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1. Souhrn

Uvod Maligni melanom (MM) je nadorové onemocnéni, jehoz incidence celosvétove
vzrusta. Radi se mezi imunogenni a angiogenni nadory. Vaskularni endotelovy rtistovy faktor
(VEGF), interferony (IFN) a matrixové metaloproteinazy (MMPs) jsou piirozené se
vyskytujici ptisobky v lidském té€le, které hraji vyznamnou roli jak na poli
imunosuprese/stimulace, tak na poli angiogeneze. V posledni dob¢ se vénuje zvysena
pozornost komplexnimu propojeni procest angiogeneze a imunomodulace. MM ma vysokou
mortalitu, ktera zavisi na asnosti zachytu. Oplosténi kiivek mortality se v rozvinutych
zemich v poslednich letech dosahuje diky ¢asné diagnostice, v§eobecné bd¢losti ke koznim
[ézim, durazu na primarni a sekundarni prevenci, ale také diky pfichodu novych potentnich
1¢kt. Zakladem 1écby MM, je-li v¢as zachycen, je chirurgicka 1écba. Ta vSak je bezpecna a
dostate¢na pouze pokud nador nedoséhl angiogenniho switch a vertikalniho rastu. U MM

s tloust'’kou dle Breslow vétsi nez 1mm nelze s jistotou vyloucit potencial k metastazovani.
RovnéZ u MM s povrchovou ulceraci ¢i mikrometastazami v uzlinach. Pacienty po resekci
MM stadia I1B, IIC, 11l a IV dle AJCC hodnotime jako vysoce rizikové. Maji riziko rekurence
MM a tmrti na néj 35-40%. Lokoregionalni rekurence po tvodni chirurgické 16cbé ma
progndzu jesté horsi. Jsou to klinicka stadia, kde je vhodna adjuvantni pooperaéni zajist'ovaci
onkologicka 1é¢ba. V piipadé MM je stale otazkou, jaké adjuvantni 1écba je spravna.

Cil  Nasim cilem v této praci bylo zhodnotit antiangiogenni potencial interferonu alfa-2b
ve vysokodavkovaném nitrozilnim podani (HDI) a poodkryt tak komplexnost a provazanost
procesu angiogeneze a imunomodulace. Stanovovany byly hladiny sérového VEGF, MMP-8
a IFN pfed a ke konci HDI u vysoce rizikovych pacientl po resekci MM. Hodnoceny byly 1
klinické vystupy pacienti.

Material a metody Metodou ELISA byly v prospektivnim sledovani méteny sérové hladiny
VEGF, MMP-8 a IFN od 29 vysoce rizikovych pacientl po resekci MM podstupujicich HDI.
Vzorky pro méfeni byly odebirany pted zahdjenim a pii ukonceni HDI.

Vysledky Pro vétsi piehlednost vysledki jsme pacienty rozdélili do dvou skupin. Prvni
skupinu tvofili pacienti, u nichz doslo k poklesu VEGF béhem HDI. Je to 66% pacientd, u
kterych doslo k dlouhodobé kompletni remisi (CR). Priimérna hodnosta sérového VEGF
poklesla v této skupiné pacientti z 779,4 pg/ml na 446,2 pg/ml. Toto sniZeni je statisticky
signifikantni. V druhé skupiné pacientt (34%) nedoslo k poklesu VEGF po podani HDI a tito
pacienti neméli klinicky benefit z 1écby. Primérna hodnota VEGF byla 408 pg/ml pted a 500
pg/ml po 1é¢bé. Vysledky s MMP-8 jsou ambivalentni. IFN prochazi ptilis rychlym
metabolismem na to, aby 1é€ba se mohla fidit monitoraci jeho hladin.

Zavér Nespecificka imunoterapie IFN snizuje angiogenezi. Nase vysledky jsou v souladu se
souc¢asnym trendem ve vyzkumu angiogeneze jakozto imunomodulacniho/supresniho cinitele.
Nespecificka imunoterapie IFN interferuje s imunosupresnim ptisobenim angiogeneze, a to
jak pfimo, tak i neptimo. Podporuje rozvoj protinadorové imunitni odpovédi. Interference
HDI s procesy aktivace angiogeneze a nadorové progrese muze vysvétlovat dobré klinické
vystupy pacientt, u kterych pii HDI doslo k poklesu VEGF. Vysledky s MMP-8 jsou
ambivalentni. Role MMP-8 ziistava nejasna a v naSem pozorovani nenapliiuje funkci tumor
supresoru.



2. Summary

Background Incidence of malignant melanoma (MM) is rising worldwide. This tumour is
immunogenic and angiogenic. Vascular endothelial growth factor (VEGF), interferons and
matrix metalloproteinases (MMPs) are natural agents with important role both in
immunosuppression/stimulation, and angiogenesis. Interestingly, evidence is currently
emerging that activation of angiogenesis leads to immunosuppression both at the local and
systemic levels. These are very complex and interconnected processes. Mortality of MM is
high and depends very much on early detection. Plateau phase on mortality curves we’ve seen
recently in developed countries thanks to early diagnosis, public awareness of skin pigment
lesions, emphasis on primary and secondary prevention, and also thanks to new potent drugs.
Cornerstone of treatment in MM is surgery, if the tumour is diagnosed early. We can find
surgery sufficient and safe only if the tumour hasn’t reached angiogenic switch and vertical
growing yet. We cannot exclude trend to create metastasis in tumours with Breslow more than
1mm. The same we can say about ulcerated tumours or nodal metastasis. Patients after
surgery for MM stage 1IB, IIC and Il according to AJCC are thought to be high risk. Their
risk of recurrence and death is 35-40%. Loco-regional recurrence after previous surgery has
prognosis even worse. These are clinical the stages in which adjuvant oncologic treatment is
found to be appropriate. The question is what is the right choice of adjuvant treatment.

Aim In this study, our aim was to establish interferon alpha-2b as an anti-angiogenic agent
and show the complexity of angiogenesis and immunomodulation through the serum levels of
VEGF and MMP-8 in high-risk resected MM before and after adjuvant therapy with high-
dose interferon alpha-2b (HDI). Clinical outcomes of patients were also evaluated.

Material and methods We prospectively measured serum levels of VEGF and MMP-8
by ELISA in 29 patients with high-risk resected MM receiving adjuvant HDI. Blood samples
were collected before and within one week after the end of the treatment.

Results To see the results clearly, we divided patients into two groups. The first group
of patients, whose VEGF serum level decreased after HDI (66%), showed long-term complete
remission. The mean VEGF serum level in these patients decreased from 779.4 pg/ml to
446.2 pg/ml. This downward trend in VEGF was statistically significant. The second group of
patients who did not show a decrease in VEGF serum level after HDI (34%) and they had no
clinical benefit from the treatment. The mean VEGF serum levels in second group was 408
pg/ml before the treatment and 500 pg/ml after HDI. Results for MMP-8 were ambivalent.
Metabolism of interferons is too fast to be administrated according to measured levels.

Conclusion Non-specific immunotherapy HDI reduces angiogenesis. Our results are in line
with the current research view of complexity of angiogenesis and
immunomodulation/suppression. Non-specific immunotherapy HDI disrupts the
immunosuppressive effect of angiogenesis on development of immune response against
tumours and supports antitumour response in both direct and indirect way. The interference of
HDI with activation of angiogenesis and tumour progression can explain good clinical
outcomes of patients with decrease in serum VEGF. The outcomes of MMP-8 are
inconclusive, its role remains unclear, and MMP-8 does not seem to work as tumour
suppressor.



3. Uvod do problematiky

wevr

to jedna z nejfatalnéjsich malignit postihujicich mladé dospélé. Vznika bud’ malignizaci jiz
pritomného melanocytarniho névu, nebo castéji de novo. Tak jako u vétSiny typt nadora,
soucasna medicina vnima etiologii a patogenezi MM jako souhru genotypu, fenotypu a vlivii
zevniho prostiedi. MM tvofi velmi frekventné neoepitopy. Je to nador s vysokym muta¢nim
loadem a je povazovan za velmi imunogenni (popisované jsou i spontanni regrese), coz tvori
dobry predpoklad pro ptiznivy efekt imunoterapie (Srivastava, 2015). Pti vyvoji nadorového
onemocnéni neni dulezita jen klonalni expanze nddorovych bungk, ale také ptitomnost a
spoluprace buné¢k okolniho (mikro)prosttedi (buniky imunitniho systému, fibroblasty,
endotelialni buiiky, solubilni faktory a ECM). Nador je komplexni tkan (Hanahan, Weinberg,
2000, 2010). Je to v podstaté organ, ve kterém najdeme stroma s cévnimi komponentami,
podpirnou mezenchymalni tkani, ECM jakozto ur¢itym transportnim rezervoarem pro rastoveé
faktory, a samotné nadorové bunky, tvofici parenchym. Nadorové stroma je aktivnim
spoluhracem. Ve stromatu probihaji zmény, které zahrnuji aktivaci angiogeneze aberantni
expresi ristovych faktort, zmény v kompozici ECM, zvySenou aktivitu protedz, ptitomnost
inflamatornich bungk aj.

