Univerzita Karlova

Lékatska fakulta v Hradci Kralové

Monitoring sérovych hladin vaskuldrniho endotelového rastového faktoru, interferonu alfa-
2b, matrixmetaloproteinazy 8 a jejich prognosticka hodnota pro pacienty s malignim

melanomem podstupujici 1é¢bu vysokodavkovanym interferonem

Jarmila ProSvicova
Autoreferat disertacni prace

Doktorsky studijni program: Klinicka onkologie a radioterapie

Hradec Kralové

2018



Disertacni prace byla vypracovéana v ramci prezen¢niho a nasledn¢ kombinovaného studia
doktorského studijniho programu Klinické onkologie a radioterapie na Ustavu klinické
onkologie a radioterapie Lékatské fakulty UK v Hradci Kralové.

Autor: MUDr. Jarmila ProSvicova (roz. Vanaskova), Oddéleni klinické onkologie,
Oblastni nemocnice Nachod

Skolitel: Prof. MUDr. Stanislav Filip, Ph.D, FN a UK Hradec Kralové¢, Klinika
onkologie a radioterapie

Oponenti: Prim. MUDr. Ivana Krajsova, Ph.D, Kozni klinika, VSeobecna fakultni
nemocnice Praha

Prim. MUDr. Igor Kiss, Ph.D, Masaryktv onkologicky ustav, Brno

S disertacni praci je moZno se seznamit na studijnim oddéleni Lékarské fakulty v Hradci
Kralové, Simkova 870, 500 38; tel. 495 816 131.

Obhajoba se bude konat pted Komisi pro obhajoby dne ~ 7.12.2018

v poslucharné 3. patro Kliniky onkologie a radioterapie FN Hradec Kralové od 13 hod.

prof. MUDr. Jifi Petera, Ph.D.

Predseda komise pro obhajoby disertacnich praci v doktorském studijnim programu Klinicka
onkologie a radioterapie

Garant studijniho programu



Lo SOUNIT .ttt ettt et e et e bt e et e s it e e bt e saeeenbeesaeeans 4
B V1 101 10 | o U PRRRRPPPSRN 5
3. UVOd dO ProBIEMALIKY ........veeeeeeeeeeee oo 6
N O 1 (S ST 4 72T 4V ) - LTSRS 12
5. Materidl @ MEOAIKY ....eeeeviiieiieeiie e et e e e et e e e e e e e e eeenns 13
LT A 3 [T | PSPPSR 15
T DISKUZE .t ettt et ettt e b e aeeas 21
B ZAVET .ttt h et et e bt et e e n e e bt ettt eea e et entenae e 23
9. POUZItA TIEETATUTA ...eovieuiiiiiiieie ettt ettt et ae ettt sa et et eeaeesaeensesaeens 24
10. Prehled publikacni CINNOSTL ......eecveeiiiiiiiiiieiieeie ettt et eae e e seneennees 27



1. Souhrn

Uvod Maligni melanom (MM) je nddorové onemocnéni, jehoz incidence celosvétove
vzrusta. Radi se mezi imunogenni a angiogenni nadory. Vaskularni endotelovy riistovy faktor
(VEGF), interferony (IFN) a matrixové metaloproteinazy (MMPs) jsou ptirozené 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 procesti angiogeneze a imunomodulace. MM maé vysokou
mortalitu, kterd zavisi na ¢asnosti zachytu. Oplosténi kiivek mortality se v rozvinutych
zemich v poslednich letech dosahuje diky casné diagnostice, vSeobecné bdélosti ke koznim
1ézim, diirazu na primarni a sekundarni prevenci, ale také diky ptichodu 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 IIB, IIC, III a IV dle AJCC hodnotime jako vysoce rizikové. Maji riziko rekurence
MM a tmrti na néj 35-40%. Lokoregionalni rekurence po tvodni chirurgické 1écbé ma
prognozu jesté horsi. Jsou to klinicka stadia, kde je vhodné adjuvantni pooperacni zajiStovaci
onkologicka 1é¢ba. V piipadé MM je stale otazkou, jaké adjuvantni 1é¢ba 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
procestl angiogeneze a imunomodulace. Stanovovany byly hladiny sérového VEGF, MMP-8
a IFN pied a ke konci HDI u vysoce rizikovych pacientii po resekci MM. Hodnoceny byly i
klinické vystupy pacienta.

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

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

Zavér Nespecifickd imunoterapie IFN snizuje angiogenezi. Nase vysledky jsou v souladu se
soucasnym trendem ve vyzkumu angiogeneze jakozto imunomodula¢niho/supresniho Cinitele.
Nespecifickd imunoterapie IFN interferuje s imunosupresnim pisobenim angiogeneze, a to
jak ptimo, tak 1 nepfimo. 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 zlistdva 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 weve 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 1is 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
Imm. The same we can say about ulcerated tumours or nodal metastasis. Patients after
surgery for MM stage IIB, IIC and III 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

v

to jedna z nejfatalnéjSich malignit postihujicich mladé dospélé. Vznikd bud’ malignizaci jiz
pritomného melanocytarniho névu, nebo Castéji de novo. Tak jako u vétSiny typli naddora,
soucasna medicina vnima etiologii a patogenezi MM jako souhru genotypu, fenotypu a vlivl
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). Pii vyvoji nadorového
onemocnéni neni dilezitd jen klonalni expanze nadorovych bunék, ale také pfitomnost a
spoluprace bun¢k okolniho (mikro)prostfedi (buiky 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 tkdni, ECM jakozto ur€itym transportnim rezervoarem pro rastové
faktory, a samotné nadorové bunky, tvofici parenchym. Nadorové stroma je aktivnim
spoluhra¢em. Ve stromatu probihaji zmény, které zahrnuji aktivaci angiogeneze aberantni
expresi ristovych faktor, zmény v kompozici ECM, zvySenou aktivitu protedz, pritomnost
inflamatornich bun¢k 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 buitkami imunitniho systému
5)Mitoticka aktivita
6)Zmena radidlniho rustu na vertikalni (,, angiogenni switch )

Stratifikace rizikovosti nddoru dle AJCC d¢li pacienty do stadii I-IV dle histopatologickeé
charakteristiky primarniho tumoru, stavu regionalni lymfatiky a ne/pfitomnosti vzdalenych
metastaz. Jako vysoce rizikovy hodnotime melanom stadia IIB, 1IC a I1I. V téchto stadiich také
adjuvantni lécba prokdzala maximalni benefit ve smyslu zlepSeného ptezivani, a je proto v
téchto stadiich indikovana, jelikoZ se jedna o pacienty s rizikem rekurence pies 30% (30% u
stadia IIB, u stadia IIIC je to az 60%) (Thalanayar et al, 2014).

Lécba

Zakladem lécby MM, je-li vCas zachycen, je chirurgickd lécba. 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 IIB, 11C,
III maji riziko rekurence a umrti 35-40%. Faze lokoregionalni rekurence po tvodni chirurgické
1é¢beé ma progndzu jesté horsi. Ve stadiu IIIA je pétileté piezivani 70 %, zatimco ve stadiu I1IC
39% (Balch et al, 2009). Usp&sna adjuvantni 1é6¢ba miize pozménit priibéh choroby, podchytit
casné diseminované nddorové bunky ¢i rezidualni mikrometastazy, a prodlouzit tak RFS a OS.


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

Adjuvantni lé¢ba MM

Adjuvantni terapie si klade za cil eradikaci mikrometastaz. K adjuvantni 1é¢bé jsou indikovani
pacienti stadia IIb, I1la a IIIb (s tloustkou dle Breslowa > 2 mm, urovni invaze dle Clarka > III,
s pfitomnosti in-transitnich metastdz - regionalni metastazy v ktzi 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 1ébé MM byla zkouSena imunoterapie (nespecifické cytokiny, specifické
protilatky, vakciny a kombinovana schémata), chemoterapie, biochemoterapie, radioterapie a
malé molekuly mutac¢nich inhibitora.

NCCTG a ECOG studie E1684 byla prvni randomizované studie, ktera hledala pfinos
adjuvantni 1é¢by interferony pro pacienty s odoperovanym vysoce rizikovym melanomem.
Tento trial uzil vysokoddvkovaného rezimu interferonti (déle jen HDI) podavaného
intraven6zné 20 MIU/m? 5 po sobé& jdoucich dni po 4 tydny — jakozto indukéni fazi,
néasledovanou subkutannim podavanim 10 MU/m? tiikrat tydng, po dobu 48 tydnl — jakoZto
udrzovaci fazi — “Kirkwoodovo schéma”. Byl prokdzan statisticky signifikantni rozdil v RFS a
OS ve prospéch HDI ve srovnani s observa¢nim 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 prezivani byl popsan u pacientil s postizenim uzlin (Kirkwood et al, 1996;
Kirkwood et al 2001). Tato studie vedla ke schvaleni HDI FDA v Americe v roce 1995.

Mnoho dalsSich studii zkoumalo interferony v jiném davkovani. Tyto studie se nedaji uplné
dobfe srovnavat - nalezneme v nich zna¢né rozdilnosti vstupnich kritérii, davkovych schémat,
Casovani a délky podavani interferonti. Vyskytuji se i crossovery, které vsak v plvodni
lepsi klinické vysledky pacientt, kteti podstoupili udrzovaci 1écbu, a to v parametru RFS i OS.
Meta-analyzy potvrdily, Ze neni divodu odchylovat se od pivodniho 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
alesponi 3% (1-5%) v 5 letech.

