Univerzita Karlova v Praze 1. lékarska fakulta

Studijni program: Biomedicina

Studijni obor: Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka

UNIVERZITA KARLOVA

1. lékaFska fakulta

MUDr. Martin Kuchar

Patofyziologie nadorového mikroprostiedi karcinomi slinnych zlaz

Pathophysiology of the tumor microenvironment of the salivary gland cancers

Disertacni prace

Skolitel: MUDr. Ji¥i Sk¥ivan, CSc.

Praha 2023



OBSAH

U1V 0] 0 OO 10
2 KARCINOMY SLINNYCH ZLAZ .......oeoeeveeeieeeeeeceeeeeteeeeee sttt s s st es s st seseses s asasaesesesenanans 12
2A EPIDEMIOLOGIE KARCINOMU SLINNYCH ZLAZ........oeevveecieeeeeeeeeee e 12
2B HISTOLOGIE KARCINOMU SLINNYCH ZLAZ.......oouceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
3 DIAGNOSTIKA A LECBA KARCINOMU SLINNYCH ZLAZ .......ooeeeveceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ses s 16
3A MOLEKULARNI IMARKERY ......covviieecaeteteteteeesecaetetesesessasaese st sesasaeae st esss s ssassesesesessassssesesesesasansesens 16
3B CHIRURGICKA LECBA ...ttt ettt s st seses s anas st s s s nanaeans 16
BC RADIOTERAPIE.......oeeeeeeeceeeeeeete e tets et sas et s et s st es s s st sa et s s s s et sas s et s se s sana et s sesesesaesensssesananes 17
3D CHEMOTERAPIE ...ttt ettt ae s en s st st s s s et sass e s s aesasanaesnsesesensesassssesananes 19
3E BIOLOGICKA LECBA ...ttt ettt s sttt s s s st s s s sseses s s s anssaetesessananaesns 20
3F IMUNOTERAPIE NADOROVYCH ONEMOCNENI ......oveeiectetereieecceeee ettt eae e aens 22
4 NADOROVE MIKROPROSTREDI ....cvvvveiecececteteteeeeeeete et sessae et es s sae et ses s st s s s s asaesetesesesnanaesens 24
AA TUMOR INFILTRUJICT IMUNITNI BUNKY ..ottt sae e aens 24
4B VYZNAM TICS PRO PROGNOZU A TERAPI ...cvoveeveeceeteeete e tesesaesessse st esaesssssas s s s s snannns 25

4C IMUNOSUPRESIVNi NADOROVE MIKROPROSTREDI A MECHANISMY UNIKU NADOROVE BUNKY .29

AD DETAILNI MAPOVANI BUNEK NADOROVEHO MIKROPROSTREDI .......coovveeecrerevereecceeieeresesenenaenes 30

AE ZAVERY LITERARNICH UDAJU ...ttt esas st an st s s 33
S HYPOTEZA. ..ottt ettt ettt ettt e st et ettt as st et e bt e s s as e et et s s s snset et e s s s anasaetesesesnnnas 35
B CILE PRACE .......oieiecectete ettt ettt ettt s et ettt s et et et e s s as s ae b e s s es s ss s et et es s s nssaesesesesnanas 35
7 MATERIAL A IMETODY .....ouvuivieieeiiiceesceste sttt s st b s ssa e s e s s s s s s sas s s s s b sssaessssssesnaesnans 36
B VYSLEDKY ..ocvuievieietiecee ettt sttt ae s a e s s b s st bt b e e b s s bt et b s b e b bt b bt s st s et saes 40
O DISKUZE ..ottt e sae e ae s st s s s st s s st et s s et s e s e et esss s et s ssa s s s sesessssesnsetaseraesesasansanassenans 60
DO ZAVER ..ottt ettt ettt et b et et ettt s s e e ettt s b s et et et et s s s aete st nas 64
11 POUZITA LITERATURA. .....ootieteeteieeete ettt ae st bbb a b ae s a et s st s st bbb st s s s 66



Prohlasuji, Zze jsem zavéreCnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem fadné uvedl a
citoval vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasné prohlasuji, Ze prace nebyla

vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databazi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za uCelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifika&nich praci.

V Praze, 23. 9. 2023

MARTIN KUCHAR



Identifikaéni zaznam:

Kuchaf, Martin. Patofyziologie nadorového mikroprostfedi karcinomd slinnych Zlaz.
[Pathophysiology of the tumor microenvironment of the salivary gland cancers]. Praha,
2023. 73 stran, 6 priloh. Dizertacni prace. Univerzita Karlova, 1. |ékarska fakulta,
Fyziologicky Ustav. Skolitel MUDr. Jifi Skfivan, CSc.

Klicova slova:

karcinomy slinnych Zlaz, nadorové mikroprostiedi, tumor infiltrujici imunitni buriky,
imunoterapie, inhibitory kontrolnich bodd imunitni reakce, PD-1, PD-L1, Fas receptor,

Fas ligand, apoptéza, peritumoralni tkan, nadorové centrum

Key words:

salivary gland carcinomas, tumor microenvironment, tumor infiltrating immune cells,
immunotherapy, check-point inhibitors, PD-1, PD-L1, Fas receptor, Fas ligand,

apoptosis, peritumoral tissue, tumor center



SEZNAM ZKRATEK

5-FU 5-fluorouracil

ACT adaptive cell therapy / adaptivni bunécna terapie

AdCC Adenoid Cystic Carcinoma / adenoidné cysticky karcinom

B-ALL akutni lymfaticka leukémie z B bunék

CAP rezim chemoterapie cyklofosfamid, doxorubicin, cisplatina

CART T cell chimeric antigen receptors therapy / terapie pomoci chimérnich
antigennich receptord T bunék

Cdk cyclin dependentni kinaza

CRC colorectal cancer / kolorektalni karcinom

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 / cytotoxicky antigen T-lymfocyta 4

DED death-effector domain / doména efektoru smrti

DFS disease free survival / pfeziti bez nemoci

DISC death-inducing signaling complex / smrt indukujici signalni komplex

EGFR epidermal growth factor receptor / receptor epidermalniho ristového
faktoru

FADD Fas-associated death domain / doména smrti asociovana s Fas

FFPE formalin-fixed paraffin embedded / fixované formalinem zalité v parafinu

FLICE FADD-like interleukin-1 beta-converting enzyme

FoxO1 forkhead box protein O1 / transkrip¢ni faktor

FoxP3+ forkead box P3+ / transkrip&ni faktor

HCC hepatocellular carcinoma / hepatocelularni karcinom

HER2 humanni epidermalni receptor 2

HPF high power field / vysoce vykonné pole (obrazu)

ICI immune check-point inhibitor / inhibitory imunitnich kontrolnich bodu

IFN interferon

IHC immunohistochemistry / imunohistochemie

IL-2 interleukin 2


https://cs.wikipedia.org/wiki/Interferon

Ki-67 jaderny protein asociovany s bunécnou proliferaci a rRNA transkripci
(protilatka Kiel klon 67)

LN lymph node / mizni uzlina

MAP mitogen-activated protein kinase / mitogenem aktivovana proteinkinaza

MASC mammary analogue secretory carcinoma / mamarnimu analogicky
sekrecni karcinom

MDSC myeloid-derived suppressor cells / myeloidni supresorové buriky

MEC mucoepidermoid carcinoma / mukoepidermoidni karcinom

MFS metastasis-free survival / pfeziti bez metastaz

MHC major histocompatibility complex / hlavni histokompatibilni komplex

N/A not applicable / nepouzitelny

NK natural killer / pfirozeny zabije¢

NOS not otherwise specified / blize nespecifikovany

NPC nasopharyngeal carcinoma / karcinom nosohltanu

NSCLC non-small-cell lung cancer / nemalobunécny karcinom plic

OR) overall survival / celkové preziti

PCNA proliferating cell nuclear antigen / jaderny antigen proliferujicich bunék

PD-1 programmed cell death protein 1 / protein programované bunécné smrti

PD-L1 programmed cell death protein ligand 1 / ligand proteinu PD-1

PD-L2 programmed cell death protein ligand 2 / ligand proteinu PD-2

PI3K phosphatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaza

RFS relapse-free survival / preziti bez relapsu

RT radioterapie

SCC squamous cell carcinoma / dlazdicobubé&¢ny karcinom

SEM standard error of the mean / standardni odchylka priméru

SGC salivary gland carcinoma / karcinom slinné Zlazy

SPSS statistical package for the social sciences / statisticky software firmy IBM

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 / transkrip¢ni faktor

TCR T-cell receptor / T bunécny receptor (T lymfocyt()
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TIL

TME
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TNM

TP53
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WHO

transforming growth factor 8 / transformuijici ristovy faktor beta
tumor infiltrating immune cells / imunitni buriky infiltrujici tumor

tumor infiltrating lymphocytes / tumor infiltrujici lymfocyty

tumor microenvironment / nadorové mikroprostfedi

tumor necrosis factor receptor / receptor tumor nekrotizujiciho faktoru
tumor Node Metastasis classification / klasifikace malignich tumor(
tumor protein 53 / tumor supresorovy gen

tumor proportion score / nadorové proporcni skére

Union for International Cancer Control / American Joint Committee on
Cancer

World Health Organization / Mezinarodni zdravotnicka organizace
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Abstrakt

Moznosti |é€by karcinomU slinnych zlaz (SGC), obzvlasté pokrocilych, jsou omezené.
Velky pokrok a zménu v [é€bé zhoubnych nadoru pfinesla imunoterapie, zejména terapie
inhibitory imunitnich kontrolnich bodd — immune check-point inhibitors (ICI). Efekt a
reakce na imunoterapii pomoci ICl je z velké Casti fizena charakteristikami imunitnich
bunék v nadorové tkani a jak se ukazuje také v peritumoralni tkani. Provedli jsme
imunohistochemickou analyzu exprese imunitnich kontrolnich bodd proteinu PD-1 a
ligandu PD-L1 na povrchu nadorovych bunék i nador infiltrujicich imunitnich bunék
(tumor infiltrating immune cells TIIC) ve vzorcich salivarnich karcinomi oddélené v jejich
sttedu a na jejich periferii. Kromé vySe uvedeného stale vétSi mnozstvi dikazul
naznacuje, ze odolnost vUci ICI terapii je modulovana interakci Fas receporu (CD95) a
Fas ligandu (FasL, CD178) mezi nadorovymi burikami a imunitnimi bufikami. Rozhodli
jsme se proto prozkoumat expresi a interakci Fas-FasL mezi nadorovymi bufkami a
imunitnimi bufikami infiltrujicimi nador v jeho stfedu a v peritumoralni oblasti vzorku
salivarnich karcinomu. Diferencialni hodnoceni centra nadoru a periferie nadoru napfic
raznymi histologickymi podtypy SGC odhalily roli perifernich TIIC a nadorovych bunék v
pochopeni faktoru, které ur€uji zavaznost onemocnéni. Exprese PD-1 v perifernich TIIC
SGC potvrdila potencial imunoterapie pomoci inhibitor( imunitnich kontrolnich bodd u
pacientl s karcinomy slinnych zlaz. Exprese PD-L1 v perifernich nadorovych burikach
SGC vykazovaly vyznamnou souvislost se zavaznosti onemocnéni. NaSe zjisténi
ukazuiji, ze periferie nadorid SGC by mohla pfedstavovat vhodnou biomarkerovou oblast
pro hodnoceni zavaznosti SGC a vhodnou oblast pro studium vzajemnych interakci mezi
nadorem a imunitnim systémem. Dale analyza exprese Fas receptoru a Fas ligandu
ukazuji, Zze se interakce Fas-FasL na periférii karcinomu slinnych Zlaz nabizi jako
uziteCny novy prediktor zavaznosti onemocnéni a odpovédi na imunoterapii. Ziskana
data dale naznacuji, ze bunky karcinomu slinnych Zlaz jsou odolné vuci apoptdze
spousténé Fas ligandem imunitnich bunék, a navic mohou v nadorech vysSich stadii
naopak vyuzivat Fas ligand k eliminaci imunitnich bunék, podilet se tim na uniku nadoru

imunitni odpovédi a zprostifedkovat dale odolnost vici imunoterapii.



Abstract

Treatment options for salivary gland carcinomas (SGC), especially advanced ones, are
limited. Immunotherapy, particularly therapy with immune checkpoint inhibitors (ICl), has
brought significant progress and change in the treatment of malignant tumors. The effect
and response to immunotherapy using ICI are largely driven by the characteristics of
immune cells in the tumor tissue and, as it turns out, also in the peritumoral tissue. We
conducted an immunohistochemical analysis of the expression of the immune
checkpoint protein PD-1 and its ligand PD-L1 on the surface of tumor cells as well as
tumor-infiltrating immune cells (TIIC) in samples of salivary carcinomas, separately in
their centre and at their periphery. In addition to the above, an increasing amount of
evidence suggests that resistance to ICl therapy is modulated by the interaction of the
Fas receptor (CD95) and Fas ligand (FasL, CD178) between tumor cells and immune
cells. We therefore decided to explore the expression and interaction of Fas-FasL
between tumor cells and tumor-infiltrating immune cells in the centre of the tumor and in
the peritumoral area of salivary carcinoma samples. Differential evaluation of the tumor
centre and tumor periphery across various histological subtypes of SGC revealed the
role of peripheral TIICs and tumor cells in understanding the factors that determine the
severity of the disease. Expression of PD-1 in peripheral TlICs of SGC confirmed the
potential of immunotherapy using checkpoint inhibitors in patients with salivary gland
carcinomas. Expression of PD-L1 in peripheral tumor cells of SGC showed a significant
correlation with disease severity. Our findings suggest that the periphery of SGC tumors
might represent a suitable biomarker area for assessing the severity of SGC and a
suitable area for studying the mutual interactions between the tumor and the immune
system. Furthermore, the analysis of the expression of the Fas receptor and Fas ligand
shows that the Fas-FasL interaction on the periphery of salivary gland carcinomas
presents as a useful new predictor of disease severity and response to immunotherapy.
The acquired data further suggests that salivary gland carcinoma cells are resistant to
apoptosis triggered by the immune cell's Fas ligand and, in higher stage tumors, may
instead utilize the Fas ligand to eliminate immune cells, contributing to tumor evasion of

immune response and further mediating resistance to immunotherapy.



1 UVOD

Primarni nadory slinnych Zlaz (salivary gland cancer SGC) jsou vzacné a velmi
heterogenni malignity lokalizované v oblasti hlavy a krku [1]. SGCs jsou jednim s
nejrozmanitéjSim druhd humannich malignich nadord, s vice nez 20 histologickymi
podtypy [1, 2]. Metodou volby v 1éCbé resekovatelnych SGCs je chirurgicky vykon [2],
pficemz pravé extrémni heterogenita si Zada osobity pfistup k jednotlivym subtypam [3].
Pfes veSkerou snahu dospéje velké mnozstvi pacientll s SGCs k lokoregionalni recidivé
[4]. Cetnost recidiv zavisi na histologickém podtypu, stupni diferenciace nadoru a stadiu
nadoru a je hlasena u 15-80% pacientt béhem 5 let po operaci [4]. U neresekovatelnych
SGCs jsou moznostmi léCby chemoradioterapie nebo cilena terapie. Jako jediné
moznosti jsou tyto dvé alternativy Casto pouzivany, ale jsou jen omezené ucinné [2, 4,

5]. Pétileté preziti u jedincu s recidivujicimi high grade SGC je méné nez 35% [4].

V posledni dobé byla vyvinuta fada novych imunoterapeutickych a cilenych
terapeutickych strateqii, které se zavadéji do klinické praxe pro léCbu pokroCilych a

metastatickych nador [6, 7].

Aktualné se rozsSifuje moznost imunoterapie, ktera se u mnoha typ nadoru jiz
stala prvni volbou lé¢by [8-10][6-8]. U&innost imunoterapie se li§i mezi rdznymi typy
nadorl a dokonce v ramci skupiny nadora stejného typu [11]. Proto hlavni vyzvou
vyzkumu v oblasti imunoterapie neni pouze spravné identifikovat pacienty, ktefi na ni
budou reagovat [11], ale také identifikovat molekularni mechanismy, které by mohly byt
pouzity k prekonani odolnosti vici imunoterapii [12-14]. K tomu je dulezité pochopit
molekularni interakce mezi nadorovymi a imunitnimi bufkami v konkrétnich stadiich

onemocnéni v jednotlivych nadorech.

U SGC predchozi studie odhalily nové cesty k cilené terapii identifikaci
nejbéznéjsich a klinicky relevantnich genetickych aberaci, jako je gen TP53, cyklinova
draha, nebo zmény drahy PI3K [15, 16]. Mezi imunoterapeutickymi strategiemi
predstavuji inhibitory kontrolnich bodu hlavni pralom v 1éEbé téchto nadord [7][9].
NeslibnéjSich vysledkl bylo dosazeno s inhibitory imunitniho kontrolniho bodu (ICI)

zacilenych na cytotoxicky protein 4 spojeny s T-lymfocyty (CTLA-4) (ipilimumab,
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tremelimumab), programovanou bunéénou smrt (PD)-1 (nivolumab, pembrolizumab a
cemiplimab) a PD-ligand 1 (PD-L1) (atezolizumab, avelumab a durvalumab) [17].
Soucasné studie se vétSinou zaméfuji na CTLA-4 inhibitory kontrolnich bodu, vyjimecné
na PD-1/PD-L1 inhibitory [18, 19]. Nicméné tato terapie u SGCs neukazala lepSi
vysledky nez chemoterapie [5]. Pfestoze ICI zpusobily revoluci v [é€bé zhoubnych
nadorl, vyznamné procento onemocnéni zlstava rezistentnich vi&i imunoterapii. Tato
rezistence je zpusobena mnoha mechanismy, v€etné nizké infiltrace imunitnimi burikami
infiltrujicimi nador (tumor infiltrating immune cell TIIC) nebo omezené exprese

kontrolnich molekul a jejich ligandl v nadorovych burikach a/nebo TIIC [14, 20].