Charakteristiky MM s prognostickym vyznamem:
1)Tloustka nadoru dle Breslowa
2)Hloubka invaze dle Clarka
3)Ulcerace
4) Sentinelova uzlina a zhodnoceni kontaktu s busikami imunitniho systému
5)Mitoticka aktivita
6)Zmena radidlniho rustu na vertikalni (,, angiogenni switch )

Stratifikace rizikovosti nadoru dle AJCC d¢li pacienty do stadii I-IV dle histopatologické
charakteristiky primarniho tumoru, stavu regionalni lymfatiky a ne/pfitomnosti vzdalenych
metastdz. Jako vysoce rizikovy hodnotime melanom stadia 1IB, TIC a III. V téchto stadiich
také adjuvantni 1é€ba prokézala maximalni benefit ve smyslu zlepSeného ptezivani, a je proto
v téchto stadiich indikovéna, jelikoz se jedna o pacienty s rizikem rekurence pies 30% (30% u
stadia 1B, u stadia ITIC je to az 60%) (Thalanayar et al, 2014).

Lécba

Zakladem lécby MM, je-li vCas zachycen, je chirurgicka 1écba. Ta vSak je bezpetna a
dostatecna pouze pokud nador nedoséhl angiogenniho switch a vertikalniho rastu. U MM s
Breslow vice nez 1 mm nelze s jistotou vyloucit potencial k metastazovani. Rovnéz tak u MM
s povrchovou ulceraci ¢i mikrometastazami v uzlindch. Vysoce rizikovi pacienti stadia 11B,
IIC, Il maji riziko rekurence a umrti 35-40%. Faze lokoregionalni rekurence po uvodni
chirurgické 1écbé ma prognozu jesté horsi. Ve stadiu IIIA je pétileté piezivani 70 %, zatimco
ve stadiu IIIC 39% (Balch et al, 2009). Usp&ina adjuvantni 1é¢ba miize pozménit pribsh
choroby, podchytit ¢asné diseminované nddorové buiiky ¢i rezidualni mikrometastazy, a
prodlouzit tak RFS a OS.


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Proliferace
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Melanocyt

Adjuvantni 1écba MM

Adjuvantni terapie si klade za cil eradikaci mikrometastaz. K adjuvantni 1é¢bé jsou indikovani
pacienti stadia llb, Illa a I11b (s tloustkou dle Breslowa > 2 mm, urovni invaze dle Clarka >
I11, s pfitomnosti in-transitnich metastaz - regionalni metastazy v kizi lokalizované od 2 cm
od primarniho loziska do prvni drénujici uzliny), tj. pT3NOMO (1,5-4mm), pT4ANOMO,
s pozitivni sentinelovou uzlinou nebo pTxN1-2MO s klinicky zjevnymi metastazami do uzlin,
s rekurenci do uzlin nebo s postizenymi uzlinami a neznamym primarnim loziskem (Balch et
al, 2009).

V adjuvantni 1écb¢ MM byla zkouSena imunoterapie (nespecifické cytokiny, specifické
protilatky, vakciny a kombinovana schémata), chemoterapie, biochemoterapie, radioterapie a
malé molekuly muta¢nich inhibitort.

NCCTG a ECOG studie E1684 byla prvni randomizované studie, kterd hledala piinos
adjuvantni 1éCby interferony pro pacienty s odoperovanym vysoce rizikovym melanomem.
Tento trial uZzil vysokoddvkovaného rezimu interferoni (dale jen HDI) podavaného
intraven6zné 20 MIU/m? 5 po sobé jdoucich dni po 4 tydny — jakozto indukéni fazi,
nasledovanou subkutannim podavanim 10 MU/m? ttikrat tydné, po dobu 48 tydni — jakozto
udrzovaci fazi — “Kirkwoodovo schéma”. Byl prokazan statisticky signifikantni rozdil v RFS
a OS ve prospéch HDI ve srovnani s observacnim ramenem; 5-ti lety RFS 37% vs. 26%; 5-ti
lety OS 46% a 37%; median OS byl 3,82 vs. 2,78 roku (P =0,0237); HR = 0,67 (P = 0,01).
Nejvetsi dopad na celkové piezivani byl popsan u pacientl s postizenim uzlin (Kirkwood et
al, 1996; Kirkwood et al 2001). Tato studie vedla ke schvéleni HDI FDA v Americe v roce
1995.

Mnoho dal$ich studii zkoumalo interferony v jiném davkovani. Tyto studie se nedaji Gplné
dobfe srovnavat - nalezneme v nich zna¢né rozdilnosti vstupnich kritérii, davkovych schémat,
Casovani a délky podavani interferond. Vyskytuji se 1 crossovery, které vSak v plivodni
prokazany lepSi klinické vysledky pacientdi, ktefi podstoupili udrzovaci 1é¢bu, a to v
parametru RFS i OS. Meta-analyzy potvrdily, Ze neni divodu odchylovat se od ptivodniho
ro¢niho Kirkwoodova schématu (Eigentler et al, 2016; Mocellin et al, 2010). V roce 2008
Ascierto a Kirkwood potvrdili statisticky signifikantni benefit IFN na OS, ktery se promita do
absolutniho benefitu alespon 3% (1-5%) v 5 letech.

Riist MM, angiogeneze a paradoxni fungovani imunitniho systému

Rist nddoru se velmi podobé tkanovému poskozeni a reakce imunitniho systému (dale jen IS)
na né&j je stejna. Jedna se 0 komplexni reakci, ve které jsou zavzaty mj.neutrofily a makrofagy.
Ty maji remodela¢ni schopnosti, diky matrixmetaloproteindzdm a angiogennim plsobkim
(VEGF, TGF, PDGF), které produkuji. Témito piisobky jsou aktivovany fibroblasty a ty
syntetizuji nové ECM. Z nadoru se uvoliuji slozky, které puisobi nejen lokalné, v misté ristu
nadoru, ale systémové. Reprogramuji kostni diefi a vedou k expanzi myelopoézy (De Vita,
Cancer 9" 2001). Dochéazi k leukocytoze neutrofilti, ale také k zvySenému uvoliiovani
nezralych granulocytarnich progenitort z kostni diené. Ty se kumuluji v cirkulaci i
nadorovém mikroprostiedi. Tam nedojde k jejich spravné a plné aktivaci k zabijeni
nadorovych bunék, ale naopak ziskaji paradoxni funkce (Qian et al, 2009). Podporuji progresi
nadoru, stimuluji angiogenezi a remodelaci stromatu.

Pfi rustu vétsiho objemu nadorové masy dochazi v urcitych lokalitach k hypoxii. Hypoxie je
hnacim motorem angiogeneze. Vznik transkrip¢niho faktoru HIF (hypoxia inducible factor) je



disledkem adaptace tkdn¢ hypoxii. Hypoxie je zasadni faktor mikroprostiedi, ktery stimuluje
rozvoj adaptac¢nich mechanismu, které umozni nadorovym bunikam piezit. Zahrnuji: alteraci
metabolismu, pH regulaci (Peppicelli et al, 2013), epitelo-mezenchymalni tranzici,
angiogenezi, migraci/invazivitu, sniZzenou odpovéd’ imunitnim buiikim a rezistenci k
chemoterapii a radioterapii. Hypoxie dale vede Kk infiltraci myeloidnich supresori z kostni
diené (MDSCs), T regula¢nich lymfocyti (Tregs) a makrofagi asociovanych s nddorem
(TAMS), a také stimuluje expresi PD-L1 na nadorovych butikach. Hypoxie v mikroprostiedi
predstavuje faktor, ktery podminuje vyhodu pro nadorové buiky a legalizuje jejich genotyp,
neb dédi¢ny fenotyp muze byt ziskdn epigenetickymi mechanismy. Transkripéni faktor HIF
svym piisobenim mutize ovlivnit stabilitu genomu (Eischen et al, 2016; Branca et al, 2016).

Hypoxie indukuje tvorbu VEGF nadorovymi buiikami, stromalnimi butikami i normalnimi
somatickymi bunikami. Vysoké hladiny VEGF koreluji s Urovni hypoxie v nadoru a oba
parametry vyznamné pietvari mikroprostfedi nadoru. To ma imunosupresivni disledek nejen
lokaln¢, ale 1 ve vzdalenych mistech, jako je kostni dfen. Hypoxie vyznamné pfispiva k
heterogenité uvnitt nddoru (McDonald et al, 2016). Navazani VEGF na VEGFR-2 spousti
signalizani kaskddu, ve které jsou zahrnuty procesy proliferace, migrace a piezivani
endotelii, a zvySena cévni permeabilita.

Angiogeneze je komplexni proces. VEGF je povazovan za zéasadni pfimo pusobici
proangiogenni faktor, ale neméné vyznamnou roli pfedstavuji mechanismy a komunikacni
systémy nezévislé na VEGF - fibroblasty (CAFs, FGF-2), PDGF, ligandy rodiny
Delta/Jagged (Delta 1-like ligand 4) navazujici se na Notch receptor, signalni systém
angiopoetini, proteolytické systtmy vECM (MMPs, plasminogen a aktivatory
plasminogenu), integriny, adhezni molekuly (kadheriny) aj. Monocyty/makrofagy a
polymorfonukleéry hraji vyznamnou roli v angiogenezi, a to zejména pro svou produkci
angiogennich faktort, jako IL-8 a VEGF. Vcestovalé zanétlivé bunky mohou v nadorovém
mikroprostfedi pusobit protichidné — ve vét§iné nadorovych lezi jsme schopni detekovat
buniky imunitniho systému, které s nddorem bojuji, i ty, které jeho rist podporuji (Bussard et
al, 2016).

