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Abstrakt

Moznosti 1é¢by karcinomt slinnych zldz (SGC), obzvlasté pokrocilych, jsou omezené. Revoluci
v 1écbeé zhoubnych nadorti pfinesla imunoterapie, zejména terapie inhibitory imunitnich
kontrolnich bodii — immune check-point inhibitors (ICI). Efekt a reakce na imunoterapii pomoci
ICI je z velkeé ¢asti fizena charakteristikami imunitnich bunék v nadorové tkani a v peritumoralni
tkani. Provedli jsme imunohistochemickou analyzu exprese PD-1 a PD-L1 na povrchu
nadorovych bun¢k i nador infiltrujicich imunitnich bunék (tumor infiltrating immune cells TIIC)
ve vzorcich salivarnich karcinomi oddélen¢ v jejich stiedu a na jejich periferii. Kromé vyse
uvedeného stale veétsi mnozstvi dikazii naznacuje, ze odolnost viuci ICI terapii je modulovana
interakci Fas receporu (CD95) a Fas ligandu (FasL, CD178) mezi nadorovymi bunkami a
imunitnimi buiikami. Rozhodli jsme se proto prozkoumat expresi a interakci Fas-FasL mezi
nadorovymi builtkami a imunitnimi bunikami infiltrujicimi nador ve sttedu a na periferii vzorki
salivarnich karcinomt. Diferencialni hodnoceni centra nadoru a periferie nadoru napfi¢ riiznymi
histologickymi podtypy SGC odhalily roli perifernich TIIC a naddorovych bun¢k v pochopeni
faktorti, které urcuji zadvaznost onemocnéni. Exprese PD-1 v perifernich TIIC SGC potvrdila
potencial imunoterapie pomoci inhibitord imunitnich kontrolnich bodii u pacientti s SCG. Exprese
PD-L1 v perifernich nadorovych bunikach SGC vykazovaly vyznamnou souvislost se zdvaznosti
onemocnéni. NaSe zjiSténi ukazuji, ze periferie nddortt SGC by mohla pfedstavovat vhodnou
biomarkerovou oblast pro hodnoceni zavaznosti SGC a vhodnou oblast pro studium vzéjemnych
interakci mezi nadorem a imunitnim systémem. Ddle analyza exprese Fas receptoru a Fas ligandu
ukazuji, Ze interakce Fas-FasL na periférii nddort SGC se nabizi jako uzite¢ny novy prediktor
zavaznosti onemocnéni a odpovédi na imunoterapii. Ziskanad data dale naznacuji, Ze bunky
karcinomil slinnych 714z jsou odolné viici apoptéze spousténé Fas ligandem imunitnich bunék a
navic mohou v nadorech vyssich stadii naopak vyuzivat Fas ligand k eliminaci imunitnich bun¢k,
podilet se tim na Uniku nadoru imunitni odpovédi a zprostiedkovat dale odolnosti vici
imunoterapii.



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.



1 UVOD

Primarni nadory slinnych Zzlaz (salivary gland cancer SGC) jsou vzicné a velmi
heterogenni malignity lokalizované v oblasti hlavy a krku [1]. SGCs jsou jednim s
nejrozmanitéj$im druht humannich malignich nadord, s vice nez 20 histologickymi podtypy [1,
2]. Metodou volby v 1é¢bé resekovatelnych SGCs je chirurgicky vykon [2], pficemz praveé
extrémni heterogenita si zada osobity piistup k jednotlivym subtyptim [3]. Pies veskerou snahu
dospéje velké mnozstvi pacientt s SGCs k lokoregionalni recidivé [4]. Cetnost recidiv zavisi na
histologickém podtypu, stupni diferenciace nadoru a stadiu nddoru a je hlaSena u 15-80% pacient
béhem 5 let po operaci [4]. U neresekovatelnych SGCs jsou moznostmi 1é¢by chemoradioterapie
nebo cilena terapie. Jako jediné moznosti jsou tyto dvé alternativy ¢asto pouzivany, ale jsou jen
omezen¢ ucinné [2, 4, 5]. Pétileté preziti u jedinct s recidivujicimi high grade SGCs je méné nez
35% [4]. V posledni dobé byla vyvinuta fada novych imunoterapeutickych a cilenych
terapeutickych strategii, které se zavad¢ji do klinické praxe pro lécbu pokrocilych a
metastatickych nadori [6, 7]. Aktudlné se rozSifuje moznost imunoterapie, kterd se u mnoha typt
nador jiZ stala prvni volbou 1é¢by [8-10][6-8]. Uginnost imunoterapie se li§i mezi riiznymi typy
nadorii a dokonce v ramci skupiny nadort stejné¢ho typu [11]. Proto hlavni vyzvou vyzkumu v
oblasti imunoterapie neni pouze spravné identifikovat pacienty, kteti na ni budou reagovat [11],
ale také identifikovat molekularni mechanismy, které by mohly byt pouzity k piekonani odolnosti
vaci imunoterapii [12-14]. K tomu je dulezité pochopit molekularni interakce mezi nadorovymi
a imunitnimi buiikami v konkrétnich stadiich onemocnéni v jednotlivych nadorech. Mezi
imunoterapeutickymi strategiemi ptedstavuji inhibitory kontrolnich boda hlavni prilom v 1é¢bé
téchto nadorh [7][9]. Neslibngjsich vysledki bylo dosazeno s inhibitory imunitniho kontrolniho
bodu (ICI) zacilenych na cytotoxicky protein 4 spojeny s T-lymfocyty (CTLA-4) (ipilimumab,
tremelimumab), programovanou bunécnou smrt (PD)-1 (nivolumab, pembrolizumab a
cemiplimab) a PD-ligand 1 (PD-L1) (atezolizumab, avelumab a durvalumab) [15]. Nicmén¢ tato
terapie u SGCs neukazala lepsi vysledky nez chemoterapie [5]. Pfestoze ICI zptsobily revoluci
v 1é¢be zhoubnych nador, vyznamné procento onemocnéni zistava rezistentnich vaci
imunoterapii. Tato rezistence je zpusobena mnoha mechanismy, vcetné nizké infiltrace
imunitnimi bunikami infiltrujicimi nddor (tumor infiltrating immune cell TIIC) nebo omezené
exprese kontrolnich molekul a jejich ligandt v nddorovych bunkach a/nebo TIIC [14, 16]. Stale
vétsi mnoZzstvi diikazii naznacuje, Ze odolnost vii¢i checkpoint inhibitor terapii je modulovédna
interakci Fas receptor (Fas, CD95) - Fas ligand (FasL, CD178) mezi nddorovymi bunikami a
imunitnimi bunkami [17, 18]. Spojeni FasL s receptorem Fas slouzi jako mechanismus indukujici
apoptoézu, ktery pouzivaji jak CD8+ T buiky, tak buiiky NK k eliminaci transformovanych
neoplastickych bunék [19]. Tento mechanismus vSak byl také UspéSn€ vyuzit naddorovymi
buikami a tumor infiltrujicimi myeloidnimi supresorovymi buniikami (MDSCs) k protiutoku na
imunitni bunky infiltrujici nddor (TIICs) [17]. Neni zndmo, zda interakce Fas-FasL. miize byt
vyuzita SGCs jako mechanismus odolnosti vii¢i imunitnimu systému nebo zda hraje roli v
odolnosti vii¢i checkpoint inhibitor terapii.



