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Abstrakt 

 

 

Možnosti léčby karcinomů slinných žláz (SGC), obzvláště pokročilých, jsou omezené. Revoluci 

v léčbě zhoubných nádorů přinesla imunoterapie, zejména terapie inhibitory imunitních 

kontrolních bodů – immune check-point inhibitors (ICI). Efekt a reakce na imunoterapii pomocí 

ICI je z velké části řízena charakteristikami imunitních buněk v nádorové tkáni a v peritumorální 

tkáni. Provedli jsme imunohistochemickou analýzu exprese PD-1 a PD-L1 na povrchu 

nádorových buněk i nádor infiltrujících imunitních buněk (tumor infiltrating immune cells TIIC) 

ve vzorcích salivárních karcinomů odděleně v jejich středu a na jejich periferii. Kromě výše 

uvedeného stále větší množství důkazů naznačuje, že odolnost vůči ICI terapii je modulována 

interakcí Fas receporu (CD95) a Fas ligandu (FasL, CD178) mezi nádorovými buňkami a 

imunitními buňkami. Rozhodli jsme se proto prozkoumat expresi a interakci Fas-FasL mezi 

nádorovými buňkami a imunitními buňkami infiltrujícími nádor ve středu a na periferii vzorků 

salivárních karcinomů. Diferenciální hodnocení centra nádoru a periferie nádoru napříč různými 

histologickými podtypy SGC odhalily roli periferních TIIC a nádorových buněk v pochopení 

faktorů, které určují závažnost onemocnění. Exprese PD-1 v periferních TIIC SGC potvrdila 

potenciál imunoterapie pomocí inhibitorů imunitních kontrolních bodů u pacientů s SCG. Exprese 

PD-L1 v periferních nádorových buňkách SGC vykazovaly významnou souvislost se závažností 

onemocnění. Naše zjištění ukazují, že periferie nádorů SGC by mohla představovat vhodnou 

biomarkerovou oblast pro hodnocení závažnosti SGC a vhodnou oblast pro studium vzájemných 

interakcí mezi nádorem a imunitním systémem. Dále analýza exprese Fas receptoru a Fas ligandu 

ukazují, že interakce Fas-FasL na periférii nádorů SGC se nabízí jako užitečný nový prediktor 

závažnosti onemocnění a odpovědi na imunoterapii. Získaná data dále naznačují, že buňky 

karcinomů slinných žláz jsou odolné vůči apoptóze spouštěné Fas ligandem imunitních buněk a 

navíc mohou v nádorech vyšších stádií naopak využívat Fas ligand k eliminaci imunitních buněk, 

podílet se tím na úniku nádoru imunitní odpovědi a zprostředkovat dále odolnosti vůči 

imunoterapii. 

  



5 

Abstract 

Treatment options for salivary gland carcinomas (SGCs), especially advanced ones, are limited. 

A revolution in the treatment of malignant tumors was brought about by immunotherapy, 

especially therapy with immune check-point inhibitors (ICI). The effect and response to ICI 

immunotherapy is largely controlled by the characteristics of immune cells in the tumor tissue 

and in the peritumoral tissue. We performed an immunohistochemical analysis of the expression 

of PD-1 and PD-L1 on the surface of tumor cells and tumor infiltrating immune cells (TIIC) in 

salivary carcinoma samples separately in their center and on their periphery. In addition to the 

above, a growing body of evidence suggests that resistance to ICI therapy is modulated by the 

interaction of Fas receptor (CD95) and Fas ligand (FasL, CD178) between tumor cells and 

immune cells. We therefore decided to investigate Fas-FasL expression and interaction between 

tumor cells and tumor-infiltrating immune cells in the center and periphery of salivary carcinoma 

samples. Differential evaluation of the tumor center and tumor periphery across different 

histological subtypes of SGC revealed the role of peripheral TIICs and tumor cells in 

understanding factors that determine disease severity. PD-1 expression in peripheral TIIC SGCs 

confirmed the potential of immune checkpoint inhibitor immunotherapy in SCG patients. PD-L1 

expression in SGC peripheral tumor cells showed a significant association with disease severity. 

Our findings indicate that the periphery of SGC tumors could represent a suitable biomarker area 

for evaluating the severity of SGC and a suitable area for studying the mutual interactions between 

the tumor and the immune system. Furthermore, analysis of Fas receptor and Fas ligand 

expression show that Fas-FasL interaction at the periphery of SGC tumors offers a useful new 

predictor of disease severity and response to immunotherapy. The obtained data further indicate 

that salivary gland carcinoma cells are resistant to apoptosis triggered by the Fas ligand of 

immune cells, and in addition, in advanced tumors, they can use the Fas ligand to eliminate 

immune cells, thereby participating in the escape of the tumor's immune response and further 

mediating resistance to immunotherapy.  
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1 ÚVOD 
 

Primární nádory slinných žláz (salivary gland cancer SGC) jsou vzácné a velmi 

heterogenní malignity lokalizované v oblasti hlavy a krku [1]. SGCs jsou jedním s 

nejrozmanitějším druhů humánních maligních nádorů, s více než 20 histologickými podtypy [1, 

2]. Metodou volby v léčbě resekovatelných SGCs je chirurgický výkon [2], přičemž právě 

extrémní heterogenita si žádá osobitý přístup k jednotlivým subtypům [3]. Přes veškerou snahu 

dospěje velké množství pacientů s SGCs k lokoregionální recidivě [4]. Četnost recidiv závisí na 

histologickém podtypu, stupni diferenciace nádoru a stadiu nádoru a je hlášena u 15-80% pacientů 

během 5 let po operaci [4]. U neresekovatelných SGCs jsou možnostmi léčby chemoradioterapie 

nebo cílená terapie. Jako jediné možnosti jsou tyto dvě alternativy často používány, ale jsou jen 

omezeně účinné [2, 4, 5]. Pětileté přežití u jedinců s recidivujícími high grade SGCs je méně než 

35% [4]. V poslední době byla vyvinuta řada nových imunoterapeutických a cílených 

terapeutických strategií, které se zavádějí do klinické praxe pro léčbu pokročilých a 

metastatických nádorů [6, 7]. Aktuálně se rozšiřuje možnost imunoterapie, která se u mnoha typů 

nádorů již stala první volbou léčby [8-10][6-8]. Účinnost imunoterapie se liší mezi různými typy 

nádorů a dokonce v rámci skupiny nádorů stejného typu [11]. Proto hlavní výzvou výzkumu v 

oblasti imunoterapie není pouze správně identifikovat pacienty, kteří na ni budou reagovat [11], 

ale také identifikovat molekulární mechanismy, které by mohly být použity k překonání odolnosti 

vůči imunoterapii [12-14]. K tomu je důležité pochopit molekulární interakce mezi nádorovými 

a imunitními buňkami v konkrétních stadiích onemocnění v jednotlivých nádorech. Mezi 

imunoterapeutickými strategiemi představují inhibitory kontrolních bodů hlavní průlom v léčbě 

těchto nádorů [7][9]. Neslibnějších výsledků bylo dosaženo s inhibitory imunitního kontrolního 

bodu (ICI) zacílených na cytotoxický protein 4 spojený s T-lymfocyty (CTLA-4) (ipilimumab, 

tremelimumab), programovanou buněčnou smrt (PD)-1 (nivolumab, pembrolizumab a 

cemiplimab) a PD-ligand 1 (PD-L1) (atezolizumab, avelumab a durvalumab) [15]. Nicméně tato 

terapie u SGCs neukázala lepší výsledky než chemoterapie [5]. Přestože ICI způsobily revoluci 

v léčbě zhoubných nádorů, významné procento onemocnění zůstává rezistentních vůči 

imunoterapii. Tato rezistence je způsobena mnoha mechanismy, včetně nízké infiltrace 

imunitními buňkami infiltrujícími nádor (tumor infiltrating immune cell TIIC) nebo omezené 

exprese kontrolních molekul a jejich ligandů v nádorových buňkách a/nebo TIIC [14, 16]. Stále 

větší množství důkazů naznačuje, že odolnost vůči checkpoint inhibitor terapii je modulována 

interakcí Fas receptor (Fas, CD95) - Fas ligand (FasL, CD178) mezi nádorovými buňkami a 

imunitními buňkami [17, 18]. Spojení FasL s receptorem Fas slouží jako mechanismus indukující 

apoptózu, který používají jak CD8+ T buňky, tak buňky NK k eliminaci transformovaných 

neoplastických buněk [19]. Tento mechanismus však byl také úspěšně využit nádorovými 

buňkami a tumor infiltrujícími myeloidními supresorovými bunňkami (MDSCs) k protiútoku na 

imunitní buňky infiltrující nádor (TIICs) [17]. Není známo, zda interakce Fas-FasL může být 

využita SGCs jako mechanismus odolnosti vůči imunitnímu systému nebo zda hraje roli v 

odolnosti vůči checkpoint inhibitor terapii. 
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1A NÁDOROVÉ MIKROPROSTŘEDÍ 
 

Nádorové mikroprostředí je živým systémem, ve kterém spolu některé buňky vzájemně 

kooperují a jiné naopak vykonávají antagonistické funkce. Procesy vzájemného působení 

imunitního systému a nádoru se tradičně rozdělují do 3 fází, které nazýváme též teorií 3E (z 

anglického elimination, equilibrium, escape). Ve fázi eliminace jsou nádorové buňky aktivně 

likvidovány buňkami imunitního systému. Následně dochází k fázi rovnováhy, která může trvat 

