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Abstrakt 

Nádory hlavy a krku (HNSCC) jsou heterogenní skupinou karcinomů, které jsou 

indukovány užíváním tabáku a alkoholu či perzistentní infekcí lidským papilomavirem 

(HPV). Incidence virově indukovaných HNSCC celosvětově narůstá. Virová etiologie 

pozitivně ovlivňuje přežívání pacientů a má výrazný vliv na účinnost protinádorové 

léčby, což může být vysvětleno přítomností specifické imunitní odpovědi cílené proti 

virovým antigenům HPV. Hlavním cílem této práce je detailní charakterizace nádorového 

mikroprostředí karcinomů virové a nevirové etiologie s důrazem na in situ detekci 

a kvantifikaci imunitních buněk. Pro získání výsledků pro tuto práci byly 

zavedeny a optimalizovány pokročilé metody studia nádorového mikroprostředí, jako je 

multispektrální imunohistochemie či hmotnostní cytometrie. Četnost imunitních buněk, 

hladina exprese vybraných genů a vybraných proteinů v HNSCC byla hodnocena 

ve vztahu k etiologii nádoru a prognóze, ve snaze vytipovat potenciální terapeutické cíle. 

Naše výsledky ukazují, že mikroprostředí nádorů HPV-pozitivních vykazuje oproti 

imunosupresivnímu mikroprostředí karcinomů HPV-negativních vyšší hladinu 

prozánětlivých a protinádorových imunitních buněk a faktorů. Vyšší 

zastoupení PD-1+CD8+ (programmed cell death protein 1, cluster of differentiation 8) 

T lymfocytů a buněk produkujících GLUT1 (glucose transporter 1) a Hif-1α (hypoxia-

inducible factor 1α) je spojeno s lepším přežíváním pacientů s HNSCC, naopak vyšší 

hladina mRNA arginázy 1 predikuje horší přežívání těchto pacientů.  
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Abstract 

Head and neck cancers (HNSCC) are a heterogeneous group of tumors that are 

induced by tobacco and alcohol use or persistent human papillomavirus (HPV) infection. 

The incidence of virally induced HNSCC is increasing worldwide. The viral etiology 

positively influences patient survival and effectiveness of antitumor treatment, which 

may be explained by the presence of a specific immune response directed against HPV 

viral antigens. The main objective of this study is to characterize in detail the 

microenvironment of cancers of viral and non-viral etiology with a focus on in situ 

detection and quantification of immune cells. For this purpose, advanced methods for 

studying the tumor microenvironment were introduced and optimized, such as 

multispectral immunohistochemistry or mass cytometry. The frequency of immune cells, 

expression levels of selected genes and selected proteins in HNSCC were evaluated 

in relation to tumor etiology and prognosis with the aim to identify potential therapeutic 

targets. Our results indicate that the microenvironment of HPV-positive tumors shows 

higher levels of pro-inflammatory and anti-tumor immune cells and factors, compared 

to the immunosuppressive microenvironment of HPV-negative tumors. Higher levels of 

PD-1+CD8+ (programmed cell death protein 1, cluster of differentiation 8) 

T lymphocytes, GLUT1 (glucose transporter 1) and Hif-1α (hypoxia-inducible factor 1α) 

producing cells are associated with better survival, whereas higher level of arginase 1 

mRNA predicts poorer survival of HNSCC patients. 

Key words 

Oropharynx, oral cavity, tumors, human papillomaviruses, immunity, tumor 

microenvironment 
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HPV human papillomavirus lidský papilomavirus 
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1. Úvod 

V roce 2022 bylo celosvětově diagnostikováno 19 964 811 případů rakoviny 

všech typů, přičemž na následky rakoviny zemřelo 9 736 779 osob (Bray et al. 2024). 

Tato obrovská čísla zdůvodňují obrovské úsilí lékařské a vědecké obce najít odpovědi na 

otázky: Jak rakovinovým onemocněním předcházet, jak rakovinu včas odhalit 

a diagnostikovat, jak ji léčit a jak zabránit její rekurenci a metastazování. Pro zodpovězení 

těchto otázek je nezbytné porozumět biologii nádorů, jejich složení a vztahům mezi 

jednotlivými složkami nádorů a funkci imunitních buněk v prostředí nádoru. Nádorové 

mikroprostředí (TME, tumor microenvironment) je složitý systém, který vzniká 

interakcemi buněk nádorového parenchymu, stroma a nebuněčných složek, jako jsou 

cytokiny, růstové faktory či hormony. Ke studiu TME je využívána řada přístupů, 

přičemž v posledních desíti letech došlo k intenzivnímu rozvoji pokročilých metod jako 

je multispektrální imunohistochemie či hmotnostní cytometrie, které umožňují 

komplexní analýzy mikroprostředí nádoru. 