1A NADOROVE MIKROPROSTREDI

Nadorové mikroprostiedi je Zivym systémem, ve kterém spolu n¢které bunky vzajemné
kooperuji a jiné naopak vykonavaji antagonistické funkce. Procesy vzajemného pusobeni
imunitniho systému a nadoru se tradicné rozd€luji do 3 fazi, které nazyvame téz teorii 3E (z
anglického elimination, equilibrium, escape). Ve fazi eliminace jsou nddorové buiky aktivné
likvidovany buiikami imunitniho systému. Nasledn¢€ dochazi k fazi rovnovahy, kterd miize trvat
fadu mésict az let. V této fazi na sebe piisobi vzajemné builkky imunitniho systému a buiky
nadorové, neni vSak jiz dosahovéano efektivniho odstranovani malignich bun¢k a nador zistava v
Case a prostoru nezménén. V posledni fazi dochdzi k Uniku nadorovych bunék imunitnimu
dohledu, onemocnéni progreduje a je umoznéno i metastazovani. [6]

1B TUMOR INFILTRUJICI IMUNITNI BUNKY

Pro imunitni buiiky, které opustily periferni krevni fecisté a infiltrovaly do nadorového
mikroprostiedi se uziva termin tumor infiltrujici imunitni buiiky (tumor infiltrating immune cells
TIICs). Spektrum infiltrujicich imunitnich bunék spolu s fenotypickymi vzory téchto bunék
definuje vzdjemné pilisobeni nadorového a imunitniho systému. Ptedchozi vysledky
identifikovaly mnoho populaci imunitnich bunék infiltrujicich nador, zapojenych do interakce
nadorového a imunitniho systému, jako jsou leukocyty, makrofagy, dendritické bunky, zirné
buiitky, NK bunky a dalsi. [20] Mnoho studii se pokusilo popsat interakci nddorovych bunck s
imunitnim systémem ex vivo hodnocenim CD8+ TIICs a korelaci zjisténi s histopatologickymi
charakteristikami nadoru. [21, 22] Pro tento pfistup je nejb&znéjsi detekéni metodou
imunohistochemickd analyza bunécnych subpopulaci ve vzorku reprezentativni tkang. [21]
Ptizniva prognosticka role TILs byla jiZ popsana u melanomu, karcinomu plic, karcinomu prsu,
karcinomu vajecnikii a mnoha dalSich solidnich nddorti; avSak prognosticky vyznam TIICs
obecné¢ byl Siroce zkoumdn také u rakoviny zaludku, kolorektdlniho karcinomu a
hepatoceluldrniho karcinomu. [20]

Hustota imunitnich infiltratd v nddorové tkdni byla mnohokrat analyzovana. Ovsem jen
nemnoho studii zohlednilo vyznam kompartmentu tkané okolo nddoru — vyznam peritumoralni
tkan€. Galon et al. poskytli podrobnou analyzu nadorem infiltrovanych imunitnich bunék ve
velkych kohortach lidskych kolorektalnich karcinomi (CRC). Pfitomnost TIICs v nadoru
vyznamné korelovala s pfiznivou prognézou. Vysoka hustota intratumoralnich T-bunék byla dale
spojena s niz$im rizikem diseminace do lymfatickych uzlin u studovanych pacientti. Tyto nalezy
nasledné vedly k vytvofeni jednotné metodiky pro stanoveni hustoty lymfocytarniho infiltratu,
tzv. imunoscore. [23]

Kromé toho nedavné zjiSté€ni, ze nddorové produkovany Fas ligand z myeloidnich
supresorovych bunck (MDSC myeloid-derived supressor cells) indukuje apoptéozu nadorove
specifickych CD8+ T lymfocytii a vede k jejich postupnému vymizeni z nadoru a nadorové



periferie zdiiraznilo vyznam vyskytu receptorti smrti u tumor infiltrujich imunokompetentnich
bunék. Apoptoza TIICs prostiednictvim téchto receptort byla dale popsana jako hlavni faktor
prispivajici k selhani imunoterapie. [17]

Rozsahlé profilovani TIICs se stalo vykonnym nastrojem pii predpovidani prognozy
pacienta a reakce na rizné terapeutické modality. Nicméné informace o prognostické hodnot¢
TICs maji sva omezeni a u nékolika malignit se zda, ze udaje, které lze ziskat ze zastoupeni
jednotlivych bunck a z fenotypickych vzorct nador infiltrujicich imunitnich bun€k, doséhly
maxima svého vyuziti. [24] Nekolik nedavnych studii prokazalo, ze vzajemné plisobeni
nadorového imunitniho systému sahd za hranice nadoru a Ze paratumoralni tkanové
kompartmenty, jako jsou peritumoralni tkan a ptilehla zdrava tkan, mohou poskytnout dalsi
podstatné informace. [25-27]

Umisténi a imunitni profily bunék mohou vyznamné ovlivnit prognézu pacientii 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 dilezité a podstatné pro pochopeni mechanismi, které ovliviuji rast
nadoru a fidi rezistenci vii¢i imunoterapii. [25, 26, 28-31]

1C IMUNOSUPRESIVNI NADOROVE MIKROPROSTREDI A MECHANISMY UNIKU
NADOROVE BUNKY

Tradi¢né je peritumordlni tkdn chapéana jako tkan obklopujici nddorovou hmotu, ktera
pfedstavuje hranici mezi nadorem a zdravou tkéni. Peritumordlni tkan lze povaZovat za
interaktivni a dynamické rozhrani, které ovlivituje a je ovliviitovano biologii nddoru a hostitelskou
imunitni reakci. Dochazi zde k dal§imu §ifeni nadoru, toto je misto, kde dediferencované bunky
nadoru pronikaji do organizované diferencované tkan¢, kde selhdava ocekavana imunitni bariera
organismu. Lze pfedpokladat, ze srovnani mezi fenotypem nadorovych a imunitnich bunék ve
vlastni nddorové tkani a peritumoralni tkani umozni zachytit dynamiku zmén probihajicich pti
ristu a infiltrativnim §ifeni nddoru. Lze ptfedpokladat, Ze pochopeni téchto procesti posune
diagnostiku a 1écbu nadorovych onemocnéni.

Z poznatkl vyplyva, ze je nezbytné studovat nejen kvantitativné lymfocytarni infiltraci
u jednotlivych malignit, ale t€z hodnotit fenotypické znaky, a tudiz chovéni téchto bunéénych
infiltratd. Imunitni buiiky totiz mohou byt v nadoru pfitomné ve velkém mnozstvi, avSak jejich
aktivita mtize byt nulova. Nadorové bunky produkuji celou fadu inhibi¢nich molekul, které se v
ramci imunitni odpovédi vyskytuji pfirozené a plisobi na lymfocyty tlumivé. Molekuly jako
programmed cell death protein ligand 1 PD-L1 a CD80/86 se vazi na inhibi¢ni receptory T
lymfocytt, naptiklad receptor CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), nebo receptor PD-1
(Programmed cell death protein 1) a zplsobuji jejich utlum a pfesmyk do fenotypu vycerpani (z
angl. exhausted phenotype).