Stale vétSi mnozstvi dikazl naznacuje, ze odolnost vici checkpoint inhibitor
terapii je modulovana interakci Fas receptor (Fas, CD95) - Fas ligand (FasL, CD178)
mezi nadorovymi bunfikami a imunitnimi burfikami [21, 22]. Spojeni FasL s receptorem
Fas slouzi jako mechanismus indukujici apoptézu, ktery pouzivaji jak CD8+ T bunky, tak
buriky NK k eliminaci transformovanych neoplastickych bunék [23]. Tento mechanismus
vSak byl také uspésné vyuzit nadorovymi bufikami a tumor infiltrujicimi myeloidnimi
supresorovymi bufikami (MDSCs) k protiutoku na imunitni bunky infiltrujici nador (TIICs)
[21]. Neni znamo, zda interakce Fas-FasL muaze byt vyuzita SGCs jako mechanismus
odolnosti va&i imunitnimu systému nebo zda hraje roli v odolnosti vuéi checkpoint

inhibitor terapii.
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2 KARCINOMY SLINNYCH ZLAZ

2A EPIDEMIOLOGIE KARCINOMU SLINNYCH ZLAZ

Maligni novotvary slinnych zZlaz jsou relativné vzacné onemocnéni. Predstavu;ji
priblizné 3 % vSech malignit hlavy a krku. Vznikaji ve velkych slinnych Zlazach, tedy
priusni, podcelistni a podjazykové zZlaze a v malych slinnych zlazach horni Casti
dychaciho a zaZivaciho traktu. [24] [25] Mezi vS8emi malignimi nadory tvofi asi 0,5%
onemocnéni. Incidence vSech nadoru slinnych Zlaz se pohybuje kolem 5 pfipadl na
100 000 obyvatel, incidence malignich nadort slinnych zlaz je pfiblizné 1,3 pfipadl na
100 000 obyvatel ro¢né. [26] Pomér mezi diagnostikovanymi muzi a Zenami je asi
1,6:1. Vyskyt malignit slinnych Zlaz stoupa ve vysSich decéniich s maximem mezi 60-
70 rokem véku, kdy je incidence prfes 7 pfipadt na 100 000 obyvatel. [2] V détském
véku se projevi méné nez 5 % vSech nadoru slinnych Zlaz, pokud jsou vSak
diagnostikovany, je pravdépodobnost, Ze jde o maligni nador, mnohem vyssi, nez u
dospélych. (2) Celkové desetileté preziti u pacientd s malignitami slinnych zlaz se
pohybuje mezi 47-74 %. Celkové pétileté preZiti pacientu s rekurentnim onemocnénim
nepfesahuje 20 %. [2, 27].

Maligni nadory slinnych zlaz jsou navic velmi pestrou paletou histologickych typ
s rliznorodym biologickym chovanim. Klasifikace Svétové zdravotnické organizace
(WHO) udava vice nez 30 histologickych podtypu nadoru slinnych zlaz, dvacet Ctyfi z
nich je hodnoceno jako maligni. [28] Ze vSech slinnych novotvaru, jak benignich, tak
malignich, se vétSina vyskytuje v pfiusni zlaze a nejméné nadoru postihuje sublingualni
Zlazu. Zajimava nepfima umérnost existuje mezi celkovym vyskytem novotvaru
v jednotlivych lokalizacich a procentem zastoupeni malignit v téchto lokalizacich. V
prehledu 2410 pripadl nadort slinnych zlaz bylo 73 % diagnostikovano v pfiusni zlaze
a pouze 15 % z nich bylo malignich. Na druhé strané nadory malych slinnych Zlaz
predstavovaly pouze 14 % z celkového podtu pfipadd, ale 46 % bylo malignich. Podobné
nadory submandibularni zlazy predstavovaly 11 % pfipadl a 37 % bylo malignich,
nadory podjazykové Zlazy pfedstavovaly pouze 0,3 % a 86 % z nich bylo malignich. [29]

Frekvence ruznych histologickych typa karcinomu slinnych Zlaz (salivary gland
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carcinoma SGC) se také lidi v zavislosti na misté vyskytu. Rada studii ukazala, Ze
nejCastéjSi primarni malignitou ve slinnych zlazach je mukoepidermoidni karcinom
(mucoepidermoid carcinoma MEC). [2, 24, 27] V jednom z nejvétSich pfehledd novotvart
slinnych Zzlaz, celkem 2807 pacientlu, zkoumal Spiro 278 pfipadu malignich nador
slinnych Zlaz a uvadi, ze 34 % tvofil mukoepidermoidni karcinom. DalSim nejCastéjSim
typem byl adenoidné cysticky karcinom (22 %), nasledovany adenokarcinomem blize
nespecifikovanym (18 %), dale maligni smiSeny nador (13%), acinocelularni karcinom
(7 %) a dlazdicovy karcinom (4%). Pokud zohlednime lokalizaci, mukoepidermoidni
karcinom byl nejCastéjSi malignitou pfiusni zlazy, adenoidné cysticky karcinom byl
nejCastéjSi u submandibularnich Zlaz a malych slinnych zlaz. [24] Relativni vzacnost
téchto malignit a pestra Skala histologickych typu komplikuje jejich vyzkum a
standardizaci terapeutickych postupl. Absolutni vétSina poznatkl o jejich klinickém

chovani a vysledcich léCby je zaloZena na retrospektivnich studiich.

Ke zhodnoceni zavaznosti onemocnéni a dalSiho osudu pacientlt s karcinomy
slinnych zlaz bylo navrzeno nékolik klinickych charakteristik primarniho nadoru. Jako
zakladni parametr hodnotime stadium tumoru (T), které bere v uvahu jak velikost tumoru,
tak pfitomnost extraglandularniho postiZeni, infiltraci okolnich struktur a postiZeni licniho
nervu. [30] Byla prokazana souvislost stadia tumoru s vyskytem metastaz a Spatnou
prognozou pacientu. [31] Sou€asné i lokalizace primarniho nadoru souvisi s prezitim. U
pacientl s malignimi tumory submandibularnich a sublingualnich zlaz pozorujeme
Castéji metastazovani a horsi preziti nez u pacientd s malignimi tumory pfiusni zlazy.
[32] V multivariaCni analyze provedené Terhaardem byl pokroCily vék nezavislym
prediktorem nizkého celkového preziti a muzské pohlavi bylo spojeno s 0 17 % vy3Sim
rizikem vzdalenych metastaz. [31] O’Brien a kolegové uvadéji, Ze pacienti ve véku 60 let
a vice méli vyznamné kratSi pFeziti oproti niz§im vékovym kategoriim, pohlavi ovSem
nepredstavuje vyznamny faktor pro prognézu. [33] Jako dalSi prognostické faktory byly
ve studiich navrzeny dysfunkce licniho nervu a bolestivost nadoru v dobé diagndzy.
V Terhaardové studii byla paréza licniho nervu nezavislym prediktorem neuspésné
regionalni kontroly s relativnim rizikem 6,1. [31] Podobné v multivariaéni analyze
provedené Northem paréza licniho nervu predikovala Spatny vysledek s 3letym pfezitim

bez relapsu pouze 13 %. [34] Kromé souvislosti s nizkym prezitim se ukazalo, ze
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postizeni licniho nervu je vysoce prediktivni pro metastazy v lymfatickych uzlinach. [32]

Stav krénich lymfatickych uzlin je dulezitym prognostickym faktorem karcinomu
slinnych Zlaz. Dlouhodobé studie potvrzuji snizené preziti u pacientd s regionalni kréni
lymfatickou metastazou v dobé diagndzy a pétileta mira preziti byla signifikantné odliSna
s metastazami do cervikalnich lymfatickych uzlin a bez nich - 44-48 % vs. 73-77 %. [35,
36]

2B HISTOLOGIE KARCINOMU SLINNYCH ZLAZ

Karcinomd slinnych Zlaz je popisovano 24 druhu. Jednotlivé typy malignit
slinnych Zlaz Ize rozdélit do skupin s relativné pfiznivou prognézou, nebo s nepfiznivym
biologickym chovanim a nepfiznivou prognézou. Parametr, ktery tento fakt nejlépe
popisuje je histopatologicky stupen diferenciace, resp. dediferenciace, tedy grading
nadoru. Grading (stupnovani) zhoubnych nadort odkazuje na hodnoceni abnormality
nadorovych bunék ve vztahu k normalnim bunkam. Pomaha predikovat agresivitu
nadoru, rychlost rastu a Sifeni a také navrhovat vhodné |é¢ebné metody. Nadory méné
dediferencované, dobfe diferencované, oznacujeme jako low grade nadory, nadory
s vysokym stupném dediferenciace, Spatné diferencované, oznacujeme jako high grade

nadory.

Nékteré histologické typy patfi ze své podstaty mezi high grade nebo low grade
nadory; napriklad salivarni duktalni karcinom je malignitou vysokého stupné, zatimco
low grade polymorfni adenokarcinom je nadorem nizkého stupné. Je dalezité zminit, ze
termin high grade nador se v literatufe pouziva k oznaceni jak high grade histologickych
typu, obecné povazovanych za high grade nadory, tak je pouzivan pro high grade
subtypy urcitych druhtd malignit, nejCastéji mukoepidermoidniho karcinomu MEC a
adenokarcinomu bliZze nespecifikovaného (not otherwise specified NOS). Z hlediska
histopatologického stupné, za maligni nadory high grade se povazuje SCC,
nediferencovany karcinom, MEC vysokého stupné, karcinom z pleomorfniho adenomu
a salivarni duktalni karcinom. [37, 38] Nadory nizkého stupné malignity zahrnuji
mukoepidermoidni karcinom nizkého stupné, adenokarcinom z bazalnich bunék,

mucin6zni adenokarcinom a papilarni cystadenokarcinom. V multivariacni analyze 470
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malignich nadort velkych slinnych Zlaz bylo prokazano, Ze histologicky stupen je
nezavislym prognostickym faktorem preziti. [37] Toto bylo potvrzeno v dalSim
retrospektivnim prehledu Chena a kolegu u 207 pacientt s karcinomy velkych slinnych
Zlaz, ktefi byli IéCeni pouze chirurgickym vykonem. V této studii bylo také zjisténo, ze
vysoky grade je nezavislym prediktorem lokoregionalni recidivy. [27] Pokud zvazujeme
jednotlivé histologickeé typy karcinomu slinnych Zlaz samostatné, grading subtypu také
vysoce koreluje s léCebnym vysledkem. V pfehledu 108 pacientd s MEC velkych a
malych slinnych zlaz byla diagn6éza high grade subtypu nadorl spojena s vyznamné
snizenou pétiletou mirou preziti specifického pro onemocnéni (22,5 %) ve srovnani s
nadory nizkého stupné (97 %, P <0,0001). [39] Podobné analyza 60 pacientd s MEC
ukazala, ze pacienti s nadory nizkého stupné maji vyznamné lepSi pfeziti, nez pacienti

s nadory stfedniho nebo vysokého stupné. [40]

Specificky je pfipad adenoidné cystickych karcinomu slinnych zlaz AdCC. Ackoli
AdCC maji jeden z nejriznorodéjSich histologickych fenotypu (tubularni vs. kribriformni
vs. solidni), ktery umozfiuje snadnéjsSi vnitrodruhovou klasifikaci, existuji velké
pochybnosti ohledné uzite€nosti stanoveni histopatologického stupné nadoru pfi predikci
progndzy pacientl s touto malignitou. [2] Ukazuje se, Ze je to lokalni tkafiova invaze, bez
ohledu na histologicky subtyp, ktera pfedznamenava horsi klinicky vysledek IéCby. Bylo
zjiSténo, Ze perineuralni invaze a perineuralni Sifeni je prediktorem agresivnéjsiho
chovani nadord. V multivariaCni analyze Terhaarda a kolegu byla perineuralni invaze
nezavislym prognostickym faktorem spojenym s rizikem vzdalenych metastaz (relativni
riziko 2,2). [31] Bylo také prokazano, ze mistni infiltrace kosténych struktur je nezavislym
faktorem spojenym se zvySenym rizikem lokalni recidivy a kratSim celkovym prezitim.
[31, 41] Pochopitelné i pfitomnost pozitivnich chirurgickych okrajl byla spojena s horSim
klinickym vysledkem. Therkildsen a kolegové zjistili, Ze tato proménna nezavisle koreluje

s horsi lokoregionalni kontrolou a niz§i mirou pfeziti pacientd. [42]
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3 DIAGNOSTIKA A LECBA KARCINOMU SLINNYCH ZLAZ

3A MOLEKULARN{ MARKERY

Tak jako u jinych nadord, jeden z trendu v diagnostice a |é€bé nadora slinnych
Zlaz sméfuje Kk identifikaci molekularnich markerd specifickych pro jednotlivé typy
nadorll. Bylo popsano nékolik translokaci a chromozomovych zlomu, které jsou
specifické pro jednotlivé nadory, zejména pro mukoepidermoidni karcinom, adenoidné
cysticky karcinom a salivarni analog mamarniho sekreéni karcinomu. Sir§i vyuZiti pro
diagnostiku Ci IéCbu zatim nemaji. Uzite€nymi prognostickymi markery pro pacienty se
zhoubnymi nadory slinnych Zlaz jsou markery bunécné proliferace. Studie, které se
zabyvaly proliferacni frakci v nadorech slinnych Zlaz prokazaly souvislost mezi
proliferaCni aktivitou a pfezitim. [43] Dva z nejCastéji studovanych markeru proliferace
jsou jaderny antigen proliferujicich bunék a Ki-67. Ukazalo se, Ze exprese jaderného
antigenu proliferujicich bunék (proliferating cell nuclear antigen) PCNA a Ki-67 v
nadorovych burnkach koreluje s vy$Sim histopatologickym stupném a kratSim pfezitim u
pacientd s AdCC a MEC. [44, 45] Obecné je Ki-67 povazovan za presnéjSi ukazatel
proliferani aktivity bunék, protoze ma kratSi poloCas a vykazuje specifictéjsi barveni. U
mukoepidermoidniho karcinomu bylo prokazano, Zze nadory s vysokou expresi Ki-67 a
nizkou expresi p27 — inhibitor cyklin-dependentni kinazy bunécného cyklu, jehoz

pusobeni zpomaluje bunéény cyklus ve fazi G1, maiji horsi prognézu. [46]

3B CHIRURGICKA LECBA

Jednoznacénou prvni volbou v terapii karcinomu slinnych Zlaz je chirurgicka
léCba. Tyto nadory jsou povazovany za chemo- i radiorezistentni, tedy konvencni
onkologické rezimy, radioterapie a chemoterapie, maji nizkou uc€innost a jsou spojeny
se zavaznymi nezadoucimi ucinky. [47, 48] Zatimco €asna stadia SGC mohou byt uc¢inné
léCena chirurgickym zakrokem samostatné, ve vysSich stadiich chirurgickou Ié€bou v
kombinaci s adjuvantni radioterapii, pacienti s inoperabilnimi, recidivujicimi, nebo
generalizovanymi onemocnénimi maji omezené moznosti &by a tudiz nepfiznivou

prognozu. [47, 48]
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Pro rozsah chirurgického vykonu plati: kompletni odstranéni postizené Zlazy, v
pfipadé extraglandularniho Sifeni nadoru radikalni zakrok s lemem okolni zdravé tkané
zhruba 1 cm. V pfipadé postiZzeni regionalnich krénich lymfatickych uzlin je indikovana
kompletni stejnostranna lymfadenektomie. U operaci pfiusni zlazy je u malignich nador(

vzdy otazkou moznost uchovani licniho nervu a vychazi z perioperaéniho nalezu. [25]

Studie srovnavajici pétileté celkové preziti a pétileté preziti bez recidivy
onemocnéni u pacientt Ié€enych chirurgicky, nebo jinymi modalitami bez chirurgického
vykonu, uvadi u chirurgické skupiny celkové preziti 87,5 % a preziti bez recidivy
onemocnéni 68,6 %, zatimco v nechirurgické skupiné je to 47,9 % a 0 %. MultivariaCni
analyza potvrdila, Ze chirurgicka IéCba je jediny nezavisly faktor ovliviujici pfezivani bez
recidivy nemoci (P=0,015) a jeden z faktoru, ovliviiujicich celkové pétileté preziti
(P=0,024). [49] Stejné tak je zasadni vyznam chirurgie i jako zachranné 1éCby pfi recidivé
onemocnéni. U pacientl s recidivou karcinomu slinnych Zlaz je v pfipadé provedeni
chirurgického vykonu udavan median pfeziti 90 mésicu, ve skupiné, u které nebyl

proveden chirurgicky vykon, pouze 14,7 mésicu. [50]

