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1. Uvod

Jednim ze z&kladnich stavebnich prifclplského organismu je existence cévniho
recisté, jehoz ukolem je ivod Zivin a kysliku do tkani a odvod zplodin metbdmu z
tk&ni. V téndt jakémkoliv organu (s vyjimkou avaskularnich tkgko jsou chrupavkai
rohovka) neni od hiky k nejblizSi kapilée tSi vzdalenost nezékolik um. Vaskularni
systém hraje ktiovou roli v udrzeni integrity a funkce organismu.

Neni tedy Zzadnym fgkvapenim, Ze existuje slozity a vyvazeny systégulcgici
nabidku a poptavku tkani po dostatém cévnim zasobeni. Takovy systéidici tvorbu
cév, byl jiz davno teoretickyipdpokladan. fedstava, Ze v mistech metabolickéipby
rostou nové cévy a umozni tak dodavku Zivin a kysjé velmi stara. Termin angiogeneze
pro tento dj pouzil uz anglicky chirurg a patolog John Hunteoce 178711).

Konkrétni a experimentain ovéiené molekular& biologické zaklady popisu
angiogeneze byly polozeny az¢atkem 70. let 20. stoleti zvl&Stliky asili skupiny Dr.
Judah Folkmana (2). Nasledoval dynamicky rozvojtaysnafist objemu poznatk o
novotvorle cév, vedouci az k séasnému stavu, kdy byla ke klinickému pouziti scemal
prvni  (generace) &va vzeSlA zvyzkumu angiogeneze (snimkyrevgaty

www.google.com).

John Hunter (1728 — 1793) Judah Folkman3193008)



1.1. Definice:

Terminem angiogeneze v modernim smyslu se rozuodeprfistu novych cév z
preexistujiciho cévnihieCiste.

Angiogeneze je komplexni proces s mnoha ounregulace od makroskopicke,
organo¥ - funkeni, pres histologickou (endotel) po molekularni (regoniamolekuly).
Jeho cilovym organem je endotel, kteregstavuje souhrn celé populace endotelovych
burgk vystylajicich povrch vSech cév v organismu. Eetigiedstavuje asi 1 kg vazici
organ, ktery ma krogn mechanické funkce i funkci metabolickou a sigregld. Za
normalnich podminek v dosigm organismu je &Sina bugk endotelu ve stavu Klidu
(quiescence).

Pfi pfevaze proangiogennich sighdbngiogenic switchv dané tkani dojde ke sledu
zmeén v do té doby neproliferujicim, pindiferencovaném a nepohyblivém tk&ém
endotelu, které vedou k jeho aktivaci. Aktivovamgetel ziska tyto vlastnosti, coz vede k
pu¢eni novych kapilar (sprouting), vytéeni lumen a pitoku krve a nakonec zasobovani
oblasti tkd® novou (neoangiogenni) kapilarou. Cely proces ckon zavislosti na
pietrvavani a kval& proangiogennich impuisbud’ maturaci nové cévy a zapojenim
nového cévnihoretisté do krevniho o&hu, nebo naopak v fipack nedostatné
signalizace regresi a zanikem cév. Tato plastimtaotvaené vaskulatury gini vhodnym
cilem pro terapeutickou manipulaci.

Fyziologicka angiogenezese da ve zkratce sumarizovat jako obnova, opredarana
tkani. Patologicka angiogenezéiguruje jako jak nedostatea, tak nadrna angiogeneze
v patofyziologii nejfizr¢jSich onemoceni.

Prvnim zkoumanym modelem angiogeneze byla nadoramgiogeneze a étSina
sowasnych informaci vychazi zdhto pokuf. Zasadnim zjighim byl fakt, Ze no¥
vznikly nador po dosaZeni mikroskopické velikostibjem asi 1-2 mf) nemize
pokraiovat v fistu ani metastazovat, pokud neziska schopnosbwitiangiogenezi. Tedy
zajistit napojeni na céviéciste “hostitelskeého” organismu. Tento krok v prograsnbru
byl nazvan ,angiogenic switch{angiogenni fepin&) a obecn predstavuje fechod od
klidového k angiogennimu fenotypu.

Poznatky ziskané zkoumanim nadorové angiogenezg figheseny do vyzkumu
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angiogeneze ip fyziologickych procesech a v patofyziologii neoéolvych nemoci. Za
fyziologickych podminek probiha angiogeneze v erab&nim vyvoji a v dosflosti pak
hlavre v téch tkanich, kde dochazi k epizodam rychléisiu (cyklus dlozni sliznice, st
vlasového foliklu, mikrokly ve $€w) a @i obnow integrity tkani pi poskozeni (hojeni
ran). V patologickych procesech je patologickdiaggneze zapojena v patofyziologii
nemoci spojenych s chronickym 2gm (psoriaza, makularni degenerace, diabetes
mellitus, revmatoidni artritida). Pro nenadorovémoei spojené s angiogenezi se v

literature ustalil termin angiogenesis dependent diseas€8).

1.2. Fyziologické procesy a angiogeneze

1.2.1. Embryonalni vyvoj

Vyzkum molekularnich mechanismnovotvorby cév vedl k potvrzeni zasadni
dulezitosti angiogeneze pro spravny vyvoj embrya. iVgZzmbrya je jiZasré ve vyvoji
zavisla na vlastnim cévnibecisti, a to cca 20. den od fertilizace. Cirkulacehub z&ina
cca 22-28. den vyvoje od fertilizace.

V pocatcich vyvinu ma hlavni roli vaskulogenezeznik cév de novo Z
mezenchymového zakladu vznikaji prekurzorové nkigu krevni a endotelové,
hemangioblasty. Ty se dale diferencuji a formujzarodeénych tkanich tzv,, krevni
ostravky”, shluky hemapoetickych bgék lemovanych endotelem. Tyto jsou propojeny
prvotnim primitivnim krevnimieCiStém, které se ozraje terminem primarni vaskularni
plexus (viz obrazek.1).

Jeho nasledné ro¥8vani, remodelace a piiétovani (pruning) (4), kterymi se novy
cévni systém ijfizpasobuje narokm rostoucich tkani, jiz probihd pomoci angiogeneze.
Regulace dchto djt se @astnitada angiogennich signalnich sysiénHlavnimi jsou
VEGF a delta/Notch (5).

10
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Obr. ¢.1. Vaskulogeneze a angiogeneze ve vyvoji embrya

V casné fazi vyvoje vaskularniho systému (vaskulogg¢nenikaji krevni ostvky de novo

z mesenchymového zakladu. Okolo osmého dne sa&vkystspojuji do primitivni
vaskulatury, ktera se nazyva primarni vaskularnéxps. Zhruba 10. den dochazi
k remodelaci plexu s#rem k definitivni cévni siti na zakkdmetabolickych,
hemodynamickych nargla pedprogramované signalizace. Nyni se uplfitangiogenni

mechanismy.

Dulezitost &chto regul@nich systémovych molekul pro spravny vyvoj embrydab
experimentald owtena v pokusech na mysich liniich s clemyfazenymi (knock-
outovanymj geny

V systéemu VEGF vede inaktivace uz jedné alely kimilugen pro VEGF-A k piIné
(100%) embryonalni letatitpokusnych mysich linii. Non-viabilni heterozygotemnotyp je
v savi biologii velmi vzacny a potvrzuje tak zasadnilekitost systému VEGF
v angiogenezi (6,7)

V systému delta/Notch heterozygotni delece genuppodein dll4 zgsobi parcialni

v 2

embryondlni letalitu v cca 60%cstnymi cévnimi defekty hlawnv arterialni¢astiieciste.
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Homozygotni nulovy fenotyp (dil4 -/-) ma jiz pradity 100% prenatalni letalitu s
akcentovanymi vyvojovymi defekty podobnynint u dll4 +/- (8).

V mySim modelu systétmu TGF beta/endoglin vedla agelebou alel endoglinu k
prenatalni letal v 10,5 den gestace a byla spojena s kardialnirfektle a Spatnou
vaskularizaci Zloutkového wtéu (9). Heterozygotni model byl viabilni, ale mysSi
vykazovaly znamky poruSené vaskulatury, teleangmkt a AV malformace, obraz
podobny hereditarni hemoragické teleangiektazii THiHeboli Rendu-Osler-Weberév
nemoci (ROW) (10).

Skute&ng, u nemocnych s ROW, byly nalezeny poruchy sigaakzcestou TGFbeta a u
jednoho podtypu HHT1 i samotna mutace v genu pdogin (11).

Endotel vyvijejiciho se embrya je v mnohém odlisaydosglého. Je prokazana jeho
VvétSi  plasticita, Sirokd aktivace a vyraznaieyaha proangiogenni signalizace.
Antiangiogenni cytokiny, které v dodp vaskulatée udrzuji stav angiogenniho klidu,
nemaji v embryogenezi prakticky zadny vliv, jak zi&y transgenni modely s knock-
outovanymi geny pro antiangiogenni cytokiny trospandin (TSP) a angiostatin (12,13).
Této vyrazné angiogenni potenci embryonalnich tlsnigicita jejich schopnost velmi
rychlého hojeni ran bez nasledné jizvy (14).

Zajimavé bylo zji&ni, Ze rkteré angiogenni signalizai systémy primamzapojené v
embryogenezi, se aktivuji i v dadém organismu b patologickych stavech zvySené
metabolické pdeby (a angiogeneze). Rekrutaci&hto v dosplosti dormantnich
angiogennich drah by mohlo mit terapeutické vyuziig. v l&bé ischemickych stav
(ICHS, ICHDKK). Proces je zndm pod ozeaim recruitment (15).

1.2.2 Fyziologicka angiogeneze v dosp  élosti

Za normalnich okolnosti je endoteit$iny tkani dosglého organismu v klidovém stavu
s dlouhym intervalem mezi¢tenim endotelové hiky v praméru asi 2-3 roky. Vyjimku
tvori tkare s rychlym obratem buwk (stevo, tkd endometria, ovarii) a vyjinteé stavy
jako je reparace poSkozeni. &hto gipadech je biologicka obnova endotelu rychlejsi. P
srovnani proliferaniho indexu endoteluiznych tkani mily angiogens klidné (quiescent)
organy jako pruhovany sval a plice, jatra, hodnotgzmezi 0,04% az 0,67 %, zatimco

angiogens aktivni tkart jako granul&ni tk& rany acorpus luteummeély hodnotu
12



proliferainiho indexu vyraz&ivyssi (6,7% resp. 36%) (16).

K dalSim poznatim o vyznamu fyziologické angiogenezefispél vyvoj
antiangiogennich léka zkoumani jejich vlivu na vaskulaturu zdravychagitovych tkani.
Inhibitory VEGF signalizace vedly ke Zzmam gevazri na fenestrovanych kapilarach, a
to jednak k redukci fenestraci a ré¥nk regresi &chto kapilar. Postizeny byly zejména
kapilary trachey, klik tenkého seva, endokrinnich orgéra tukoveé tka& Nejvyrazrjsi
byla redukce kapilarni istitné zlazy, kde hodnoty poklesly az o 68%. Reldtmalé az
Zzadné postizeni bylo popsano u kapilarni sibzku, retiny, kosterniho a stuhého svalu
(17).
bevacizumabu, prvniho schvaleného antiangiogengitw Ty zahrnuji zejména sklon ke
krvaceni (epistaxe, hemoptyza), zpomalené hojenangipady perforace GIT (18).

PresrEjSi znalost zapojeni angiogeneze do fyziologickgabces a jejiho vyznamu pro
funkci a integritu tkdni umozni vyvoj bezpegjSich antiangiogennichd& a terapeutické
strategie (16).

1.2.3. Zapojeni angiogeneze do fyziologickych proce  su

Hojeni ran a angiogeneze

Hojeni ran je fiklad maximalg aktivované fyziologické angiogeneze, ktera zdd pin
svou funkci reparace posSkozeni a obnovy tkani. ¢&m predstavuje model
neovaskularizace, ktery je nejrychleji indukovayednnejgistupréjsSi zkoumani. Rana jako
model angiogeneze fippél k oswtleni zejména metabolickych regulaci iniciace
angiogenniho ffepin&e za fyziologickych i patologickych podminek.

Angiogeneze hraje vyznamnou roli jak v primarnitak sekundarnim hojeni.
NejakcentovagjSi je ale pray v granul&ni tkani vznikajici pi hojeniper sekundamrato
je tvarena prakticky pouze novotienymi kapilarami a&idkym vazivem.

Hojeni ran sestava z¢kolika fazi. Jiz u té nejrasi, charakterizované uvalnim
pusobki charakteru istovych faktoi, Ize nalézt znaky génajici angiogenni odp&dli.
Zdrojem tchto pisobli v patateini fazi jsou parenchymové fiky a extracelularni matrix

mechanicky poruSené&ipsamotném porami. DalSi fazi charakterizujer@stup leukocyt
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do mista poSkozeni a rozvoj zém ZvySuji se koncentrace dalSich proangiogennich
faktori, nyni jiz jejich aktivni expresi a sekreci vilach rany. Nasleduje reparace a
piipadna tvorba jizvy.

Intenzita zadtu uruje, zda pevladne ukladani ECM-kolagenu (akutni &mebo
angiogeneze (mirny zén (19).

Patologicky probihajici hojeniiie vést k nad#né skarifikaci nebo nedostatemu
hojeni.

U bércovych yedi se jako jeden z moznych patofyziologickych méadeédostatné
angiogeneze jevi tzv. ,trap theory“.ifové a proangiogenni signaly jsou podle této
predstavy “néediny” mistnim edémem a nemaji pak dostatel koncentraci péebnou k
uplnému zhojeni. Terapeutické dodaachto cytokimi by teoreticky vedlo k dosazeni
dostaténé hladiny a k usgnému zhojeni rany (20, 21).

U chronickych, Spathse hojicich ran se proto jako mozny terapeutiakstyp testuje
uziti proangiogennich faktbr Ze vSech znamych molekul se jakéininé a bezpmé v
klinickém pouziti ukazaly dy kyslik a PDGF. U zwécich model vedlo topické uziti
angiogennich faktdraz k 50% zkraceni doby hojeni ran (22,23).

Jednim z hlavnich rozdil mezi fyziologickou a patologickou, napnadorovou
angiogenezi, ktery znovu ukazal model revaskuleeizgi hojeni ran, je fakt, Ze
fyziologickd angiogeneze se zastavuje po zhojeny r@ nadorova nikoliv. Nadorové
onemockni bylo nazvano ranou, ktera se nehoji ,Cancerwoand that doesn’t heal”
Duvodem jsou rozdily v regulacich angiogenniho procé®nkrétni poznatky oéthto
rozdilech, které by mohly mit potencidlnvelké vyuZziti v terapii, zatim bohuzel chybi.
Mechanismy jsou podrobji popsany nize v kapitole o angiogennich regulace

faktorech.

1.3. Patofyziologie nemoci a angiogeneze, patologic  ka

angiogeneze

1.3.1. Obecné principy

Patologick&d angiogeneze je stav perzistujici déoggné neovaskularni signalizace,

kterd neodpovida stavajici fyziologické tik&é poteke. Vzhledem k této metabolické
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potteb: miZze byt deregulovana angiogeneze n&ud nebo nedostatea. Jeji
patofyziologické projevy souvisi s fyziologickoulirgaskulatury v pisunu zivin a kysliku
do tkani a také s ulohouipmigraci leukocyt do tkani pi zargtu. Klinickym korelatem
tohoto metabolického nepanu jsou projevy dané nemoci jako jsaistra metastazovani
nadoru, tvorba granuiai tkare, perzistence chronického zém nebo poruchy trofiky a
cytokinové signalizace. Nadima i nedostatsa patologicka angiogeneze je jednim z
vyznamnych patofyziologickych mechani&m prispivajicim k rozvoji  ®kterych

onemocsi.

1.3.2. Nadmérné angiogeneze

Muze se uz v embryonalnim vyvoji projevit tvorbou i@h malformaci. V dosgosti
se patologicka angiogenni signalizace uplpt v tumorigenezi a u nemoci spojenych s

chronickym zéstem.

A, Nadorova angiogeneze

Byla to pra¢ nadorova angiogeneze, ktera se stala vychozimnbgate zkoumani
angiogeneze jako takové. Jednim z prvnich poanadktomto poli bylo zjigni tymu Dr.
Folkmanna, Ze nador o velikosti zhruba 1inse nemiZe dale z¥tSovat, pokud neni
aktivovana angiogeneze. Tato hypotéza byla popumaéikovana v roce 1971 (24). Kr@m
role v tumorigenezi zde bylo také popni@gpovzeno rkolik dalSich budoucich objév
klicovych pro angiogenezi. Byly to{kaz existence solubilnich proangiogennich molekul,
angiogennich inhibitdr, moZnost antiangiogenni terapie a z\dagtuziti monoklonalnich
protilatek pro blokovani angiogennich faki¢g4).
Klicovou roli novotvorby cév v patologii tumorpotvrdila prace Weidnera, ve které
prokazal pimy vztah mezi stugim angiogeneze v primarnim tumoru a horsi prognézou
onemockni (25). Tato prace definitivh prokdzala spojeni mezi angiogenezi a
metastazovanim (Olgr2).

Pavodni piikaz €chto princii u karcinomu prsu byl posléze razsi na celou Skalu
dalSich solidnich tumér(26) a ukazatele zvySené angiogeneze byly naledekgnce i u

hematologickych malignit, jako jsou mnafedny myelom a leukemie (27,28,29).
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Obr.¢.2. Tumorova angiogeneze a progrese nadoru
Angiogeneze zpro®idkuje kifové kroky v progresi nadoru. Zapnuti angiogenniho
prepina’e nastane fevahou proangiogenni a/nebo oslabenim antiangioigsignalizace.
Avaskularni nador tim fize pekonat limitujici objem 1mm3 a dale nadorovéikyu
ziskavaji schopnost metastazovat.
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B. Chronicky zanét (,angiogenesis dependent diseases")

Diabeticka retinopatie, starfecka makularni degenerace

Druhou velkou skupinou chorob s podilenieqrséné angiogeneze jsou nemoci
spojované s chronickym z&em (30).

Revmatoidni artritida a juvenilni revmatoidni artritida jsou kloubni nemaoci
charakterizované rpménou synovialni membrany v zé&hvé zménénou a bohat
vaskularizovanou granuai tk&i, tzv. pannus, kteraienista ges povrch chrupavky a
eroduje ji. Zastlivé mikroprostedi pannu prokazateinvykazuje proangiogenni fenotyp.
Zvysena vaskularizace, ktera je nutna k migradkdeyti a naopak fitomnost za&u je
obecrk proangiogenni stav. Byla prokdzana zvySena tvgmmangiogennich protein
fibroblasty pannu. Choroby jsou typickou ukazkowndavani zptné vazby zatt <
vaskularizace.

U systémové sklerodermignemoci charakterizovari@snou generalizovanou fuirk
a nasleda i strukturalni mikroangiopatii a naslednou prolifei a ukladani kolagenu
vedouci k fibroze ke a dalSich organ dysfunkce a aktivace endotelu, o kterédsv
zvySené hladiny angiogennich proteinmplikuje Glohu angiogeneze hlayv ¢asnych
fazich nemoci. Hypoxie z hypoperfuze na podkla@gto mikroangiopatie vede ke
kompenzani proangiogenni odpédi a mohla by pedstavovat zgnovazebnou pozitivni

smycku, zesilujici a udrzujici rozvoj nemoci (31).

1.3.3. Nedostate €éna angiogeneze

Vede ke snizenému zasobeni tkani, které &&enuz v embryonalnim vyvoji projevit
postizenim nestiitelnym s Zivotem nebo trvalou malformaci plodu.ddsglosti pak
vedou stavy nedostat®é angiogenni signalizace k nedostaée trofice tkani a poruse
hojeni ran. Dostatea angiogenni odp&d pozitivré koreluje s pezitim u pacierit s

ischemickou cévni mozkovouiipodou (32). Starnuti je obetrspojeno s postupnym
17



Ubytkem mikrovaskulatury, cozZ je daléigimou mnoha procésspojenych se starnutim.
Pati k nim zvySena fragilita koZnich cév, osteoporazeefropatie (33,34,35).

Hereditarni hemoragicka teleangiektasie HHT, Rendu-Osler-Weberova choroba) je
autosomalsa dominantni porucha s incidenci 1 : 10 000 chargdeana
teleangiektaziemi, arterioven6znimi malformacerpiigich, jatrech a ledvinach. Projevuje
se chronickym a akutnim krvacenirepazrié ve formeg epistaxe a krvaceni do GIT. U
lidi, trpicich touto chorobou, byl nalezeny poruclaygiogenni signalizace cestou
TGH3/endoglin a u jednoho podtypu HHT1 i samotna mutegenu pro endoglin (36).

Preeklampsie g charakterizovana hypertenzi a proteinurii u paelev 3. trimestru
gravidity. Nemoc miZe progredovat a mit potencidlfatalni nasledky pro matku i plod.

Je spojena s poruchou signalizace v systému TGEbeéizglin. ZvySené hladiny
solubilnich molekul (sCD105, sVEGFR1) sekvestrug golné ligandy, a tak interferuji s
proangiogenni signalizaci a produkci NO. Vedoukta&zvoji endotelové dysfunkce (37).
Zajimavé je, Ze zvysSujici se hladiny sCD1@8&dthazeji rozvoj klinickych symptairo 2-

3 mesice a tak se mohou uplatnit jadasny ukazatel rozvoje nemoci (38).

1.4. Terapeuticka modulace angiogeneze

Ovlivnéni angiogeneze,tauz ve smyslu pozitivningi negativnim, je lakavym cilem
terapie nejiznéjSich onemoceni.

Prvni dokumentovanou Gfmou l€ébou pomoci latky s antiangiogenninginkem
bylo uziti interferonu alfa u pacienta s plicnimmtengiomem Dr. Carlem Whitem r. 1989.
Jednalo se o off-label podani jako nouzaeSeni u progredujiciho a fesitelného
krvacivého stavu. V souladu s teorii doslo k reghemangiomu a vyrazné Upéastavu.
Pacient zije dodnes (39,40)

V sowasné dob jsou vyvijena nova li#va pisobici na angiogenni procesy. Jedna se o
tzv. exkluzivni inhibitory, kdy antiangiogennkiaek je jedina vlastnost danéhcilé.
Dale existuji izné klasickeé zfsoby I&€by, kdy byl zjiS€n i vliv na novotvorbu cév. Jsou
to tzv. inkluzivni inhibitory. Maji antiangiogenpiisobeni jako jeden z vice€iaku (41).

Jako wibec prvni byly zkoumany moZnosti inhibice angiogenas nadar a nadorova
angiogeneze fpdstavuje jeden z hlavnich civyzkumu i v sodasné dob. Konenym

cilem antiangiogenni terapie by byltepést tumor z§ pred angiogenniigpina a udrzet
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ho v neangiogennim, dormantnim stavu. Z malignihocgsu by se tak stal proces
chronicky a z akutni by I&ba udrZzovaci. Tohoto cile zatim u antiangiogenmhésii
nebylo dosazeno. Jedinym zastupcemesispho pouziti tohoto konceptu, i kdyz také s
mensSim usgchem nez séekalo, je imatinib - gleevec u CML (42).

Zeslabeni angiogenniho procesu dale vede k gchapu retinopatii a dkterych
nemoci spojenych s chronickym zégm.

Naopak posileni novotvorby cév by bylo pré&pé u nemoci se zhorSenym prokrvenim
organi, jako je nap. ischemicka choroba dolnich kagiin, diabeticka noha nebo
ischemick&a choroba srélei ICHS (43). Byly provedeny studie u pacierst diabetem a
ICHS.

1.4.1. Obecné principy terapeutické manipulace s an  giogenezi

Teoreticka vychodiska pro antivaskularnideé plati zejména pro vyzkum terapie
nadorovych chorob. NicménvétSina princifi hlavré pro antiangiogenni terapii se da
pienést i na patofyziologii nenadorovych chorob, Z&lapak nemoci spojenych s
chronickym zastem. Hlavnim principem je vyuziti odliSnosti tumeéo a normalni
vaskulatury, & uz je to pitomnost specifickych tumorovych endotelidlnich keai
(TEM) ¢i aktivované angiogeneze.

Existuji dva hlavni terapeutické&iptupy k ovlivieni nadorové vaskulatury.

Prvni, nazyvany ,vascular disrupting agents” jeozah na imém misobeni na veskeré
tumorové cévy ,staré" i ,nové". Tento koncept jdazzen na poznatku, Ze tumorové cévy
jsou odlisné od normalnich cév a lze nalézt ptospecifické markry (44). Pouzivané
substance jsodasto toxické, je nutné podavat mnozstvi blizichsximalni tolerované
davce (MTD) a vyZaduiji specifické zacileni na maykemoroveé cévy (45). Ve zkdcich
modelech jsou vyuzivany cytotoxické nebo trombogesubstance vazané na protilatku
specifickou pro tumorovy endotelovy antigen (44).

Druhy pistup, tzv. ,antiangiogenic agents* €A v potl@eni novotvéenych,
rostoucich cév (44). Pouzivané latky jsou jen méiih toxické (hluboko pod MTD) a
pusobi na regulkai molekuly angiogenni kaskady (VEGFNeni nutné pesné cileni na

antigeny tumorového endotelu, terapie je &@ma na cévy rostouci za fyziologickych
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podminek velmi vzaen Nevyhodou je Unik nadoru z blokady angiogenezpomalejSi
acinek (44).