Imunitni dysfunkci v nddorovém mikroprostifedi zapiicinuji tfi hlavni Cinitelé — MDSCs,
Tregs a TAMs. MDSCs ptisobi imunosupresné jak viici T buiikam, tak vi¢i NK buikdm.
Hypoxie a HIF-la se podili na rozsifeni imunosupresniho arzenalu MDSCs. TAMs
predstavuji nejvétsi populaci stromalnich buné€k v rostoucim nadoru. Jsou to bunky
disponujici vysokym stupném plasticity fenotypu. Mohou se polarizovat klasicky -
aktivovany M1 tumoricidni fenotyp ¢i alternativné - M2 imunosupresni fenotyp. Bylo
popsano snizeni hladin cirkulujicich Tregs po podani HDI (Mozillo et al, 2012).

Pisobeni VEGF-A nasméruje nezralé imunitni buiiky v jejich diferenciaci smérem k Treg, a
zaroven piimo indukuje proliferaci Tregli . A z druhé strany, Tregy dokaZzi ptimo podporovat
angiogenezi. Hypoxie v nadoru laka Tregy prostfednictvim upregulace CCL28, coz je
nasledné provazeno riistem nadoru. Draha VEGEF signalizace moduluje mikroprosttedi nadoru
a ovliviiuje 1 expresi chemokini a infiltraci lymfocyty (Reinmuth et al, 2015).

VEGEF stimuluje endotelové nadorové buniky (TECs) zpétné tzv. autokrinni VEGF-A4 rizenou
klickou. Vytvaii pozitivni zpétnou vazbu prostfednictvim aktivace VEGFR na nadorovych
buiikach. Proto je VEGF-A povaZovan za primarni, pfimo-plisobici proangiogenni rastovy
faktor, ktery podporuje rist a invazitivu MM. Existuje také piima VEGF suprese TNF-a-
indukované genové exprese prostfednictvim negativniho zkiizeného mechanismu s NF-xB-
signalni cestou. Diky ni dochazi k casnému poklesu exprese IFN regulacniho faktoru 1 (IRF-
1) (Huang et al, 2015).



Pacienti s nadorovym onemocnénim maji znatelné¢ vyssi sérové hladiny VEGF nez zdravi
jedinci (Kwon et al, 2010). Vysoka exprese VEGF ve tkanich i vysoka hladina v séru je
spojena se Spatnou progndzou pacientil (Brychtova et al, 2008). Exprese VEGF vzriista
Srostouci agresivitou onemocnéni. Je vyS§i u metastazujicich nadorti v porovnani
s nemetastazujicimi (Demirkesen et al, 2006). VEGFR-3/FIt-4 exprese korelovala s 1é¢ebnou
odpovédi a jeho vyssi hladina byla nalezena u pacienti s velkou tumorovou nalozi a u
pacienti neodpovidajicich na 1é¢bu. Isoformy a receptory VEGF zahrnuté v lymfangiogenezi
hraji také dualezitou roli v osudu pacienta (Mouawad et al, 2009). Fontanini prospektivné
hodnotil vypovédni hodnotu VEGF jakozto prognostického indikatoru angiogeneze ve vztahu
k celkovému piezivani (Fontanini et al, 1997).

VEGF jakozto markeru angiogeneze ve vztahu k progresi a metastazovani MM se vénovala 2
obséhla review (Basu et al, 2009; Streit et al, 2003). Zdlraznily pfedev§im vyznam
lymfangiogeneze spojené s nadorem jakozto cesty Sifeni nadorovych bunék do lymfatickych
uzlin, a jeji implikaci do prognozy a 1écby MM.

Hladina VEGF v séru (v panelu dal$ich cytokini a rustovych faktorti) muze slouzit jako
uziteCny biomarker Casné diagnézy, prognézy a také monitorace onemocnéni v Case a
odpovédi na terapii. Yurkovetsky, Kirkwood a kol. ve své praci zaznamenali hladiny VEGF u
zdravé kontroly v praméru 76,6 pg/ml (34,9-151,5), ale u pacienta s MM 215,0 pg/ml (192,1-
783,1). V jejich sledovani terapie HDI dosahuje poklesu hladin VEGF (Yurkovetsky et al,
2007).

Posun v imunitni odpovédi navozeny antiangiogennimi preparaty

V posledni dobé se stile vice hovoii o imunomodulaénich vlastnostech antiangiogennich
preparati, o odstranéni “imunosupresniho mikroprostiedi” diky antiangiogenni [éCb¢.
Antiangiogenni preparaty maji potencial modulovat nadorové mikroprostiedi a zlepsit tak
ucinnost imunoterapie. Snizuji mnozstvi imunosupresivnich bunék (nezralych DCs, MDSCs a
Tregit), které jsou schopny zabranit rozvoji efektivni imunitni reakce. Normalizuji cévy, ¢imz
umoziuji homogenni distribuci 1é¢iva nadorem, jeho lepsi prostoupeni T burikami, sniZeni
hypoxie a polarizaci TAMs smérem k M1, elevaci CXCL9 exprese na M1-TAMs, coz dale
podporuje infiltraci T-bunkami. Cileni VEGF snizuje také hladiny Tregi diky inhibici
akumulace MDSCs a nezralych dendritickych bunék v nadorovém mikroprostfedi, anebo
pfimo inhibici drahy VEGF/VEGFR. Antiangiogenni molekuly maji vliv 1 na konvenéni T
lymfocyty (procentudlni zvySeni CD4" a CD8" T-bunék intratumoralné). Blokada VEGF-
A/VEGFR?2 pfi adoptivnim transferu zlepSuje infiltraci adoptovanych T ly do nédoru a jeho
regresi (Biswas et al, 2010; Yuhui, Jianping et al, 2012; Barbay et al, 2015). Protilatky anti-
VEGF 1 mutacni inhibitory signifikantné zlepSuji zrani DC a redukuji mnozstvi MDSCs
(Corzo et al, 2010).

Interferony

Protinadorové piisobeni IFN-o jde v zasadé tfemi cestami: pfimé piisobeni na nadorove
bunky, nepFimé protinadorové puisobeni, ve smyslu imunomodulace a antiangiogenni
pusobeni (které vSak v Sir§Sim kontextu patii do imunomodula¢nich mechanismi).

Interferony predstavuji diilezité komunikacni spojeni mezi pfirozenou a adaptivni imunitou, a
VvV tom tkvi jejich imunomodulac¢ni funkce. Jsou tak mozna tim kyZenym mostem k potenciaci
vrozené imunity, kterou soucasné moderni imunoterapeutické postupy neumi aktivovat.
I[FNo2b vyznamné ovlivituje hostitelskou imunitni odpovéd’ a expresi nadorovych antigenti.



IFN-o. redukuje expresi FGF2 a transkripci VEGF genu, ¢imz inhibuje tumorovou
angiogenezi (Fuertes et al, 2011).

Obsazenim IFN receptoru a fosforylaci STAT1 a STAT2 vznikd komplex interferonem
stimulovanych genii a genovych faktor (ISGs) a interferonem regulovany transkripcni faktor,
ktery aktivuje transkripci ISGs a dochazi k inhibici VEGF (Tarhini, 2015). Zde se na genové
urovni potkava piimé supresni piisobeni VEGF s ptisobenim interferont.

IFN pritahuji Thl do oblasti nadoru, snizuji Tregy, méni hladiny cytokinu v cirkulaci i
nadorovém mikroprostiedi (Mozillo et al, 2012). Interferony typu I, vcetné¢ rodiny
leukocytarnich IFN-a a fibroblastovych IFN-B, jsou znamy svym imunomodula¢nim
protivirovym pusobenim i antiproliferativni a antiangiogenni aktivitou (Bender et al, 2016).
Na jaternich metastdzach kolorektalniho karcinomu byl prokdzan piimy antiangiogenni vliv
lidského rekombinantniho IFN-a2a a IFN-B na endotelie ve smyslu inhibice jejich motility,
migrace, organizace struktury kapilar, piezivani; dale inhibice bFGF, IL-8 a matrix
metaloproteinazy, tedy pasobkd zahrnutych v angiogenezi (Ozawa et al, 2001). Interferon
alfa-2b vyrazné inhibuje VEGF a bFGF (Raig et al, 2008).

Utinnost interferonti v adjuvantni 1é¢bé MM byla hodnocena mj. ¢&tyfmi velkymi
multicentrickymi randomizovanymi ECOG a Intergroup studiemi (E1684, E1690, E1694,
E2696), kterych se od roku 1980 zucastnilo vice nez 20 000 pacienti (E1684 n=5287; E1690
n=5642; E1694 n=5880). Ve vSech prokazal interferon snizeni rizika rekurence onemocnéni
(z38 % na 24 %), avsak dlouhodoby efekt na RFS a OS je popisovan pouze u
vysokodavkovaného podani E1684, E1690 a E1694 pro vysoce rizikové pacienty
sresekovanym MM stadia 1IB a Ill. Tento efekt je pfipisovan jak jeho pulsobeni
imunomodulac¢nimu a indukujicimu diferenciaci, tak antiprolifera¢nimu, proapoptotickému a
antiangiogennimu. IFN-alfa podporuje nadorovou imunogenicitu, polarizaci a maturaci DC a
tim jejich odpovéd vuci nadoru a antigenni prezentaci. Podporuje posun k Thl typu
hostitelské imunitni odpovédi (nezralé myeloidni bunky v pfitomnosti interferonu alfa
polarizuji spiSe Thl smérem). Dochazi k povzbuzeni i pfirozené imunity. Byla pozorovana
zvySena intratumoralni akumulace CD8at+ DCs, ktera stimuluje specifickou CD8+ T-
bunécnou odpoved’ viici antigeniim naddoru (Davar, Kirkwood, 2016).

