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SOUHRN

Cil prace: V soucasné dobe se objevuji zajimavé informace
o tom, Ze aktivace angiogeneze ma kromé pfimého vlivu
na nadorovou vaskulaturu i imunosupresivni ptsobeni, a
to jak lokalng, tak systémové. Cilem prace bylo prokdzat
antiangiogenni Ucinky interferonu alfa-2b (IFN), a poukazat
tak na provazanost komplexnich déji imunomodulace a
angiogeneze prostfednictvim stanovovani sérovych hladin
vaskularniho endotelového ristového faktoru (VEGF) a ma-
trixové metaloproteinazy 8 (MMP8) pred a po podani vyso-
koddvkovaného interferonu (HDI) v adjuvantni 1é¢bé vysoce
rizikovych pacientl s resekovanym malignim melanomem.
Hodnotili jsme i klinické vystupy pacientd.

Material a metodiky: Prospektivné jsme hodnotili sérové
hladiny VEGF a MMP8 u 29 pacientl s vysoce rizikovym re-
sekovanym malignim melanomem, podstupujicich adjuvantni
[écbu HDI. Vzorky krve byly odebirdny pred zahajenim [écby
HDI a v horizontu 1 tydne po jejim ukonceni. Méfeny byly
metodou ELISA.

Vysledky: Pro vétsi prehlednost vysledk( byli pacienti roz-
déleni do dvou skupin. Prvni skupina pacientd, u nichz doslo
k poklesu hladiny VEGF po HDI (66 % pacient(), dospéla do
dlouhodobé kompletni remise. Priimérné sérové hodnoty
VEGF poklesly ze 779,4 pg/ml na 446,2 pg/ml po podani

ABSTRACT

Prosvicova J., Grim J., Kopecky J., Priester P., Slanska I.,
Trojanova P., Paulik A., Jilkova V., Filip S., LukeSova S.,
Prosvic P., Knizek J., Andrys C.: Non-specific immunothe-
rapy inhibits angiogenesis - results of the monitoring

of serum levels of vascular endothelial growth factor and

interferont. Byl zachycen statisticky signifikantni trend k po-
klesu hladin sérového VEGF po podani vysokodavkovaného
interferonu. Druhd skupina pacient(, u nichz nedoslo k poklesu
VEGF po HDI (34 % pacient(), neprokazala klinicky benefit po-
dané lécby. Primérné sérové hodnoty VEGF byly 408 pg/mll
a 500 pg/ml. Vysledky s MMP8 jsou v nasem sledovani
ambivalentni.

Zaveéry: Nespecifickd imunoterapie interferony oslabuje an-
giogenezi. Nase vysledky jsou ve shodé se sou¢asnym vnima-
nim relevantniho propojeni angiogeneze a imunomodulace/
imunosuprese. Nespecifickd imunoterapie interferony narusu-
je supresivni plsobeni angiogeneze na rozvoj imunitni reakce
a naopak podporuje reakci protinddorovou, pfimo i nepfimo.
Tento vstup interferont do procesu aktivace angiogeneze
ziejmé vysveétluje dobré klinické vysledky téch pacientl
z naseho souboru, u kterych doslo k poklesu hladiny VEGF
po HDI. Zavéry stran MMP8 jsou nejednoznacné a nenaplnujf
predstavu MMP8 jakoZzto tumor supresoru.

KLiCOVA SLOVA

angiogeneze - imunomodulace - interferon alfa-2b
- adjuvantni Ié¢ba - maligni melanom

matrix metalloproteinase 8 in patients with malignant

melanoma receiving adjuvant high-dose interferon therapy
Objective: Interestingly, evidence is currently emerging that
the activation of angiogenesis leads to immunomodulatory/
immunosuppressive effects both at the local and systemic
levels. These are very complex and interconnected processes.
In this study, our aim was to establish interferon alpha-2b
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as an anti-angiogenic agent and show the complexity of
angiogenesis and immunomodulation through the serum
levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) and
matrix metalloproteinase 8 (MMP-8) in high-risk resected
malignant melanoma 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 the se-
rum levels of VEGF and MMP-8 by ELISA in 29 patients with
high-risk resected malignant melanoma receiving adjuvant
HDI. Blood samples were collected before and within one
week after the treatment.

Results: To see the results clearly, we divided our 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%) had no clinical be-
nefit from the treatment. The mean VEGF serum levels in