3C RADIOTERAPIE
Primarni nador

Obecné se da fici, ze pouziti pooperacni radioterapie (RT) zlepSuje miru
lokoregionalni kontroly po resekci malignit slinnych Zlaz. Multivariacni analyzou 140
pacientd s adenoidné cystickym karcinomem Chen a kolegové zjistili, Ze vynechani
pooperacni RT bylo nezavislym prediktorem lokalni recidivy s pomérem rizika 5,82 proti
kontrolni skupiné (P=0,002). [51] Pomoci retrospektivnich studii byly vytipovany
parametry pro indikaci adjuvantni radioterapie snizujici vyskyt lokoregionalni recidiv.
Mezi tyto parametry patfi nadory v pokrocilém stadiu, pfitomnost pozitivnich okraju po
resekci, nadory vysokého stupné malignity, rizikové histologické perineuralni Sifeni

nadoru, infiltrace kosténych struktur v okoli. [47, 48, 51]

V nejvétsi retrospektivni analyze pacientl podstupujicich adjuvantni RT pro high
grade nebo lokalné pokrocilé maligni nadory velkych slinnych Zlaz Mahmood a kolegové

zkoumali pacienty starSi 20 let, ktefi podstoupili operaci v letech 1988 az 2005. V
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multifaktorialni analyze téchto 2170 pacientl zjistili vyznamné zlepSené preziti spojené
s adjuvantni RT (pomér rizika umrtnosti 0,76; 95 % CI 0,65 az 0,89; P <0,001). [52](32)
V dalSi velké retrospektivni multivariacni analyze Terhaard a kolegoveé zkoumali vysledky
a prognostické proménné u 565 pacientu léCenych pro heterogenni smés malignit
slinnych zlaz. Zjistili, ze pacienti, ktefi byli IéCeni chirurgicky, méli relativni riziko lokalni
recidivy 9,7 a relativni riziko regionalni recidivy 2,3 ve srovnani s pacienty léCenymi
chirurgickym zakrokem nasledovanym RT. Mistni kontrola nadort T3 a T4 Iéenych
chirurgickym zakrokem s naslednym ozafovanim byla 84% po 10 letech, coz pfedstavuje
vyrazné lepSi vysledky ve srovnani s pfipady Ié€enymi samotnym chirurgickym
zakrokem (18% po 10 letech, P<0,001). [53]. Tato zlepSeni v lokalni kontrole nebyla
pozorovana u T1 nadorl (95% pro chirurgicky zakrok plus zareni vs. 83% pro samotny
chirurgicky zakrok) nebo T2 nadoru (91% pro chirurgicky zakrok plus zafeni vs. 88% pro
samotny chirurgicky zakrok). Neprokazalo se také, Zze by RT ovlivhiovala vznik
vzdalenych metastaz. Plati, Ze u tumorl ve stadiu | a Il nepfedstavuje adjuvantni

radioterapie pro pacienty pfinos.

Pooperacni zafeni se také doporucuje v pfipadech, kdy nador infiltroval mistni
tkané. Perineuralni i kostni invaze jsou nepfiznivé histologické rysy a jsou spojeny se
Spatnym |éCebnym vysledkem. Ve studii 565 pacientld s karcinomem slinné Zzlazy
pooperacni ozareni vyznamné zlepSilo 10letou lokalni miru kontroly v pfipadech

perineuralni nebo kostni invaze ve srovnani s vysledky samotné operace. [53]
Kréni lymfatické uzliny

Bylo prokazano, Ze pooperacni radioterapie krénich uzlin v pfipadech, kdy jsou
lymfatické uzliny postizeny metastazami, zlepSuje lokoregionalni kontrolu a preziti. Ve
studii Armstronga a kolegu, ktera porovnavala 16 pacientd s metastazami v krénich
lymfatickych uzlinach l1é€enych pouze chirurgicky, s 23 pacienty |[éCenymi chirurgicky a
radiacné, bylo pozorovano zlepseni v Sleté lokoregionalni kontrole ze 40% na 69% (P =
0,05). Odpovidajici 5leté preziti se zlepSilo z 19% na 49% (P = 0,015). [54] Uzite¢nost
pooperacniho zareni krku potvrdila studie Terhaarda a kolektivu, ktefi pozorovali 83%
regionalni miru kontroly kréni uzliny po 10 letech u pacientd s krénimi metastazami

IéCenych pooperaénim lokoregionalnim zarenim. Naproti tomu 10leta regionalni mira
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kontroly kréni uzliny byla 57% u pacientt (n = 10) Ié€enych bez ozafovani nebo pouze s
lokalnim pooperacnim ozafovanim mista primarniho tumoru (P = 0,04). Ukazuje se tedy,

Zze RT po chirurgické ablaci uzlinové pozitivnino onemocnéni zlepSuje vysledek. [53]

Pouziti zafeni pfi 1éCbé nemocnych s negativnim uzlinovym nalezem zatim
zustava nerozhodnuto. Studie zkoumala 251 pacientl s karcinomy slinnych Zlaz bez
uzlinovych metastaz, ktefi byli IéCeni chirurgickym zakrokem a pooperacni RT. Elektivni
ozafeni krku bylo pouZito u 131 pacientd (90 ipsilateralnich a 41 bilateralnich).
Vyznamné snizeni bylo zaznamenano v 10leté mife selhani regionalni kontroly, ktera
poklesla z 26% na 0% (P = 0,0001). Za zminku stoji, Ze u pacientl, ktefi nebyli 1éCeni
ozarovanim krku, doSlo k regionalni uzlinové recidivé v pfipadech high grade typu: SCC,

nediferencovany karcinom, adenokarcinom NOS a MEC. [55]

Otazka, zda u pacientl bez klinicky zjevnych regionalnich metastaz provadét
elektivni exenteraci uzlin, ¢ zda provadét elektivni iradiaci krku, zatim nebyla

jednoznac¢né zodpovézena. [56]

3D CHEMOTERAPIE

Pouziti systémové chemoterapie pfi IéCbé malignit slinnych Zlaz je v soucasné
dobé omezeno na paliativni IéCbu lokalné pokrocilého, neresekovatelného, rekurentniho
a metastatického onemocnéni. Byla prozkoumana fada terapeutik, publikované studie
jsou v8ak prevazné nerandomizované a hodnoti maly pocet pacientl, coz ztézuje
hodnoceni ucinnosti téchto Iékd. Metaanalyza dat 205 pacientd ziskanych ze 17 studii
léCby faze Il nebo Il hodnotila pouziti chemoterapeutik cisplatiny, karboplatiny,
epirubicinu, cyklofosfamidu, doxorubicinu, mitoxantronu, paclitaxelu, 5-fluorouracilu,
vinorelbinu, methotrexatu a bleomycinu. VSichni pacienti byli IéCeni pro karcinom velkych
a malych slinnych Zlaz bud jednim typem paliativhi chemoterapie, nebo kombinaci
chemoterapeutik. Regresivni analyzou bylo zjisténo, Ze u pacientd léenych
chemoterapii na bazi platiny nebo antracyklini (napf. Mitoxantron) do$lo ke zvySeni
jejich medianu preziti. Pfi zhodnoceni dat pomoci vicerozmérné analyzy bylo zjisténo,
Ze pouze chemoterapie na bazi platiny je vyznamné spojena se zvySenym pfezitim, ale

byla zfejma pozitivni interakce mezi derivaty platiny a antracyklinem. [57]
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Neexistuji zadna Siroce uznavana doporuceni tykajici se komplexnich rezimu
chemoterapie. Proto IéCba pacientd s inoperabilnimi nalezy, s recidivami a se
vzdalenymi metastazami zlstava vyzvou. Konvenéni rezimy chemoterapie, napf.
cisplatina a 5-FU, nebo CAP (cisplatina, doxorubicin a cyklofosfamid) se stale pouzivaji

jako Ié€ba prvni linie pro pacienty s pokroCilymi onemocnénimi. [49]

Randomizovana studie hodnotila uziteCnost adjuvantni chemoradioterapie na
bazi platiny u pacientl s vysoce rizikovymi karcinomy slinnych Zlaz. Analyza ukazala, ze
skupina s chemoradioterapii méla horsi 3leté celkové preziti (52,2% vs. 78,1%; p =
0,004), lokoregionalni kontrolu (79,3% proti 91,2%; p = 0,031), a pfeziti bez vzdalenych
metastaz (52,7% vs. 83,3%; p <0,001). Studie uzavira, Ze standardni pouziti
chemoradioterapie pro vysoce rizikové slinné malignity nelze doporucit. Chemoterapie
tak zUstava jako paliativni IéCba u pacientl s nelécitelnymi nebo rychle progredujicimi

nalezy. [58]

3E BIOLOGICKA LECBA

Vzhledem k nizké ucinnosti onkologické |éCby byla pozornost zaméfena na
moznosti cilené biologické terapie proti strukturam exprimovanym burnkami karcinomu
slinnych zlaz. Jako potencialni cile IéCby byly zjistény receptory s tyrosinkinazovou
aktivitou, jako je proto-onkogen c-KIT, receptor pro epidermalni rastovy faktor 1 a 2. V
[é€bé karcinomu slinnych zZlaz pak byly zkouSeny ruzné preparaty, jako imatinib,

cetuximab, gefitinib, trastuzumab.

Bylo prokazano, ze adenoidné cysticky karcinom nadmérné exprimuje c-KIT ve
vice nez 90 % pfipadu a exprese c-KIT byla korelovana s histopatologickym stupném
nadoru. [59] LéCba zaméfena na c-KIT, jako je imatinib, vSak pro tento ucel nebyla
uspésna. Celkem osm studii hodnotilo efekt imatinibu u dohromady 80 pacientlu s
pokrocilym AdCC. Sedm studii hodnotilo IéCbu imatinibem v monoterapii, jedna studie v
kombinaci imatinibu s cisplatinou. Zjisténa byla pouze dil¢i odpovéd ve CdCtyfech
pfipadech, s mirou objektivni odpovédi pouze 5 % a kratkou dobou odpovédi v rozmezi
9-15 mésicu. [60, 61]
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Receptor epidermalniho rastového faktoru je exprimovan u 79% v8ech malignit
pfiusnich Zlaz [62](43), zda se tedy, Ze terapie monoklonalni protilatkou proti EGFR, jako
je cetuximab, by mohla pfinést dobry terapeuticky efekt. Studie |éCby pokrocilého
metastatického adenoidné cystického karcinomu cetuximabem v kombinaci s cisplatinou
prokazala miru objektivni odpovédi vice nez 40% a median celkového preziti byl 24
mésicu. [63] Jiné protilatky proti EGFR, jako je gefitinib nebo lapatinib byly také
testovany pfi léCbé metastazujiciho karcinomu slinnych zlaz. Terapeutické vysledky vSak

byly zklamanim a nedosahly zadnych objektivnich odpovédi. [64]

Dalsi molekulou, u které byl zkouman potencialni prognosticky a terapeuticky
vyznam u karcinomu slinnych Zlaz, je receptor s tyrosinkinazovou aktivitou z rodiny
ErbB. HER-2/neu, nyni oznaCovany jako ERBBZ2, je receptor lidského epidermalniho
rustového faktoru. Monoklonalni protilatka proti ERBB2/HER2 je soucasti standardnich
|éCebnych protokoll IéCby karcinomu prsu. [65] Metaanalyza 39 praci hodnoticich
expresi ERBB2 v karcinomech slinnych Zlaz u 11 z nich Zzjistila, ze zvySena exprese
HER2 byla spojena se Spatnou prognézou a agresivnim chovanim nadoru. [66] Haddad
et al. a Perissinotti et al. [67, 68] hodnotili u€innost I€€by monoklonalni protilatkou proti
anti-HER2 Trastuzumab u pacientl s karcinomem slinné zlazy se zavérem, ze |éCba
neméla vliv na preziti pacientll s HER2 pozitivnim nadorem. Naproti tomu nékteré dalsi
studie zahrnuté v metaanalyze uvadi pozitivni u€inek l1éCby anti-HERZ2 v pfipadé, Ze byla

kombinovana s jinymi chemoterapeutiky. [66]

Souhrnné Ize fici, Zze chemoterapie jako paliativni 1éCba byla aplikovana u
pacientl s lokalné recidivujicim a / nebo generalizovanym onemocnénim, které nebylo
mozné podrobit dalSi operaci nebo ozafovani. ReZzim chemoterapie na bazi platiny by
mohl byt pfinosem pro pacienty s nevylécitelnymi SGC, zejména pro symptomatické
nebo rychle progresivni pacienty. Budouci studie jsou nutné k identifikaci novych
chemoterapeutickych latek se snahou o zlepSeni prognézy pacienti s SGC.

Soucasneé je pro zlepseni l1éCby a jeji optimalizaci nezbytné detailné porozumét
mikroprostredi téchto nadord.
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3F IMUNOTERAPIE NADOROVYCH ONEMOCNEN(

Imunoterapeutické pfistupy Ize rozdélit na terapii monoklonalnimi protilatkami,
blokadu kontrolnich bodd — checkpoint inhibitory, terapii buné&nymi preparaty a terapii
geneticky modifikovanymi vakcinami, at jiz CAR T bufkami (chirméni antigenni

receptory T bunék), nebo onkolytickymi viry.

Terapie monoklonalnimi protilatkami spocCiva v podavani protilatky proti
konkrétnimu tumor asociovanému antigenu, kterd se na né&j navaze a zpUsobi
protilatkami zprostfedkovanou smrt nadorové bunky. Aplikace cilenych monoklonalnich
protilatek je mozna pouze tam, kde zname konkrétni tumor asociovany antigen, ktery je

ve vysoké mife exprimovan v tkani nadorové a minimalné v tkani zdrave.

Monoklonalni protilatky jsou vyuzivany i v léCbé& pomoci blokady kontrolnich
bodu - checkpoint blokadé. Tento pfistup vSak necili na nadorové bunky jako konvenéni
onkologicka terapie rlUznymi chemoterapeutiky, ale na buriky imunitni. Blokada
checkpoint receptorl, které slouzi jako inhibi¢ni receptory T bunék, brani vazbé
inhibiénich molekul na jejich povrch a znemozni nadorovym burikam zpusobit utlum
bunék imunitnich. Tyto T bunky, se zablokovanymi inhibiénimi receptory, jsou nadmérné
a opakované aktivované a mohou velmi efektivné zabijet buniky nadorové. V klinické
praxi nejCastéji uzivané preparaty jsou protilatky proti receptoru programmed cell death
1 - anti PD-1 protilatky (nivolumab, pembrolizumab) a anti-CTLA4 protilatky (ipilimumab).
[6, 17]

Dalsi metodou imunoterapeutické I€Cby jsou bunécné vakciny. Bunécné vakciny
jsou pfipraveny z periferni krve pacienta a obecné postup spociva v extrakci konkrétni
bunécné populace, mnozeni Zadoucich bunék in vitro a nasledné navraceni velkého
mnozstvi bunék zpét do téla pacientovi. V klinické praxi se pouzivaji pfedevSim T
bunécné vakciny a dendritické vakciny.

Mezi geneticky modifikované vakciny fadime terapii pomoci arteficialnich
buné&nych receptort - bunécnou terapii T lymfocyty s chimérnimi antigennimi receptory
— CAR T. Ta pfedstavuje variantu adoptivniho bunééného transferu, ve kterém jsou

vyuzivany T buriky s geneticky modifikovanym T-buné&nym receptorem (TCR), ktery je
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vznikly fuzi klasického TCR a monoklonalni protilatky. Nepotfebuje tedy ke své aktivaci
komplex antigenu a MHC molekuly, nybrz rozeznava nadorovy antigen pomoci
protilatky. CAR T bunécna terapie zaznamenala pfevratny uspéch predevsim v [éCbé
hematologickych malignit. U déti s B-ALL vedla ke dlouhodobé kompletni remisi u 36 z

39 déti. Omezenim ploSného uzivani této terapie je pfedevsim jeji cena. [69]

Posledni imunoterapeuticky pristup, ktery je zatim pfedmétem klinickych studii,
spocCiva v aplikaci geneticky modifikovaného onkolytického viru. Takovy virus v sobé
nese gen pro selektivni replikaci pouze v nadorovych bunkach a pomnozi-li se v
nadorové bunce, zpusobi jeji lyzu. Takto lyzovana nadorova burika uvolni velké
mnozstvi nadorovych antigenu a zaroven cytokiny atrahujici do mista nadoru dendritické
buriky. Ty nasledné fagocytuji uvolnéné nadorové antigeny a ucinné je prezentuji

efektorovym T burikam. [6]
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4 NADOROVE MIKROPROSTREDI

Jiz desitky let je znamo, Ze nadorova masa neni tvofena pouze nadorovymi
burikami, ale téz Cetnymi imunitnimi burikami, bufkami pojivové tkané&, cévami a
nadorovou matrix. Jednotnym terminem pro celé toto uskupeni je nadorové

mikroprostfedi (tumor microenvironment TME).