Meta-analyzy adjuvantnich studii prokazaly, ze z HDI profituje 7% pacienti, které neumime
presné dopiedu definovat, ale zda se, ze nejvice profituji pacienti s mikrometastazami v SN
(I1a) a pacienti s ulcerovanym primarnim nadorem. A¢ nazory na vysokodavkovany rezim se
rizni, data konzistentn€ potvrzuji prodlouZzeni doby do relapsu onemocnéni a Wheatleyho
meta-analyza popisuje 1 mirny benefit pro OS, konkrétné 3-5% zvySeni 5-letého piezivani
(Mocellin et al, 2010; Wheatley et al, 2003).

MMPs

MMPs jsou na kalciu zavislé endopeptidazy obsahujici zinek, které se podili na rozkladani
extracelularni matrix (ECM) a to ve fyziologickych i patologickych d&jich. Jsou to enzymy
schopné degradovat vSechny typy proteini ECM. Také jsou schopny zpracovavat fadu
bioaktivnich molekul - §tépi receptory na bunéfnych povrsich, ¢i uvoliuji apoptotické
ligandy. Spoluhraji také v procesech inaktivace cytokinti/chemokinl. Angiogenni faktory
mohou indukovat expresi MMPs. MMPs pak najdeme v membrénovych vakuolach.
Angiogenni stimul v podobé bFGF a VEGF zptisobi uvolnéni z téchto vakuol. Popisuje se
rovnéz jejich ucast v procesech bunécné proliferace, migrace, diferenciace a angiogeneze.
Role a fungovani MMP je ziejmé¢ dana celkovym nastavenim nadorového mikroprostiedi.
Dynamické zmény v aktivité¢ matrixmetaloproteindz v prub¢hu invaze melanomovych bunék
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mohou byt zdsadni. Umoziuji nadorovym buikdm modifikovat extraceluldrni matrix.
Remodelace ECM kolagenolytickymi enzymy je potfebna pro invazi a novotvorbu cév
(Stetler-Stevenson et al, 1999).

U MMP-8 se hovoii o protinddorovém a imunoregulacnim uc¢inku. Rozsdhla genomicka
analyza odhalila, ze geny kodujici MMP jsou u nadorti mutované, ¢i epigeneticky tlumené.
Zvysena hladina MMP byla fadou autort asociovana se Spatnou prognozou (Korpi et al, 2011;
Kohrmann et al, 2009).

Prognosticky vyznam hladin MMP-8 hodnotila prace Lempinena s pacienty
s hepatocelularnim karcinomem, kdy nizké hladiny MMP-8 korelovali s delSim celkovym
ptezivanim (Lempinen et al, 2013). V praci Vayrynena stanovovali hladinu MMP-8 u
pacientii s kolorektalnim karcinomem a dle jejich vysledki MMP-8 ma protinadorove
pusobeni, které se projevuje ovlivnénim imunitni odpovédi vedouci k nekrdze nadorové tkané
(\Vayrynen et al, 2012). Vihinen et al. stanovovali hladinu MMP-8 a jeji vypovédni hodnotu
ve smyslu predikce odpovedi na adjuvantni 1é€bu interferonem u pacientti operovanych pro
vysoce rizikovy kozni melanom stadia IIB-1IIC. V séru 460 pacientd pied zacatkem
adjuvantni 1é¢by stanovovali hladinu MMP-8, a prokazali, ze ve skuping, ktera méla vysoké
predlécebné hladiny MMP-8 adjuvantni 1écba signifikantné prodlouzila RFS.

Lécebné strategie cilici angiogenezi se rovnéz zaméfuji na MMPs, které jsou pod vlivem
angiogennich stimull (zejména bFGF a VEGF) produkovany buitkami endotelu a remodeluji
extracelularni matrix. Vysledky téchto praci jsou vSak rozporuplné, jelikoz nékteré MMPs,
jako pravé napt. MMPS8, byly identifikovany jako tumor supresor.

Role MMP v angiogenezi je pravdépodobné komplexnéjsi nez jen remodelace ECM. MMPs
mohou aktivné procesu angiogeneze napomahat oddélovanim pericytl, uvolfiovanim
proangiogennich faktorli sekvestrovanych v ECM, zpracovavanim nékterych povrchovych
receptord, integrint a $t€épenim adheznich spojii bun¢k endotelii. MMPs zahrnuté v procesu
angiogeneze mohou vznikat v buiikach imunitnich, nadorovych, stromalnich i v endoteliich
(Rundhaug et al, 2005).



4. Cile disertacni prace

Cile:

1) Stanovit antiangiogenni potencial IFN-a-2b: prokéazat pokles hladiny VEGF-A po
1é¢be vysokodavkovanym interferonem alfa-2b,  a popsat terapeutickou signifikanci
tohoto poklesu. Podotazkou v této oblasti je, zda lze fici, Ze hladiny urcit¢é VEGF
predikuji terapeutickou odpovéd’ na 1écbu HDI?

2) Popsat zmény hladin MMP 8 po 1é¢bé vysokodavkovanym interferonem alfa-2Db,
a terapeutickou signifikanci téchto zmén.

3) Monitorovat dosazené hladiny interferonu alfa-2b — podotazkou této oblasti je, zda
by se lécba, tedy i davkové schéma dalo fidit dosahovanymi sérovymi hladinami a
predejit tak  eventudln€ rozvoji nékterych nezddoucich uUCinkGi ¢i  naopak
poddavkovani.



5. Material a metodiky
Charakteristika souboru pacienti

V obdobi mezi lednem 2010 a lednem 2014 byla studovana skupina 29 pacientd, ktefi
podstoupili adjuvantni 1é¢bu MM HDI na Klinice onkologie a radioterapie ve Fakultni
nemocnici v Hradci Kralové. Soubor byl tvofen 16 muzi a 13 zenami ve vékovém rozmezi 26
— 72 let (primér 56,6 roku). Byli to pacienti indikovani ke standardni adjuvantni 1é¢bé HDI
s MM stadia Ilb, Illa a Illb, pacienti s rekurenci do uzlin nebo s postizenymi uzlinami a
neznamym primarnim loziskem.

Podana lécba

Pacientim byl v adjuvantni 1é¢bé podavan intraven6zné vysokodavkovany interferon alfa-2b,
v davce 20MIU/m2 5 dni v tydnu prvni 4 tydny, pak udrZovaci schéma subkutanni
10MIU/m2 do celkové doby 1 roku. Adjuvantni 1é¢bu zahajili do 6 tydni od radikalni
operace MM, ¢i disekce uzlin. Po dobu 1é¢by byl kladen diraz na dostatecnou hydrataci
(min.2l/den, optimalné pomala parenteralni hydratace ptes noc), kontrolu hematologickych a
biochemickych parametrti, zejména jaternich funkci, a profylaxi antidepresivem. Ve shodé
S doporucenim psychiatrii dobré zkuSenosti byly se sertralinem. Podévani bylo zahdjeno jeste
pted zahdjenim adjuvantni 1écby, a davka sertralinu byla postupné navysSena az na 200mg/den.

Hladiny interferonu alfa-2b uvedené v ptiloze piedstavuji naméfené dosahované hladiny na
konci 1. tydne intraven6zniho podavani a na konci 3. tydne podavani. Tento rozvrh odbéri ma
za cil umozZnit piipadnou tpravu davky dle namétenych hodnot.

Hladiny VEGF a MMP-8 zaznamenané v piiloze piedstavuji namétené dosahované hladiny u
pacienta pfed zahajenim 1ééby HDI v den pfijeti k 1é¢bé (Cili v rozsahu 4-6 tydnt od
chirurgického vykonu) a hladiny naméfené pii ukonéeni 1é¢by (1-7 dni od ukonéeni
podavani).

Rozdéleni souboru pacientii
Pro vétsi prehlednost vysledkl jsem pacienty rozdélila do dvou skupin:

1) pacienti, u nichz doslo k poklesu hladiny VEGF po vysokodavkovaném podani
interferonu  alfa- 2b

2) pacienti, u nichz nedoslo k poklesu hladiny VEGF po vysokodavkovaném podéani
interferonu alfa- 2b

Charakteristika laboratorni metody

Monitorovany byly hladiny VEGF, interferonu alfa-2b a MMP-8 pted zahajenim HDI, po
jeho skonCeni. Vzorky byly uchovavany na katedfe Humoralni imunologie Kliniky
alergologie a imunologie.