uvob

Angiogeneze a imunomodulace jsou komplexni a pro-
vazané procesy. Vaskularni endotelovy rastovy faktor
(VEGF), matrixmetaloproteindzy (MMP) a interferony
(IFN) ptisobi v obou sférach. VEGF je nejenom faktor
angiogenni, ovliviiujici endotelie krevni, lymfatické
inadorové (TECs) ve smyslu jejich aktivace, podpory
pfezivani, proliferace, migrace, invaze, ale také faktor
imunosupresivni, a to jak lokdlné (zodpovédny za imu-
nosupresivni nastaveni nddorového mikroprosttedi),
tak systémové (proangiogenni solubilni chemoatraktant
supresivnich progenitortt MDSC, Tregs, TAMs, Tie-2 +
monocytl z kostni dfené). Ovliviiuje imunitni odpovéd
negativnim plsobenim na migraci, zrdni a preziva-
ni DC a T-ly [1]. Podporuje rozvoj imunosupresivniho
az tumorigenniho mikroprostfedi. Dochdzi k posunu
k Th2 odpovédi, vznika chronicky inflamatorni pro-
stfedi. Hovoil se o imunosupresi indukované nadorem
anadorové angiogenezi [2]. VEGF tak predstavuje jeden
z pomocnikii nddoru v uniku pfed imunitnim dohledem.
Ovliviiuje také funkci a pritok cév - vazodilataci a zvy-
Senou permeabilitou - ¢imz ptispiva k snazsimu vstupu
nadorovych bunék do obéhu, extravazaci lymfocytti,
nehomogennimu prokrveni nddorovych oblasti a vzniku
hypoxickych oblasti a nekréz. Hypoxie opétovné stimu-
luje angiogenezi, aby do neprokrvenych oblasti zacala
proudit krev, a zacarovany kruh se uzavira.
Aktivace/inhibice angiogeneze neni prosté vypnuti/za-
pnuti, jako je tomu s obsazenim CTLA4 a PD-1receptort,
ale moduluje ji vice signaliza¢nich cest. Tak je nastavena
i fyziologicky, is pfitomnosti pfirozenych inhibitord.
Limity soucasné imunoterapie (protildtky proti CTLA4
a PD-1receptortim) jsou vnimany v nedostate¢né odpové-
di ¢i pfimo rezistenci nadorového mikroprostiedi, které
je imunosupresivné nastaveno. Angiogeneze muze byt
jednou z pficin.
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group 2 patients were 408 pg/ml before the treatment and
500 pg/ml after HDI. Results for MMP-8 were ambivalent.
Conclusions: Non-specific immunotherapy with interferons
reduces angiogenesis. Our results are in line with the current
view of the interconnection and complexity of angiogenesis
and immunomodulation/immunosuppression. Non-specific
immunotherapy with interferons disrupts the immunosup-
pressive effect of the angiogenesis on the development
of immune response against tumours and supports anti-
-tumour response in both direct and indirect way. The
interference of HDI with the activation of angiogenesis and
tumour progression could explain good clinical outcomes of
patients with a decrease in serum VEGF. The outcomes of
MMP-8 are inconclusive, its role remain unclear, and MMP-8
does not seem to function as a tumour suppressor.
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Maligni melanom, stejné jako vétsina solidnich tumori,
dokaze integrovat hostitelskou vaskulaturu. Angiogenni
potencial maligniho melanomu - schopnost podmanit
si hostitelskou vaskulaturu - je obrovsky, a ptichazi
velmi ¢asné. Angiogenni switch - zména charakteru
rstu z radidlni na vertikaln{ - je regulovan sekvenéni
aktivaci onkogenti a inaktivaci tumor-supresorovych
genti. Tyto geny jsou zapojeny v procesu angiogeneze,
ale také proliferace a apoptézy. Jedna se o komplexni
zménu charakteru nddoru. Predstavuje vznik tumori-
genniho fenotypu, agresivniho nddoru schopného me-
tastazovat. Vertikalni faze riistu je doprovazena ostrym
zvySenim exprese proteinu VEGF a z druhé strany lze fici,
ze ,pouhou” transfekci genu pro VECF vznika high grade
maligni progresivné rostouci bunécna linie [3]. Aktivace
VEGFR-2 exprimovaného na TECs navdzanim VECF-A je
zadsadnim mechanismem, jak nddorové buriky podporuji
angiogenni switch nddoru [4]. Autokrinni VEGF-A fizena
zpétna klicka aktivuje VECFR-1 na nadorovych burikach.
VEGF-A je povazovan za primarni, piimo-plisobici pro-
angiogenni ristovy faktor, ktery si je tumor schopen
secernovat k podpote ristu a invazitivy [3]. Tumor ros-
touci s prispénim hostitelské vaskulatury by mél byt od
pocatku povazovan za systémové onemocnéni.

Nadorové buiiky maligniho melanomu za podminek
hypoxie cestou transkrip¢niho faktoru HIF-1 stimuluji
novotvorbu cév autokrinné i parakrinné produkci pro-
angiogennich solubilnich faktori. Ty maji pleiotropni
plisobeni. Receptory pro solubilni faktory maji jak na-
dorové buniky, tak endotelové ¢i stromalni a imunitni
buriky; ne zdravé melanocyty [5]. Exprese VECFR-1 cha-
rakterizuje také proces epitelo-mezenchymalni tranzice
[6]. Transkrip¢ni faktor HIF reguluje stovky v burikdch
ptitomnych gend. Tyto geny jsou zahrnuty v procesech
angiogeneze (geny pro VEGF, MMP), glykolyzy a inva-
zivity. Vysoké hladiny VEGF koreluji s drovni hypoxie
v nadoru, avsak indukce nebo zvyseni exprese VECF



neni zpisobena jen hypoxii. MiZe ji vyvolat fada jinych
environmentalnich (epigenetickych) faktor, nizké pH,
chronickych zdnét apod. Kyselé extracelularni pH podpo-
ruje expresi VEGF-C na buiikdch maligniho melanomu
prostfednictvim transkripéniho faktoru NF-KB. Zde fun-
guje negativni zkiiZeni s TNF-a indukovanou genovou
expresi. Dochazi tak k casnému poklesu exprese IRF [7].
Zde se na genové urovni potkava pfimé supresivni pi-
sobeni VEGF s ptisobenim interferonti. Obsazenim IFN
receptoru a fosforylaci STATL a STAT2 vznikd komplex
ISCF3 a transkripcni faktor nazyvany IRF, ktery aktivuje
transkripci ISCs a dochazi k inhibici VEGF [8]. Hlubsi
pochopeni vzdjemné interakce angiogeneze a regulace
imunitnich funkci ndm poukaze nové moznosti kom-
binovanych protinadorovych lécebnych postupii i nové
biomarkery.

Signifikantni zmény v genové expresi provazejici an-
giogenni switch se jevi jako potencidlni terapeuticky cil
(napt. zvyseni poctu kopii PHIP, jez davd do souvislos-
ti procesy angiogeneze s ulceraci, glykolyzou a poten-
cidlem metastazovat). Faktor ulcerace je u nadoru vzdy
prognosticky nepfiznivy. Jiz pouhym pohledem na ulce-
rovany melanom je mozno z mnozstvi granula¢ni tkané
usuzovat na znacnou aktivaci angiogeneze a zapojeni
imunitniho systému. Do hloubky je pak proces ulcerace
spojen s aktivaci WNT beta-kateninové drahy a NF-KB
[9]. U melanomu se ulcerace odrazi i ve stagingu nddoru
(bstadium) a je prokdzanym prediktorem citlivosti k 1é¢-
bé interferonem [10].

Interferony ptisobi antiangiogenné a prolamuji imu-
notoleranci. Imunomodulacni efekt antiangiogennich
preparatd je vyznamny, jen mu doposud nebyla véno-
vana patfi¢na pozornost. Interferontim je pfipisovano
i ptimé protinadorové piisobeni. Interferony dokazi in-
hibovat sekreci VECF [11]. MMP-8 je povazovana za tumor
supresor [12].