Teoretické vyhody antiangiogenni terapie

Antiangiogenni terapie zasahuje jen v miste¢licitho se a rostouciho endotelu.
Odhaduje se, Ze v dagdpm lidském organismu je za normalnich podminekotaktivnich
asi 2% endotelovych bgk. Terapie zmiend na faktory asociované s proliferaci
endotelialnich bukk tak pgredstavuje vysoce specifickou modalitu s cilenyisgbenim.
Na druhou stranu prévnizkou prolifer&ni aktivitou lidské tumorové vaskulatury je
vyswtlovan neusgch rekterych pokusnych terapii, které vykazovaly slitm@gry ve
zvirecim modelu. Nelze se ani vyhnout interferencizgolpgickou angiogenezi.

U terapii mficich na endotelovou vystelku jako mistdnpeého kontaktu krve a tkén
odpadaji potize se Spatnou dostupnosiivdék cilové tkani. Zvlagt vhodnymi se tyto
terapie zdaji u postupzaloZzenych na podavaniie o velké molekulové hmotnosti, jako
jsou nap. monoklonalni protilatky (bevacizumab).

U nadorovych tkani se pod vlivem¢ly selektuji 1€bé odolné populace nadorovych
burgk a dochazi k rozvoji rezistence Kié. PrestoZze nadorova vaskulatura se v mnohém
liSi od vaskulatury normédlnich tkéni, vykazujasto chaoticky fenotyp. Samotné
endoteloveé biiky jsou diploidnimi beikami bez mutaci a prolifetaich abnormalit. Vznik
rezistence u nich tedy neni prapddobny (46).Urcita postupna refrakternost na
dlouhodobou antiangiogenni terapii vSak popséana. byl

Cévy vyZivujici nadory vykazuji chaoticky fenotyppez utitého vyhragni
k vendznimu nebo arterialnimu charakteru. Tyto cfoy navic funéné defektni, maji
nedostaténou bariérovou funkci, vedou k uniku tekutiny a slall plazmy, zvysuji
nitronadorovy tlak. Nadorové endotelovéiky se od normalnich endotelovych kkrisi
i vybavou povrchovych molekul. € heterogennostiaznych typi nadofi jsou si
molekuly a mechanismy zpréstkujicich angiogenezi velmi podobné. Tumorova
vaskulatura fedstavuje powrrné uniformni cil, spolény pro vSechny nadorové procesy.

Znic¢eni cévyei zabrarni jejimu ffistu vede k zasazeni velkehapoburek touto cévou
vyzivovanych, a nasobi vysledny efekthg. DalSi dilezity moment je, Ze neni nutné
kompletrg znicit cévu. Jen drobnd zma povrchovych vlastnosti vaskulaturyize vést
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k prokoagulanimu charakteru a trombo6ze Uplnducast&énou obstrukci fisunu Zivin,

devitalizaci (47).

Mechanismus ®&inku antiangiogenni I&by. Prakticka pozorovani

Vytvoreni prvnich angiogennich inhibitoumozZnilo zkoumat jejich skutay &inek na
morfologii a funkci tkani a jejich kapilarnich sit¥ pokusu na zvatech vedla inhibice
signalizace systemem VEGF/VEGFR podiedgpoklad k regresi tumorovych cév, dale
pak ke snizeni @tu fenestraci na cévach a k vymizeni cévnich plueraymizenicasti
pericyti. Celkow dochézi k snizeni vaskularity tumoru (pokles ,meascular density*
MVD az o 70%) (48 Jednotlivé cévy ztraceji fchodnost pedtim, nez z&ou
regredovat. Nasledrztrati integritu siny, nedochazi tedy k hemoragiim. Po regresi cévy
zbyvaji jako posledni v nadoru pruhy bazalni memyp@sahujici kolagen 1V (48).

Po ukorteni antiangiogenni terapie dochazi k rychlé obnaskularizace nadoru i s
obnovou piichodnosti a funkce cév. Pruhy bazalni membranyi hmavdpodobrié v
revaskularizaci zasadni roli padpé matrice (48). Nutnost trvalé blokady mohla it
nelinnost antiangiogenni monoterapii l@¢bé¢ nadofi. K udrZzeni tumoru v dormantnim
stavu by podlegchto poznati byla nutna kontinualni udrzovaci antiangiogenrdpe.

N¢které z @inka antiangiogenni terapie na vaskulaturu bylyiedpokladané. Jednim z
nich je normalizace tumorovych cév. Antiangiogehiokada, zvlast inhibice VEGF
systému, vede k morfologické a fumk Upra¥ tumorovych cév k fenotypu normalni
vaskulatury. Zmen3Suje se kapilarni propustnosteg&itumorovy interstitialni tlak. LepSi
cévni zasobeni vede ktéi dodavce kysliku (na které zavisi radiosenz#jva ostatnich
podavanych antitumorovych l&knegasgji cytostatik. Podle tohoto paradigmatu poprvé
navrzeného vroce 2001 Jainem, by antiangiogenmpite fedevsSim zajifvala

permisivitu k jinym terapeutickym modalitam (49)4x.3).
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Obr.¢.3. Koncept normalizace jako mechanismudigku antiangiogenni terapie

Normalni cévnireciSte se vyznéuje dynamickou rovnovahou mezi pro a antiangiogenni
signalizaci. V rostoucim nadoru je vlivem fadty cévniho zasobeni angiogenmépgna’

v poloze zapnuto {pvaha proangiogenni signalizace) a dochazi ke uzstituktural a
funkine abnormalni vaskulatury naddoru. Pajjaké dol# trvani antiangiogenni terapie
nastane vyrovnani proangiogenniepahy v signalizaci a cévnfeciSté nadoru se
normalizuje, dochazi ke snizeni intratumorovéhkutlamenseni propustnosti cévigngt
ZlepSuje se dodavka sekundarnih@ivé (cytostatik), kysliku (a na kysliku zavislé
radiosensitivity). V fipadé abnormdlni pevahy antiangiogenni signalizace nastava

regrese cevnihgeciste spojena se snizenou dodavkou krve.

1.4.2. Z laborato Fe do kliniky. Pou €eni z vyvoje antiangiogennich

le€iv

Jako i vjinych pipadech, fevod experimentalnich poznétido klinické praxe se
neobeSel bez probléma nedekavanych obtizi. &Sina antiangiogennich terapii deb
fungujicich v mySim modelu uz nevykazovala takowdinnost uclovéka. Z klinickych
studii vyplyva, Ze samostatné pouziti angiogenmithibitora v terapii nadak u lidi je
neltinné a v kombinaci s chemoterapii vede “ pouzetddfpuzeni sedni doby peZiti i
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prodlouzeni doby bez symptdammemoci (symptom ,free survival®). Tyto vysledkyojs
velmi vzdaleny teoretickémurgvedeni tumoru do dormantniho stavu.

| tyto dilci neusgchy vedly alespio k formulovani moznych probléinv naSi pedsta¥
0 angiogenezi a k polozeni otazek ohkekonkrétnich terapeutickych postup

Stale je&t neni dostatek poznatko fyziologické angiogenezi, které by nam pomohly
odhadnout &inek terapie. Jako jeden z moZnyalvddi neusgchu antiangiogenni ¢y
je udavano daleko mensi procentdiadho se endotelu v lidském organismu na rozdil od
pokusnych hlodavc Na druhou stranu vedlejséidky antiangiogennichijfpravki, jako
jsou hypertenze, krvaceni, perforace GIT, ukazajinterferencidchto latek s firozenou
angiogenni homeostazou ve tkanich. Ukolem pro vyaafiangiogenniho léku dalsi
generace je spojit maximalnéidek s minimalni toxicitou.

Prad vedly protinadorové antiangiogenni terapie pouzerdckilouZzeni sedni doby
pieziti a nikoliv k Uplné devitalizaci? MoZnym mecksanem je tzv. Unik, evasion. Na
zvitecim modelu byla prokadzana ztratatinku v pribéhu terapie blokatorem
VEGF/VEGFR angiogenni signalizace. V tomtdipp se pedpoklada nahradni
signalizace mediatorem FGF (50)¢Které prace finesly dikazy o kompenzaci &by
zvySenou expresi VEGF. Tyto Uniky z blokddy angimpe byly nazvany terminem
~evasion“ (51).

Je znama pleiotropnost a inforéna redundance cytokinovych siti, kter4 vede
k ptekryvu ffiznych signalnich cest. Zatim jétSina terapii zaloZzena na blokR&dinkce jen
jedné molekuly. Je mozné, zZe bude k lepShnbsti poteba blokadda vice Kidvych
signélnich cest. Tyto vlastnosti maji namhibitory proteinovych tyrosinovych kinaz,
skupina antiangiogennich &k sowasnosti intenzivédzkoumana.

Jiz diive byl zmirgn neobvykly fenotyp nay tvorenych nadorovych cév, které svou
stavbou neodpovidaji klasickeé struldujsoucasto strukturalk defektni, s nepravidelnym
praimérem a zvySeh propustné. Nejenze vykazuji vlastnostizmych cévnich druh
najednou, ale dokonce byl prokdzan fenomén tzvkulamich mimikry, kdy biky
endotelu vykazuji expresiekterych povrchovych molekul bgk tumoru, ktery zasobuiji.
Tyto poruchy normalni morfogeneze mohou byt takgos&ldné za nestandardni odgdv
na |&bu v porovnani s modelem.

Za @icinu tohoto neusp@daného fenotypu tumorovych cév je pokladana nencima

v angiogennich faktorech, zejménayaha VEGF. Blokada VEGF pak vede k normalizaci
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cévnihotetidte s vySe zmiovanymi vyhodami pro konkomitantnicléu. Ukinnost jen
dualni I&by (antiangiogenni spolu s chemoterapii) v klinmkystudiich ukazuje na
normalizaci cévni ghy jako hlavni mechanismusiaku (52). CilezZité je, Ze normalizace
nastane jen v ditém vhodném ok&hidanéntasem a kumulativni davkou antiangiogenniho
léku. Ri nésledné regresi cév jiz pozitivni pdadpy (inek normalizace mizi. Najit toto
okno pro dany inhibitor je pro¢innou terapii zasadni (53).

Pro angiogenni inhibitory je charakteristick@vka davka — tinek ve tvaru U (54), tzn.
nejlepsi dinek ma antiangiogenni terapié ptredni davce léku,ipnizsi a vyssi davce se
acinnost sniZzuje. Koncept normalizace pak gedtiZzuje terapeutické ro&p, kdy je 1ék
acinny. Je mozné, Ze maly Usih u rekterych prepardt byl zpisoben pra¥ negesnym
odhadem davkovani. K dobrému odhadu by bylo nutrié moZnost sledovat a
kvantifikovat angiogenezu a jeji utlumemi vivo. Angiogenniin vivo ukazatele nejsou
zatim dostat@né presné. Ukazatéin angiogenze seimuje dalSi kapitola prace.

Obecré se da shrnout, Ze podle saaného poznani nejlépe reaguji na antiangiogenni
terapii primarni, malé nadory a debvaskularizované metastazy (55). Vhgdn nez
monoterapie je kombinace antiangiogenniho IékuksUlafungujici na jiném principu,
chemoterapeutikem (56,57). Otazky davkovani, dptkavani a ptiu jednotlivych cykh
nejsou zatim spolehidaoreseny (Obt.4).

toxicita pro normalni tkané

nadmérny ucinek

bez efektu

Obr.é.4.
Optimalizace davkovani antiangiogenni terapie

Pri uziti antiangiogenniho téva i ve forné konkomitantni terapie zavisi jeho efekt na
spravném davkovani, tzn. velikosti davky a jejiriasavani, které souvisi s optimalni

normalizaci cévniheeciste.

24



1.4.3. Molekulové ter €e a Sipy lé €by

Obecné strategie terapeutického ouivihangiogeneze zahrnuji celou Skalu od topické
¢i injekéni aplikace angiogennich protéjn monoklonalnich protilatek, molekul
s konjugovanym toxinem, genovou terapii predhictvim virovych vektar, plasmidi az
po terapii pomoci kmenovyach prekurzorovych bugk.

Pokusné terapeutické modely zahrnujiffkdpd cileni na adhezni molekuly cév, terapii
xenogennimi endotelovymi kkami s rozvojem zKzené imunitni reakce k omezeni
novotvorby cév a vyuZiti endotelovych progenitorcvypurék naopak k jeji podpe.

Jiz schvélena antiangiogenni terapeutikKeeme obechdélit podle jejich molekularé
biologického éinku na ti skupiny:

* Monoklonalni protilatky proti angiogennim molekuldmabo jejich receptém

* Inhibitory tyrosin-kinaz, které slouzi jako receptaustovych i proangiogennich

faktori

* Inhibitory mTOR-serin-threoninové kindzy, nitrolldné signalni molekuly

regulujici angiogenezi, baény cyklus a dleni burgk.

1.4.4. Priklady Klinicky uzivanych vylu  €né anti- a pro-angiogennich

o

[éku

Bevacizumab

Prvnim lékem schvalenym FDA (2004) s antiangiogenafinkem byl bevacizumab,
monoklonalni protilatka @end k terapii kolorektalniho karcinomu. Podavanicaeré
s chemoterapii vedlo jednozmé k prodlouzeni $edni doby peZiti (58).

Bevacizumab je sa@asreé testovan v dalSich probihajicich klinickych staldiu jinych
typtt nadofi. V roce 2006 bylo prokazano vyznamné prodlouZzéieidai doby Zivota u
pacieni s nemalobutnym plicnim karcinomem &&nych kombinaci chemoterapeutik a
bevacizumabu (59). Roku 2008 je bevacizumab schvilEbé u Zen s recidivolti

metastazami karcinomu prsu (60).
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Regranex

Ve srovnani s vyzkumem moznosti blokovani angiogerje zkoumani terapeutické
podpory tvorby cév na vysledky skaygi.

Podpora angiogeneze slibuje terapeutickings u proces hojeni ran. Zvlast u
chronickych wedi vterénu zatizeném é&mkou predisponujici chorobou, jako je
ischemick& choroba dolnich k&etin nebo diabetes. Neni tedy divu, Ze prvnim FDA
schvélenym proangiogennim lékem (1997) byl regraméany pra¥ k terapii bércovych
viedi u diabetu (61).

Zatim pouze ve fazi laboratorniho testovani, niciné&e slibnymi pedkEZznymi
vysledky, jsou aplikace angiogennich fakiter ICHS ¢i uziti myokardiocyt s vloZzenymi
angiogennimi geny u modelu infarktu myokardu.

Ve fazi vyzkumu je butna terapie s vyuzitim endotelovych progenitoroviganek, u
kterych byla prokazana podpora angiogennich ptoeéschemickych tkanich, rozévani
kolateral a zlepSeni hojeni ischemickydhbadi.

1.4.5. Antiangiogenni U €inky klasickych 1é €iv, inkluzivni Iéky

Prvni dokumentovanou U&mnou Iébou pomoci latky s antiangiogennirtinkem bylo
uziti interferonu alfa u pacienta s plicnim hemanggm Dr. Carlem Whitem r. 1989
(62,63).

Z dalSich znamych terapeutik byl prokazan vliv mgiagenezu u thalidomidu (64).
Podéavani thalidomidu jako sedativa a antiemet#keothym v 50. a 60. letech vedlo u
jejich dti k vyvojovym deformitdm na kawetinach (chybjici prsty az fokomelie) a lék
byl vzagti stazen z prodeje.fiPzkoumani mechanisinjeho teratogennihougobeni byl
prokazan vyrazny protizétlivy, imunomodul&ni a antiangiogennicinek (65). Pro své
antiangiogenni &inky, které jsou prawpodobnou patofyziologickou figinou
nezadoucich vyvojovych malformaci kerin u lidskych plod, je nyni testovany v terapii
mnoha@etného myelomu a lepry. Byla vyttema thalidomidova analoga s posilenym
Gcinkem (66).

Antiangiogenni ginek maji rkteré kortikosteroidy. Déle byl antiangiogenniinek

prokézan nap u kalcitriolu, dehtu a retinoiduzivanych v 18b¢ psoridzy. Carbazol, jedna
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ze slozek medicinského dehtu, uZivaného v terapiiri@izy misobi antiangiogerin i
protizarétlive (67).

Antiangiogenni tinek klasickych Iéiv muze byt vyvolan i jen odliSnym reZimem
davkovani. Jedna se o tzv. metronomickou aplikbhenmwterapeutik, kdy jsou v kratSich
intervalech podavany mensi davky nez podle klabickéchématu odvozeného od
maximalni tolerované davky (68,69,70).

1.5. Ukazatele angiogeneze

Kvantifikace miry angiogenez@ vivo u pacienta by ffispéla k presrgjSimu odhadu
antiangiogenniho dinku novych Ié€iv a jejich davkovani fevazr pii vyvoji
protinadorovych terapii. Senzitivni a specifickiamatel by umoznil monitorovat odpai
na I&bu u jednotlivych pacienta dal by |ekéi moZnost rychle z&nit |écebnou strategii.

Spolehliv a s ¥tSi presnosti niit intenzitu angiogenezé jeji regresi v podminkach
Zivého lidského organismu zatim jge$teni mozné. V fibéhu vice nez 30-tileté historie
zkoumani novotvorby cév ale vznikla cé#la metod slouzicich ke zkoumani jednotlivych

aspekit angiogeneze.

1.5.1. , Invitro* modely

Zkoumani angiogeneze si brzy po svémétleu vynutilo hledani vhodnéhan, vitro*
modelu. Prvni pokusy o kvantifikaci angiogenezeanaly na fakt, Ze neexistovala
technika gstovani endotelovych bgk ,in vitro“ . Podle gkterych tehdejSich nazbbyla
dokonce kultivace endotelu nemozna. Vhodné podmiplgy rist a pasadzovani byly
definovany v roce 1973 nezavisle na&s@mbronem a Jaffem. Zasadnintijpmem bylo
zjisténi, ze k definovani astovych faktoh pro endotel je péeba hodnotit vliv
kandidatnich molekul na proliferactql dosazenim konfluence. Poté endotelovkypiiz
na nic nereaguji. Na rozdil od do té doby uzivarijlotoblasfi, kde se &inek ristovych
faktori hodnoti praw az po dosazeni monolayeru (71).

Jiz bylofe¢eno, Ze vSechny endotelovénky nejsou stejné. Endotel velkychiestnich

cev a kapilar i jednotlivych tkani se ve svych ttastech a molekularnich znacich véce

27



mére iSi (72). Pro zkoumani angiogeneze je nejviigEim modelem endotel kapilar. Na
takto nizké Urovni totiz abiogeneze probiha.

Jako prvni byly ale ustavemy vitro techniky pro kultivaci endotelovych béknvelkych
cév (aorta, karotida, pupe Zily). Rikladem niize byt HUVEC, biikky endotelu pup@i
Zily. AZ v roce 1979 byl dlouhodsipasazovan kapilarni endotel nadledvinek. Véasné
doke existuji metody pran vitro kultivaci mikrocirkulace prakticky vSech organK
negastji pouzivanym mikrovaskularnim endotelovym liniinatfp HUDMEC, endotel
kapilar dermis.

DalSi prace tymu Dr.Folkamnna (1980) ukazala moZreggodukovat imo samotnou
angiogenezin vitro (73). Diky této technice bylo dal mozno odhalgtadovat jednotlivé
komponenty a faze angiogeneze, jako jsou aktivaoaiferace endotelu, chemotaxe a
schopnost tviot trubice 3D struktury (trubice). Tytétyti zakladni kroky jsou nutné k
formovani cév.

K in vitro zkoumani angiogeneze byly vyuzity i metodyzidgaych kultur. Byl sledovan
rast cév narezu krysi aorty (74). Proétsi podobnost kapilarnimu endotelu byla technika

upravena préezy aorty kikecich embryi (75).

1.5.2. Zvireci , in vivo “ modely

Molekuly ovlivawujici proliferaci, migraci¢i diferenciaci endotelovych bgk in vitro
jes€ nemusi stejnym Zsobem fungovain vivo. Proto bylo vytveéeno rekolik modeli
vyuZivajicich laboratorni pokusna fata. Jde o podkozni implantace syntetickych
polymerovych matrix (Matrigel) (76) obsahujicichiiky nebo angiogenni faktor nebo
implantace podobnych deldo chorioallantoické membrany vejce (77), kiidliohovky
(78), metoda kozniho okénka (79) pro hodnoceni kadgiogeneze aj. (80).

Diky zvifecim modalm byly rozvinuty i metody kvantifikace angiogeneZiey se
vétSinou skladaji ze dvou krék Prvnim je identifikace (ozgani) cév a druhym jejich
spaiitani a vyhodnoceni. Ozt cévy v daném preparatu (biopsii, matrigelo§ié
polymerové kapsli, rohovce atd.) Ize nespecifichkgnjoglobin, lektiny s fluorochromem,
protilatka proti PECAM-1 (CD31) a porovnanim s naim vaskularizaci nebo specificky
novotvaené cévy pomoci protildtek proti endoglinu nebo egntim (aV3).
Vyhodnoceni se provadi klasicky pomoci mikroskopup@itani zngenych cév v
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jednotlivych polich nebo pomoci technik analyzy agur a matematického modelovani
(81).

Moderni metody umatuji zkoumani in vivo funkce jednotlivych gérkddujicich
angiogenni molekuly. &e se tak pomoci wazeni genu z funkce (knock-outovani, null
fenotype), zvySeni exprese genu, a td’ bucelém organismu nebo i vdité tkani pomoci
specifického promotoru. Formovani vaskulatury v gragenezi i nasledna jeji funkce je u
vSech obratlovt (tedy i uclovéka) podobna. Jako modelové organismy slouZzi laborat
kmeny mysi i dalSi obratlovci, jako Zaby rodanopus, Rana rybyDani rerio (zel¥icka)
(82). zvlas¢ vyhodny pro studium embryonalni angiogeneze iro & fakt, Ze embrya
zelricek jsou pithledna. K jedt lepSimu ogejmeni vyvoje vaskulatury u zéigky byl
vytvoien i geneticky upraveny model s fluorescentnimiacdév (cilena exprese GFP
barviva meduzy) (83). DalSitiglady konkrétnich transgennich maoieingiogeneze jsou
uvedeny jinde v textu.

In vivo metody se uZivajitpdevsim v zakladnim vyzkumu, kde slouZi htakrowiovani
angiogennich vlastnosti zkoumanych molekul. Probldmstale #stava hodnoceni

angiogeneze p@podpovdi na angiogenni terapiidioveéka.

1.5.3. Hodnoceni angiogeneze u ¢lov éka

Invazivni metody vyZadujici opakované biopsie dantkané

Klasicka je imunochemickd metoda zobrazeni angiegena jeji kvantifikace ip
barveni tk&ovych fezi specifickymi zna&enymi protilatkami proti membranovym CD
znakim typickym pro endotelové liley (viz vySe). Tato metoda byla zaloZzena na hledani
tzv. hot spots - tedy mist s abnormaivySenym pdétem cév a jejich naslednyndiganim
pod WtSim zwtSenim mikroskopu. Hodnoti se jako tzv. MVD (,meascular density” -
praimérnd vaskularita) daného vzorku.

Nové modifikace této metody vyuZivaji protilatekoprspecifttejSim znakm (SMC
buiky u zralych cév), dovolujicim napodliSit staré, zralé a néwzformované, nezralé

cévy(integriny, endoglin (1,2).

Neinvazivni metodyin vivo u ¢lovéka

Jak byloteceno, postupy kvantifikace angiogeneze yivo“ u ¢lovéka, tolik potebné
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ke zji¥ovani odpowdi na l&bu, zatim stale neexistuji. Jsaii lilavni skupiny metod:
stanovovani hladin angiogennich molekul (ELISA, imhblot, multiplexové metody, PCR,
ISH), dale poet mobilizovanych cirkulujicich endotelovych k#nc¢i endotelovych
prekurzofi a jejich subpopulaci (ptokova cytometrie) a zobrazovaci metody (CT, MR,
PET). SpiSe nez jeden samostatny ukazatel nebodmdiade ke zhodnoceni miry
angiogeneze pitgba sestavit panel paranietrktery poskytne charakteristicky vzor
angiogeneze.

K detekci angiogennich molekul v plaznd nebo v séruse uzivaji imunochemickée
metody typu ELISA nebo multiplexové analyzy umojici stanovit sotasré vétsi paet
ukazatel. Nejastji je stanovovan VEGF. Je to zasadni signalni mdéek angiogenni
kaskad. Zvysené plazmatické hladiny VEGF byly nalezengkterych nadal a jsou
ukazatelem nefenivé klinické prognézy nemoci (84,85,86). Poddlun chronického
zaretu u JRA byla nalezena korelace mezi hladinou sftoWEGF a aktivitou nemaoci
(87).

Jako o modelovém antiangiogennim faktoru se uvadgelubilni forn¢ membranové
molekuly endotelialni vystelky, endoglinu (CD10%gato molekula funguje jako receptor
pro TGH, vyznamny proangiogenni cytokin. Jeji solubilnfizata by v tomto modelu
vazala TGB, ovSem bez ifgnosu nasledného proangiogenniho signélu. Byly §adky
jeho zvySené hladiny u pacientek s preeklampsiioadbkonce 2-3 w&sice ped
propuknutim klinickych fiznaka. V pripad jiz klinicky patrné preeklampsie byla
nalezena pozitivni korelace mezi hladinami soluhibnendoglinu a tiZi stavu (88).

Byla nalezena korelace mezi nizkymi hladinami sithilio endoglinu a rizikem
infarktu myokardu (IM) a dale pak vztah k vysSi tabté pii IM.