Hladiny lidského VEGF a MMP-8 byly stanoveny pomoci komer¢nich ELISA souprav R&D
Systems (USA) Quantikine Human VEGF Immunoassay a Quantikine Human Total MMP-8
ELISA Kit. V obou pfipadech se jednalo o sandwichovou ELISA techniku. V jamkéch
mikrotitracnich desticek se pfisluSny cytokin nebo matrixovd metaloproteindza vaze na
specifickou protilatku. Tento komplex je nasledné oznacen druhou protilatkou konjugovanou
s enzymem kienova peroxiddza. Po pfidani substratu TMB dojde k barevné zméng¢, kterd je
umérna koncentraci pfislusného analytu. Pro méteni barevné zmény (absorbance) byl pouzit u



vSech méfenych parametri ELISA reader Multiscan a software Genesis od firmy Thermo
Fisher Scientific (USA). Koncentrace VEGF a MMP-8 byly vypoéteny z kalibra¢nich ktivek.
Meéfici rozsah pro VEGF byl 15 — 1000 pg/ml a pro MMP-8 5 — 1000 pg/ml. VVzorky mimo
rozsah méfeni byly fedény 20x.

Hodnoty interferonu-alfa 2b byly méfeny metodou ELISA, komeréni soupravou VeriKine
Human IFN Alpha od firmy PBL Assay Science (USA). Metoda pracuje na principu
sandwichové imunoanalyzy. Méfici rozsah metody je 1 — 10 000 pg/ml. Interferon alfa ze
vzorku je po navazani na specifickou protilatku zakotvenou v jamkach ELISA desticky
oznacen druhou protilatkou spojenou s biotinem. Pomoci vazby dalsi slozky, streptavidinu, je
vznikly komplex oznacen enzymaticky kienovou peroxidazou. Koncentrace interferonu alfa
je umérna zbarveni produktu enzymové reakce se substraitem TMB. Metoda je kalibrovéna
pomoci referencniho mezinarodniho standardu IFN alfa. Pfi analyze bylo postupovano dle
doporuceni vyrobce. Pro méfeni barevné zmény (absorbance) byl pouzit ELISA reader
Multiskan a software Genesis od firmy Thermo Fisher Scientific (USA). Koncentrace
interferonu beta byly vypocteny z kalibracni kiivky.

Statistick4 analyza

Statisticka analyza byla provedena s vyuzitim programu GraphPad Prism 6. Ve statistickém
souhrnu vysledki jsou vzdy uvedeny median, 25. az 75. percentil, rozsah hodnot, primér,
smérodatna odchylka, standardni chyba priméru a 95% interval spolehlivosti pro primérnou
hodnotu. Pfed vybérem vhodného statistického testu bylo rozlozeni sledovanych velicin
porovnavano s normalnim rozlozenim pomoci D'Agostino & Pearson omnibus testu. Pokud se
rozlozeni liSilo od normalniho rozlozeni, bylo porovnani vysledki zjisténych pted 1é¢bou a po
1é¢bé vysokodavkovanym interferonem alfa-2b provedeno pomoci parového Wilcoxonova
testu. K porovnani vysledkli mezi skupinami nemocnych byl zvolen neparametricky neparovy
test Mann-Whitney. Pokud hodnocena velicina méla normélni rozloZeni (napf.
intraindividudlni zmény hodnot v disledku 1écby), byly rozdily mezi vysledky dosazenymi
v riiznych skupindch nemocnych posuzovany neparovym t-testem. Casové zavislosti
pravdépodobnosti preziti a pieziti bez pfiznak nemoci (DFS) byly hodnoceny metodou podle
Kaplana-Meiera. Diagnosticky pfinos testu byl posuzovan s vyuzitim ROC analyzy, napt. zda
intraindividudlni diference hodnoty VEGF (VEGF po 1écbé - VEGF pred 1écbou
vysokodavkovanym interferonem alfa-2b) pfedpovida setrvani nemocného v remisi trvajici
alesponi 12 mésicl. Testovani bylo provedeno na hladiné vyznamnosti alfa=0,05.



6. Vysledky

Cil 1: prokazat pokles hladiny VEGF-A po 1é¢bé vysokodavkovanym interferonem alfa-
2b

Statisticka analyza provedend s vyuzitim Wilcoxonova parového testu v celém souboru 29
nemocnych s MM ukazala, Ze koncentrace VEGF vySetfena pied 1é¢bou a po 1é¢bé se
statisticky vyznamné nelisi (P=0,18). Mediany koncentrace VEGF jsou zcela srovnatelné (456
a 457 pg/ml). Stfedni hodnota rozdilu mezi koncentraci VEGF vySetifenou po 1écb¢ a pied
1é€bou ¢ini -67 pg/ml (v procentech odpovida stiedni hodnota rozdilu 15 % koncentrace
VEGF pted 1é¢bou). Jde o velmi maly pokles koncentrace, ktery nedosahl statistické
vyznamnosti. Rozdily koncentraci koreluji s koncentraci pied 1é€bou - vétsi pokles je z vyssi
koncentrace VEGF pted 1écbou.

Terapeutické vysledky jsou mnohem lepsi u nemocnych, u kterych se koncentrace VEGF po
1écbeé HDI snizila, nez u nemocnych, u kterych doslo k nérastu koncentrace. Tuto skutecnost
dobie doklada Kaplan-Meierova kiivka pieziti a kiivka DFS. Procenta nemocnych v daném
Case Zijicich a procenta nemocnych bez piiznaki onemocnéni jsou zasadné a statisticky velmi
vyznamné vyssi ve skupiné s poklesem koncentrace VEGF v dusledku 1é¢by interferonem
alfa. Ve skupiné se zvySenim koncentrace VEGF ¢inil median pieziti 16 mésicti a median
preziti bez pfiznaki nemoci 9 mésict. Ve skupiné s poklesem koncentrace VEGF oba

medidny nebyly na konci obdobi sledovani dosazeny, tj. jsou del$i nez 72 mésici.

Pacienti, u nichZ doslo k poklesu hladiny VEGF po vysokodavkovaném podani
interferonu alfa- 2b (tab. 1)

Po podani vysokodavkovaného interferonu doslo k poklesu hladiny sérového VEGF u 19 z 29
pacientil (66%). Dva z nich zemfeli, u 17 doslo k dosazeni dlouhodobé kompletni remise (2
roky od ukonceni 1é¢by bez znamek choroby). Oba pacienti, ktefi zemieli, byli bez ulcerace
primarniho loZiska, mé&li postiZzené uzliny, ale priméarni nador nebyl nikterak velky (v jednom
ptipadé dokonce pTla). 90% pacientl, kteti zareaguji na HDI poklesem sVEGF-A, ma
dlouhodobou dobrou terapeutickou odpovéd. Tii pacienti z uvedenych 19 nedokondili
lécebné schéma kvili projeviim toxicity.

Tabulka. 1.: Pacienti, u kterych doslo k poklesu hladiny VEGF po podéni HDI

TNM Histologie Pribéh Hladiny Hladiny Hladiny Efekt
lécby IFN VEGF MMP8 lécby
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
pT2apNOpMO Nodul. CIl | Dokon¢il 485-5,36 | 352,3 -1395-9,9 Bez
2007, LND | IV, Br2 135,6 choroby 6
2010 let
pT3bpNOMO Nodul.  CI | Dokon¢il 99-299 |3256 529-2,1 Bez
IV, Br2,3 sred. oY 245,3 choroby 1
rok
pT2bpNOMO Nodul  CI|17/20 24,8-29,9 | 651,5 8,5-6,8 Bez
I, Br 2 trombopenie 4428 choroby 3
roky




pT2apNOMO Nodul Cl | Neutropenie | 55800 — | 856,4 -188-78 Bez
IV, Br2 trombopenie | 41200 798,6 choroby
red.o Ya 18 M
dokoncil
pT3apNOMO Nodul  CI | Dokon¢il 09-75 545,5 -125-11 Bez
11, Br 3,7 469,8 choroby 8
M
pT3apN1MO Amelanot. Neutropenie | 70,9 — 62 556,8 -416 |17,4-9,2 Bez
Nodul. Cl|red. o 1/3 choroby 2
IV, Br4,2 dokongil roky
Meta MM | Primum Dokonc¢il 299-248 | 1272,7 —-1279-15 Bez
Vv podkozi ignotum 780,9 choroby 3
roky
Meta v axile | Primum Dokonc¢il 190,9 — | 1598,6 —178,8-429 Bez
2011 ignotum alerg.reakce | 159,8 843,5 choroby 3
pfi posl.apl. roky
pT2apN1MO Nodul.  CI | Dokon¢il 98 - 64,4 725,6 —1946-12 Exitus
IV,Br1,9 658,3 20M  po
HDI
pT2bpNOMO Nodul  CI | Dokon¢il 56,56 —|511,3 -129,8-18,1 Bez
I1l, Br 2,5 deprese 6,11 405,6 choroby 3
roky
pT2apNOMO; Nodul Cl | Dokon¢il 117,8 - 13254 —110,9-24,2 Bez
LND nasl. IV,Brl4 126,3 278,1 choroby 3
roky
pT3aNOMO Nodul  CI | Dokon¢il 223-95 |2453 -121,9-10,9 Bez
IV, Br2,2 204,5 choroby
18M
pT1lapN3MO SSM, CI 1I, | Neutropenie | 284,7 - 16125 -111,2-145 Exitus
Br 0,2 red.o 1/3 450,5 586,3 18M  po
HDI
pT4apN1MO Nodul  CI | Dokong¢il 172,7 — | 6534 —11245-16,1 | Bez
I1, Br5,5 67,8 326,1 choroby 4
roky
Sliznice dutiny | Exulc. Dokon¢il 2102 —11125,3 - 76-25,4 Bez
nosni 2824 945,3 choroby 4
roky
Meta MM | Primum Dokoncil 129,4 — | 654,3 —129,6-41,1 Bez
v podkozi ignotum 88,2 546,3 choroby 2

roky




Exenterace Primum Ukonceno 1115 —1348,5 — | 65-20,7 Bez

axily ignotum pro deprese | 59,8 125,3 choroby
10 podani 20M

pT2apNxMla | Nodul CIIV, | Dokonéil 117,5 —1289,1-846 |20,7-1,1 Bez

satelity Bri,2 62,5 choroby 3

Vv podkozi roky

pT1apNOMO, SSM, CIIlI, | Elevace JT | 1004 —|270-1854 |19,8-154 Bez

nasl .meta | Br 1,35 o 948,5 choroby

V jizvé 5 podani 18M

Cervené vyznaceny hladiny VEGF a zvyraznéni pacienti s velmi nizkym vstupnim stadiem.
Tuéné vyznaceno b stadium ulcerace; Br — Breslow, CL - Clark