Riist MM, angiogeneze a paradoxni fungovani imunitniho systému

Riist nadoru se velmi podoba tkanovému poskozeni a reakce imunitniho systému (déle jen IS)
na néj je stejnd. Jedna se o komplexni reakci, ve které jsou zavzaty mj.neutrofily a makrofagy.
Ty maji remodelacni schopnosti, diky matrixmetaloproteindzdm a angiogennim pusobkim
(VEGF, TGF, PDGF), které¢ produkuji. Témito piisobky jsou aktivovany fibroblasty a ty
syntetizuji nové ECM. Z nadoru se uvolnuji slozky, které plsobi nejen lokalné, v misté ristu
nadoru, ale systémoveé. Reprogramuji kostni dfefi a vedou k expanzi myelopoézy (De Vita,
Cancer 9", 2001). Dochazi k leukocytoze neutrofil, ale také k zvySenému uvoliiovani
nezralych granulocytarnich progenitort z kostni diené. Ty se kumuluji v cirkulaci i nddorovém
mikroprostfedi. Tam nedojde k jejich spravné a pln¢ aktivaci k zabijeni nadorovych bunék, ale
naopak ziskaji paradoxni funkce (Qian et al, 2009). Podporuji progresi nadoru, stimuluji
angiogenezi a remodelaci stromatu.

Pti ristu vétsitho objemu nadorové masy dochazi v urcitych lokalitach k hypoxii. Hypoxie je
hnacim motorem angiogeneze. Vznik transkripéniho faktoru HIF (hypoxia inducible factor) je



diisledkem adaptace tkdn¢ hypoxii. Hypoxie je zasadni faktor mikroprostfedi, ktery stimuluje
rozvoj adaptacnich mechanismii, které¢ umozni nadorovym buitkkam pfezit. Zahrnuji: alteraci
metabolismu, pH regulaci (Peppicelli et al, 2013), epitelo-mezenchymalni tranzici,
angiogenezi, migraci/invazivitu, snizenou odpovéd’ imunitnim buiikam a rezistenci k
chemoterapii a radioterapii. Hypoxie déle vede k infiltraci myeloidnich supresoru z kostni
dien¢ (MDSCs), T regulac¢nich lymfocytu (Tregs) a makrofagu asociovanych s nadorem
(TAMs), a také stimuluje expresi PD-L1 na nddorovych bunikach. Hypoxie v mikroprostiedi
piedstavuje faktor, ktery podminuje vyhodu pro nadorové buiky a legalizuje jejich genotyp,
neb dédi¢ny fenotyp muze byt ziskdn epigenetickymi mechanismy. Transkripcni faktor HIF
svym piisobenim muze ovlivnit stabilitu genomu (Eischen et al, 2016; Branca et al, 2016).

Hypoxie indukuje tvorbu VEGF nadorovymi buiikami, stromalnimi buiitkami i normalnimi
somatickymi buiitkami. Vysoké hladiny VEGF koreluji s trovni hypoxie v nadoru a oba
parametry vyznamné pretvaii mikroprostfedi nddoru. To méa imunosupresivni disledek nejen
lokalné, ale 1 ve vzdalenych mistech, jako je kostni dfenl. Hypoxie vyznamné pfispiva k
heterogenité uvnitt nddoru (McDonald et al, 2016). Navazani VEGF na VEGFR-2 spousti
signaliza¢ni kaskadu, ve které jsou zahrnuty procesy proliferace, migrace a prezivani 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 komunikaéni
systémy nezavislé na VEGF — fibroblasty (CAFs, FGF-2), PDGF, ligandy rodiny Delta/Jagged
(Delta 1-like ligand 4) navazujici se na Notch receptor, signilni systém angiopoetint,
proteolytické systémy v ECM (MMPs, plasminogen a aktivatory plasminogenu), integriny,
adhezni molekuly (kadheriny) aj. Monocyty/makrofagy a polymorfonukleary hraji vyznamnou
roli v angiogenezi, a to zejména pro svou produkci angiogennich faktort, jako IL-8 a VEGF.
Vcestovalé zanétlivé bunky mohou v nddorovém mikroprostiedi pusobit protichidné — ve
vetsing nadorovych lezi jsme schopni detekovat buniky imunitniho systému, které s nadorem
bojuji, 1 ty, které jeho rtist podporuji (Bussard et al, 2016).

Imunitni dysfunkci v nddorovém mikroprostiedi zapticinuji tfi hlavni ¢initelé — MDSCs, Tregs
a TAMs. MDSCs pisobi imunosupresné jak vici T bunikam, tak vici NK buitkdm. Hypoxie a
HIF-1a se podili na rozsifeni imunosupresniho arzenalu MDSCs. TAMs ptedstavuji nejvetsi
populaci stromalnich bun€k v rostoucim nadoru. Jsou to buiiky disponujici vysokym stupném
plasticity fenotypu. Mohou se polarizovat klasicky - aktivovany M1 tumoricidni fenotyp ¢i
alternativné - M2 imunosupresni fenotyp. Bylo popsdno sniZzeni hladin cirkulujicich Tregs po
podani HDI (Mozillo et al, 2012).

Plsobeni VEGF-A nasméruje nezralé imunitni buniky v jejich diferenciaci smérem k Treg, a
zaroven primo indukuje proliferaci Tregli . A z druhé strany, Tregy dokazi pfimo podporovat
angiogenezi. Hypoxie v naddoru 14ka Tregy prostfednictvim upregulace CCL28, cozZ je
nasledné provazeno ristem nadoru. Draha VEGEF signalizace moduluje mikroprosttedi nadoru
a ovliviiyje 1 expresi chemokind a infiltraci lymfocyty (Reinmuth et al, 2015).

VEGEF stimuluje endotelové nadorové buiiky (TECs) zpétné tzv. autokrinni VEGF-A Fizenou
klickou. Vytvati pozitivni zpétnou vazbu prostfednictvim aktivace VEGFR na nadorovych
bunikach. Proto je VEGF-A povaZovan za primarni, pfimo-pusobici proangiogenni riistovy
faktor, ktery podporuje rust a invazitivu MM. Existuje také ptima VEGF suprese TNF-a-
indukované genové exprese prostfednictvim negativniho zkiiZzeného mechanismu s NF-xB-
signalni cestou. Diky ni dochazi k ¢asnému poklesu exprese IFN regula¢niho 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 pacientli (Brychtova et al, 2008). Exprese VEGF vzriista s rostouci
agresivitou onemocnéni. Je vyssi u metastazujicich nadori v porovnani s nemetastazujicimi
(Demirkesen et al, 2006). VEGFR-3/FIt-4 exprese korelovala s 1écebnou odpovédi a jeho vyssi
hladina byla nalezena u pacientt s velkou tumorovou nalozi a u pacientti neodpovidajicich na
1é¢bu. Isoformy a receptory VEGF zahrnuté v lymfangiogenezi hraji také dalezitou roli v osudu
pacienta (Mouawad et al, 2009). Fontanini prospektivn¢ 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
obsahla review (Basu et al, 2009; Streit et al, 2003). Zdtraznily piedevSim vyznam
lymfangiogeneze spojené s nddorem jakozto cesty Sifeni nadorovych bunék do lymfatickych
uzlin, a jeji implikaci do prognozy a 1écby MM.

Hladina VEGF v séru (v panelu dalSich cytokinl a ristovych faktorit) mize slouZit jako
uziteny biomarker ¢asné diagnoézy, prognozy a také monitorace onemocnéni v ¢ase a odpovedi
na terapii. Yurkovetsky, Kirkwood a kol. ve své praci zaznamenali hladiny VEGF u zdravé
kontroly v priméru 76,6 pg/ml (34,9-151,5), ale u pacienti 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 imunomodulacnich vlastnostech antiangiogennich
preparati, o odstranéni “imunosupresniho mikroprostiedi” diky antiangiogenni [&Cbé.
Antiangiogenni preparaty maji potencial modulovat nadorové mikroprostfedi a zlepsit tak
ucinnost imunoterapie. Snizuji mnozstvi imunosupresivnich bun¢k (nezralych DCs, MDSCs a
Tregtll), které jsou schopny zabranit rozvoji efektivni imunitni reakce. Normalizuji cévy, ¢imz
umoziuji homogenni distribuci 1é¢iva nddorem, jeho lepSi prostoupeni T builkami, sniZeni
hypoxie a polarizaci TAMs smérem k M1, elevaci CXCL9 exprese na M1-TAMs, coz dale
podporuje infiltraci T-buikami. Cileni VEGF snizuje také hladiny Tregh diky inhibici
akumulace MDSCs a nezralych dendritickych bun¢k v nddorovém mikroprosttedi, anebo pfimo
inhibici drahy VEGF/VEGFR. Antiangiogenni molekuly maji vliv i na konvenéni T lymfocyty
(procentudlni zvySeni CD4" a CD8" T-bunék intratumoralng). Blokada VEGF-A/VEGFR2 pfi
adoptivnim transferu zlepSuje infiltraci adoptovanych T ly do nadoru 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 plisobeni IFN-a jde v zdsad¢ tfemi cestami: pFimé piisobeni na nadorové
buniky, neprimé protinadorové plisobeni, ve smyslu imunomodulace a antiangiogenni
pusobeni (které vSak v Sir§Sim kontextu patii do imunomodula¢nich mechanismit).

Interferony ptedstavuji dillezit¢ komunikacni spojeni mezi ptirozenou a adaptivni imunitou, a
v tom tkvi jejich imunomodulaéni funkce. Jsou tak mozn4 tim kyzenym mostem k potenciaci
vrozené imunity, kterou soucasné moderni imunoterapeutické postupy neumi aktivovat.
IFNa2b vyznamné ovliviiuje hostitelskou imunitni odpovéd’ a expresi nadorovych antigend.



IFN-a 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 faktorti (ISGs) a interferonem regulovany transkripcni faktor,
ktery aktivuje transkripci ISGs a dochézi k inhibici VEGF (Tarhini, 2015). Zde se na genové
urovni potkava piimé supresni piisobeni VEGF s ptisobenim interferont.