řadu měsíců až let. V této fázi na sebe působí vzájemně buňky imunitního systému a buňky 

nádorové, není však již dosahováno efektivního odstraňování maligních buněk a nádor zůstává v 

čase a prostoru nezměněn. V poslední fázi dochází k úniku nádorových buněk imunitnímu 

dohledu, onemocnění progreduje a je umožněno i metastazování. [6] 

 

1B TUMOR INFILTRUJÍCÍ IMUNITNÍ BUŇKY 
 

Pro imunitní buňky, které opustily periferní krevní řečiště a infiltrovaly do nádorového 

mikroprostředí se užívá termín tumor infiltrující imunitní buňky (tumor infiltrating immune cells 

TIICs). Spektrum infiltrujících imunitních buněk spolu s fenotypickými vzory těchto buněk 

definuje vzájemné působení nádorového a imunitního systému. Předchozí výsledky 

identifikovaly mnoho populací imunitních buněk infiltrujících nádor, zapojených do interakce 

nádorového a imunitního systému, jako jsou leukocyty, makrofágy, dendritické buňky, žírné 

buňky, NK buňky a další. [20]  Mnoho studií se pokusilo popsat interakci nádorových buněk s 

imunitním systémem ex vivo hodnocením CD8+ TIICs a korelací zjištění s histopatologickými 

charakteristikami nádoru. [21, 22] Pro tento přístup je nejběžnější detekční metodou 

imunohistochemická analýza buněčných subpopulací ve vzorku reprezentativní tkáně. [21] 

Příznivá prognostická role TILs byla již popsána u melanomu, karcinomu plic, karcinomu prsu, 

karcinomu vaječníků a mnoha dalších solidních nádorů; avšak prognostický význam TIICs 

obecně byl široce zkoumán také u rakoviny žaludku, kolorektálního karcinomu a 

hepatocelulárního karcinomu. [20] 

Hustota imunitních infiltrátů v nádorové tkáni byla mnohokrát analyzována. Ovšem jen 

nemnoho studií zohlednilo význam kompartmentu tkáně okolo nádoru – význam peritumorální 

tkáně. Galon et al. poskytli podrobnou analýzu nádorem infiltrovaných imunitních buněk ve 

velkých kohortách lidských kolorektálních karcinomů (CRC). Přítomnost TIICs v nádoru 

významně korelovala s příznivou prognózou. Vysoká hustota intratumorálních T-buněk byla dále 

spojena s nižším rizikem diseminace do lymfatických uzlin u studovaných pacientů. Tyto nálezy 

následně vedly k vytvoření jednotné metodiky pro stanovení hustoty lymfocytárního infiltrátu, 

tzv. imunoscore. [23]  

Kromě toho nedávné zjištění, že nádorově produkovaný Fas ligand z myeloidních 

supresorových buněk (MDSC myeloid-derived supressor cells) indukuje apoptózu nádorově 

specifických CD8+ T lymfocytů a vede k jejich postupnému vymizení z nádoru a nádorové 
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periferie zdůraznilo význam výskytu receptorů smrti u tumor infiltrujích imunokompetentních 

buněk. Apoptóza TIICs prostřednictvím těchto receptorů byla dále popsána jako hlavní faktor 

přispívající k selhání imunoterapie. [17] 

Rozsáhlé profilování TIICs se stalo výkonným nástrojem při předpovídání prognózy 

pacienta a reakce na různé terapeutické modality. Nicméně informace o prognostické hodnotě 

TIICs mají svá omezení a u několika malignit se zdá, že údaje, které lze získat ze zastoupení 

jednotlivých buněk a z fenotypických vzorců nádor infiltrujících imunitních buněk, dosáhly 

maxima svého využití. [24] Několik nedávných studií prokázalo, že vzájemné působení 

nádorového imunitního systému sahá za hranice nádoru a že paratumorální tkáňové 

kompartmenty, jako jsou peritumorální tkáň a přilehlá zdravá tkáň, mohou poskytnout další 

podstatné informace. [25-27]  

Umístění a imunitní profily buněk mohou významně ovlivnit prognózu pacientů a 

pomoci definovat pacienty, kteří pravděpodobně zareagují na terapie blokující imunitní 

checkpointy. Tedy, hodnocení peritumorální distribuce imunitních buněk infiltrujících nádor a 

jejich fenotypické vzorce je důležité a podstatné pro pochopení mechanismů, které ovlivňují růst 

nádoru a řídí rezistenci vůči imunoterapii. [25, 26, 28-31] 

 

1C IMUNOSUPRESIVNÍ NÁDOROVÉ MIKROPROSTŘEDÍ A MECHANISMY ÚNIKU 

NÁDOROVÉ BUŇKY 
 

Tradičně je peritumorální tkáň chápána jako tkáň obklopující nádorovou hmotu, která 

představuje hranici mezi nádorem a zdravou tkání. Peritumorální tkáň lze považovat za 

interaktivní a dynamické rozhraní, které ovlivňuje a je ovlivňováno biologií nádoru a hostitelskou 

imunitní reakcí. Dochází zde k dalšímu šíření nádoru, toto je místo, kde dediferencované buňky 

nádoru pronikají do organizované diferencované tkáně, kde selhává očekávaná imunitní bariera 

organismu. Lze předpokládat, že srovnání mezi fenotypem nádorových a imunitních buněk ve 

vlastní nádorové tkáni a peritumorální tkáni umožní zachytit dynamiku změn probíhajících při 

růstu a infiltrativním šíření nádoru. Lze předpokládat, že pochopení těchto procesů posune 

diagnostiku a léčbu nádorových onemocnění. 

Z poznatků vyplývá, že je nezbytné studovat nejen kvantitativně lymfocytární infiltraci 

u jednotlivých malignit, ale též hodnotit fenotypické znaky, a tudíž chování těchto buněčných 

infiltrátů. Imunitní buňky totiž mohou být v nádoru přítomné ve velkém množství, avšak jejich 

aktivita může být nulová. Nádorové buňky produkují celou řadu inhibičních molekul, které se v 

rámci imunitní odpovědi vyskytují přirozeně a působí na lymfocyty tlumivě. Molekuly jako 

programmed cell death protein ligand 1 PD-L1 a CD80/86 se váží na inhibiční receptory T 

lymfocytů, například receptor CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), nebo receptor PD-1 

(Programmed cell death protein 1) a způsobují jejich útlum a přesmyk do fenotypu vyčerpání (z 

angl. exhausted phenotype). 
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Mechanismy, jimiž nádorové buňky unikají buňkám imunitní reakce, jsou nejen 

produkce tlumivých inhibičních molekul, ale i produkce molekul vedoucích k buněčné smrti. 

Způsob, který se nejvíce uplatňuje v likvidaci tumor-infiltrujících lymfocytů je produkce Fas 

ligandu, který se váže na lymfocytární Fas receptor a spouští jejich apoptózu. V in vivo modelech 

maligního melanomu dochází po intratumorální aplikaci buněčného preparátu z T buněk k 

apoptóze většiny těchto T lymfocytů osou Fas-Fas Ligand (FasL). Řada studií též popisuje, že se 

stoupající expresí Fas receptoru na T buňkách se zvyšuje pravděpodobnost FasL indukované 

buněčné smrti tumor infiltrujících lymfocytů. [32] 

 

1D DETAILNÍ MAPOVÁNÍ BUNĚK NÁDOROVÉHO MIKROPROSTŘEDÍ 
 

Fas receptor (také známý jako CD95, APO-1 nebo TNFRSF6) je protein nacházející se 

na povrchu mnoha buněk lidského těla a hraje klíčovou roli v regulaci apoptózy, což je proces 

programované buněčné smrti. Je to člen rodiny receptorů faktorů nádorové nekrózy (tumor 

necrosis factor receptor TNFR). 

Fas ligand (FasL, CD95L, CD178) je transmembránový protein typu II z rodiny TNF 

cytokinů. Vytváří homotrimer na povrchu T lymfocytů, který interaguje s transmembránovým 

receptorem Fas (FasR, CD95, APO-1, TNFRSF6) na cílových buňkách. Na rozdíl od Fas 

receptoru, který je široce rozšířen, exprese Fas ligandu je mnohem více kontrolována. Na svém 

povrchu jej exprimují zralé CD4+ T lymfocyty, dále cytotoxické CD8+ T lymfocyty, ale až po 

své aktivaci. [33] 

Protein Fas byl poprvé identifikován pomocí monoklonální protilátky vytvořené 

imunizací myší buněčnou linií FS-7. Název Fas je tedy odvozen od označení povrchového 

antigenu spojeného s FS-7 – FS-7 associated surface antigen.[34] 

Navázání ligandu na receptor spouští u postižené buňky apoptózu, proto také bývá 

nazýván receptor smrti. Tento mechanismus tělo používá k odstranění starých, poškozených nebo 

nepotřebných buněk. Rovněž hraje roli v imunitní regulaci, kde pomáhá omezit expanzi 

lymfocytů po odezvě na infekci a také v eliminaci buněk, které by mohly napadnout vlastní tkáně 

(což je důležité pro prevenci autoimunitních onemocnění). Interakci Fas receptor-Fas 

ligand využívají cytotoxické T lymfocyty a NK buňky. [35] 