Mechanismy, jimiz nadorové bunky unikaji buiikdm imunitni reakce, jsou nejen
produkce tlumivych inhibi¢nich molekul, ale i produkce molekul vedoucich k bunééné smrti.
Zpusob, ktery se nejvice uplatituje v likvidaci tumor-infiltrujicich lymfocytt je produkce Fas
ligandu, ktery se vaze na lymfocytarni Fas receptor a spousti jejich apoptdzu. V in vivo modelech
maligniho melanomu dochazi po intratumoralni aplikaci bunééného preparatu z T bunék k
apoptoze vétsiny tdchto T lymfocytt osou Fas-Fas Ligand (FasL). Rada studii téZ popisuje, Ze se
stoupajici expresi Fas receptoru na T bunkach se zvySuje pravdépodobnost FasL indukované
bunécné smrti tumor infiltrujicich lymfocytt. [32]

1D DETAILNI MAPOVANI BUNEK NADOROVEHO MIKROPROSTREDI

Fas receptor (také znamy jako CD95, APO-1 nebo TNFRSF6) je protein nachézejici se
na povrchu mnoha bunék lidského téla a hraje kli¢ovou roli v regulaci apoptdzy, coz je proces
programované bunécné smrti. Je to ¢len rodiny receptorii faktori nadorové nekrdzy (tumor
necrosis factor receptor TNFR).

Fas ligand (FasL, CD95L, CD178) je transmembranovy protein typu Il z rodiny TNF
cytokinti. Vytvaii homotrimer na povrchu T lymfocytl, 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 kontrolovdna. Na svém
povrchu jej exprimuji zralé CD4+ T lymfocyty, dale cytotoxické CD8+ T lymfocyty, ale aZ po
své aktivaci. [33]

Protein Fas byl poprvé identifikovan pomoci monoklondlni protilatky vytvofené
imunizaci myS$i bunécnou linii FS-7. Nazev Fas je tedy odvozen od oznaeni povrchového
antigenu spojeného s FS-7 — FS-7 associated surface antigen.[34]

Navézani ligandu na receptor spousti u postizené bunky apoptdzu, proto také byva
nazyvan receptor smrti. Tento mechanismus té€lo pouziva k odstranéni starych, poskozenych nebo
nepotfebnych bunék. Rovnéz hraje roli v imunitni regulaci, kde pomaha omezit expanzi
lymfocytt po odezve na infekci a také v eliminaci bunék, které by mohly napadnout vlastni tkané
(coz je dulezit¢ pro prevenci autoimunitnich onemocnéni). Interakci Fas receptor-Fas
ligand vyuzivaji cytotoxické T lymfocyty a NK bunky. [35]

Fakt, ze smrt buniky je zprostfedkovand aktivaci Fas receptoru Fas ligandem, dokazuje
neutralizace FasL specifickou protilatkou anebo blokace Fas receptoru. [19] Stav, kdy naddorové
bunky ziskaji rezistenci k Fas indukované apoptoze posune rovnovahu v nadorovém prostredi ve
prospéch ristu tumoru. [36] Navic mohou nadorové buiiky zneuzit tento mechanismus k eliminaci
aktivovanych tumor infiltrujicich lymfocyta. [17]

PD-1 (Programmed cell death protein 1, také CD279), je protein na povrchu bunégk,
nejcastéji T lymfocytl. Jde o receptor, ktery ma roli v regulaci bunééné slozky imunitniho
systému, ucinkuje prostiednictvim down-regulace imunitniho systému a utvaienim tolerance
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k vlastnim buiikdm potlacenim zanétlivé aktivity T lymfocytl. To brani vzniku autoimunitnich
onemocnéni, ale mize také byt zneuzit nadorovymi buiikkami k zabranéni imunitnimu systému
v ni¢eni nadorovych bunék. [37]

PD-1 je imunitni kontrolni bod a chréni pfed autoimunitou dvéma mechanismy.
Podporuje apoptozu (programovanou bunécnou smrt) nezadoucich antigen-specifickych T-bunék
v lymfatickych uzlinach. Za druhé, bylo prokazano, ze signaly z PD-1 mohou podporovat
diferenciaci T-lymfocyti smérem k regulacnim T-lymfocytim (Tregs), které maji inhibi¢ni
funkci viici dalSim imunitnim bunkam. [38]

Aktivace T-lymfocytl vyzaduje signaly z T-bunééného receptoru (TCR) a casto také
kostimula¢ni signaly z receptort 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 cytokinti.

Receptor PD-1 ma dva ligandy, proteiny PD-L1 (CD274) a PD-L2 (CD273). PD-L2 je
exprimovan na antigen prezentujicich buiikach - dendritické buniky a makrofagy a také na zirnych
buikdch a peritonedlnich B1 buiikdach. PD-L1 je exprimovan na T a B-lymfocytech,
dendritickych buikach, makrofazich, mesenchymalnich kmenovych buiikach a zirnych bunkach
odvozenych z kostni dfené. Déle se nachazi i na neuronech, keratinocytech, na builkach
pankreatu, plic, jater, endotelu. [39] PD-L1 se déale vyskytuje na mnoha typech nadort, kdy je
jeho zvysend exprese asociovana s nepfiznivou prognozou a zvysenou invazivitou. [40] Exprese
je indukovéna transkripénim faktorem STAT3, hyperaktivaci PI3K/Akt dradhy a hypoxii. [41]
Zpétnd signalizace pres PD-L1 slouzi jako signal preziti. Redukuje cytotoxicitu
zprostiedkovanou IFN typu I, diky inhibici fosforylace proteinu STAT3. [42]

10


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

2 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 nadoru.

Analyza parametrd0 mikroprostiedi by tak mohla pfispét k poznani

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

3 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,
soucasné 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 a vzdalenych metastaz.
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4 MATERIAL A METODY

Pacienti

V této retrospektivni praci byly analyzovany vzorky 62 pacienti 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 pocet
hodnocenych muzskych pacientli 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 pozdé€jsimi dodatky nebo srovnatelnymi etickymi standardy.
Celkem bylo zahrnuto 13 histologickych podtypt. Studovand kohorta sestdvala z 13
mukoepidermoidnich karcinomti, 8 acinoceluldrnich karcinomt, 11 adenoidné cystickych
karcinomt, 6 salivarnich duktilnich karcinomt, 6 adenokarcinomu blize nespecifikovanych
(NOS), 1 adenoskvamo6zniho karcinomu, 1 karcinosarkom, 3 karcinomy z pleomorfniho
adenomu, 4 nediferencované karcinomy, 1 kribriformni cystadenokarcinom, 3 mammarnimu
analogické sekrecni karcinomy (MASC), , 3 myoepitelidlni karcinomy a 2 spinoceluldrni
karcinomy. Kazdy nador byl hodnocen na zaklad¢ stupné diferenciace a klinického stadia nadoru.
Stupen tudiferenciace moru byl stanoven podle histopatologického nalezu a s ohledem na
rizikovou stratifikaci malignit slinnych zlaz stanovenou WHO [43][20].

Vyhodnoceni stadia onemocnéni (staging) bylo provedeno s pouzitim 8. vydani TNM
klasifikace malignich nadorti (TNM) a systému stadia UICC / AJCC pro nadory hlavy a krku
[44]. Individuélni nadory byly hodnoceny na zaklad¢ stupné dediferenciace a stadia nadoru.
Nadory byly pfitfazeny bud’ do skupiny s nizkym stupném — low grade (0), nebo vysokym stupném
dediferenciace — high grade néadory. U jednoho pacienta nebylo mozné stanovit stadium
primarniho nadoru. U kazdého pacienta byla hodnocena pfitomnost regionalnich lymfatickych
metastdz vySetfenim ultrazvukem nebo magnetickou rezonanci a byly korelovany s
histopatologickymi tidaji.
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Patients (n = 62) Patients (%)

Gender
Female 36 A8 065
Male 26 47 947
Mucoepidermoid carcinoma 13 20 98%
Adenoid cystic carcinoma 11 17.74%
Acinic cell carcinoma B 12.90r%
Adenocarcinoma, not otherwise specified (NOS) B Q68
Salivary duct carcinoma B Q68
Undifferentiated carcinoma + H.A45%
Carcinoma ex pleiomorphic adenoma 3 4.84%
Mammary analogue secretory carcinoma (MASC) 3 4.84%
Myoepithelial carcinoma 3 4 B4,
Squamous cell carcinoma 2 323
Adenosquamous carcinoma 1 161%
Carcinosarcoma 1 L&1%
Cribriform cystadenocarcinoma 1 1.61%
Grade
Lo (0} xr 35487
High (1) 40 64 527
Primary tumor stage
1 15 24 19%
2 a 14.55%
3 6 Q68
4 31 SO0
Mot established 1 1.61%
Metastases
Yes (+) 19 A5
MNoi{-) 43 69 357
Age
=45 years 13 2097
45700 VEars iy 43 55%
<70 years xr 35487

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

proménnych a pomaha identifikovat hlavni proménné.