IFN pfitahuji Thl do oblasti nadoru, snizuji Tregy, méni hladiny cytokinti 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 plsobenim i antiproliferativni a antiangiogenni aktivitou (Bender et al, 2016). Na
jaternich metastazach kolorektalniho karcinomu byl prokazan 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 pisobktl 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 podédni E1684, E1690 a E1694 pro vysoce rizikové pacienty
sreseckovanym MM stadia IIB a III. Tento efekt je pfipisovan jak jeho plisobeni
imunomodula¢nimu a indukujicimu diferenciaci, tak antiproliferaCnimu, proapoptotickému a
antiangiogennimu. IFN-alfa podporuje nadorovou imunogenicitu, polarizaci a maturaci DC a
tim jejich odpovéd’ viic¢i nadoru a antigenni prezentaci. Podporuje posun k Thl typu hostitelské
imunitni odpovédi (nezralé myeloidni buiiky v pfitomnosti interferonu alfa polarizuji spiSe Th1
smérem). Dochazi k povzbuzeni 1 pfirozené imunity. Byla pozorovana zvysena intratumoralni
akumulace CD8a+ DCs, kterd stimuluje specifickou CD8+ T-bunéénou odpoveéd viici
antigenim nadoru (Davar, Kirkwood, 2016).

Meta-analyzy adjuvantnich studii prokazaly, ze z HDI profituje 7% pacienti, které neumime
pfesné dopiedu definovat, ale zda se, Ze nejvice profituji pacienti s mikrometastazami v SN
(ITIa) a pacienti s ulcerovanym primarnim nddorem. A¢ ndzory na vysokodavkovany rezim se
rizni, data konzistentné potvrzuji prodlouzeni doby do relapsu onemocnéni a Wheatleyho meta-
analyza popisuje 1 mirny benefit pro OS, konkrétn€ 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 1 patologickych déjich. Jsou to enzymy
schopné degradovat vSechny typy proteini ECM. Také jsou schopny zpracovavat tfadu
bioaktivnich molekul - $tépi receptory na bunécnych povrsich, ¢i uvoliiuji apoptotické ligandy.
Spoluhraji také v procesech inaktivace cytokini/chemokinii. Angiogenni faktory mohou
indukovat expresi MMPs. MMPs pak najdeme v membranovych vakuolach. Angiogenni stimul
v podobé bFGF a VEGF zpusobi uvolnéni z téchto vakuol. Popisuje se rovnéz jejich ucast v
procesech bunécné proliferace, migrace, diferenciace a angiogeneze. Role a fungovani MMP
je ziejme déana celkovym nastavenim nadorového mikroprosttedi. Dynamické zmény v aktivité
matrixmetaloproteindz v prib¢hu invaze melanomovych bunék mohou byt zadsadni. UmoZiluji
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nadorovym bunkam modifikovat extracelularni 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 ucinku. Rozsdhld genomicka
analyza odhalila, ze geny kodujici MMP jsou u nadorGt mutované, ¢i epigeneticky tlumené.
ZvysSena hladina MMP byla fadou autorii asociovana se Spatnou prognoézou (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 pifezivanim (Lempinen
et al, 2013). V praci Vidyrynena stanovovali hladinu MMP-8 u pacienti s kolorektalnim
karcinomem a dle jejich vysledkit MMP-8 ma protinddorové pisobeni, které se projevuje
ovlivnénim imunitni odpovédi vedouci k nekréze nddorové tkané (Véyrynen et al, 2012).
Vihinen et al. stanovovali hladinu MMP-8 a jeji vypovédni hodnotu ve smyslu predikce
odpovédi na adjuvantni Iécbu interferonem u pacientii operovanych pro vysoce rizikovy kozni
melanom stadia IIB-IIIC. V séru 460 pacientli pfed zacatkem adjuvantni 1éCby stanovovali
hladinu MMP-8, a prokazali, ze ve skupiné, kterd méla vysoké predléebné hladiny MMP-8
adjuvantni 1écba signifikantné prodlouzila RFS.

Lécebné strategie cilici angiogenezi se rovnéz zaméiuji na MMPs, které jsou pod vlivem
angiogennich stimulll (zejména bFGF a VEGF) produkovéany buiikami endotelu a remodeluji
extracelularni matrix. Vysledky téchto praci jsou v§ak rozporuplné, jelikoz nekteré MMPs, jako
praveé napt. MMPS, byly identifikovany jako tumor supresor.

Role MMP v angiogenezi je pravdépodobné komplexnéjsi nez jen remodelace ECM. MMPs
mohou aktivné procesu angiogeneze napoméhat oddélovanim pericytli, uvolilovanim
proangiogennich faktorti sekvestrovanych v ECM, zpracovavanim nékterych povrchovych
receptord, integrini a Stépenim adheznich spojii bunék endotelii. MMPs zahrnuté v procesu
angiogeneze mohou vznikat v bunikdch imunitnich, nadorovych, stromdlnich i v endoteliich
(Rundhaug et al, 2005).
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4. Cile disertacni prace

Cile:

1) Stanovit antiangiogenni potencial IFN-a-2b: prokazat pokles hladiny VEGF-A po
lécbe vysokodavkovanym interferonem alfa-2b,  a popsat terapeutickou signifikanci
tohoto poklesu. Podotazkou v této oblasti je, zda lze fici, ze hladiny urcité VEGF
predikuji terapeutickou odpoveéd’ na 1écbu HDI?

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

3) Monitorovat dosazené hladiny interferonu alfa-2b — podotazkou této oblasti je, zda
by se lécba, tedy 1 davkové schéma dalo fidit dosahovanymi sérovymi hladinami a
predejit tak  eventualné rozvoji nékterych nezddoucich 1cCinkli ¢i naopak
poddavkovani.
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5. Material a metodiky

Charakteristika souboru pacienti

V obdobi mezi lednem 2010 a lednem 2014 byla studovéna skupina 29 pacientl, ktefi
podstoupili adjuvantni lécbu 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 IIb, IIla a IIIb, pacienti s rekurenci do uzlin nebo s postizenymi uzlinami a
neznamym primarnim loziskem.

Podana lé¢ba

Pacientiim byl v adjuvantni 1€¢bé podavan intraven6zné vysokodavkovany interferon alfa-2b,
v davce 20MIU/m2 5 dni v tydnu prvni 4 tydny, pak udrzovaci schéma subkutdnni
10MIU/m2 do celkové doby 1 roku. Adjuvantni 1écbu zah4jili do 6 tydnt od radikalni operace
MM, ¢i disekce uzlin. Po dobu 1é¢by byl kladen daraz na dostate¢nou hydrataci (min.21/den,
optimalné pomald parenterdlni hydratace pfes noc), kontrolu hematologickych a
biochemickych parametrt,, zejména jaternich funkci, a profylaxi antidepresivem. Ve shod¢
s doporucenim psychiatrit dobré zkuSenosti byly se sertralinem. Podavéani bylo zahajeno jesté
pted zahdjenim adjuvantni 1écby, a davka sertralinu byla postupné navySena az na 200mg/den.

Hladiny interferonu alfa-2b uvedené v pfiloze pfedstavuji naméfené dosahované hladiny na
konci 1. tydne intravendzniho podéavani a na konci 3. tydne podavani. Tento rozvrh odbérti ma
za cil umoznit ptipadnou Gpravu davky dle namétenych hodnot.

Hladiny VEGF a MMP-8 zaznamenané v ptiloze pfedstavuji namétené dosahované hladiny u
pacienta ptfed zahajenim 1écby HDI v den priijeti k 1écbé (Cili v rozsahu 4-6 tydnt od
chirurgického vykonu) a hladiny naméfené pti ukonceni 1é€by (1-7 dni od ukonceni podavani).

Rozdéleni souboru pacienti
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 komerénich ELISA souprav R&D
Systems (USA) Quantikine Human VEGF Immunoassay a Quantikine Human Total MMP-§
ELISA Kit. V obou piipadech se jednalo o sandwichovou ELISA techniku. V jamkach
mikrotitracnich desti¢ek se pfisluSny cytokin nebo matrixovd metaloproteindza vaze na
specifickou protilatku. Tento komplex je nésledné oznacen druhou protilatkou konjugovanou s
enzymem kienova peroxidaza. Po pfidani substratu TMB dojde k barevné zmeéné, ktera je
umeérné koncentraci ptislusného analytu. Pro méfeni barevné zmény (absorbance) byl pouzit u
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vSech méfenych parametri ELISA reader Multiscan a software Genesis od firmy Thermo Fisher
Scientific (USA). Koncentrace VEGF a MMP-8 byly vypocteny z kalibra¢nich kiivek. Métici
rozsah pro VEGF byl 15 — 1000 pg/ml a pro MMP-8 5 — 1000 pg/ml. Vzorky mimo rozsah
meéieni byly fedény 20x.

Hodnoty interferonu-alfa 2b byly méfeny metodou ELISA, komercéni soupravou VeriKine
Human IFN Alpha od firmy PBL Assay Science (USA). Metoda pracuje na principu
sandwichové imunoanalyzy. M¢fici rozsah metody je 1 — 10 000 pg/ml. Interferon alfa ze
vzorku je po navazani na specifickou protilatku zakotvenou v jamkach ELISA desti¢ky oznacen
druhou protilatkou spojenou s biotinem. Pomoci vazby dalsi slozky, streptavidinu, je vznikly
komplex oznacen enzymaticky kienovou peroxidazou. Koncentrace interferonu alfa je imérna
zbarveni produktu enzymové reakce se substratem TMB. Metoda je kalibrovana pomoci
referencniho mezinarodniho standardu IFN alfa. Pfi analyze bylo postupovéano 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 kalibra¢ni ktivky.

Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena s vyuzitim programu GraphPad Prism 6. Ve statistickém
souhrnu vysledkil 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 veli€in
porovnavano s normalnim rozlozenim pomoci D'Agostino & Pearson omnibus testu. Pokud se
rozlozeni liSilo od normalniho rozlozeni, bylo porovnani vysledki zjisténych pted 1écbou a po
1écbé vysokodavkovanym interferonem alfa-2b provedeno pomoci parového Wilcoxonova
testu. K porovnani vysledkii mezi skupinami nemocnych byl zvolen neparametricky neparovy
test Mann-Whitney. Pokud hodnocena veli¢ina méla normalni rozlozeni (napf. intraindividudlni
zmény hodnot v disledku 1écby), byly rozdily mezi vysledky dosaZzenymi v riiznych skupinach
nemocnych posuzovany neparovym t-testem. Casové zavislosti pravdépodobnosti preZiti a
pteziti bez ptiznakli nemoci (DFS) byly hodnoceny metodou podle Kaplana-Meiera.
Diagnosticky pfinos testu byl posuzovan s vyuzitim ROC analyzy, napf. zda intraindividualni
diference hodnoty VEGF (VEGF po 1é¢bé - VEGF pied 1écbou vysokodavkovanym
interferonem alfa-2b) pfedpovidé setrvani nemocného v remisi trvajici alespont 12 mésicu.
Testovani bylo provedeno na hladin€é vyznamnosti alfa=0,05.
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6. Vysledky

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

2b

Statisticka analyza provedena s vyuzitim Wilcoxonova parového testu v celém souboru 29
nemocnych s MM ukazala, ze koncentrace VEGF vysetiena pted 1écbou a po 1€¢bé se

statisticky vyznamné nelisi (P=0,18). Mediany koncentrace VEGF jsou zcela srovnatelné (456

a 457 pg/ml). Sttedni hodnota rozdilu mezi koncentraci VEGF vysetienou po 1é¢b¢ a pred
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 pred 1€cbou - vétsi pokles je z vyssi
koncentrace VEGF pred 1écbou.

Terapeutické vysledky jsou mnohem lepsi u nemocnych, u kterych se koncentrace VEGF po
1é¢bé HDI snizila, nez u nemocnych, u kterych doslo k nariistu koncentrace. Tuto skute¢nost
dobfie doklada Kaplan-Meierova kiivka pteziti a kiivka DFS. Procenta nemocnych v daném

ey

Case Zijicich a procenta nemocnych bez ptiznakii onemocnéni jsou zdsadné€ a statisticky velmi

vyznamné vyss$i ve skupiné s poklesem koncentrace VEGF v disledku 1é¢by interferonem
alfa. Ve skupiné se zvySenim koncentrace VEGF c¢inil median pteziti 16 mésict a median
preziti bez ptiznakd nemoci 9 mésicti. Ve skupiné s poklesem koncentrace VEGF oba

mediany nebyly na konci obdobi sledovani dosazenys, tj. jsou del$i nez 72 mésicu.

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
pacientii (66%). Dva z nich zemfeli, u 17 doslo k dosazeni dlouhodobé kompletni remise (2
roky od ukonceni 1écby bez znamek choroby). Oba pacienti, ktefi zemfeli, byli bez ulcerace
primarniho loziska, méli postizené uzliny, ale primarni nador nebyl nikterak velky (v jednom
pfipadé dokonce pTla). 90% pacientl, ktefi zareaguji na HDI poklesem sVEGF-A, ma
dlouhodobou dobrou terapeutickou odpovéd’. Tii pacienti z uvedenych 19 nedokonéili 1é¢ebné
schéma kvtli projeviim toxicity.

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

TNM Histologie Pribéh Hladiny Hladiny Hladiny Efekt
lécby IFN VEGF MMPS8 lécby
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
pT2apNOpMO | Nodul.  Cl | Dokon¢il 4,85-5,36 | 3523 39,5-9,9 Bez
2007, LND | IV,Br2 135,6 choroby 6
2010 let
pT3bpNOMO Nodul.  Cl | Dokonc¢il 9,9-29,9 | 3256 52,9-2,1 Bez
IV,Br2,3 sred. o Y4 2453 choroby 1
rok
pT2bpNOMO Nodul C1111, | 17/20 24,8-29,9 | 651.,5 8,5-6,8 Bez
Br2 trombopenie 4428 choroby 3
roky
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pT2apNOMO Nodul C11V, | Neutropenie | 55800 — | 856,4 —18,8-17,8 Bez
Br2 trombopenie | 41200 798,6 choroby
red.o Ya 18 M
dokon¢il
pT3apNOMO Nodul C1II1I, | Dokon¢il 0,9-17,5 545,5 —-125-1,1 Bez
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 dokoncil roky
Meta MM | Primum Dokoncil 299-248 | 1272,7 —-127,9-1,5 Bez
v podkozi ignotum 780,9 choroby 3
roky
Meta v axile | Primum Dokonc¢il 190,9 — | 1598,6 —178,8—42,9 Bez
2011 ignotum alerg.reakce | 159,8 843.5 choroby 3
pfi posl.apl. roky
pT2apN1MO Nodul. Cl | Dokon¢il 98 — 64,4 725,6 —194,6-1,2 Exitus
IV,Br 1,9 658,3 20M  po
HDI
pT2bpNOMO Nodul C11I1I, | Dokon¢il 56,56 — 15113 —129,8-18,1 Bez
Br2,5 deprese 6,11 405,6 choroby 3
roky
pT2apNOMO; Nodul CI1V, | Dokon¢il 117,8 — 13254 —110,9—-24,2 Bez
LND nasl. Brl1,4 126,3 278,1 choroby 3
roky
pT3aNOMO Nodul C11V, | Dokon¢il 22,3-9,5 | 2453 —121,9-10,9 Bez
Br2,2 204,5 choroby
18M
pT1apN3MO SSM, CI 11, | Neutropenie | 284,7 —-1612,5 - 11,2-14,5 Exitus
Br 0,2 red.o 1/3 450,5 586,3 18M  po
HDI
pT4apN1MO Nodul Cl1I1I, | Dokon¢il 172,7 — 16534 —1124,5-16,1 Bez
Br5,5 67,8 326,1 choroby 4
roky
Sliznice dutiny | Exulc. Dokon¢éil 2102 — 111253 —17,6-254 Bez
nosni 2824 945,3 choroby 4
roky
Meta MM | Primum Dokon¢il 129.,4 — | 654,3 —129,6-41,1 Bez
v podkozi ignotum 88,2 546,3 choroby 2
roky
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Exenterace Primum Ukonceno 111,5 — 13485 — | 65-20,7 Bez

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

pT2apNxMla | Nodul CIIV, | Dokon¢il 117,5 —1289,1-84,6 |20,7—-1,1 Bez

satelity Br 1,2 62,5 choroby 3

v podkozi roky

pT1lapNOMO, SSM, ClII, | Elevace JT | 1004 —1270-1854 |19,8—154 Bez

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

v jizvé 5 podani 18M

Cervené vyznaGeny 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 vysokodiavkovaném 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. Tti pacienti z 10 nedokoncili 1é€ebné schéma
v disledku projevi toxicity.

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

TNM Histologie Pribéh Hladiny Hladiny Hladiny Efekt 1éCby
1é¢by IFN VEGF MMP8
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
pT3apN2MO Nodul C11V, | 10 podani | 19,7 —1456,3 —|464 — | Bez choroby
Br2,9 elevace JT | 45,9 612,3 17,8 15M
pTlapNOMO 2003, | CI1I, Br 1 Dokoncil | 56,65 —]4253 —|19,5-1,5 | Exitus 10M po
LND 2011 74,21 5723 HDI
pT4bN1MO, Cl1V, Br 1,6 | Dokoncil 19497 —|3256 — 59,6 — | Exitus 3M po
nasl.recidiva uzlin 67,68 378,4 11,1 HDI
pT1lapNOMO Nodul CI II, | Dokon¢il | 39,37 — 4532 —|27,1 — | Exitus 18M po
nasl.recidiva uzlin | Br 0,6 223 680,5 65,1 HDI
pT2apN1MO SSM, CI1 1V, | Dokon¢il | 1877 -13254 —133,1 — | Resekce  plice
Br2 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, Neostdzovan | 9  podani | 5385 —-1412,8 —]34,1 — | Recidivapo 6 M
LND po 6 letech hepatotox. | 7374 478.,5 17,9 ipilimumab
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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 —|158-42 | Exitus 7M po

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

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

Koncentrace VEGF pted 1é¢bou byly v podskupinach remise a relaps srovnatelné (P= 0,72,
neparovy test Mann-Whitney).

Rozdily koncentraci VEGF (po 1écbé — pred 1écbou) souviseji s vysledkem 1é¢by (obr. 1.). Ve
skupiné nemocnych setrvavajicich v remisi déle nez 12 mésict doslo po 1écbé HDI k poklesu

koncentrace VEGF primérné o 118 pg/ml (smérodatna odchylka 244 pg/ml). Rozdil

koncentraci se liSi od nuly (parovy t-test, P<0,05). Jedna se o statisticky vyznamné sniZeni
koncentrace VEGF. Studentlv t-test s vétsi statistickou silou mohl byt pouzit, protoze

rozlozeni diferenci se nelisi od normalniho rozlozeni. Ve skupin€ 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 diisledku 1é¢by interferonem ve skupiné s kompletni

remisi trvajici déle nez 12 mésict a ve skuping s relapsem onemocnéni do 12 mésicu.

Porovnéani zmén koncentrace VEGF (po 1é€bé — pred 1é€bou) mezi podskupinami s relapsem
do 12 mésicu, a remisi delsi nez12 meésict, dovoluje obrazek 2. V prvni skupiné doslou 16

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

Zména koncentrace VEGF by mohla byt vyznamnym prognostickym parametrem uspésnosti
1é¢by pro nasledujici 12-ti mésicnim obdobi. Tato hypotéza vyzaduje dalsi ovéfeni 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 odlisSnym vysledkem 1é¢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
lé¢by. Optimalni hrani¢ni hodnota v testu je - 34 pg/ml (sniZeni o 34) a pii 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 1écbou interferonem) piedpovédét setrvani nemocného v remisi trvajici 12
meésicti nebo déle (plocha pod kiivkou 0,78, P=0,022).