Tato práce se zabývá studiem TME spinocelulárních karcinomů hlavy a krku 

(HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma), jejichž incidence přes 600 000 

případů ročně je řadí na 8. místo v incidenci nádorových onemocnění (Bray et al. 2024). 

HNSCC jsou heterogenní skupinou karcinomů lokalizovanou v různých anatomických 

oblastech hlavy a krku, přičemž narůstající prevalence zejména karcinomů orofaryngu je 

spojena s infekcí lidským papilomavirem (HPV, human papillomavirus) (Windon et al. 

2018). Mezi HNSCC indukovanými činností virových onkoproteinů a karcinomy 

indukovanými fyzikálními či chemickými agens jsou značné biologické rozdíly, s čímž 

souvisí i rozdílná odpověď pacientů na protinádorovou léčbu a celkově lepší prognóza 

pacientů s HPV-asociovanými karcinomy (Gillison et al. 2000). Nehledě na etiologii 

nádoru, mezi standardní postupy léčby HNSCC patří chirurgické odstranění karcinomu 

následované chemoterapií cisplatinou či karboplatinou a/nebo radioterapií. Léčba bývá 

úspěšnější u pacientů s karcinomy virové etiologie, u nichž je prokázána vyšší citlivost 

těchto karcinomů k radioterapii (Spanos et al. 2009). Důsledkem chemoterapie 

a radioterapie není pouze cytotoxické poškození buněčné DNA, ale také zvýšení imunitní 

odpovědi, kterou u HPV-pozitivních (HPV+) karcinomů současně indukují i virové 

onkoproteiny. Usuzuje se, že skladba nádorů a profil imunitních buněk infiltrujících 

nádor může být u karcinomů virové a nevirové etiologie rozdílný, což může alespoň 

částečně vysvětlit odlišnou prognózu obou skupin pacientů.  
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Od roku 2016 je schválená imunoterapie protilátkami proti receptoru 

programované buněčné smrti PD-1 (programmed cell death protein 1) pro léčbu pacientů 

s metastatickými či neresektovatelnými rekurentními HNSCC (protilátky pembrolizumab 

a nivolumab), bohužel až 80 % pacientů s metastazujícími HNSCC na tuto terapii 

neodpovídá (Bauml, Aggarwal, and Cohen 2019). Detailní charakterizace nádorového 

mikroprostředí je předpokladem pro identifikaci nových imunoterapeutických cílů, které 

by umožnily individualizovat a zefektivnit protinádorovou léčbu a snížit nutnost 

kombinovaných terapií, v jejichž důsledku trpí pacienti řadou vedlejších účinků. 

Na následujících stranách literárního úvodu jsou popsány nádory hlavy a krku 

z hlediska epidemiologie a uvedeny rozdíly mezi nádory indukovanými jak virově, tak 

nevirovými faktory. Dále je podrobněji popsán lidský papilomavirus a s ním spojené 

mechanismy kancerogeneze. Nejrozsáhlejší částí je popis nádorového mikroprostředí 

HNSCC a stručné představení metody multispektrální imunohistochemie a hmotnostní 

cytometrie, jenž byly, jako hlavní, použity pro získání výsledků této dizertační práce.  
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2. Přehled literatury 

2.1. Nádory hlavy a krku 

Obecná charakteristika, klasifikace a epidemiologie 

Karcinomy hlavy a krku jsou velmi heterogenní skupinou nádorů, jsou 

detekovány v různých anatomických oblastech orofaryngu, dutiny ústní, hypofaryngu, 

nazofaryngu a laryngu a zároveň jsou indukovány různými mechanismy. Tabulka 1 uvádí 

klasifikaci zhoubných novotvarů v oblasti hlavy a krku dle Mezinárodní klasifikace 

onemocnění ICD-11 (International classification of diseases, 11. vydání; dostupné online: 

https://icd.who.int/en). 