Pfiprava vzorkl a imunohistochemie

Vzorky tkan€ byly fixovany formaldehydem a zalit¢ v parafinu (FFPE) ve Fakultni
nemocnici Motol. Histologické fezy byly retrospektivné sebrany a analyzovany se souhlasem
mistni etické komise (EK ¢. EK-1394/20). Diagnoza a spolehlivost vzorka byly pfezkouméany
zkusenym patologem a kazdy vzorek tkan€ byl hodnocen ruc¢né/individudlné. Pro ovéfeni
kvantitativniho hodnoceni imunohistochemického barveni, a abychom vyloucili subjektivni
zkresleni vysledki, byl proveden test vnitini spolehlivosti hodnotitele — test intrareliability.
Sklicka s tezy (tloustka 3 um) byla obarvena pomoci néasledujicich standardizovanych protilatek:
anti-PD-L1 (kat. ¢. M3653; Dako, Santa Clara, CA, USA), anti-PD-1 (CD279) (kat. ¢. 516-18662;
Zytomed, Berlin, Némecko), anti-Fas (CD95) (kat. # MAS5-32489; 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 bunkéach byla
analyzovana samostatné a nezavisle na sob¢, jednak v centru nadoru a na jeho periferii. Tkan za
vlastnim, mikroskopicky patrnym, okrajem nddoru, peritumordlni tkan, byla definovana jako
oblast pokryvajici rozhrani tumor-zdrava tkan rozsifené o jedno vysoce vykonné pole (high power
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field) (HPF, 400nasobné zvétseni) od okraje tumoru. Centrum nddoru bylo definovano jako oblast
smeérem k nddorovému centru od rozhrani nador — zdrava tkan.[45]. Zastoupeni pozitivnich bun¢k
bylo hodnoceno pomoci nadorového propor¢niho skore (tumor proportion score TPS), které se
hojn€ pouzivd u nadort hlavy a krku a bylo vyhodnoceno jako cenny marker pro predikci
odpovédi ICI [46-48]. V intencich tohoto piistupu byla hodnocena jako pozitivni pouze silnéd PD-
1 cytoplazmaticka reakce TIIC a nadorovych bunék, u PD-L1 bylo za pozitivni barveni
povazovano silné barveni membran nddorovych bunc¢k a silné PD-L1 membranové 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 bun¢k)
x 100; (Pocet obarvenych PD-1, PD-L1, Fas, nebo FasL imunitnich bunck infiltrujicich
nador)/(celkovy pocet zivotaschopnych imunitnich bunék infiltrujicich nador) x 100. V piipadé
PD-1/PD-L1 bylo v souladu s dfive publikovanymi studiemi zastoupeni pozitivnich bun¢k
(hodnoceno pomoci TPS) hodnoceno nasledovné: skoére 0: negativni, skore 1 (slabé): 1-10 %,
skore 2 (sttedni): 1049 % a skore 3 (siln¢): nad 50 % [26—29]. Detailni skorovaci systém byl
pteveden do teplotnich map (obrazky 3-5), kde byla barevna Skéla prezentovano takto: zluta
barva: skore 0, barva oranzova barva: skore 1, okrova barva: skore 2, a bronzova barva: skore 3.
V piipadech, kdy nebyla nalezena infiltrace lymfocytl, byla exprese PD-1/PD L1 klasifikovdna
jako N/A (not applicable — nepouzitelné).

V ptipadé¢ Fas/FasLL byla pozitivita barveni protilatkou hodnocena podle diive
publikovaného hodnoticiho systému zalozené¢ho na procentu plochy nadoru pokryté pozitivné
nabarvenymi bunikami [49-52]. Hodnoceni bylo nasledujici: skore 0 (zadné 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 primeér + standardni odchylka priiméru (SEM), pokud neni
stanoveno jinak. Vztahy mezi dvéma studovanymi proménnymi byly hodnoceny Spearmanovym
korela¢nim koeficientem potadi. Pro posouzeni rozdilt byl proveden Mann-Whitney U test v PD-
1 a PD-L1 vyjadfeni zalozené na rtiznych seskupovacich proménnych (stupen: 0/1; regionalni
Metastazy LN: Ne/Ano; stadium primarniho nadoru: 1, 2, 3 a 4). Rozdily v parovych métenich
(napt. PD-1 v centru nadoru/PD-1 na periferii nadoru; PD-L1 v TIIC/PD L1 v nadorovych
bunikach) 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. Statistickd vyznamnost byla testovana na hladin€ a = 0,05 (v nékterych ptipadech
uvadime p-hodnoty nésledovné: * 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 tcely grafické prezentace byly
pouzity GraphPad Prism 6, Microsoft Excel a Raw Graphs (rawgraphs.io, pfistup k 10. lednu
2021).
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5 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 nadorti od 62 pacientli s SGC, abychom pftinesli
nové¢, hlubsi informace o této vzacné skupiné malignit. Jak ukazuje Tabulka 1, 62 vzorkti SGC
tvofilo 13 odlisnych histologickych subtypii. NejcastéjSimi diagndézami byly acinocelularni
karcinom, adenoidné cysticky karcinom a mukoepidermoidni karcinom. Nejméné casté byly
kribriformni cystadenokarcinom, adenoskvamoézni karcinom a karcinosarkom. Z 62 pacienti 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
pacientli bylo diagnostikovano s nizkym stupném dediferenciace (stupeit 0) nadort a Ctyficet
pacientli s vysokym stupném dediferenciace (stupenn 1) nadord. Pfitomnost metastaz v
lymfatickych uzlinach (LN) byla hodnocena u kazdého pacienta.