Nadorové mikroprostiedi je zivym systémem, ve kterém spolu nékteré bunky
vzajemné kooperuji a jiné naopak vykonavaji antagonistické funkce. Jestlize nadorové
onemocnéni progreduje, sméfuji zpravidla molekularni pochody ve prospéch
nadorového rlstu a funkce imunitniho systému jsou potlaCovany. Takova situace pak
vede, u nehematologickych malignit, ke zvétSeni nadorové masy, utlaku infiltraci a
destrukci okolnich tkani a v pozdnich stadiich také k diseminaci do vzdalenych organa.
[70]

Procesy vzajemného pusobeni imunitniho systému a nadoru se tradi¢né
rozdéluji do 3 fazi, které nazyvame téz teorii 3E (z anglického elimination, equilibrum,
escape). Ve fazi eliminace jsou nadorové bunky aktivné likvidovany burikami imunitniho
systému. Nasledné dochazi k fazi rovnovahy, ktera maze trvat fadu mésicu az let. V této
fazi na sebe puUsobi vzajemné buriky imunitniho systému a bufky nadorové, neni vSak
jiz dosahovano efektivniho odstrafiovani malignich bunék a nador zlstava v Case a
prostoru nezménén. V posledni fazi dochazi k uniku nadorovych bunék imunitnimu

dohledu, onemocnéni progreduje a je umoznéno i metastazovani. [6]

A4A TUMOR INFILTRUJICI IMUNITNI BUNKY

V protinadorové imunitni odpovédi se uplatriuji pfedevS§im makrofagy a NK
buriky z bunék pfirozené imunity. T bunky (T lymfocyty), a zejména jejich cytotoxicka
subpopulace CD8+, pak reprezentuje hlavni populaci efektorovych protinadorovych
bunék ze skupiny adaptivni imunity. Je vS8ak popsano i protinadorové pusobeni zirnych
bunék, B bunék a jinych bunéénych populaci v nadorovém mikroprostredi. [71]

Pro imunitni bunky, které opustily periferni krevni fecCisté a infiltrovaly do

nadorového mikroprostiedi se uziva termin tumor infiltrujici imunitni buriky (tumor

24



infiltrating immune cells TIICs). Tato rdznoroda skupina bunék je reprezentovana
zejména T lymfocyty a NK bunikami. Samotna pfitomnost vétsi ¢i mensi lymfocytarni
infiltrace v nadoru se zda byt vyznamnym prognostickym faktorem. U karcinomu prsu,
plic €i jicnu je vysoka infiltrace CD8+ T lymfocytl faktorem zlepsSujicim celkové preziti a
prodluZujicim obdobi bez progrese onemocnéni. Tato skuteCnost vede mnohé
vyzkumné skupiny ke snaze podpofit infiltraci nadoru témito bunfikami Ci alespon ke
snaze objasnit mechanismy, které negativnim zpUsobem ovliviiuji poCet a chovani

imunitnich bunék v nadoru. [72]

4B VYZNAM TIICS PRO PROGNOZU A TERAPII

Imunitni  buriky  pronikajici do nadorového mikroprostfedi  (tumor
microenvironment TME) byly nalezeny v riznych pomérech téméf u kazdého lidského
zhoubného onemocnéni. Spektrum infiltrujicich imunitnich bunék spolu s fenotypem
téchto bunék definuje vzajemné plsobeni nadorového a imunitniho systému. Pfedchozi
vysledky identifikovaly mnoho populaci imunitnich bunék infiltrujicich nador, zapojenych
do interakce nadorového a imunitniho systému, jako jsou leukocyty, makrofagy,
dendritické bunky, Zirné bunky, NK burky a dalSi. [73] Tyto bunky bud' potlacuji nebo
usnadnuji rust nadoru. Mezi témito populacemi jsou TILs (nador infiltrujici lymfocyty)
povazovany za podskupinu nador infiltrujicich imunitnich bunék TIICs obsahujici
populaci pro nador specifickych T-bunék. [73] TILs se tak staly tradi¢nim zdrojem pro
adaptivni bunécnou terapii (adaptive cell therapy ACT) a pfi klinickych pokusech s
pacienty s metastazujicimi nadory vykazaly vyborné vysledky. TlLs obsahuji ruzné
frakce CD4+ T bunék a CD8+ T bunék. Pfitomnost TILs a jejich dopad na prognézu
onemocnéni byly analyzovany u mnoha malignit. Mnoho studii se pokusilo popsat
interakci nadorovych bunék s imunitnim systémem hodnocenim CD8+ TlLs a korelaci
zjisténi s histopatologickymi charakteristikami nadoru. [74, 75] Pro tento pfistup je
nejbéznéjsi detekéni metodou imunohistochemicka analyza bunéénych subpopulaci ve
vzorku reprezentativni tkané. [74] Pfizniva prognosticka role TILs byla jiZ popsana u
melanomu, karcinomu plic, karcinomu prsu, karcinomu vaje¢niki a mnoha dalSich
solidnich nador(; av8ak prognosticky vyznam TIICs obecné byl Siroce zkouman také u

rakoviny Zaludku, nebo kolorektalniho karcinomu. [73]
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Hustota imunitnich infiltratd v nadorové tkani byla mnohokrat analyzovana.
OvsSem jen nemnoho studii zohlednilo vyznam kompartmentu tkané okolo nadoru —
vyznam peritumoralni tkané. Galon et al. poskytli podrobnou analyzu imunitnich bunék
infiltrujicich nador ve velkych kohortach lidskych kolorektalnich karcinomu (CRC).
Pfitomnost TIICs v nadoru vyznamné korelovala s pfiznivou prognézou. Vysoka hustota
intratumoralnich T-bunék byla dale spojena s niZsim rizikem diseminace do lymfatickych
uzlin u studovanych pacientd. Tyto nalezy nasledné vedly k vytvofeni jednotné metodiky
pro stanoveni hustoty lymfocytarniho infiltratu, tzv. imunoscore. [76] U CRC se
imunoscore stal relevantngjSim prognostickym faktorem nez TNM klasifikace a v
soucasnosti predstavuje nezavisly prognosticky marker pro dobu preziti bez nemoci
(DFS) a celkové preziti (OS). [77] V souCasné dobé probihaji mezinarodni validacni

studie imunoscore.

Metaanalyzy ukéazaly, Ze vysoky vyskyt CD8+ lymfocytl ma pfiznivou
prognostickou hodnotu pro vétSinu malignit, podil CD4+ bunék ma ¢astecné pfiznivou
prognostickou hodnotu a regulaéni subpopulace FoxP3+ ma ve vétsiné pfipadu
nepriznivy prognosticky vyznam. [75] TICs vSak nejsou pouze prognostickym
biomarkerem, ale mohou také naznalit, zda pacient zareaguje na imunoterapii
kontrolnich bodd. [73] Maligni melanom se stal modelem malignity pro
imunoterapeutické pfistupy a nékolik studii prokazalo pozitivni prognosticky vyznam

TIICs u tohoto onemocnéni. [78]

Infiltrace TIICs nejen naznacduje, zda je nador vhodny k imunoterapii, ale také
muze naznacovat citlivost k jinym Ié€ebnym modalitam. U Her2+ karcinomu prsu rdzna
zastoupeni TIICs ukazovala pacienty, u kterych bylo mozné ocCekavat dobry efekt
imunoterapie. [79] U NSCLC (non-small-cell lung cancer, nemalobunééného karcinomu
plic) byla u 129 pacientd po radikalnim chirurgickém odstranéni nadorové tkané
pozorovana pozitivni korelace mezi vysokou intratumoralni infiltraci CD8+ bunék,
vysokou expresi IL-2 (interleukin-2) a celkovym pfezitim OS. [80] Do metaanalyzy Yao
et al. bylo celkem zafazeno 23 studii s 3173 pacienty s HCC (hepatocelularnim
karcinomem). U HCC bylo prokazano, Ze TIICs pfedstavuji cenny prognosticky marker,
kde FoxP3+ TIICs byly spojeny s horSim celkovym pfezitim (OS) a pfezitim bez
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nemoci/pfezitim bez recidivy (DFS/RFS). Navic poméry FoxP3+/CD4+ a FoxP3+/CD8+
byly negativné korelovany s OS a DFS/RFS. [81] Vice studii prokazalo prognosticky
efekt intratumoralni infiltrace CD3+, CD8+ a CD4+ bunék u NSCLC. Zeng et al. navrhli,
Ze TIICs by mély slouzit jako prognosticky biomarker u NSCLC. [82] Tuto hypotézu dale
podporuje Remark et al., ktery ukazuje, ze imunitni charakteristiky NSCLC jsou hlavnim

aspektem ve vyvoji a progresi maligniho onemocnéni. [83]

Pozitivni prognosticky vyznam CD3+ TIICs byl prokdzan u 115 pacientl s
karcinomem nosohltanu (NPC nasopharyngeal cancer). U pacientd s nizkou
intratumoralni hustotou TIICs bylo zjisténo nizké preziti specifické pro onemocnéni. Tato
studie ukazala jednoduchost hodnoceni TIICs a naznacila, ze TIICs by mohly byt
pravidelné hodnoceny u NPC. [84] Podobné retrospektivni data 55 pacientd s
angiosarkomem ukazala, ze vysoka zatéz CD3+, CD8+ a CD4+ TIICs byla spojena s
delSim pfezitim bez metastaz (MFS) a celkovym prezitim (OS). [85] U analniho
planocelularniho karcinomu byla zaznamenana lepSi prognéza u pacientl s vysokou
intratumoralni hustotou CD8+ T-bunék. Navic vysoka zatéz peritumoralnich CD8+ T-
bunék byla spojena se zlepSenym OS. [86] Vysoka infiltrace intratumoralnich CD8+ T-
bunék, vysoka exprese PD 1 a vysoka mutaéni zatéz souvisi s mirou odpovédi na

imunoterapii. [87]

Stejné tak u NK bunék infiltrujicich zhoubné nadory rdznych typu byla potvrzena
prediktivni role pro terapii. [88] Navic byla s vysokym podilem NK bunék v nadoru
vyznamné spojena odpovéd na imunoterapii inhibitory kontrolnich bodu. Dale v mysich
modelech vedly cytokinem fizené indukce intratumoralnich NK bunék k citlivosti TME

(nadorového mikroprostiedi) na imunoterapii [89, 90]

Progndza pacientl a jejich reakce na chemoterapii a imunoterapii je ovlivnéna
mnoha faktory, ovSem prediktivni vyznam TIICs u mnoha typu zhoubnych nadoru je

evidentni.

Stale vice dukazu potvrzuje, ze TME je utvareno béhem dlouhodobého procesu
vyvoje nadoru. [21] Tento zavér je obzvlasté relevantni vzhledem k tomu, Ze pfitomnost
TIICs v TME byla spojena s lepSi prognézou u vétsiny zhoubnych nadord, naopak nizka

infiltrace TIICs se stala prediktorem selhani imunoterapie.

27



Nedavné zjisténi, Zze nadorové produkovany Fas ligand z myeloidnich
supresorovych bunék (MDSC myeloid-derived supressor cells) indukuje apoptozu
nadorové specifickych CD8+ T lymfocytl a vede kK jejich postupnému vymizeni z nadoru
a nadorové periferie zduraznilo vyznam vyskytu receptord smrti u tumor infiltrujich
imunokompetentnich bunék. Apoptéza TIICs prostfednictvim téchto receptort byla dale

popsana jako hlavni faktor pfispivajici k selhani imunoterapie. [21]

Rozsahlé profilovani TIICs se stalo vykonnym nastrojem pfi predpovidani
progndzy pacienta a reakce na rizné terapeutické modality. Nicméné informace o
prognostické hodnoté TIICs maji sva omezeni a u nékolika malignit se zda, Zze udaje,
které Ize ziskat ze zastoupeni jednotlivych bunék a z fenotypickych vzorcu nador
infiltrujicich imunitnich bunék, dosahly maxima svého vyuziti. [91] Nékolik nedavnych
studii prokazalo, Zze vzajemné pusobeni nadorového imunitniho systému saha za
hranice nadoru a Ze paratumoralni tkanové kompartmenty, jako jsou peritumoralni tkar
a pfilehla zdrava tkan, mohou poskytnout dal$i podstatné informace. [92-94] Park et al.
ukazali, ze pritomnost lymfocytl v peritumoralni tkani muize slouzit jako platny
prognosticky faktor u koZzniho melanomu. Navic bylo ukazano, Zze vysoka koncentrace
peritumoralnich lymfocytd ovliviiuje Breslowovu klasifikaci a DFS u pacientll s koznim

melanomem. [95]

Giraldo et al. dale odhalili, ze pacienti s nizkou expresi imunitnich checkpointu,
ale s dendritickymi burikami lokalizovanymi v peritumoralnich imunitnich agregatech,
méli dobré progndzy. Navic Miksch et al. zaznamenali pfitomnost leukocytl pfedevsim
v peritumoralni oblasti, coz naznaluje, Ze efektorové bunky nemusi dosahnout
samotného nadoru. Umisténi a imunitni profily bunék mohou vyznamné ovlivnit
prognézu pacienti a pomoci definovat pacienty, ktefi pravdépodobné zareaguji na
terapie blokujici imunitni checkpointy. Tedy hodnoceni peritumoralni distribuce
imunitnich bunék infiltrujicich nador a jejich fenotypické vzorce je dllezité a podstatné
pro pochopeni mechanisml, které ovliviuji rast nadoru a fidi rezistenci vici
imunoterapii. [92, 93, 95-98]
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4C IMUNOSUPRESIVNI NADOROVE MIKROPROSTREDI A MECHANISMY UNIKU
NADOROVE BUNKY

Tradicné je peritumoralni tkan chapana jako tkan obklopujici nadorovou hmotu,
ktera predstavuje hranici mezi nadorem a zdravou tkani. Peritumoralni tkan Ize
povazovat za interaktivni a dynamické rozhrani, které ovlivhuje a je ovlivihovano biologii
nadoru a hostitelskou imunitni reakci. Dochazi zde k dalSimu Sifeni nadoru, toto je misto,
kde dediferencované buriky nadoru pronikaji do organizované diferencované tkané, kde
selhava oCekavana imunitni bariera organismu. Lze predpokladat, Zze srovnani mezi
fenotypem nadorovych a imunitnich bunék ve vlastni nadorové tkani a peritumoralni
tkani umozni zachytit dynamiku zmén probihajicich pfi rastu a infiltrativnim Sifeni
nadoru. Lze predpokladat, Ze pochopeni téchto procesl posune diagnostiku a [éCbu

nadorovych onemocneéni.

Z poznatku vyplyva, Ze je nezbytné studovat nejen kvantitativné lymfocytarni
infiltraci u jednotlivych malignit, ale téz hodnotit fenotypické znaky, a tudiz chovani téchto
buné&nych infiltratd. Imunitni bunky totiz mohou byt v nadoru pfitomné ve velkém
mnozstvi, avsak jejich aktivita mize byt nulova. Nadorové burnky produkuji celou fadu
inhibi€nich molekul, které se v ramci imunitni odpovédi vyskytuji pfirozené a plsobi na
lymfocyty tlumivé. Molekuly jako programmed cell death protein ligand 1 PD-L1 a
CD80/86 se vazi na inhibi¢ni receptory T lymfocytl, napfiklad receptor CTLA-4
(Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), nebo receptor PD-1 (Programmed cell death protein
1) a zpUsobuji jejich utlum a prfesmyk do fenotypu vyCerpani (z angl. exhausted

phenotype).

Mechanismy, jimiz nadorové buriky unikaji bufikdm imunitni reakce, jsou nejen
produkce tlumivych inhibi€énich molekul, ale i produkce molekul vedoucich k bunécné
smrti. Zpusob, ktery se nejvice uplatiuje v likvidaci tumor-infiltrujicich lymfocytl je
produkce Fas ligandu, ktery se vaze na lymfocytarni Fas receptor a spousti jejich
apoptézu. V in vivo modelech maligniho melanomu dochazi po intratumoralni aplikaci
bunééného preparatu z T bunék k apoptéze vétSiny téchto T lymfocytl osou Fas-Fas
Ligand (FasL). Rada studii téZ popisuje, Ze se stoupaijici expresi Fas receptoru na T
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burikach se zvySuje pravdépodobnost FasL indukované bunécné smrti tumor

infiltrujicich lymfocyta. [99]

4D DETAILNI MAPOVANI BUNEK NADOROVEHO MIKROPROSTREDI

U fady malignit vdak imunoterapie pfinasi efekt nedostatecny, nezfidka je 1é¢ba
zcela bez efektu. Tato rezistence je vyvolana riznymi mechanismy, véetné nizké
infiltrace nadoru lymfocyty, nebo zménéné exprese molekul kontrolnich bodl a jejich
ligandd v nadorovych burfikdch nebo tumor infiltrujicich lymfocytech [14, 17]. Nékolik
studii se pokusilo najit algoritmy umozniujici pfedpovédét ucinnost imunoterapie na
zakladé exprese téchto molekul v nadorovych burikach a TIICs [14]. U nékterych nadort
jsou vysoké hladiny TIICs spojeny s pfiznivou prognézou [75], zatimco u jinych nadort
jsou spojeny se Spatnou progndézou. Podobné vysledky byly také hlaseny, pokud jde o
jejich vztah k rezistenci &i citlivosti na imunoterapii [91]. Studie také ukazaly, Ze
imunosuprese vyvolana nadorem muaze byt v mikroprostfedi nadoru nerovnomérné

distribuovana [92].

Exprese Fas receptoru ¢&i jinych receptori smrti byla popisovana na burkach
karcinomu slinnych zlaz, nikoliv vSak na tumor infiltrujicich lymfocytech. Znalost tohoto
parametru u riznych stadii a histologickych typt nadoru by mohla vyznamné napomoci

objasnit roli receptoru Fas v buné¢né smrti imunokompetentnich bunék. [100]

Fas receptor (také znamy jako CD95, APO-1 nebo TNFRSF6) je protein
nachazejici se na povrchu mnoha bunék lidského téla a hraje kliCovou roli v regulaci
apoptdzy, coz je proces programované bunécné smrti. Je to ¢len rodiny receptort faktor(

nadoroveé nekrdzy (tumor necrosis factor receptor TNFR).