Pacienti, u nichZ nedoslo k poklesu hladiny VEGF po vysokodavkovaném podani
interferonu alfa- 2b (tab. 2)

U 10 pacientli z 29 nedoslo po podani HDI k poklesu ale ke zvySeni sérového VEGF (34%).
Osm pacientli zemielo (80%), pticemz pouze dva méli ulcerovany primarni melanom. Dva
nemocni dosahuji dlouhodobé kompletni remise. T#i pacienti z 10 nedokonéili 1é¢ebné
schéma v dusledku projevi toxicity.

Tab. 2.: Pacienti, u kterych nedoslo k poklesu VEGF po podani HDI.

TNM Histologie Prab¢h Hladiny Hladiny Hladiny Efekt 1écby
1é¢by IFN VEGF MMP8
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)

pT3apN2MO0 Nodul CI IV, | 10 podani | 19,7 —1456,3 —|46/4 — | Bez  choroby

Br2,9 elevace JT | 45,9 612,3 17,8 15M
pT1apNOMO 2003, | ClI I, Br1 Dokon¢il | 56,65 —]4253 —]195-15 | Exitus 10M po
LND 2011 74,21 572,3 HDI
pT4bN1MO, Cl1V,Br1,6 | Dokonc¢il |194,97 —|3256 —|59,6 — | Exitus 3M po
nasl.recidiva uzlin 67,68 378,4 11,1 HDI
pT1lapNOMO Nodul CI Il, | Dokon¢il |39,37 —|4532 —|27,1 — | Exitus 18M po
nésl.recidiva uzlin | Br0,6 22,3 680,5 65,1 HDI
pT2apN1MO SSM, CI IV, | Dokon¢il | 1877  —| 3254 —|33,1 — | Resekce  plice

Br 2 2507 411,3 20,7 pro rec.12M po

HDI

pT4apN1MO Nodul CI V, | Dokon¢il | 25300 -—|179,6 —|32,9-4,2 | Exitus 24M po

Br2,2 25700 456,9 HDI

Elevace JT

Incipient. MM, Neostazovan | 9 podani | 5385  — 4128 —|34,.1 — | Recidiva po 6
LND po 6 letech hepatotox. | 7374 478,5 17,9 M ipilimumab
pT2bNOMO, Exulc.MM 10 podéni | 528,6 —|5634 —|419-9,6 | Bez choroby 4




recidiva po 2 letech parkinson. | 526,7 814,2 roky
pT4bpN1MO Nodul. Br 90 | Dokon¢il 10425 —|6152 —|158-4,2 |Exitus 7M po

13812 765,2 HDI
pT3bNOMO; za rok | Nodul.  Br | Dokon¢il | 60,5 - 13254 —1323 — | Exitus 8M po
reexcize 3,1, ClIv 59,2 375,2 50,9 HDI

Cervené vyznaceny hladiny VEGF a zvyraznéni pacienti s velmi nizkym vstupnim stadiem.
Tuéné vyznaceno b stadium ulcerace; Br — Breslow, CL - Clark

Koncentrace VEGF pfed 1é¢bou byly v podskupinach remise a relaps srovnatelné (P= 0,72,

neparovy test Mann-Whitney).

Rozdily koncentraci VEGF (po 1écbé — pied 1écbou) souviseji s vysledkem lécby (obr. 1.). Ve
skupiné nemocnych setrvavajicich v remisi déle nez 12 mésict doslo po 1écbé HDI k poklesu
koncentrace VEGF priamérné o 118 pg/ml (smérodatna odchylka 244 pg/ml). Rozdil
koncentraci se 1isi od nuly (parovy t-test, P<0,05). Jedna se o statisticky vyznamné snizeni
koncentrace VEGF. Studentliv t-test s vétsi statistickou silou mohl byt pouzit, protoze

rozlozeni diferenci se nelisi od normalniho rozlozeni. Ve skupiné s relapsem rozdil

koncentraci VEGF ¢inil 57 pg/ml (SD 76). Toto zvySeni je hrani¢né signifikantni (t-test,

P=0,07).
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Obr. 1.: Zmény koncentrace VEGFv dusledku 1é¢by interferonem ve skupiné s kompletni
remisi trvajici déle nez 12 mésict a ve skupin€ s relapsem onemocnéni do 12 mésict.

Porovnani zmén koncentrace VEGF (po 1é¢bé — pied 1é¢bou) mezi podskupinami s relapsem
do 12 mésict, a remisi delsi nez12 mésict, dovoluje obrazek 2. V prvni skupin¢ doslo u 16

z 20 nemocnych k poklesu koncentrace VEGF, zatimco ve druhé u 6 z 8 k nartstu a pouze u 2
k poklesu VEGF. Diference koncentraci VEGF, ke kterym doslo v souvislosti s podanim
interferonu, se v obou podskupinach statisticky signifikantné lisily (P<0,01).
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Obr. 2.: Rozdily mezi hodnotou koncentrace VEGF po 1é¢bé a pied 1é¢bou v podskupinach
nemocnych s remisi trvajici déle nez 12 mésict a s relapsem do 12 mésicu.

Zmeéna koncentrace VEGF by mohla byt vyznamnym prognostickym parametrem uspésnosti
1é¢by pro nésledujici 12-ti mési¢nim obdobi. Tato hypotéza vyzaduje dal$i ovéteni ve vétSich
studiich.

Pomoci analyzy ROC ktivky (obr. 3.) pro rozdil koncentrace VEGF jsme hledali optimalni
hrani¢ni hodnotou rozdilu koncentrace oddélujici obé skupiny s odlisnym vysledkem 1€¢by.
Analyza ukazala, Ze zména VEGF po 1é€b¢ interferonem ma schopnost diagnostického testu,
umoziujiciho identifikovat nemocné s remisi trvajici minimalné 12 mésicti od ukonceni
1é¢by. Optimalni hraniéni hodnota v testu je - 34 pg/ml (snizeni o 34) a pfi jejim pouziti ma
test citlivost 87,5%, a specificitu 80%.
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Obr. 3. ROC analyza diagnostické schopnosti zmény koncentrace VEGF (hodnota po 1é¢bé —
hodnota pted 1é¢bou interferonem) piedpoveédét setrvani nemocného v remisi trvajici 12
mésicll nebo déle (plocha pod kiivkou 0,78, P=0,022).

Hodnota koncentrace VEGF pted 1écbou interferonem neumoziuje odlisit pacienty
setrvavajici v remisi od pacientt s relapsem do 12 mésicti. Takovou schopnost ma ale
polécebna zmeéna koncentrace VEGF, kterou je mozné vyuzit jako diagnosticky test

k identifikaci nemocnych s ptedpokladem DFS minimalné 12 mésicti od ukonceni 1é¢by.
Optimalni hrani¢ni hodnota zmény koncentrace je - 34 pg/ml.

V nami studované populaci doslo po podani HDI k poklesu hladiny VEGF-A ve vice nez
poloving l1éenych ptipadi (66 %), nehled€ na vstupni stadium. Navzdory tomu, Ze pracujeme
s malymi Cisly a nedosahujeme statistické signifikance, pokles hladiny VEGF-A po 1é¢b¢ se
jevi prognosticky pozitivné (90 % pacientti, u nichz doslo k poklesu hladiny VEGF-A po
podéani vysokodavkovaného interferonu, dosahlo dlouhodobé kompletni remise).



Median celkového pfezivani u pacientll s poklesem VEGF zlstdva nedosazen, u pacientil
s nartstem hladiny VEGF ¢ini 16 mésicli; median DFS u pacienti s poklesem VEGF rovnéz
zustava nedosazen, u pacientt s nartistem hladiny VEGF ¢ini 9 mésict.

Zaznamenali jsme antiangiogenni potencidl interferonu alfa-2b, pii jeho vysokodavkovaném
podani. Jedna se o soubor pacientl [éCenych povétSinou pied érou 1€cby muta¢nimi inhibitory
¢i blokatory imunologickych checkpointi.

Cil 2: Popsat zmény hladin MMP 8 po 1é¢bé vysokodavkovanym interferonem alfa-2b, a
terapeutickou signifikanci téchto zmén.