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

k identifikaci nemocnych s predpokladem DFS minimalné 12 mésicti od ukonceni 1éCby.
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 léCenych piipadl (66 %), nehled€ na vstupni stadium. Navzdory tomu, ze pracujeme
s malymi Cisly a nedosahujeme statistické signifikance, pokles hladiny VEGF-A po 1écbé se
jevi prognosticky pozitivné (90 % pacienti, u nichz doslo k poklesu hladiny VEGF-A po podani
vysokodavkovaného interferonu, dosdhlo dlouhodobé kompletni remise).
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Median celkového piezivani u pacientl s poklesem VEGF zlstadva nedosazen, u pacientl
s nartistem hladiny VEGF ¢ini 16 mésicii; median DFS u pacientt s poklesem VEGF rovnéz
zustava nedosazen, u pacientt s nartistem hladiny VEGF ¢ini 9 mésict.

Zaznamenali jsme antiangiogenni potencial interferonu alfa-2b, pfi 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). Nicmén¢
nelze popsat terapeuticky a klinicky dopad tohoto poklesu, neb k nému doSlo rovhomérné u
pacientll s dobrymi i Spatnymi klinickymi vysledky.

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

Primérné hodnoty MMP-8 v uvodu 1é¢by v nasi studované populaci byly 34,9 pg/ml a na konci
1écby 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 pted 1écbou a po 1é¢bé nema vypovédni hodnotu ve vztahu

k vysledku 1éby a nedovoluje nam tudiz odli$it nemocné s relapsem v nésledujicich 12 més.
od nemocnych s remisi po dobu 12 més. a delsi. Nebyl prokédzan statisticky signifikantni
rozdil v pravdépodobnosti preziti mezi skupinami, kiivky prezivani se signifikantné nelisi.

Vztah mezi predléCebnymi a poléCebnymi 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 davku modifikovat
dle namétenych dosahovanych sérovych hladin, proto tyto hodnoty nebyly postupovany
zadnému statistickému hodnoceni. Interferon je proteinové lé¢iva s molekulovou hmotnosti
niz$i nez 50 000 daltonti a vydrzi in vivo v cirkulaci velmi kratce, jeho biologicky polocas v
cirkulaci je odhadovan na 5-20 min. Monitorovani a modifikovani davky dle hladin IFN neni
mozné. Kromé rychlého metabolismu interferonit mohly pfispét k nesourodym hodnotdm
hladin IFN 1 aspekty plynouci z klinického provozu, které nelze vyloucit, jako okamzik odbéru
krve na stanoveni hladiny (pfi podani infuze s interferony, v prib¢hu aplikace, po aplikaci).
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7. Diskuze

Angiogeneze a imunomodulace jsou komplexni a provdzané procesy. Imunomodulacni efekt
antiangiogennich preparatl je vyznamny (Reinmuth et al, 2015). VEGF a interferony ptisobi na
obou sférach. VEGF je faktor angiogenni a imunosupresivni, ktery reguluje novotvorbu cév
pusobenim na endotelie ve smyslu jejich aktivace, podpory ptezivani, proliferace, migrace,
invaze a ovliviiuje také jejich funkci a prutok — vazodilataci a zvySenou permeabilitou.
Ovliviiuje negativnim zpsobem imunitni odpovéd’, snizuje migraci, zrani a piezivani bunék IS
a pusobi chemotaxi supresnich progenitort z kostni dien¢. Interferony plisobi antiangiogenné a
prolamuji imunotoleranci. Je jim pfipisovano i piimé protinddorové piisobeni. Dokazi inhibovat
sekreci VEGF (Raig et al, 2008).

Maligni melanom dokéze integrovat hostitelskou vaskulaturu. Aktivace VEGFR-2 navdzanim
VEGF-A je zasadnim mechanismem, jak nddorové bunky podporuji angiogenni switch nadoru
(Basu et al, 2009). VEGF-A je povazovan za primarni, pfimo-piisobici proangiogenni riistovy
faktor, ktery si je tumor schopen secernovat k podpofe ristu a invazitivy. Autokrinni VEGF-A
fizena zpétna klicka aktivuje VEGFR-1 na nadorovych butikdch (De Vita, Cancer 9, 2001).
Tumor rostouci s pfispénim hostitelské vaskulatury by mél byt od pocatku povazovan za
systémové onemocnéni.

Vysoké hladiny VEGF koreluji s urovni hypoxie v nadoru, avSak indukce nebo zvySeni exprese
VEGF neni zplsobena jen hypoxii. Muze je vyvolat fada jinych environmentalnich
(epigenetickych) faktor, nizké pH, chronickych zanét apod. Kyselé extracelularni pH
podporuje expresi VEGF-C na buiikdich MM prostfednictvim transkripéniho faktoru NF-kB
(Peppicelli et al, 2013; Huang et al, 2015). Obsazenim IFN receptoru a fosforylaci STATI1 a
STAT2 vznikd komplex interferonem stimulovanych geni a genovych faktort (ISGs) a
interferonem regulovany transkripéni faktor, ktery aktivuje transkripci ISGs a dochazi
k inhibici VEGF (Tarhini, 2015). Zde se na genové Urovni potkdva pfimé supresni plisobeni
VEGF s pisobenim interferonii. Hlubsi pochopeni vzajemné interakce angiogeneze a regulace
imunitnich funkci ndm mulze poukdzat nové moznosti kombinovanych protinddorovych
lécebnych postuptli i nové biomarkery.

Ve shod¢ s nasimi vysledky najdeme prace, které prokazuji, Ze hladiny VEGF popisuji Ié¢ebnou
odpovéd’ a maji klinicky vyznam, a to jak u MM, tak u jinych nadord (Kwon et al, 2010).
Demirkesen popsal korelaci mezi angiogenezi a metastazovanim a klinicky vyznam poklesu
VEGF ve shodé¢ s touto korelaci. VEGF podporuje angiogenezi a s rozvojem angiogeneze jde
ruku v ruce metastazovani. Byla pozorovdna rovnéz korelace hladin VEGF s rozvojem
mikrometastdz. Fontanini prospektivné¢ hodnotil vypovédni hodnotu VEGF jakoZto
prognostického indikatoru angiogeneze ve vztahu k celkovému ptezivani (Fontanini et al,
1997).

Yurkovetsky, Kirkwood a kol. ve své praci z roku 2007 zaznamenali hladiny VEGF u zdravé
kontroly v priméru 76,6 pg/ml (34,9-151,5), u pacienti 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 vyss$i, zména koncentrace VEGF po podani HDI
napii¢ souborem nedosahla statistické vyznamnosti. Rozdily koncentraci (pre-post) koreluji

s hodnotou pied 1écbou (vEtsi pokles je z vyssi koncentrace VEGF pted 1écbou). Nicméné, ve
skupiné nemocnych setrvavajicich v remisi déle nez 12 mésict doslo k statisticky
vyznamnému sniZeni koncentrace VEGF. Ve skupiné pacientl s relapsem onemocnéni byl
zaznamenan hrani¢né signifikantni rozdil koncentraci VEGF.
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Zména koncentrace VEGF by mohla byt vyznamnym prognostickym parametrem uspésnosti
1é¢by pro obdobi 12-ti mésict ndsledujicich po ukonceni vysokodavkovaného podani

(s opatrnosti vzhledem k nizkému poctu nemocnych — zavér vyzaduje dalsi ovétovani).

V naSem pozorovani se tento pokles hladiny VEGF v reakci na HDI (ziejm¢ 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¢bé 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
angiopoetinti aj.).

V adjuvantni 1é€bé MM se uziva interferont jiz skoro 30 let. Ze souhrnnych dat studii E1684,
E1690, E1694, EORTC 18952, a EORTC 18991 vychazi, ze HDI zlepSuje RFS o zhruba 33%,
s 0 néco menSim procentem ovliviiuje OS (Kirkwood et al, 2001). Jeho efekt je mirny, ale
konzistentni a reprodukovatelny. Dolozeno bylo nepifimé imunostimulacni i piimé
protinadorové pusobeni (Tarhini, 2015; Kirkwood et al, 1996). Dikazy jsou i o
antiangiogennim pusobeni (Raig et al, 2008). Nejvyznamnéjsi pokles hladiny VEGF po podéani
interferond je popisovan u pacientl s renalnim karcinomem, kde je nadprodukce VEGF dédna
genetickym defektem. Antiangiogenni ptsobeni IFN u ostatnich malignit jde cestou aktivace
Janus-kinase-STAT signalni drdhy a pokles VEGF je spojen s jeho snizenou produkci
nadorovymi buiikami. NaruSuje imunotoleranci nadoru zvySenim jeho imunogenicity, up-
reguluje STATI, sniZuje hladiny cirkulujicich Tregs (Mozzillo et al, 2012; Tarhini et al, 2015).
Hladiny cirkulujicich cytokint koreluji s infiltraci nadoru butikami 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 mtize byt inhibovéana IFN-a, a Ze pacienti, ktefi na
1é¢bu HDI odpovi poklesem hladiny VEGF, maji dlouhy DFS.

Interferon je proteinove 1écivo s molekulovou hmotnosti nizsi nez 50 000 daltond 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.

Neékterymi autory je MMP8 vnimana jako tumor supresor, jiné prace naopak popisuji, Ze nizké
hladiny MMP-8 koreluji s del$im celkovym piezivanim (Vayrynen et al, 2012). Viyrynen a
kol. stanovovali hladinu MMP-8 a dle jejich vysledkit MMP-8 m4 protinadorové plisobenti,
které se projevuje ovlivnénim imunitni odpovédi vedouci k nekroze nadorové tkdné. Obdobné
postavenou studii jako nase kohorta publikoval nedavno Vihinen et al. MMP-8 méfil jako
prediktor odpovédi na adjuvantni 1écbu interferonem u pacientli operovanych pro vysoce
rizikovy kozni melanom stadia IIB-IIIC. U pacienti s vysokymi ptredlécebnymi hladinami
MMP-8 adjuvantni lécba signifikantné prodlouzila RFS (36,8 vs. 10,6 mésice) (Vihinen et al,
2015). V nasi pract MMPS poklesa po podani HDI vysoce signifikantn€é. Nicméné€ nelze v ni
popsat terapeuticky a klinicky dopad tohoto poklesu, neb k nému doslo rovnomérné u pacientd
s dobrymi 1 Spatnymi klinickymi vysledky. Vztah mezi ptedlécebnymi a polécebnymi
hodnotami koncentraci MMP-8 a VEGF nekoreluje.