Maligni melanom patii mezi nadory s nejvyssi frekvenci
tvorby neoepitopii. Je to nador silné imunogenni, a po-
skytuje tak dobré predpoklady pro uspéch imunotera-
pie. Nador, jako je maligni melanom, je schopen gene-
rovat mnohocetné metastazy i pfed detekci samotného
nadoru. Tyto ¢asné diseminované nadorové buriky mo-
hou byt dlouho spici a byt pak zdrojem i velmi pozdniho
relapsu choroby, u melanomu iza dobu delsi 15 let, za
podminek nezndmych (oslabeni imunitniho systému,
¢i overexprese VECF) dochazi k aktivaci dormantnich
melanomovych bunék [3]. Efektivni adjuvantni 1écba by
meéla tyto stavy pokryt. Stejné tak jako rezidualni mikro-
metastazy nedetekabilni Zidnou zobrazovaci metodou,
jez vSak v budoucnu mohou byt zdrojem rekurence MM
aumrti na néj. Uspésna adjuvantni lé¢ba by se méla
promitnout do zlepseni obdobi do relapsu a celkového
piezivani.

V adjuvantni 1é¢bé maligniho melanomu se uziva in-
terferonti jiz skoro 30 let. Za toto obdobi se vyprofilovala
tfi zakladni terapeuticka davkova schémata (vysokodav-
kované, stfedni davkovani a nizkodavkované schéma),
mezi nimiZ nebylo nalezeno vitéze. Ze souhrnnych dat
studii E1684, E1690, E1694, EORTC 18952, a EORTC 18991
vychazi, Ze HD IFN-a zlepSuje RES o zhruba 33 %, ao
néco méné OS [13]. Jeho efekt je mirny, ale konzistentni
areprodukovatelny. Ve svété se v adjuvantni 1é¢bé po-
dava ipegylovany interferon, ktery pfinasi nespornou
uzivatelskou vyhodu v aplikaci pouze 1x tydné. V CR tento
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preparat dostupny a poddvany neni. Antiangiogenni
ptisobeni IFN je méné definovano. Nejvyznamnéjsi po-
kles hladiny VECF po podani interferont je popisovan
u pacientl s rendlnim karcinomem, kde je nadproduk-
ce VECF dana genetickym defektem. Antiangiogenni
plsobeni IFN u ostatnich malignit jde cestou aktivace
Janus-kinase-STAT signalni drahy a pokles VECF je spojen
s jeho snizenou produkci nddorovymi bunkami [11]. Maji
imunostimulacni ptisobeni. Naru$uji imunotoleranci
nadoru zvysenim jeho imunogenity. Zvy$uji expresi
STAT1 a snizuji hladiny cirkulujicich Tregs [14].

MATERIAL A METODY

Studie se tykala 29 pacientti, ktefi podstoupili adju-
vantni 1écbu maligniho melanomu vysokodavkovanym
interferonem alfa-2b na Klinice onkologie a radioterapie
ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové. Soubor tvorilo
16 muzi a 13 Zen ve vékovém rozmezi 26-72 roki (me-
dian 56,6). Byli to pacienti indikovani k adjuvantni lécbé
podle standardniho doporuceni, s malignim melano-
mem stadia IIb, IIla a IIIlb MM podle AJCC (s tloustkou
podle Breslowa > 2 mm, tirovni invaze podle Clarka > III,
s pritomnosti in-tranzitnich metastiz - regional-
ni metastazy v kazi lokalizované od 2 cm od primar-
niho loziska do prvni drénujici uzliny), tj. pT3NOMO
(1,5-4 mm), pT4ANOMO, s pozitivni sentinelovou uzlinou
nebo pTxN1-2MO s klinicky zjevnymi metastazami do
uzlin, s rekurenci do uzlin nebo s postizenymi uzlinami
aneznamym primarnim loZiskem.

Hladiny VEGF a MMP-8 zaznamenané v tabulce pfed-
stavuji nameéfené hladiny u pacienta pred zahajenim
lécby HDI v den pfijeti k 1é¢beé (¢ili v rozsahu 4-6 tydnii od
chirurgického vykonu) a hladiny namétené pii ukonceni
lécby (1-7 dni od ukonceni podavani).

Pacientlim byl v adjuvantni lécbé poddvan intravenézné
vysokodavkovany interferon alfa-2b, v davce 20 MIU/m?
5 dni v tydnu prvni 4 tydny, pak udrzovaci schéma
subkutanni 10 MIU/m? do celkové doby 1 roku (klasické
~Kirkwoodovo schéma®). Adjuvantni lécbu zahdjili do 6
tydni od radikalni operace maligniho melanomu, ¢i di-
sekce uzlinové recidivy. Po dobu 1écby byl kladen diiraz na
dostate¢nou hydrataci (min. 21/den, optimalné pomald
parenteralni hydratace ptfes noc), kontrolu hematolo-
gickych a biochemickych parametrti, zejména jaternich
funkci, a profylaxi antidepresivem. Ve shodé s doporu-
cenim psychiatrti dobré zkusenosti byly se sertralinem.
Podavani bylo zahdjeno jesté pied zahdjenim adjuvantni
lécby a davka sertralinu byla postupné navysena az na
200 mg/den.

Méteni odebranych vzork@ probihalo na katedie
Humoralni imunologie Kliniky alergologie a imuno-
logie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Hladiny
VEGF a MMP-8 byly stanoveny pomoci komer¢nich ELISA
souprav od firmy R&D Systems (USA), a to Quantikine
Human VEGF Immunoassay a Quantikine Human Total
MMP-8 ELISAKit. V obou piipadech se jednalo o sandwi-
chovou ELISA techniku. Vjamkach mikrotitra¢nich
desticek se cytokin nebo matrixova metaloproteindza
vaze na specifickou protilatku. Tento komplex je na-
sledné oznacen druhou protilatkou konjugovanou s en-
zymem kienova peroxiddza. Po pfidani substratu TMB
dojde k barevné zméné, kterd je imérnd koncentraci
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ptislusného analytu. I zde se postupovalo podle doporu-
Ceni vyrobce. Pro méfeni barevné zmény (absorbance)
byl pouzit u vSech métenych parametrt ELISA reader
Multiskan a software Genesis od firmy Thermo Fisher
Scientific (USA). Koncentrace VEGF a MMP-8 byly vypo-
cteny z kalibrac¢nich kfivek. Méfici rozsah pro VEGF byl

Tabulka 1. Pacienti s poklesem hladiny VEGF po podani HDI

Table 1. Patients who did show a decrease in VEGF serum level after HDI

15-1000 pg/ml a pro MMP-8 5-1000 pg/ml. Vzorky mimo
rozsah méfeni byly fedény 20krat.