K dalsim antiangiogennim ukazdiel pati solubilni VEGFR1, receptor pro VEGF
s podobnym mechanismeniiriku.

Pfi hodnoceni sérovych hladin angiogennich faktier nutno péitat se systémovymi
chybami, danymi velkou sloZitosti afil® povrchnim  pochopenim probihajicich
mechanism. Zdroje €chto chyb jsou &kolikeré, jak bylo demonstrovano naikjadu
hladin VEGF. Svou roli zde hraje zdroj VEGF, probléladina vs. produkce, varianta a
typ VEGF, vazba na sloZky plazmy, interpretace. & stericka konformace komplexu
VEGF a VEGFR umatuje i vyvoji solubilnino VEGF receptoru pro terapeutcicely

spolehliv stanovit produkci a nikoliv jen momentalni hladiMEGF. Ukazalo se, ze
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nenadorova produkce je vysSi nez se obguwedpokladalo. To 2fuje kvantitifikaci,
stanovovani cut-off limit patologické angiogeneze (rfadiferencovani mezi respondéry a
non respondéry terapie) a v terapii vedeirkhpdnoceni otazekcinnosti, optimalniho
davkovani terapeutik. Navic, jelikoZ je principaéivantifikace zaloZzen na signaliza
kaskadé ligand-receptor, kterou je ré¥nangiogeneze v organisniizena, zda se byt
takto stanovena bioavailabilita VEGFRfteprejSim zhodnocenim funkce VEGF
v organismu (89)Existuji 4 zakladni varianty VEGF: VEGF-A, VEGF-BEGF-C a
VEGF-D, z nichz kazda ma trochu odliSné vlastnastingiogenni ysobeni. Kl¢ova je
varianta VEGF-A, ale i u ni existuji 4 varianty dliénou délkouietzce a tznymi
vlastnostmi. Varianta dlouha 120 aminokyselin neafnda pro vyvoj embrya, zatimco
varianty o délce 165 a 188 ano. Vazby faktoru ndksi plazmy, pipadré na ECM se ze
znamych molekul &astni FGF pochazejici z destk.

Pomoci piitokové cytometrie Ize v periferni krvi stanoybpulace cirkulujicich
endotelovych burék (CEC) (90 a mér diferencovanychendotelovych prekurzorovych
bunék (EPC). Jejich fvod je nejasny. Endotelové itky se pravdpodobré uvoliuji do
ob¢hu z mista angiogenni aktivity. Naopak u prekurzged burgk se gedpoklada pesun
Z kostni derg do mista novotvorby cév, kde zasaqhispivaji do procesu vaskulogeneze
v dosglosti (91). ZvySené pay téchto burénych populaci byly nalezeny u nemoci
spojenych s angiogenezi, u lymfomu a karcinomu.pBsucasre byl zjistn pokles CEC
po chemoterapii lymfomu a karcinomu prsu (92).

ZvySené hladiny EPC negatinkoreluji s incidenci kardiovaskularnichtifppd na
podklad koronarniho syndromu (93) a dale byla prokazajiehjeole u mnoha dalSich
nemoci, jako DM, IM, aterosklerozy (94,95,96). NgSim modelu byl prokazartigpsvek
EPC k vaskularizaci aistu nadot (97).

Pouziti hladin CEC a EPC ke kvantifikaci angiogenge prozatim zatiZzeno mnoha
nejasnostmi. Existuji diskrepance mezi jednotlivioracemi dané nejednotnou metodikou
i rozdilnou interpretaci zji&hych dat.

ve stanoveni SirSich pafieCD znaki, upresréni vyznamu subpopulaci CEC (viabilni,
apoptotickd frakce) a ostleni mechanismu zapojeni cirkulujicich endotetdvipurek v

patologickeé i fyziologické angiogenezi (98).
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Bylo vypracovano &kolik postupi vyuZivajicich principyzobrazovacich metodjako
Uz, CT, PET a MRI. Pomocéthto metod Ize &fit rizné fyzikalre - chemické viastnosti
urciteho okrsku tkaé (nadoru) jako je cévni firok nebo permeabilita (99). Pomoé&thto
metod byl prokadzan pokles ggoku tumorem fi terapii endostatinem (100). Zmy
permeability tumorovych cév v fiéhu terapie blokdtorem proteinovych tyrosinovych
kinaz korelovaly se zastavenim progrese u nemocsahorektalnim karcinomem (101).

K co nejgesrgjSimu hodnoceni angiogenerevivo bude nutno sestavit panel vy&esti
jako kombinaci vSech vySe zndimych metod. Tento panel stanovit individuélpro
kazdého pacienta charakteristicky vzor angiogeneze zhodnotit odpayd na
antiangiogenni kbu.

V praci Willeta (100), kde byla zfidvana odpodd pacienta s kolorektalnim
karcinomem na podavani bevacizumabu. Po 12 dnelchijibign dle funkni CT pokles
pritoku cévami, histologicky byl nalezen zvySeny@opericyti lemujicich cévy jako
ukazatel stabilizace cév a pomoci CFM sniZeni inabubpopulace CEC v periferni krvi.
To vSe ve vysledku ukazuje na odpdvna terapii, i kdyZz klasické parametry jako

zmensSeni tumoru, j@Shestihly zareagovat.

1.6. Molekularni mechanismy angiogeneze

Prvni poznatky o konkrétnich molekularnich mechameish regulace angiogeneze jsou
znamy jiz z druhé poloviny 70. let 20. stoleti A#azasluhou tymu Dr. Folkmanna.
Mechanismus angiogeneze je slozitou souhrou meméchymi elementy (endotelové
buiky, prekurzory endotelovych bgk (EPC), prekurzory butk hladkého svalu,
leukocyty) a solubilnimi fisobky (cytokiny, chemokiny aistové faktory).

Na paatku procesu jeiepnuti angiogernklidného endotelu do aktivovaného stavu.
Aktivace je zprosedkovana a udrZzovana lokalrfegahou proangiogennich signatimé&ch
molekul nad antiangiogenniniNasleduje vicestujpvy proces, ktery je ozgiavan jako
angiogenni kaskada. Ta kdmaturaci zralé cévy a stabilizaci nového kapilérbeciste.
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1.6.1. Angiogenni p Fepinaé

Prechod od klidu k nastartovani angiogeneze #ysje koncept tzv. angiogenniho
piepin&e. Repnuti tohoto fepind&e tedy obech predstavuje fechod této angiogedn
klidné (quiescent) tkank proangiogennimu fenotypu. K jehéepnuti do aktivniho stavu
je zapotebi vhodny stimul: fyzikalni (UV, smykovéeni, patok) (102,103), chemicko-
metabolicky (hypoxie, laktat) (104,105) nebo biobtdy (mutace, z&kH).

Spole&nym jmenovatelem iniciaich stimuli je stav metabolické pieby dané hypoxii
a produkci laktatu (106). Hypoxie je silnym stimrmalepro iniciaci angiogeneze. Na
bung¢né arovni je zprogedkovana expresi transkémiho faktoru HIF (107). Jeho aktivace
vede k expresiiznych geid, nag. genu pro VEGF (108).

Sama o sabvsSak hypoxie k angiogenezi nestazvlast v pozdjSich fazich tvorby cév
je poteba dostatma dodavka kysliku, jinak se jejichst zastavuje. Toipdstavuje zjevny
paradox. Vysutleni se skryva v metabolismu laktatu. Laktat gjen meziprodukt
energetického metabolismu, ale ma Ea&liou signalizani funkci. Sdm o sabje schopen

iniciovat angiogenezi stabilizaci HIF (O&Bb).
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Obr.¢.5. Signalizani funkce laktatu v angiogenezi
Laktat hraje zasadni roli v metabolické signalizatigiogeneze. Sam je produkovan za

nejrizrejSich okolnosti, ke kterym gahamaha (cvieni), nadorovy metabolismus, zvySeny
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metabolismus leukoaytéhem zastu, hyperglykemie u diabetu aj. Spaigm znakem je
hypoxie a s ni spojena aktivace transknifno faktoru HIF vedouci k transkripciiznych

geni (nap-. pro VEGF).

Podle ¥chto poznatik zahajeni angiogeneze spoudtisovy a prostorovy gradient
kysliku a laktatu. Jednoduchy modelizeme vytvdit takto. V prvni fazi (v mist
ischemie) vznikad hypoxie. By v daném okrsku tk&nse aktivuji, coz je vyja@no
expresi transkrimiho faktoru HIF. Sotasré prechazeji na anaerobni metabolismus
vedouci k produkci laktatu. Druha faze (oblast rkrajich ischemie) je spufta
angiogenni kaskada. Cévy jsou permeabilni a akiinpvendotel pupén pronista k
ischemii. ZvySuje se hladina,(ale laktat #stava stale zvyseny. To jsou idedlni podminky
k rastu a maturaci cév. i€ti faze (oblast postupujici dovhiischemie) je spojena s
poklesem laktatu a dodavka {@ diky no¥ tvorenym, stabilnim cévam zajita.

Tento model souhlasi s poznatky ziskanymi v hojami. Zde byla nalezena zo6na
progredujici k ischemickému centru. Ta se postypibliZuje ischemické oblasti, az se
postizena oblast zcela zhoji, reintegruje. Za fygiwkych podminek je takto zaj&ta
morfologicka i funkni restituce dané tkén

Znamym rysem patologické angiogeneze je jeji réfralost. Nadorové mikroprdasdi
bylo nazvano ,rana, ktera se nehoji“. Laktatovarieetento jev vysstluje signaliz&ni
funkci laktatu. Vychazi z toho, Ze laktat neni guigsledkem hypoxie. Existuji iy,
které ziskavaji energii i za normoxig¢edevsim aerobni glykolyzou (109). Ra nim
nadoroveé bikky a leukocyty (110,111). U nadorovych a &éimych nemoci tedy zvySeny
piivod kysliku a Zivin no¥ vytvorenou cévni siti nevede k poklesu hladin laktatk. Aeni
dosazeno negativni #&mé vazby a utlumeni angiogenezericiRou zvySenych hladin
laktatu v patologickém mikroprastdi neni nedostatek kysliku, ale nadorova mutase re
aktivace za#&tu. U rekterych nddorovych onemogm byla prokdzana korelace tumorové
angiogeneze s produkci laktatu (112).

Prestoze je zatim mnoho nejasnosti v metabolickélaegangiogeneze, 1zéci, Ze laktat
je dalezitym mediatorem. Je to spojnice mezi chronickgamtem, nadorovy tstem,

hojenim poskozeni a angiogenezi (Ol).
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Obr.¢.6. Model metabolické regulace angiogeneze v tkani

Laktat a parcialni tlak kysliku jsou v némé undgie. Jejich porr se neni v zavislosti na
vzdalenosti od ischemického loZiska auje rozdilnou odpad’ mistnich buek a definuje
tak urcité histologické zony, které se’mh a postupuji sérem k loZisku ischemie s cilem
obnoveni integrity tkanha likvidace ischemického loziska.

1.6.2. Rust cév

Angiogenze neni jediny mechanismustu cév. Popisovany jsou nejméédva dalsi
mechanismy: arteriogeneze a vaskulogeneze.

Angiogenezege novotvorba cév z jiz existujici cévniho zakladangiogeneze {sobi na
arovni distalnich kapilér, distribujicich krev kdjotlivym buikam. Hlavnim bu&inym
elementem je endotel, hlavnim cytokinem VEGF.

Vaskulogenezeje formovani cévde novoz endotelovych prekurzir(angioblasi).
Zasadni bikky jsou je endotelové prekurzorové iy (EPC) Hlavni roli mav

embryonalnim vyvoji (113). | v dosfosti se uvazuje o ifspivku kmenovych bugk
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z kostni deng k tvorb: cév. Probiha v daleko mensiimia zvySena je zejména u
patologickych stal (114).

Tato skuténost se da vyuzit k diagnostice i monitorovani.rapeutickd manipulace s
EPC se jako zaklad dBy testuje u nefizr¢jSich patologii, jako IM, ateroskleréza, DM,
hojeni ran, z&#, nadory, retinopatie.

Arteriogeneze oznd&uje formovani a rozBivani stedre velkych cév, které jiz maji
slozitjSi stavbu siny (endotel, tunica media, adventitia). Arteriogem@robiha na drovni
artérii zasobujicich okrsky tkani (115). Jedna sgnéna o rozgovani kolateral mezi
dvéma ¢astmi cévnihdeciste v pripadech arteridini okluze. V klinické meditise jedna
zejména o ischemickou chorobu gsfdie a koretin. Vysledky dosavadnich studii
terapeutické manipulace s arteriogenezi bohuzglingi ocekavani. Zasadni jsou VRL
(vascular related leukocytes), makrofagy. Role VE(&Fzde podruzna, zasadni je

chemokin MCP-1 (116) (Oh.7).

' angiogeneze \ | vaskulogeneze‘] ‘tvorba kolateral
L - - - _(arteriogeneze) |
0
%‘g 0"" okluze
o o ‘\ ® °ka ilarni (trombus)
plexus
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homing \ /
® |
o ©

maturace cévy ‘

okluze
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el —
novotvorba cévy kostni dren

Obr.&.7. Mechanismy #istu cév v dogfém organismu

Angiogeneze je tvorba cév zjiz existujici vaskuwat Vaskulogeneze rgdstavuje
novotvorbu cév z endotelovych progenitorovychekupochazejicich z kostnirete.
Arteriogeneze je proces remodelace a maturace Xigtigicich cév népskji tvorbou
kolateral. Fi potrebe zvySené perfluze tkani se uplge kombinaceéchto mechanisth
cévy se #&vi angiogenezi afvodni cévy vysSiho stupmozSiuji arteriogenezi sy
prutok.
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Po aktivovani angiogenniho spati& rekterym z vySe znfiovanych impul8 dochazi
k sérii postupnych krak VSechny tyto kroky vedou za normalnich okolnéstiyrovnani
zvySenych tkédovych narok na ziviny a kyslik a k zmgnovazebnému
postupnému utlumeni angiogenniho signalu, tedy wif@angiogennihoigpinde.

Prvnim z nich je zvySeni permeability, kteréiza byt vnimano jako prvni krok
k navraceni homeostazy zvysSenyrfispnem nutrice, kysliku a zéivych burgk do
patologickym procesem postizené tkarFi pietrvavani proangiogennich impilge
dalSim krokem samotné zahajeristu novych cév. Po skoéeni msobeni gvodniho
impulsu dochazi k remodelaciayodniho cévnihorecisté. Pongry ve tkani se takto
normalizuji bd’ k pavodnimu stavu fed pisobenim proangiogenniho impulsu, nebo
vznikne nova rovnovaha, kde se zvySena nabidkaaravisené poptavce. Nové cévy se
stabilizuji a maturuji ke zralému fenotypu, @z se jednd o angiogenezi Bavorené
kapilary nebo o arteriogenezi ragsié cévntecisté kolateral.

1.6.3. Molekularni regulace a Fizeni angiogeneze

Mechanismus angiogeneze je slozitou souhrou meméchymi elementy, prekurzory
endotelovych butk (EPC), prekurzory butk hladkého svalu a solubilnimiipobky jako
jsou cytokiny, chemokiny aistové faktory. Angiogeneze je vicestopy proces, ktery
byva ozn&ovan jakoangiogenni kaskada Tato kaskada je multifaktorialni komplexni
dgj, ktery zahrnuje &kolik dil¢ich kroki:

» hyperpermeabilitu bazalni membrany

» degradaci bazalni membrany

* migraci endotelovych buk

e vytvoreni lumen

* maturaci nové cévy

Kazdy z tchto kroki je pe&livé fizen.
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1.6.4. Angiogenni kaskada

Hyperpermeabilité a degradaci bazalni membranyzpravidla pedchazi vazodilatace,
pii které se protahuje tvar endotelovych &ynnaruSuje se plynulost bazalni membrany
nejen mechanicky, ale tézigpbenim proteolytickych enzym Uginkem angiogennich
faktori se zvySuje permeabilita membrany uifgici unik fibrinogenu a plazminogenu
Z cévy a jejich naslednourgarenu na fibrin a plazmin. 8ifibrinovych vladken vytvé
matrici pro st novotvdené cévy, plazminifspiva k disoluci membrany a extracelularni
matrix.

Migrace a proliferace endotelii je regulovana angiogennimi faktory. Endotelové
buiky nejprve vytvéeji na povrchu cévy utvaryiipominajici pupeny, pozfl nabyvaji
endotelie lokoménich schopnosti a uchyti se na siti vyero/ch fibrinovych viaken.
Vzniké zaklad nové cévy.

Maturace cévy probiha na zaklad aktivace pericyt. Vytvoii se nova bazalni
membrana a lumen cévy. To vSe na zakladySené proliferace fibroblasta zvySené
syntézy kolagenudinkem PDGB a TGFx (117).

1.6.5. Bun é€né elementy v angiogenezi

Endotelové buiky (EC)

Zakladnim busénym elementem a cilem reguatdach cytokinovych siti angiogeneze
jsou endotelové hiky. Jsou charakterizovany morfologicky jako ploch pm Siroké
buiky, 10-30 pum v priméru. Imunohistochemicky vykazuji fjpomnost ®kterych
povrchovych znak ke kterym pdaif nag. PECAM-1 (CD31), endoglin (CD105) a
povrchovy glykoprotein CD34. V cytoplagmnachazime Weibel-Paladehalitka
s ulozenym vWF faktorem. Povrchové znaky nejsolcifipké vyluéné pro endotelové
buiky, nachazeji se i na jinych typech Bknnicmér jejich kombinace je pro endotel
uréujici (118,119).

Charakteristickd je téZ heterogenita endotelu vskdsti na organu gvodu
(fenestrované u endokrinnich tkani, hemato-enaétlbariéra aj.) (120,121) a velikosti

prasvitu (kapilary, arterioly, arterie, vény) (122).ytd rozdily existuji i na arovni
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endotelovych bu¥k. Predpoklada se exprese kinych znak a reguléanich molekulgi
jejich kombinaci (tzv. molekularni ,zip codes") chkteristickych pro endotel cévniho
feciSte urcité tkare (123,124).

Jejich funkce v organismu je nejen mechanicka, Zlgako vystelka cév, ale i
metabolicka a signalni. Zde se z&ime na jejich roli v angiogenezi. K rosni a ¥tveni
cévnihorecisSté je treba, aby se endotelové iy aktivovaly. Angiogenni aktivace je
soubor procas které znéni neangiogenni fenotyp endotelu na angiogennirdiégrujici,
nemigrujici endotelové lalky ziskaji schopnost mnozeni, migrace. Je Zzajstjejich
prezivani a diferenciace. Ke spravné funkci cév jnéuwajiséni vyzrani a stabilizace

|

cévni stny, kterou zajiduji pericyty (Obr¢.8).
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Obr.¢.8. Aktivace angiogeneze a klidové obdobi endotlowiky

Endotelové biky \tSiny orgam maji dlouhy interval mezigenimi ¢adow roky). V
klidovém obdobi se podileji na udrzovani bariériwgce, penosu Zivin a informaich
molekul do tkani. Jejich aktivace a proliferace tda8 pi tk&iové pokely, kdy je
prostednictvim angiogenni kaskady spudt remodelace mikrovaskularni &itk
uspokojenimetabolické poptavky tkani. PoSkozené endotelovi&ybjsou odstragny

apoptozou baf v pribéehu burecného cyklu nebo na zaklagnejsiho poskozeni.
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Endotelové progenitorové buiky (EPC)

Jednou zteorii snazicich se wthiv roli endotelovych bu#k v angiogenezi je
piedpoklad subpopulace endotelovych progenitorovyoikzaloZzeny zvlagtna pracich
Asahary a kolektivu z 90 let (125).

Endotelové progenitorové bky jsou subpopulaci béh v krevnim recisti majici
pravéEpodobré swij pavod v kostni deni. Poprvé byly prokézany v periferni krvi v roce
1997 (125). Od maturovanych endotelovych dkuse liSi expresi CD zn8kK nim pati
nag. prominin-1 (CD133), transmembranovy glykoprotsjecificky pro progenitorové
buiky (126). Byla prokazana jejich schopnost produkauané, gevazri proangiogenni
pusobky (127). Hspivek EPC k angiogenezi je kontroverzni, i jeho mieay potebny
pocet prekurzorovych butk, stanovena teoreticky, se wznych modelech vyznamifisi
od 0,1% po 50% (128,129). U paciens ischemickymi chorobami bylo prokazano
zvySené zastoupeni EPC aZz tisicinasobné, a tatonokeod korelovala s mirou
kardiovaskularniho rizika (130). Terapeutické vyuEPC k podpte angiogeneze je v
sowasnosti pedmétem zkoumani. Viz kapitola o terapii.

Da se shrnout, Ze EPGigpivaji k angiogenezi dwma zpisoby. Jednak jako zakladni
stavebni bloky nov tvorené cévy. Jednak jako zdroj proangiogennigbopki, kterymi
zesiluji prvotni signaly a dokonji tak zgtnovazebnou zesilujici srtgu (131).

Pericyty

Bunky hladké svaloviny (SMC) hraji roli v z&ecném procesu tvorby cév (13Jsou
to buiky scéetnymi vykezky obklopujici cévu. Podileji se na vy&ieévy a na udrzeni
cévniho tonu. Jejich zdroj u da$gho jedince neni tolik prozkouman jako u EPC.
Predpoklada se zvySeni jejich o clenim jiz existujicich SMC, jejich maturaci
z prekurzot v bazalni membran Jsou jisté dkazy pro jejich vznik transdiferenciaci
z EPC a zralych EC. Stegjnak jejich kvantitativni fispivek k novotvork cév neni flis
prozkouman (Obg.9).
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Obr.¢.9. Burééné interakce zapojené v angiogennim procesu

Rist cév je slozity koordinovany proces vyZadujigispou souhruziznych tyg burek.
Iniciaci zahajuji buky v hypoxii, nddorav znenené ¢i zapojené v zaftu. Ty vysilajici
inicialni signdly, jako VEGF. VRL (vascular relateikocytes) reguluji a koordinuji cely
proces. Endotelové Bly jsou aktivovany, proliferuji a vytéaprostorové struktury cévni

site. EPC (endothelial progenitor cells) maiji vliv jalgnalizani, tak stavebni

1.6.6. Cytokiny a angiogeneze

Solubilni pisobky vytvdeji spletitou mnohonasobnregulovanou informai st

charakteristickou polaritou pro a antiangiogenriation: (Obr¢.10).
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Obr.¢.10. Angiogenni pepina’

Za normalnich okolnosti je zrala vaskulatura v uliddrzovani této rovnovahy zavisi na
vyrovhaném po#mu pro a antiangiogennich signal Pri iniciaci angiogeneze dochazi k
mistni pFevaze proangiogennich molekul. Tento jev se tak&vdaangiogenic switch

(angiogenni pepina).

A. Proangiogenni faktory
Proangiogenni faktory fdeme rozdlit na piimé (VEGF) a nefimé (TGF, TNk),
které zfisobuji uvolni faktorfi piimych, ale samy o sélangiogenni &inek nemaji (jsou

acinné vin vivo modelu, ale nestimuluji endotel k proliferativitro).

VEGF

NejvyznamujSi a také nejtive objeveny proangiogenni cytokin je VEGF (vaskui
endotelovy #stovy faktor). Hraje nejidezitéjSi roli hlavrg v iniciaci angiogeneze. Je to
rastovy faktor specificky pro endotelové itky. Jeho hlavnimi funkcemi jsou zvysSeni
cévni permeability, proliferace a migrace endotgbbvburék a blokovani jejich apoptozy
(133).

Bylo identifikovano 6 variant tohoto faktoru tfoich molekulovou rodinu VEGF (A-E
a PIGF). Zcela zasadni pro formovani cévniiste u lidi je VEGF-A. Existuje &kolik

isoforem, které jsou produktem alternativnich pastkrignich aprav genu pro VEGF-A.
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NejdulezitejSi jsou 3, liSici se pwem aminokyselinovych zbyik 121, 165 a 189. S
velikosti molekuly se postuprevysuje jejich schopnost vazat se na heparin estkarni
matrix. Isoforma 120 ddb difunduje do okoli zdroje cytokinu, zatimco isoha 189 se
dolre vaze a vytvi piikry gradient v jeho&sném okoli. Tyto odliSné vlastnosti distribuce
VEGF v okoli zdroje vytvéeji odliSny charakter signélu a odliSny fenotyp ikirch cév.

V mySich modelech s cilenou expresi jen jedné mgrimykazoval fenotyd20 +/+ only
cetné defekty &asnou postnatalni umrtnost. U fenotyj®0 +/+ only umiracast jediné
prenatalg (134). Viabilni jedince s normalnimi cévami produll pouze fenoty65 +/+
only, ktery ma ¥ejmé vhodny pondr mezi vazanou a difundovanou slozkou (135).

Strukturalg je VEGF dimericky glykoprotein obsahujici 8 cysmiych zbytk. Je
produkovan pedevsim fibroblastydinkem nepimych proangiogennich fakio(EGF).

VEGF na endotelové Iy ptsobi cestou membranovych receptocharakteru PTK.
Dosud jsou popsany VEGFR1 a 2, které &stni angiogeneze a VEGFR 3 (pro VEGF C
a D), ktery se upl#étije v angiogenezi u lymfatickych cév (136).