Nase vysledky s MMP tak jen dokladaji, ze jest¢ mnoho preklinické prace je potieba vykonat
na poli MMP i jejich inhibitord, protoZe in vivo neni jasné, na které strané hraji, zda
pro/antiangiogenni, zda rtst nadoru inhibuji, nebo podporuji. Je tfeba dalSich, obséhlejsich a
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komplexnéjsich sledovani k popsani vztahu MMP a VEGF, a k plnému porozuménti 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 nadoru. Nyni za skoro 10 let s cilenymi a imunoterapeutickymi preparaty
se ukazaly 1 jejich limity, a prostor pro zkouméni angiogeneze, a zejména kombinace
s imunoterapii a jeji role v resistenci na imunoterapii, se opét navraci (v adjuvantni i paliativni
1écbe).

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 usp&Snosti
1é¢by pro nasledujici obdobi 12 mésict (s opatrnosti vzhledem k nizkému poctu nemocnych —
zaveér vyzaduje dalsi ovétovani).

Polécebna zména koncentrace VEGF jako diagnosticky test umoznuje identifikovat nemocné
s DFS minimaln¢ 12 mésict od ukonceni 1é¢by. Jako hraniéni prokazuje hodnotu - 34 pg/ml.

Zaznamenali jsme antiangiogenni potencial vysokodavkovaného interferonu alfa-2b.

MMPS poklesaji po podani HDI vysoce signifikantné. Nelze vSak popsat terapeuticky a
klinicky dopad tohoto poklesu, neb k nému doslo rovnomémeé u pacientli s dobrymi i
Spatnymi klinickymi vysledky, coz nepotvrzuje roli MMP-8 jako tumor supresoru. Je tfeba
dalsich, obséahlejsich a komplexné&jsich sledovani k popsani vztahu MMP a VEGF, a k plnému
porozumeéni jejich role v procesu angiogeneze, imunomodulace, progrese choroby a
metastazovani.

Vztah mezi predléCebnymi a polécebnymi 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 systémovou chorobou. I v naSem souboru najdeme
pacienty s Casné zachycenym, pfesto fatdlnim 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 nddorového mikroprostfedi mohou podpofit nebo naopak inhibovat
angiogenezi a rist samotného nadoru.

Piasobeni IFNs (komunikacnich proteinii IS) na VEGF (angiogenniho a imunosupresniho
Cinitele) a dobré terapeutické vysledky pacientd, u kterych se toto piisobeni projevilo
poklesem VEGF, déavaji nase vysledky do kontextu se sou¢asnym trendem, ze angiogeneze
jde ruku v ruce s imunosupresi. Kombinace antiangiogenni 1é€by s imunoterapeutickymi
metodami je moznou cestou k piekonani jejich soucasnych limitd.

Interferony si hledaji své misto v imunoterapii ¢i kombinovanych 1écebnych schématech
1écby MM. Optimalni 1écebné rezimy hledame, jelikoz v poslednich letech se zasadné
zmeénila a trvale méni 1écebné schémata i vyhledy pacientii s malignim melanomem.

23



Pouzita literatura:

ASCIERTO P, KIRKWOOD JM. Adjuvant therapy of melanoma with interferon: lessons of
the past decade. J Transl Med. 2008; 6: 62.

BALCH CM, GERSHENWALD JE, SOONG SJ, THOMPSON JF, ATKINS MB, BYRD DR,
BUZAID AC, COCHRAN AlJ, COIT DG, DING S, EGGERMONT AM, FLAHERTY KT,
GIMOTTY PA, KIRKWOOD JM, MCMASTERS KM, Mihm MC Jr, Morton DL, Ross MI,
Sober AJ, Sondak VK. Final version of 2009 AJCC melanoma staging and classification. J Clin
Oncol 2009;27:6199-206.

BASU B, BISWAS S, WRIGLEY J, SIROHI B, CORRIE P. Angiogenesis in cutaneous
malignant melanoma and potential therapeutic strategie. Expert Rev Anticancer Ther; 2009; 11:
1583-98.

BARBAY V, HOUSSARI M, MEKKI M, BANQUET S, EDWARDS-LEVY F, HENRY JP,
DUMESNIL A, ADRIOUCH S, THUILLEZ C, RICHARD V, BRAKENHIELM E. Role of
M2-like macrophage recruitment during angiogenic growth factor therapy. Angiogenesis. 2015
Apr;18(2):191-200.

BENDER J, HASSEL JC, ENK A. Immunotherapy of Melanoma. Oncol Res Treat
2016;39:369-76.

BISWAS SK, MANTOVANI A. Macrophage plasticity and interaction with lymphocyte
subsets: cancer as a paradigm. Nat Immunol. 2010 Oct; 11(10):889-96.

BRANCA MA. Rekindling cancer vaccines. Nature Biotechnology 2016; 34: 1019-24.
BRYCHTOVA S, BEZDEKOVA M, BRYCHTA T, TICHY M. The role of vascular
endothelial growth factors and their receptors in malignant melanomas. Neoplasma. 2008;
55(4):273-9.

BUSSARD KM, MUTKUS L, STUMPF K, GOMEZ-MANZANO C, MARINI FC. Tumor-
associated stromal cells as key contributors to the tumor microenvironment. Breast Cancer
Res. 2016 Aug 11;18(1):84.

CORZO CA, CONDAMINE T, LU L, COTTER MJ, YOUN JI, CHENG P, CHO HI, CELIS
E, QUICENO DG, PADHYA T, McCAFFREY TV, McCAFFREY JC, GABRILOVICH DI.
HIF-1a regulates function and differentiation of myeloid-derived suppressor cells in the tumor
microenvironment. J Exp Med. 2010 Oct 25; 207(11):2439-53.

DAVAR D, KIRKWOOD JM. Adjuvant Therapy of Melanoma. Cancer Treat Res.
2016;167:181-208.

DE VITA VT, LAWRENCE TS, ROSENBERG SA. Cancer. Principles and Practise of
Oncology. 9" edition. ISBN133: 978-1-4511-0545-2. p 101; p 103; p 105.

EIGENTLER TK, GUTZMER R, HAUSCHILD A, HEINZERLING L, SCHADENDOREF D,
NASHAN D, H6LZLE E, KIECKER F, BECKER J, SUNDERKGSTTER C, MOLL I, RICHTIG
E, PONITZSCH I, PEHAMBERGER H, KAUFMANN R, PFGHLER C, VOGT T, BERKING
C, PRAXMARER M, GARBE C; Dermatologic Cooperative Oncology Group (DeCOGQG).
Adjuvant treatment with pegylated interferon a-2a versus low-dose interferon a-2a in patients
with high-risk melanoma: a randomized phase III DeCOG trial. Ann Oncol. 2016
Aug;27(8):1625-32.

DEMIRKESEN C, BUYUKPINARBASILI N, RAMAZANOGLU R, OGUZ O, MANDEL
NM, KANER G. The correlation of angiogenesis with metastasis in primary cutaneous
melanoma: a comparative analysis of microvessel density, expression of vascular endothelial
growth factor and basic fibroblastic growth factor. Pathology 2006 (38): 132-37.

EISCHEN CM. Genome Stability Requires p53. Cold Spring Harb Perspect Med. 2016 Jun
1;6(6).

FONTANINI G, LUCCHI M, VIGNATI S, MUSSI A, CIARDIELLO F, DE LAURENTIIS
M, DE PLACIDO S, BASOLO F, ANGELETI CA, BEVILACQUA G. Angiogenesis as a

24


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wrigley%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19895243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sirohi%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19895243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corrie%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19895243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25537851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25537851
http://www.nature.com/nbt/journal/v34/n10/full/nbt.3690.html#auth-1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27515302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27515302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26601863
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eigentler%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gutzmer%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hauschild%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heinzerling%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schadendorf%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nashan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%B6lzle%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kiecker%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Becker%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sunderk%C3%B6tter%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moll%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richtig%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richtig%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%B6nitzsch%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pehamberger%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaufmann%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pf%C3%B6hler%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vogt%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berking%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berking%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Praxmarer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garbe%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27287206
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dermatologic%20Cooperative%20Oncology%20Group%20(DeCOG)%5BCorporate%20Author%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27287206
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%BCy%C3%BCkpinarba%C5%9Fili%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16581653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramazano%C4%9Flu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16581653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%C4%9Fuz%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16581653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mandel%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16581653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mandel%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16581653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaner%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16581653
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27252396
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fontanini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lucchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vignati%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mussi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ciardiello%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Laurentiis%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Laurentiis%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Placido%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Basolo%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Angeletti%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bevilacqua%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9196255

prognostic indicator of survival in non-small-cell lung carcinoma: a prospective study. J Natl
Cancer Inst 1997;89:881-6.

FUERTES M, MURPHY M, GAJEWSKI T. Host type I IFN signals are required for
antitumor CD8; T cell responses through CD8,1 DCs. J Exp Med 2011 Sep 26;208:2005-16.
HANAHAN D, WEINBERG RA. The hallmarks of cancer.Cell 2000 Jan 7;100(1):57-70.
HANAHAN D, WEINBERG RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 2011 Mar
4;144(5):646-74.

HUANG H, LANGENKAMP E, GEORGANAKI M, LOSKOG A, FUCHS P F, DIETERICH
LC, KREUGER J, DIMBERG A. VEGF suppresses T-lymphocyte infiltration in the tumor
microenvironment through inhibition of NF-kB-induced endothelial activation. FASEB J. 2015
Jan;29(1):227-38.