Fas ligand (FasL, CD95L, CD178) je transmembranovy protein typu Il z
rodiny TNF cytokin. Vytvafi homotrimer na povrchu T lymfocytd, ktery interaguje s
transmembranovym receptorem Fas (FasR, CD95, APO-1, TNFRSF6) na cilovych
bunkach. Na rozdil od Fas receptoru, ktery je Siroce rozSifen, exprese Fas ligandu je
mnohem vice kontrolovana. Na svém povrchu jej exprimuji zralé CD4+ T lymfocyty, dale

cytotoxické CD8+ T lymfocyty, ale az po své aktivaci. [101]
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Protein Fas byl poprvé identifikovan pomoci monoklonalni protilatky vytvorené
imunizaci mySi bunéCnou linii FS-7. Nazev Fas je tedy odvozen od oznaceni

povrchového antigenu spojeného s FS-7 — FS-7 associated surface antigen.[102]

Navazani ligandu na receptor spousti u postizené buriky apoptézu, proto také
byva nazyvan receptor smrti. Tento mechanismus télo pouziva k odstranéni starych,
poskozenych nebo nepotfebnych bunék. Rovnéz hraje roli v imunitni regulaci, kde
pomaha omezit expanzi lymfocytl po odezvé na infekci a také v eliminaci bunék, které
by mohly napadnout vlastni tkané (coz je dulezité pro prevenci autoimunitnich
onemocnéni). Interakci Fas receptor-Fas ligand vyuzivaji cytotoxické T lymfocyty a NK
bunky. [103]

Fakt, ze smrt bunky je zprostfedkovana aktivaci Fas receptoru Fas ligandem,
dokazuje neutralizace FasL specifickou protilatkou anebo blokace Fas receptoru. [23]
Stav, kdy nadorové bunky ziskaji rezistenci k Fas indukované apoptéze posune
rovnovahu v nadorovém prostiedi ve prospéch rlstu tumoru. [104] Navic mohou
nadorové buriky zneuzit tento mechanismus k eliminaci aktivovanych tumor infiltrujicich

lymfocytd. [21]

Bunécna smrt, apoptdza, muze byt iniciovana nékolika mechanismy. Vazba Fas
ligandu na Fas receptor zahajuje tzv. vnéjsSi drahu apoptdzy. Po aktivaci Fas receptoru
se zacne skladat intracelularni komplex zvany DISC (death-inducing signaling complex),
ktery se prostfednictvim adaptorového proteinu Fas associated protein with death
domain FADD spoji s FADD-like interleukin-1 beta-converting enzymem (FLICE), pro-
kaspasou 8, prostfednictvim homotypické interakce DED (death-effector domain). [105]
Pro-kaspaza 8 méni svou konformaci, plné se aktivuje a opousti DISC.
Aktivovana kaspaza 8 iniciuje proteolytickou kaspazovou kaskadu vedouci k apoptdze
(Stépi dalsSi pro-kaspasy a tim je aktivuje — typ signaliza¢ni drahy |). Kromé toho DISC
komplex spousti uvolnéni proapoptotickych faktord z mitochondrii a tim dale urychluje
aktivacni kaskadu kaspaz. [103] Nakonec jsou apoptotické bunky a téliska rozpoznany
a fagocytovany sousednimi bunikami nebo makrofagy, coz umoznuje rychlé a

nezapalové odstranéni umirajicich bunék.
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PD-1 (Programmed cell death protein 1, také CD279), je protein na povrchu
bunék, nejCastéji T lymfocytl. Jde o receptor, ktery ma roli v regulaci bunééné slozky
imunitniho systému, uc€inkuje prostfednictvim down-regulace imunitniho systému a
utvarenim tolerance k vlastnim bunkam potlaCenim zanétlivé aktivity T lymfocytd. To
brani vzniku autoimunitnich onemocnéni, ale mize také byt zneuZit nadorovymi burfikami

k zabranéni imunitnimu systému v ni¢eni nadorovych bunék. [106]

PD-1 je imunitni kontrolni bod a chrani pfed autoimunitou dvéma mechanismy.
Podporuje apoptozu (programovanou bunéénou smrt) nezadoucich antigen-specifickych
T-bunék v lymfatickych uzlinach. Za druhé, bylo prokazano, Ze signaly z PD-1 mohou
podporovat diferenciaci T-lymfocytll smérem k regulacnim T-lymfocytum (Tregs), které
maiji inhibi¢ni funkci vaci dalSim imunitnim bufikam. [107]

Aktivace T-lymfocytl vyzaduje signaly z T-bunécného receptoru (TCR) a Casto
také kostimulacni signaly z receptoru jako je CD28. Vazba PD-L1 na PD-1 inhibuje
aktivacni signaly z TCR a CD28, ¢imz se snizuje aktivace a proliferace T-lymfocytl a

produkce cytokinu.

Signalizaci timto receptorem ovSem mohou zneuzit nadorové burky pro unik
pfed imunitnim systémem, cozZ vede k toleranci nadoru. [106] ZvySena aktivace PD-1
drahy béhem chronickych virovych infekci a nadorovych onemocnéni mize u T-
lymfocytl vést k tzv. "vy&erpanému" fenotypu. U vy&erpanych bunék je vyrazné zvySena
exprese PD-1 a dochazi ke ztraté proliferaéni kapacity a vypadku produkce cytokin( a
cytotoxické aktivity. [108] PD1 signalizace inhibuje PI3K/Akt drahu a MAP-kinazovou
drahu. Hlavni ddsledek inhibice téchto signalnich drah je zastaveni buné&ného cyklu.
Jednak dochazi k utlumeni exprese aktivacni tyrozin fosfatazy pro cyklin-dependentni
kinazy (Cdk). Inhibici Cdk nedochazi k fosforylaci mediatoru signalizace
z TGFp receptoru, ¢imz dochazi ke zvySeni jeho aktivity a blokaci progrese bunécného
cyklu z G1 do S faze. [109] Inhibice PI3K drahy vede ke stimulaci apoptézy. Dochazi ke
snizeni exprese inhibitoru apoptézy Bcl-xL, ktery je jinak exprimovan pfi kostimulacni
signalizaci pfes CD28. Blokovani PI3K drahy ma dale za nasledek aktivaci (absenci
inhibi¢ni fosforylace) transkripniho faktoru FoxO1, coz vede k zvySeni exprese PD-1

pozitivni zpétnou vazbou. Toto pfispiva k vyCerpanému fenotypu T-bunék. [110]
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Receptor PD-1 ma dva ligandy, proteiny PD-L1 (CD274) a PD-L2 (CD273). PD-
L2 je exprimovan na antigen prezentujicich bufikach - dendritické bunky a makrofagy a
také na zirnych burikach a peritonealnich B1 bunkach. PD-L1 je exprimovan na T a B-
lymfocytech, dendritickych burikach, makrofazich, mesenchymalnich kmenovych
bunkach a zirnych burikach odvozenych z kostni dfené. Dale se nachazi i na neuronech,
keratinocytech, na bunkach pankreatu, plic, jater, endotelu. [111] PD-L1 se dale
vyskytuje na mnoha typech nadoru, kdy je jeho zvySena exprese asociovana s
nepfiznivou progndézou a zvySenou invazivitou. [112] Exprese je indukovana
transkripCnim faktorem STAT3, hyperaktivaci PI3K/Akt drahy a hypoxii. [113] Zpétna
signalizace pfes PD-L1 slouzi jako signal preziti. Redukuje cytotoxicitu

zprostifedkovanou IFN typu |, diky inhibici fosforylace proteinu STAT3. [114]

AE ZAVERY LITERARNICH UDAJU

Vzhledem k roli v imunitnim dohledu nadora byly vyvinuty léCivé latky, které
blokuji interakci PD-1 s jeho ligandy, coz vede k zesileni protinadorové imunitni
odpovédi. Tyto Iéky se nazyvaji inhibitory kontrolnich bodu (checkpoint inhibitors) a
predstavuji vyznamny prilom v lé¢bé nékterych typl zhoubnych nadorl, jako je
melanom, nadory ledvin, plicni karcinom a dalSi. Léky jako pembrolizumab a nivolumab

jsou pfiklady inhibitord PD-1, které jsou nyni schvaleny pro IéEbu nékterych nadoru.

Pochopeni toho, jaké buriky karcinomy slinnych Zlaz infiltruji, v jakém mnozstvi
a s jakym fenotypem, je nezbytnym krokem k mozZné modulaci nadorového

mikroprostfedi za ucelem zvyhodnit imunitni buriky oproti bunkam nadorovym.

K dnesSnimu dni existuje minimum Udaju o expresi receptoru naprogramované
smrti bunky 1 (programed cell death 1 PD-1) a ligandu tohoto receptoru (programed cell
death ligand 1 PD-L1) v karcinomech slinnych Zlaz (SGC), coz by mohlo pomoci
implementaci imunoterapie ICI u tohoto onemocnéni. Provedli jsme proto
imunohistochemickou analyzu exprese PD-1 a PD-L1 na povrchu nadorovych bunék
nador infiltrujicich imunitnich bunék (tumor infiltrating immune cells TIIC) ve vzorcich
salivarnich karcinoml oddélené v jejich stfedu a na jejich periferii. Kromé vySe

uvedeného stale vétSi mnozstvi dukazl naznaduje, ze odolnost vici ICI terapii je
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modulovana interakci Fas receptoru (CD95) a Fas ligandu (FasL, CD178) mezi
nadorovymi bufikami a imunitnimi burfikami. V této praci jsme proto dale zkoumali
vyjadreni Fas a FasL u nadorovych bunék a TIICs ve vzorcich pacienti se SGCs, opét
oddélené v jejich stfedu a na jejich periferii. Ziskana data byla poté korelovana s klinicko-
patologickymi Udaji pacientu s otazkou, zda vyjadfeni a kompartmentalni lokalizace
téchto molekul ve zkoumanych bunkach odrazi zavaznost onemocnéni a mohla by
indikovat mechanismus odolnosti SGCs vUC¢i imunitnimu reakci organismu a

imunoterapii.
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5 HYPOTEZA

Infiltrace imunokompetentnich bunék se pravdépodobné [i§i v centru a na
periferii nadorové masy. Stejné tak receptorova vybava tumor infiltrujicich bunék a
vlastnich nadorovych bunék se v centru nadoru a na periferii maze lisit, a tak vyznamné

ovliviiovat biologické chovani jednotlivych nadora.

Analyza parametrd mikroprostiedi by tak mohla pfispét k poznani

patogenetického vyvoje nadoru a tim i k jeho diagnostice a vybéru vhodné terapie.

6 CILE PRACE

1. Ve vzorcich karcinomu slinnych zZlaz detekovat tumor infiltrujici lymfocyty v centru
nadord a na periferii nadora.

2. Za pouziti barvenych protilatek imunohistochemickymi metodami stanovit expresi
PD-1 receptoru, PD-1 ligandu, Fas receptoru a Fas ligandu ve vzorcich nadoru.

3. Analyzovat vyskyt téchto molekul jednak na imunokompetentnich bunkach,
soucCasné na bunkach nadorovych.

4. Zhodnotit, zda se liSi schéma vyskytu téchto molekul v centru nadoru a na periferii
nadoru.

5. Tento vyskyt pomoci statistickych metod korelovat s daty o biologickém chovani
jednotlivych zkoumanych nadort — hodnoceni histopatologického stupné
diferenciace nadoru, hodnoceni primarniho stadia tumoru, hodnoceni vyskytu
regionalnich uzlinovych metastaz a vzdalenych metastaz.
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7 MATERIAL A METODY

Pacienti

V této retrospektivni praci byly analyzovany vzorky 62 pacient se salivarnimi
karcinomy. VSichni pacienti se SGC (n = 62) podstoupili operaci mezi lednem 2013 a
prosincem 2018 a poskytli pisemny souhlas s ucasti ve studii. Celkovy pocet zen 36,
celkovy poc€et hodnocenych muzskych pacientl 26, ve vékovém rozmezi od 21 do 85 let
(tabulka 1). VSichni pacienti byli kavkazského typu. VSechny experimentalni protokoly
byly schvaleny etickymi standardy institucionalniho a narodniho vyboru pro vyzkum —
Etickou komisi fakultni nemocnice Motol v Praze (EK-1394/20; schvaleno 23. fijna 2020)
a provedeno v souladu s Helsinskou deklaraci z roku 1964 a jejimi pozdéjSimi dodatky
nebo srovnatelnymi etickymi standardy. Celkem bylo zahrnuto 13 histologickych
podtypl. Studovana kohorta sestavala z 13 mukoepidermoidnich karcinomu, 8
acinocelularnich karcinomu, 11 adenoidné cystickych karcinomu, 6 salivarnich
duktalnich karcinomu, 6 adenokarcinomu blize nespecifikovanych (NOS), 1
adenoskvamozniho karcinomu, 1 karcinosarkom, 3 karcinomy z pleomorfniho adenomu,
4 nediferencované karcinomy, 1 kribriformni cystadenokarcinom, 3 mammarnimu
analogické sekrecni karcinomy (MASC), , 3 myoepitelialni karcinomy a 2 spinocelularni
karcinomy. Kazdy nador byl hodnocen na zakladé stupné diferenciace a klinického
stadia nadoru. Stupen diferenciace tumoru byl stanoven podle histopatologického nalezu
a s ohledem na stratifikaci biologického chovani malignit slinnych Zlaz stanovenou WHO
[1585].

Vyhodnoceni stadia onemocnéni (staging) bylo provedeno s pouzitim 8. vydani
TNM klasifikace malignich nadort (TNM) a systému stadia UICC / AJCC pro nadory
hlavy a krku [30]. Individualni nadory byly hodnoceny na zakladé stupné dediferenciace
a stadia nadoru. Nadory byly pfifazeny bud do skupiny s nizkym stupném — low grade
(0), nebo vysokym stupném dediferenciace — high grade nadory. U jednoho pacienta
nebylo mozné stanovit stadium primarniho nadoru. U kazdého pacienta byla hodnocena
pritomnost regionalnich lymfatickych metastaz vySetfenim ultrazvukem nebo

magnetickou rezonanci a byly korelovany s histopatologickymi udaji.
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Patients (n = 62) Patients (%)

Gender

Female 34 58064

Male 26 42 94%
Mucoepidermnid carcinoma 13 20.98%
Adenoid cystic carcinoma 11 17.74%
Acinic cell carcinoma H 12,90
Adenocarcinoma, not otherwise specified (NOS) fi G968
Salivary duct carcinoma B 9n8%
Undifferentiated carcinoma + 645"
Carcinoma ex pleiomorphic adenoma 3 484%
Mammary analogue secretory carcinoma (MASC) 3 484%
Myoepithelial carcinoma 3 484%
Squamous cell carcinoma 2 323
Adenosquamous carcinoma 1 L&l
Carcinosarcoma 1 Lal%
Cribriform cystadenocarcinoma 1 1.61%

Grade

Low (0} 2 3048%

High (1) 40 64527

1 13 24.1%%

2 9 14.55%

3 b 9.68%

4 3l SO007%

Mot established 1 161%

Metastases
Yes (+) 19 3065%
Mo(-) 43 69.35%
Age

45 years 13 2097

45-70 years 7 43.55%

<70 years x 3048

Tabulka 1. Klinickd a patologickd data pro kohortu pacientl. Stinovani oznacuje kazdou skupinu

proménnych a pomaha identifikovat hlavni proménné.

PFiprava vzorkd a imunohistochemie

Vzorky tkané byly fixovany formaldehydem a zalité v parafinu (FFPE) ve Fakultni
nemocnici Motol. Histologické fezy byly retrospektivné sebrany a analyzovany se
souhlasem mistni etické komise (EK &. EK-1394/20). Diagn6za a spolehlivost vzorku
byly prfezkoumany zkuSenym patologem a kazdy vzorek tkané byl hodnocen
ruéné/individualné. Pro ovéfeni kvantitativniho hodnoceni imunohistochemického
barveni, a abychom vyloucili subjektivni zkresleni vysledku, byl proveden test vnitini
spolehlivosti hodnotitele — test intrareliability. Sklicka s fezy (tloustka 3 um) byla
obarvena pomoci nasledujicich standardizovanych protilatek: anti-PD-L1 (kat. €. M3653;
Dako, Santa Clara, CA, USA), anti-PD-1 (CD279) (kat. €. 516-18662; Zytomed, Berlin,
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Némecko), anti-Fas (CD95) (kat. # MAS-32489; klon JJ0942, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA) a anti-FasL (CD95L) (kat. # 506-2714; Zytomed, Berlin, Germany).