VEGF-A pasobi prostdnictvim receptoru VEGFR-2 na endotelovychikach
mechanismem zavislym na davce. Dal je sign@n@Sen prostdnictvim kinazového
systému ras-MAP, ktery zprastikuje proliferaci endotelii a fosfolipdzovou cestktera
zprostedkovava signaly k migraci endotelovych Bkira zvySené permeabditbazalni
membrany. DalSi funkce VEGF jsou chemotaxe graytio@ makrofad, negima
podpora vazodilatace cestou produkce NO a regpldicasru cevy.
uspdadani cévniheeciste, jak bylo dokazano na laboratornichiegich modelech u mysi,
ryb a hmyzu. Vdchto modelech wazeni VEGF zfisobilo poruchy nestiitelné s Zivotem
embrya, ztrata jedné alely kédujici VEGF byla spajes embryonalnimi vaskularnimi
defekty a prenatalni letalitou (137,138). Dokoncgzeni exprese VEGF jen o 25%
zpasobilo nedostateé cévni zdsobeni michy u pokusného modelu (139).

Svoji roli ma postnatatnv zajiseni zwtSujicich se pozadaukna cévni zasobeni u
rostoucich orgahjedince (140,141).

V dosplosti jiz neni organismus zivatreavisly na VEGF. Resto jsou jisté udrzovaci
hladiny VEGF nutné k zaji&i dobré funkce orgdin(142). SniZeniéthto bazalnich
hladin se niZze projevit napp preeklampsii (143). Naopak zvySené hladiny VEGF

43



zpasobily u zvtecich model rast hemangion s charakteristickym chaotickym
uspdadanim cév (144).

PGF — ristovy faktor odvozeny z placenty

Placental growth facto(PGF) hraje dlezitou roli hem angiogeneze a vaskulogeneze,
piedevsim v embryonalnim vyvoji, kdy je jeho hlavnhtrojem placentélni trofoblast.
Velky vyznam ma i fi angiogenni pochodech v désm organismu (145), kde je jeho
hlavni funkce v regulaci angiogeneze a arteriogené&zont podpory @inku VEGF

zprostedkovava stabilizaci a maturaci novatsoych cév (146).

TGFp a endoglin (CD105)

TGFB je pleiotropni cytokin sdasti v mnoha informaich sitich organismu. dthek
TGH3 na angiogenezi je nejednoZng. Signalizace TGFma& v Giznych modelech pro i
proti angiogenni  {sobeni. Zda se, Ze rozhodujici je kontext této adigace
zprostedkovany dalSimi zatim ne Uglobjasgnymi pomocnymi signaly. Nejznafsim z
nich je pra¢ endoglin (CD105), transmembranovy pomocny receptorTGH, ktery je
exprimovan pevazg na aktivovanych a proliferujicich endotelovych nkéch. Je
povaZzovan za ukazatele neoangiogeneze. Na sidreélirovni moduluje signalni cesty
TGH3 kaskady. Existuje i jeho solubilni forma, pragddobr produkovana
enzymatickym &penim membranové formy. Solubilni CD105 ma pepediobrd
antagonistickou funkci (147).

Endoglin hraje vyznamnou roli v procesech spojenyemgiogenezi, v embryogenezi,
tumorigenezi, fi zargtu a hojeni ran (148). V mySim modelu vedla delebeu alel
endoglinu k prenatalni letalitv 10,5 den gestace a byla spojena s kardialnimekte a
Spatnou vaskularizaci Zloutkovéhocka. Heterozygotni model byl viabilni, ale mysSi
vykazovaly znamky poruSené vaskulatury, teleang§imkta arteriovendzni malformace,
obraz podobny HHT neboli Rendu-Osler-Webe¢roemoci (149,150).

HHT je autozomal& dominantni porucha s incidenci 1:10000 charakigena pray
teleangiektaziemi, arteriovendznimi malformacemVi#) v plicich, jatrech a ledvinach.
U lidi trpicich touto chorobou byly nalezeny porydignalizace cestou T@Fsignalizace
a u jednoho podtypu HHT1 i samotna mutace v geatepdoglin (151).

Druhou chorobou spojenou s poruchou endoglinugelgampsie u¢hotnych. ZvySené
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hladiny solubilniho endoglinu (sCD105) ale i SVEQFRIe sekvestruji své volné ligandy
a tak pravdpodobrt interferuji s TGB signalizaci a produkci NO. Vedou tak k rozvoiji
endotelové dysfunkce. Zajimavé je, Ze zvySujichlsaliny sCD105 fedchazeji rozvoj
klinickych symptoni o 2-3 ngsice a tak fedstavuji lakavou moZznost uplami jako
¢asnych ukazatélrozvoje nemoci (152).

Treti skupinou nemoci jsou nadorova onemdacnu kterych byla prokadzana exprese
endoglinu jak na navtvorené vaskulafte, tak na samotnych nadorovychiakach (153).
Vysoka mira jeho exprese v nadorovém cévinisti je spojena s horSi prognézou u
uréitych typi nadoii (153,154,155). Endoglin protaquistavuje lakavy terapeuticky cil.
Prvni pokusy na mySich modelech vyuZivajici prtkita proti endoglinu a anti-

endoglinovou DNA vakcinaci vedly kifznivym vysledkim (156).

Solubilni endoglin

Role solubilniho endoglinu byla zkouméanaegevsim u preeklampsie, v jejiz
patogenezi hraje zasadni roli. Na zaklagchto poznatik se zda, Ze solubilni endoglin
pusobi jako scavenger pro TR podobné molekuly a tak interferuje s jeho sigaal. V
procesu angiogeneze to znamena tlumiwnek (157). Antiangiogenniho fsobeni

sCD105 by bylo mozné vyuZzit v terapii.

FGF — Fibroblastovy riistovy faktor

FGF je fistovy faktor s pleiotropnimidinky. Vyznamny je jeho vliv na hojeni ran.
Pati kvyznamnym proangiogennim fakiton. Pro jeho funkci v angiogenezi je
nutna sotinnost s ostatnimi faktory. Byla popsana jeho agidli(a) a bazicka (b) forma.
Ok¢ jsou vyznamnymi endotelovymi mitogeny a blokuji¢ahto burtk apoptézu. Byla
prokazana jejich produkce T-lymfocyty, makrofagydorovymi békami i autokring
samotnym endotelem.d®zita je produkce bFGF keratinocyty, ktera se titpl@ u hojeni
ran na Kzi dvojim zpmisobem, jako stimuldtor angiogeneze i reepitelizagévnénim

proliferace keratinocyit(158).
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Angiopoietiny

Jsou skupinou molekul, mezé¢hpati angiopoietin 1, angiogenin 1 a 2 a angiotropin.
Uplatiuji se gedevSim v pozdnich fazich novotvorby cév, rozhodukon€ném osudu
cevy.

Angiogenin 1 (Ang-1) zprostdkuje stabilizaci shy novotvdené cévy aktivaci
pericyti. Jeho nefitomnost vede k regresi nbwytvoiené cévy. Na rozdil od jinych
proangiogennich faktdrma protizastlivé (cinky. Frispiva tak k normalizaci néwzniklé
rovnovahy ve tkani. Dale usnage vzajemné kontakty endotelovych kkna jejich
vazbu k bazalni membrén

Angiogenin 2 (Ang-2) je antagonistou Ang-1. Zajirhge synergickd funkce Ang-2
s VEGF. V gitomnosti VEGF Ang-2 angiogenezi posiluje. V jehepiitomnosti gispiva
k regresi cévy (159).

Matrixové metaloproteindzy (MMP)

Je skupina enzyins proteolytickym tinkem na bazalni membranu a extracelularni
matrix. V angiogenezi se uptafii hlavré jednak svou roli fd zvySovani cévni
permeability, jednak vytw@&nim prostoru pro n@vvznikajici cévu. Nejlépe popsané
proangiogenni MMP jsou MMP2 a 9 (160).

IL-8 (CXCL8)
Tento chemokin s mnoha&iaky stoji na rozhranitt systéni. Spojuje v sobregul&ni
funkce chemotaktické, zéthivé a angiogenetické (161). Podr@prbude o IL-8 pojednano

dale

TNFa

Ma& vyznamnou a pleiotropni roli v procesech &én Je produkovan ipdevSim
monocyty a makrofagy. TNFpati k hlavnim prozéagtlivym cytokinam. M4 parakrinni
acinek, podicuje tvorbu dalSich prozétivych cytokini a expresi adheznich molekul. Ve
vysSich davkach usobi naopak paradoin proapoptoticky a riZe indukovat
intravaskularni koagulaci az uzécévy. Ma vyrazné proangiogenniiniky predevsim fi
hojeni ran (162,163Uplatiuje se i pi degradaci bazalni membrany metaloproteindzami.

Souhru mezi procesy angiogeneze acétardokazuji proangiogennicinky nekterych
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klasickych zastlivych cytokini, jako jsou nap IL-1 (stimuluje mitogenezi, zvySuje
expresi endotelovych receptdr IL-6 (ovliviiuje migraci endotelii), IL-8 (chemotaxe,
migrace endotelii), interferop, GM-CSF. O souvislostech mezi Zéam a novotvorbou

cév bude podrol#ji pojednano dale.

B. Antiangiogenni faktory

Zatimco embryogeneze je charakterizovanailb@mw tvorbou cév, je dosjbost
obdobim angiogenniho klidu. Za hlavni mechanisodrzovani angiogennihadgpinae
v inaktivnim stavu se povazujégvaha antiangiogenni signalizace v dbéwaskulatie.
Swdéi pro to fakt, Ze u mySich models knock-outovanymi geny pro hlavni
antiangiogenni cytokiny (thrombospondin a plazmprekurzor angiostatinu) nebylo
zaznamenana vyragsi porucha zarodeeho vyvoje (164,165)atimco proangiogenni
molekuly byly ve stdu z4jmu zkoumani od samotnéhocégiku, o endogennich
angiogennich inhibitorech bylo p&m¢ malo informaci. Pokrokifsel az v 90. letech 20.
stoleti diky dr. O'Reillymu a Bremovi. Oba byli almigové a byli si dol@ wdomi
klinického faktu, Ze po odstrani primarniho tumoru GZe nastat urychlenyist metastaz.
Podobna pozorovani podporujici tento princip byladna i u zvfecich modedi. Jejich
hypotéza pedpokladala produkci antiangiogennich faktgrimarnim tumorem, ktery
udrZuje a kontroluje progresi metastaz. Teoriedgrgila v roce 1994, kdy byl ze séra a
maoci pokusnych mysSi s implantovanym Lewisovym plicnikarcinomem izolovan
endogenni inhibitor angiostatin. Stejny princip ekl izolaci dalSiho dlezitého
angiogenniho inhibitoru endostatinu v roce 1997.sMftasnosti je znamo okolo 30

endogennich antiangiogennich molekul.

Angiostatin

Je 40 kD velky fragment plazminu, ktery je w@man postupnym enzymatickym
Sttpenim. Na mySim modelu s implantovanym Lewisovyncikemem, kde byl poprvé
izolovan, vedla radioterapie primarniho loziska &slednym podavanim endostatinu k
vyraznému prodlouZenii@ziti a snizeni pitu a velikosti metastaz (166). U lidi byla
endogenni produkce angiostatinu prokazana u owén@lkarcinomu, kde jefrfznivym
prognostickym faktorem. Budouci terapie zaloZengagévani angiostatinu je stéle {egt

experimentalnim stadiu, nicm&jiz nyni je Zejma jeho velmi nizka toxicita.
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Endostatin

Je 20 kD velky fragment kolagenu XVIII uvmvany enzymatickym &enim (167)U
pokusnych zwvecich moddl vykazuje vyraznou inhibici tumorové progresié pouhém
1,5 nasobném zvySeni hladin v plazmproti norné s prakticky nulovou toxicitou.
Zajimavy je fakt, Ze gen pro kolagen XVllldoveéka lezi na 21 chromozému. U lidi s
Downovym syndromem (trizomie 21) jsou skir& nalézany v piméru 1,5 vysSi hladiny
endostatinu v plazé Statistickou analyzou velkych soubdéchto pacient byla nalezena
(s vyjimkou testikularnich nadbra megakaryocytové leukemie) pouze 10% incidence
nadorovych onemoeéni oproti d@&ekavanym p&im odhadovanym pro zdravou
(euploidni) populaci. Endostatin je povazovan zgmeée: toxicky protinadorovy
experimentalni ek u mysi a lidi (168,169). Tolspovysokou Ginnosti hocini vhodnym
pro chronickou terapii a preventivni podavani ikdzych pacieni. Gen pro endostatin je
idealnim kandidatem pro genovou terapii.

Sekundarni antiangiogenni inhibitory
Do této skupiny péat cytokiny s vedlejSim, dopkovym antiangiogennim dinkem,
interferona, interferonp, TGH3, IL-12 nebo IL-18.

1.7. Angiogeneze a za

Informasni cytokinové kaskady angiogeneze jsoucasti komplexgjSich regulénich
mechanism, zaji¥ujicich fist cév za fyziologickych i patologickych podminek.
Fyziologicka angiogeneze je s@sti proces zaji¥ujicich obranu, opravu a obnovu tkani.
Charakteristicka je jeji transientnostfephodnost. Za patologickych okolnosti je
angiogeneze deregulovana a misto pozitivni funkiispiva k udrZzovani (fenotypu)
nemoci. V tomto fipact ziskava chronicky charakter.

Nejvice informaci je o deregulované angiogenezumaii. Novotvorba nadorovych
cev je zde satasti patologickeého mikroprdstdi rozhrani nador - “hostitelsky* organismus
(zdrava tkd). Slouzi k vyuZziti energetickych zdfojorganismu a roz&ni nemoci
(metastazovani). Zkoumani nadorové angiogenefieegio poznatek o vyznamu

imunokompetentnich bk v novotvork cév. Z poznatk vyplyva, Ze leukocyty nalézané
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v tésné blizkosti cévnich pupéntzv, VRL, jsou pro cely proces ktivé (170,171,172).
Deplece neutrofil u modeh angiogeneze redukovalaist cév v modelu kornealni
angiogeneze zprasidkované bFGF a angiogenezu u hojeni ran Zgdistvanou MCP-1.

Samotny zagt a s nim spojena angiogeneze se stagglein zajmu vyzkumu kratce po
tumorech. Jednim z prvnich ukole vyzkumu Judy Folkmanna bylo dokézat, Zistani
cév do nadar neni nespecificka reakce n&tpmny zawt. Nyni jiz vime, Ze jsou to dva
razné procesy, které jsou spolu Uzce provazanyétdaa v angiogenezi své misto, ale ta
na retm neni zavisla. Furdki propojeni mzeme vidt teleologicky. Spokenym cilem obou
proces je udrZzovani homeostazy tkani, tedy obranadyaoprava (zagt, angiogeneze) a
obnova (angiogeneze).

Za fyziologickych okolnosti kafi oba procesy restituci struktury a funkce post&zen
tkarg. Pak nasleduje jejich 2movazebny utlum. Angiogeneze je Uzce propojena se
zaretem ve vSech fazich jeho rozvoje. Iniciaceé&arne rychld a univerzalni. Stoji za ni
aktivace pirozené imunity. Prvnim krokem je‘gklad signél nebezpé& do reci vlastniho
organismu. K tomu slouzi cetada receptdrpro nebezpmé vzory. RozliSujeme cizorodé
signaly (gedevSim mikrobialni, PAMP) a signaly vysilané utasti buikami a tkagmi
pii stresu nebo poSkozeni, tzv. DAMP. Receptory ifiknjici tyto signaly paiti do
nékolika skupin. Nejvyznam#jSi jsou TLR receptory rozeznavajici PAMP i DAMP
(173,174. Uz v takto rané fazi byla prokazana aktivace aggeze. Aktivaci TLR byla
zvySena produkce VEGF (173,175). Nabizi se &tysni, Ze oprava a obnova tkaretina
uz ve fazi iniciace obranného zém Ve stadiu rozvinutého zé&m angiogend aktivované
cévy vykazuji zvySenou permeabilitu a umoj piresun leukocyt a makromolekul do
mista za#tu (176). ZvySeni permeability iwe byt vnimano jako prvni krok k navraceni
homeostazy zvySenymiipunem nutrice, kysliku a zétivych burgk do tkar postizené
patologickym procesem. iiPpietrvavani proangiogennich impilge dalSim krokem
samotné zahdjenastu novych cév. V této fazi se tedy oba procesyevag&: zesiluji. V
kongné fazi zastu potom stabilizace a maturace novderoich cév probihd ve spiSe
protizaretlivém mikroprostedi za pomoci regutaich cytokini. Obrana ustupuje
regeneraci a upravfunkce tkag (177). Posledni faze je ktiva pro dalSi osud tkan
Postupny Gtlum adaptaich mechanisin nasledna reparace a restituce zavisi na
rovnovaze mezi angiogenezi a &@m. ZvySena intenzita z&um vede k oslabeni

angiogeneze a projevuje se ukladanim kolagenuradugizvy. NiZSi intenzita dovolujici
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dostaténou angiogenezi umagje cévni zasobeni dostaté k regeneraci (178). Zda se,
Ze obraz této furthi zavislosti se opakuje v ontogenezi i fylogen@Zi9,180). Podle
tohoto redpokladu je relativhmaléa schopnost regenerace u vysSichiséedy iclovéka)
oproti nizS§im obratloviom (jeStrka, mlok) dani za vysoceci@ny imunitni systém, za
schopnost rozvinout silnou zé&hivou odpowd’ (180).

V piipact chronického z&tu piestane angiogeneze plnit svou pozitivni funkci
reparace/regenerace. Misto toho se stane patafgré&lym mechanismem udrzujicim
circulus vitiosus dané nemoci. Odpovida tomu tzv. venularni fenotypotvdenych cév
nalezenych v biopsiich ziskanych ze &hwné¢ zmenénych tkani. Jde o nezralé cévy s
permeabilni gnou, zvySenou expresi adheznich molekul (E-seleRtiselektin, EphrinB,
ICAM-1) umoziujici staly transport leukooytdo chronicky zminéné tkark a dodavku
kysliku a substrét pokryvajicich zvySenou energetickou iettu aktivniho zasu.
Patologickd angiogeneze tak podporuje patologickgtza spoléné uzaviraji (udrzuji)
circulus vitiosuschronického z&$u (181,176).

Souhra (dialog) mezi mechanismy &tina angiogeneze byl prokdzan u mnoha nemoci
i s velmi rozdilnou patogenezi, jako jsou srpkovaaemie, roztrouSena skleroza,
revmatoidni artritida, artr6za, neovaskulariza¢nyg(182,183). Rozetnuti bludného kruhu
angiogeneze - zéhby mohlo gedstavovat terapeutické vychodisko &&téchto nemoci.
Jednim pistupem by mohlo byt zasazeni sgolch cili obou proces druhym
prostednictvim jednoho systému outiovat druhy. V teoretickych modelech byl prokazan
Gtlum angiogeneze pomoci latek blokujich transkrigaktory AP1, NkB, pomoci COX2
inhibitord nebo progednictvim deplece makrofag Deplece makrofag které stoji na
spojnici zawtlivé a angiogenni odp@&di prostednictvim clodronatu v liposomovém obalu
vedla k signifikatnimu sniZzeni metastaz u plicrtimaoru (184).

Vzajemna provazanost angiogeneze acuarve fyziologickych i patologickych
procesech ukazuje na komplexrj.dleho lepSi pochopeni a objash jakou roli hraje u
konkrétnich nemoci, fize potencialé slouzit k jejich terapeutickému ovligni. Nabizi se
otazka, zda nepopisujeme jen cdikasti obecného, slogZjgiho mechanismu, kterym

organismus reaguje na poruseni vlastni integritgraeostazy (Oht.11).
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Obr.¢.11. Vztah akutniho a chronického zétu k angiogenezi

Pro optimalni ukotieni za@tového procesu souvisejici s reparaci tkarobnovou jeji
funkce je dlezita rovnovaha mezi intenzitou z&na angiogeneze./Pvhodné rovnovéaze
dojde k uplnému zahojeni a plné obaiiinkce tkas. Prevazujici aktivita zaftiu vede

k aktivit fibroblast: spojené s ukladanim kolagenu a tvorbou jizvy.
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1.8. Angiogeneze a chemokiny

Chemokiny jsou strukturanspizrnéna rodina chemotaktickych cytoKinkteré jsou
fici, Ze se jedna o proteiny produkované jednimnypbertk, které gisobi na taxi jinych
burgcnych typi. Jejich hlavni funkci je cilena migrace leukdcylo zawtlivych tkani
(187,188). Schopnost produkovat chemokiny byla gzéaka u tégt vSech budk téla.

Z nich jmenujme pro tuto praci relevantni keratiytgya endotelové hiky.

Jejich produkce je indukovatelna cel@dou faktoé, negastji obecré prozartlivymi
cytokiny rychlé odpo¥di TNFo a IL-1, dale interferony, C5a slozkou komplemeatu
stimuly bakterialni povahyips TLR receptory (189). Pro molekulovou rodinu cblkeimi
je charakteristicka fjtomnost dvou konzervovanych cysteinovych zhytk primérni
struktue. Podle usp@dani &chto cysteinovych zbytkse chemokiny éli na CXC, CC, C
a CX3C chemokiny (6,190).

Z funkéniho hlediska CXC chemokiny atrahuji neutrofilytimeo CC chemokiny jesobi
na SirSi spektrum leukoaytna monocyty, basofily, eosinofily a lymfocyty.

Chemokinovy systém je, podabiako jiné cytokinové sét v imunologii, systémem
redundantnim. Jednotlivé chemokiny nejstigig specifické pro konkrétni typy leukodyt
(15). Chemokiny se podileji na mnohgich, pii kterych je nutny usgrnény a regulovany
pohyb leukocytarnich populaci do mista &én ugité zastoupeni jednotlivych populaci
v zarétlivém infiltratu a koordinace spolupracéznych druli leukocyti (monocyfi a T
lymfocyta, T a B lymfocyfti). Byl prokdzan vyznamny vliv chemokKirv protektivni funkci
zaretu i v zesileném poskozeni vlastnich strukttirnadnmérném deregulovaném zéo.
Maji i jiné nez chemotaktickécinky, aktivuji leukocyty, polarizuji fenotyp Th CB4T-
lymfocyta, ovliviiuji mikrobicidni aktivitu, maji protektivni vliv infekce HIV a zasahuji
do angiogeneze.

Infiltrace tkar¢ leukocyty je charakteristickd pro patofyziologiinoha nemoci. Byla
prokazdna vyznamna role chemakima procesech ischemie a reperfuze u infarktu
myokardu a mozkové mrtvice (191,192)al€itou ulohu hraji v rozvoji predisponujicich
kardiovaskularnich onemoégnmi, jako je ateroskler6za, kde maji vliv na rozptti i na
jejich rupturu (193,194,195,196).chstni se rejekce transplantatu (197). U autoimigtitn
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chorob, jako revmatoidni artritida (198,199), glomenefritidaci artr6za (200) pspivaji

k charakteru a udrzovani chronického &an(201). Byly identifikovany jako s@ast
akutni zastlivé odpowdi proti bakterialnim i virovym agens (202). Zajiaje vztah
chemokinového systému kgmosu viru HIV-1, kde se subpopulace paciesidefektni
alelou pro receptor CCR5 ukéazala jako imuninii wirové transmisi, protoze CCR5 slouzi
jako koreceptor pro vstup HIV do tky (203,204, 205).

Terapeutické vyuziti chemoKirztéZuje jiz zmigna pleiotropnost a redundance tohoto
cytokinového systému a z toho plynouci nejednézéavyhragni jasného terapeutického
cile. Déale jedt pIn¢ nezndme moznéudledky tlumeni tak wezitého a v organismu
rozSteného cytokinového systému. Doklada to zvySenaatitartpneumonie u zkgciho
modelu (206). A nakonec je nejasny vyznam chemiokifiz rozvinutém chronickém
zarttu a mozna reakce na jejich blokovani, coz je oklankdy zainame s terapeutickou
intervenci (207).

CXC chemokiny jsou molekulovou rodinou cytokinse schopnosti regulovat
angiogenezi pozitivnim nebo negativnim ¢sem. Pro jejich primarni strukturu je
charakteristicka sestavdyi cysteinovych zbytk se¢azenych po dvou parech, které jsou
odcEleny jednou libovolnou aminokyselinou. Angiogengingk zavisi na dalSi sekvenci
aminokyselin v primarni strukte, tzv. ELR motivu (Glu-Leu-Arg). Chemokiny, které
maji ve své strukiie motiv ELR, jsou proangiogenni a chemokiny bez ERji
antiangiogenni &inek (208).

K chemokirim nesoucim motiv ELR pétiL-8, ENA-78, GCP-2, GRO alfa. Naproti
tomu chemokiny IP10, MIG, SDF-1 tento motiv pos#ijad

Zahy byly objeveny chemokinové receptory na erldefeh buikach, diky kterym
mohou chemokiny sl angiogenni vliv uplatovat. Jako prvni receptor byl izolovan
proangiogenni CXCR4 (209). Nasledovaly dalSi prozgenni receptory CXCR1,2.
Hlavnim receptorem zprdstkujicim antiangiogennic¢inek chemokif je CXCR3 (B)
(210).

Z dosavadnich vyzkuinse zda, Ze vlastni mechanismus proangiogennilsobeni
CXCR4 spgiva prevazre v pozitivni zgtné regulaci CXCR4 (CXCL12) — VEGFA (211).
Na dilezitost proangiogennich chemokinovych regaolah siti ukazuji knock-outované
mySi modely. MySi negativni pro receptor CXCR4 tealy vyvojové anoméalie cév,
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zvlase cév GIT, i dalSich cév a anomalie srdce (212)mMiglodobny byl fenotyp mysi s
knock-outovanym ligandem pro tento receptor, CXC[A23).