 

Tabulka 1. Anatomické lokality zhoubných novotvarů (ZN) v oblasti hlavy a krku a jejich 

klasifikace dle Mezinárodní klasifikace onemocnění (ICD-11). 

ICD-11 

kód 
lokalizace 

ICD-11 

kód 
lokalizace 

2B60 ZN rtu 2B6B ZN nazofaryngu 

2B61 ZN kořene jazyka 2B6C ZN pyriformního sinu 

2B62 ZN jiných a neurčených částí jazyka 2B6D ZN hypofaryngu 

2B63 ZN dásně 2B6E 
ZN jiných a nepřesně určených 

lokalizací rtu, ústní dutiny a faryngu 

2B64 ZN ústní spodiny 2B6Y 
Jiné specifikované ZN rtu, dutiny ústní 

nebo hltanu 

2B65 ZN patra 2B6Z 
ZN rtu, dutiny ústní nebo hltanu, blíže 

neurčené 

2B66 ZN jiných a neurčených částí úst 2C20 ZN dutiny nosní 

2B67 ZN příušní žlázy 2C21 ZN středního ucha 

2B68 
ZN podčelistních nebo 

podjazykových žláz 
2C22 ZN vedlejších dutin 

2B69 ZN tonzily 2C23 ZN laryngu 

2B6A ZN orofaryngu 2D10 ZN štítné žlázy 

 

Počet nových případů HNSCC každoročně narůstá. Celosvětově bylo v roce 2020 

detekováno více než 600 000 nových případů onemocnění (Bray et al. 2024). V České 

republice bylo v roce 2021 detekováno 1 050 karcinomů v oblasti dutiny ústní (2B60-

2B68, obrázek 1A) a 815 karcinomů jiných částí hltanu (2B69, 2B6A, 2B6C-2B6E, 

obrázek 1B) (Dušek et al. 2005). 
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Obrázek 1. Incidence a mortalita v České republice mezi lety 1977–2021 A) pro zhoubné 

novotvary (ZN) dutiny ústní (diagnózy 2B60–2B68), B) pro ZN jiných částí hltanu (diagnózy 

2B69, 2B6A, 2B6C–2B6E). Převzato a upraveno dle Systému pro vizualizaci onkologických dat; 

dostupné online: http://www.svod.cz (Dušek et al. 2005). 

 

Mezi rizikové faktory indukce onemocnění patří zejména kouření, konzumace 

alkoholu a perzistentní infekce vysoce rizikovými (HR, high risk) typy HPV (Gillison et 

al. 2008). HNSCC indukované virově a indukované chemickými agens jsou odlišné nejen 

mechanismem kancerogeneze, ale i klinickými a epidemiologickými charakteristikami, 

či odpovědí na protinádorovou léčbu. Tyto rozdílnosti jsou podrobněji vysvětleny 

v následujících dvou podkapitolách. 

 

Nádory nevirové etiologie 

Hlavním rizikovým faktorem HNSCC nevirové etiologie je kouření a konzumace 

alkoholu, přičemž tyto faktory jsou zodpovědné až za 75 % celosvětově 

http://www.svod.cz/
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diagnostikovaných HNSCC (Hashibe et al. 2007). Tabákový kouř obsahuje 

72 prokázaných karcinogenních složek, mezi něž patří nitrosaminy, polycyklické 

aromatické uhlovodíky, acetaldehyd či formaldehyd (Khariwala, Hatsukami, and Hecht 

2012). Tyto sloučeniny, podobně jako acetaldehyd vznikající metabolismem alkoholu, 

fungují jako mutageny (IARC 2012). Chemické sloučeniny tabákového kouře způsobují 

vznik DNA aduktů, G→T transverze a mutace DNA, které jsou nejčastěji detekované 

v karcinomech laryngu (South et al. 2019; Stransky et al. 2011). Velmi častou mutací 

indukovanou tabákovým kouřem (přibližně 30 % HNSCC) je mutace v genu TP53 (tumor 

protein 53), jehož produkt působí jako nádorový supresor. Alterací funkce p53 (protein 