Nejprve jsme analyzovali souvislost mezi expresi PD-1/PD-L1 u rliznych skupin véku a
pohlavi, nicmén¢ jsme nezaznamenali zddné vyznamné rozdily. Déle jsme zkoumali korelace
mezi stupném dediferenciace nddoru a primarnim stadiem nadoru u pacientii s SGC. Podobné
jako studie jinych typt karcinomi [53, 54], jsme zjistili vyznamnou korelaci mezi stupném
nadoru a primarnim stupném nadoru v dob¢ diagndzy (Obrazek 1A) a vyznamné vyssi prevalenci
high grade nadorii v primarnich stadiich 3 a4 SGC neZ ve stadiich 1 a 2 SGC (Obrazek 1B). Déle
jsme analyzovali, zda zdvaznost onemocnéni koreluje s pfitomnosti LN metastaz. Jak je vidét na
Obrazku 1C, byla silna korelace mezi pfitomnosti LN metastdz a stupném dediferenciace nadoru.
High grade nadory byly také vice zastoupené u pacientil s LN metastdzami nez u pacientt bez LN
metastaz (Obrazek 1D). Jeste€ silngjsi korelace byla nalezena mezi pfitomnosti LN metastaz a
primarnim stadiem nddoru (Obrazek 1E-F). Tyto udaje ukazuji, ze patologicky hodnocena
z&vaznost onemocnéni (primarni stadium nadoru a stupeit/grade) u pacientli s SGC také koreluje
s metastatickym potencidlem 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 mikroprostiedi u rtiznych typi nadort se
zamerem rozpoznat potencidl imunoterapie na zaklad¢ exprese PD-L1 a PD-1 v nadorech [16,
55-57]. Studie také ukézaly, ze nadorem indukovand imunosuprese muze byt v tkani nadort
nerovnomerné rozlozena [25, 26]. Proto jsme zkoumali vzorce exprese PD-L1 a PD-1 v buiikach
nadorti a TIICs jak v centru nadort, tak na jejich periferii pomoci systému hodnoceni uvedeného
v Casti Materialy a metody. Nejprve jsme nenalezli vyznamny rozdil ve vyjadieni PD-1 nebo PD-
L1 v buiikach nadorti a TIICs v centru nadorii (Obrazek 2A, levé panely) nebo na periferii
lokalizovanych bunikdch nadorti (Obrazek 2A, horni pravy panel). AvSak exprese PD-1 byla
vyznamn¢ vys$si neZ vyjadieni PD-L1 v perifernich TIICs (Obrazek 2A, dolni pravy panel). Dalsi
analyzy odhalily, ze rozdily ve vyjadieni obou molekul mezi butikami nddort a TIICs se také
vyskytovaly hlavné€ na periferii nddort. Zatimco v centru nadorti byly bunky nadort a TIICs s
porovnatelnym vyjadienim PD-L1 (Obrazek 2B, horni levy panel), periferni ¢ast nadorii ukazala
vyznamn¢ vysSi vyjadieni molekuly v bunikach néddort nez v TIICs (Obrazek 2B, horni pravy
panel). Podobné nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil ve vyjadieni PD-1 mezi butikami naddora a
TIICs v centru nadorti (Obrazek 2B, dolni levy panel). Nicmén¢, navzdory témto indiciim, dalsi
analyzy neukazaly zadné vyznamné rozdily ve vyjadfeni PD-L1 mezi periférii nadort a centrem
nadort (Obrazek 2C, levé panely), ani nebyl rozdil ve vyjadieni PD-1 mezi periférii nadort a
centrem nadort (Obrazek 2C, pravy horni panel). Byl vSak zjistén vyznamny rozdil v expresi PD-
1 mezi TIICs na periférii nddort a centrem nadora (Obrazek 2C, dolni pravy panel). Tyto tdaje
ukazuji, Ze rozdily ve vyjadieni PD-L1 a PD-1 u pacienti s SGC byly seskupené na periférii
nadord.
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Obrazek 2. 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

Vyjadifeni PD-1 a/nebo PD-L1 u riiznych typt nadorti Casto souvisi se zavaznosti
onemocnéni [58]. Tyto molekuly jsou také diillezitymi biomarkery pro uziti ICI imunoterapie [7,
14, 16]. Protoze naSe data ukazala, ze rozdily v expresi PD-L1 a PD-1 v nadorovych burnikach a
TIICs byly seskupené na periférii nadort pacienti s SGC, déle jsme zkoumali, zda tento nalez
koreluje také se zavaznosti onemocnéni (stupném dediferenciace nadoru, primarnim stadiem
nadoru a pfitomnosti LN metastdz). Zjistili jsme, Ze zavaznost onemocnéni nekoreluje s expresi
PD-L1 v TIICs ani v periférii nadoru, ani v centru naddoru (Obrazek 1), ani nebyla prokdzana
korelace mezi hojné exprimovanym PD-1 v TIICs v centru nadoru nebo dokonce v jesté
vyznamn¢ji exprimovaném PD-1 v perifernich TIICs. Tyto udaje ukazuji, Ze 1 kdyz byla exprese
PD-1 v perifernich TIICs vyssi nez v centralnich TIICs, tato exprese se neodrazi v zavaznosti
onemocnénti.

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

koreluje se stupném nadoru

PD-1 se vétSinou vyskytuje v T buiikach [59]. Avsak, PD-1 miiZe byt také vyjadieno v
nadorovych bunkach [60]. Nase analyza ukdzala, ze ¢ast nadort pacienti s SGC exprimovalo tuto
molekulu jak v centrdlnich, tak v perifernich nadorovych bunkach (Obrazek 3). TéZkost
onemocnéni (stupen diferenciace nadoru, primarni stadium nadoru a pritomnost LN metastaz)
nemeéla vyznamnou vazbu na expresi této molekuly v perifernich nddorovych bunikach (Obrazek
3D-F), stejné tak pritomnost LN metastdz nebo primarni stadium nadoru neovlivnilo jeji expresi
v centralnich nddorovych bunkach (Obrazek 3B-C). AvSak stupenn diferenciace nadoru byl
vyznamn¢ spojeny s expresi PD-1 v bunikach umisténych v centru nadoru, protoze exprese PD-1
v centralnich nadorovych buiikédch byla detekovdna vyhradné v nadorech vysokého stupné
dediferenciace (stupné 1), ale ne v naddorech nizkého stupné dediferenciace (stupné 0) (Obrazek
3A). Tyto zjisténi ukazuji, Ze procento PD-1+nadorovych bun¢k v centru nddoru by mohlo slouzit
jako biomarker biologického chovani nadoru.
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| PD-1 in tumor cells |
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Obrazek 3. 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 skala 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 buiikach periferniho nadoru méla tendenci byt vyssi nez v centralni
nadorovych bunkach (obrazek 4C, horni levy panel; p = 0,0625). Dale jsme data stratifikovali
podle zavaznosti onemocnéni (stupent diferenciace nadoru, stadium primarniho nadoru a
pritomnost LN metastazy) a odhalili, Ze zdvaznost onemocnéni nekoreluje s expresi PD-L1 v
centru nadoru (obr. 4A—C), stejn¢ tak stupen nddoru vyznamné neovliviioval vyznamné expresi
PD-L1 v perifernich nddorovych buiikach (obr. 4D). Pfitomnost metastaz LN a stddium nadoru
vsak vyznamné korelovalo s expresi PD-L1 v buiikach periferie nadoru (obrazek 4E—F). Tato data
ukazala nejen to, ze zdvaznost SGC korelovala s expresi PD-L1 v nddorovych bunkach, ale také
to, ze tato korelujici exprese byla sdruzena na periferii nadoru.

8f Rozdily mezi vyjadfenim Fas a FasL u nadorovych bunék a TIICs jsou

lokalizovany v centru nador

Analyzovali jsme expresi Fas a FasL u nadorovych bun¢k a TIICs v centru a periferni
casti nadort. Analyza exprese byla provedena imunohistochemii s pouzitim specifickych
protilatek proti Fas nebo FasL. Uroven exprese v tkafiovych vzorcich byly analyzovany podle
hodnoticiho systému popsaného v sekci Materidly a metody.