Antiangiogenni receptor CXCR je exprimovagevsim v cévach kapilar (HUMVEC)
(214) a to ve #Si mie predevsSim v zatlivych a neoplastickych tkanich (215). Jeho
exprese na endotelovychitkéch je vazana na b&imy cyklus, konkrété na S fazi (215).
Tato selektivni exprese na proliferujicim endotetajme slouzi jako negativni na
vazba kontrolujici miru angiogenez# paretu. Ligandy pro CXCR3 vykazuji rozdilny
acinek na endotelovych kkach (zastaveni proliferace) atach pericyit (posileni
proliferace). To ma pravpodobr za cil podporu stabilizace a maturace cév (216).
Klinicka pozorovani tyto funkce potvrzuji. U NSClyla prokdzana negativni korelace
mezi expresi CXCR3 mRNA a stagingem nadoru a rretaganim do lymfatickych uzlin
(217). To by potvrzovalo Znovazebny tlumici efekt antiangiogennich chemikiriv
angiogeneze na progresi a metastazovani fiddddegativni korelace mezi CXCR3
(mRNA) a angiogenezi (MRNA pro endotelospecificky vWf) u NSCL existuje jen u
lokalizovanych tumar bez vzdalenych metastaz, bez metastaz v lymfatickizlinach
(217). Zda se tedy, ze k agresivhimu fenotypu NSELtreba “prolomit* obranu
zaji¥ovanou pomoci uvedené&povazebné regulace.

Chemokinové systémy maji vyznamnou ulohu jak wagrtak v angiogenezi, a navic
hraji dilezitou roli ve vzdjemné koordinaci a regulagthto proces. Vyznam nutnosti
petlivé regulace z&Hu a angiogeneze u sdvbyl kratce zmitn v kapitole o zagtu.
Swedei pro rgj i fakt, Ze systém CXC chemokinktery ma tuto koordinaci na starost, je
podle vSeho evoliné relativre mlady, spolény praw pouze saviom (218). Naruseni
téchto regulanich funkci ma odraz v mnoha patologiich, jako ¢geugha embryonalniho

VyVvoje a progrese a metastazovani tuimor

1.9. Angiogeneze a k dze

Proces angiogenezgggtoze ho riizeme oznét za univerzalni v celém organismu, ma
sva specifika lisici se tkéod tkart. Kazda tké& ma jiné metabolické naroky a svou funkci,

¢emuZ se musiizpusobit i jeji cévnieCiste. Tento fakt doklada velmi odliSné ugpdani
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cév napiklad u cév mozkové hematoencefalické bariéry (24 9¢nestrovanéeciste v
tk&nich s endokrinni funkci.

Specificita lokalniho, organového endotelu mdjswdraz i na molekularni drovni
(220,221). Pedpokladad se exprese endotelovych &opch ukazatél a regulénich
molekul¢i jejich kombinaci (tzv. zip codes) charakterisfick pro cévniecisté dané tkas
(222,223). Konkrétni poznatky tentdeppoklad potvrzuji, igstozZe je jich zatim relatign
malo. Jsou popsanyiiglady konkrétnich molekul zapojenych v ¢iiém endotelu
(224,205), nap prikaz specifického mitogenu pro endotelovéluendokrinnich organ
(224).

Vysoko&inné multiplexové analytické metody hodnotici desiaZ tisice parameir
sowasre umoaiuji komplexni zhodnoceni celkové genoveé i protesm@xprese v dané
tkani. Ri analyze celkové genové exprese endotalkolika typi tumort pivodem z
odlisnych tkani byly mezi nalezenymi skupinami @y@stSi rozdily podle organuipodu,
nez mezi skupinami géredravé a tumorové tk&r(225). DalSim fikladem jsou rozdily v
transkriptomu (MRNA) glomerularniho a aortalnihaeelu zjisénych metodou SAGE
(Serial Analysis of Gene Expression).

Velmi specifickym pikladem specializovaného cévnitegiste jsou tkdg bez cévniho
z&sobeni, avaskularni, jako chrupavka, roh@viegpidermis Kze.

Kuze je bariérovy organetnymi funkcemi & mechanickymii metabolickymi. Tyto
jeji funkce maji swj odraz v jejim histologickém uspidani. Sklada se z epidermis
tvorené keratinocyty, dermis tiené vazivem a litkami a z podkoZniho vaziva, kterym se
poji k hlubSim strukturdm. Z hlediska angiogenezepijo Kizi specifické, ze se sklada
z vrstvy avaskularni, epidermis a vrstvy vaskularané, dermis. Angiogenni bariéra mezi
témito dwma vrstvami je dana nejen fyzickotitpmnosti dermoepidermalni membrany,
ale i funkn¢, byla zde prokazanarippmnost inhibitoéi angiogeneze thrombospondinu
(TSP) (226,227,228).

Epidermis je vyZivovana difazi z cévnihiecisté dermis. Konkrétéh se jedna o
povrchovy a hluboky vaskularni plexus. Povrchovexplk lezi na hranici papilarni a
retikularni dermis a vysila do koznich papil kagiia klicky vyzivujici epidermis.
Hluboky plexus se nachézi na hranici dermis a pbidkoOba plexy jsou vzajemin
propojeny a plni krogh vyzivy dalSi fyziologické funkce jako termoregulacegulaci

Zaretu aj.
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Normalni kozni cévni systém u deéBrh jedindi je z hlediska angiogeneze za
obvyklych podminek v klidovém stavu. Vyima endotelovych bwk probihd wwadech
roki. Angiogeneze je zde vyhrazena pistovou fazi cyklu vlasového folikulu (227,229).
Ke spudtni tzv. angiogenniho ipping&e v kizi, tedy zmné rovnovahy srrem
k novotvorlE cév dochazi pod vlivem zevni¢hvnitinich podsta.

K vngjSim podrtum spoustjicim angiogenezi viki pati UVB za&eni, které jiz f
jednorazové expozici zesiluje tvorbu proangiogemmicsobki v kiazi. Také u opakované
expozice UVB byla prokdzana zvySena exprese VEGF.

K endogennim stimim produkce VEGF pé#t procesy spojené s hyperproliferaci
keratinocyti, jenz je pozitivni autoregulai smykou ovliviiovana @istovymi faktory, a
hypoxii, ktera indukuje transkidpi faktory. K dalSim endogennim stimiol angiogeneze
v kiizi mizeme z#adit paisobeni prozaftlivych cytokind produkovanych aktivovanymi T
lymfocyty: TNFa, INFy, IL-10.

Samotny proces angiogenezewZikje v zasa# jako obecny model popsany v této praci
diive. Zahrnuje vSechna stadia obecné angiogenna#igskyperpermeabilitu, degradaci
bazalni membrany, migraci endotelovych &ynvytvoreni lumen a maturaci nové cévy.
K specifikim angiogeneze viiZi pati pfitomnost angiogenni bariéry epidermis-dermis,
vyznam vlivu keratinocyt na angiogenezu, fyziologick& angiogeneze u vidsovelikulu
a hojeni ran.

Kli¢ovou pro start a rozvoj angiogenezeuzikje populace keratinoadyt Byla u nich
prokadzana produkceady cytokimi. Jsou hlavnim zdrojem angiogennich faktarvIase
pak VEGF. Z fyziologického hlediska dava smysl,vaézeni angiogeneze ma reginia
Ulohu buréna populace z avaskularéasti tkar, tedy buiky nejvice zavislé na dodavce
kysliku a Zivin (226,230).

Vliv angiogeneze v patofyziologii né&gr¢jSich koznich nemoci byl prokadzan u
benignich a malignich nddorovych onem#dn vrozenych vad i z#&tlivych onemocsni
jako je psoriaza. Ze zétivych onemocwni je pra¢ psoriAza nemoci, u niz je

angiogeneze nejvice zkoumana .
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1.10. Psoriaza

Psoriaza je chronické zé&thivé onemocgni kiZze s chronicky stacionarnim nebo akutn
exantematickym mibéhem. Postihuje asi 2% evropské populaceeatstavuje tak jednu
z nefastji se vyskytujicich dermatéz (231,232). Prvni pwyjse nejastji objevuji bud’

v puberé, nebo okolo 50. rokuéku, ale vznik je mozny v jakémkoliwku (233).

Charakteristickym projevem jsou psoriatické lézmcpé ¢ervené papuly se snadno

odlwitelnou kElavou Supinou.

1.10.1. Projevy a formy psoriazy

RozliSuje se &kolik forem dle klinického obrazu. Zakladtienéni cli psoriazu na
chronickou loZiskovou a akutni exantémovou formu.

Chronicka loZiskova formaipdstavuje asi 80%tipadi. Probiha lokalizovah na
predilelk¢nich mistech, kterymi jsou extenzorové plochy lokgt a kolennich klouh
vlasat&ast hlavy a oblast sakra.

Akutni exantémova formarpdstavuje asi 15%fipadi psoriazy. Je charakteristicka
nahlym vysevem bodovycti kapkovitych 1ézi. NajastjSi se objevuje v mladSimeku,
¢asto nasleduje po streptokokové infekci a odezbét@m rékolika tydni. U asi 60-70%
pacienti se ovSem v pozgsim wku rozvine chronicka loziskova forma.

K vzacrgjSim, ale zavaaSim klinickym formam pat psoriasis erythrodermica, ktera
zasahuje skoro cely kozni povrch aize gredstavovat az Zivot ohroZujici stav. DalSi
formou psoridzy se zavaznymi nasledky je artrogatiorma s postizenim kloibPodle
sowasnych uddj vznika az u 30% psoriatik

Bylo prokazano spojeni psoriazy s dalSimi imundpgiokymi onemocganimi. Mezi
choroby ¢asgji se vyskytujici v populaci psoriatik pati nag. roztrousena sklerdza,
Crohnova choroba, ulcerézni kolitida a revmatoidrtritida, stejd jako vySSi vyskyt
kardiovaskularnich onemo&m a diabetu. To vSe podporuje pohled na psori@ko |

systémove onemoegni s projevy systémového zdn.
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1.10.2. Patofyziologie psoriazy

Typicky pribéh nemoci je chronicky exacerbujici s typickynriddnim remisi a
exacerbaci. Je to chorob&itéIna, ale nevylételna.

Histologicky miZzeme kZi psoriatického plaku charakterizovétyimi specifickymi
znaky (234):

1. parakeratOza, porucha diferenciace keratinocyt

2. hyperkeratéza

3. zarngt, infiltrace zawtlivych burek do epidermis

4. zmnoZzeni kapilar papilarni dermis procesem angiegen

Jak bylo uvedeno vysSe, da se psoriaza povazoveyst@move onemoéni s nefast;i
koZnimi projevy. Etiopatogeneze je komplexni. Nekje jeden konkrétni faktorf az by
to byl cytokin, bugény typ ¢i druh imunitni odpovdi, ktery by byl sdm odp@dny za
rozvoj a udrZzovani psoriazy. Podle nejgéich gedstav je vhodtjsi definovat psoriazu
jako disledek interakci mezi infiltrujicimi leukocyty, kdimocyty a dalSimi busnymi
populacemi kZe a specifickym cytokinovym mikropréstlim (235,236).

Pfes znanou komplikovanostéthto interakci se zda byt staléeprejSi, Ze zdsadni
tlohu ma specifickd imunita, konkréti lymfocyty (237,238).

Souwasny model imunopatogeneze psoriazy vychazctae gedpoklad. Frirozeny
vyvoj nemoci lze rozdlit do rekolika fazi. Tento model vystluje patofyziologickeé
mechanismy spojené $gehodem od predispozic k plnozvinutému obrazu psoriazy. Po
prvotni senzitizaci imunitniho systému, ktera s@as®ji projevuje jako vysev akutni
exantémove formy, dochazi &kzn¢ dlouhému obdobi klidu. Vlivem wsich i vnitnich
faktoni nastava efektorova faze. Dochaximi k rozvoji charakteristickych psoriatickych
loZisek na kzi. Uspsna I&ba psoriazy je zatim jen symptomaticka, &pa v gevedeni
efektorové faze do klidové. Ke kauzélnineseni by byla péeba dikladrgjSi poznéni

piedchozich fazi rozvoje, zvl&ésenzitizace (Oht.12).
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Obr.¢.12. Schéma jednotlivych fazi patofyziologickéhodetu psoridzy

Iniciace psoriazy je souhrou vimich a vejSich vliva. K tém vnitinim pati geneticka
predispozice. Jiz prvni epidemiologické studieriggy provedené v 60. letech prokazaly
az 25% prevalenci uffipuznych v prvni linii (239,240). Klasické mendeda¢ modely
dédicnosti vSak u psoriazy neplati. V Uvahtichazi spiSe sa@asny vliv vice gem
(241,242). Zndma je asociace psoriazy s HLA alelw602 (243). Byly vytipovany
n¢které kandidatni genyi genové polymorfismy. Jednd se o geny, jejichdtginové
produkty maji v organismuadu funkci v zagtlivé odpowdi, hojeni ran, buftné
proliferaci a cytokinovych signalizaich kaskadach. Metodou DNA microarray, kdy byla
zkoumana celkova exprese mRNA ve zdravé a psd@tidzi, bylo nalezeno 1338
potencialnich geinsusceptibility (244).

Pritomnost rodinné zé&fe a susceptibilnich gérjeS& automaticky nemusi znamenat
rozvoj psoriazy, jak bylo dokazanai gtudii na dvojatech, kde byla konkordance asi 60-
70% (241).

NejpravdpodobrjSi model ddicnosti psoriazy je tedy polygenniédicnost s
neudplnou penetranci zavislou n@@mnostici negritomnosti vyvolavajicich faktér

Pii UGvaze o vyvolavacich faktorech musime rozliSitktéey nemoci jako
patofyziologického procesu a vyvolavajici faktogdpotlivych exacerbaci. Zatimco ty

druhé jsou zname, gatsem stres, mechanické traumaZé, Iéky a stav po&iterych
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infekcich, samotnd iniciace psoriazy je jeden méef objasgnych moment v celém

patologickém procesu (Tahl).

Vyvolavajici faktor DoloZené giklady

Bakterie Streptococcus pyogenes, Staphylococus aureus
Houby Candida albicans, Malassezia (Pityrosporum)
Viry HIV, retroviry, papillomaviry

Trauma Fyzikalni, chemické, chirurgické aj.

Endokrinni faktory T éhotenstvi, terapie estrogeny, stres

Lithium, antimalarika, beta-blokatory, p feruseni systémovg

Léky |é¢by kortikosteroidy

Metabolické faktory Hypokalcémie

Alkohol Nadmeérné uzivani

Tabulka¢. 1. Vngjsi faktory provokujici exacerbace psoriazy

Podle nejno¥Sich pgedstav je zasadnim krokem v rozvoji psoriazy akevar
lymfocyta (245). Redpoklada se existence antigefitautoantigenu, které tuto aktivaci
spou&tji. Povaha d&chto antigef neni jista, zvazuji se antigei®/ pyogenesz vlastnich
struktur organismu molekuly keratinu (246,247).iZ&ve je, Zze byla prokdzana sekdn
homologie streptokokovych M protéina cytoskeletu keratinoadyt (248). Nicmeér
piispivek specifického antigenu k rozvoji psoriazy, dos@rio, zdali je ubec nezbytny
pro rozvoj onemoai, je nejasny. Mozny je i vliv nespecifické akibeaT lymfocyfi
superantigeny (249). Jde dgobky streptokok a stafylokok, které se vazi nespecificky
nap fettzec TcR receptoru a @pobuji aktivaci vyznamnéasti populace T lymfocyt(az
10%). To dale mize vést k masivnimu uvaini cytokini s az systémovymi nasledky.
Tento mechanismus jégrlpokladan hlavhu akutni exantémové psoriazy.

K aktivaci T lymfocyfi dochazi ve spojeni sitkami prezentujicimi antigen na tzv.
imunologické synapsi. Ta zahrnuje spojeni TcR a HEAidzanym antigenem za
piitomnosti dalSich kostimuaich signal. Teprve po fekrateni ugité kvantitativni miry
signalu dochazi k aktivaci T lymfocytu.

U psoridzy jako boky prezentujici antigen jsou ®epgji uvadény Langerhansovy
bunky kuze, dale dermalni dendritické iiky a plazmocytoidni dendritické bkiy.

Prezentovat antigen mohou i aktivované keratinacyty
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Efektorova faze je sledem koordinovanyaid které vedou k exacerbaci psoriazy. Na
jejim konci je rozvoj typickych lézi. Prdkonec efektorové faze je chvile, kdy proti
nemoci terapeuticky zasahujeme. Mpadt Uspchu &by se efektorova faze vraci&mlo
faze klidové sizr¢ dlouhym intervalem do dalSi exacerbace.

Rozvoj psoriatického loZiska zahrnufegosloupné mechanismy:

1. infiltraci ktize leukocyty

2. aktivaci leukocyt

3. odpowd keratinocyl

Infiltrace kize zastlivymi bunkami je v patogenezi nemoci po angiogenezi jednou z
prvnich histologickych zgn v procesu rozvoje plaku (78). V psoriatickychidéz byly
prokazany zvysené pty neutrofili, T lymfocyti, makrofag a dendritickych butk. Tzv.
trafficking leukocyt, tj. uspdadany pesun na misto teni zprosiedkuji chemokiny (6).
U psoriatika byly zjisttny zvySené hladiny ditych chemokiri jak lokalrg v lézich, tak
systémo¥ (v séru). Rzné leukocytarni populace dominuji wiznych fazich rozvoje
psoriazy a tomu odpovidajizna chemokinova spektra.

Ukazuje se, Ze zéasadni pro rozvoj psoriazy je akavT lymfocyt (5,4). U T
lymfocyta v lézich byl prokazan aktivovany fenotyp (expré&3@69, HLADR, CD25)
(7,8). Mechanismus aktivace se prgwodobré liSi pri iniciaci psoriazy a p exacerbaci a
udrZzovani chronického plaku. V prvnintigact probiha cely proces aktivace imunitniho
systému kZe od aktivace Langerhansovych Bkiantigenem fes jejich migraci do uzlin,
prezentaci antigenu T lymfodyh, aktivaci, proliferaci a vcestovani T lymfoaydo kize.

V druhém pipact probiha aktivace T lymfocitjen v kiZi. Prezentace antigenut'(az
vlastnihoti ciziho pivodu) podle této jedstavy probiha v jednom misv psoriatické lézi,
ktera ziskava u chronické psoriazgastény charakter, a to bgdtny i cytokinovy,
lymfoidni tkaré. Zde byla skuténé prokazana lymfoidni neogenezée novovznikla
ektopicka loZziska lymfoidni tk&s burcnym i cytokinovym profilem lymfatické uzliny
a obdobnymi funkcemi.

CD4+ T lymfocyty se u psoriazy diferencuji&em k Thl a Tcl fenotypu. U psoriazy je
popsana fevaha subsétnejen Thl, ale fedevSim Th1l7 a sniZzeng@nost regulanich
subsei Treg a Th2 (22). Thl produkujtgdevsim IL-2 a INFy, zatimco Th17 hlawnlL-
17a IL-22 (18,20).
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INF y produkovany T lymfocyty hraje zasadni roli v akiiv dalSich leukocytarnich
populaci, k nimz pat monocyto — makrofagové elementy a dendritickéklguAktivované
T lymfocyty, vcestovalé dodke, aktivuji i keratinocyty.

Zvlase v patateinich fazich rozvoje jsou to pr&weytokiny Thl lymfocyh tj. INFy a
IL-22, které vedou k aktivaci keratino@ytV pozdjsich fazich, u chronického plaku, se na
udrzovani loziska podili svymi cytokiny i dalSi kiné typy, makrofagy, dendritické
buiky, stromalni biiky i samotné keratinocyty.

Keratinocyty psoriatit vykazuji rekteré odlisSné vlastnosti proti zdravé populaci.iPat
k nim rezistence k interferony, produkce wkterych cytokiri, rezistence k apoptoze
(250). To se tykd i keratinody nepostizenéike, coz doklada pravdivostqustavy o
geneticky kédované viiti abnormali& metabolismu nebo nitrob&mého penosu
signalu.

Po aktivaci ziskavaji keratinocyty jeéShékteré dalSi vlastnosti jako napzvySenou
proliferaci, poruchy maturace, schopnosédkladat antigen T lymfocgtm a zvySenou
produkci cytokiri (251,252,253).

Zvysena proliferace keratinogéyse odhaduje se az na 50-ti nasobek normalni rgtthlo
déleni (254). Nebyl zatim nalezen Zadny konkrétnokiytovy mediator zprogtdkujici
hyperproliferaci &chto burtk, zvazuji se cytokiny Thl lymfocytv kombinaci s dalSimi
faktory (255). Vliv na proliferaci keratinoaybyl prokazan u elastaz granuloty256),
dale pak u malého cytokinunerve growth factoNGF) (267) a TGF produkovanych
keratinocyty (258,259). TNFEF produkovany makrofagy zvySuje produkci TGF (260).
Vyrazny &inek anti TNF terapie u psoridzy spdies s rekterymi zviecimi modely
nazng&uje vyznamny vliv TNk a aktivovanych makrofaégna kozni zrény v psoriatickém
loZisku (261).

V normalni Kizi trva maturace keratinody®28 dni a keratinocyt projde za tuto dobu ze
stratum bazaledo vrchni stratum corneum kde v zagrecném kroku terminalni
diferenciace vytvi keratinovou svrchni vrstvuike.

V psoriatickém lozisku je tento proces zkracen pmuhych 5 dni, terminalni
diferenciace je poruSena, coZ je reprezentovanakpeatdozou (262). Pragpodobnym
kandidatem na mediator poruchy maturace se zddlbgP produkovany Thl a Th17
lymfocyty (263). K dalSim paéit struktural@ podobné IL-20 a IL-23. K dalSi¢iinkam IL-

22 pati podpora produkce antimikrobiélnich pejdtikeratinocyty (264). Mohl by tak byt
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vyswetlen zdanlivy paradox, kdyfpporusené normalni bariérové strulekize neni nijak
zvysSena incidence koznich infekci u psoriatfR65).

Zvysena produkce cytokinkeratinocyty vede k facilitaci&i charakteristickych pro
psoriazu, jako jsou chemotaxe leukdcyebo angiogeneze (13).

Tyto vzajemné interakce vedou k vyteai chronického psoriatického histologického
obrazu. Ukazuje se, Ze rozdilné Beme typy a cytokiny hraji hlavni roli viznych fazich
rozvoje nemoci. Lymfocyty a jejichtgobky hlavi pii iniciaci nemoci a v efektorove fazi
jiz prebiraji vedeni monocyty a keratinocyty (266). Tpitedstavu doklada relatigmizka
acinnost |€by zangiené na T lymfocyty a naopak vysoké procentoésispsti terapie
blokadou TNk (267). Da se to vystlit tak, Ze se k terapiiifstupuje ve fazi rozvinutého
loZiska, tedy v pozdni efektorové fazi, kdy sebéugci mechanismy zprasdkuji

pievazre makrofagy a keratinocyty (268).

1.10.3. Terapie psoriazy

Obecr je terapie psoriazy koncipovana jako snaha o paliaexacerbaci a dosazeni
remise. Uplné vykéeni psoriazy neni u konkrétniho pacienta wasné dob mozné.
Brani tomu pra¥ nedostaténé poznani mechanisnmiciace a udrzovani choroby.

At uz klasicka¢i moderni biologicka l&ba se zawrtuje na ovliveni znamych
patofyziologickych procespsoriazy, jako je imunopatologicky z@nhyperproliferace a
porucha diferenciace a apoptézy keratindcyt

Tyto terpaeutické principy se uptafi u klasickych terapii i u biologické dBy. Ke
klasickym terapiim (lok&lnim, i celkovym) gatpodavani kortikoid, imunospupresivni
latky, analogy vitaminu D, retinoidy, fyzikalnidea UVB, ¢i kombinovana PUVA.

Moderni biologicka |éba se zawrtuje prevazr na ovlivreni jednotlivych krok
rozvoje zastu v psoriatické &Zi. Je cilena na imunologickou synap#iipterakci antigen
prezentujicich butk a T lymfocyfi, na aktivaci T lymfocyt a jejich gfesmyk do Thl
subtypu, a na produkci cytoKirv psoriatickém lozisku.

Terapii prvni volby a také nejuzivgsi je vCR Goeckermanova terapie. Historie této
lécby saha do roku 1925, kdy William H. Goeckerman gabpterapeutické vyuZziti
fototoxickych vlastnosti kamenouhelného dehtu v Boraci s UV z&enim @i léche

psoriazy (269,270). Vzhledem k nizké &éenvyznamneé &innosti se dodnes tentockEbny
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postup vyuziva v celéed® modifikaci (271). Terapie zobi ve ¥tSin¢ pripadi velmi
rychle a s vysokoudinnosti. Co do efektivity snese srovnani s jinyyiyt [&by psoriazy,
s pouzitim cyklosporinu, metotrexatu nebo fotochtmrapii PUVA. EXxistuji prace
srovnavajici tinek Goeckermanovy terapie s modernimi postupyobické &by (272).
Soares and Davis vroce 2007 popsali¢gapu terpii u dvou pacieints psoriazou,
nereagujicich na biologickoudlgu (273). Sirsimu pouZiti Goeckermanovy metody bran
piedevsim obavy z moznych mutagennich/karcinogenifictkic kamenouhelného dehtu
s vysokym obsahem polyaromatickych uhlovadi¥ sowasné dob je Goeckermannova
terapie wwad zemi pouzivana hla¥npro l&bu chronické stabilni¢i refrakterni formu

psoridzy. Stejatomu je i vCeské republice, kde tato terapiestéva stale metodou prvni

volby pro dosplé i déti (269) (Tab.¢.2.).

