651.

3. Hurwitz H.: Angiogenic strategies in advanced colorectal cancer. Cancer bio-
logy: Tumor angiogenesis and use of vascular endothelial growth factors. In:
www.medscape.com/viewarticle/461038_42

4. TimarJ., Dome B., Fazekas K., Janovics A., Paku S.: Angiogenesis-depen-

dent disease and angiogenesis therapy. Pathol.Oncol.Res. 2004, 7, 85-95.

. Papetti M., Herman I.M.: Mechanism of normal and tumor-derived angi-
ogenesis. Am.J.Cell Physiol. 2002, 282, C947-C970.

. Jain R.K.: Molecular regulation of vessel formation. Nature Medicine 2001,
6, 685-694.

. Masopust J.: Patobiochemie buiiky. UK Praha, 2003, 102-104.

. Nicosia R.F.: What is the role of vascular endothelial growth factor-rela-
ted molecules in tumor angiogenesis? Am.J.Pathol.1998, 153, 11-16.

. Veikkola T., Karkainen M.,Claesson-Welsh L., Alitalo K.: Regulation of
angiogenesis via vascular endothelial growth factors. Cancer Res. 2000,
60, 203-212

10. Charnock-Jones D.S.: Vascular endothelial growth factors (VEGFs), the-

ir receptors and their inhibitors. Celltransmission 2005, 21, 1-5.

O oI N W

11. Motl S.: Bevacizumab in combination chemotherapy for colorectal and
other cancers. Am. J. Health-Syst.Pharm. 2005, 62, 1021-1031.

12. FanF., Wey J.S., McCartzy M.F., Belcheva A., Liu W., Bauer T.W., Som-
cioR.J., WulJ., Hooper A., Hicklin D.J., Ellis L.M.: Expression and func-
tion of vascular endothelial growth factor receptor-1 on human colorectal
cells. Oncogene 2005, 24, 2647-2653.

13. www.anti-vegf.com

14. FolkmanJ., Shing J.: Angiogenesis. J.Biol.Chem. 1992,267, 10931-10934.

15. Weidner N., Semple J.P., Welch W.R., Folkman J.: Tumor angiogenesis
and metastasis — correlation in invasive breast carcinoma. N.Engl.J.med.
1991, 324, 1-8.

16. Ellis L.M.: Understanding the mode of action of anti-angiogenic therapy.
In: http://www.anti-vegf.com/portal/eipf/pb/avastin/Anti-VEGF/vegfre-
sourcelibrary

17. Hurwitz H., Fehrenbacher L, Novotny W, Cartwright T, Hainsworth J, Heim
W, Berlin J, Baron A, Griffing S Holmgren E, Ferrara N, Fyfe G, Rogers
B, Ross R, Kabbinavar F: Bevacizumab plus irinotecan, fluorouracil, and
leucovorin for metastatic colorectal cancer. New Engl.J.Med. 2004, 350,
2335-2342.

18. Gerber H.P., Ferrara N.: Pharmacology and pharmacodynamics of bevaci-
zumab as monotherapy or in combination with cytotoxic therapy in prec-
linical studies. Cancer Res. 2005, 65, 671-680.

KLINICKA ONKOLOGIE 19 472006 215



19.
20.

2

—_

22.
23.
24.

25.

26.

27.

2

oo

29.

30.

Klener P.: Protinddorova chemoterapie pro 21. stoleti. Klin.onkol. 2003,
16, 243-247.

Jain R.K.: Normalization of tumor vasculature.: An emerging concept in
antiangiogenic therapy. Science 2005, 307, 58-62 .

. Igbal S., Lenz H.-J.: Angiogenesis inhibitors and treatment of colorectal

cancer. Sem. in Oncology 2004, 31 (supl.17), 10-16.

Wiedmann M.W., Caca K.: Molecularly targeted therapy for gastrointes-
tinal cancer. Curr.Cancer Drug Targets 2005, 5, 171- 193

Venook A.: Critical evaluation of current treatment in metastatic colorec-
tal cancer. The Oncologist, 2005, 10, 250-261.

Kocédkoval., Demlova R., Blazkova S., Kocdk I., Sefr R., Pacal M.: Beva-
cizumab v kombinaci s chemoterapii FOLFOX4 v 1é¢bé metastatického
kolorektilniho karcinomu. Klin.onkol., 2006, 19, 30-32.