Exprese PD-1, PD-L1, Fas a FasL na nadorovych a imunitnich bunkach byla
analyzovana samostatné a nezavisle na sobé, jednak v centru nadoru a na jeho periferii.
Tkan za vlastnim, mikroskopicky patrnym, okrajem nadoru, peritumoralni tkan, byla
definovana jako oblast pokryvajici rozhrani tumor-zdrava tkan rozsifené o jedno vysoce
vykonné pole (high power field) (HPF, 400nasobné zvétSeni) od okraje tumoru. Centrum
nadoru bylo definovano jako oblast smérem k nadorovému centru od rozhrani nador —
zdrava tkan.[115]. Zastoupeni pozitivhich bunék bylo hodnoceno pomoci nadorového
proporéniho skoére (tumor proportion score TPS), které se hojné pouziva u nadora hlavy
a krku a bylo vyhodnoceno jako cenny marker pro predikci odpovédi ICI [116-118]. V
intencich tohoto pfistupu byla hodnocena jako pozitivni pouze silna PD-1
cytoplazmaticka reakce TIIC a nadorovych bunék, u PD-L1 bylo za pozitivni barveni
povazovano silné barveni membran nadorovych bunék a silné PD-L1 membranoveé a
cytoplazmatické barveni TIIC (tabulka 2). Byla pouzita nasledujici metoda: TPS = (pocet
bunék nadoru obarvenych PD-1, PD-L1, Fas, FasL)/(celkovy poCet Zivotaschopnych
nadorovych bunék) x 100; (Pocet obarvenych PD-1, PD-L1, Fas, nebo FasL imunitnich
bunék infiltrujicich nador)/(celkovy pocet zZivotaschopnych imunitnich bunék infiltrujicich
nador) x 100. V pfipadé PD-1/PD-L1 bylo v souladu s dfive publikovanymi studiemi
zastoupeni pozitivnich bunék (hodnoceno pomoci TPS) hodnoceno nasledovné: skore
0: negativni, skore 1 (slabé): 1-10 %, skére 2 (stfedni): 10—49 % a skore 3 (silné): nad
50 % [26—29]. Detailni skérovaci systém byl pfeveden do teplotnich map (obrazky 3-5),
kde byla barevna Skala prezentovano takto: Zluta barva: skére 0, barva oranzova barva:
skore 1, okrova barva: skore 2, a bronzova barva: skoére 3. V pfipadech, kdy nebyla
nalezena infiltrace lymfocyta, byla exprese PD-1/PD L1 klasifikovana jako N/A (not

applicable — nepouzitelné).

V pfipadé Fas/FasL byla pozitivita barveni protilatkou hodnocena podle dfive
publikovaného hodnoticiho systému zaloZzeného na procentu plochy nadoru pokryté

pozitivné nabarvenymi burikami [119-122]. Hodnoceni bylo nasledujici: skére 0 (Zzadné
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barveni), negativni; skore 1 (slabé barveni), 1-10%; skore 2 (stfedni barveni), 10-49%;

a skore 3 (silné barveni), nad 50%.
Statisticka analyza

Data jsou prezentovana jako pramér + standardni odchylka priméru (SEM),
pokud neni stanoveno jinak. Vztahy mezi dvéma studovanymi proménnymi byly
hodnoceny Spearmanovym korelaénim koeficientem poradi. Pro posouzeni rozdili byl
proveden Mann-Whitney U test v PD-1 a PD-L1 vyjadfeni zaloZzené na rdznych
seskupovacich proménnych (stupen: 0/1; regionalni Metastazy LN: Ne/Ano; stadium
primarniho nadoru: 1, 2, 3 a 4). Rozdily v parovych méfenich (napf. PD-1 v centru
nadoru/PD-1 na periferii nadoru; PD-L1 v TIC/PD L1 v nadorovych burikach) byly
testovany Wilcoxonovym testu znaceného rozsahu. Oba Mann-Whitey U a Wilcoxonovy
testy byly provedeny za pouziti postupu Monte Carlo resampling s n = 10 000 vzorkd,
které kompenzuji nerozhodné hodnoty a nezavisi na asymptomatickych aproximacich
pro p-hodnoty. Statisticka vyznamnost byla testovana na hladiné a = 0,05 (v nékterych
pfipadech uvadime p-hodnoty nasledovné: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 a **** p
<0,0001). Pro statistické analyzy byly pouzity SPSS Statistical Software verze 25.0
(SPSS, Chicago, IL, USA) a GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Pro
ucely grafické prezentace byly pouzity GraphPad Prism 6, Microsoft Excel a Raw Graphs

(rawgraphs.io, pfistup k 10. lednu 2021).
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8 VYSLEDKY
8a Pritomnost metastaz v regionalnich lymfatickych uzlinach (LN) vyznamné

koreluje se stupném diferenciace nadoru a stadiem primarniho nadoru

V této studii jsme vyhodnotili vzorky nador od 62 pacientd s SGC, abychom
pfinesli nové, hlubSi informace o této vzacné skupiné malignit. Jak ukazuje Tabulka 1,
62 vzorklh SGC tvofilo 13 odliSnych histologickych subtypu. NejcastéjSimi diagnézami
byly acinocelularni karcinom, adenoidné cysticky karcinom a mukoepidermoidni
karcinom. Nejméné Casté byly kribriformni cystadenokarcinom, adenoskvamézni
karcinom a karcinosarkom. Z 62 pacientd s SGC bylo 15 diagnostikovano s primarnim
stadiem nadoru 1, 9 se stadiem 2, 6 se stadiem 3 a 31 se stadiem 4. U jednoho pacienta
nebylo mozné stanovit primarni stadium nadoru. Dvaadvacet pacientl bylo
diagnostikovano s nizkym stupném dediferenciace (stupen 0) nadoru a Ctyficet pacient(
s vysokym stupném dediferenciace (stupefi 1) nadord. Pfitomnost metastaz v

lymfatickych uzlinach (LN) byla hodnocena u kazdého pacienta.

Nejprve jsme analyzovali souvislost mezi expresi PD-1/PD-L1 u riznych skupin
véku a pohlavi, nicméné jsme nezaznamenali zadné vyznamné rozdily. Dale jsme
zkoumali korelace mezi stupném dediferenciace nadoru a primarnim stadiem nadoru u
pacientl s SGC. Podobné jako studie jinych typd karcinomud [123, 124], jsme zjistili
vyznamnou Kkorelaci mezi stupném nadoru a primarnim stupném nadoru v dobé
diagnézy (Obrazek 1A) a vyznamné vysSi prevalenci high grade nadord v primarnich
stadiich 3 a 4 SGC nez ve stadiich 1 a 2 SGC (Obrazek 1B). Dale jsme analyzovali, zda
zavaznost onemocnéni koreluje s pfitomnosti LN metastaz. Jak je vidét na Obrazku 1C,
byla silna korelace mezi pfitomnosti LN metastaz a stupném dediferenciace nadoru.
High grade nadory byly také vice zastoupené u pacientl s LN metastazami nez u
pacientt bez LN metastaz (Obrazek 1D). Jesté silngjSi korelace byla nalezena mezi
pritomnosti LN metastaz a primarnim stadiem nadoru (Obrazek 1E-F). Tyto udaje
ukazuji, Ze patologicky hodnocena zavaznost onemocnéni (primarni stadium nadoru a
stuperi/grade) u pacientl s SGC také koreluje s metastatickym potencialem

onemocnéni.
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Obrazek 1. Pfitomnost metastdz v regiondlnich lymfatickych uzlinach (LN) vyznamné koreluje s gradingem
nadoru a stadiem nadoru. (A) Kohorta 61 pacientll s karcinomem slinnych Zlaz (SGC) byla rozdélena do 4
skupin podle stadia nadoru a byla stanovena Spearmanova korelace s gradingem nadoru (stupen 0: svétle
hnédy, stupen 1: tmavé hnédy). (B) Pacientska kohorta v (A) byla rozdélena do 2 skupin podle stadia
nadoru (skupina 1: pacienti ve stadiu 1 a 2, skupina 2: pacienti ve stadiu 3 a 4) a byl stanoven podil vysoce
diferencovanych nador( v kazdé skupiné. (C) Pacientska kohorta v (A) byla rozdélena do 2 skupin podle
pritomnosti (+) nebo absence () LN metastaz a korelace se stadiem nadoru byla stanovena jako v (A). (D)
Podil vysoce diferencovanych nadori v kazdé skupiné v (C) byl stanoven. (E) Pacientska kohorta v (A) byla
rozdélena do 4 skupin podle stadia primarniho nadoru a byla stanovena korelace s LN metastazami (bez
LN metastaz: svétle modrd, stupen 1: tmavé modra). (F) Pacientska kohorta v (E) byla rozdélena do 2
skupin podle stadia primarniho nadoru (skupina 1: pacienti ve stadiu 1 a 2, skupina 2: pacienti ve stadiu
3 a 4) a byl stanoven podil pacientd s LN metastazami v kazdé skupiné. V (A), (C) a (E) byly korelace
vyhodnoceny pomoci Spearmanova korelacniho testu (n = 61). * p <0,05 bylo povaZovano za vyznamné.
V (B), (D) a (F) byl rozdil mezi stratifikovanymi skupinami pacient(i vyhodnocen pomoci Mann—Whitneyho
U testu (stadium 1 a 2, n = 24; stadium 3 a 4, n=37; * p<0,05, ** p<0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001).
Data jsou prezentovana jako primér + standardni chyba prliiméru (SEM).
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8b Rozdily v expresi PD-L1 a PD-1 u nadorovych bunék a TIIC jsou lokalizovany

na periferii nadoru

Mnoho studii se pokusilo charakterizovat mikroprostfedi u riznych typta nador(
se zamérem rozpoznat potencial imunoterapie na zakladé exprese PD-L1 a PD-1 v
nadorech [20, 125-127]. Studie také ukazaly, Ze nadorem indukovana imunosuprese
muze byt v tkani nadord nerovnomérné rozlozena [92, 93]. Proto jsme zkoumali vzorce
exprese PD-L1 a PD-1 v bufkach nadort a TIICs jak v centru nadoru, tak na jejich
periferii (Obrazek 2) pomoci systému hodnoceni uvedeného v ¢asti Materialy a metody.
Nejprve jsme nenalezli vyznamny rozdil ve vyjadfeni PD-1 nebo PD-L1 v bunkach
nadord a TIICs v centru nadorld (Obrazek 3A, levé panely) nebo na periferii
lokalizovanych burikach nadort (Obrazek 3A, horni pravy panel). AvSak exprese PD-1
byla vyznamné vySSi nez vyjadfeni PD-L1 v perifernich TlICs (Obrazek 3A, dolni pravy
panel). DalSi analyzy odhalily, Ze rozdily ve vyjadfeni obou molekul mezi burikami
nadora a TIICs se také vyskytovaly hlavné na periferii nadorli. Zatimco v centru nador
byly buniky nadort a TlICs s porovnatelnym vyjadifenim PD-L1 (Obrazek 3B, horni levy
panel), periferni ¢ast nadord ukazala vyznamné vy$Si vyjadfeni molekuly v burikach
nadord nez v TlICs (Obrazek 3B, horni pravy panel). Podobné nebyl zjistén zadny
vyznamny rozdil ve vyjadieni PD-1 mezi bufkami nadort a TIICs v centru nadoru
(Obrazek 3B, dolni levy panel). Nicméné, navzdory témto indiciim, dalSi analyzy
neukazaly Zzadné vyznamné rozdily ve vyjadieni PD-L1 mezi periférii nadoru a centrem
nadorl (Obrazek 3C, levé panely), ani nebyl rozdil ve vyjadfeni PD-1 mezi periférii
nadord a centrem nadorl (Obrazek 3C, pravy horni panel). Byl vSak zjistén vyznamny
rozdil v expresi PD-1 mezi TIICs na periférii nadort a centrem nadoru (Obrazek 3C, dolni
pravy panel). Tyto udaje ukazuji, Ze rozdily ve vyjadfeni PD-L1 a PD-1 u pacientd s SGC

byly seskupené na periférii nadoru.
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Obrazek 2. Imunohistochemie (IHC) proteinu programované bunécné smrti-1 (PD-1) a ligandu proteinu
programované bunécné smrti-1 (PD-L1) v tkdnich SGC. Snimky ukazuji expresi PD-1 nebo PD-L1 v
nadorovych burikach (Cervena sipka) a v bunkach imunitniho systému infiltrujicich do nadoru (TIICs),
(Cerna Sipka) na periferii nddoru (levé snimky) a v centru nadoru (pravé snimky). (A) IHC ukazuje pozitivni
expresi PD-1 v TIICs a negativni expresi PD-1 v nadorovych burikach (40x zvétseni). (B) IHC ukazuje
pozitivni expresi PD-1 v nadorovych burikach (40x zvétseni). (C) IHC ukazuje pozitivni expresi PD-L1 v
nadorovych bunkach (40x zvétseni). (D) IHC ukazuje PD-L1-pozitivni TIICs a PD-L1-negativni nddorové

bunky (40x zvétseni).
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Obrazek 3. Rozdily v expresi PD-L1 a PD-1 mezi nddorovymi burikami a TIICs jsou lokalizovany na
periferii nadoru. (A) Exprese PD-L1 a PD-1 se lisi mezi nadorovymi burikami a TIICs v centru nadoru a na
jeho periferii. Po¢et vyhodnocenych pacientt (n) je uveden v levém hornim rohu kazdého panelu. (B)
Exprese PD-L1 a PD-1 se lisi mezi nddorovymi burikami a TIICs v centru nadoru a na jeho periferii. Pocet
vyhodnocenych pacientl (n) je uveden v levém hornim rohu kazdého panelu. (C) Exprese PD-L1 a PD-1
se lisi mezi nddorovymi burikami a TIICs v centru nadoru a na jeho periferii. Pocet vyhodnocenych
pacientd (n) je uveden v levém hornim rohu kazdého panelu. V (A—C) byl rozdil mezi skupinami
vyhodnocen s ohledem na frekvenci exprese PD-1/PD-L1 a jejich primérné hodnoty a byl analyzovan
pomoci Mann—Whitneyho U testu (n je uvedeno v levém hornim rohu kazdého panelu; * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001). Data jsou prezentovana jako pridmér = SEM a libovolna uroven
exprese odpovida skérovacimu systému popsaném v sekci Materidly a metody.
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8c Zavaznost onemocnéni nekoreluje s expresi PD-L1 a PD-1 v TIIC

Vyjadfeni PD-1 a/nebo PD-L1 u rdznych typu nadorl c&asto souvisi se
zavaznosti onemocnéni [128]. Tyto molekuly jsou také dulezitymi biomarkery pro uziti
ICI imunoterapie [7, 14, 20]. ProtoZze naSe data ukazala, ze rozdily v expresi PD-L1 a
PD-1 v nadorovych burikach a TlICs byly seskupené na periférii nadoru pacienti s SGC,
dale jsme zkoumali, zda tento nalez koreluje také se zavaznosti onemocnéni (stupném
dediferenciace nadoru, primarnim stadiem nadoru a pfitomnosti LN metastaz). Zjistili
jsme, Ze zavaznost onemocnéni nekoreluje s expresi PD-L1 v TlICs ani v periférii
nadoru, ani v centru nadoru (Obrazek 1), ani nebyla prokazana korelace mezi hojné
exprimovanym PD-1 v TIICs v centru nadoru (Obrazek 4A-C) nebo dokonce v jesté
vyznamnéji exprimovaném PD-1 v perifernich TlICs (Obrazek 4D-F). Tyto udaje ukazuiji,
Ze i kdyz byla exprese PD-1 v perifernich TIICs vy8Si nez v centralnich TIICs, tato

exprese se neodrazi v zavaznosti onemocnéni.