Fakt, že smrt buňky je zprostředkovaná aktivací Fas receptoru Fas ligandem, dokazuje 

neutralizace FasL specifickou protilátkou anebo blokace Fas receptoru. [19] Stav, kdy nádorové 

buňky získají rezistenci k Fas indukované apoptóze posune rovnováhu v nádorovém prostředí ve 

prospěch růstu tumoru. [36] Navíc mohou nádorové buňky zneužít tento mechanismus k eliminaci 

aktivovaných tumor infiltrujících lymfocytů. [17] 

PD-1 (Programmed cell death protein 1, také CD279), je protein na povrchu buněk, 

nejčastěji T lymfocytů. Jde o receptor, který má roli v regulaci buněčné složky imunitního 

systému, účinkuje prostřednictvím down-regulace imunitního systému a utvářením tolerance 

https://cs.wikipedia.org/wiki/TNF_cytokiny
https://cs.wikipedia.org/wiki/TNF_cytokiny
https://cs.wikipedia.org/wiki/T-lymfocyt
https://cs.wikipedia.org/wiki/Fas_receptor
https://cs.wikipedia.org/wiki/Fas_receptor
https://cs.wikipedia.org/wiki/CD4%2B_T_lymfocyty
https://cs.wikipedia.org/wiki/CD8%2B_T_lymfocyty
https://cs.wikipedia.org/wiki/Fas_ligand
https://cs.wikipedia.org/wiki/Fas_ligand
https://cs.wikipedia.org/wiki/NK_bu%C5%88ky
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k vlastním buňkám potlačením zánětlivé aktivity T lymfocytů. To brání vzniku autoimunitních 

onemocnění, ale může také být zneužit nádorovými buňkami k zabránění imunitnímu systému 

v ničení nádorových buněk. [37] 

PD-1 je imunitní kontrolní bod a chrání před autoimunitou dvěma mechanismy. 

Podporuje apoptózu (programovanou buněčnou smrt) nežádoucích antigen-specifických T-buněk 

v lymfatických uzlinách. Za druhé, bylo prokázáno, že signály z PD-1 mohou podporovat 

diferenciaci T-lymfocytů směrem k regulačním T-lymfocytům (Tregs), které mají inhibiční 

funkci vůči dalším imunitním buňkám. [38] 

Aktivace T-lymfocytů vyžaduje signály z T-buněčného receptoru (TCR) a často také 

kostimulační signály z receptorů jako je CD28. Vazba PD-L1 na PD-1 inhibuje aktivační signály 

z TCR a CD28, čímž se snižuje aktivace a proliferace T-lymfocytů a produkce cytokinů. 

Receptor PD-1 má dva ligandy, proteiny PD-L1 (CD274) a PD-L2 (CD273). PD-L2 je 

exprimován na antigen prezentujících buňkách - dendritické buňky a makrofágy a také na žírných 

buňkách a peritoneálních B1 buňkách. PD-L1 je exprimován na T a B-lymfocytech, 

dendritických buňkách, makrofázích, mesenchymálních kmenových buňkách a žírných buňkách 

odvozených z kostní dřeně. Dále se nachází i na neuronech, keratinocytech, na buňkách 

pankreatu, plic, jater, endotelu. [39] PD-L1 se dále vyskytuje na mnoha typech nádorů, kdy je 

jeho zvýšená exprese asociována s nepříznivou prognózou a zvýšenou invazivitou. [40] Exprese 

je indukována transkripčním faktorem STAT3, hyperaktivací PI3K/Akt dráhy a hypoxií. [41] 

Zpětná signalizace přes PD-L1 slouží jako signál přežití. Redukuje cytotoxicitu 

zprostředkovanou IFN typu I, díky inhibici fosforylace proteinu STAT3. [42] 

 

  

https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=PD-L1&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=PD-L2&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Antigen_prezentuj%C3%ADc%C3%AD_bu%C5%88ka
https://cs.wikipedia.org/wiki/Dendritick%C3%A1_bu%C5%88ka
https://cs.wikipedia.org/wiki/Makrof%C3%A1g
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BD%C3%ADrn%C3%A1_bu%C5%88ka
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BD%C3%ADrn%C3%A1_bu%C5%88ka
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=B1_bu%C5%88ky&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Endotel
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=STAT3&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Interferon
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=STAT3&action=edit&redlink=1
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2 HYPOTÉZA 
 

Infiltrace imunokompetentních buněk se pravděpodobně liší v centru a na 

periferii nádorové masy. Stejně tak receptorová výbava tumor infiltrujících buněk a 

vlastních nádorových buněk se v centru nádoru a na periferii může lišit, a tak významně 

ovlivňovat biologické chování jednotlivých nádorů.  

Analýza parametrů mikroprostředí by tak mohla přispět k poznání 

patogenetického vývoje nádoru a tím i k jeho diagnostice a výběru vhodné terapie. 

 

 

 

 

3 CÍLE PRÁCE 
 
1. Ve vzorcích karcinomů slinných žláz detekovat tumor infiltrující lymfocyty v centru 

nádorů a na periferii nádorů.  

2. Za použití barvených protilátek imunohistochemickými metodami stanovit expresi 

PD-1 receptoru, PD-1 ligandu, Fas receptoru a Fas ligandu ve vzorcích nádoru.  

3. Analyzovat výskyt těchto molekul jednak na imunokompetentních buňkách, 

současně na buňkách nádorových.  

4. Zhodnotit, zda se liší schéma výskytu těchto molekul v centru nádoru a na periferii 

nádoru.  

5. Tento výskyt pomocí statistických metod korelovat s daty o biologickém chování 

jednotlivých zkoumaných nádorů – hodnocení histopatologického stupně 

diferenciace nádoru, hodnocení primárního stadia tumoru, hodnocení výskytu 

regionálních uzlinových a vzdálených metastáz.  
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4 MATERIÁL A METODY 
 

 
Pacienti 

V této retrospektivní práci byly analyzovány vzorky 62 pacientů se salivárními 

karcinomy. Všichni pacienti se SGC (n = 62) podstoupili operaci mezi lednem 2013 a prosincem 

2018 a poskytli písemný souhlas s účastí ve studii. Celkový počet žen 36, celkový počet 

hodnocených mužských pacientů 26, ve věkovém rozmezí od 21 do 85 let (tabulka 1). Všichni 

pacienti byli kavkazského typu. Všechny experimentální protokoly byly schváleny etickými 

standardy institucionálního a národního výboru pro výzkum – Etickou komisí fakultní nemocnice 

Motol v Praze (EK-1394/20; schváleno 23. října 2020) a provedeno v souladu s Helsinskou 

deklarací z roku 1964 a jejími pozdějšími dodatky nebo srovnatelnými etickými standardy. 

Celkem bylo zahrnuto 13 histologických podtypů. Studovaná kohorta sestávala z 13 

mukoepidermoidních karcinomů, 8 acinocelulárních karcinomů, 11 adenoidně cystických 

karcinomů, 6 salivárních duktálních karcinomů, 6 adenokarcinomů blíže nespecifikovaných 

(NOS), 1 adenoskvamózního karcinomu, 1 karcinosarkom, 3 karcinomy z pleomorfního 

adenomu, 4 nediferencované karcinomy, 1 kribriformní cystadenokarcinom, 3 mammárnímu 

analogické sekreční karcinomy (MASC), , 3 myoepiteliální karcinomy a 2 spinocelulární 

karcinomy. Každý nádor byl hodnocen na základě stupně diferenciace a klinického stadia nádoru. 

Stupeň tudiferenciace moru byl stanoven podle histopatologického nálezu a s ohledem na 

rizikovou stratifikaci malignit slinných žláz stanovenou WHO [43][20]. 

Vyhodnocení stadia onemocnění (staging) bylo provedeno s použitím 8. vydání TNM 

klasifikace maligních nádorů (TNM) a systému stadia UICC / AJCC pro nádory hlavy a krku 

[44]. Individuální nádory byly hodnoceny na základě stupně dediferenciace a stadia nádoru. 

Nádory byly přiřazeny buď do skupiny s nízkým stupněm – low grade (0), nebo vysokým stupněm 

dediferenciace – high grade nádory. U jednoho pacienta nebylo možné stanovit stadium 

primárního nádoru. U každého pacienta byla hodnocena přítomnost regionálních lymfatických 

metastáz vyšetřením ultrazvukem nebo magnetickou rezonancí a byly korelovány s 

histopatologickými údaji. 
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Tabulka 1.  Klinická a patologická data pro kohortu pacientů. Stínování označuje každou skupinu 

proměnných a pomáhá identifikovat hlavní proměnné. 

 

Příprava vzorků a imunohistochemie 

Vzorky tkáně byly fixovány formaldehydem a zalité v parafínu (FFPE) ve Fakultní 

nemocnici Motol. Histologické řezy byly retrospektivně sebrány a analyzovány se souhlasem 

místní etické komise (EK č. EK-1394/20). Diagnóza a spolehlivost vzorků byly přezkoumány 

zkušeným patologem a každý vzorek tkáně byl hodnocen ručně/individuálně. Pro ověření 

kvantitativního hodnocení imunohistochemického barvení, a abychom vyloučili subjektivní 

zkreslení výsledků, byl proveden test vnitřní spolehlivosti hodnotitele – test intrareliability. 