Lécba Lokalni/systémové Cile &by
kortikosteroidy Lokalni T-lymfocyty
analoga vitaminu D Lokalni T-lymfocyty
keratinocyty
analoga vitaminu A lokalni + systémova T-lymfocyty
keratinocyty
cyklosporin Systémova T-lymfocyty
tacrolimus Systémova T-lymfocyty
metotrexat Systémova T-lymfocyty
keratinocyty
PUVA/UVB Systémova T-lymfocyty
dithranol Lokalni T-lymfocyty
keratinocyty
Estery kys. Fumarové Systémova T-lymfocyty
keratinocyty
Goeckermanova metoda Lokalni ?2?27

Tabulka¢. 2. Brehled pouzivanych zakladnich metodt§ psoriazy
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1.10.4. Angiogeneze u psoriazy

Psoridza byla jedna z prvnich nenadorovych chorobkteré se jfedpokladala
patologick& angiogeneze (274feBtozZe hlavni poznané mechanismy psoriazyigap ve
spojeni aktivace imunitniho systému a abnormalidezmalni diferenciace a proliferace,
zda se, Ze i angiogenezi zde nalaitézita role. Histologicky byly prokazany dilatovaaé
pokroucené kapilary v papilarni dermis (275). Kviatiyni analyza mikrovaskularni
denzity pomoci zrigenych protilatek proti endotelovym marker ukazala aZtyinasobné
zmnoZeni endotelia v povrchovém vaskularnim plexiay psoriatickych lézi. Hluboky
plexus se cévni denzitou od zdravé kontroly nelii6). Pra¥ povrchovy vaskularni
plexus a kapilary jsou to¢asti cévnihdecisté kize, ktera slouzi k zasobovani epidermis

vyZivou a samazjme i leukocyty v ipads zaretu (Obrg.13).

casné stadium vznik psoriatické léze

aktivace angiogeneze
(T lymfocyty, hypoxie)

epidermalni epidermis

A keratinocyty
| — v

VEGF dermis

kapilarni e
smyg&ky endotelialni

proliferace

Obr.¢.13. Angiogeneze vi&i psoriatickych 1ézi
Kiize psoriatickych lézi je, stéjjako zdrava KZe, vyZzivovana superficialnim vaskularnim
plexem z dermis.V papilach dermis vybihajicich pidegmis je u psoriatik popsan wtSi
priiez kapilar. To je zfsobeno jejich zmnozenim, prodlouzenim a tvorbouralspe
vrcholku kapilarni kléky. Iniciacni impuls k angiogenezi v psoriatick&kje spusiny T-
lymfocyty a vede k aktivaci keratinagy@y potom produkuji angiogenni faktory (VEGF,
TP, IL8) pisobici na kapilarni ktiky superficialniho plexu. Jejich endotel je re¥n
aktivovan a exprimuje znaky angiogenni vaskujatuntegrinaVp3, Tek receptory, ang-
2).
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Caso¥ jsou mikrovaskularni z#my jedny z prvnich z#n v posloupnosti vyvoje plaku.
Zmnozeni vaskulatury nastavaed znénami epidermis i infiltraci leukocyty. ZvysSeni
cévniho piitoku bylo pozorovano ve zdravé pii okrajich plaki, kde gedznamenavalo
budouci roz§ovani loZiska (277,278).

Jak bylo uvedeno v kapitole o obecné angiogenezikg spu®hi angiogenniho
piepin&e nutna relativni jgvaha angiogennich sigal) psoriazy byla skuteé nalezena
fada dkazi podporujicich tento mechanismusgtdimou Slo o zvySené hladiny
proangiogennich cytokin (VEGF, endoglin) a sniZzené koncentrace inhibitoru
angiogeneze, thrombospondinu 1 (TSPji¥ikézi nebo v séru pacient

Imunohistochemicky byla prokazana exprese angiogeri (Ang-1) stromalnimi
bunkami papilarni dermis psoriatickéike, kde pravébodobré v souladu s jejimi vySe
popsanymi funkcemi reguluje stabilizaci gavorenych cév. Angiogenin 2 (Ang-2) je téz
exprimovan v papilach dermis, ale pouze endotelawpitkami (279).

Z proangiogennichgsobli byly v séru narreny zvySené hodnoty VEGF, Ang-1,
Ang-2 a jejich receptoru Tek. U hladin antiangiogié thrombospondinu 1 se jednalo o
sedminasobné snizeni (280). NagZitejSi pro novotvorbu cév se zda byt produkce
VEGF.

Zda se, Ze tento proangiogenni potencial je spejepidermis lézi a to konkrétn
s keratinocyty (281). Aktivované psoriatické kematiyty produkuji mnoho cytokin
s angiogennim potencialenietré praw VEGF (282).

Tento cytokin m& nezastupitelnou roli v patogemezivoje lézi. U laboratornich mysi
s transgenni nadprodukci VEGF wZk se rozvinuly kozni iiznaky velmi podobné
psoriaze (283).

U lidi byla prokazana korelace mezi hladinami VEGEéru a systémovymi projevy
nemoci @i tézSich formach psoridzy. A to zejména u padiest generalizovanou
erytrodermickou formou a generalizovanou pustulapsioriazou. Vliv VEGF na
hyperpermeabilitu bazalnich membran cév byl u gdizewvané pustularni formy davan do
souvislosti s mimokoZnimi komplikacemi, jako jsowofeinurie nebo plicni edém a u
erytrodermické formy s celkovym systémovym rozumate zvySenou mortalitou (284).

Pravd&podobné je propojeni prodeszarétu a angiogeneze, kdy nadprodukce

prozartlivych cytokini dana dysfunkci Thl&we specifické imunity vede k produkci
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VEGF keratinocyty a uzavird tak &povazebnou sn#ku chronicky za&t <«

angiogeneze.

1.10.5. Terapie psoriazy a angiogeneze

U mnoha klasickych terapii psoriazy bylo prokazansekundarni antiangiogenni
pusobeni. Dokazuje to nalez snizené exprese VEGRK1Ahg psoriatické &Zi po terapii
PUVA a tazarotenem (285). Byly popsany antiangioge®inky retinoli a kalcitriolu
(286,287). Z mnoha slozek terapeutického dehtu iaglovan karbazol jako latka
s protizatlivym a antiangiogennimgsobenim (288). Terapie z&fena jen na samotnou
blokadu angiogeneze je natatku zkoumani. Neovastat, extrakt ze Ztadb chrupavek, je
ve fazi Il. klinickych pokus, kde vykazuje slibné vysledky (289,290). Byly pkblany
ojedirglé kasuistické prace. Pouziti inhibitoru proteinokéndzy VEGF receptoru,
sunitinib u sodasné malignity vedl k zlepSentipnaki psoriazy (299). Topicka aplikace
FGF inhibitoru vedla k zmensSeni l€zi (292).

Jako @innou modalitou l8by se ukazuje moznost kombinace obdistppi, tedy
antiangiogenni a klasické. Sirolimus byl¢inny jen v kombinaci s klasickym
cyklosporinem, kdy vedl ke zvySenicianosti terapie a moznosti snizeni davky
nefrotoxického cyklosporinu.

Vliv Goeckermanovy terapie na angiogenezi zatird®tan nebyl.
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2. Cile prace

Predkladana prace je za&fena na zhodnoceni vybranych ukazatsbuvisejicich

s vybranymi etiopatologickymi &l psoridzy se zvlastnim adazem na posouzeni

proangiogenni aktivity a jejich dynamiku v souviics Goeckermanovou terapii psoriazy.

Hlavni cile prace:

1.

Stanoveni sérové koncentrace vybranych proangiogeriaktofi pied zahjenim

terapie a po jejim uka@eni ve skupié dosglych i détskych pacienit s psoriazou.

. Posouzeni vlivu Goeckermanovy terapie na angiogahtivitu psoriazy pomoci

zmeén hladin angiogennich fakioroFGF, VEGF a solubilni formy endoglinu
v pribéhu terapie

Porovnat uzittnost a vhodnost dvoutiznych metodickych iistupi (ELISA
technika a technika proteinovych array) pro stanoa@giogennich faktér
Monitorovat &innost Goeckermanovy terapie pomoci dvou ukazatélttu ze
skupiny pentraxitht CRP a pentraxinu 3

Na zaklad vysledki navrhnout ukazatele vhodné pro monitorovani¢sispsti

terapie psoriazy.
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3. Soubor pacient 0 a pouZzita metodika

3.1. Soubor pacient

3.1.1. Sestava dosp élych pacient 0 s psoriazou pro analyzu
angiogennich faktor 0 bFGF a VEGF

Do studie bylo zgazeno celkem 44 dod&gch pacient z ambulance Kliniky nemoci
koznich a pohlavnich FN Hradec Kralové. Soubor kddal z 18 Zen a 26 mazZ
pramérny vék byl 38,5 roku a #kovy rozsah sahal od 18 do 75 let. 32 % padidayli
KUFaci.

Jako kontrolni soubor slouzila skupina dobrovolngi#rai krve o ptimérném ¥ku
39,6 let (rozsah 18 — 65 let). Kontrolni skupinaatiovala 40% kaki

VSichni podepsali informovany souhlas a studie bytevolena Etickou komisi FN

Hradec Kralové.

3.1.2. Sestava d étskych pacient 0 s psoriazou pro analyzu
angiogennich faktor @ a chemokin G pomoci metody proteinovych

array

Do studované skupiny bylo imeno 22 &skych pacient s psoriazou. 15 z nich byly
divky a 7 chlapci. Rmérny vék se pohyboval okolo 13,6 let s rozsahem od 8 detl8

Kontrolni skupinu tvélo 22 zdravych dti (13 divek a 9 chlag¢ pramérny vék 15,4
roku s rozsahem od 7 do 17 let). Kontrolni skufigka vybrana v &tské dermatologické
ambulanci po negativnim klinickém vy&exi.

VSichni podepsali informovany souhlas a studie bytevolena Etickou komisi FN

Hradec Kralové.
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3.1.3. Sestava dosp élych pacient 0 s psoriazou pro analyzu pentraxin G

CRP a pentraxinu 3

Hladiny pentraxig byly analyzovany ve skupind9 dosglych pacient s psoridzou.
Z nich bylo 23 Zen a 26 mazPrimérny vek byl 37,5 roku s rozsahem od 18 do 75 let.

Kontrolni skupinu tvélo 48 zdravych dobrovolnik dard@ krve. Jejich pkmérny veék
byl 29,6 let s rozsahem od 19 do 65 let. V konirekupireé bylo 29 mu# a 19 Zen.

VSichni podepsali informovany souhlas a studie bytevolena Etickou komisi FN
Hradec Krélové.

3.1.4. Sestava dosp élych pacient 0 s psoriazou pro analyzu solubilni

formy endoglinu (sCD105)

Solubilni formy endoglinu (sCD105) byla stanovenaéw 38 dosflych pacient
s psoridzou. Z nich bylo 18 Zen a 20 riuriimérny vék byl 43,4 roku s rozsahem od 18
do 76 let.

Kontrolni skupinu tvélo 63 zdravych dobrovolnik dard@ krve. Jejich pkmérny vek
byl 34,4 let s rozsahem od 19 do 56 let. V konfrekupireé bylo 32 mu# a 31 Zen.

VSichni podepsali informovany souhlas a studie bytevolena Etickou komisi FN

Hradec Kralové.

3.2. Goeckermanova terapie psoriazy

Goeckermanova terapie je kombinaci fototerapiekaliod aplikaci dehtu. Nemocnému
je veter aplikovana dehtova mast obsahujici 5% dehtu gptkracis) na postizena mista
kuze. Mast fisobi [fes noc a rano je odstiara pomoci olejové laznNasleds je pacient
oz&en UV z&enim a zbytky dehtové masti jsou odstrankoupeli.

K zakladnim kritériim pro Zazeni osob do skupiny paciént je negitomnost

interagujicich faktar expozice (nap soukkZna ¢i predchézejici sekundarni expozice
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dehtu, PAU, UV z#ni, RTG z#eni) a stav onemoéni, vylwujici Goeckermanovu
metodu |€by psoridzy (nesnasSenlivost UViedici dehtovych prepard}. Tyto udaje byly
zjiStovany pomoci dotaznika odbornym dermatologickym vygenim.

Primérna doba terapie se pohybovala okolo 17 dni (8 -dA%). Pro objektivizaci
rozsahu postizeni byl pouZzit vyt PASI skére (Psoriasis Area and Severity Index)
vyhodnocovanéigd a po skofeni |&by.

Byla provedena i objektivizace davky UVieai, kterou pacienti obdrzeliipterapii.
Dle spektroradiometrické analyzy pouzitého UWiga je intervalova hustota éého
toku ve vzdalenosti 100 cmiqul z&icem 134,46W/cn? (pro vinovou délku 280 — 315
nm) a 245,6uW/cn? (pro vinovou délku 315,5 - 400 nm). K dispozicildy podrobna
spektra hustot Z&ého toku, ze kterych bylo mozZzno @&i& hodnoty intenzit pro uzsi
spektréalni oblasti. EInn& intenzita z#@ni (W/cnf vztazena k vinové délce 270 nm) byla
prabézreé patitana jako sotet sodinu intenzit zéeni v dikich spektralnich oblastech od
180 do 400 nm (W x cthx nm?), relativnich spektralnichinnosti a &ek dikich
spektralnich oblasti (nm). Davky ieai byly vyp@itany vynasobenimdinné intenzity
z&eni (1,478 B W/cn?) dobou expozice. Doby expozice UViedi byly individudlni a
byly ordinovany vzestupnpodle vyvoje onemoemi béhem |€by. Doba ozgeni se
pohybovala od 1 do 20 minut/den. Denni davkaie@dse u sledovanych paciént
pohybovala mezi hodnotami 0,8868 mJ7oth minuta) a 17,736 mJ/énf20 minut). Pro
kvantifikaci rizika byla pouZita limitni hodnota gqrpracovni prosedi 3 mJd/crh
doporiovana jako ochranatr@d akutnimi @inky vedoucimi ke vzniku erythému a
fotokeratitidy. DelSi doby expozice tento limitgraiovaly zhruba Sestinasofymejkratsi
dosahovaly 30% limitu. Pro dané podminky Goeckewag metody davkovy limit

naphovaly zhruba 3,4 minuty expozice.

3.3. Odb éry biologického materialu

Vzorky srazlivé krve byly od paciehtécenych Goeckermanovou terapii odebrairgdp
zatatkem I€by a v den propu&hi z nemocnini p&e. Srazliva krev byla od&idéna po 1
hodine pti 3000 rpm po dobu 10 minut a sérum bylo zmrazeno-80°C. Stejnym
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zpisobem byly zpracovany a uchovany kontrolni vzorldrai krve. Red vlastnim
zpracovanim byly vzorky rozmrazenii pokojové teplat.

3.4. Laboratorni metody stanoveni angiogennich fakt  ord a

pentraxin g

3.4.1 Metoda proteinovych array

Metody proteinovych array patmezi tzv. multiplexové techniky, které unigi
simultanni stanoveni&t8iho mnozstvi sledovanych paranmie{enalyfi). Pro stanoveni
chemokiri a dalSich angiogennich faklior séru pacietits psoriazou byla pouZzita metoda
tzv. membranovych array od firmy RayBiotech (Noesi0oGeorgia, USA). Na povrchu
vhodné membrany o rozfrech cca 1x1cm byly do &itych predem definovanych mist,
spofi, navazany protilatky proti jednotlivym stanovovanghemokifim. Membrana byla
nasledg inkubovana se vzorkem séra pacienta a po pronythd povrch membrany
aplikovan koktejl sekundarnich protilatek proti mriym chemokiim. Tyto protilatky
jsou namieny proti jinym epitopm na povrchu molekul chemokinnez primarni, na
membranu fixované protilatky. Sekundarni protilatkyly znaeny biotinem. V dalSim
kroku byl gidan konjugéat streptavidint&nova peroxidaza a nakonec substrat, ktery po
transformaci na barevny produkt vizualizoval navézastanovované chemokiny.
Vyhodnoceni bylo provedeno densitometricky z digitéo fotografického zaznamu
membrany. Pro analyzu byl pouZit software ARES @REvaluation System, Bari@R).

Metoda byla pouzita na stanoveni chemaks angiogennimi dinky: ENA-78,
GRO alfa, MCP-1, RANTES, IL-8.

3.4.2. ELISA technika
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Metodou ELISA byla stanovenaétgina solubilnich markér pouzitych i
hodnoceni imunomodutaiho efektu Goeckermanovy terapie psoriazy. MetedesA je
zaloZzena na detekci solubilnich fakioimunochemickou cestou pomoci dvojice
specifickych protilatek narfénych proti 6znym misiém (epitogim) na stanovovane
molekule proteinu. Prvni protiladtka je zpravidlavAaana na povrchu jamky mikrotitra
desttky. Stanovovany protein ze vzorku je potom navazén tuto protilatku a
vizualizovan pomoci druhé protilatky zZiemé enzymaticky. Enzym potom transformuje
vhodny substrat z vzniku zbarveni, které je¢imd koncentraci stanovovaného proteinu.
Vzniklé zbarveni je gieno spektrofotometricky. Pro stanoveni praigii ISA technikou
byly pouzity komegni kity. Spektrofotometrick& #ieni byla realizovana pomoci ELISA
readeru Multiskan RC (Thermo Scientific).

Pomoci ELISA techniky byly stanoveny hladiny bFGEGF, pentraxinu3 a solubilni
formy endoglinu (sCD105). Koncentrace PTX 3 bylyiemy pomoci soupravy pro
sendvéovou ELISA metodu (Alexis Biochemicals, Lausen, @eiland).

Hladiny VEGF, bFGF a solubilni formy endoglinu vrisébyly zméfeny ELISA
metodou s pouzitim komarich diagnostickych kit vyrobenych firmou R&D Systems
(USA).

3.4.3. Imunonefelometrie

Imunonefelometrickd metoda je zaloZena ngemi rozptyleného s¥la nacasté&kach
precipitatu, imunokomplexu, vzniklého reakci antiggv tomto pipadt lidského CRP ze
vzorku) a specifické zieci protilatky. CRP byl ®gfen touto metodou za pouziti
nefelometrického analyzatoru IMMAGE 800 firmy Beckm Coulter a reagencii téze

firmy.

3.5. Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni nafanych dat byly pouzit statisticky software MedCalc
(MedCalc Software, Mariakerke, Belgie). Normalitat doyla kontrolovana pomoci
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Kolmogorov-Smirnovova testu. Pro srovnani skupirigrai a pro zhodnoceni zmn
jednotlivych parametr béchem terapie byl pouZzit neparovy nebo parovy t-tpdpadré
neparametricky Wilcoxalv nebo Mann-Whitneyw test. Korelani analyza byla
provedena pomoci Pearsonova nebo Spearmanova &ohelakoeficientu. Hodnota p <

0,05 je povazovana za statisticky vyznamnou.

4. Vysledky

4.1. Stanoveni hladin r dgstovych faktor & VEGF a bFGF u pacient

s psoriazou Ié ¢éenych Goeckermanovou terapii

Ve skupirt 44 dosplych pacient s psoridzou bylo dosazeno vyznamné Klinické
odpowdi na terapii. Hodnoty PASIipd terapii 20,9 + 8,4 klesly na uravB,7 + 3,9 po
terapii (p < 0,001).

Sérové hladiny obou angiogennich cytdkinEGF a bFGF korelovaly s aktivitou
choroby né¢tenou pomoci PASI skore. Korétd koeficienty nély hodnotu 0,5688 u bFGF
(p < 0,001) a 0,352 (p = 0,019) pro VEGF. Vysledtkyelatni analyzy jsou znazokny

v grafech¢. 1 a 2.
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Graf ¢. 1. Korelace mezi sérovymi hladinami bFGF a hodnot&ABI skére ve skupin
pacient: s psoriazou fed Goeckermanovou terapii. Z§igy korelani koeficient ma
hodnotu 0,5688 (p < 0,001).
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Graf ¢. 2. Korelace mezi sérovymi hladinami VEGF a hodnotB@EIl skére ve skupin
pacient: s psoriazou fed zahajenim Goeckermanovy terapie. Kafelakoeficient ma
hodnotu 0,352 (p = 0,019).

V porovnani s hladinamithto cytokini v séru zdravych osob (bFGF 7,3 + 3,7 pg/ml,

VEGF 236,4 £ 55,9 pg/ml) byly hladiny u psoridtipied I&bou vyznama vyssi (bFGF
10,2 £ 5,04 pg/ml, p=0,0036 a VEGF 329,4 + 125 Anpgp < 0,001)Viz grafy ¢. 3. a 4..
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Graf ¢. 3. Srovnani sérovych hodnot bFGF u paciestpsoridzou fed zahajenim terapie
s hodnotami u zdravych dobrovoliifp = 0,0036).
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Graf ¢. 4. Srovnani sérovych hodnot VEGF u pacdiesipsoridzou fed zahajenim terapie
s hodnotami u zdravych dobrovoliifp < 0,001).
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Sérové hladiny obou cytokirse po terapii vyznandrsnizily. Hladiny bFGF poklesly z
10,2 + 5,04 pg/ml na 7,78 + 4,5 pg/ml (p = 0,01%oanoty VEGF se snizily z 329,4
125,5 pg/ml na 278,5 £ 109,9 pg/ml (p = 0,0042)afy ¢. 5. a 6). Koncentrace VEGF
zastala po terapii stdle vysSi nez u zdravych kontidhopak bFGF se po terapii

normalizovala (p = 0,5723).

25

20

bFGF (pg/mi)

ey
o

O DO O I
n__r
I.lllhl

pred terapii po terapii

Graf ¢. 5. Pokles hladin bFGF v gbehu Goeckermanovy terapie psoridzy (p = 0,0191).
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Graf ¢. 6. Pokles hladin VEGF v gbehu Goeckermanovy terapie psoriazy (p = 0,0042).

4.2. Stanoveni hladin angiogennich faktor g u pacient d
s psoriazou |é éenych Goeckermanovou terapii metodou

proteinovych array.

Angiogenni faktory byly vySéeny ve skupid 22 d&ti s psoriazou kenych
Goeckermanovou terapii. Ve vSediipadech bylo dosazeno vyznamné klinické odgov
na terapii. Hodnoty PASIipd terapii 20,33 = 9,86 klesly na 7,7 = 5,22 pager(p <
0,001). Metodou proteinovych array bylyrany chemokiny GRO alfa, ENA 78, MCP-1,
RANTES a IL-8. Nebyly prokdzany zadné statistickzivamné korelace mezi sérovymi
hladinami n&fenych parameira aktivitou nemoci vyja@nou jako PASI skore.

Sestava paramétna pouzitych membranach je abrazku €. 14. Jednotlivé proteiny
se na kazdé membranvySetuji duplicitné. Typicka ukazka membrany se spoty

odpovidajicimi iifenym chemokifim je naobrazku ¢. 15
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A B c D E E G H

1 POS POS NEG NEG Angiogenin EGF ENA-78 b FGF
2 POS POS NEG NEG Angiogenin EGF * ENA-78 b FGF
3 GRO IFN-y IGF-| IL-6 IL-8 LEPTIN MCP-1 FDGFTBB
4 GRO IEN-y IGF-1 IL-6 IL-8 LEPTIN MCP-1 PDGF-BB
5 PIGF RANTES TGF-p1 TIMP-1 TIMP-2 Thrombopoietin VEGF VEGF-D
6 PIGF RANTES TGF-p1 TIMP-1 TIMP-2 Thrombopoietin VEGF VEGF-D
7 BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK Neg POS
8 BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK Neg POS

Obr ¢ 14. Sestava vySaivanych parameifr na membra# pii stanoveni angiogennich

faktori metodou proteinovych array.
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Obr ¢. 15. Ukazka vysledného zbarveni spotn membra# pi stanoveni angiogennich
faktori metodou proteinovych array. Spoty odpovidajicidiakn zmizovanym v praci jsou

vyznaeny kruhy.
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Po vyhodnoceni membran pomoci specialniho softlwghe koncentrace jednotlivych
chemokiri vyjadieny v podob relativnich jednotek. Hodnoty jednotlivych fakiojsou

uvedeny abulce ¢. 3

Pred terapii Po terapii Kontrolni skupina
Chemokin

Pramer SD | Median| Pramer SD | Median| Pramér SD | Median

ENA-78 11,33 | 9,39 85 12,75 | 11,64 7.2 12,44 | 7,02] 11,25

GROuw. 2285 | 13,79 1725 | 19,10 | 135] 110 | 1438 | 1244 9,0

IL-8 14,17 | 19,74 540 | 10,70 | 12,01 50 714 | 1083 4,75

MCP-1 8,69 7271 7.2 647 | 3,77] 680 2,43 149 2,0

RANTES | 49,02 | 1591 920 | 3976 | 1304 375 | 3997 | 1697 44,0

Tabulka ¢. 3. Koncentrace chemokir(relativni jednotky)

Pri srovnani hladin chemokinmezi dtskymi pacienty a skupinou zdravychtgkych
dobrovolniki byly nalezeny zvySené hladiny GRO alfa (p = 0,012&8CP-1 (p = 0,0003)
pied terapii oproti zdravym kontrolam. Naproti tomadiny RANTES, ENA-78 a IL-8
pied terapii nebyly vyznamdrevySeny oproti kontrolni skupin

Dale byl zkouman vliv Goeckermanovy terapie na imadmirenych chemokifi. U
pacienti vyznamié poklesly po Goeckermandwerapii koncentrace MCP-1 (p = 0,002),
GRO alfa (p = 0,048) a RANTES (p = 0,0131). Hodn®M{ZP-1 byly i po terapii
vyznamrié zvySeny oproti zdravym kontrolam (p < 0,0001). &ay hladin GRO alfa,
MCP-1 a RANTES &hem terapie a jejich vztah k hodnotam u zdravé |ameujsou

zobrazeny grafech¢. 7,8 a 9.
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Graf ¢ 7. Rozdily v sérovych hodnotach GRO ve skupinacheptcs psoriazou fed
zahajenim terapie a po ukeemi terapie a v kontrolni skuginKoncentrace GRO jsou

uvedeny v relativnich jednotkach
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Graf ¢. 8. Zmeny v sérovych hladinach chemokinu MCP-1 ve skupactient: s psoriazou
pred zahajenim terapie a po ukemi terapie a v kontrolni skuginKoncentrace MCP-1

jsou uvedeny v relativnich jednotkach.
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Graf ¢ 9. Rozdily v sérovych hodnotach chemokinu RANTESkwein&ch pacienit
s psoriazou fed zahdjenim terapie a po ukemi terapie a v kontrolni skupin
Koncentrace RANTES jsou uvedeny v relativnich jidich.