Zjistili jsme, Ze jak naddorové bunky, tak TIIC exprimovaly vice Fas a FasL v periferii
nadoru nez v centru nadoru (obrazek 5A). Tyto udaje naznacovaly, Ze interakce Fas receptoru a
FasLL mezi nddorovymi buitkami a TIIC by mohla byt soustfedéna v periferii nddorti. Néasledné
analyzy vSak odhalily, Ze nadorové buiky a TIIC mély srovnatelné hladiny exprese Fas na
periferii nadoru (obrazek 5B, pravy panel), ale rizné Grovné exprese v centru nadoru (obrazek
5B, levy panel). Tyto udaje tedy naznacuji, ze by také mohla probihat interakce mezi nddorovymi
buitkami a TIIC fizené Fas receptorem v centru nadorti. Na druhou stranu tyto tdaje neukazovaly
zadnou takovouto interakci pro FasL protoze rozdily v jeho expresi mezi nadorovymi buiikami a
TIIC byly srovnatelné v obou kompartmentech, pfi¢emz vykazovaly mnohem vyssi expresi FasL
v TIIC nez v nadorovych buiikach (Obrazek 5C).
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Obrazek 4. 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 skérovanim. 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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Obrazek 5. Exprese Fas a FasL v nadorovych bunkdach 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 burikach je nizsi nez 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 skore TPS jednotlivych vzorkd pacientl. Pocet hodnocenych pacientd (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 spojovdna se zdvaznosti onemocnéni a naznacovala
mozné mechanismy odolnosti nadori vii¢i imunitnimu systému [17, 18, 61-63]. V nasledujici
sérii analyz jsme korelovali kompartmentalni vyskyt Fas a FasL v buinikach nadora a TIICs s
diferenciaci nadort, s jejich stadiem a pfitomnosti nebo nepfitomnosti metastaz do lymfatickych
uzlin (Tabulka 1). Nadory byly rozdéleny do dvou skupin na zaklad¢ diferenciace: nadory nizkého
stupné dediferenciace (stupen 0), nebo nadory vysokého stupné dediferenciace (stupeii 1). Nadory
byly také rozd€leny do dvou skupin na zadkladé pfitomnosti nebo neptfitomnosti metastaz:
nepiitomnost metastaz (-) nebo pfitomnost metastaz (+). Nakonec byly nadory rozdéleny do ctyt
skupin na zaklad¢ stadia nadort: stadia 1, 2, 3 nebo 4. Nejprve jsme zkoumali, jak vyskyt Fas v
TIICs v centru nebo periférii nadorti koreluje se zdvaznosti onemocnéni. Data ukazala vyrazné
vy$si frekvenci nadorti s TIICS exprimujicimi Fas v periférii nadorti nez v jeho centru (Obréazek
6). V centru nddord vyskyt Fas v TIICs nekoreloval s zadnym z testovanych klinicko-
patologickych parametrli (Obrazek 6A-C). Nebyly nalezeny Zadné korelace mezi vyskytem Fas
v TIICs v periferni ¢asti nadoru a stupném nadoru nebo pritomnosti metastaz (obrazek 6D, E).
Avsak v periferni ¢asti nddoru bylo zjisténo, ze stadium nadoru negativné koreluje s vyskytem
Fas v TIICs (obrazek 6F). Tyto udaje ukazuji, Ze stadium onemocnéni je nepiimo umérné vyskytu
Fas v TIICs v periferni ¢asti nadort, ale ne v jejich stredu.

8h Exprese Fas v nadorovych bunkach pozitivné koreluje se stadiem nadoru v

nadorovém centru

Déle jsme analyzovali, zda exprese Fas v nadorovych buiikach koreluje se zdvaznosti
onemocnéni. Frekvence a intenzita exprese Fas v buitkdch naddoru byly v studovanych oblastech
nadoru vysoké (obrazek 7). Kompartmentova analyza neodhalila korelaci exprese Fas v buiikach
nadoru na periferii vzorkll (obrazek 7D-F). Stupenl malignity a pfitomnost metastaz LN
nekorelovaly s expresi Fas v buiikdch nadoru v centru nadoru (obrazek 7A, 7B). Nicmén¢ staddium
nadoru ukazalo korelaci s expresi FAS v buitkach nddoru v centru nddoru (obrazek 7C). Tyto
udaje ukazuji, Ze na rozdil od zjisténi u TIIC, stddium onemocnéni pozitivné koreluje s expresi
FAs v nadorovych buiikdch v centru nadoru, ale ne na periférii nadort.
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Obrazek 6. 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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Obrazek 7. Exprese Fas v nadorovych burikach 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 ovlivnéna zavaznosti onemocnéni ani distribuci v

jednotlivych ¢astech nadoru

Analyza ukézala, ze vyskyt faktoru Fas v TIICs koncentroval rozdily v zavaznosti
onemocnéni na periférii nddoru. Nasledné analyzy vsak odhalily, ze vyskyt faktoru FasL v TIICs
nevykazoval stejny vzorec. Navzdory celkové vysoké frekvenci a intenzit¢ vyskytu v TIICs
nebyly nalezeny zadné korelace vyskytu s tizi onemocnéni. Bez ohledu na kompartmentalni
distribuci, stupen malignity, pfitomnost metastaz LN a stddium nadoru nekorelovaly s vyskytem
faktoru FasL v TICs. Proto na rozdil od faktoru Fas, exprese FasL v TIICs neodrazel tizi
onemocnénti.

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

nadorové periferii

Data ukazala, ze exprese Fas v buiikkdch nddoru souvisel s rozdily v zavaznosti
onemocnéni v centru nadoru. V naslednych analyzach jsme zkoumali vyskyt faktoru FasL v
téchto bunkach. Na rozdil od vyskytu faktoru Fas, vyskyt faktoru FasL v buiikach nadoru v centru
nadoru nekoreloval se zadvaznosti onemocnéni a téméf vSechny vzorky byly negativni pro FasL v
tomto oddilu (obrazek 8A-C). Na druhou stranu, vyskyt faktoru FasL. v bunikdch nadoru na
periférii nadoru byl €astéjsi nez v centru nadoru (obrazek 8D-F). A co je dilezité, vyskyt faktoru
FasL v tomto oddilu nadoru souvisel se zdvaznosti onemocnéni. Zatimco stupen malignity ukazal
jen tendenci (obrazek 8D, p = 0.0728), pfitomnost metastdz LN nebo stddium nadoru uz
vyznamné korelovalo s expresi FasL v buiikdch nadoru na periférii nddoru (obrazek 8E-F).
Nejzajimavéj$im ndlezem byla absence periferniho vyskytu faktoru FasL v nadorech stupné 1 a
2, ale jeho Casty vyskyt v nddorech stupné 3 a 4 (obrazek 8F). Tyto udaje ukazuji, ze buniky nadort
vysokého stupné mohou mobilizovat mechanismus zabijeni Fas-FasL v periférii SGCs.
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Obrazek 8. Exprese FasL v nadorovych burikdch na periferii nddoru 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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6 DISKUSE

Analyza molekularnich signatur receptoru a ligandu programované smrti PD-1 a PD-L1
ukazala, ze jsou seskupené piedevsim v periférii nddorit SGC a mohou odrazet zavaznost
onemocnéni. Ukazalo se, Ze infiltrace nddort TIIC je cennym markerem progndzy onemocnéni a
citlivosti nadoru k imunoterapii [25, 58, 59]. U nékterych nadort jsou vysoké hladiny TIICs
spojené s ptfiznivou prognozou [22], zatimco u jinych nadord jsou spojené s Spatnou progndzou
[22, 24]. Podobné vysledky byly reportovany i v souvislosti s jejich vztahem k odolnosti/citlivosti
nadoru na imunoterapii [24]. U SGCs se obsah TIICs velmi 1isi mezi jednotlivymi podtypy, to
vSak neni nutné spojeno s odliSnym biologickym chovanim onemocnéni. Napiiklad adenoidni
cysticky karcinom a salivarni duktélni karcinom se velmi 1i$i v obsahu TIICs [64], ale oba patfi
k nejvice terapeuticky narocnym podtypim SGC [65, 66]. Proto musi byt informace o infiltraci
nadoru TIICs u SGCs doplnéna o hodnoceni molekularnich parametrt jejich mikroprostredi.