Cilem sledovani hladin VEGF pted lécbou IFN a po ni je
prokazat, Ze tato lécba md antiangiogenni pisobeni, ¢ili
ze po ni hladina VEGF klesa. Statisticky byla testovana
nulova hypotéza HO, ze hladina VEGF pied a po lécbé

) . Pribéh l1écby Hladiny IFN Hladiny VEGF  Hladiny MMP8 =
Histologie anezadouci uéinky (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) Efekt lécby
pT2apNOpMO
2007, LND Nodul CI IV dokon¢il 4,85-5,36 352,3-135,6 39,5-9,9 ez el
4 roky
2010
dokon¢il s redukef bez choroby
pT3bpNOMO | Nodul CI1V, Br2,3 vy 0 T4 9,9-29,9 325,6-245,3 52,9-2)] > rohy
podano 17/20 aplikaci; N B B bez choroby
pT2bpNOMO Nodul CI I, Br 2 Hombopente 24,8-29,9 651,5-442,8 8,5-6,8 2 roky
neutropenie
pT2apNOMO | NodulCIIV,Br2 | trombopenie; redukce | 55800- 41200 | 856,4-798,6 8,8-7.8 bez ]Cg‘f,]mby
davky o %; dokoncil
pT3apNOMO | Nodul CI I, Br 3,7 dokongil 09-75 545,5-469,8 2,51/ ety
Amelanoticky neutropenie; redukce B B 5 bez choroby
PT3aPNIMO | Nodul CIIV, Br4,2 | davky 01/3; dokondil 70,3-62 556,8-416 Ua-dl2 2 roky
Meta MM ] - - N z R bez choroby
v podkoZ Primum ignotum dokoncil 29,9-24,8 1272,7-780,9 27,9-1,5 3 roky
) dokoncil; alergicka
biora v axile Primum ignotum reakce pfi posledni 190,9-159,8 | 1598,6-843,5 78,8-42,9 bezfgﬁ;"by
aplikaci
pT2apNIMO Nodul. Cl 1V, Br1,9 dokon¢il 98-64,4 725,6-658,3 94,6-1,2 exggiﬁ i
pT2bpNOMO | Nodul CI11l, Br 2,5 dokoncil; deprese 56,56-6,11 511,3-405,6 29,8-181 bezfgﬂy"by
pT2apNOMO; . B N N bez choroby
N Nodul Cl 1V, Br 1,4 dokonéil 117,8-126,3 325,4-2781 10,9-24,2 3 roky
pT3aNOMO Nodul CI'1V, Br 2,2 dokoncil 22,3-9,5 245,3-204,5 21,9-10,9 bez choroby 18 M
neutropenie; redukce N _ R exitus 18M
pT1apN3MO SSM, CII, Br 0,2 0 1/3 davky, dokongil | 2847-4505 612,5-586,3 1,2-14,5 50 HD|
pT4apNIMO | Nodul CI1II, Br 5,5 dokoncil 172.7-67,8 653,4-326,] 124,5-16] bezfrhook'yOby
Slziee Exulc dokonéil 2102-2824 | 11253-9453 76-25.4 ez iy
dutiny nosni ‘ ’ ’ ’ ’ 4 roky
Meta MM ; ; o B B B bez choroby
v podkoz! Primum ignotum dokoncil 129,4-88,2 654,3-546,3 29,6-411 2 roky
Exenterace g : ukonceno pro deprese N N N bez choroby
axily Primum ignotum 00 10. podani 111,5-59,8 348,5-125,3 65-20,7 20M
pT2apNxMla
satelity Nodul CIIV, Br 1,2 dokoncil 17,5-62,5 289,1-84.6 20.7-11 bezfgﬁ’(mby
v podkozi Y
pT1apNOMO, .
. 2 elevace JT; 5 B B bez choroby
nmasggin“ezvé SSM, ClILBr1.35 | nceno po 5. podani | 100479485 270-185,4 19,8-15,4 i

MM - maligni melanom, meta - metastazy, Cl - hodnota podle Clarka, Br - hodnota podle Breslowa, SSM - superficidlné se sitici melanom,
Nodul - nodularni, JT - jaterni testy, LND - disekce lymfatickych uzlin, HDI - vysokodavkovany interferon, M - mésice
Tucéné vyznaceno b stadium ulcerace.

MM - malignant melanoma; meta - metastasis; Cl -Clark level, Br - Breslow value; SSM - superficial spreading melanoma; Nodul - nodulary;
JT - liver function tests; LND - lymph node dissection; HDI - high-dose interferon; M - month
Stage b ulceration is in bold.
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IEN se vzdjemné rovnaji, proti jednostranné hypotéze
alternativni HA, Ze hladina VEGF po lé¢bé IFN klesa. HO
byla zamitnuta (p = 0,071) ve prospéch alternativni hypo-
tézy (www.ncss.com). Podle téchto vysledki test toto
bylo statisticky prokazano, ¢ili byl zachycen jisty trend
(p<a=0,1) k poklesu hladiny sérového VEGF v odpovédi
na podani vysokodavkovaného interferonu.

Nebyl prokazan statisticky signifikantni pokles MMP8
po podani HDI, ¢i jina asociace, mezi hladinou MMP-8
a podanou lécbou, ackoli ve skupiné pacientti, u kterych
doslo k poklesu sérového VECF po HDI, pokles této hod-
noty korespondoval s poklesemm MMP8 (80 %).