8d Vysoké zastoupeni nadorovych bunék s PD-1+ v nadorovém centru

koreluje se stupném nadoru

PD-1 se vétSinou vyskytuje v T burkach [129]. AvSak, PD-1 muze byt také
vyjadreno v nadorovych burikach [130]. NaSe analyza ukazala, Zze ¢ast nadorl pacientu
s SGC exprimovalo tuto molekulu jak v centralnich, tak v perifernich nadorovych
burikach (Obrazek 5). Tézkost onemocnéni (stupen diferenciace nadoru, primarni
stadium nadoru a pfitomnost LN metastaz) neméla vyznamnou vazbu na expresi této
molekuly v perifernich nadorovych bunkach (Obrazek 5D-F), stejné tak pfitomnost LN
metastaz nebo primarni stadium nadoru neovlivnilo jeji expresi v centralnich nadorovych
burikach (Obrazek 5B-C). AvSak stupen diferenciace nadoru byl vyznamné spojeny s
expresi PD-1 v bunikach umisténych v centru nadoru, protoze exprese PD-1 v
centralnich nadorovych burikach byla detekovana vyhradné v nadorech vysokého
stupné dediferenciace (stupné 1), ale ne v nadorech nizkého stupné dediferenciace
(stupné 0) (Obrazek 5A). Tyto zjisténi ukazuji, ze procento PD-1+ nadorovych bunék v
centru nadoru by mohlo slouZzit jako biomarker biologického chovani nadoru.
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Obrazek 4. Zavaznost onemocnéni nekoreluje s expresi PD-L1 a PD-1 v TIICs.(A) Soubor 42 pacientl s
SGC byl stratifikovan do 2 skupin podle stupné diferenciace nadoru (stupen 0 a stupen 1) a byla uréena
Spearmanova korelace s expresi PD-1 v TIICs v centru nadoru.(B) Soubor pacientt v (A) byl stratifikovan
do 2 skupin podle pfitomnosti (+) nebo nepfitomnosti (—) metastaz v LN, a Spearmanova korelace byla
urcena jako v (A). (C) Soubor pacient(i v (A) byl stratifikovan do 4 skupin podle stadia nadoru a
Spearmanova korelace byla urcena jako v (A). (D—F) Soubor 53 pacientl s SGC byl stratifikovan do skupin
jako v (A—C) a byla urcena Spearmanova korelace s expresi PD-1 v TIICs na periferii nadoru. V (A—F) byly
korelace vyhodnoceny pomoci Spearmanovych korelacnich testd, (A—C): n =42, (D—F): n=53. * p <0,05
bylo povazovano za vyznamné. V (A—F) byly analyzy exprese PD-1 provedeny podle skérovaciho systému
popsaném v sekci Materidly a metody. Data jsou prezentovana jako teplotni mapa se skérovanim.
Barevna skala je prezentovana ndsledovné: Zlutd barva: skére 0; merunkova barva: skére 1; okrova
barva: skore 2; bronzova barva: skore 3.
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Obrazek 5. Vysoky pocet nadorovych bunék PD-1 pozitivnich v centru nadoru koreluje se stupném
nadoru. (A) Soubor 55 pacientl s SGC byl stratifikovan do 2 skupin podle stupné diferenciace nadoru
(stupen 0 a stupen 1) a byla uréena Spearmanova korelace s expresi PD-1 v nadorovych burikach v
centru nadoru. (B) Soubor pacientt v (A) byl stratifikovan do 2 skupin podle pfitomnosti (+) nebo
nepritomnosti () metastaz v LN a Spearmanova korelace byla uréena jako v (A). (C) Soubor pacientli v
(A) byl stratifikovan do 4 skupin podle stadia nddoru a Spearmanova korelace byla uréena jako v (A). (D—
F) Soubor 55 pacientl s SGC byl stratifikovan do skupin jako v (A—C) a byla uréena Spearmanova
korelace s expresi PD-1 v nadorovych bunkdach na periferii nddoru. V (A—F) byly korelace vyhodnoceny
pomoci Spearmanovych korelacnich testl, (A—F): n = 55. *p <0,05 bylo povazovano za vyznamné. V (A-
F) byly analyzy exprese PD-1 provedeny podle skérovaciho systému popsaném v sekci Materialy a
metody. Data jsou prezentovana jako teplotni mapa se skdrovanim. Barevna skdla je prezentovana
nasledovné: Zluta barva: skére 0; merurikova barva: skore 1; okrova barva: skére 2; bronzova barva:
skore 3.
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8e Pfitomnost metastaz LN a stadium nadoru vyznamné koreluji s PD-L1

expresi v bunkach na periferii nadoru

Exprese PD-L1 v burikach periferniho nadoru méla tendenci byt vysSi nez v
centralni nadorovych bunkach (obrazek 3C, horni levy panel; p = 0,0625). Dale jsme
data stratifikovali podle zavaznosti onemocnéni (stupen diferenciace nadoru, stadium
primarniho nadoru a pfitomnost LN metastazy) a odhalili, ze zavaznost onemocnéni
nekoreluje s expresi PD-L1 v centru nadoru (obr. 6A-C), stejné tak stupen nadoru
vyznamné neovliviioval vyznamné expresi PD-L1 v perifernich nadorovych bunkach
(obr. 6D). Pritomnost metastaz LN a stadium nadoru vS8ak vyznamné korelovalo s
expresi PD-L1 v bunikach periferie nadoru (obrazek 6E—F). Tato data ukazala nejen to,
Ze zavaznost SGC korelovala s expresi PD-L1 v nadorovych burikach, ale také to, ze

tato korelujici exprese byla sdruZena na periferii nadoru.
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Obrazek 6. Pfitomnost metastaz LN a stddium nddoru vyznamné koreluji s expresi PD-L1 v perifernich
nadorovych burikach. (A) Soubor 55 pacientl s SGC byl stratifikovan do 2 skupin podle stupné
diferenciace nadoru (stupen 0 a stupen 1), a byla uréena Spearmanova korelace s expresi PD-L1 v
nadorovych burikach v centru nadoru. (B) Soubor pacientt v (A) byl stratifikovan do 2 skupin podle
pfitomnosti (+) nebo nepfitomnosti (—) metastaz v LN a Spearmanova korelace byla uréena jako v (A).
(C) Soubor pacientl v (A) byl stratifikovan do 4 skupin podle stadia nddoru a Spearmanova korelace byla
urcena jako v (A). (D—F) Soubor 55 pacient(l s SGC byl stratifikovan do skupin jako v (A—C) a byla urcena
Spearmanova korelace s expresi PD-L1 v nddorovych bunkach na periferii nadoru. V (A—F) byly korelace
vyhodnoceny pomoci Spearmanovych korelaénich test(l, (A—F): n = 55. *p <0,05 bylo povaZovano za
vyznamné. V (A—F) byly analyzy exprese PD-1 provedeny podle skdrovaciho systému popsaném v sekci
Materidly a metody. Data jsou prezentovana jako teplotni mapa se skorovanim. Barevna skdla je
prezentovana nasledovné: Zlutd barva: skére 0; merunkova barva: skére 1; okrova barva: skére 2;
bronzova barva: skére 3.
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8f Rozdily mezi vyjadifenim Fas a FasL u nadorovych bunék a TIICs jsou

lokalizovany v centru nadoru

Analyzovali expresi Fas a FasL u nadorovych bunék a TlICs v centru a periferni
¢asti nadorl. Analyza exprese byla provedena imunohistochemii s pouzitim specifickych
protilatek proti Fas nebo FasL (Obrazek 7). Urover exprese v tkafovych vzorcich byly

analyzovany podle hodnoticiho systému popsaného v sekci Materialy a metody.

Zjistili jsme, Ze jak nadorové burnky, tak TIIC exprimovaly vice Fas a FasL v
periferii nadoru nez v centru nadoru (obrazek 8A). Tyto udaje naznacovaly, Ze interakce
Fas receptoru a FasL mezi nadorovymi burfkami a TIIC by mohla byt soustfedéna v
periferii nadord. Nasledné analyzy vSak odhalily, Ze nadorové buriky a TIIC mély
srovnatelné hladiny exprese Fas na periferii nadoru (obrazek 8B, pravy panel), ale rizné
urovné exprese v centru nadoru (obrazek 8B, levy panel). Tyto udaje tedy naznacuiji, ze
by také mohla probihat interakce mezi nadorovymi bunikami a TIIC fizena Fas
receptorem v centru nadort. Na druhou stranu tyto Udaje neukazovaly Zadnou takovouto
interakci pro FasL protoze rozdily v jeho expresi mezi nadorovymi burikami a TIIC byly
srovnatelné v obou kompartmentech, pficemz vykazovaly mnohem vysSi expresi FasL
v TIIC nez v nadorovych burikach (Obrazek 8C).
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Obrazek 7. Imunohistochemie (IHC) exprese Fas a ligandu Fas (FasL) v tkanich karcinomu slinnych Zlaz
(SGC). Snimky ukazuji zbarveni Fas (vlevo) a FasL (vpravo) v nadorovych burikach (Cervené Sipky) a v
imunitnich burikach infiltrujicich nador (TIICs) (¢erné Sipky) na periferii nddoru. (A) IHC ukazuje pozitivni
barveni Fas v TlICs a nadorovych burikach (20x). (B) IHC ukazuje negativni barveni Fas v nadorovych
burikach a pozitivni barveni Fas v TIICs (20x). (C) IHC ukazuje pozitivni barveni FasL v nadorovych burkach
a TIICs (20x). (D) IHC ukazuje negativni barveni FasL v nadorovych burikach a pozitivni barveni FasL v TIICs
(20x).
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Obrazek 8. Exprese Fas a FasL v nddorovych burikdch a TIICs na periferii a v centru nadoru. (A) Exprese
(skore podilu nddoru (tumor proportion score TPS)) Fas a FasL v nadorovych burikach a TIICs je vyssi v
periferii nddoru nez ve stfedu nadoru. Pocet pacientl (n), ktefi byli vyhodnoceni, je uveden v levém
hornim rohu kazdého panelu. (B) Exprese Fas v nddorovych burikach je vyssi nez v TIICs ve stfedu nadoru,
ale srovnatelna na periferii nddoru. (C) Exprese FasL v nadorovych bunkach je nizsinez v TIICs jak ve stfedu
nadoru, tak na jeho periferii. V A-C byly analyzy exprese provedeny podle skérovaciho systému TPS
popsaného v casti Materidly a metody. Data jsou prezentovana jako primér * SEM skore TPS
vypocitaného ze skdre TPS jednotlivych vzorkl pacientl. Pocet hodnocenych pacientl (n) je uveden v
levém hornim rohu kazdého panelu. Rozdil mezi skupinami byl vyhodnocen Mann-Whitneyho U testem
(n je uvedeno v levém hornim rohu kazdého panelu, ** p <0,01, *** p <0,001 a **** p <0,0001).
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8g Exprese Fas v TIIC negativné koreluje se stadiem nadoru na periferii

nadoru

Interakce Fas-FasL byla dfive spojovana se zavaznosti onemocnéni a
naznacovala mozné mechanismy odolnosti nadord vuci imunitnimu systému [21, 22,
131-133]. V nasledujici sérii analyz jsme korelovali kompartmentalni vyskyt Fas a FasL
v bunikach nadort a TIICs s diferenciaci nadorq, s jejich stadiem a pfitomnosti nebo
nepfitomnosti metastaz do lymfatickych uzlin (Tabulka 1). Nadory byly rozdéleny do
dvou skupin na zakladé diferenciace: nadory nizkého stupné dediferenciace (stupen 0),
nebo nadory vysokého stupné dediferenciace (stuperi 1). Nadory byly také rozdéleny do
dvou skupin na zakladé pfitomnosti nebo nepfitomnosti metastaz: nepfitomnost
metastaz (-) nebo pfitomnost metastaz (+). Nakonec byly nadory rozdéleny do Ctyr
skupin na zakladé stadia nadoru: stadia 1, 2, 3 nebo 4. Nejprve jsme zkoumali, jak vyskyt
Fas v TlICs v centru nebo periférii nadort koreluje se zavaznosti onemocnéni. Data
ukazala vyrazné vyssi frekvenci nadoru s TIICS exprimujicimi Fas v periférii nadort nez
v jeho centru (Obrazek 9). V centru nadoru vyskyt Fas v TIICs nekoreloval s Zadnym z
testovanych klinicko-patologickych parametri (Obrazek 9A-C). Nebyly nalezeny Zadné
korelace mezi vyskytem Fas v TIICs v periferni ¢asti nadoru a stupném nadoru nebo
pfitomnosti metastaz (obrazek 9D, E). AvSak v periferni ¢asti nadoru bylo zjisténo, ze
stadium nadoru negativné koreluje s vyskytem Fas v TIlICs (obrazek 9F). Tyto udaje
ukazuji, Ze stadium onemocnéni je nepfimo umérné vyskytu Fas v TIICs v periferni ¢asti

nador(, ale ne v jejich stfedu.
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Obrazek 9. Exprese Fas v TIICs v periferii nddoru koreluje se stddiem nadoru. (A) Skupina 38 pacientl s
SGC byla rozdélena do 2 skupin podle stupné diferenciace nadoru (stupen 0 a stupen 1) a byla uréena
Spearmanova korelace (r) podle exprese Fas v TIICs ve stfedu nadoru. Analyzy exprese byly provedeny
podle skérovaciho systému popsaného v ¢asti Materialy a metody. Data jsou prezentovdana jako tepelna
mapa se skorovanim a pro hodnotu p < 0,05 (Cervena) bylo povaZovano za vyznamné. (B) Skupina
pacientl v (A) byla rozdélena do 2 skupin podle absence (-) nebo pfitomnosti (+) metastaz v lymfatickych
uzlindch (LN) a Spearmanova korelace (r) byla stanovena jako v (A). (C) Skupina pacientl v (A) byla
rozdélena do 4 skupin podle stadia nadoru a Spearmanova korelace (r) byla uréena jako v (A). (D—F)
Skupina 40 pacientd s SGC byla rozdélena do skupin jako v (A-C) a byla ur¢ena Spearmanova korelace (r)
podle exprese Fas v TIICs v periferii nadoru.
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8h Exprese Fas v nadorovych burikach pozitivné koreluje se stadiem nadoru v

nadorovém centru

Dale jsme analyzovali, zda exprese Fas v nadorovych bunkach koreluje se
zavaznosti onemocnéni. Frekvence a intenzita exprese Fas v bufikach nadoru byly v
studovanych oblastech nadoru vysoké (obrazek 10). Kompartmentova analyza
neodhalila korelaci exprese Fas v burfkach nadoru na periferii vzorka (obrazek 10D-F).
Stupen malignity a pfitomnost metastaz LN nekorelovaly s expresi Fas v burikach
nadoru v centru nadoru (obrazek 10A, 10B). Nicméné stadium nadoru ukazalo korelaci
s expresi FAS v burikach nadoru v centru nadoru (obrazek 10C). Tyto udaje ukazuiji, ze
na rozdil od zjisténi u TIIC, stadium onemocnéni pozitivné koreluje s expresi FAs v

nadorovych burikach v centru nadoru, ale ne na periférii nadoru.
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Obrazek 10. Exprese Fas v nadorovych bunkach ve stfedu nadoru koreluje se stadiem nadoru. (A) Skupina
52 pacientl s SGC byla rozdélena do 2 skupin podle stupné diferenciace nadoru (stupen 0 a stupen 1) a
byla uréena Spearmanova korelace (r) podle exprese Fas v nddorovych burikach ve stfedu nadoru. Analyzy
exprese byly provedeny podle skérovaciho systému popsaného v ¢asti Materidly a metody. Data jsou
prezentovana jako tepelnd mapa s uvedenym skérovanim. Pro hodnoty p <0,05 (Cervend) bylo
povazovano za vyznamné. (B) Skupina pacientl v (A) byla rozdélena do 2 skupin podle absence (-) nebo
pfitomnosti (+) metastaz v lymfatickych uzlinach (LN) a Spearmanova korelace (r) byla uréena jako v (A).
(C) Skupina pacientl v (A) byla rozdélena do 4 skupin podle stadia nddoru a Spearmanova korelace (r)
byla uréena jako v (A). (D—F) Skupina 52 pacient(l s SGC byla rozdélena do skupin jako v (A-C) a byla uréena
Spearmanova korelace (r) podle exprese Fas v nadorovych burkach v periferii nadoru.
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8i Exprese FasL v TIIC neni ovlivhéna zavaznosti onemocnéni ani distribuci v

jednotlivych ¢astech nadoru

Analyza ukazala, ze vyskyt faktoru Fas v TIICs koncentroval rozdily v zavaznosti
onemocnéni na periférii nadoru. Nasledné analyzy vSak odhalily, Ze vyskyt faktoru FasL
v TlICs nevykazoval stejny vzorec. Navzdory celkové vysoké frekvenci a intenzité
vyskytu v TIICs nebyly nalezeny zadné korelace vyskytu s tizi onemocnéni (obrazek 11).
Bez ohledu na kompartmentalni distribuci, stupefi malignity, pfitomnost metastaz LN a
stadium nadoru nekorelovaly s vyskytem faktoru FasL v TlICs (obrazek 11). Proto na

rozdil od faktoru Fas, exprese FasL v TIICs neodrazel tizi onemocnéni.