Sklíčka s řezy (tloušťka 3 um) byla obarvena pomocí následujících standardizovaných protilátek: 

anti-PD-L1 (kat. č. M3653; Dako, Santa Clara, CA, USA), anti-PD-1 (CD279) (kat. č. 516-18662; 

Zytomed, Berlín, Německo), anti-Fas (CD95) (kat. # MA5-32489; 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 nádorových a imunitních buňkách byla 

analyzována samostatně a nezávisle na sobě, jednak v centru nádoru a na jeho periferii. Tkáň za 

vlastním, mikroskopicky patrným, okrajem nádoru, peritumorálni tkáň, byla definována jako 

oblast pokrývající rozhraní tumor-zdravá tkáň rozšířené o jedno vysoce výkonné pole (high power 
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field) (HPF, 400násobné zvětšení) od okraje tumoru. Centrum nádoru bylo definováno jako oblast 

směrem k nádorovému centru od rozhraní nádor – zdravá tkáň.[45]. Zastoupení pozitivních buněk 

bylo hodnoceno pomocí nádorového proporčního skóre (tumor proportion score TPS), které se 

hojně používá u nádorů hlavy a krku a bylo vyhodnoceno jako cenný marker pro predikci 

odpovědi ICI [46-48]. V intencích tohoto přístupu byla hodnocena jako pozitivní pouze silná PD-

1 cytoplazmatická reakce TIIC a nádorových buněk, u PD-L1 bylo za pozitivní barvení 

považováno silné barvení membrán nádorových buněk a silné PD-L1 membránové a 

cytoplazmatické barvení TIIC (tabulka 2). Byla použita následující metoda: TPS = (počet buněk 

nádoru obarvených PD-1, PD-L1, Fas, FasL)/(celkový počet životaschopných nádorových buněk) 

× 100; (Počet obarvených PD-1, PD-L1, Fas, nebo FasL imunitních buněk infiltrujících 

nádor)/(celkový počet životaschopných imunitních buněk infiltrujících nádor) × 100. V případě 

PD-1/PD-L1 bylo v souladu s dříve publikovanými studiemi zastoupení pozitivních buněk 

(hodnoceno pomocí TPS) hodnoceno následovně: skóre 0: negativní, skóre 1 (slabé): 1–10 %, 

skóre 2 (střední): 10–49 % a skóre 3 (silné): nad 50 % [26–29]. Detailní skórovací systém byl 

převeden do teplotních map (obrázky 3–5), kde byla barevná škála prezentováno takto: žlutá 

barva: skóre 0, barva oranžová barva: skóre 1, okrová barva: skóre 2, a bronzová barva: skóre 3. 

V případech, kdy nebyla nalezena infiltrace lymfocytů, byla exprese PD-1/PD L1 klasifikována 

jako N/A (not applicable – nepoužitelné). 

V případě Fas/FasL byla pozitivita barvení protilátkou hodnocena podle dříve 

publikovaného hodnotícího systému založeného na procentu plochy nádoru pokryté pozitivně 

nabarvenými buňkami [49-52]. Hodnocení bylo následující: skóre 0 (žádné barvení), negativní; 

skóre 1 (slabé barvení), 1-10%; skóre 2 (střední barvení), 10-49%; a skóre 3 (silné barvení), nad 

50%. 

Statistická analýza 

Data jsou prezentována jako průměr ± standardní odchylka průměru (SEM), pokud není 

stanoveno jinak. Vztahy mezi dvěma studovanými proměnnými byly hodnoceny Spearmanovým 

korelačním koeficientem pořadí. Pro posouzení rozdílů byl proveden Mann-Whitney U test v PD-

1 a PD-L1 vyjádření založené na různých seskupovacích proměnných (stupeň: 0/1; regionální 

Metastázy LN: Ne/Ano; stadium primárního nádoru: 1, 2, 3 a 4). Rozdíly v párových měřeních 

(např. PD-1 v centru nádoru/PD-1 na periferii nádoru; PD-L1 v TIIC/PD L1 v nádorových 

buňkách) byly testovány Wilcoxonovým testu značeného rozsahu. Oba Mann-Whitey U a 

Wilcoxonovy testy byly provedeny za použití postupu Monte Carlo resampling s n = 10 000 

vzorků, které kompenzují nerozhodné hodnoty a nezávisí na asymptomatických aproximacích pro 

p-hodnoty. Statistická významnost byla testována na hladině α = 0,05 (v některých případech 

uvádíme p-hodnoty následovně: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 a **** p <0,0001). Pro 

statistické analýzy byly použity SPSS Statistical Software verze 25.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) 

a GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA). Pro účely grafické prezentace byly 

použity GraphPad Prism 6, Microsoft Excel a Raw Graphs (rawgraphs.io, přístup k 10. lednu 

2021). 
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5 VÝSLEDKY 
 

 

8a Přítomnost metastáz v regionálních lymfatických uzlinách (LN) významně 

koreluje se stupněm diferenciace nádoru a stadiem primárního nádoru 

V této studii jsme vyhodnotili vzorky nádorů od 62 pacientů s SGC, abychom přinesli 

nové, hlubší informace o této vzácné skupině malignit. Jak ukazuje Tabulka 1, 62 vzorků SGC 

tvořilo 13 odlišných histologických subtypů. Nejčastějšími diagnózami byly acinocelulární 

karcinom, adenoidně cystický karcinom a mukoepidermoidní karcinom. Nejméně časté byly 

kribriformní cystadenokarcinom, adenoskvamózní karcinom a karcinosarkom. Z 62 pacientů s 

SGC bylo 15 diagnostikováno s primárním stadiem nádoru 1, 9 se stadiem 2, 6 se stadiem 3 a 31 

se stadiem 4. U jednoho pacienta nebylo možné stanovit primární stadium nádoru. Dvaadvacet 

pacientů bylo diagnostikováno s nízkým stupněm dediferenciace (stupeň 0) nádorů a čtyřicet 

pacientů s vysokým stupněm dediferenciace (stupeň 1) nádorů. Přítomnost metastáz v 

lymfatických uzlinách (LN) byla hodnocena u každého pacienta.  

Nejprve jsme analyzovali souvislost mezi expresí PD-1/PD-L1 u různých skupin věku a 

pohlaví, nicméně jsme nezaznamenali žádné významné rozdíly. Dále jsme zkoumali korelace 

mezi stupněm dediferenciace nádoru a primárním stadiem nádoru u pacientů s SGC. Podobně 

jako studie jiných typů karcinomů [53, 54], jsme zjistili významnou korelaci mezi stupněm 

nádoru a primárním stupněm nádoru v době diagnózy (Obrázek 1A) a významně vyšší prevalenci 

high grade nádorů v primárních stádiích 3 a 4 SGC než ve stadiích 1 a 2 SGC (Obrázek 1B). Dále 

jsme analyzovali, zda závažnost onemocnění koreluje s přítomností LN metastáz. Jak je vidět na 

Obrázku 1C, byla silná korelace mezi přítomností LN metastáz a stupněm dediferenciace nádoru. 

High grade nádory byly také více zastoupené u pacientů s LN metastázami než u pacientů bez LN 

metastáz (Obrázek 1D). Ještě silnější korelace byla nalezena mezi přítomností LN metastáz a 

primárním stadiem nádoru (Obrázek 1E–F). Tyto údaje ukazují, že patologicky hodnocená 

závažnost onemocnění (primární stadium nádoru a stupeň/grade) u pacientů s SGC také koreluje 

s metastatickým potenciálem onemocnění. 



16 

 
Obrázek 1. Přítomnost metastáz v regionálních lymfatických uzlinách (LN) významně koreluje s gradingem 
nádoru a stadiem nádoru. (A) Kohorta 61 pacientů s karcinomem slinných žláz (SGC) byla rozdělena do 4 
skupin podle stadia nádoru a byla stanovena Spearmanova korelace s gradingem nádoru (stupeň 0: světle 
hnědý, stupeň 1: tmavě hnědý). (B) Pacientská kohorta v (A) byla rozdělena do 2 skupin podle stadia 
nádoru (skupina 1: pacienti ve stadiu 1 a 2, skupina 2: pacienti ve stadiu 3 a 4) a byl stanoven podíl vysoce 
diferencovaných nádorů v každé skupině. (C) Pacientská kohorta v (A) byla rozdělena do 2 skupin podle 
přítomnosti (+) nebo absence (–) LN metastáz a korelace se stadiem nádoru byla stanovena jako v (A). (D) 
Podíl vysoce diferencovaných nádorů v každé skupině v (C) byl stanoven. (E) Pacientská kohorta v (A) byla 
rozdělena do 4 skupin podle stadia primárního nádoru a byla stanovena korelace s LN metastázami (bez 
LN metastáz: světle modrá, stupeň 1: tmavě modrá). (F) Pacientská kohorta v (E) byla rozdělena do 2 
skupin podle stadia primárního nádoru (skupina 1: pacienti ve stadiu 1 a 2, skupina 2: pacienti ve stadiu 
3 a 4) a byl stanoven podíl pacientů s LN metastázami v každé skupině. V (A), (C) a (E) byly korelace 
vyhodnoceny pomocí Spearmanova korelačního testu (n = 61). * p <0,05 bylo považováno za významné. 
V (B), (D) a (F) byl rozdíl mezi stratifikovanými skupinami pacientů vyhodnocen pomocí 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 prezentována jako průměr ± standardní chyba průměru (SEM). 
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8b Rozdíly v expresi PD-L1 a PD-1 u nádorových buněk a TIIC jsou lokalizovány 

na periferii nádoru 

Mnoho studií se pokusilo charakterizovat mikroprostředí u různých typů nádorů se 

záměrem rozpoznat potenciál imunoterapie na základě exprese PD-L1 a PD-1 v nádorech [16, 