VYSLEDKY

Vysledky jsou prezentovany s medianem follow-up 2 ro-
ky. Pro vétsi prehlednost vysledki jsou pacienti rozdéleni
do dvou skupin:

1. Pacienti, u nichz doslo k poklesu hladiny VEGF po
vysokodavkovaném podani interferonu alfa- 2b (tab. 1)
Po podéni vysokodidvkovaného interferonu doslo k pokle-
su hladiny sérového VECF u 19 z 29 pacientil (66 %). Dva
znich zemfeli, u 17 doslo k dosazeni dlouhodobé komplet-
niremise (2 roky od ukonceni 1é¢by bez zndmek choroby).
Oba pacienti, ktefi zemfeli, byli bez ulcerace primarniho
loziska, méli postizené uzliny, ale primarni nador nebyl
nikterak velky (v jednom piipadé dokonce pTla). 90 %

Tabulka 2. Pacienti bez poklesu VEGF po podani HDI
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pacientt, ktefi zareaguji na HDI poklesem sVEGF-A,
dosahuje dlouhodobé dobré terapeutické odpovédi.

V této podskupineé pacienti byla vstupni hodnota VEGF
v priméru 779,4 pg/ml. Hodnota po 1écbé byla v priiméru
VEGF 446,2 pg/ml.

Tfi pacienti z uvedenych 19 nedokonc¢ili lé¢ebné schéma
kvtili projeviim toxicity.

2. Pacienti, u nichz nedoslo k poklesu hladiny VEGF po
vysokodavkovaném podani interferonu alfa-2b (tab. 2)
U 10 pacientd z 29 nedoslo k poklesu - ba naopak ke
vzestupu - sérového VECGF po poddni HDI (34 %). Osm
pacientt z nich zemielo (80 %). Pouze 2 z nich méli ul-
cerovany primarni melanom. Dva dosahuji dlouhodobé
kompletni remise.

Je to skupina pacientil, ve které najdeme az zarazejici
nizka vstupni stadia choroby, jez vsak (po relativné
dlouhém case) recidivovala do uzlin. Pfedstavuji tak ty
v jadru rizikové pacienty, u kterych zjevné jiz od pocat-
ku onemocnéni byly aktivni urc¢ité mechanismy, které
predstavuji systémové onemocnéni jiz od poc¢atku. U této
skupinky pacient proto ani nedoslo k poklesu VECF po
lécbé HDI. Onemocnéni je od samého zacatku fizeno
mechanismy, které nezname a neumime podchytit, ani
vstupné tyto pacienty odlisit. Pfedlécebnd hladina v této
skupiné pacientt byla VEGF A 408 pg/ml. Po lé¢bé byla
hladina VEGF 500 pg/ml.

Tti pacienti z 10 nedokoncili lé¢ebné schéma v dtisledku
projevi toxicity.

Table 2. Patients who did not show a decrease in VEGF serum level after HDI

3 . Priibéh lé¢by Hladiny IFN Hladiny VEGF Hladiny MMP8 e
Histologie a nezadouci tcinky (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) Efektlecby
pT3apN2MO Nodul CI IV, Br 29 Ul ipo (01 i 19,7-459 456,3-6123 46,4-178 bez choroby 15 M
elevace JT
pTlapNOMO - x 2 2 .
2003, LND 2011 ClHI, Br1 dokoncil 56,65-74,21 425,3-572,3 19,5-15 exitus 10 po HDI
pT4bNIMO,
nasledné ClV,Br16 dokoncil 194,97-67,68 325,6-378,4 59,6-11,1 exitus 3 M po HDI
recidiva uzlin
pTlapNOMO
nasledné Nodul Cl I, Br 0,6 dokoncil 39,37-22,3 453,2-680,5 27,1-65]1 exitus 18 M po HDI
recidiva uzlin
pT2apNIMO SSM, CI IV, Br 2 dokongil 1877-2507 32544113 331-20,7 =Bl
rec.12 M po HDI
pT4apNIMO Nodul CI'V, Br 2,2 dokoncil elevace JT 25 300-25700 179,6-456,9 329-4.2 exitus 24 M po HDI
nepenthi Neostazovan ukonceno po 9. podant 5385-7374 4128-4785 341179 recidivapo 6 M
po 6 letech hepatotox. ipilimumab
SIAINCIC ukonceno po 10. podant;
recidiva ExulcMM e e 5286-526,7 563,4-814,2 219-96 bez choroby 4 roky
po 2 letech parkinson
pT4bpNIMO Nodul. Br 90 dokoncil 10 425-13 812 615,2-765,2 15,8-4,2 exitus 7 M po HDI
pTSBNOMO; Nodul. Br 31, Cl IV dokoncil 60,5-59,2 3254-3752 323-509 exitus 8 M po HDI
za rok reexcize

MM - maligni melanom; meta - metastdzy; Cl - hodnota dle Clarka, Br - hodnota podle Breslowa; SSM - superficidlné se sSifici melanom;
Nodul - nodularni; LND - disekce lymfatickych uzlin; JT - jaterni testy; HDI - vysokoddvkovany interferon; M - mésice

Tucné vyznaceno b stadium ulcerace.

MM - malignant melanoma; meta - metastasis; Cl -Clark level, Br - Breslow value; SSM - superficial spreading melanoma; Nodul - nodulary; JT - liver function

tests; LND - lymph node dissection; HDI - high-dose interferon; M - month
Stage b ulceration is in bold.
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V 80 % doslo k poklesu MMP-8 po podani HDI, ale jako
tumor supresorové by se toto pozorovani dalo oznacit
pouze v poloviné pripadii (40 %). Tento pokles neni sta-
tisticky signifikantni.

MMP-8 je povazovana za tumor supresor, dala by se for-
mulovat hypotéza o tom, Ze u pacientil s dlouhodobym
CR bude jeji hladina stoupat, ¢i pfi poklesu VECF bude
stoupat. Takovd asociace v nasich vysledcich pozorovana
nebyla. MMP8 klesaji po podani HDI v 76 %, ale nelze
popsat terapeuticky a klinicky dopad tohoto poklesu,
protoze k nému doslo rovnomérné u pacientl s dobrymi
ispatnymi klinickymi vysledky. Dalsich, obsahlejsich
a komplexnéjsich sledovani je tfeba k popsani vztahu
MMP a VEGF a k plnému porozumeéni jejich role v pro-
cesu angiogeneze, imunomodulace, progrese choroby
a metastazovani.