8j Exprese FasL v nadorovych burikach pozitivné koreluje se stadiem nadoru v

nadoroveé periferii

Data ukazala, ze exprese Fas v bunkach nadoru souvisel s rozdily v zavaznosti
onemocnéni v centru nadoru. V naslednych analyzach jsme zkoumali vyskyt faktoru
FasL v téchto burikach. Na rozdil od vyskytu faktoru Fas, vyskyt faktoru FasL v bunkach
nadoru v centru nadoru nekoreloval se zavaznosti onemocnéni a témér vSechny vzorky
byly negativni pro FasL v tomto oddilu (obrazek 12A-C). Na druhou stranu, vyskyt faktoru
FasL v bunkach nadoru na periférii nadoru byl ¢astéjSi nez v centru nadoru (obrazek 6D-
F). A co je dllezité, vyskyt faktoru FasL v tomto oddilu nadoru souvisel se zavaznosti
onemocnéni. Zatimco stupen malignity ukazal jen tendenci (obrazek 12D, p = 0.0728),
pfitomnost metastaz LN nebo stadium nadoru uz vyznamné korelovalo s expresi FasL
v bunkach nadoru na periférii nadoru (obrazek 12E-F). NejzajimavéjSim nalezem byla
absence periferniho vyskytu faktoru FasL v nadorech stupné 1 a 2, ale jeho €asty vyskyt
v nadorech stupné 3 a 4 (obrazek 12F). Tyto udaje ukazuiji, Zze buriky nadorl vysokého

stupné mohou mobilizovat mechanismus zabijeni Fas-FasL v periférii SGCs.
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FasL in TlICs
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Obrazek 11. Exprese FasL v TIICs nekoreluje se zavaznosti onemocnéni. (A) Skupina 41 pacientd s SGC
byla rozdélena do 2 skupin podle stupné diferenciace nadoru (stupen O a stupen 1) a byla stanovena
Spearmanova korelace (r) podle exprese FasL v TIICs ve stfedu nadoru. Analyzy exprese byly provedeny
podle skérovaciho systému popsaného v ¢asti Materidly a metody. Data jsou prezentovana jako tepelnd
mapa s uvedenym skdrovanim a pro hodnoty p <0,05 (éervena) bylo povazovano za vyznamné. (B)
Skupina pacientl v (A) byla rozdélena do 2 skupin podle absence (-) nebo pfitomnosti (+) metastaz v
lymfatickych uzlinach (LN) a Spearmanova korelace (r) byla uréena jako v (A). (C) Skupina pacientl v (A)
byla rozdélena do 4 skupin podle stadia nadoru a Spearmanova korelace (r) byla uréena jako v (A). (D—F)
Skupina 53 pacientll s SGC byla rozdélena do skupin jako v (A-C) a byla ur¢ena Spearmanova korelace (r)
podle exprese FasL v TIICs v periferii nddoru.
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Obrazek 12. Exprese FasL v nadorovych burikach na periferii nadoru koreluje se stadiem nadoru. (A)
Skupina 55 pacientl s SGC byla rozdélena do 2 skupin podle stupné nadoru (stupen 0 a stupen 1) a byla
uréena Spearmanova korelace (r) podle exprese FasL v nadorovych burkach ve stfedu nadoru. Analyzy
exprese byly provedeny podle skérovaciho systému popsaného v ¢asti Materidly a metody. Data jsou
prezentovana jako tepelnd mapa s uvedenym skdrovanim a pro hodnoty p <0,05 (Cervend) bylo
povaZzovano za vyznamné. (B) Skupina pacientt v (A) byla rozdélena do 2 skupin podle absence (-) nebo
pfitomnosti (+) metastaz v lymfatickych uzlinach (LN) a Spearmanova korelace (r) byla uréena jako v (A).
(C) Skupina pacientl v (A) byla rozdélena do 4 skupin podle stadia nddoru a Spearmanova korelace (r)
byla urc¢ena jako v (A). (D—F) Skupina 55 pacientl s SGC byla rozdélena do skupin jako v (A-C) a byla urcena
Spearmanova korelace (r) podle exprese FasL v nddorovych burnkach na periferii nadoru.
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9 DISKUZE

Analyza molekularnich signatur receptoru a ligandu programované smrti PD-1 a
PD-L1 ukazala, zZe jsou seskupené piedevsim v periférii nadord SGC a mohou odrazet
zavaznost onemocnéni. Ukazalo se, Ze infiltrace nadort TIIC je cennym markerem
progndzy onemocnéni a citlivosti nadoru k imunoterapii [92, 128, 129]. U nékterych
nadorl jsou vysoké hladiny TIICs spojené s pfiznivou prognézou [75], zatimco u jinych
nadoru jsou spojené s Spatnou prognodzou [75, 91]. Podobné vysledky byly reportovany
i v souvislosti s jejich vztahem k odolnosti/citlivosti nadoru na imunoterapii [91]. U SGCs
se obsah TIICs velmi li§i mezi jednotlivymi podtypy, to vSak neni nutné spojeno s
odliSnym biologickym chovanim onemocnéni. Napfiklad adenoidni cysticky karcinom a
salivarni duktalni karcinom se velmi li8i v obsahu TIICs [134], ale oba patfi k nejvice
terapeuticky naro¢nym podtypim SGC [135, 136]. Proto musi byt informace o infiltraci
nadoru TIICs u SGCs doplnéna o hodnoceni molekularnich parametri jejich

mikroprostiedi.

V této praci jsme ukazali, Ze PD-L1 pozitivni a PD-1 pozitivni TIIC byly rozdilné
pfitomny v jednotlivych SGC nadorech. Hlavnim rozdilem vSak byla jejich distribuce mezi
nadorovym centrem a periferii. Zatimco PD-L1 pozitivni TIIC byly rovnomérné
distribuovany mezi nadorovym centrem a periferii, PD-1 pozitivni TIIC byly pfevazné
umistény na periferii nadoru. Prekvapivé vSak tato akumulace neodrazela zavaznost
onemocnéni, coz ukazuje, ze periferni PD-1 pozitivni TIIC samotné nejsou dobrymi
prediktory zavaznosti onemocnéni. Studie ukazaly, ze PD-1 muze byt také exprimovan
v nadorovych burikach [130]. NaSe data potvrdila pfitomnost PD-1pozitivnich
nadorovych bunék v nékolika vySetfenych nadorech. NeCekané nase data také potvrdila
souvislost mezi pfitomnosti PD-1 pozitivnich nadorovych bunék v centru nadoru a
stupném dediferenciace nadoru. Velmi nedavna zjisténi ukazala, Ze populace
nadorovych bunék, které vyjadfuji PD-1/PD-L1, jsou odolné proti imunoterapii [130], a
buriky nadoru, které exprimuji PD-1, blokuji cytotoxicitu neutrofilt v nadorové tkani [137].
Nicméné, zda tento mechanismus plUsobeni PD-1pozitivnich nadorovych bunék hraje

roli také v high grade SGC bude jesté nutné objasnit.
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Exprese PD-L1 v nadorovych bunkach silné naznacuje, Ze nadorové buriky
vyuzivaji signalni cestu PD-L1/PD-1 k potlaCeni imunitniho systému lokalné [87]. Tato
lokalni burikami zprostfedkovana suprese muaze hrat roli na periferii nadoru v blokovani
infiltrace nadoru imunitnimi bufikami cilicimi na nador [92, 93]. Nase data skutecné
ukazala, ze velké podily bunék nadoru exprimujicich PD-L1 byly seskupené v periférii
vySetfovanych nadorl. Navic, na rozdil od exprese PD-1 v perifernich TIICs, kde nebyly
nalezeny Zadné korelace se zavaznosti onemocnéni, exprese PD-L1 v perifernich
nadorovych burikach korelovala s pfitomnosti LN metastaz a stadiem nadoru.
Pfekvapivé vSak pfitomnost perifernich PD-L1 pozitivnich nadorovych bunék
nekoreloval s pfitomnosti perifernich PD-1 pozitivnich TIICs. Pfedchozi studie ukazaly,
Ze vzorce vycCerpani v peritumoralnich imunitnich bunkach jsou spojené s dobrou
odpovédi na lécbu checkpoint inhibotory [138, 139]. Navic bylo také prokazano, ze
peritumoralni aplikace ICI je spojena s lepSim prezitim u ur€itych typd malignit [140]. V
souladu s témito studiemi nase vysledky také naznacuji, Ze exprese PD-L1 v perifernich
THICs pokrocilych SGCs by mohla predikovat ucinnost l1é€by ICI [141]. Navic, exprese
PD-L1 v perifernich nadorovych bufkach SGCs by mohla pfedstavovat cenny nastroj

pro predpovéd progndzy onemocnéni.

Rozmisténi signatur imunitnich a nadorovych bunék je dualezitym faktorem s
moznym uplatnénim jako biomarkery [92, 128]. Byly snahy o hodnoceni nejen intra-
tumoralnich bunécénych signatur, ale také vzorcu rozmisténi, které pfesahuji samotné
nadory [92, 95, 98, 128]. Existuje vSak také stale vice pokuslt o hodnoceni signatur v
jednotlivych lokalitach samotnych nadoru [142]. Vysledky naSi prace ukazaly, ze
lokalizace bunék exprimujicich PD-1 a PD-L1 je podstatna pro posuzovani jejich
prediktivnich hodnot a vlivu na zavaznost nadoru. NejvyraznéjSim zjiSt€nim souvisejicim
s rozmisténim téchto bunék v nadoru se tyka expresi PD-L1 v perifernich nadorovych
burikach. Zatimco vyjadfeni PD-L1 v bunkach nadoru umisténych v centru nadoru
nebylo spojeno s pfitomnosti LN metastaz a nekorelovalo se stadiem nadoru, vyjadfeni
PD-L1 v burnkach nadoru umisténych v periférii nadoru ano. Tato zjisténi ukazuji, ze
nejen para-tumoralni oblasti [94, 98], ale i intra-tumoralni oddily mohou poskytovat
cenné dodate¢né informace. Navic mohou tyto informace odhalit nové prediktivni

hodnoty biomarkert na zakladé jejich bunécnych/imunitnich signatur.
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Studie Fas receprotu a jeho ligandu ukazala, Ze jejich exprese v burikach nadoru
a TlICs se liSi v centru a periférii nadoru. NaSe udaje ukazaly, ze vzorce vyskytu
receptoru Fas a ligandu Fas v téchto bunkach v téchto dvou kompartmentech tvofri
signatury, které odrazeji tizi SGC a naznacuji mozny mechanismus odolnosti SGC v i
imunoterapii. Vazba faktoru FasL na faktor Fas slouzi jako mechanismus indukujici
apoptdzu, kterym mohou imunitni bunky eliminovat buriky nadoru [143] Na druhou stranu
ovSsem muze byt tento mechanismus zneuzit burikami nadoru k eliminaci aktivovanych
TlICs a zaroven tak zvysit odolnosti nadoru vuci imunoterapii [21]. NaSe data ukazala,
Ze TlICs v SGCs exprimovaly vysoké hladiny faktoru FasL v obou oddilech nadoru a tyto
hladiny byly mnohem vyS$si nez hladiny v bufkach nadoru. Tuto pozorovani mizeme
interpretovat tak, ze pfi FasL-indukované apoptéze maji TlICs vyhodu nad burikami
nadoru. Nicméné, FasL-indukovana apoptdza vyzaduje, aby byl signalni systém Fas v
FasL-stimulovanych bunkach zachovan a funkéni [144]. V bunikach nadoru se to v8ak
nemusi vzdy dit, protoZze buriky nadoru mohou ztratit sensitivitu k FasL-indukované
apoptoze [104, 131, 145, 146]. NaSe data skuteCné naznacuiji, Ze tuto strategii by mohly
pouzivat bunky SGC, protoze buriky nadori v SGC vykazovaly vysoké hladiny Fas bez
ohledu na pfitomnost TIIC s vysokymi hladinami FasL. Navic byla hladina Fas v burikach
nadorl v centru nadoru vySsi u tumorl vysokého stadia nez u nadord nizkého stadia.
Toto zjiSténi naznacuje, ze i kdyz TIIC vykazovaly mnohem vys$Si hladiny FasL, tato
exprese pravdépodobné nezabranila Sifeni bunék nadorl s vysokou hladinou Fas.
Neucinné likvidovani bunék nadoru prostfednictvim interakce Fas-FasL muize byt
mechanismem imunorezistence v SGC. Ov8em nasSe data také naznacuji, Ze zatimco
imunitni buriky jsou pravdépodobné neucinné pfi likvidaci bunék nadord prostrednictvim
FasL[104, 131, 146], likvidace TIIC prostfednictvim bunék nadortl pomoci FasL muize

soucasné efektivné probihat. [147, 148].
Dva hlavni zavéry z této prace potvrzuji tento dohad.

1) Periférie nadorl nizkého stadia byla infiltrativné obsazena TIIC s vysokymi hladinami
Fas, zatimco nadory pokrocilého stadia mély snizenou expresi Fas v TIIC.

2) Nebyla nalezena exprese FasL v bufkach nadorl na periférii nadora nizkého stadia,
avSak byla nalezena v jejich pokrocilych protéjscich.
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To naznacuje, ze high-grade nadory by mohly vyCerpat Fas exprimujici TIIC na
periférii SGC prostfednictvim apoptézy indukované FaslL. Pravdépodobnost tohoto
scénafe je mnohem vyS$Si, protoZe ve srovnani s bufikami nadort se da u nadorové
netransformovanych, zdravych bunék oCekavat s mnohem mensi pravdépodobnosti
poskozenou a nefunkéni Fas-FasL signalni osu, i pokud se vyskytuji v nadorové tkani
[144, 149-151]. Navic, apoptéza indukovana FasL je klicova pro eliminaci
autoreaktivnich lymfocytl za fyziologickych podminek a ¢asto je zneuzivana nadory ke
zvy$eni jejich imunorezistence [147]. Uginnost imunoterapie u SGC, v&etné checkpoint
inhibitord, nenaplnila o€ekavani [5]. Je tézké definovat mechanismy rezistence nadoru
v SGC pro jejich extrémni rozmanitosti. Tato rozmanitost se také promita do rozmanitosti
imunitniho mikroprostfedi nadoru (tumor immune microenvironment TME). Rozmanitost
TME v SGC je dobfe dokumentovana pozorovanimi, Ze nejagresivnéjsi podtypy SGC se
znacne lisi v jejich TME. [134] NasSe data vSak naznacuiji, Zze bez ohledu na podtyp SGC
a rozmanitost TME mohou nadory Siroce vyuZivat osu Fas-FasL jako spoleény
mechanismus zamezeni své eliminace. Na jedné strané muze tento mechanismus
zajistit odolnost buriky nadord vici apoptdéze indukované FasL, na druhé strané tyto
bunfiky nadord mohou exprimovat FasL a indukovat apoptézu TIIC na periférii
vysokostupriovych nadorll, kde je exprese FasL v bufikach nadorl zvySena. Z tohoto
pohledu by mél jakykoliv protokol imunoterapie zaméfeny na prfekonani odolnosti SGC
vyuzivajicich tento mechanismus zalozeny na Fas-FasL ose podporovat nebo vyuzivat
imunitni bunky s vy$si odolnosti vici apoptdze indukované FasL [152, 153] a imunitni
buriky s cytotoxicitou takovou, jejiZz mechanismus uc€inku nevyuziva apoptdzu
indukovanou FasL[154].
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10 ZAVER

Peritumoralni tkan Ize povazovat za interaktivni a dynamické rozhrani, které
ovliviiuje a je ovlivhovano biologii nadoru a hostitelskou imunitni reakci. Dochazi zde k
dalSimu Sifeni nadoru, toto je misto kde dediferencované burnky nadoru pronikaji do
organizovaneé diferencované tkané, kde selhava oCekavana imunitni bariera
organismu. V této praci jsme dolozili, Ze srovnanim mezi fenotypem nadorovych bunék
a imunitnich bunék ve vlastni nadorové tkani a peritumoralni tkani karcinomu slinnych
Zlaz |Ize zachytit dynamiku zmén probihajicich pfi ristu a infiltrativnim Sifeni nadoru.
Opravnéné tak oCekavame, Zze zmapovani a pochopeni téchto procesl posune

diagnostiku a Ié€¢bu nadorovych onemocnéni.

Tato prace pfinasi poprvé analyzu vzorcl exprese receptoru naprogramované
smrti bunky 1 (programed cell death 1 PD-1) a ligandu tohoto receptoru (programed cell
death ligand 1 PD-L1) v karcinomech slinnych Zlaz (salivary gland cancer SGC) jak v
nadorovych burikach, tak v imunitnich bufkach infiltrujicich nador (tumor infiltrating
immune cell TIIC) pacientt s karcinomy slinnych zlaz. Diferencialni hodnoceni centra
nadoru a periferie nadoru napfi¢ rGznymi histologickymi podtypy SGC odhalily roli
perifernich TIIC a nadorovych bunék v pochopeni faktort, které ur€uji zavaznost
onemocnéni. Navic exprese PD-1 v perifernich TIIC SGC odhalila potencial pro
implementaci imunoterapie pomoci inhibitord imunitnich kontrolnich bodd (ICl immune
check-point inhibitors) u pacientd s SGC. Exprese PD-L1 v perifernich nadorovych
bunkach SGC vykazovaly vyznamnou souvislost se zavaznosti onemocnéni. Nase
zjisténi ukazuiji, ze periferie nadort SGC by mohla pfedstavovat vhodnou biomarkerovou
oblast pro hodnoceni zavaznosti SGC a vhodnou oblast pro studium vzajemnych

interakci mezi nadorem a imunitnim systémem.

Periferni ¢ast nadoru vykazala vyrazné vy$Si expresi PD-L1 v nadorovych
burikach nez v TIIC. Navic periferni TIIC mély vyznamné vy$Si expresi PD-1 nez
nadoroveé bunky na periferii. PD-1-pozitivni nadorové bunky byly detekované vyhradné

Vi vivs

lymfatickych uzlin a stadium nadoru vyznamné korelovaly s pfitomnosti PD-L1-
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pozitivnich nadorovych bunék na periferii nadoru. Molekularni signatury PD-1/PD-L1 v
SGC se shlukuji pfevazné na periferii nadoru, odrazeji zavaznost onemocnéni a

mohou pfedpovidat odpovéd na imunoterapii ICI u pacientl s SGC.

SoucCasné tato prace ukazala, Ze zastoupeni nadorovych bunék SGC
exprimujicich Fas receptor v centru nadoru se zvysSuje s rostoucim stupném diferenciace
nadoru, zastoupeni bunék imunitniho systému exprimujicich Fas receptor na periférii
nadorl SGC se snizuje s rostoucim stupném diferenciace nadoru a exprese FasL v
nadorovych bunkach SGC na periférii nadoru koreluje s gradingem nadoru. Tato zjisténi
ukazuji, ze interakce Fas-FasL na periférii nadorll SGC se nabizi jako uziteCny novy

prediktor zavaznosti onemocnéni a odpovédi na imunoterapii.

Zjistili jsme dale, Ze buriky nadoru produkujici Fas receptor se s rostoucim
stadiem nadoru hromadi ve stfedu karcinomu slinnych zZlaz, a to bez ohledu na
pfitomnost TIICs produkujicich vysoké hladiny FasL. Na druhou stranu s rostoucim
stadiem nadoru jsme zjistili pokles bunék TIICs produkujicich Fas na periferii nadoru,
zatimco exprese FasL v nadorovych burikach na periferii nadoru korelovala se stadiem
nadoru. Tyto udaje naznacuji, ze buriky SGC jsou odolné vUci apoptéze vyvolané FasL
TlICs a navic mohou v nadorech vysSich stadii vyuzivat FasL k eliminaci imunitnich
bunék, podilet se na uniku nadoru imunitni odpovédi a zprostfedkovat dale odolnosti

vuci imunoterapii.
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