55-57]. Studie také ukázaly, že nádorem indukovaná imunosuprese může být v tkáni nádorů 

nerovnoměrně rozložena [25, 26]. Proto jsme zkoumali vzorce exprese PD-L1 a PD-1 v buňkách 

nádorů a TIICs jak v centru nádorů, tak na jejich periferii pomocí systému hodnocení uvedeného 

v části Materiály a metody. Nejprve jsme nenalezli významný rozdíl ve vyjádření PD-1 nebo PD-

L1 v buňkách nádorů a TIICs v centru nádorů (Obrázek 2A, levé panely) nebo na periferii 

lokalizovaných buňkách nádorů (Obrázek 2A, horní pravý panel). Avšak exprese PD-1 byla 

významně vyšší než vyjádření PD-L1 v periferních TIICs (Obrázek 2A, dolní pravý panel). Další 

analýzy odhalily, že rozdíly ve vyjádření obou molekul mezi buňkami nádorů a TIICs se také 

vyskytovaly hlavně na periferii nádorů. Zatímco v centru nádorů byly buňky nádorů a TIICs s 

porovnatelným vyjádřením PD-L1 (Obrázek 2B, horní levý panel), periferní část nádorů ukázala 

významně vyšší vyjádření molekuly v buňkách nádorů než v TIICs (Obrázek 2B, horní pravý 

panel). Podobně nebyl zjištěn žádný významný rozdíl ve vyjádření PD-1 mezi buňkami nádorů a 

TIICs v centru nádorů (Obrázek 2B, dolní levý panel). Nicméně, navzdory těmto indiciím, další 

analýzy neukázaly žádné významné rozdíly ve vyjádření PD-L1 mezi periférií nádorů a centrem 

nádorů (Obrázek 2C, levé panely), ani nebyl rozdíl ve vyjádření PD-1 mezi periférií nádorů a 

centrem nádorů (Obrázek 2C, pravý horní panel). Byl však zjištěn významný rozdíl v expresi PD-

1 mezi TIICs na periférii nádorů a centrem nádorů (Obrázek 2C, dolní pravý panel). Tyto údaje 

ukazují, že rozdíly ve vyjádření PD-L1 a PD-1 u pacientů s SGC byly seskupené na periférii 

nádorů. 

 



18 

 

Obrázek 2. Rozdíly v expresi PD-L1 a PD-1 mezi nádorovými buňkami a TIICs jsou lokalizovány na 

periferii nádoru. (A) Exprese PD-L1 a PD-1 se liší mezi nádorovými buňkami a TIICs v centru nádoru a na 

jeho periferii. Počet vyhodnocených pacientů (n) je uveden v levém horním rohu každého panelu. (B) 

Exprese PD-L1 a PD-1 se liší mezi nádorovými buňkami a TIICs v centru nádoru a na jeho periferii. Počet 

vyhodnocených pacientů (n) je uveden v levém horním rohu každého panelu. (C) Exprese PD-L1 a PD-1 

se liší mezi nádorovými buňkami a TIICs v centru nádoru a na jeho periferii. Počet vyhodnocených 

pacientů (n) je uveden v levém horním rohu každého panelu. V (A–C) byl rozdíl mezi skupinami 

vyhodnocen s ohledem na frekvenci exprese PD-1/PD-L1 a jejich průměrné hodnoty a byl analyzován 

pomocí Mann–Whitneyho U testu (n je uvedeno v levém horním rohu každého panelu; * p <0,05, ** p 

<0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001). Data jsou prezentována jako průměr ± SEM a libovolná úroveň 

exprese odpovídá skórovacímu systému popsaném v sekci Materiály a metody. 
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8c Závažnost onemocnění nekoreluje s expresí PD-L1 a PD-1 v TIIC 

Vyjádření PD-1 a/nebo PD-L1 u různých typů nádorů často souvisí se závažností 

onemocnění [58]. Tyto molekuly jsou také důležitými biomarkery pro užití ICI imunoterapie [7, 

14, 16]. Protože naše data ukázala, že rozdíly v expresi PD-L1 a PD-1 v nádorových buňkách a 

TIICs byly seskupené na periférii nádorů pacientů s SGC, dále jsme zkoumali, zda tento nález 

koreluje také se závažností onemocnění (stupněm dediferenciace nádoru, primárním stádiem 

nádoru a přítomností LN metastáz). Zjistili jsme, že závažnost onemocnění nekoreluje s expresí 

PD-L1 v TIICs ani v periférii nádoru, ani v centru nádoru (Obrázek 1), ani nebyla prokázána 

korelace mezi hojně exprimovaným PD-1 v TIICs v centru nádoru nebo dokonce v ještě 

významněji exprimovaném PD-1 v periferních TIICs. Tyto údaje ukazují, že i když byla exprese 

PD-1 v periferních TIICs vyšší než v centrálních TIICs, tato exprese se neodráží v závažnosti 

onemocnění. 

 

 

8d Vysoké zastoupení nádorových buněk s PD-1+ v nádorovém centru 

koreluje se stupněm nádoru 

PD-1 se většinou vyskytuje v T buňkách [59]. Avšak, PD-1 může být také vyjádřeno v 

nádorových buňkách [60]. Naše analýza ukázala, že část nádorů pacientů s SGC exprimovalo tuto 

molekulu jak v centrálních, tak v periferních nádorových buňkách (Obrázek 3). Těžkost 

onemocnění (stupeň diferenciace nádoru, primární stádium nádoru a přítomnost LN metastáz) 

neměla významnou vazbu na expresi této molekuly v periferních nádorových buňkách (Obrázek 

3D-F), stejně tak přítomnost LN metastáz nebo primární stádium nádoru neovlivnilo její expresi 

v centrálních nádorových buňkách (Obrázek 3B-C). Avšak stupeň diferenciace nádoru byl 

významně spojený s expresí PD-1 v buňkách umístěných v centru nádoru, protože exprese PD-1 

v centrálních nádorových buňkách byla detekována výhradně v nádorech vysokého stupně 

dediferenciace (stupně 1), ale ne v nádorech nízkého stupně dediferenciace (stupně 0) (Obrázek 

3A). Tyto zjištění ukazují, že procento PD-1+ nádorových buněk v centru nádoru by mohlo sloužit 

jako biomarker biologického chování nádoru. 
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Obrázek 3. Vysoký počet nádorových buněk PD-1 pozitivních v centru nádoru koreluje se stupněm 
nádoru. (A) Soubor 55 pacientů s SGC byl stratifikován do 2 skupin podle stupně diferenciace nádoru 
(stupeň 0 a stupeň 1) a byla určena Spearmanova korelace s expresí PD-1 v nádorových buňkách v 
centru nádoru. (B) Soubor pacientů v (A) byl stratifikován do 2 skupin podle přítomnosti (+) nebo 
nepřítomnosti (–) metastáz v LN a Spearmanova korelace byla určena jako v (A). (C) Soubor pacientů v 
(A) byl stratifikován do 4 skupin podle stadia nádoru a Spearmanova korelace byla určena jako v (A). (D–
F) Soubor 55 pacientů s SGC byl stratifikován do skupin jako v (A–C) a byla určena Spearmanova 
korelace s expresí PD-1 v nádorových buňkách na periferii nádoru. V (A–F) byly korelace vyhodnoceny 
pomocí Spearmanových korelačních testů, (A–F): n = 55. *p <0,05 bylo považováno za významné. V (A–
F) byly analýzy exprese PD-1 provedeny podle skórovacího systému popsaném v sekci Materiály a 
metody. Data jsou prezentována jako teplotní mapa se skórováním. Barevná škála je prezentována 
následovně: žlutá barva: skóre 0; meruňková barva: skóre 1; okrová barva: skóre 2; bronzová barva: 
skóre 3. 
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8e Přítomnost metastáz LN a stádium nádoru významně korelují s PD-L1 

expresí v buňkách na periferii nádoru 

Exprese PD-L1 v buňkách periferního nádoru měla tendenci být vyšší než v centrální 

nádorových buňkách (obrázek 4C, horní levý panel; p = 0,0625). Dále jsme data stratifikovali 

podle závažnosti onemocnění (stupeň diferenciace nádoru, stadium primárního nádoru a 

přítomnost LN metastázy) a odhalili, že závažnost onemocnění nekoreluje s expresí PD-L1 v 

centru nádoru (obr. 4A–C), stejně tak stupeň nádoru významně neovlivňoval významně expresi 

PD-L1 v periferních nádorových buňkách (obr. 4D). Přítomnost metastáz LN a stádium nádoru 

však významně korelovalo s expresí PD-L1 v buňkách periferie nádoru (obrázek 4E–F). Tato data 

ukázala nejen to, že závažnost SGC korelovala s expresí PD-L1 v nádorových buňkách, ale také 

to, že tato korelující exprese byla sdružena na periferii nádoru. 

 

 

 

 

8f Rozdíly mezi vyjádřením Fas a FasL u nádorových buněk a TIICs jsou 

lokalizovány v centru nádorů 

Analyzovali jsme expresi Fas a FasL u nádorových buněk a TIICs v centru a periferní 

části nádorů. Analýza exprese byla provedena imunohistochemií s použitím specifických 

protilátek proti Fas nebo FasL. Úroveň exprese v tkáňových vzorcích byly analyzovány podle 

hodnotícího systému popsaného v sekci Materiály a metody.  