KIRKWOOD JM, STRAWDERMAN MH, ERNSTOFF MS, SMITH TJ, BORDEN EC,
BLUM RH. Interferon alfa-2b adjuvant therapy of high-risk resected cutaneous melanoma: the
Eastern Cooperative Oncology Group Trial EST 1684. J Clin Oncol 1996;14:7-17.
KIRKWOOD JM, IBRAHIM JG, SOSMAN JA, SONDAK VK, AGARWALA SS,
ERNSTOFF MS, RAO U. High-dose interferon alfa 2-b significantly prolongs relapse-free and
overall survival compared with the GM2-KLH/QS-21 vaccine in patients with resected stage
[IB-III melanoma: results of intergroup trial E1694/S9512/C509801. J Clin Oncol.
2001;19:2370-80.

KIRKWOOD JM, STRAWDERMAN MH, ERNSTOFF MS, SMITH TJ, BORDEN EC,
BLUM RH. Interferon alfa-2b adjuvant therapy of high-risk resected cutaneous melanoma: the
Eastern Cooperative Oncology Group Trial EST 1684. J Clin Oncol 1996;14:7-17.
KOHRMANN A, KAMMERER U, KAPP M, DIETL J, ANACKER. Expression of matrix
metalloproteinases (MMPs) in primary human breast cancer and breast cancer cell lines: New
findings and review of the literature. JBMC Cancer. 2009 Jun 16;9:188.

KORPIJT, HAGSTROM J, LEHTONEN N, PARKKINEN J, SORSA T, SALO T, LAITINEN
M. Expression of matrix metalloproteinases-2, -8, -13, -26, and tissue inhibitors of
metalloproteinase-1 in human osteosarcoma. Surg Oncol. 2011 Mar;20(1):e18-22.

KWON KA, KIM SH, OH SY, LEE S, HAN JY, KIM KH, GOH RY, CHOI HJ, PARK KJ,
ROH MS, KIM HJ, KWON HC, LEE JH. Clinical significance of preoperative serum vascular
endothelial growth factor, interleukin-6, and C-reactive protein level in colorectal cancer. BMC
Cancer 2010, 10:203.

LEMPINEN M, LYYTINEN I, NORDIN A, TERVAHARTIALA T, MAKISALO H, SORSA
T, ISONIEMI H. Prognostic value of serum MMP-8, -9 and TIMP-1 in patients with
hepatocellular carcinoma. Ann Med. 2013 Nov;45(7):482-7.

McDONALD PC, CHAFE SC, DEDHAR S. Overcoming Hypoxia-Mediated Tumor
Progression: Combinatorial Approaches Targeting pH Regulation, Angiogenesis and Immune
Dysfunction. Front Cell Dev Biol. 2016; 4: 27.

MOCELLIN S, PASQUALI S, ROSSI CR, NITTI D. Interferon alpha adjuvant therapy in
patients with high-risk melanoma: a systematic review and meta-analysis. J Natl Cancer Inst.
2010 Apr 7;102(7):493-501.

MOUAWAD R, SPANO JP, COMPERAT E, CAPRON F, KHAYAT D. Tumoural expression
and circulating level of VEGFR-3 (Flt-4) in metastatic melanoma patients: correlation with
clinical parameters and outcome. Eur J Cancer. 2009 May;45(8):1407-14.

MOZZILLO N, ASCIERTO P. Reduction of circulating regulatory T cells by intravenous high-
dose interferon alfa-2b treatment in melanoma patients. Clin Exp Metastasis. 2012
Oct;29(7):801-5.

OZAWA S, SHINOHARA H, KANAYAMA HO, BRUNS CJ, BUCANA CD, ELLIS LM,
DAVIS DW, FIDLER 1J. Suppression of angiogenesis and therapy of human colon cancer

25


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10647931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=VEGF+suppresses+T-lymphocyte+infiltration+in+the+tumor+microenvironment+through+inhibition+of+NF-%CE%BAB-induced+endothelial+activation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirkwood%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strawderman%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ernstoff%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borden%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blum%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirkwood%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strawderman%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ernstoff%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borden%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blum%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8558223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19531263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19531263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19531263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kwon%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oh%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goh%20RY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roh%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kwon%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20465852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lempinen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lyytinen%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nordin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tervahartiala%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%A4kisalo%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sorsa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sorsa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isoniemi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23962148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23962148
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McDonald%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27066484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chafe%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27066484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4814851/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20179267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20179267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19157860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19157860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19157860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mozzillo%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22752507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ascierto%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22752507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22752507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ozawa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shinohara%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanayama%20HO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bruns%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bucana%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ellis%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davis%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fidler%20IJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420751

liver metastasis by systemic administration of interferon-alpha. Neoplasia. 2001 Mar-
Apr;3(2):154-64.

PEPPICELLI S, BIANCHINI F, CONTENA C, TOMBACCINI D, CALORINI L. Acidic pH
via NF-xB favours VEGF-C expression in human melanoma cells.Clin Exp Metastasis. 2013
Dec;30(8):957-67.

QIAN B, DENG Y, IM JH, MUSCHEL RJ, ZOU Y, L1J, LANG RA, POLLARD JW. A
distinct macrophage population mediates metastatic breast cancer cell extravasation,
establishment and growth. PLoS One. 2009 Aug 10;4(8):e6562.

RAIG ET, JONES NB, VARKER KA, BENNIGER K, GO MR, BIBER JL, LESINSKI GB,
CARSON. VEGF Secretion is Inhibited by Interferon-Alpha in Several Melanoma Cell Lines.
J Interferon Cytokine Res. 2008 Sep; 28(9): 553-61.

REINMUTH N, HEIGENER D, RECK M. Novel angiogenesis inhibitors in nonsmall cell lung
cancer. Curr Opin Oncol. 2015 Mar;27(2):79-86.

RUNDHAUG JE. MMP and angiogenesis. J Cell Mol Med 2005 (9)2: 267-85.
SRIVASTAVA PK. Neoepitopes of Cancers: Looking Back, Looking Ahead. Cancer Immunol
Res. 2015 Sep;3(9):969-77.

STETLER-STEVENSON W: Matrix metalloproteinases in angiogenesis: a moving target for
therapeutic intervention. J Clin Invest 1999, 103:1237-41.

STREIT M, DETMAR M. Angiogenesis, lymphangiogenesis, and melanoma metastasis.
Oncogene. 2003 May 19;22(20):3172-9.

TARHINI AA. Neoadjuvant therapy for melanoma: a promising therapeutic approach and an
ideal platform in drug development. Am Soc Clin Oncol Educ Book. 2015:e535-42.
THALANAYAR PM, AGARWALA SS, TARHINI AA. Melanoma adjuvant therapy. Chin
Clin Oncol. 2014 Sep;3(3):26.

VAYRYNEN JP, VORNANEN J, TERVAHARTIALA T, SORSA T, BLOIGU R, SALO T,
TUOMISTO A, MAKINEN MJ. Serum MMP-8 levels increase in colorectal cancer and
correlate with disease course and inflammatory properties of primary tumors. Int J Cancer. 2012
Aug 15;131(4):463-74.

VIHINEN P, TERVAHARTIALA T, SORSA T, HANSSON J, BASTHOLT L, AAMDAL S,
STIERNER U, PYRHONEN S, SYRJANEN K, LUNDIN J, HERNBERG M. Benefit of
adjuvant interferon alfa-2b (IFN-a) therapy in melanoma patients with high serum MMP-8
levels. Cancer Immunol Immunother. 2015 Feb;64(2):173-80.

YUHUI H, JIANPING Y, ELDA R, WALID SK, ANCUKIEWICZ M, MEZIVAR J, MARTIN
JD, MARTIN RM, VIANELLO F, LEBLANC P, MUNN LL, HUNAG P, Duda DG,
FUKUMURA D, JAIN RK, POZNANSKY MC. Vascular normalizing doses of antiangiogenic
treatment reprogram the immunosuppressive tumor microenvironment and enhance
immunotherapy. Proc Natl Acad Sci U S A. 2012 Oct 23; 109(43): 17561-66.
YURKOVETSKY ZR, KIRKWOOD JM, EDINGTON HD, MARRANGONI AM,
VELIKOKHATNAYA L, WINANS MT, GORELIK E LOKSHIN AE. Multiplex analysis of
serum cytokines in melanoma patients treated with interferon-alfa2b. Clin Cancer Res
2007;13(8) 2422-28.

WHEATLEY K, IVES N, HANCOCK B, GORE M, EGGERMONT A, SUCIU S: Does
adjuvant interferon-alpha for highrisk melanoma provide a worthwhile benefit? A metaanalysis
of the randomised trials. Cancer Treat Rev 2003; 29: 241-52.

26


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suppression+of+Angiogenesis+and+Therapy+of+Human+Colon+Cancer+Liver+Metastasis+by+Systemic+Administration+of+Interferon-%CE%B1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Acidic+pH+via+NF-kB+favours+VEGF-C+expression+in+human+melanoma+cells
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qian%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19668347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deng%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19668347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Im%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19668347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muschel%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19668347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zou%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19668347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19668347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lang%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19668347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pollard%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19668347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+Distinct+Macrophage+Population+Mediates+Metastatic+Breast+Cancer+Cell+Extravasation%2C+Establishment+and+Growth
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Raig%20ET%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20NB%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benniger%20K%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Biber%20JL%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25602682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25602682
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26342008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12789293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25993220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25841453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=V%C3%A4yrynen%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21918979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vornanen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21918979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tervahartiala%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21918979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sorsa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21918979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bloigu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21918979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salo%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21918979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tuomisto%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21918979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%A4kinen%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21918979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21918979
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vihinen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tervahartiala%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sorsa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hansson%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bastholt%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aamdal%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stierner%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pyrh%C3%B6nen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Syrj%C3%A4nen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lundin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hernberg%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25319807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuan%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Righi%20E%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamoun%20WS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ancukiewicz%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20JD%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20JD%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20MR%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vianello%20F%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leblanc%20P%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duda%20DG%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fukumura%20D%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fukumura%20D%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jain%20RK%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poznansky%20MC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edington%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17438101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marrangoni%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17438101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Velikokhatnaya%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17438101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winans%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17438101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gorelik%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17438101

Prehled publikaé¢ni ¢innosti:

a/ puvodni védecké prace vimpaktovaném ¢asopise

Prosvicova J, Grim J, Kopecky J, Priester P, Slanska I, Trojanova P, Paulik A, Jilkova V,
Filip S, Luke$ova S, Pro$vic P, Knizek J, Andrys C. Non-specific immunotherapy inhibits
angiogenesis - results of the monitoring of serum levels of vascular endothelial growth factor
and matrix metalloproteinase 8 in patients with malignant melanoma receiving adjuvant high-
dose interferon therapy. Epidemiol Mikrobiol Imunol. 2017 Winter;66(1):15-23.