MMP8 Klesaji po podani HDI v 76%, coz je rozdil vysoce signifikantni (P<0,002). Nicméné
nelze popsat terapeuticky a klinicky dopad tohoto poklesu, neb k nému doslo rovnomérné u
pacientil s dobrymi i Spatnymi klinickymi vysledky.

Ve skupiné pacientil, kteti na 1écbu HDI zareagovali poklesem VEGF, tento pokles v 80%
korespondoval s poklesem hladin MMP-8, coz nenapliiuje pfedstavu tumor supresniho
pusobeni MMP - 8. Ve skupiné pacientli, kde hladina VEGF rostla po podani HDI, nebyla
pozorovana zadna asociace mezi hladinami VEGF a MMP-8.

Primérné hodnoty MMP-8 v tivodu 1é¢by v nasi studované populaci byly 34,9 pg/ml a na
konci 1é¢by 16,4 pg/ml. Rozdily koncentraci MMP-8 nesouviseji s vysledkem 1é¢by. V obou
skupinach nemocnych doslo ke snizeni MMP-8, ale ve skupiné 8 nemocnych s relapsem
rozdil nedosahl statistické vyznamnosti (vliv nizkého poctu nemocnych) a je mozné hovofit
pouze o trendu ke snizeni MMP-8.

Rozdil koncentraci MMP-8 pied 1é¢bou a po 1é¢bé nema vypovédni hodnotu ve vztahu

k vysledku 1é¢by a nedovoluje nam tudiz odlisit nemocné s relapsem v nasledujicich 12 més.
od nemocnych s remisi po dobu 12 més. a delsi. Nebyl prokazan statisticky signifikantni
rozdil v pravdépodobnosti pieziti mezi skupinami, kiivky ptezivani se signifikantné nelisi.

Vztah mezi predlécebnymi a polééebnymi hodnotami koncentraci MMP-8 a VEGF
nekoreluje.

Cil 3: Monitorovat dosazené hladiny interferonu alfa-2b

Ze ziskanych hodnot hladin interferont se jevi nepravdépodobné v klinice ddvku modifikovat
dle naméfenych dosahovanych sérovych hladin, proto tyto hodnoty nebyly postupovany
zadnému statistickému hodnoceni. Interferon je proteinové lé¢iva s molekulovou hmotnosti
nizs§i nez 50 000 daltont a vydrzi in vivo v cirkulaci velmi kratce, jeho biologicky polo¢as v
cirkulaci je odhadovan na 5-20 min. Monitorovani a modifikovani davky dle hladin IFN neni
mozné. Krom¢ rychlého metabolismu interferoni mohly pfispét k nesourodym hodnotam
hladin IFN i aspekty plynouci z klinického provozu, které nelze vyloudit, jako okamzik
odbéru krve na stanoveni hladiny (pfi podani infuze s interferony, v prabéhu aplikace, po
aplikaci).



7. Diskuze

Angiogeneze a imunomodulace jsou komplexni a provazané procesy. Imunomodulacni efekt
antiangiogennich preparati je vyznamny (Reinmuth et al, 2015). VEGF a interferony pusobi
na obou sférach. VEGF je faktor angiogenni a imunosupresivni, ktery reguluje novotvorbu
cév pilsobenim na endotelie ve smyslu jejich aktivace, podpory ptezivani, proliferace,
migrace, invaze a ovliviluje také jejich funkci a pratok — vazodilataci a zvySenou
permeabilitou. Ovliviiuje negativnim zpisobem imunitni odpovéd’, snizuje migraci, zréni a
prezivani bun¢€k IS a plsobi chemotaxi supresnich progenitort z kostni diené. Interferony
pusobi antiangiogenné a prolamuji imunotoleranci. Je jim pfipisovano i ptfimé protinddorové
pusobeni. Dokazi inhibovat sekreci VEGF (Raig et al, 2008).

Maligni melanom dokaze integrovat hostitelskou vaskulaturu. Aktivace VEGFR-2 navazanim
VEGF-A je zasadnim mechanismem, jak nddorové builky podporuji angiogenni switch
néadoru (Basu et al, 2009). VEGF-A je povazovan za primarni, pfimo-pasobici proangiogenni
rastovy faktor, ktery si je tumor schopen secernovat k podpoie ristu a invazitivy. Autokrinni
VEGF-A fizena zpétna klicka aktivuje VEGFR-1 na nddorovych bunikach (De Vita, Cancer
ot 2001). Tumor rostouci s piispénim hostitelské vaskulatury by mél byt od pocatku
povazovan za systémové onemocnént.

Vysoké hladiny VEGF koreluji s drovni hypoxie v nadoru, avSak indukce nebo zvySeni
exprese VEGF neni zpiisobena jen hypoxii. Mlze je vyvolat fada jinych environmentalnich
(epigenetickych) faktor, nizké pH, chronickych zanét apod. Kyselé extracelularni pH
podporuje expresi VEGF-C na bunkach MM prostiednictvim transkripéniho faktoru NF-kB
(Peppicelli et al, 2013; Huang et al, 2015). Obsazenim IFN receptoru a fosforylaci STAT1 a
STAT2 vznikd komplex interferonem stimulovanych genii a genovych faktord (ISGs) a
interferonem regulovany transkripéni faktor, ktery aktivuje transkripci ISGs a dochazi
k inhibici VEGF (Tarhini, 2015). Zde se na genové trovni potkava ptimé supresni ptsobeni
VEGEF s ptsobenim interferond. Hlubsi pochopeni vzajemné interakce angiogeneze a regulace
imunitnich funkci ndm miize poukédzat nové moznosti kombinovanych protinadorovych
1é€ebnych postupti i nové biomarkery.

Ve shod¢ s nasSimi vysledky najdeme prace, které prokazuji, Ze hladiny VEGF popisuji
[é¢ebnou odpoveéd’ a maji klinicky vyznam, a to jak u MM, tak u jinych nadorti (Kwon et al,
2010). Demirkesen popsal korelaci mezi angiogenezi a metastazovanim a klinicky vyznam
poklesu VEGF ve shod¢ s touto korelaci. VEGF podporuje angiogenezi a s rozvojem
angiogeneze jde ruku v ruce metastazovani. Byla pozorovana rovnéZz korelace hladin VEGF s
rozvojem mikrometastdz. Fontanini prospektivné hodnotil vypovédni hodnotu VEGF jakozto
prognostického indikatoru angiogeneze ve vztahu k celkovému piezivani (Fontanini et al,
1997).

Yurkovetsky, Kirkwood a kol. ve své praci z roku 2007 zaznamenali hladiny VEGF u zdraveé
kontroly v priméru 76,6 pg/ml (34,9-151,5), u pacientd s MM 215 pg/ml (192,1-783,1).

V jejich sledovani terapie HDI snizuje hladiny VEGF. V nasi skupiné adjuvantné 1écenych
pacientl byla primérné hladina VEGF vys$i, zména koncentrace VEGF po podani HDI
napfi¢ souborem nedosahla statistické vyznamnosti. Rozdily koncentraci (pre-post) koreluji

S hodnotou pted 1é¢bou (vEétsi pokles je z vyssi koncentrace VEGF pied 1é€bou). Nicméné, ve
skupiné nemocnych setrvavajicich v remisi déle nez 12 mésict doslo k statisticky
vyznamnému snizeni koncentrace VEGF. Ve skupiné pacienttli s relapsem onemocnéni byl
zaznamenan hrani¢né signifikantni rozdil koncentraci VEGF.


https://en.wikipedia.org/wiki/STAT2
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=ISGs&action=edit&redlink=1

Zména koncentrace VEGF by mohla byt vyznamnym prognostickym parametrem uspésnosti
1é¢by pro obdobi 12-ti mésictu nasledujicich po ukonéeni vysokodavkovaného podani

(s opatrnosti vzhledem k nizkému po¢tu nemocnych — zavér vyzaduje dal$i ovéfovani).

V naSem pozorovani se tento pokles hladiny VEGF v reakci na HDI (zfejm¢é je odrazem
minterferovani* interferont do procesu angiogeneze a progrese choroby) jevi pro pacienty
prognosticky vyznamnéjsi nez samotna vstupni hodnota VEGF. Navzdory tomu, ze
pracujeme s malymi ¢isly, pokles hladiny VEGF-A po 1é¢b¢ se jevi prognosticky pozitivni.
Vysvétleni tohoto terapeutického uspéchu vnimame v kompexnosti role VEGF v progresi
nadorového onemocnéni, kterou podani vysokodavkovaného interferonu narusi. VEGF hraje
ziejme zasadni roli v supresi imunitni odpovédi, a modulaci nastaveni nadorového
mikroprostiedi, proto se inhibice VEGF jevi jako atraktivni partner novych
imunoterapeutickych postupii (ipilimumab a bevacizumab, kombinace s blokatory
angiopoetinil aj.).