Ve skupiné pacientt, ktefi na lécbu HDI zareagovali
poklesem VEGCF, tento pokles v 80 % korespondoval s po-
klesem hladin MMP-8, coZ nenapliuje predstavu tumor
supresivniho pisobeni MMP-8. Ve skupiné pacientt, kde
hladina VEGF rostla po podani HDI, nebyla pozorovana
zadna asociace mezi hladinami VECF a MMP-8.
Primérné hodnoty MMP-8 v ivodu 1é¢by v nasi studova-
né populaci byly 34,9 pg/ml a na konci 1écby 16,4 pg/ml.
Jednotlivd pozorovani poskytuji ambivalentni vysledky
a statisticky nebyl prokizan zadny trend ke sniZovani
nebo zvysovani hladiny MMP-8 po lécbé HDI.

Souhrnné k vysledkm celé studované skupiny mtizeme
fici, Ze byl statisticky potvrzen trend ke sniZeni hladin
VEGF-A po intravenéznim podani vysokodavkovaného
interferonu alfa-2b. V nasem pozorovani se tento pokles
hladiny VEGF v reakci na HDI jevi pro pacienty prognos-
ticky vyznamnéjsi nez samotnd vstupni hodnota VECF.
Ztejmé je odrazem ,interferovani“ interferont do pro-
cesu angiogeneze a progrese choroby. Vstupni hodnota
VEGF byla v priimeéru vyssi v podskupiné pacientti, ktefi
zareagovali na terapii poklesem a méli dobré dlouhodobé
terapeutické vysledky.

Nezaznamenali jsme cut-off hodnoty VECF, pfi jehoZ
dosazeni ¢i ptekroceni, by pacienti ve svych klinickych
vystupech dopadali hire.

Po podani intravenézniho vysokoddvkovaného interfe-
ronu alfa-2b doslo k poklesu hladiny VECF-A ve vice nez
poloviné lécenych pripadii (66 %), bez ohledu na vstup-
ni stadium malignfho melanomu. Navzdory tomu, Ze
pracujeme s malymi ¢isly a nedosahujeme statistické
signifikance, tento pokles hladiny VECF-A po 1écbé se
jevi prognosticky pozitivné (90 % pacienti, u nichz doslo
k poklesu hladiny VECF-A po podani vysokodavkovaného
interferonu, dosdhlo dlouhodobé kompletni remise).
Tento soubor pacientd predstavuje skupinu, lé¢enou
povétsinou pied érou lécby mutacnimi inhibitory ¢i
blokatory imunologickych checkpointd.

Zaznamenali jsme antiangiogenni potencial interferonu
alfa-2b pii jeho vysokoddvkovaném podani.

DISKUSE

Angiogeneze a imunomodulace jsou komplexnia prova-
zané procesy. VEGF je faktor angiogenni a imunosupre-
sivni. Interferony piisobi antiangiogenné a prolamuji
imunotoleranci. Je jim pfipisovano i pfimé protinadorové
plisobeni. Stoji tedy funkcneé proti sobé. Interferony do-
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kazi inhibovat sekreci VEGF [11]. MMP-8 je povaZovana
za tumor supresor [12].

Maligni melanom, stejné jako vétsina solidnich tumorti,
dokaze integrovat hostitelskou vaskulaturu. Angiogenni
switch je doprovézen overexpresi VEGF. VEGF-A je pova-
Zovan za primarni, piimo pasobici proangiogenni riis-
tovy faktor, ktery si je tumor schopen secernovat k pod-
pofe riistu a invazivity [3]. Tumor rostouci s pfispénim
hostitelské vaskulatury by mél byt od pocatku povazovan
za systémové onemocnéni. Autokrinni VECF-A fizend
zpétna klicka aktivuje VEGFR-1 na nddorovych burikach.
VECF ovliviiuje rozvoj imunosupresniho mikroprostredsi,
funkci T lymfocytt a DC. Transkrip¢ni faktor HIF, akti-
vovany v prostfedi hypoxie, reguluje stovky v burikach
pfitomnych pripravenych gent, zahrnutych v procesech
angiogeneze (geny pro VECF, MMP), glykolyzy a invazivi-
ty. Na aktivaci angiogeneze a imunosupresnich procest
se podili kromé hypoxie i nizké pH a chronickych zanét.
Hlubsi pochopeni vzajemné interakce angiogeneze a re-
gulace imunitnich funkci nam ukaZe nové moznosti
kombinovanych protinadorovych lécebnych postupti
inové biomarkery.

VEGF produkce byla popsdna u fady nadord, a jeho hla-
dina je vyznamneé nizsi u zdravych kontrol [15-17]. Neni
jasné definovany ,cut-off“ normalni a elevované hladiny
VECF, neni ani jednotny materidl odbéru (plazma, sé-
rum) a postup pii odbéru a po ném (pfidani inhibitoru
aktivatoru desticek) [18]. Yuan ve své prici, monitoru-
jici predlécebnou hladinu VECF u MM pacient stadia
IV lé¢enych ipilimumabem, definoval cut-off 43 pg/ml
a vyssi hladiny asociované s krat$im piezivanim [19].
Sabatino definoval cut-off 125 pg/ml pti predikci klinické
odpovédi na IL-2. Pacienti majici v séru vyssi hladinu
VEGF pak prokazovali nedostate¢nou klinickou odpovéd
na lécbu [20]. Podobné pozorovani ve vztahu k HDI jsme
v nadi prici nezaznamenali. V naSem souboru nejvyssi
predlécebna hladina u pacienta, ktery po 1écbé dosahl
dlouhodobé CR, byla 1598 pg/ml (ale zareagoval na lécbu
poklesem hladiny), kdezto pacient, ktery zemtel 3 mésice
po skonceni HDI, mél vstupni hladinu VEGF 325 pg/ml,
ale pfilécbé tato hladina rostla, a zaroven poklesla hladi-
na MMPS8. Primér vstupni hladiny VECF v celém souboru
¢ini 593,5 pg/ml; vztaZeno na pacienty, ktefi dospéli do
dlouhodobé CR, je primeér jejich vstupnich hodnot 609,3
pg/ml. Nezaznamenali jsme cut-off hodnoty VEGF, pii
jejimz dosazeni, ¢i piekroceni, by pacienti ve svych
klinickych vystupech dopadali hiife. V tomto aspektu
se nase pozorovani shoduje s kritiky uzivani VEGF v sou-
vislosti s nddorovou angiogenezi - Niersem et al. [18].
Vysoké hladiny VEGF jsou asociovany s akcentovanou
schopnosti nddoru metastazovat [5, 16, 17, 21-23] a tim
padem se Spatnou prognézou [17, 20, 21, 24-31]. Exprese
VECF vzriista s agresivitou onemocnéni, proto jsou de-
tekovany vyssi hladiny VEGF u pacientl s metastazu-
jicim onemocnénim v porovnani s nemetastazujicim
[15]. Mozillo pozoroval, ze vy$si hladiny VECF v séru jsou
spojeny s DFS u melanomu kiize. Hodnotil 33 pacientd,
median sérové hodnoty VECF v ¢ase diagnézy byl 249 ng/1
(resp. 9-1215). Pacienti s vy$simi sérovymi hodnotami
VEGF méli krat8i DFS (25 vs. 60) [14]. S vy3si hladinou
VEGF se zkracuje DFS a v pfipadé negativniho uzlinového
statusu vysokd hladina VEGF predikuje ¢asnou rekurenci
[16]. V nasi skupiné takovato pozorovani nemame, nic-
méné delsi follow-up to muize odkryt.