53) dochází k hromadění změn ve struktuře DNA a ke genomové nestabilitě. Mutace 

v genu TP53 jsou v nádorech indukovaných tabákovým kouřem dvakrát četnější oproti 

nádorům virové etiologie (Gaykalova et al. 2014). Dále jsou popsány mutace v genech 

pro regulační proteiny buněčného cyklu a nádorové supresory, jako jsou NOTCH1 

(neurogenic locus notch homolog protein 1), CDKN2A (cyclin dependent kinase Inhibitor 

2A), pRB (retinoblastoma protein) HRAS (HRas protooncogene), PTEN (phosphatase and 

tensin homolog) či PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic 

subunit alpha) (Gaykalova et al. 2014; C.Y. Fan 2001; Stransky et al. 2011). Dlouhodobé 

vystavení karcinogenům obsaženém v tabáku a alkoholu, ztráta opravných mechanismů 

DNA a inaktivace nádorových supresorů vedou k hromadění genetických změn 

a karcinogenezi (C.Y. Fan 2001). Vzhledem k zvýšenému kontaktu epitelu, zejména 

dutiny ústní, s možnými karcinogeny, vykazuje tato oblast zvýšené riziko tvorby 

maligních lézí a rekurence onemocnění. V důsledku dlouhodobého působení karcinogenu 

dochází k (místně i časově) náhodnému vzniku mutací u většího množství epiteliálních 

buněk, které se posléze díky klonální expanzi nezávisle podílejí na vzniku rakoviny 

v oblasti (tzv. efekt nádorového pole) (Mohan and Jagannathan 2014). 

Oproti nekuřákům je u kuřáků vyšší riziko karcinomu laryngu (6,8×), orofaryngu 

(2×) i karcinomu dutiny ústní (1,4×). Riziko rozvoje HNSCC se zvyšuje s mírou kouření 

(Hashibe et al. 2007). Pokud pacient po diagnóze či léčbě HNSCC přestane kouřit, jeho 

délka celkového 5 letého přežití je delší a četnost rekurencí nižší oproti pacientům, kteří 

v kouření pokračují (van Imhoff et al. 2016).  

Konzumace alkoholu je dalším nezávislým rizikovým faktorem pro rozvoj 

HNSCC (Hashibe et al. 2007). Pro rozvoj nádorů dutiny ústní, hypofaryngu a laryngu je 

rozhodující intenzita užívání alkoholu, kdežto pro rozvoj nádorů v oblasti orofaryngu je 

podstatná vyšší intenzita společně s délkou užívání alkoholu (Di Credico et al. 2020).  
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Kouření a konzumace alkoholu jsou nezávislé rizikové faktory rozvoje HNSCC 

(Hashibe et al. 2007), avšak současné kouření a užívání alkoholu signifikantně zvyšuje 

riziko rozvoje nádorového onemocnění. Studie Dal Masa a kol. ukazuje kombinovaný 

efekt užívání alkoholu a kouření, osoby užívající 89 g ethanolu a zároveň kouřící 

10 cigaret denně mají 35× zvýšenou pravděpodobnost rozvoje HNSCC oproti 

abstinentům a zároveň nekuřákům (Dal Maso et al. 2016). 

 

Nádory virové etiologie 

Prevalence HNSCC virové etiologie v čase celosvětově narůstá, z hlediska 

anatomické lokalizace je virus HPV nejčastěji detekován v nádorech orofaryngu (Stein et 

al. 2015; Windon et al. 2018). Procento karcinomů orofaryngu indukovaných HR typy 

HPV je odlišné v různých oblastech světa (téměř 60 % karcinomů v USA, 30 % v Evropě 

a 4 % v Brazílii), přičemž podobné procento HPV-pozitivních karcinomů je detekováno 

v oblasti dutiny ústní (11 % v USA, 6 % v Evropě) a laryngu (3 % v USA a 5 % v Evropě) 

(Castellsague et al. 2016; Anantharaman et al. 2017). V České republice byl ve studii 

prováděné v letech 2001–2007 HPV detekován u 68 % karcinomů orofaryngu 

a 17 % karcinomů dutiny ústní (Koslabova et al. 2013). Celosvětový nárůst HPV+ 

HNSCC způsobuje zejména změna sexuálního chování populace, zvýšený počet 

sexuálních partnerů a zvýšená četnost pohlavního styku jsou rizikovými faktory nákazy 

HPV (Gillison et al. 2008). 