Ryska A., Hovorkova E., Skrabkova Z.: Angiogeneze v karcinomu prsu.
Imunohistochemicka studie 142 ptipadii. Cesk.patol. 2001, 37, 91-98.
Ranieri G., Coviello M., Chiriati A., Stea B., Montemurro S., Quanranta M., Dittadi R.,
Paradiso A.: Vascular endothelial growth factor assessment in different blood fractions of
gastrointestinal cancer patients and healthy controls. Oncology Rep. 2004, 11, 435-439.
SalvenP., Orpana A., Joensuu H.: Leukocytes and platelets of patients with
cancer contain high levels of vascular endothelial growth factor. Clin.Can-
cer Res., 1999, 5, 487-491.

. Gunsilius E., Petzer A.L., Gastl G.: Correspondence re: P.Salvenetal., Leu-

kocytes and platelets of patients with cancer contain high levels of vascu-
lar endothelial growth factor. Clin.Cancer Res., 1999, 5, 2978-2979.

Lee J.K., Hong Y.J., Han C.J.: Clinical usefulness of serum and plasma
vascular endothelial growth factor in cancer patients. Which is the optimal
specimen? Int.J.Oncol. 2000, 17, 149-152.

George M.L., Eccles S.A., Tutton M.G.: Correlation of plasma and serum vas-
cular endothelial growth factor levels with platelets count in colorectal cancer.
Clinical evidence of platelet scavenging? Clin.Cancer Res., 2000, 6, 3147-3152.

31.Kusumanto Z.H., Hospers G.A.P., Sluiter W.J., Dam W.A., Meier C., Mul-

32.

33.

34.

35.
36.

37.

38.
39.

40.

4

—

42.

43.

45.

46.

216 KLINICKA ONKOLOGIE

der N.H.: Circulating vascular endothelial growth factor during the normal
menstrual cycle. Anticancer Res., 2004, 24, 4237-4242.

Hormbrey E., Gillespie P., Turner K., Han C., Roberts A., McGrouther D.,
Harris A.L.: A critical review of vascular endothelial growth factor (VEGF)
analysis in peripheral blood: Is current literature meaningful?
Clin.Exp.Metastasis 2002, 19, 654- 663.

Maloney J.P., Silliman C.C., Ambruso D.R., Wang J., Tuder R.M., Voel-
kel N.F.: In vitro release of vascular endothelial growth factor during pla-
telet aggregation. Am.J.Physiol, 1998, 44, H1054-H1061.

Banks R.E., Forbes M. A, Kinsey S.E., Stanley A., Ingham E., Walters C.,
Selby P.J.: Release of angiogenic cytokine vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF) from platelets: significance for VEGF measurements and can-
cer biology. Br.J.Cancer 1998, 77, 956-964.

Caine G.J., Stonelake P.S., Lip G.Y.H., Kehoe S.T.: The hypercoagulable sta-
te of malignancy: Pathogenesis and current debate. Neoplasia 2002, 4, 465-473.
Adams J., Carder P.J., Downey S., Forbes M.A., MacLennan K., Allgar V.,
Kaufman S., Hallam S., Bicknell R., Walker J.J., Cairnduff F., Selby P., Per-
ren'T.J., Lansdown M., Banks R.E.: Vascular endothelial growth factor (VEGF)
in breast cancer: Comparison of plasma, serum, and tissue VEGF and micro-
vessel density and effect of tamoxifen. Cancer Res., 2000, 60, 2898-2905.
Ranieri G., Coviello M., Patruno R., Valerio P., Martino D., Milella P., Catalano
V.Scotto F., De Ceglie A., Quaranta M., Ribatti D., Pelecchia A.: Vascular endot-
helial growth factor concentrations in the plasma-activated platelets rich (P-APR)
of healthy control and colorectal cancer. Oncology Rep. 2004, 12, 817-820.
http://www.anti-vegf.com/portal/eipf/pb/avastin/Anti-VEGF/vegfandcan-
Cerprognosis

Minagawa N., Nakayama Y., Hirata K., Onitsuka K., Inoue Y., Nagata N.,
Itoh H.: Correlation of plasma level and immunohistochemical expression
of vascular endothelial growth factor in patients with advanced colorectal
cancer. Anticancer Res. 2002, 22, 2957-2963.

Cascinu S., Staccioli M.P., Gasparini G., Giordani P., Catalano V., Ghi-
selli R., Rossi C., Baldelli A.M., Graziano F., Saba V., Muretto P., Catala-
no G.: Expression of vascular endothelial growth factor can predict event-
free survival in stage I colon cancer. Clin Cancer Res. 2000, 6,2803-2807.