Hladiny VECF monitoruji 1é¢ebnou odpovéd a maji kli-
nicky vyznam jak u MM [19], tak u jinych nddort [32].
Demirkesen popsal korelaci mezi angiogenezi a me-
tastazovanim [15]; klinicky vyznam poklesu VECF je ve
shodé s touto korelaci. VEGF podporuje angiogenezi a s
rozvojem angiogeneze jde ruku v ruce metastazovani [23].
Byla pozorovana rovnéz korelace hladin VEGF s rozvojem
mikrometastdz [21]. Cascinu popisuje, Ze VEGF muze
predikovat event-free survival, a byt tak pouZitelnym
rddcem vhodnosti adjuvantni 1é¢by [16]. Fontanini pro-
spektivné hodnotil vypovédni hodnotu VECF jakozto
prognostického indikatoru angiogeneze ve vztahu k cel-
kovému prezivani [25]. Alabi popsal, Ze pfed lécbou jsou
hladiny VEGF asociovany s rozvojem metastaz [22]. V nasi
praci jsme spise pozorovali, Ze pokles hladiny VECF pii
lécbé HDI muze predikovat event-free survival a prognos-
ticky byt ptiznivy, ackoli jsme pracovali s malymi ¢isly.
Yurkovetsky, Kirkwood et al. zaznamenali hladiny VECF
u zdravé kontroly v priméru 76,6 pg/ml (34,9-151,5), u pa-
cienti s MM 215 pg/ml (192,1-783,1). V jejich sledovani
terapie HDI snizuje hladiny VEGF [33]. V nasi skupiné
adjuvantné lé¢enych pacientl byla priimérnd hladina
VEGF vyssi, ale shodné jsme prokazali jeji pokles pri
terapii HDI. Vyznam tohoto poklesu md vztah k RFS.
Pacienti, ktefi odpovédéli na lé¢bu poklesem VEGF,
dosahovali dlouhodobé terapeutické odpovédi, a byli
bez znamek choroby v primeéru 30,8 mésice s follow-up
2 roky. Vysvétleni tohoto terapeutického tuspéchu vni-
mame v komplexnosti role VECF v progresi nadorového
onemocnéni, kterou se terapeutickym zdsahem podarilo
narus§it. VECF hraje zfejmé roli v supresi imunitni odpo-
védi, a moduluje supresivni nastaveni nadorového mi-
kroprosttedi, proto se inhibice VECF jevi jako atraktivni
partner novych imunoterapeutickych postupii (kombi-
nace ipilimumab a bevacizumab, kombinace s blokatory
angiopoetint aj.).

Hladiny cirkulujicich cytokint koreluji s infiltraci nddo-
ru burikami imunitniho systému [34]. Raig et al. popisu-
ji, Ze interferon inhibuje VEGF [11]. Nase pozorovani je
vsouladu s Raigem et al. Také v nasi praci se potvrdilo, ze
sekrece VECF miize byt inhibovana IFN-«, a Ze pacienti,
ktefi na lécbu IFN-a imunoterapii odpovi poklesem sérové
hladiny VECF, maji dlouhy PFS.

V literatufe najdeme ambivalentni vysledky praci
s MMP8 a stejné ambivalentni jsou i vysledky naseho
méfeni. MMP8 je vnimdna jako tumor supresor, ktery
ma i potencidl sniZovat schopnost nddorové kolonie me-
tastazovat [35, 36]. Oproti tomu v praci Lempinena nizké
hladiny MMP-8 korelovali s del$im celkovym pfezivanim
[37]. Vayrynen et al. stanovovali hladinu MMP-8 a podle
jejich vysledktt MMP-8 ma protinadorové ptisobeni, kte-
ré se projevuje ovlivnénim imunitni odpovédi vedouci
k nekréze nadorové tkané [38]. Obdobné postavenou
studii jako nase kohorta publikoval neddvno Vihinen et
al. MMP-8 méf¥il jako prediktor odpovédi na adjuvantni
lé¢bu interferonem u pacientd operovanych pro vysoce
rizikovy kozni melanom stadia IIB-IIIC. U pacientfi s vy-
sokymi pfedlécebnymi hladinami MMP-8 adjuvantni
lécba signifikantné prodlouzila RFS (36,8 vs. 10,6 mésice)
[39]. Takové vysledky z nasi prace neplynou. Role MMP
se zfejmé méni tak, jak se méni nastaveni mikroprostte-
di, a je ovlivnitelna na mnoha frontdch. Nase vysledky
s MMP tak jen dokladaji, Ze jesté mnoho preklinické
prace je potieba na poli MMP i jejich inhibitor, protoze
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invivo neni jasné, na které strané hraji, zda pro/antian-
giogenni, zda rtist nddoru inhibuji, nebo podporuji.
Terapeuticka inhibice VEGF ovliviiuje imunosupresi
také “normalizaci cév”, a cévy normalizujici davky an-
tiangiogennich preparat napomahaji reprogramovani
imunosupresivniho nddorového mikroprostredi a tim
izlepSeni imunitni odpovédi a imunoterapie [40]. Uprava
nastaveni mikroprostfedi, kterou pfinasi antiangiogenni
lécba, vsak nedokaze reaktivovat imunitni odpovéd proti
nadoru. Hovofi se proto o moznostech kombinace antian-
giogennich preparatti a imunoterapie jakozto zptisobu,
jak zvysit efektivitu imunoterapie. Strategie imunotera-
pie se stale vice zaméfuje na piekondvani bariér v TME.
VEGF hraje zfejmeé roli v supresi imunitni odpovédi,
amoduluje nastaveni nddorového mikroprostiedi.
Inhibice VECF se jevi jako atraktivni partner novych
imunoterapeutickych postupl (napf. ipilimumab a be-
vacizumab, kombinace s blokatory angiopoetint aj.).
Antiangiogenni 1écba ani imunoterapeutické postupy
nemaji definovany biomarker nebo prediktor. Jednim
z nejvice a nejdéle diskutovanych prediktort 1écby in-
terferonem je ulcerace nddoru. Ulcerovany melanom je
svébytnou biologickou jednotkou, se §patnou prognézou,
ale vy38im benefitem z podavani interferont, jak plyne
ze dvou retrospektivnich a jedné prospektivni studie
[10]. Kdyz vztahneme vysledky na skupinu ulcerovanych
melanomi z naseho souboru, nelze popsat lepsi vysledky
nad ramec celé skupiny.