V této praci jsme ukézali, ze PD-L1 pozitivni a PD-1 pozitivni TIIC byly rozdilné
pfitomny v jednotlivych SGC nddorech. Hlavnim rozdilem vSak byla jejich distribuce mezi
nadorovym centrem a periferii. Zatimco PD-L1 pozitivni TIIC byly rovnomérné distribuovany
mezi nddorovym centrem a periferii, PD-1 pozitivni TIIC byly pfevazné umistény na periferii
nadoru. Pfekvapivé vSak tato akumulace neodrazela zdvaznost onemocnéni, coz ukazuje, Ze
periferni PD-1 pozitivni TIIC samotné nejsou dobrymi prediktory zavaznosti onemocnéni. Studie
ukazaly, ze PD-1 miize byt také exprimovan v nadorovych bunkéch [60]. NaSe data potvrdila
ptitomnost PD-1pozitivnich nddorovych bunék v n€kolika vySetienych nadorech. Necekané nase
data také potvrdila souvislost mezi ptfitomnosti PD-1 pozitivnich nadorovych bunék v centru
nadoru a stupném dediferenciace nadoru. Velmi neddvnd zjiSténi ukdzala, Ze populace
nadorovych bunék, které vyjadiuji PD-1/PD-L1, jsou odolné proti imunoterapii [60], a buniky
nadoru, které exprimuji PD-1, blokuji cytotoxicitu neutrofilli v nddorové tkani [67]. Nicméné,
zda tento mechanismus ptsobeni PD-1pozitivnich nddorovych buné€k hraje roli také v high grade
SGC bude jesté nutné objasnit.

Exprese PD-L1 v nadorovych bunkéch siln€¢ naznacuje, Ze nddorové bunky vyuzivaji
signdlni cestu PD-L1/PD-1 k potlac¢eni imunitniho systému lokalné¢ [68]. Tato lokalni buitkami
zprostfedkovand suprese miize hrat roli na periferii nddoru v blokovani infiltrace nadoru
imunitnimi buiikami cilicimi na nador [25, 26]. NaSe data skute¢né ukdzala, ze velké podily bunék
nadoru exprimujicich PD-L1 byly seskupené v periférii vySetfovanych nadorti. Navic, na rozdil
od exprese PD-1 v perifernich TIICs, kde nebyly nalezeny Zadné korelace se zdvaZznosti
onemocnéni, exprese PD-L1 v perifernich nddorovych bunikach korelovala s pfitomnosti LN
metastdz a stadiem nddoru. Prekvapivé vSak pfitomnost perifernich PD-L1 pozitivnich
nadorovych bun¢k nekoreloval s pfitomnosti perifernich PD-1 pozitivnich TIICs. Ptedchozi
studie ukdzaly, Ze vzorce vyC€erpani v peritumoralnich imunitnich buikach jsou spojené s dobrou
odpovédi na 1é€bu checkpoint inhibitory [69, 70]. Navic bylo také prokézano, Ze peritumoralni
aplikace ICI je spojena s lep$im pfezitim u urcitych typt malignit [71]. V souladu s témito
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studiemi nase vysledky také naznacuji, ze exprese PD-L1 v perifernich TIICs pokrocilych SGCs
by mohla predikovat Gc¢innost 1écby ICI [72]. Navic, exprese PD-L1 v perifernich nadorovych
bunkach SGCs by mohla pfedstavovat cenny néstroj pro piedpovéd’ progndézy onemocnéni.

Rozmisténi signatur imunitnich a nddorovych bunék je dilezitym faktorem s moznym
uplatnénim jako biomarkery [25, 58]. Byly snahy o hodnoceni nejen intra-tumoralnich bunéénych
signatur, ale také vzorci rozmisténi, které presahuji samotné nadory [25, 29, 31, 58]. Existuje
vSak také stale vice pokust o hodnoceni signatur v jednotlivych lokalitich samotnych nadora
[73]. Vysledky nasi prace ukazaly, ze lokalizace bun€k exprimujicich PD-1 a PD-L1 je podstatna
pro posuzovani jejich prediktivnich hodnot a vlivu na zévaznost nddoru. NejvyraznéjSim
zjisténim souvisejicim s rozmisténim téchto bunék v naddoru se tyka expresi PD-L1 v perifernich
nadorovych bunikach. Zatimco vyjadieni PD-L1 v buiikdch nddoru umisténych v centru nadoru
nebylo spojeno s pfitomnosti LN metastaz a nekorelovalo se stadiem nadoru, vyjadieni PD-L1 v
buitkach nddoru umisténych v periférii nadoru ano. Tato zjisténi ukazuji, Ze nejen para-tumoralni
oblasti [27, 31], ale i intra-tumoralni oddily mohou poskytovat cenné dodate¢né informace. Navic
mohou tyto informace odhalit nové prediktivni hodnoty biomarkeri na ziklad¢ jejich
bunécnych/imunitnich signatur.

Studie Fas receprotu a jeho ligandu ukézala, Ze jejich exprese v buiikdch nadoru a TIICs
se 1i8i v centru a periférii nadoru. Nase udaje ukazaly, ze vzorce vyskytu receptoru Fas a ligandu
Fas v téchto bunikach v téchto dvou kompartmentech tvoii signatury, které odrazeji tizi SGC a
naznacuji mozny mechanismus odolnosti SGC vii¢i imunoterapii. Vazba faktoru FasL na faktor
Fas slouzi jako mechanismus indukujici apoptozu, kterym mohou imunitni buiiky eliminovat
buniky naddoru [74] Na druhou stranu ovS§em miiZe byt tento mechanismus zneuZit buikami nadoru
k eliminaci aktivovanych TIICs a zaroven tak zvysit odolnosti nadoru vii¢i imunoterapii [17].
NaSe data ukazala, Ze TIICs v SGCs exprimovaly vysoké hladiny faktoru FasL v obou oddilech
nadoru a tyto hladiny byly mnohem vys$$i nez hladiny v buiikkach nddoru. Tuto pozorovani
muzeme interpretovat tak, ze pii FasL-indukované apoptdéze maji TIICs vyhodu nad buiikami
nadoru. Nicmén¢, FasL-indukovand apoptdza vyzaduje, aby byl signdlni systém Fas v FasL-
stimulovanych bunikédch zachovan a funkéni [75]. V buitkach naddoru se to vSak nemusi vzdy dit,
protoZe buiiky nddoru mohou ztratit sensitivitu k FasL-indukované apoptoze [36, 61, 76, 77].
Nase data skutecné€ naznacuji, ze tuto strategii by mohly pouzivat buniky SGC, protoZe buiiky
nadort v SGC vykazovaly vysoké hladiny Fas bez ohledu na pfitomnost TIIC s vysokymi
hladinami FasL. Navic byla hladina Fas v buiikdch nddori v centru nadoru vys$si u tumort
vysokého stadia neZ u nadort nizkého stadia. Toto zjiSténi naznacuje, Ze 1 kdyz TIIC vykazovaly
mnohem vys$i hladiny FasL, tato exprese pravdépodobné nezabranila Sifeni bun€k nadort s
vysokou hladinou Fas. Neuc¢inné likvidovani bunék nadorti prostiednictvim interakce Fas-FasL
mize byt mechanismem imunorezistence v SGC. OvSem naSe data také naznacuji, Ze zatimco
imunitni bunky jsou pravdépodobné neucinné pii likvidaci bun€k nadorti prostfednictvim
FasL[36, 61, 77], likvidace TIIC prostfednictvim bun¢k nddorti pomoci FasL miize soucasné
efektivné probihat. [78, 79].
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Dva hlavni zavéry z této prace potvrzuji tento dohad.