V adjuvantni 1é¢bé MM se uziva interferonti jiz skoro 30 let. Ze souhrnnych dat studii E1684,
E1690, E1694, EORTC 18952, a EORTC 18991 vychazi, ze HDI zlep$uje RFS o zhruba
33%, s o néco mensim procentem ovliviiuje OS (Kirkwood et al, 2001). Jeho efekt je mirny,
ale konzistentni a reprodukovatelny. Dolozeno bylo nepfimé imunostimulacni i ptimé
protinadorové pusobeni (Tarhini, 2015; Kirkwood et al, 1996). Dikazy jsou i o
antiangiogennim pusobeni (Raig et al, 2008). Nejvyznamnéjsi pokles hladiny VEGF po
podani interferonl je popisovan u pacientidl s rendlnim karcinomem, kde je nadprodukce
VEGF dana genetickym defektem. Antiangiogenni pusobeni IFN u ostatnich malignit jde
cestou aktivace Janus-kinase-STAT signalni drahy a pokles VEGF je spojen s jeho snizenou
produkci nadorovymi buiitkami. NaruSuje imunotoleranci nadoru zvySenim jeho
imunogenicity, up-reguluje STAT], snizuje hladiny cirkulujicich Tregs (Mozzillo et al, 2012;
Tarhini et al, 2015). Hladiny cirkulujicich cytokini koreluji s infiltraci nadoru bunkami
imunitniho systému. Raig a kol. popisuje, Ze interferon inhibuje VEGF. V souladu s timto je
také nase pozorovani. Zaznamenali jsme antiangiogenni potencidl interferonu alfa-2b pti
vysokodavkovaném podani. I v nasi praci se potvrdilo, Ze sekrece VEGF muze byt inhibovana
IFN-a, a Ze pacienti, kteti na 1é€bu HDI odpovi poklesem hladiny VEGF, maji dlouhy DFS.

Interferon je proteinové 1é¢ivo s molekulovou hmotnosti nizsi nez 50 000 daltont a vydrzi in
vivo v cirkulaci velmi kratce (biologicky polocas v cirkulaci je 5-20 min). Monitorovani a
modifikovani davky dle hladin IFN neni v bézné klinické praxi mozné.

Nékterymi autory je MMP8 vniména jako tumor supresor, jiné prace naopak popisuji, Ze
nizké hladiny MMP-8 Kkoreluji s delsim celkovym ptezivanim (Vayrynen et al, 2012).
Vayrynen a kol. stanovovali hladinu MMP-8 a dle jejich vysledkt MMP-8 mé protinadorove
pusobeni, které se projevuje ovlivnénim imunitni odpovédi vedouci k nekr6ze nédorové
tkan€. Obdobné postavenou studii jako nase kohorta publikoval neddvno Vihinen et al. MMP-
8 méfil jako prediktor odpovédi na adjuvantni 1écbu interferonem u pacienttl operovanych pro
vysoce rizikovy kozni melanom stadia IIB-IIIC. U pacientd s vysokymi ptfedléCebnymi
hladinami MMP-8 adjuvantni 1écba signifikantné prodlouzila RFS (36,8 vs. 10,6 mésice)
(Vihinen et al, 2015). V nasi praci MMP8 poklesd po podani HDI vysoce signifikantng.
Nicméné nelze v ni popsat terapeuticky a klinicky dopad tohoto poklesu, neb k nému doslo
rovnomérné u pacientll s dobrymi i Spatnymi klinickymi vysledky. Vztah mezi predlécebnymi
a polécebnymi hodnotami koncentraci MMP-8 a VEGF nekoreluje.

Nase vysledky s MMP tak jen dokladaji, Zze jeSt¢ mnoho preklinické préace je potieba vykonat
na poli MMP i jejich inhibitort, protoze in vivo neni jasné, na které strané hraji, zda
pro/antiangiogenni, zda rast nadoru inhibuji, nebo podporuji. Je tfeba dalSich, obséhlejsich a



komplexngjsich sledovani k popsani vztahu MMP a VEGF, a k plnému porozuméni jejich
role v procesu angiogeneze, imunomodulace, progrese a metastazovani.

Pted ptichodem pielomovych imunoterapeutickych preparati byla angiogeneze jednou
z nejsledovanéjsich cest v patogenezi MM — od neoplastickych fazi, pies progresi a
metastazovani tohoto naddoru. Nyni za skoro 10 let scilenymi a imunoterapeutickymi
preparaty se ukézaly i jejich limity, a prostor pro zkoumani angiogeneze, a zejmena
kombinace s imunoterapii a jeji role v resistenci na imunoterapii, se opét navraci (v adjuvantni
i paliativni 1é¢b¢).

8. Zavér

Ve skupiné nemocnych setrvavajicich v remisi déle nez 12 mésict doslo k statisticky
vyznamnému snizeni koncentrace VEGF.

Zména koncentrace VEGF by mohla byt vyznamnym prognostickym parametrem tspéSnosti
1é¢by pro nasledujici obdobi 12 mésict (s opatrnosti vzhledem k nizkému po¢tu nemocnych —
zaveér vyzaduje dalsi ovétovani).

Polécebna zména koncentrace VEGF jako diagnosticky test umoziuje identifikovat nemocné
s DFS minimalné 12 mésicti od ukonceni 1é¢by. Jako hrani¢ni prokazuje hodnotu - 34 pg/ml.

Zaznamenali jsme antiangiogenni potencial vysokodavkovaného interferonu alfa-2b.

MMP8 poklesaji po podani HDI vysoce signifikantné. Nelze vSak popsat terapeuticky a
klinicky dopad tohoto poklesu, neb k nému doslo rovnomérné u pacientti s dobrymi i
Spatnymi klinickymi vysledky, coZ nepotvrzuje roli MMP-8 jako tumor supresoru. Je tfeba
dalgich, obsahlejsich a komplexnéjsich sledovani k popsani vztahu MMP a VEGF, a k plnému
porozumeni jejich role v procesu angiogeneze, imunomodulace, progrese choroby a
metastazovani.

Vztah mezi predlécebnymi a polééebnymi hodnotami koncentraci MMP-8 a VEGF
nekoreluje.

I incipientni stadia maligniho melanomu mohou byt fatalni. Klicem neni TNM stadium, ale
(angiogenni) potencial nadoru stati se systtmovou chorobou. | v nasem souboru najdeme
pacienty s ¢asné zachycenym, ptesto fatalnim onemocnénim, které je od samého zacatku
fizeno mechanismy, které nezndme a neumime podchytit, ani vstupné tyto pacienty odlisit.

Monitorovani a modifikovani terapeutické davky dle hladin IFN neni v bézném klinickém
provozu smysluplné.

Zmény nastaveni nadorového mikroprostfedi mohou podpotit nebo naopak inhibovat
angiogenezi a rist samotného nadoru.

Plsobeni IFNs (komunikac¢nich proteint IS) na VEGF (angiogenniho a imunosupresniho
Cinitele) a dobré terapeutické vysledky pacientt, u kterych se toto ptisobeni projevilo
poklesem VEGF, davaji nase vysledky do kontextu se soucasnym trendem, ze angiogeneze
jde ruku v ruce s imunosupresi. Kombinace antiangiogenni 1é¢by s imunoterapeutickymi
metodami je moznou cestou k pfekondni jejich soucasnych limitt.

Interferony si hledaji své misto v imunoterapii ¢i kombinovanych 1é¢ebnych schématech
1éEby MM. Optimalni 1écebné rezimy hledame, jelikoz v poslednich letech se zasadné
zmeénila a trvale méni 1é¢ebna schémata i vyhledy pacienti s malignim melanomem.
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	Úvod Maligní melanom (MM) je nádorové onemocnění, jehož incidence celosvětově vzrůstá. Řadí se mezi imunogenní a angiogenní nádory. Vaskulární endotelový růstový faktor (VEGF), interferony (IFN) a matrixové metaloproteinázy (MMPs) jsou přirozeně se vy...
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	Materiál a metody  Metodou ELISA byly v prospektivním sledování měřeny sérové hladiny VEGF, MMP-8 a IFN od 29 vysoce rizikových pacientů po resekci MM podstupujících HDI. Vzorky pro měření byly odebírány před zahájením a při ukončení HDI.
	Výsledky  Pro větší přehlednost výsledků jsme pacienty rozdělili do dvou skupin. První skupinu tvořili pacienti, u nichž došlo k poklesu VEGF během HDI. Je to 66% pacientů, u kterých došlo k dlouhodobé kompletní remisi (CR). Průměrná hodnosta sérového...
	Závěr  Nespecifická imunoterapie IFN snižuje angiogenezi. Naše výsledky jsou v souladu se současným trendem ve výzkumu angiogeneze jakožto imunomodulačního/supresního činitele. Nespecifická imunoterapie IFN interferuje s imunosupresním působením angio...
	Background Incidence of malignant melanoma (MM) is rising worldwide. This tumour is immunogenic and angiogenic. Vascular endothelial growth factor (VEGF), interferons and matrix metalloproteinases (MMPs) are natural agents with important role both in ...
	Aim  In this study, our aim was to establish interferon alpha-2b as an anti-angiogenic agent and show the complexity of angiogenesis and immunomodulation through the serum levels of VEGF and MMP-8 in high-risk resected MM before and after adjuvant the...
	Material and methods  We prospectively measured serum levels of VEGF and MMP-8 by ELISA in 29 patients with high-risk resected MM receiving adjuvant HDI. Blood samples were collected before and within one week after the end of the treatment.
	Results  To see the results clearly, we divided patients into two groups. The first group of patients, whose VEGF serum level decreased after HDI (66%), showed long-term complete remission. The mean VEGF serum level in these patients decreased from 77...
	Conclusion Non-specific immunotherapy HDI reduces angiogenesis. Our results are in line with the current research view of complexity of angiogenesis and immunomodulation/suppression. Non-specific immunotherapy HDI disrupts the immunosuppressive effect...
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