4.3. Stanoveni koncentraci pentraxin & PTX3 a CRP v sérech

pacient u s psoriazou lé éenych Goeckermanovou terapii.

Parametry byly stanoveny ve skupim9 pacient s psoriazou. Bylo dosazeno
vyznamneé klinické odpadi na Goeckermanovu terapii. Hodnoty PASgbterapii 20,9 £
8,4 klesly na 7,7 + 5,22 po terapii (p < 0,0001ebMy prokdzany zadné statisticky
vyznamné korelace mezi sérovymi hladinami CRP a P@&aktivitou nemoci vyjdgnou
jako PASI skoére.

Ve srovnani s hodnotami v kontrolni skupdravych dant krve byla hodnota PTX3
a CRP ped I&bou vyznama vysSi (p < 0,0001)Grafy €. 10 a 1). Hodnoty ve skupi
zdravych dobrovolnik pro PTX3 byly 1,05 + 0,45 ng/ml a pro CRP 0,73,64 mg/l.

82



3,5

3,0 * %k

N
3

PTX3 (ng/ml)
iy N
(3] o
|IIIIllllllllIllllllllllllllllllllll

-
o

8
4]

2
=)

pred terapii kontrolni skupina

Graf ¢. 10. Srovnani sérovych hodnot pentraxinu 3 (PTX3) ugmat s psoriazou fed
zahajenim terapie s hodnotami u zdravych dobrokalfd < 0,001).
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Graf ¢ 11. Srovnani sérovych hodnot CRP u pagienpsoriazou fed zahajenim terapie
s hodnotami u zdravych dobrovoliifp < 0,001).
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Hladina PTX ped l&bou 1,92 + 0,72 ng/ml klesla vyznatna 1,66 + 0,58 po &&¢ (p
< 0,00396) Graf &. 12).
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Graf ¢. 12. Pokles hladin pentraxinu 3 viiiechu Goeckermanovy terapie psoriazy (p =
0,0396).

| po skoreni l&by zistaly koncentrace PTX3 vyznamrnvysSi oproti kontrolni
skupirg (p < 0,0001).

Hladina CRP klesla z 4,64 = 3,96 mg#hlem I&€by na 1,66 £ 0,58 mg/l (p < 0,001)
(Graf ¢. 13.
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Graf ¢. 13.Pokles hladin CRP v pbéhu Goeckermanovy terapie psoriazy (p < 0,001).

4.4. Stanoveni hladin solubilni formy endoglinu (CD  105) v sérech

pacient & s psoriazou |é éenych Goeckermanovou terapii.

Solubilni forma endoglinu (CD105) byla stanovenaéwvech 38 dosfych pacient
s psoridzou. VSichni @&t pozitivni odezvu na kbu. Hodnoty PASI skore poklesly
z paateni hodnoty 19,22 + 7,49 na 8,85 + 6,28hém terapie (p < 0,001). Nebyla
nalezena vyznamna korelace mezi hodnotami endogiinzavaznosti onemoam
vyjadienou jako PASI skorefed terapii ani po ni.

Goeckermanova terapie vyvolala vyznamny poklesihladlubilniho endoglinu z 7,85
+ 2,26 ng/ml ped I&bou na 7,01 = 1,71 ng/ml packee (p = 0,0002) draf ¢.14).

V kontrolni skupig ¢itajici 63 zdravych dobrovolnik byly nangieny hodnoty
endoglinu 4,88 + 0,95 ng/ml. Nebyly nalezeny zZadwvedily v koncentraci solubilniho
endoglinu mezi pohlavimi (p = 0,7022). Ve srovnértbuto kontrolni skupinou byly
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hladiny solubilniho endoglinu vy3Siga 1&bou i po I€bé (pied terapii i po terapii p <
0,001).
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Graf ¢. 14. Pokles hladin solubilni formy endoglinu wipehu Goeckermanovy terapie

psoriazy (p = 0,0002).
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5. Diskuse

5.1. Uvod

Ve ¢tyfech prezentovanych pracich jsme hodnotili vybra@zatele z&ftu a
angiogeneze.Ve vSech pokusech jsme hodnotili @iagdeutického isobeni na pacienty
S psoriazou. S ustupem exacerbace choroby bylérzjipokles gkterych parameir.
VSichni pacienti byli 1éeni Goeckermannovou terapii. Je to gomy stara, ale &inna
metoda léby psoriazy, ktera se uziva jiz déle nez 90 leB)29eji provaéhi spaiva v
kombinaci fototerapie s lokalni aplikaci dehtu. @&evedou ol tyto slozky terapie
k imunosupresi. Za mechanismus jejiciinosti ¥ navozeni remise u psoriazy se olecn
povazuje Utlum efektorovych mechanismarétu (294). Znéna proangiogenniho fenotypu
k normalni vaskulafie pi remisi psoriatické 1éze vede k otazce, zda Goeckanova

terapie nema i sekundarni antiangiogerirsiobeni.

5.2. Diskuse k praci: Andrys, C., Borska, L., Pohl , D., Fiala, Z.,
Hamakova, K., Krejsek, J. Angiogenic activity in pa  tients with
psoriasis is significantly decreased by Goeckerman’ S
therapy. Arch Dermatol Res, 2007, 298, s. 479-483

Prace je zagtena na vliv Goeckermanovy terapie na hladiny prasgemnich faktak
VEGF a bFGF. VEGF fedstavuje obecnou spoédt molekulu angiogenni kaskady
spole&nou pro ¥tSinu tkdni a modél angiogeneze (295,296). uRovy faktor bFGF je
molekula s vyraznym proangiogennirtinkem, byl ale prokazan i jeji vliv na b&imou
proliferaci a sekreci proteaz. U nadorovych magedporuje jejichist a invazivitu. Jeho
funkce angiogenni je vyznamrprovazana s VEGF. Bylo prokazano jejich synergické
puasobeni. Samotna blokada bFGF vede k menSimu Ustepuaskularizace nez VEGF
(297). Zda se, Ze VEGEF je &tivy pro iniciaci angiogeneze, zatimco bFGF ma spise
na jeji udrzovani. V pozgsich udrzovacich fazich angiogenniho procesu jjehjeole
mozna zastupitelnd, jelikoZ existujikdhizy pro kompenzatorni zvySeni bFGH {@rapii
blokatorem VEGF, ktera vedla k reaktivaci tumoramgiogeneze (298). Vyhodna pro

terapii by tedy byla preventivni strategie ciliaiat@ molekuly.
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Zvysené plazmatické hladiny VEGF byly nalezeny é&ktarych nadar a jsou
ukazatelem Spatné klinickéqupowdi u nemoci (35). Podoknv pripact chronického
zaretu u JRA byla nalezena korelace mezi hladinou s#rovVEGF a aktivitou
onemockni (80).

U psoriatickych pacieiitbyla prokdzana zvySena sérova hladina VEGF, &jtoéna u
pacientt s £Z8imi formami nemoci, jako jsou generalizovana redg¢rmickd forma a
generalizovana pustularni psoridza (296). Vliv VEG& hyperpermeabilitu bazalnich
membran cév byl uékké generalizované pustularni formy davan do séastis se
zavaznymi mimokoZnimi komplikacemi, jako proteimunebo plicni edém (299). ZvySena
exprese VEGF v i pokusnych mysi vede k vysevu psoariasiformniéhi 1(283).
Predstava VEGF jako ukazatele angiogeneze u psorighgz hladina koreluje se
zavaznosti nemoci, ma tedyugveoreticky zaklad. Role FGF u psoridazy neni zatim
podrobrji prozkoumana. Jsou popisovany jednotlivéippdové studie, kdy topicka
aplikace FGF inhibitoru vedla k zmenSeni psorigtitklézi (292).

V nasi praci jsme prokazali zvySené hladiny VEGIpsoriatiki a jejich snizeni po
GspEsSné l€be. Hladiny VEGF navic korelovaly s PASI hodnocenidetnemoci. DalSim
meéifenym angiogennimusobkem byl bFGF. Byly prokazany vyssi hladirngdg I&bou a
jejich normalizace po terapii. Hladiny korelovaly?PASI. Metoda hodnoceni angiogeneze,
ktera by pedstavovala zlaty standard, tedy dokazala dastateenzitivie a specificky
rozlisit a kvantifikovat miru angiogeneze nebo jegrese in vivo @lovéka, dosud nebyla
stanovena. Jsou vyuZzivany hlavni skupiny metod, zobrazovaci metody (CT, MIRET),
stanovovani hladin angiogennich molekul (ELISA, imoblot, PCR, ISH) a pet
cirkulujicich endotelovych bwk ¢i endotelovych prekurzér a jejich subpopulaci
(pratokova cytometrie) (300). Ke zhodnoceni miry angiogge budeigjmé tieba sestavit
panel markit a paramett, ktery poskytne charakteristicky vzor angiogeng360).
Samostatné hodnoceni plazmatickych hladin angidgkenfaktofi tedy umo#uje jen
kvalitativni, hrubé zhodnoceni probihajici angiogen

Goeckermanova terapie vede k vyznamnému utlumegiogeneze. Zajimava je
zvySena hodnota hladin VEGF u psoriatik po terapii. Mize znamenat pomalejSi
dynamiku regrese novotienych kapilar, které by tak byly prvni a posledaigbogickou
zmenou. Nebo reprezentovat ZmEné vlastnosti psoriatickych keratinogytkteré si

mohou udrzovat vySSi bazalni sekreci VEGF a tak digte pipraveny k angiogenni
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odpowdi.

5.3. Diskuse k préaci: Pohl, D., Andrys, C., Borska , L., Fiala, Z.,
Hamakova, K., Ettler, K., Krejsek, J. Serum level o  f a soluble
form of endoglin (CD105) is decreased after Goecker man’s
therapy of psoriasis. Acta Medica (Hradec Kralové), 2011, 54,
s. 59-62.

TGFB je pleiotropni cytokin s &asti mnoha informimich sitich organismu. dihek
TGH3 na angiogenezi je nejednoZng. Signalizace TGFma& v Giznych modelech pro i
proti angiogenni  {sobeni. Zda se, Ze rozhodujici je kontext této adigace
zprostedkovany dalSimi zatim ne Uglobjasgnymi pomocnymi signaly. Nejznafsim z
nich je pra¢ endoglin (CD105), transmembranovy pomocny receptorTGH, ktery je
exprimovan pevazg na aktivovanych a proliferujicich endotelovych nkéach. Je
povazovan za ukazatel neoangiogenze. Na subgdluléovni moduluje signalni cesty
TGH3 kaskady. Existuje i jeho solubilni forma, prépddobr produkovana
enzymatickym &penim membranové molekuly, kterd& ma antagonistidkmkci (301).
Endoglin hraje vyznamnou roli v procesech spojengangiogenezi, v embryogenezi,
tumorigenezi, f zargtu a hojeni ran (302). Porucha signalizace cest@HT se
spoluttasti endoglinu je s@asti patofyziologie HHT neboli Rendu-Osler-Webe&rov
nemoci (303,304), kde u jednoho podtypu HHT1 bylerena mutace v genu pro
endoglin (305).

Zvysené hladiny solubilni formy endoglinu (sCD10&erferuji s TGB signalizaci a
vedou k rozvoji endotelové dysfunkce u preeklamf3is).

Treti skupinou nemoci jsou nadorova onemdacnu kterych byla prokadzana exprese
endoglinu jak na navtvorené vaskulatte, tak na samotnych nadorovychikach (307).
Vysoka mira jeho exprese v nadorovém céevinisti je spojena s horSi prognézou u
urcitych typa nadofi, nag. prostaty nebo prsu (307,308,309). Endoglin ppdémlstavuje i
lakavy terapeuticky cil (310).

Role solubilni formy endoglinu (sCD105) byla zkouragiedevsim u preeklampsie, v

jejiz patogenezi hraje zasadni roli. Na zakladhto poznatk se zd4, ze sCD105igobi
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jako vychytava pro TGP a podobné molekuly, a tak interferuje s jeho digaai. V
procesu angiogeneze to znamend tlumignek (311). Antiangiogennihoipobeni sEND
by bylo mozné vyuzit v terapii.

Endoglin hraje roli i v patogenezi psoriazy. V mgSmodelu bylafizena zvySena
exprese TGF v kuZi spojena s vyskytem lézi podobnych psoriatickygh2). Exprese
endoglinu v cévach psoriatickych 1ézi u lidi byilay jinych pracich také zkoumana a byla
zvySena v lézich a snizena vZk psoriatiki mimo léze (313). Model endoglinu jako
angiogenniho ukazatele by odpovidal cgamné pedsta¥ o podilu novotvorby cév na
rozvoji psoriazy.

Hladinami solubilni formy molekuly endoglinu (sCCH)Ou psoriazy se jestzadna
prace nezabyvala.

Goeckermanova terapie psoriazy (GT) v naSi pracaany zmirnila tizi probihajici
exacerbace nemaoci, jak bylo demonstrovano na PR&kes Sérové hladiny solubilniho
endoglinu se u pacieits chronickou psoriazou po terapii vyraznizily. U nemocnych
psoriatiki byly hladiny sCD105 ied terapii vyznamn vyssSi neZz u zdravych kontrol
(p<0,001) a #staly vysSi i po l&be (p < 0,001). Nebyla nalezena Zdana korelace mezi
hladinami endoglinu (@d a po terapii) a tizi nemoci vyj@émé pomoci PASI skore.
ZvySené hladiny sCD105 ukazuji na aktivovany angiagicky proces v Wi
psoriatickych lézi. VySSi exprese endoglinu na mesienych cévach f¥e znamenat i
jeho wtSi odSépovani na solubilni formu. Z fugkiho hlediska fedstavuji vyssi hladiny
sCD105 v krvi pro angiogenezi tlumivy signalegevsim pro signalizai cestu TGB a
VEGF. Tento mechanismus by mohtegdstavovat kompenzaci pro biologicky velmi
aktivni proangiogenni molekuly a jejich systémovinky (314). Ve s¥tle znamé asociace
hladin sCD105 a endotelové dysfunkce u preeklanmgesieabizi otdzka, zda nema sCD105
podobny dinek i u psoriazy? U preeklamsie je ale etiologi@ltifaktorova, jsou
prokazany zvysené hladiny i jinych solubilnich sragefi. Navic jsou popisované hladiny

vyrazre vyssi.

5.4. Diskuse k praci: Pohl, D., Andrys, C., Borska , L., Fiala, Z.,
Hamakova, K., Ettler, K., Krejsek, J. CC and CXC ch emokines
patterns in psoriasis determined by protein array m ethod

90



were influenced by Goeckerman’s therapy. Acta Medic  a
(Hradec Kralové), 2009, 52, s. 9-13.

Chemokiny jsou chemotaktické cytokiny s atraktoogkfunkci na @izné leukocytarni
populace. Jedna se o sekundarni prétigé mediatory. Jejich produkce je indukovana
identifikaci signal nebezp& pomoci pislusnych receptér (TLR aj.) nasledovanou
tvorbou proza#ovych faktofi rychlé odpoedi, TNFu, IL-1, IFNy aj. (315).

U psoriadzy byla prokazana produki@ely chemokif. V akutni fazi pispivaji k atrakci
leukocyti a rozvoji charakteristickych zdé&tivych zmen v dermis a epidermis. V
patogenezi nemoci je infiltrace zdlivymi buinkami po angiogenezi jednou z prvnich
histologickych zmin v procesu rozvoje plaku. Z fuékiho pohledu fedchazi infiltrace
leukocyti jejich aktivaci a nasledné fazi odpal keratinocyt (316). Usp#adany proces
piesunu zagtlivych burék do tkani zahrnujedkolik fazi a je cilet fizen. Chemokiny toto
fizeni zprosedkuji s vysokou specificitou pro jednotlivé leukt@rni populace (317).
Rizné leukocytarni populace dominuji viznych fazich rozvoje psoridzy a tomu
odpovidaji iznd chemokinovéa spektra (318).

V naSi prace jsme monitorovali hladingtipchemokii, GRQu (CXCL1), MCP1
(CCL2), RANTES (CCL5), ENA-78 (CXCL5), IL-8 (CXCL8)GRQu, ENA-78 a IL-8
ovliviuji predevSim neutrofilni granulocyty, RANTESigobi na T lymfocyty a MCP-1
pfitahuje monocyto - makrofagové elementy. V nascipjeme nalezli zvySené hladiny
GROuo a MCP-1 ped terapii oproti zdravym kontrolam. Naproti tomadiny RANTES,
ENA-78 a IL-8 red terapii nebyly vyznangrevySeny oproti zdravym kontrolam&Bem
lécby Goeckermanovou terapii vyznaénpoklesly hladiny chemokinMCP-1, GR@ a
RANTES. Hodnoty MCP-1 byly i po terapii vyznagavySeny oproti zdravym kontrolam.

Rozvinuta psoriaticka léze produkuje velké mnozsthémokiri v souladu s naSi
piedstavou o roli traffickingu v patogenezi nemoaciyZené hladiny GR@a MCP-1 jako
chemokiri  klicovych pro atrakci populaci neutrdfila makrofa§ této pedsta¢
odpovidaji. Zajimava je n&pomnost zvySenych hladin IL-8, ktery je povaZowanhlavni
chemokin odpogdny za pisun neutrofii a ktery podle &kterych praci koreluje s aktivitou
nemoci. Je mozné, Ze jsme pacienty zastihli ve fp@kiraiilého rozvoje plaku, kdy je
vesSkery pesun neutrofil jiz ukonten. Vzhledem k redundanci cytokinovych siti je
mozné, Ze IL-8 v této fazi zastoupi chemokin GRRase mdieni bylo navic provedeno v
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populaci étskych pacient, takze chemokinova spektra by mohla byt owia wkem. Po
Goeckermannayterapie nastalo sniZzeni hladigkterych chemokit, coZ by odpovidalo i
klinicky sniZeni intenzity choroby reprezentovar®SP skore. Snizily se hladinyf@dtim
zvySenych GR@, MCP-1 a RANTES. To by odpovidalo sniZeni chektatkych signah

pro neutrofily a makrofagy. | po terapiigtaly stale zvySeny hladiny MCP-1. Vzhledem
ke klicovému postaveni makrofagv patogenezi a udrZovani pozdni faze plaku tato
skute&nost mozna fedstavuje zbytkovou aktivitu nemoci, kterd mozndalsimcéasovém
horizontu vymizi a dojde ke snizeni hladin MCP-&bam ukazuje na stalou subklinickou
zéaretlivou aktivaci v KiZi psoriatiki.

Podobri jsme v prvni praci zjistili i po terapii zvySendadliny VEGF. Jak uZ bylo
uvedeno, makrofagy plni vyznamnou reguliaroli v psoriatickém plaku. Jednou z
piedpokladanych funkci je i tzv. VRL (vascular regatst leukocytes) tedy produkce
VEGF a pispivek k angiogennimu fenotypu. Podle téti@gstavy by zvySené hladiny
MCP-1 a nasledhi VEGF ukazovaly na trvalé i kdyZ subklinické udvani angiogenniho
piepin&e v zapnuté poloze a tedy zvySenou tendenci k gegid odpowdi v kiZi

psoriatik.

5.5. Diskuse k praci: Andrys, C., Borska, L.,  Pohl, D., Fiala, Z.,
Hamakova, K., Ettler, K., Krejsek, J. Goeckerman’s  therapy
for psoriasis with special reference to serum pentr axin 3
level. Int J Dermatol, 2008, 47, s. 1011-1014

Pentraxin 3 (PTX3) je n@vobjevenym proteinem akutni faze, ktery sd#éist&nou
homologii s kratkym, tzv. klasickym pentraxinem, réxktivnim proteinem (CRP)
(319,320). Zatimco v fibchu reakce akutni faze je CRP wyitga v jatrech a ysobi na
arovni celého organismu, PTX3 vznikdimpo v zastlivém lozisku a jeho {sobeni je
lokalizované do postizené tk&ri321). Spolénou vlastnosti obou pentraxine aktivace
komplementu klasickou cestouxiaz na lokalni milieu vykazuje i fudké. Zda se, zZe
PTX3 vykazuje odlisny vliv na komplementovy systénzaretlivé tkani, kde fsobi
aktivatné (322). Naproti tomu v cirkulaci komplementovou kagu inhibuje (323).

PTX3 se uplatuje take jako solubilni receptor pro nebeape vzory. Podili se na
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opsonizaci Bkterych infeknich agens (324). Byla prokdzana jeho vysoka afitit
angiogennimu {sobku FGF2. PTX3 taksobi antiangiogertnha podili se na jemné
regulaci spoluprace angigoeneze aha325).

Hlavnimi buré¢nymi elementy, které produkuji PTX3 jsou populaddivavanych
burék, zejména monocyty, dendritické a endotelovéiklyu Syntéza PTX3 je v nich
indukovdna fisobenim prozatovych cytokili TNFo a IL-1b  a mikrobialnich
komponent (LPS) (324). Synergisticky ginkem LPS se na zvySené produkci PTX3
podili také IL-10. IFN, stejré jako IL-4 maji z hlediska produkce PTX efekt inisihi
(324). Naopak maly vliv na produkci PTX3 je popidaavv gipad IL-6, hlavniho
induktoru syntézy hepatalnich protéinvcetre CRP (326). Vysoké hladiny PTX3 byly
prokazany u paciefitse systémovymi autoimunitnimi chorobami (327), acienti s
celkovou aktivaci imunitniho systému (SIRS az sdgtiSok). ZvySené hladiny s rychlou
kinetikou se velmi rychle objevuji i po infarktu wkardu (328). ZvySené hladiny PTX3 se
tedy objevuji u stavs aktuni¢i chronickou aktivaci imunitniho systému a bylak@#ména
jejich korelace s tizi a prognostickou zavaznositnaci (329).

Byly popsany vyznamh zvySené hladiny PTX3 v plazmpsoriatickych paciefit
Odrézi tak pravgpodobré vyraznou aktivaci zaitlivou, ale i endotelového systému (330).
V nasi studii provedené u paciénkécenych Goeckermanovou terapii bylo dosazeno
vyznamné klinické odpadi na terapii. Hodnoty PASI po terapii vyznagnpoklesly.
Nebyly prokazany zadné statisticky vyznamné koeelaezi sérovymi hladinami CRP a
PTX3 a aktivitou nemoci vyjd@nou jako PASI skoére. Ve srovnani s hodnotami v
kontrolni skupig zdravych dank krve byly hodnoty PTX3 a CRPred I&€bou vyznama
vySSi a Bhem |€by poklesly. | po skateni |&€by zistaly koncentrace PTX3 vyznan
vySSi oproti kontrolni skupé Po Goeckermannéverapii dochazi obe¢rk imunosupresi
a stejr tak PTX3 a CRP klesa. Zajimava je zvySena hla@mX3 po terapii. Oft se
nabizi moznost stalé vySsi uréviokalni zartlivé aktivace v Kzi psoriatiki i bez exprese
lézi. CRP je po terapii snizen na normalni hodn@glkova reakce organismu na lokalni

zaret tedy po Iéb¢ odezniva.
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6. Souhrn

Uvod:

Psoriaza je jedna z rejstjSich koznich nemoci, ktera postihuje okolo 2-3%opské
populace. Jeji hlavni klinicky projev je tvorba dditeristickych¢ervenych makuléznich
lézi na kizi. Klicové patologické znaky psoriatického plaku jsoultirgfice butkami zartu,
poruchy proliferace a maturace keratindcgtangiogeneze.

Souwasné strategie 6y psoriazy se sodstdi na navozeni remise. Jeden z historicky
nejstarSich, d&innych, &koliv dodnes pouze empirickych ¢Ebnych pistupar je
Goeckermanova terapie (GT). Ta &p@a v kombinaci topické aplikace uhelného dehtu s
naslednym oz&nim UV s¥tlem.