1) Periférie nadorii 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 buiikdch nadort na periférii nadorti nizkého stadia, avSak
byla nalezena v jejich pokrocilych protéjscich.

To naznacuje, ze high-grade nddory by mohly vycerpat Fas exprimujici TIIC na periférii
SGC prosttednictvim apoptozy indukované FasL. Pravdépodobnost tohoto scénarfe je mnohem
vy$$i, protoze ve srovnani s buitkami nadori se dd u nddorové netransformovanych, zdravych
bunek ocekavat s mnohem mensi pravdépodobnosti poskozenou a nefunkéni Fas-FasL signalni
osu, i pokud se vyskytuji v nddorové tkani [75, 80-82]. Navic, apoptéza indukovana FasL je
klicovd pro eliminaci autoreaktivnich lymfocytl za fyziologickych podminek a casto je
zneuzivana nadory ke zvyseni jejich imunorezistence [78]. U¢innost imunoterapie u SGC, véetng
checkpoint inhibitordi, nenaplnila ofekavani [5]. Je tézké definovat mechanismy rezistence
nadort v SGC pro jejich extrémni rozmanitosti. Tato rozmanitost se také promita do rozmanitosti
imunitniho mikroprostfedi nddord (tumor immune microenvironment TME). Rozmanitost TME
v SGC je dobfe dokumentovana pozorovanimi, ze nejagresivnéjsi podtypy SGC se znaéné lisi v
jejich TME. [64] Nase data vSak naznacuji, ze bez ohledu na podtyp SGC a rozmanitost TME
mohou nadory $iroce vyuzivat osu Fas-FasL jako spole¢ny mechanismus zamezeni své eliminace.
Na jedné strané miize tento mechanismus zajistit odolnost buniky nadorti vic¢i apoptdze
indukované FasL, na druhé stran€ tyto bunky nédori mohou exprimovat FasL a indukovat
apoptézu TIIC na periférii vysokostupniovych nadord, kde je exprese FasL v buitkach nadorii
zvySend. Z tohoto pohledu by mél jakykoliv protokol imunoterapie zaméfeny na piekonani
odolnosti SGC vyuzivajicich tento mechanismus zalozeny na Fas-FasL. ose podporovat nebo
vyuzivat imunitni bunky s vy$si odolnosti vii¢i apoptdze indukované FasL [83, 84] a imunitni
buiiky s cytotoxicitou takovou, jejiz mechanismus UCinku nevyuziva apoptdézu indukovanou
FasL[85].

7 ZAVER

Peritumoralni tkan 1ze povazovat za interaktivni a dynamické rozhrani, které ovliviiuje
a je ovlivitovano biologii nadoru a hostitelskou imunitni reakci. Dochézi zde k dal§imu $ifeni
nadoru, toto je misto kde dediferencované buniky naddoru pronikaji do organizované
diferencované tkan€, kde selhavéa o¢ekdvand imunitni bariera organismu. V této praci jsme
dolozili, ze srovnanim mezi fenotypem nadorovych bunck a imunitnich bunék ve vlastni
nadorové tkani a peritumoralni tkani karcinomt slinnych 714z 1ze zachytit dynamiku zmén
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probihajicich pfi rustu a infiltrativnim Sifeni nadoru. Opravnéné tak ocekavame, ze zmapovani a
pochopeni téchto procesti posune diagnostiku a [é¢bu nadorovych onemocnéni.

Tato prace piinasi poprvé analyzu vzorcli exprese receptoru naprogramované smrti
buiiky 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 nddorovych buiikach,
tak v imunitnich bunkach infiltrujicich nador (tumor infiltrating immune cell TIIC) pacienta
s karcinomy slinnych zlaz. Diferencialni hodnoceni centra nadoru a periferie nadoru napiic
ruznymi histologickymi podtypy SGC odhalily roli perifernich TIIC a nédorovych bunék v
pochopeni faktord, které urcuji zavaznost onemocnéni. Navic exprese PD-1 v perifernich TIIC
SGC odhalila potencial pro implementaci imunoterapie pomoci inhibitord imunitnich kontrolnich
bodl (ICI immune check-point inhibitors) u pacientd s SGC. Exprese PD-L1 v perifernich
nadorovych buitkach SGC vykazovaly vyznamnou souvislost se zdvaznosti onemocnéni. NaSe
zji$téni ukazuji, ze periferie nadorit SGC by mohla pfedstavovat vhodnou biomarkerovou oblast
pro hodnoceni zdvaznosti SGC a vhodnou oblast pro studium vzajemnych interakci mezi nadorem
a imunitnim systémem.

Periferni ¢ast nadoru vykézala vyrazn€ vyssi expresi PD-L1 v nddorovych bunkach nez
v TIC. Navic periferni TIIC mély vyznamné vyssi expresi PD-1 nez nadorové bunky na
periferii. PD-1 pozitivni nadorové buiiky byly detekované vyhradné v nadorovém centru high-
nadoru vyznamné korelovaly s pfitomnosti PD-L1-pozitivnich nddorovych bunék na periferii
nadoru. Molekularni signatury PD-1/PD-L1 v SGC se shlukuji pfevaZzné na periferii nadoru,
odrazeji zadvaznost onemocnéni a mohou ptedpovidat odpovéd’ na imunoterapii ICI u pacientl s
SGC.

Soucasné tato prace ukazala, Ze zastoupeni nadorovych bunck SGC exprimujicich Fas
receptor v centru nadoru se zvySuje s rostoucim stupném diferenciace nadoru, zastoupeni bunck
imunitniho systému exprimujicich Fas receptor na periférii nddori SGC se snizuje s rostoucim
stupném diferenciace nadoru a exprese FasL v nddorovych buiikdch SGC na periférii nadoru
koreluje s gradingem nadoru. Tato zjisténi ukazuji, ze interakce Fas-FasL na periférii nadord SGC
se nabizi jako uziteny novy prediktor zavaznosti onemocnéni a odpovédi na imunoterapii.

Zjistili jsme dale, Ze buniky nadoru produkujici Fas receptor se s rostoucim stadiem
nadoru hromadi ve stfedu karcinomt slinnych 714z, a to bez ohledu na ptitomnost TIICs
produkujicich vysoké hladiny FasL. Na druhou stranu s rostoucim stadiem nédoru jsme zjistili
pokles bun¢k TIICs produkujicich Fas na periferii nddoru, zatimco exprese FasL v nddorovych
bunikach na periferii nddoru korelovala se stadiem nadoru. Tyto tidaje naznacuji, ze buitky SGC
jsou odolné vii¢i apoptoze vyvolané FasL TIICs a navic mohou v nadorech vyssich stadii
vyuzivat FasL k eliminaci imunitnich buné¢k, podilet se na iniku nddoru imunitni odpovédi a
zprostiedkovat dale odolnosti vii¢i imunoterapii.
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