. Boxer G.M, Tsiompanou E., Levine T., Watson R., Begent R .H.: Immu-

nohistochemical expression of vascular endothelial growth factor and mic-
rovessel counting as prognostic indicators in node-negative colorectal can-
cer. Tumour Biol. 2005, 26,1-8.

Meo S., Dittadi R., Pelosos L., Gion M.: The prognostic value of vascular endot-
helial growth factor, urokinase plaminogen activator and plasminogen activator
inhibitor-1 in node negative breast cancer. Int.J.Biol. Markers 2004, 19, 282-288.
Pikner R., Ludvikova M., Ryska A., Kholova I., Holubec L . Jr., Topolcan
O., Pecen L., Finek J.: TPS, Thymidine kinase, VEGF and endostatin in
cytosol of thyrodi samples. Anticancer Res. 2005, 25, 1517-1521.
Gunsilius E., Tschmelitsch J., Eberwein M., Schwelberger H., Spizzo G., Kahler
C.M,, Stockhammer G., Lang A., Petzer A.L ., Gastl G.: In vivo release of vascular
endothelial growth factor from colorectal carcinomas. Oncology 2002, 62,313-317.
Konecny G.E., Meng Y.G., Untch M., Wang H-J., Bauerfind I., Epstein
M., Stieber P, Vernes J.-M., Gutierrez J., Hong K., Beryt M., Hepp H., Sla-
mon D.J., Pegram M.D.: Association between HER-2/neu and vascular
endothelial growth factor expression predicts clinical outcome in primary
breast cancer patients. Clin.Cancer Res., 2004, 10, 1706-1716.

Pegram M.D., Reese D.M.: Combined biological therapy of breast cancer
using monoclonal antibodies directed against HER2/neu protein and vas-
cular endothelial growth factor. Seminars in Oncol. 2002, 29, 29-37.

19 4/2006

47.

48.

49.

50.

5

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

6

—

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Werther K., Christensen H., Nielsen H., and Danish RANXO05 Colorectal
Cancer Study Group: Prognostic impact of matched preoperative plasma
and serum VEGF in patients with colorectal cancer. Br.J.Cancer 2002, 86,
417-432.

Celen O., Kahraman I., Yildirim E., Berberoglu U.: Correlation of vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) and CEA with clinicopathological
variables in colorectal cancer patients. Neoplasma 2004. 51, 293- 299.
DeVita F., Orditura M., Lieto E., Infusino S., Morgillo F., Martinelli E.,
Castellano P., Romano C., Ciardiello F., Catalano G., Pignatelli P., Gali-
zia G.: Elevated perioperative serum vascular endothelial growth factor
levels in patients with colon carcinoma. Cancer, 2004, 100, 270-278.
Granato A.M.,Nanni O., Falcini F., Folli S., Mosconi G., DePaola F., Med-
ri L., Amadori D., Volpi A.: Basic fibroblast growth factor and vascular
endothelial growth factor serum levels in breast cancer patients and healt-
hy women: useful as diagnostic tools? Breast Cancer, 2004, 6, R38-R45

. Labropouslos S.V., Fountzilas G., Papadopoulos S., Karina M., Xylouri

M., Doudoulakakis A., Chalkidou S., Razis E.D.: Study of serum EGFR,
HER-2/neu, VEGF in metastatic breast cancer treated with taxanes.
J.Clin.Oncol., 2004, 22, 757-762.

Hagesawa Y., Takanashi S., Okudera K., Kumagi M., Hayashi A., Mori-
moto T., Okumura K.: Vascular endothelial growth factor level as a pro-
gnostic determinant of small cell lung cancer in Japanese patients. Int. Med.
2005, 44, 26-34.

Matsuyama V., Hashiguchi T., Mizoguchi A., Iwami F., Kawabata M., Ari-
mura K., Osame M.: Serum level of vascular endothelial growth factor
dependent on the stage progression of lung cancer. Chest 2000, 118, 948-
951.

Shimanuki Y., Takahashi K., Cui R., Hori S., Takahashi F ., Miyamoto H.,
Fukurch Y.: Role of serum vascular endothelial growth factor in the pre-
diction of angiogenesis and prognosis for non-small cell lung cancer. Lung
2005, 183, 29-42.

Mitsuhashi A., Suzuka K., Yamazawa K., Matsui H., Katsuyoshi S., Seki-
yaS.: Serum vascular endothelial growth factor (VEGF) and VEGF-C levels
as tumor markers in patients with cervical carcinoma. Cancer 2005, 103,
724-730.

Ascierto P.A., Leonardi E., Ottaiano A., Napolitano M., Scala S., Castello
G.: Prognostic value of serum VEGF in melanoma patients: A pilot study.
Anticancer Res. 2004, 24, 4255-4258 .