Zjistili jsme, že jak nádorové buňky, tak TIIC exprimovaly více Fas a FasL v periferii 

nádoru než v centru nádoru (obrázek 5A). Tyto údaje naznačovaly, že interakce Fas receptoru a 

FasL mezi nádorovými buňkami a TIIC by mohla být soustředěna v periferii nádorů. Následné 

analýzy však odhalily, že nádorové buňky a TIIC měly srovnatelné hladiny exprese Fas na 

periferii nádoru (obrázek 5B, pravý panel), ale různé úrovně exprese v centru nádoru (obrázek 

5B, levý panel). Tyto údaje tedy naznačují, že by také mohla probíhat interakce mezi nádorovými 

buňkami a TIIC řízená Fas receptorem v centru nádorů. Na druhou stranu tyto údaje neukazovaly 

žádnou takovouto interakci pro FasL protože rozdíly v jeho expresi mezi nádorovými buňkami a 

TIIC byly srovnatelné v obou kompartmentech, přičemž vykazovaly mnohem vyšší expresi FasL 

v TIIC než v nádorových buňkách (Obrázek 5C). 
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Obrázek 4. Přítomnost metastáz LN a stádium nádoru významně korelují s expresí PD-L1 v periferních 

nádorových buňkách. (A) Soubor 55 pacientů s SGC byl stratifikován do 2 skupin podle stupně 

diferenciace nádoru (stupeň 0 a stupeň 1), a byla určena Spearmanova korelace s expresí PD-L1 v 

nádorových buňkách v centru nádoru. (B) Soubor pacientů v (A) byl stratifikován do 2 skupin podle 

přítomnosti (+) nebo nepřítomnosti (–) metastáz v LN a Spearmanova korelace byla určena jako v (A). 

(C) Soubor pacientů v (A) byl stratifikován do 4 skupin podle stadia nádoru a Spearmanova korelace byla 

určena jako v (A). (D–F) Soubor 55 pacientů s SGC byl stratifikován do skupin jako v (A–C) a byla určena 

Spearmanova korelace s expresí PD-L1 v nádorových buňkách na periferii nádoru. V (A–F) byly korelace 

vyhodnoceny pomocí Spearmanových korelačních testů, (A–F): n = 55. *p <0,05 bylo považováno za 

významné. V (A–F) byly analýzy exprese PD-1 provedeny podle skórovacího systému popsaném v sekci 

Materiály a metody. Data jsou prezentována jako teplotní mapa se skórováním. Barevná škála je 

prezentována následovně: žlutá barva: skóre 0; meruňková barva: skóre 1; okrová barva: skóre 2; 

bronzová barva: skóre 3. 
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Obrázek 5. Exprese Fas a FasL v nádorových buňkách a TIICs na periferii a v centru nádoru. (A) Exprese 
(skóre podílu nádoru (tumor proportion score TPS)) Fas a FasL v nádorových buňkách a TIICs je vyšší v 
periferii nádoru než ve středu nádoru. Počet pacientů (n), kteří byli vyhodnoceni, je uveden v levém 
horním rohu každého panelu. (B) Exprese Fas v nádorových buňkách je vyšší než v TIICs ve středu nádoru, 
ale srovnatelná na periferii nádoru. (C) Exprese FasL v nádorových buňkách je nižší než v TIICs jak ve středu 
nádoru, tak na jeho periferii. V A-C byly analýzy exprese provedeny podle skórovacího systému TPS 
popsaného v části Materiály a metody. Data jsou prezentována jako průměr ± SEM skóre TPS 
vypočítaného ze skóre TPS jednotlivých vzorků pacientů. Počet hodnocených pacientů (n) je uveden v 
levém horním rohu každého panelu. Rozdíl mezi skupinami byl vyhodnocen Mann-Whitneyho U testem 
(n je uvedeno v levém horním rohu každého panelu, ** p <0,01, *** p <0,001 a **** p <0,0001). 
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8g Exprese Fas v TIIC negativně koreluje se stádiem nádoru na periferii 

nádoru 

Interakce Fas-FasL byla dříve spojována se závažností onemocnění a naznačovala 

možné mechanismy odolnosti nádorů vůči imunitnímu systému [17, 18, 61-63]. V následující 

sérii analýz jsme korelovali kompartmentální výskyt Fas a FasL v buňkách nádorů a TIICs s 

diferenciací nádorů, s jejich stadiem a přítomností nebo nepřítomností metastáz do lymfatických 

uzlin (Tabulka 1). Nádory byly rozděleny do dvou skupin na základě diferenciace: nádory nízkého 

stupně dediferenciace (stupeň 0), nebo nádory vysokého stupně dediferenciace (stupeň 1). Nádory 

byly také rozděleny do dvou skupin na základě přítomnosti nebo nepřítomnosti metastáz: 

nepřítomnost metastáz (-) nebo přítomnost metastáz (+). Nakonec byly nádory rozděleny do čtyř 

skupin na základě stadia nádorů: stadia 1, 2, 3 nebo 4. Nejprve jsme zkoumali, jak výskyt Fas v 

TIICs v centru nebo periférii nádorů koreluje se závažností onemocnění. Data ukázala výrazně 

vyšší frekvenci nádorů s TIICS exprimujícími Fas v periférii nádorů než v jeho centru (Obrázek 

6). V centru nádorů výskyt Fas v TIICs nekoreloval s žádným z testovaných klinicko-

patologických parametrů (Obrázek 6A-C). Nebyly nalezeny žádné korelace mezi výskytem Fas 

v TIICs v periferní části nádoru a stupněm nádoru nebo přítomností metastáz (obrázek 6D, E). 

Avšak v periferní části nádoru bylo zjištěno, že stadium nádoru negativně koreluje s výskytem 

Fas v TIICs (obrázek 6F). Tyto údaje ukazují, že stadium onemocnění je nepřímo úměrné výskytu 

Fas v TIICs v periferní části nádorů, ale ne v jejich středu. 

 

 

8h Exprese Fas v nádorových buňkách pozitivně koreluje se stádiem nádoru v 

nádorovém centru 

Dále jsme analyzovali, zda exprese Fas v nádorových buňkách koreluje se závažností 

onemocnění. Frekvence a intenzita exprese Fas v buňkách nádoru byly v studovaných oblastech 

nádoru vysoké (obrázek 7). Kompartmentová analýza neodhalila korelaci exprese Fas v buňkách 

nádoru na periferii vzorků (obrázek 7D-F). Stupeň malignity a přítomnost metastáz LN 

nekorelovaly s expresí Fas v buňkách nádoru v centru nádoru (obrázek 7A, 7B). Nicméně stádium 

nádoru ukázalo korelaci s expresí FAS v buňkách nádoru v centru nádoru (obrázek 7C). Tyto 

údaje ukazují, že na rozdíl od zjištění u TIIC, stádium onemocnění pozitivně koreluje s expresí 

FAs v nádorových buňkách v centru nádoru, ale ne na periférii nádorů. 
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Obrázek 6. Exprese Fas v TIICs v periferii nádoru koreluje se stádiem nádoru. (A) Skupina 38 pacientů s 
SGC byla rozdělena do 2 skupin podle stupně diferenciace nádoru (stupeň 0 a stupeň 1) a byla určena 
Spearmanova korelace (r) podle exprese Fas v TIICs ve středu nádoru. Analýzy exprese byly provedeny 
podle skórovacího systému popsaného v části Materiály a metody. Data jsou prezentována jako tepelná 
mapa se skórováním a pro hodnotu p < 0,05 (červená) bylo považováno za významné. (B) Skupina 
pacientů v (A) byla rozdělena do 2 skupin podle absence (−) nebo přítomnosti (+) metastáz v lymfatických 
uzlinách (LN) a Spearmanova korelace (r) byla stanovena jako v (A). (C) Skupina pacientů v (A) byla 
rozdělena do 4 skupin podle stádia nádoru a Spearmanova korelace (r) byla určena jako v (A). (D–F) 
Skupina 40 pacientů s SGC byla rozdělena do skupin jako v (A-C) a byla určena Spearmanova korelace (r) 
podle exprese Fas v TIICs v periferii nádoru. 
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Obrázek 7. Exprese Fas v nádorových buňkách ve středu nádoru koreluje se stádiem nádoru. (A) Skupina 

52 pacientů s SGC byla rozdělena do 2 skupin podle stupně diferenciace nádoru (stupeň 0 a stupeň 1) a 

byla určena Spearmanova korelace (r) podle exprese Fas v nádorových buňkách ve středu nádoru. Analýzy 

exprese byly provedeny podle skórovacího systému popsaného v části Materiály a metody. Data jsou 

prezentována jako tepelná mapa s uvedeným skórováním. Pro hodnoty p <0,05 (červená) bylo 

považováno za významné. (B) Skupina pacientů v (A) byla rozdělena do 2 skupin podle absence (−) nebo 

přítomnosti (+) metastáz v lymfatických uzlinách (LN) a Spearmanova korelace (r) byla určena jako v (A). 