IF 0,500

Priester P, Kopecky J, Prosvicova J, Petera J, Zoul Z, Slovacek L. Cutaneous recurrence of
malignant mesothelioma of the tunica vaginalis testis: a rare case report. Onkologie.
2012;35(1-2):46-8.

IF 1,522

b/ ostatni prace v impaktovaném casopise

Prosvicova J, Lukesova S, Kopecky J, Grim J, Papik Z, Kolarova R, Navratilova B, Dubreuil
P, Agopian J, Mansfield C, Moussy A, Hermine O. Rapid and clinically significant response
to masitinib in the treatment of mucosal primary esophageal melanoma with somatic KIT
exon 11 mutation involving brain metastases: A case report. Biomed Pap Med Fac Univ
Palacky Olomouc Czech Repub. 2015 Dec;159(4):695-7.

IF 0,894

Slovacek L, Slovackova B, Slanska I, Priester P, Petera J, Kopecky J, Vanaskova J. Cancer
and depression: a prospective study. Neoplasma. 2009;56(3):187-93.
IF 1,871

¢/ puvodni védecké prace v recenzovaném neimpaktovaném casopise

Prosvicova J, Grim J, Kopecky J, Priester P, Priester I, Trojanova P, Jilkova V, Paulik A,
Lukesova S, Filip S. Zhodnoceni vyskytu a charakteru neurologickych/neuropsychiatrickych
komplikaci v souboru pacientii s malignim melanomem lé¢enych adjuvantné
vysokodavkovanym interferonem. Klin Onkol. 2018;31 (5): pfijato k publikaci

d/ ostatni prace v recenzovaném neimpaktovaném casopise
Vanaskova J, Grim J, Kopecky J, Kubala E, Filip S. High-dose interferon alpha in treatment

of patients with malignant melanoma, monitoring of predictive and prognostic biomarkers.
Klin Onkol. 2011;24(3):180-6.

Prosvicova J, Kubala E, Petera J. The year 2011 is the year of melanoma: Melanoma Forum,
Frankfurt, 19 May 2011. Klin Onkol. 2011;24(4):308-11. Czech.

Prosvic P, Prosvicova J. A new way of thinking about cancer. (Comments on ESMO 2011).
Klin Onkol. 2011;24(6):480. Czech.

27


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28374594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28374594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28374594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28374594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22310346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22310346
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26725706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26725706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26725706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19309220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19309220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21717787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21717787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21905624
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21905624
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22268246

Prosvicova J, Kubala E. Kompletni remise po 1€cb¢ ipilimumabem u dvou pacientli
s metastatickym malignim melanomem. Farmakoterapie 2012;8(2):155-7.

Prosvicova J, Kubala E. Pfetrvavajici kompletni remise po 1é¢b¢ ipilimumabem u dvou
pacientil s metastatickym malignim melanomem. Farmakoterapie 2013;9(6):550-600.

e/ publikovana abstrakta

Prosvicova (Vanaskova) J, Nekvindova J, Hrabcova V, Kohout A. Porovnani muta¢niho statu
B-raf v primarnich a metastatickych loziscich maligniho melanomu, BOD, 2012, abstrakt 063.

Prosvicova (Vanaskova) J, Kubala E, Grim J, Andrys C, Knizek J. Podavani
vysokodavkovaného interferonu alfa 2b v adjuvantni 1é¢bé maligniho melanomu a sledovani
jeho antiangiogenniho ptsobeni. BOD 2014, abstrakt 005.

Prosvicova (Vanaskovd) J, Kolatova R, Grim J, Kopecky J, LukeSova S, Papik Z, Navratilova
B. Rychl4 klinickd odpovéd’ generalizovaného jicnového melanomu na 1é¢bu c-kit
inhibitorem — kazuistika a obecné poznatky, BOD 2015, abstrakt XIV/ 324.

f/ monografie

Prosvicova J. Angli¢tina pro piekladatele. C-Press, 2011, ISBN 978-80-251-3614-0

Prosvicova J. Nadorova angiogeneze — antiangiogenni 1écba ve svétle moderni imunoterapie,
v tisku pro nakladatelstvi Maxdorf Jesenius

g/ preloZené KkniZni tituly

Fuller, Geraint. Neurologické vysetfeni snadno a rychle. Translated by Jarmila Vanaskova. 1.
¢eské vyd. Praha: Grada, 2008. 253 s. ISBN 978-80-24719146.

Andrew T. Raftery, Eric Lim. Diferencialni diagnéza Do kapsy. Piekladatelky: MUDr.
Jarmila Vanaskova, MUDr. Eva Stépanova. 1. ¢eské vyd. Praha: Grada, 2010. 520 s. ISBN
978-80-247-2356-3.

h/ kapitoly v ucebnicich a sbornicich

ProsSvicova J, ProSvic P. Synchronni nddorova triplicita: karcinom ledviny, prostaty a maligni
melanom. Vybrané otazky onkologie XIV, str. 58, Galén, ISBN 978-80-7262-708-0

i/ prednasky

Vanaskova J, Grim J, Kopecky J. Onkologicka 1é¢ba maligniho melanomu. KoZni klinika
FNHK, 17.3.2010

Prosvicova J. Imunoterapie urologickych malignit. Urologicky seminaf, Nachod, 9.9.2011
ProsSvicova J. Nadorova imunologie. Nachodské mezioborové dny, 10.11.2011

Prosvicova J. Imunoterapie v onkologii. Nachodské mezioborové dny, 10.11.2011

28


https://www.linkos.cz/lide/37152/
https://www.linkos.cz/lide/37153/
https://www.linkos.cz/lide/22202/
https://www.linkos.cz/lide/15172/
https://www.linkos.cz/lide/346/
https://www.linkos.cz/lide/34345/
https://www.linkos.cz/lide/39702/
https://www.linkos.cz/lide/22202/
https://www.linkos.cz/lide/41107/
https://www.linkos.cz/lide/346/
https://www.linkos.cz/lide/902/
https://www.linkos.cz/lide/820/
https://www.linkos.cz/lide/24594/
https://www.linkos.cz/lide/41108/
https://www.linkos.cz/lide/41108/

Prosvicova J, Nekvindova J, Kohout A, Straka V. Porovnani muta¢niho statu B-raf
v primarnich a metastatickych loziscich maligniho melanomu. BOD, 20.4.2012

Prosvicova J. Klasicka chemoterapie versus cilena Iécba. Nachodské mezioborové dny,
16.11.2012

Prosvicova J, Kubala E, Kopecky J, Grim J. Imunoterapie maligniho melanomu. Kozni
klinika, 13.2.2013

Prosvicova J, Kubala E. Novinky v onkologické 1é¢b€. 7. konference vSeobecnych sester a
radiologickych asistentl, Hradec Kralové, 15.3.2013

Prosvicova J. Mechanismy resistence — zaméfeno na imunobiologii. Nachodské mezioborové
dny, 17.11.2013

Pros$vicova J; Kubala E; Grim J; Andrys C; Knizek J.Podavéni vysokoddavkovaného
interferonu alfa 2b v adjuvantni 1é¢b¢é maligniho melanomu a sledovani jeho antiangiogenniho
pusobeni. BOD 2014.

Prosvicova J, Filip S, Grim J, Kopecky J, Trojanova P, Knizek J, Andrys C.Administration of
interpheron alpha-2b in adjuvant treatment of malignant melanoma and monitoring of its
antiangiogenic potential. Konference DSP studentii, LF HK, 2014

Progvicova J, Luke$ova S, Kopecky J, Grim J, Papik Z, Kolafova R, Navratilova B.Rychla
klinick4 odpovéd’ generalizovaného melanomu na 1é¢bu c-kit inhibitorem — kasuistika a
obecné poznatky. Nachodské mezioborové dny, 14.11.2014

Prosvicova J; Kolatfova R; Grim J; Kopecky J; LukeSova S; Papik Z; Navratilova B. Rychla
klinicka odpovéd’ generalizovaného jicnového melanomu na 1é¢bu c-kit inhibitorem —
kazuistika a obecné poznatky. BOD 2015.

Progvicova J, Luke$ova S. Karcinom prsu u muze ,,Rare but there*. Nachodské mezioboroveé
dny, 19.11.2015

j/ plakatova sdéleni na odbornych setkanich

ProSvicova J, ProSvic P. Synchronni nadorova triplicita; Uro-onkologicka sympozia, Praha,
24.-26.11.2010; Dny prediktivni a experimentalni onkologie, Olomouc, 1.-3.12.2010

29


https://www.linkos.cz/lide/22202/
https://www.linkos.cz/lide/15172/
https://www.linkos.cz/lide/346/
https://www.linkos.cz/lide/34345/
https://www.linkos.cz/lide/39702/
https://www.linkos.cz/lide/22202/
https://www.linkos.cz/lide/41107/
https://www.linkos.cz/lide/346/
https://www.linkos.cz/lide/902/
https://www.linkos.cz/lide/820/
https://www.linkos.cz/lide/24594/
https://www.linkos.cz/lide/41108/