Jacobsen J., Rasmuson T., Grankvist K., Ljunberg B: Vascular endotheli-
al growth factor as prognostic factor in renal cell carcinoma. J.Urol. 2000,
163, 347-347.

El-Houseini M.E., Abdel-Fatah-Abdel-Azim S., El-Desouiky G.I., Abdel-
Hady S., El-Hamad M.F., Kamel A.M.: Clinical significance of vascular
endothelial growth factor (VEGF) in sera of patients with pediatric malig-
nancies. J. Eg.Nat.Cancer Inst., 2004, 16, 57-61.

Smolej L., Andrys C., Maisnar V., Pour L., Maly J.: Plasma concentrations of
vascular endothelial growth factor and basic fibroblast growth factor in lymp-
hoproliferative disorders. Acta Medica (Hradec Krélové) 2005, 48, 57-58.
Smolej L., Andrys C., Z4k P., Belada D., Siroky O., Hrudkova M., Novo-
sad J., Krejsek J., Maly J.: Angiogenni cytokiny u chronické B-lymfocy-
tarni leukémie.: Souvislost s modernimi prognostickymi faktory. 2.konfe-
rence Spol.rad. onkol., biol .afyziky. Hradec Krdlové 3,-4,3,2006, 249-250.

. Schneider M., Tjwa M., Carmelief M.: A surrogate marker to monitor angi-

ogenesis at last. Cancer Cell 2005, 7, 3-4.

Chang Y. S., di Tomaso E., Mc Donald D. m., Jones R., Jain R. K. Munn
L.L.: Mosaic blood vessels in tumors: frequency of cancer cells in contact
with flowing blood. Proc.Natl. Acad. Sci. USA 2000, 97, 14608-14613.
Lyden D., Hattori K., Dias S., Costa C., Blaikie P., Butros L., Chatburn A.,
Heissig B., Marks W. Witte L., Wu Y., Hicklin D., Zhu Z., Hackett N.R.,
Crystal R. g., Moore M.A.,Hajjar K.A., Manova K., Benezra R., Rafii S.:
Impaired recruitment of bone-marrow-derived endothelial and hematopo-
ietic precursor cells blocks tumor angiogenesis and growth. Nat. Med. 2001,
7, 1194-1201.

Rafii S., Heissig B., Hattori K.: Efficient mobilization and recruitment of
marrowderived endothelial and hematopoietic stem cells by adenoviral vec-
tors expressing angiogenic factors. Gene Ther. 2002, 9, 631-641.
Beerepoot L.V., Mehra N., Vermaat J.S., Zonnenberg B.A., Gebbink M.F.,
Voest E.E.: Increased levels of viable circulating endothelial cells are an indi-
cator of progressive disease in cancer patients. Ann. Oncol. 2004, 15, 139-145.
Mancuso P., Burlini A., Pruneri G., Goldhirsch A., Martinelli G., Bertoli-
ni F.: Resting and activated endothelial cells are increased in the periphe-
ral blood of cancer patients. Blood 2001, 97, 3658-3661.

Mancuso P., Calleri A., Cassi C., Gobbi A., Capillo M., Pruneri G., Mar-
tinelli G., Bertolini F.: Circulating endothelial cells as a novel marker of
angiogenesis. Adv. Exp. Med. Biol. 2003, 552, 83-97.

Willett c¢. G., Boucher Y., Di Tomaso E., Duda D.G., Munn L.L., Tong
R.T., Chung D.C., Sahani D.V., Kalva S.P., Kozin S.V., Mino M., Cohen
K.S., Scadden D.T., Hartford A.C., Fischman A.J., Clark JJW.,Ryan D.P.,
Zhu A X., Blaszkowsky L.S., Chen H.X., Shellito P.C., Lauwers G.Y ., Jain
R.K.: Direct evidence that the VEGF.specific antibody bevacizumab has
antivascular effects in human rectal cancer. Nat. Med. 2004, 10, 145-147.
Rugo H. S., Dickler M. N., Moore D. H., Melisko M., Yeh B. M., Caravelli J.,
Brogi E., Hudis C., Park J. W.: Change in Circulating endothelial cells (CEC) and
tumor cells (CTC) in patients (pts) receiving bevacizumab and erlonitib for metas-
tatic breast cancer (MBC) predicts stable diseased at first evaluation. 2005 ASCO
Annual Meeting abstract No. 525. www.asco.org/ac/1,1003, 12-002629,00asp.

Doslo: 28. 2. 2006
Piijato: 10. 4. 2006