(C) Skupina pacientů v (A) byla rozdělena do 4 skupin podle stádia nádoru a Spearmanova korelace (r) 

byla určena jako v (A). (D–F) Skupina 52 pacientů s SGC byla rozdělena do skupin jako v (A-C) a byla určena 

Spearmanova korelace (r) podle exprese Fas v nádorových buňkách v periferii nádoru. 
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8i Exprese FasL v TIIC není ovlivněna závažností onemocnění ani distribucí v 

jednotlivých částech nádoru 

Analýza ukázala, že výskyt faktoru Fas v TIICs koncentroval rozdíly v závažnosti 

onemocnění na periférii nádoru. Následné analýzy však odhalily, že výskyt faktoru FasL v TIICs 

nevykazoval stejný vzorec. Navzdory celkové vysoké frekvenci a intenzitě výskytu v TIICs 

nebyly nalezeny žádné korelace výskytu s tíží onemocnění. Bez ohledu na kompartmentální 

distribuci, stupeň malignity, přítomnost metastáz LN a stádium nádoru nekorelovaly s výskytem 

faktoru FasL v TIICs. Proto na rozdíl od faktoru Fas, exprese FasL v TIICs neodrážel tíži 

onemocnění. 

 

8j Exprese FasL v nádorových buňkách pozitivně koreluje se stádiem nádoru v 

nádorové periferii 

Data ukázala, že exprese Fas v buňkách nádoru souvisel s rozdíly v závažnosti 

onemocnění v centru nádoru. V následných analýzách jsme zkoumali výskyt faktoru FasL v 

těchto buňkách. Na rozdíl od výskytu faktoru Fas, výskyt faktoru FasL v buňkách nádoru v centru 

nádoru nekoreloval se závažností onemocnění a téměř všechny vzorky byly negativní pro FasL v 

tomto oddílu (obrázek 8A-C). Na druhou stranu, výskyt faktoru FasL v buňkách nádoru na 

periférii nádoru byl častější než v centru nádoru (obrázek 8D-F). A co je důležité, výskyt faktoru 

FasL v tomto oddílu nádoru souvisel se závažností onemocnění. Zatímco stupeň malignity ukázal 

jen tendenci (obrázek 8D, p = 0.0728), přítomnost metastáz LN nebo stádium nádoru už 

významně korelovalo s expresí FasL v buňkách nádoru na periférii nádoru (obrázek 8E-F). 

Nejzajímavějším nálezem byla absence periferního výskytu faktoru FasL v nádorech stupně 1 a 

2, ale jeho častý výskyt v nádorech stupně 3 a 4 (obrázek 8F). Tyto údaje ukazují, že buňky nádorů 

vysokého stupně mohou mobilizovat mechanismus zabíjení Fas-FasL v periférii SGCs. 
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Obrázek 8. Exprese FasL v nádorových buňkách na periferii nádoru koreluje se stádiem nádoru. (A) 
Skupina 55 pacientů s SGC byla rozdělena do 2 skupin podle stupně nádoru (stupeň 0 a stupeň 1) a byla 
určena Spearmanova korelace (r) podle exprese FasL v nádorových buňkách ve středu nádoru. Analýzy 
exprese byly provedeny podle skórovacího systému popsaného v části Materiály a metody. Data jsou 
prezentována jako tepelná mapa s uvedeným skórováním a pro hodnoty p <0,05 (červená) bylo 
považováno za významné. (B) Skupina pacientů v (A) byla rozdělena do 2 skupin podle absence (−) nebo 
přítomnosti (+) metastáz v lymfatických uzlinách (LN) a Spearmanova korelace (r) byla určena jako v (A). 
(C) Skupina pacientů v (A) byla rozdělena do 4 skupin podle stádia nádoru a Spearmanova korelace (r) 
byla určena jako v (A). (D–F) Skupina 55 pacientů s SGC byla rozdělena do skupin jako v (A-C) a byla určena 
Spearmanova korelace (r) podle exprese FasL v nádorových buňkách na periferii nádoru.  
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6 DISKUSE 
 

Analýza molekulárních signatur receptoru a ligandu programované smrti PD-1 a PD-L1 

ukázala, že jsou seskupené především v periférii nádorů SGC a mohou odrážet závažnost 

onemocnění. Ukázalo se, že infiltrace nádorů TIIC je cenným markerem prognózy onemocnění a 

citlivosti nádoru k imunoterapii [25, 58, 59]. U některých nádorů jsou vysoké hladiny TIICs 

spojené s příznivou prognózou [22], zatímco u jiných nádorů jsou spojené s špatnou prognózou 

[22, 24]. Podobné výsledky byly reportovány i v souvislosti s jejich vztahem k odolnosti/citlivosti 

nádoru na imunoterapii [24]. U SGCs se obsah TIICs velmi liší mezi jednotlivými podtypy, to 

však není nutně spojeno s odlišným biologickým chováním onemocnění. Například adenoidní 

cystický karcinom a salivární duktální karcinom se velmi liší v obsahu TIICs [64], ale oba patří 

k nejvíce terapeuticky náročným podtypům SGC [65, 66]. Proto musí být informace o infiltraci 

nádoru TIICs u SGCs doplněna o hodnocení molekulárních parametrů jejich mikroprostředí.  

V této práci jsme ukázali, že PD-L1 pozitivní a PD-1 pozitivní TIIC byly rozdílně 

přítomny v jednotlivých SGC nádorech. Hlavním rozdílem však byla jejich distribuce mezi 

nádorovým centrem a periferií. Zatímco PD-L1 pozitivní TIIC byly rovnoměrně distribuovány 

mezi nádorovým centrem a periferií, PD-1 pozitivní TIIC byly převážně umístěny na periferii 

nádoru. Překvapivě však tato akumulace neodrážela závažnost onemocnění, což ukazuje, že 

periferní PD-1 pozitivní TIIC samotné nejsou dobrými prediktory závažnosti onemocnění. Studie 

ukázaly, že PD-1 může být také exprimován v nádorových buňkách [60]. Naše data potvrdila 

přítomnost PD-1pozitivních nádorových buněk v několika vyšetřených nádorech. Nečekaně naše 

data také potvrdila souvislost mezi přítomností PD-1 pozitivních nádorových buněk v centru 

nádoru a stupněm dediferenciace nádoru. Velmi nedávná zjištění ukázala, že populace 

nádorových buněk, které vyjadřují PD-1/PD-L1, jsou odolné proti imunoterapii [60], a buňky 

nádoru, které exprimují PD-1, blokují cytotoxicitu neutrofilů v nádorové tkáni [67]. Nicméně, 

zda tento mechanismus působení PD-1pozitivních nádorových buněk hraje roli také v high grade 

SGC bude ještě nutné objasnit.  

Exprese PD-L1 v nádorových buňkách silně naznačuje, že nádorové buňky využívají 

signální cestu PD-L1/PD-1 k potlačení imunitního systému lokálně [68]. Tato lokální buňkami 

zprostředkovaná suprese může hrát roli na periferii nádoru v blokování infiltrace nádoru 

imunitními buňkami cílícími na nádor [25, 26]. Naše data skutečně ukázala, že velké podíly buněk 

nádoru exprimujících PD-L1 byly seskupené v periférii vyšetřovaných nádorů. Navíc, na rozdíl 

od exprese PD-1 v periferních TIICs, kde nebyly nalezeny žádné korelace se závažností 

onemocnění, exprese PD-L1 v periferních nádorových buňkách korelovala s přítomností LN 

metastáz a stádiem nádoru. Překvapivě však přítomnost periferních PD-L1 pozitivních 

nádorových buněk nekoreloval s přítomností periferních PD-1 pozitivních TIICs. Předchozí 

studie ukázaly, že vzorce vyčerpání v peritumorálních imunitních buňkách jsou spojené s dobrou 

odpovědí na léčbu checkpoint inhibitory [69, 70]. Navíc bylo také prokázáno, že peritumorální 

aplikace ICI je spojena s lepším přežitím u určitých typů malignit [71]. V souladu s těmito 
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studiemi naše výsledky také naznačují, že exprese PD-L1 v periferních TIICs pokročilých SGCs 

by mohla predikovat účinnost léčby ICI [72]. Navíc, exprese PD-L1 v periferních nádorových 

buňkách SGCs by mohla představovat cenný nástroj pro předpověď prognózy onemocnění.  

Rozmístění signatur imunitních a nádorových buněk je důležitým faktorem s možným 

uplatněním jako biomarkery [25, 58]. Byly snahy o hodnocení nejen intra-tumorálních buněčných 

signatur, ale také vzorců rozmístění, které přesahují samotné nádory [25, 29, 31, 58]. Existuje 

však také stále více pokusů o hodnocení signatur v jednotlivých lokalitách samotných nádorů 

[73]. Výsledky naší práce ukázaly, že lokalizace buněk exprimujících PD-1 a PD-L1 je podstatná 

pro posuzování jejich prediktivních hodnot a vlivu na závažnost nádoru. Nejvýraznějším 

zjištěním souvisejícím s rozmístěním těchto buněk v nádoru se týká expresi PD-L1 v periferních 

nádorových buňkách. Zatímco vyjádření PD-L1 v buňkách nádoru umístěných v centru nádoru 

nebylo spojeno s přítomností LN metastáz a nekorelovalo se stádiem nádoru, vyjádření PD-L1 v 

buňkách nádoru umístěných v periférii nádoru ano. Tato zjištění ukazují, že nejen para-tumorální 

oblasti [27, 31], ale i intra-tumorální oddíly mohou poskytovat cenné dodatečné informace. Navíc 

mohou tyto informace odhalit nové prediktivní hodnoty biomarkerů na základě jejich 

buněčných/imunitních signatur. 