Pred pfichodem prelomovych imunoterapeutickych pre-
parati byla angiogeneze jednou z nejsledovanéjsich cest
v patogenezi maligniho melanomu - od neoplastickych
fazi, pres progresi po metastazovani. Nyni za sebou
mame skoro 10 let s cilenymi a imunoterapeutickymi
preparaty ve vyzkumu, v klinice 5 let. Ukazaly se jejich
limity, a prostor pro zkoumani angiogeneze, a zejména
kombinace s imunoterapii a jejirole v rezistenci na imu-
noterapii, se opét otevira (vadjuvantnii paliativni 1é¢bé).
Hodnoceni adjuvantnich studii trva dlouho a na vysledky
probihajicich adjuvantnich studii si budeme muset 5- 10
let pockat. Ale zda se zjevné, Ze lepsi a trvalé vysledky
bude pfinaset kombinovana lécba. I priilomové nové
inhibitory checkpoint@ (anti CTLA-4 a anti-PD proti-
latky) v imunoterapii pracuji pouze na pilifi adaptivni
imunity. Stdle nemdme v klinice preparaty fungujici
na drovni pfirozené imunity. Odstranit imunosupresni
slozky nerovna se nastartovat efektivni protinddorovou
imunitni odpovéd. Optimalni imunoterapeutické rezimy
teprve hledame, ale s urcitosti mtzeme fici, Ze ptichod
imunoterapie zasadné zmeénil lé¢ebnd schémata ivy-
hledy pacientti s malignim melanomem a interferon si
v nich hledd své misto.

ZAVERY

I incipientni stadia malignitho melanomu mohou byt
fatdlni. Klicem neni TNM stadium, ale (angiogenni)
potencidl nadoru stati se systémovou chorobou.

Byl statisticky potvrzen trend ke sniZeni hladin VEGF-A
po intravenéznim podani vysokodavkovaného interfe-
ronu alfa-2b, nehledé na vstupni stadium. Tato reakce
na HDI je zfejmé odrazem ,interferovani® interferont
do procesu angiogeneze a progrese choroby a navzdory
tomu, Ze pracujeme s malymi ¢isly a nedosahujeme
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statistické signifikance, jevi se pro pacienty prognos-
ticky vyznamnéjsi nez samotna vstupni hladina VECF.
Vysokodavkovany interferon alfa-2b ma podle naseho
pozorovani mj. antiangiogenni ptisobeni.

Role MMP-8 zlistava nejasnd. Nase pozorovani poskytuje
ambivalentni vysledky a nenaplriuje pfedstavu tumor
supresivniho pisobeni MMP-8.

Nezname prediktor ani biomarker pro antiangiogenni
lécbu, ani pro imunoterapii. Jejich vstup do klinické
praxe je stile kyZené ocekavan.

Zmény nastaveni nadorového mikroprostfedi mohou
podportit nebo naopak inhibovat angiogenezi a rist sa-
motného nadoru.

Pasobeni IFNs (komunikac¢nich proteint IS) na VEGF
(angiogenni a imunosupresni promotor) a dobré tera-
peutické vysledky pacientti, u kterych se toto piisobeni
projevilo poklesem VEGF, davaji nase vysledky do kon-
textu se soucasnym trendem v preklinickych i klinickych
modelech, Ze angiogeneze jde ruku v ruce s imunosupresi
jakozto jeden z mechanismi uniku imunitnimu dohle-
du. Kombinace antiangiogenni lécby s imunoterapeutic-
kymi metodami, kterd vyuziva jejich synergistického pt-
sobeni, je cestou k pfekondani jejich soucasnych limita.
Optimalni imunoterapeutické rezimy hledame.
Imunoterapie zdsadné zmeénila lé¢ebna schémata ivy-
hledy pacientti s malignim melanomem a interferony
iantiangiogenni preparaty si hledaji své misto v kom-
binovanych schématech.

Pouzité zkratky:

CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

DC dendritické bunky

EORTC European Organisation for Research and Treat-
ment of Cancer

HDI high dose interferon (vysokodavkovany interferon)
HIF hypoxii inducibilni transkripéni faktor

IRF interferonem regulovany transkripéni faktor
ISGs interferonem stimulované geny

MDSCs myeloid derived supressor cells

MM maligni melanom

MMP  matrixmetaloproteinazy

NF-«kB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells

PHIP  pleckstrin homology domain-interacting protein

PD receptor programované bunécné smrti

STAT  signal transducer and transcription activator

TAMs makrofagy asociované s tumorem

TECs  tumor endothelial cells (endotelie nadorovych cév)

T-ly T lymfocyty

TNF/R  tumor necrosis factor/receptor

Tregs  regulacniT lymfocyty

VEGF/R vaskuldrni endotelovy ristovy faktor/receptor

WNT  Wingless/Int-1 (signaliza¢ni drdha)
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