Cilem této prace bylo zkoumat vliv GT n@&né ukazatele zétu a angiogeneze a tak
pomoci rozgit a prohloubit poznatky o jejich mechanismeatinku a terapeutickych
tercich. Pro monitorovani zétu byly vybrany pentraxiny CRP a PTX3, jako ukalmate
angiogeneze pak VEGF, bFGF a endoglin (CD105).

Nemocni a metodiky:

Klinicka ¢ast prace probihala na Klinice nemoci koznich algwoiich FN Hradec
Kralové. Do souboru paciantbyli zahrnuti jak dosfdi, tak EtSti psoriatiti pacienti.
Aktivita nemoci a dinnost I&€by byla hodnocena vygejicim dermatologem pomoci
PASI skore. Vzorky venozni krve byly odebrankeg terapii a po jejim ukéeni i
propuséni z oddleni.

Vysledky:

PTX3 a CRP: Cilem prvni prace bylo zhodnotit vliiv GT na hladidyou pentraxit:
dlouhého pentraxinu PTX3 a kratkého pentraxinu CBPa pentraxiny jsou povazovany
za parametry aktivace zéhvé odpowvdi a to jak lokalni (PTX3), tak celkové (CRP). Do
prace bylo zahrnuto 49 paciénts chronickou psoridzou. CRP bylo é&ifen
imunonefelometrii a PTX3 metodou ELISA. Sérové higdobou parametr se po GT
vyznamm snizily. Hladiny PTX3 se snizily z 1,92 + 0,72 my/pied GT na 1,66 + 0,58
ng/ml po GT (p = 0,0396) a hladiny CRP z 4,64 £33®/I na 1,66 + 0,58 (p < 0,0001).
Ve srovnani se zdravymi dobrovolniky byly hladinyoo paramefr pred GT zvySené a
zustaly zvySené i po uk@eni terapie. U nemocnych psoridzodeldych GT dochazi k

vyznamnému shizeni hodnot PTX3 a CRP.
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Chemokiny: Cilem této prace bylo zhodnotit vliv GT na hladivybranych
proangiogennich chemoKirENA-78, GRO alfa, IL-8, MCP-1 a RANTES v perifelkrivi
22 dtskych psoriatickych pacieint Jako kontrolni skupina slouzilo 22 zdravycétid
Séroveé hladiny chemokinbyly stanoveny pomoci techniky membranovych prmteych
array. Einnost GT byla vyjatena jako PASI skére. GT vyznatamensila aktivitu
nemoci (p < 0,001). Sérové hladiny GRO alfa a MQAPJpsoriatiki pred GT byly
vyznamm vysSi nez u kontrol. (GRO alfa p = 0,0128, MCP2 @,0003). Séroveé hladiny
GRO alfa, MCP1 a RANTES se po GT vyznansmizily (GRO alfa p = 0,002, MCP1 p =
0,048, RANTES p = 0,0131). Ve srovnani se zdravdairovolniky #staly hladiny
MCP1 zvySené i po dokoané terapii (p < 0,0001). Nalezli jsme tedy vyzngrpokles v
n¢kterych prozaétlivych, proangiogennich chemokinech po piule GT, zvlast pak
MCP1, GRO alfa a RANTES. Tento pokles plazmatickydadin mize byt odrazem
poklesu angiogenni aktivity u psoriazy po GT.

VEGF, bFGF: Cilem této prace bylo zhodnotit vliiv GT na angiogieraktivitu
srovnanim sérovych hladin VEGF a FGiegha po terapii. VEGF je zasadni proangiogenni
faktor. Redstavuje prvni krok kaskady angiogenni regulaeepdpovdny za zahjeni
rastu cév v do té doby klidové tkani, tedy zapnutigiagenic switch”. bFGF vykazuje
synergicky dinek s VEGF. Jeho role je vSak spiSe v pggEdfazi jiz iniciované
angiogeneze. Do studie bylofaaeno 44 pacie@its psoriazou a 40 zdravych darkrve
jako kontrolni skupina. €innost GT na aktivitu nemoci byla zhodnocena ponR&SI
skore. Po terapii doSlo k vyznamnému sniZeni initgnqzojevia psoriazy (p < 0,001). U
pacienti pied l&bou byla nalezena vyznamna korelace hladin VEGH-@Fs PASI
skore. Sérové hladiny VEGF (329,4 + 125,5 pg/nidF&F (10,2 £ 5,04 pg/ml) u paciént
pied l&bou byly vyznama vysSi nez u zdravych dobrovoldiKVEGF 236,4 + 55,9
pag/ml, bFGF 7,3 + 3,7 pg/ml). Sérové hladiny VEGBRGF se po GT vyznanmirsniZily.
(VEGF 278,5 = 109,9 pg/ml, FGF 7,78 + 4,5 pg/mbladiny bFGF po terapii se
normalizovaly (p = 0,5723), naproti tomu hodnoty GIE zistaly i po GT vySSi nez
v kontrolni skupig (p = 0,0319). MZemeftici, Ze proangiogenni aktivita, ktera je u
angiogeneze vyrazna, je vyznahwtlumena po GT terapii.

Endoglin: Cilem posledni prace bylo zhodnotit vliv GT na ligd solubilniho
endoglinu (sCD105). Endoglin (CD105) je transmembyd pomocny receptor pro TGF

beta, ktery je exprimovanigvazi na aktivovanych a proliferujicich endotelovych
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bunkach. Je povaZzovan za ukazatel neoangiogenze. iBolufbrma endoglinu,
pravdépodobré produkovana enzymatickym épenim membranové molekuly, ma
antagonistickou funkci a jeji zvySené hladiny jsmojeny s rozvojem eklampsie, nemoci
teéhotnych s potenciatnzavaznymi nasledky. U psoriatiboyla oproti zdravym kontrolam
zjiStena zvysena exprese endoglinu v psoriatickych |ézishiZzena vii psoriatiki mimo
|éze. Hladinami sCD105 u psoriazy se zatim zadaéepnezabyvala.

GT vyrazre zmirnila tizi probihajici exacerbace nemoci (vymng pokles PASI skore,
p<0,001). Sérové hladiny solubilniho endoglinu sgacientt s chronickou psoriazou
vyrazré snizily po GT. Ze 7,85 + 2,26 ng/mtqul GT klesly na 7,01 £ 1,71 ng/ml (p =
0,0002). U nemocnych psoriatikbyly hladiny sCD105 f&d GT vyznamé& vySSi nez u
zdravych dobrovolnik (4,85 £ 0,95 ng/ml), (p < 0,001) a@staly vySSi i po 1&g (p <
0,001). Nebyla nalezena zadna korelace mezi hladieadoglinu (ped a po GT) a tizi
nemoci (vyjadené jako PASI skore).

Zavér:

Ze souhrnu vysledk vySe uvedenych praci Ize dovodit, Zze GT aulije
patofyziologické mechanismy zapojené v rozvoji @sy. Zaznamenali jsme vyznamneé
zmeny jak v ukazatelich zétu, tak angiogeneze. Specifick&déna modalita, kterd by
cileré pasobila na iniciani mechanismy psoriazy a vedla k Wgéi choroby, zatim neni
zndma. Sotasné terapeutické strategiecetneé GT jsou zamdeny na ovliveni
efektorovych mechanisinnemoci, tedy na navozeni remise a/nebo prevent&Eckla
exacerbaci. Zhodnoceni vlivéchto klasickych terapii na néwbjevené patofyziologické
mechanismy rize pomoci objasnit spaieé cesty fisobeni klasickych, klinickydinnych

terapii a vytipovat mozné terapeutické cile proojyaudoucich I&v.
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6. Summary

Psoriasis is one of the most common skin diseaffesting about 2-3% of the
caucasian population. Its clinical presentatiothesformation of red scaled plaques on the
skin. The main pathological features of psoriategpe comprise the skin inflammation,
disturbances of keratinocyte proliferation and matian and angiogenesis. Although the
precise precipitating mechanism of psoriasis hagaen discovered yet, the key element
in psoriasis initiation is T- lymphocyte populatiddevertheless, other inflammatory cells
(e.g. neutrophils, macrophages) as well as activatedothelium play a role in its
pathogenesis. Indeed, one of the first histologit@nges in the affected skin is leukocyte
infiltration. The so called trafficking of inflamntary cells to the skin is tightly regulated
process guided by cytokines especially by chemakiAagiogenesis is a process of new
blood vessel growth from preexisted vessel bedsalesn the most of the tissues of adult
individual remain in a state of quiescence. The odtendothelial cell turnover is relatively
slow (1-2 years). However in cases of physiologarapathological requirements, a new
vessel formation can be initiated by the mechargafted angiogenic switch. One of the
pathological conditions associated with angiogenésiformation of psoriatic plaques.
Treatment for psoriasis that would cure the dises®e and for all is presently not known.
Current therapeutic strategies are focused onggistg remission. One of the oldest
effective albeit empirical treatments is Goeckeraaherapy (GT). It is a combination of
topical application of coal tar ointment with sufpgent UV irradiation. Although its
mechanisms of action are not fully elucidated ayeif one of its hallmarks is marked
Immunosuppression. The aim of this study was teigtde the effect of GT on various
markers of inflammation and angiogenesis in théeptg with psoriasis and thus help to
further extend understanding of its mechanisms tangets of action. Both adult and
pediatric psoriasis patients in whom psoriasis diagnosed and who were treated by GT
at the Department of Dermatology and Venereologgjvérsity Hospital in Hradec
Kralove, were enrolled to our investigation whichsnapproved by the Ethics Committee
of University Hospital. Disease activity and treatrh efficacy were justified by
standardized PASI score as assessed by referrmgatidogist. Samples of venous blood
were taken from patients before therapy and atdtdte of dismission from the hospital

ward.
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PTX3 and CRP: The aim of the first study was to evaluate the uiafice of
Goeckerman’s therapy of psoriasis on levels of pentraxins: long pentraxin PTX3 and C
reactive protein in 49 patients with chronic plagseriasis. Both pentraxins are presumed
to be markers of activated local (PTX3) and systef@RP) inflammatory response. CRP
was assessed by immunonephelometry on IMMAGE 8GfcKBian, USA). PTX3 was
detected using sandwich ELISA detection set (Al&ischemicals, Switzerland). The
serum levels of both parameters (expressed as gevetal SD) were significantly
diminished after GT. The level of PTX3 dropped frar@2 + 0.72 ng/ml before GT to 1.66
+ 0.58 ng/ml after GT (p = 0.0396) and the leveC&P fell from 4.64 + 3.93 mg/l to 1.66
+ 0.58 mg/l (p < 0.0001). Compared to healthy aastrthe serum levels of both
parameters before GT were significantly higher tiase found in healthy blood donors
and remained significantly increased after GT.dased serum concentrations of pentraxin
3 and CRP are alleviated by GT in patients withrigsts.

Chemokines:Chemokines in psoriasis are considered to reffexeased inflammatory
cell trafficking to the site of developing psoreglaque that contributes to histological
feature of lesional leukocyte infiltration. In atdn, either antiangiogeneic or
proangiogenic properties were observed in some ckier@s. The aim of this study was to
evaluate the influence of Goeckerman’s therapysofigsis on the levels of proangiogenic
chemokines ENA-78 (CXCL5, Epithelial Cell Derivedetirophil Attractant-78), GRO
alpha (CXCL1, Growth-Related Oncogene), IL-8 (CXCL&erleukin-8), MCP-1 (CCL2,
Monocyte Chemotactic (Chemoattractant) Proteinn) RANTES (CCL5, Regulated on
Activation of Normal T Cell Expressed and Secreted)eripheral blood of 22 children’s
patients with psoriasis. 22 otherwise healthy ¢kiddserve as a control group. The serum
levels of chemokines were determined by commer@mbrane protein array technique
(RayBiotech, USA). Efficacy of Goeckerman’s therapgs delineated by PASI score.
Disease activity was significantly diminished bydgskerman’s therapy (p < 0.001). Serum
levels of GRO alpha and MCP-1 in patients beforew&fe significantly higher than those
measured in healthy blood donors (GRO alpha: pG12Z8 and MCP-1: p = 0.0003).
Serum levels of GRO alpha, MCP-1 and RANTES wegaificantly diminished by GT
(GRO alpha: p = 0.002, MCP-1: p = 0.048 and RANTRES: 0.0131). Compared to the
healthy controls, serum level of MCP-1 remainednificantly increased in psoriasis

patients after GT (p < 0.0001). In conclusion, werfd that the GT of psoriasis influenced
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the serum levels of proinflammatory and proangiogeshemokines, especially GRO
alpha, MCP-1 and RANTES. It could be the causedireased proangiogenic activity
which is described after GT of psoriasis.

VEGF, bFGF: VEGF is a principal angiogenic factor responsibde &ngiogenesis
initiation thus representing the turning on of #mgiogenic switch. bFGF has a synergistic
effect with VEGF, but its main role seems to mammtangiogenic process once it is
initiated. The aim of this study was to evaluate thfluence of GT of psoriasis on
angiogenic activity by comparing serum levels ofawdar endothelial growth factor
(VEGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF) 4d patients with psoriasis in
peripheral blood samples collected before and #fienapy. Forty otherwise healthy blood
donors serve as a control group. The efficacy ofwa® delineated by psoriasis area and
severity index (PASI). The disease activity wasgigantly diminished by GT (p < 0.001).
The serum levels of both VEGF and bFGF were sigaifily correlated to PASI value in
patients before the treatment by GT. The serumdeMeVEGF (329.4 + 125.5 pg/ml) and
bFGF (10.2 £ 5.04 pg/ml) in patients before GT wsignificantly higher than those
measured in healthy blood donors (VEGF 236.4 + p§/nl, bFGF 7.3 + 3.7 pg/ml). The
serum levels of both VEGF and bFGF were signifigadiminished by GT. The level of
VEGF dropped from 329.4 + 125.5 pg/ml before GR18.5 + 109.9 pg/ml after GT (p =
0.0042) and the level of bFGF fell from 10.2 + 5@47.78 £ 4.5 pg/ml (p = 0.019).
Comparing to healthy controls, the serum level &GB in psoriasis patients was
normalized (p = 0.5723) after GT. In contrast, sevum level of VEGF remained
significantly increased in psoriasis patients a@&@rin comparison to healthy blood donors
(p = 0.0319). In conclusion, we found that the agghic potential which is abnormally
increased in patients with psoriasis is signifibaatleviated by GT.

Endoglin: The aim of the last study was to evaluate the @mfbe of GT of psoriasis on
serum levels of soluble endoglin (sCD105). Endog¢@105) is a transmembrane co-
receptor for TGF beta that is preferentially expess on activated and proliferating
endothelial cells. It is considered as a markeranfliogenesis. The soluble form of
endoglin is considered to be shed by enzymaticisgliof the surface molecule. It is
thought to play an antagonistic role in angiogesigmaling as shown in pathophysiology
of preeklampsia where its elevated levels precdde dnset of the disease and are

correlated with its severity. A higher lesional eegsion of endoglin and lower expression
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in non lesional skin was demonstrated in psorip#éitents when compared to the skin of
control normal population. As of yet there was halg on the levels of soluble endoglin in
psoriasis. Thalisease activity was significantly alleviated by @PASI score of 19.22 +
7.49 before therapy lowered to 8.85 + 6.29 aftarapy; p < 0.001). Serum levels of
soluble endoglin (sCD105) in patients with chropsoriasis were significantly lowered
after GT. From 7.85 + 2.26 ng/ml to 7.01 £ 1.71mig{p = 0.0002). The levels of sCD105
before GT were significantly higher than those ealthy controls (4.85 + 0.95 ng/ml) (p <
0.001) and remained higher even after therapy (p.601). However, there was no
correlation found between levels of sCD105 (beetoke or after therapy) and disease
activity (as expressed by PASI scoring).

Conclusion: We can conclude that GT influences pathophysiokigiprocesses
involved in psoriasis progression. Changes in markef both inflammation and
angiogenesis were observed. Finding of a specéatment focused on psoriasis initiation
mechanisms and leading to the complete cure (withother exacerbation) might not be
achieved in the near future. Current therapeutiategies are targeting effector
mechanisms of psoriasis with the goal to achiewaisgon and/or to prevent new
exacerbation. Reassessing the effect of theseiadastherapies on various (newly
discovered) pathophysiological disease mechanisamsetucidate disease pathways and
help to find possible targets for future drug depehent. Our findings with GT and

inflammation and angiogenesis markers represeiit sffort.
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7. Zaver

Cilem této prace bylo zhodnotit vybrané ukazagel@notlivych etiopatologickychia
psoriazy a jejich dynamiku v souvislosti s Goeckamnovou terapii. Protoze je psoriaza
chronické zaétlivé onemocsni, na jejimz rozvoji se podili i angiogeneze, bylprany
parametry Gastnici se jednoho i druhého procesu.

SpiSe nez mechanismy spojenymi s iniciaci psokiétiexacerbace, které jsou stéle
relativné neobjastiné, se naSe prace zabyvala mediatory pozdni, ualtfdaze rozvoje
plaku. V této fazi pevazuiji jiz efektorové mechanismy souvisejici ®olokym pfibéhem
nemoci. Hlavni je zde gsobeni aktivovanych makrofégkeratinocyh a samoiejme
endotelu. Naopak vliv pagtiovych T lymfocyfi ustupuje do pozadi.

Je to prév tato faze pla vyjadiené kozni aktivity, kdy se zahajuje&l@. A pra¢ efekt
terapie na tyto mechanismy determinuje jgjindost. (kinna l&ba by teoreticky rla
zasahovat zastupné faktory patofyziologickyé&hgsoriazy jako své cile.

Byly vybrany nésledujici skupiny ukazatelchemokiny, odpotdné za usrrnény
pohyb leukocyl, které u psoriazy téZz souviseji s udrzovanim piéthaého prostedi
vhodného k aktivaci patiovych T lymfocyfi. DalSi skupinou jsou parametry proZtineé
signalizace, ktera je podkladem sebeudrzovaninitkého zastu ( PTX3). A nakonec
proangiogenni molekuly (VEGF, bFGF) jako indikatasgtrvalé pemrSené aktivace
angiogeneze

Do vyzkumné sestavy byli z@zeni dosgli i déti s prokazanou diagnoézou psoriazy, u
kterych byla na Klinice nemoci koznich a pohlavnfeN Hradec Kralové indikovana
Goeckermanova terapie. Terapie probihala dle stdnitdn protokol a zavaznost
onemockni i Ié¢ebny &inek GT byl verifikovan pomoci zémy PASI skore.

Vzorky krve a mei byly od pacieni Ié¢enych Goeckermanovou terapii odebiraigdp
zatadtkem l€by a v den propushi z nemocrini p&e. Ve skupig détskych pacienit
s psoridzou, ki@ byli indikovani ke Goeckermanéuerapii, byla sledovana angiogenni
aktivita pomoci nifeni sérovych hladin angiogennich fakitoKe stanoveni angiogennich
faktoni byl zvolen dvoji metodicky fipstup. Hladiny bFGF a VEGF byly éfeny ELISA
technikou a koncentrace chemakitL-8, RANTES, GRO alfa, MCP-1 a ENA-78 byly
stanoveny multiplexovou metodou proteinovych arrayBéhem terapie doslo
k vyznamnému poklesu chemokirMCP-1 , GRO alfa, RANTES , bFGF a VEGF .
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Hladiny VEGF i bFGF vyznamnkorelovaly s hodnotami PASI skéréeg 1&bou.

Byla provedena pilotni studie zZm hladin pentraxinu 3 u paciént psoridzou ve
srovnani se zdravymi dobrovolniky a bylo #ggano mozné ovlivni pentraxinu 3 l&ou
psoriazy Goeckermanovou terapii. Ve srovnani s ti@ani v kontrolni skupi& zdravych
dardi krve byla hodnota PTX3ipd |&bou vyznama vysSi a v pibéhu terapie doslo k
signifikantnimu poklesu. | po skoéeni I&by zistaly koncentrace PTX3 vyznammyssi
oproti kontrolni skupia.

Poda&ilo se nam prokazat vyznamné &my cytokinovych profii v zavislosti na
Goeckermanay terapii. Revedeni paciefit do remise je tedy spojeno s Gtlumem
chronického z&ftu a angiogeneze. Zda je antiangiogentimgk GT primarnim &em ¢i
sekundarni sloZkou zavislou na Ustupuéparzaistava nejasné.

Pres &innost I&by exacerbaciistava psoriaza stale newik&lnou nemoci. Terapii
jsou potl&eny efektorové mechanismy a nikoliv inicialr,cktery pravépodobré souvisi
s aktivaci T-lymfocytarniho systému. Nemoc pak tetstrvava v dormantni fortnbez
klinickych priznaka. Tomu odpovidaji zjighi popsana v literata, Ze jak imunitni systém,
tak nepostizenatiZe psoriatik vykazuje abnormalni vlastnosti i v obdobi bez exbaci.

Jisté bazalni aktivitchoroby, tebaze klinicky nevyjagné, by mohly odpovidat i nami
zjisténé vyssi hladiny VEGF,PTX3 a MCP-1 po skené |€be.

K moznym strategiim ovliwni efektorovych mechanismpsoriazy pat i atlum
angiogeneze. Samotna myslenka je stara vice ndét4kdy byla vyslovena samotnym
pionyrem vyzkumu angiogeneze Judou Folkmannem. @&lemky k praxi je dost dlouha
cesta. | té& je vyzkum v této oblasti ve svych gcich. Zhodnoceni terapeutickych
moznosti ovliveni angiogeneze u psoridzy vyzaduje jednak dokdsialppznani
angiogennich mechanismjednak pochopeni patofyziologie psoriazy. V tptaci jsme
ukazali, Zze klasickd Goeckermanova terapie vedkuabjektivnimu zmirtini pfiznald,
vede k sniZeni aktivity v angiogennich reguiah sitich.

Jednim z budoucich prosp&ktangiogenni terapie je koncept dlouhodobé, chkenic
antiangiogenni terapie. Taguipoklada nizkou toxicitu (je navrzeno vyuziti egelonich
angiostatickych molekul, napendostatinu) a vhodny model aplikace jako je wtyuz
genové terapie. Tento koncept by byl idealni pn@odaci I€bu psoriazy.

Ackoliv specifické I1€by vyvolavajicich inicianich mechanisfha takde factovyléceni

psoriazy se nemusime v dohledné &dbckat, miZze se stalednovat Usili zdokonalovani
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terapie exacerbaci jejich prevence, tedy terapie cilena na efektérmechanismy. Kém
pati prozartlivé mikroprostedi aktivujici pardtové T-lymfocyty, chronicky zé&f i
trvala aktivace angiogeneze. K vyvoji takovychudbude jist zapotebi vhodny panel
ukazatel, které potvrdi na modelech mozny budoucgiebiny efekt. Zhodnoceni mist
zdsahu jednotlivych so¢asnych dinnych terapii, i d&ch klasickych, jako je
Goeckermanova terapie, poae najit spolené mechanismydinku, a tedy i cile budouci
lécby. Prestoze ke vSem moznym budoucim terapeutickym irapiik vyzkumu psoriazy
vede jedt dlouha cesta, nelze polevit v Usili zlepSovéebné postupy s cilem pomaoci

nemocnym s psoriazou.
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9. Prilohy

9.1. Seznam pouzitych zkratek

Ang-1
CEC
COX2
DAMP
ECM
EGF
ENA-78
EPC
FDA
FGF
GIT
GM-CSF
GRO
HHT
HIF
HUDMEC
ICAM-1
ICHS
ICHDKK
ISH

JRA
MCP-1
MMP
MRI
MTD
MVD
NSCLC

angiogenin 1

cirkulujici endotelové iy
cyklooxygenaza 2

vnitini signaly nebezgé
extracelularni matrix

epidermalnitistovy faktor

chemokin ,Epithelial Neutrophil — Activatingrotein 78“ (CXCL5)

cirkulujici endotelové prekurzorovéiky

.Federal Drug Agency”, Narodniad pro Iéiva USA
fibroblastovyirstovy faktor

gastrointestinalni trakt

fistovy faktor pro granulocyty/monocyty

chemokin ,,Growth Regulated Oncogene” (CXCL1)
hereditarni hemoragicka teleangiektazie
»Hypoxia-Inducible Factor”

lidské endotelové iy z koZzniho vaskularnihieciste
intercelularni adhezni molekula 1

ischemickéa choroba skuhé

ischemicka choroba dolnich kéetin

in situ hybridizace

juvenilni revmatoidni artritida

chemokin ,Monocyte Chemoattractant Proteif€lCL2)
matrixova metaloproteinaza

zobrazeni magnetickou rezonanci

maximalni tolerovana davka

prameérnd vaskularni denzita

nemalobutny plicni karcinom
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PAMP
PASI skére
PCR
PDGF

PET

PGF
PECAM-1
PTX3
RANTES

SAGE
SMC
SsVEGFR
TGF
TLR
TNF
TSP
VEGF

s patogenem asociované molekularni vzory
~Psoriasis Area and Severity Index*
polymerazoviettzova reakce

z destek odvozenyistovy faktor

pozitronova emisni tomografie

fistovy faktor odvozeny z placenty

.Platelet Endothelial Cell Adhesion Molézul”
pentraxin 3

chemokin ,Regulated upon Activation, Normi&icell Expressed,
and Secreted” (CCL5)

“serial analysis of gene expression”

buiky hladkeé svaloviny

solubilni forma receptoru pro VEGF
transformuijicitrstovy faktor

»Toll like* receptory

tumor nekrotizujici faktor

trombospondin

vaskularni endotelidlnistovy faktor
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