Studie Fas receprotu a jeho ligandu ukázala, že jejich exprese v buňkách nádoru a TIICs 

se liší v centru a periférii nádoru. Naše údaje ukázaly, že vzorce výskytu receptoru Fas a ligandu 

Fas v těchto buňkách v těchto dvou kompartmentech tvoří signatury, které odrážejí tíži SGC a 

naznačují možný mechanismus odolnosti SGC vůči imunoterapii. Vazba faktoru FasL na faktor 

Fas slouží jako mechanismus indukující apoptózu, kterým mohou imunitní buňky eliminovat 

buňky nádoru [74] Na druhou stranu ovšem může být tento mechanismus zneužit buňkami nádoru 

k eliminaci aktivovaných TIICs a zároveň tak zvýšit odolnosti nádoru vůči imunoterapii [17]. 

Naše data ukázala, že TIICs v SGCs exprimovaly vysoké hladiny faktoru FasL v obou oddílech 

nádoru a tyto hladiny byly mnohem vyšší než hladiny v buňkách nádoru. Tuto pozorování 

můžeme interpretovat tak, že při FasL-indukované apoptóze mají TIICs výhodu nad buňkami 

nádoru. Nicméně, FasL-indukovaná apoptóza vyžaduje, aby byl signální systém Fas v FasL-

stimulovaných buňkách zachován a funkční [75]. V buňkách nádoru se to však nemusí vždy dít, 

protože buňky nádoru mohou ztratit sensitivitu k FasL-indukované apoptóze [36, 61, 76, 77]. 

Naše data skutečně naznačují, že tuto strategii by mohly používat buňky SGC, protože buňky 

nádorů v SGC vykazovaly vysoké hladiny Fas bez ohledu na přítomnost TIIC s vysokými 

hladinami FasL. Navíc byla hladina Fas v buňkách nádorů v centru nádoru vyšší u tumorů 

vysokého stadia než u nádorů nízkého stadia. Toto zjištění naznačuje, že i když TIIC vykazovaly 

mnohem vyšší hladiny FasL, tato exprese pravděpodobně nezabránila šíření buněk nádorů s 

vysokou hladinou Fas. Neúčinné likvidování buněk nádorů prostřednictvím interakce Fas-FasL 

může být mechanismem imunorezistence v SGC. Ovšem naše data také naznačují, že zatímco 

imunitní buňky jsou pravděpodobně neúčinné při likvidaci buněk nádorů prostřednictvím 

FasL[36, 61, 77], likvidace TIIC prostřednictvím buněk nádorů pomocí FasL může současně 

efektivně probíhat. [78, 79]. 
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Dva hlavní závěry z této práce potvrzují tento dohad. 

1) Periférie nádorů nízkého stadia byla infiltrativně obsazena TIIC s vysokými hladinami Fas, 

zatímco nádory pokročilého stadia měly sníženou expresi Fas v TIIC. 

2) Nebyla nalezena exprese FasL v buňkách nádorů na periférii nádorů nízkého stadia, avšak 

byla nalezena v jejich pokročilých protějšcích. 

To naznačuje, že high-grade nádory by mohly vyčerpat Fas exprimující TIIC na periférii 

SGC prostřednictvím apoptózy indukované FasL. Pravděpodobnost tohoto scénáře je mnohem 

vyšší, protože ve srovnání s buňkami nádorů se dá u nádorově netransformovaných, zdravých 

buněk očekávat s mnohem menší pravděpodobností poškozenou a nefunkční Fas-FasL signální 

osu, i pokud se vyskytují v nádorové tkáni [75, 80-82]. Navíc, apoptóza indukovaná FasL je 

klíčová pro eliminaci autoreaktivních lymfocytů za fyziologických podmínek a často je 

zneužívána nádory ke zvýšení jejich imunorezistence [78]. Účinnost imunoterapie u SGC, včetně 

checkpoint inhibitorů, nenaplnila očekávání [5]. Je těžké definovat mechanismy rezistence 

nádorů v SGC pro jejich extrémní rozmanitosti. Tato rozmanitost se také promítá do rozmanitosti 

imunitního mikroprostředí nádorů (tumor immune microenvironment TME). Rozmanitost TME 

v SGC je dobře dokumentována pozorováními, že nejagresivnější podtypy SGC se značně liší v 

jejich TME. [64] Naše data však naznačují, že bez ohledu na podtyp SGC a rozmanitost TME 

mohou nádory široce využívat osu Fas-FasL jako společný mechanismus zamezení své eliminace. 

Na jedné straně může tento mechanismus zajistit odolnost buňky nádorů vůči apoptóze 

indukované FasL, na druhé straně tyto buňky nádorů mohou exprimovat FasL a indukovat 

apoptózu TIIC na periférii vysokostupňových nádorů, kde je exprese FasL v buňkách nádorů 

zvýšená. Z tohoto pohledu by měl jakýkoliv protokol imunoterapie zaměřený na překonání 

odolnosti SGC využívajících tento mechanismus založený na Fas-FasL ose podporovat nebo 

využívat imunitní buňky s vyšší odolností vůči apoptóze indukované FasL [83, 84]  a imunitní 

buňky s cytotoxicitou takovou, jejíž mechanismus účinku nevyužívá apoptózu indukovanou 

FasL[85]. 

 

 

 

7 ZÁVĚR 
 

Peritumorální tkáň lze považovat za interaktivní a dynamické rozhraní, které ovlivňuje 

a je ovlivňováno biologií nádoru a hostitelskou imunitní reakcí. Dochází zde k dalšímu šíření 

nádoru, toto je místo kde dediferencované buňky nádoru pronikají do organizované 

diferencované tkáně, kde selhává očekávaná imunitní bariera organismu. V této práci jsme 

doložili, že srovnáním mezi fenotypem nádorových buněk a imunitních buněk ve vlastní 

nádorové tkáni a peritumorální tkáni karcinomů slinných žláz lze zachytit dynamiku změn 
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probíhajících při růstu a infiltrativním šíření nádoru. Oprávněně tak očekáváme, že zmapování a 

pochopení těchto procesů posune diagnostiku a léčbu nádorových onemocnění. 

Tato práce přináší poprvé analýzu vzorců exprese receptoru naprogramované smrti 

buňky 1 (programed cell death 1 PD-1) a ligandu tohoto receptoru (programed cell death ligand 

1 PD-L1) v karcinomech slinných žláz (salivary gland cancer SGC) jak v nádorových buňkách, 

tak v imunitních buňkách infiltrujících nádor (tumor infiltrating immune cell TIIC) pacientů 

s karcinomy slinných žláz. Diferenciální hodnocení centra nádoru a periferie nádoru napříč 

různými histologickými podtypy SGC odhalily roli periferních TIIC a nádorových buněk v 

pochopení faktorů, které určují závažnost onemocnění. Navíc exprese PD-1 v periferních TIIC 

SGC odhalila potenciál pro implementaci imunoterapie pomocí inhibitorů imunitních kontrolních 

bodů (ICI immune check-point inhibitors) u pacientů s SGC. Exprese PD-L1 v periferních 

nádorových buňkách SGC vykazovaly významnou souvislost se závažností onemocnění. Naše 

zjištění ukazují, že periferie nádorů SGC by mohla představovat vhodnou biomarkerovou oblast 

pro hodnocení závažnosti SGC a vhodnou oblast pro studium vzájemných interakcí mezi nádorem 

a imunitním systémem. 

Periferní část nádoru vykázala výrazně vyšší expresi PD-L1 v nádorových buňkách než 

v TIIC. Navíc periferní TIIC měly významně vyšší expresi PD-1 než nádorové buňky na 

periferii. PD-1 pozitivní nádorové buňky byly detekované výhradně v nádorovém centru high-

grade nádorů, a co je nejdůležitější, přítomnost metastázy do lymfatických uzlin a stádium 

nádoru významně korelovaly s přítomností PD-L1-pozitivních nádorových buněk na periferii 

nádoru. Molekulární signatury PD-1/PD-L1 v SGC se shlukují převážně na periferii nádoru, 

odrážejí závažnost onemocnění a mohou předpovídat odpověď na imunoterapii ICI u pacientů s 

SGC. 

Současně tato práce ukázala, že zastoupení nádorových buněk SGC exprimujících Fas 

receptor v centru nádoru se zvyšuje s rostoucím stupněm diferenciace nádoru, zastoupení buněk 

imunitního systému exprimujících Fas receptor na periférii nádorů SGC se snižuje s rostoucím 

stupněm diferenciace nádoru a exprese FasL v nádorových buňkách SGC na periférii nádoru 

koreluje s gradingem nádoru. Tato zjištění ukazují, že interakce Fas-FasL na periférii nádorů SGC 

se nabízí jako užitečný nový prediktor závažnosti onemocnění a odpovědi na imunoterapii. 

Zjistili jsme dále, že buňky nádoru produkující Fas receptor se s rostoucím stadiem 

nádoru hromadí ve středu karcinomů slinných žláz, a to bez ohledu na přítomnost TIICs 

produkujících vysoké hladiny FasL. Na druhou stranu s rostoucím stadiem nádoru jsme zjistili 

pokles buněk TIICs produkujících Fas na periferii nádoru, zatímco exprese FasL v nádorových 

buňkách na periferii nádoru korelovala se stadiem nádoru. Tyto údaje naznačují, že buňky SGC 

jsou odolné vůči apoptóze vyvolané FasL TIICs a navíc mohou v nádorech vyšších stádií 

využívat FasL k eliminaci imunitních buněk, podílet se na úniku nádoru imunitní odpovědi a 

zprostředkovat dále odolnosti vůči imunoterapii. 
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