Nejčastěji zastoupeným typem papilomaviru je HPV16, v menší míře jsou 

detekovány typy HPV18, HPV33, HPV35, HPV45 a další HR typy HPV (Castellsague et 

al. 2016), přičemž přibližně 95 % nádorů je pozitivních pouze na 1 typ (Anantharaman et 

al. 2017). Pacienti s HPV+ nádory jsou převážně muži a onemocnění bývá častější 

u pacientů mladšího věku oproti pacientům s nádory HPV-negativními (HPV–) (Gillison 

et al. 2008). Také je pozorována lepší prognóza HPV+ pacientů a méně častá rekurence 

onemocnění, a to bez ohledu na léčebnou modalitu (Koslabova et al. 2013; Ang et al. 

2010). Pacienti s HPV+ nádory lépe odpovídají na chemoterapii, radioterapii, 

chemoradioterapii a imunoterapii oproti pacientům s nádory HPV– (J. Wang et al. 2019; 

Vu et al. 2010). Pro léčbu HNSCC je v současné době dostupná terapie založená 

na blokádě receptoru PD-1 monoklonálními protilátkami (pembrolizumab, nivolumab) či 

blokádě EGFR (epidermal growth factor receptor) monoklonální protilátkou cetuximab 

(Y. Sun et al. 2021). 
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2.2. Lidský papilomavirus 

Obecná charakteristika a klasifikace 

Papilomaviry se řadí mezi malé, neobalené, tumorogenní viry s genomem 

ve formě cirkulární dvouřetězcové DNA. Papilomaviry jsou tkáňově specifické, napadají 

buňky kůže nebo sliznic. Rodina Papillomaviridae zahrnuje 53 rodů (podle databáze 

International Comittee on Taxonomy of Viruses; dostupné online: 

https://talk.ictvonline.org/taxonomy/), přičemž nejvýznamnějšími jsou rody α-, β-, γ-, μ- 

a ν-papillomavirus, kam patří lidské papilomaviry (de Villiers 2013).  

Virion HPV tvoří ikosahedrální kapsida o průměru přibližně 55 nm (obrázek 2). 

Uvnitř kapsidy se nachází virová DNA, která má velikost přibližně 8 000 párů bází a je 

asociována s buněčnými histony. Genom HPV se dělí na oblasti časných genů (E, early), 

pozdních genů (L, late) a regulační oblasti (URR, upstream regulatory region). Časné 

geny (E1, E2, E4, E5, E6 a E7) se exprimují ihned po infekci keratinocytů a umožňují 

replikaci viru. Pozdní geny (L1 a L2) se exprimují v pozdějších fázích cyklu, proteiny L1 

a L2 jsou strukturními podjednotkami kapsidových pentamer (Zheng and Baker 2006). 

Obrázek 2. Kapsida HPV16. A) Kapsidy HPV16 vizualizované metodou kryo-elektronové 

mikroskopie. B) Rekonstrukce kapsidy s mapou znázorňující vzdálenost od středu kapsidy (Å). 

Převzato a upraveno dle Guana a kol. (2017). 

 

Životní cyklus 

Životní cyklus viru je úzce spojený s diferenciací bazálních epiteliálních buněk. 

K infekci HPV dochází v místě mikroporanění kůže nebo sliznice, které umožňuje 

kontakt virionu s receptory, kterými jsou heparan sulfát proteoglykany (HSPG, heparan 

suphate proteoglycans) na povrchu bazální membrány (Shafti-Keramat et al. 2003). 

https://talk.ictvonline.org/taxonomy
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Vazbou kapsidových proteinů L1 na HSPG dochází ke změně konformace kapsidových 

proteinů a odštěpení N-koncové oblasti L2 furiny, které jsou přítomné na povrchu 

hostitelské buňky (Day, Lowy, and Schiller 2008). Tím dochází ke změně konformace 

L2 a odkrytí vazebných míst pro sekundární receptor či receptory, které však v současné 

době nejsou potvrzeny. Jako jeden z možných sekundárních receptorů byl navrhnut 

annexin A2 heterotetramer, na který se váže N-koncový úsek L2 (Woodham et al. 2012), 

avšak novější studie ukazuje úlohu annexin A2 heterotetrameru v post-internalizačním 

buněčném transportu virionu (Taylor et al. 2018). Po transportu virionů do jádra 

nediferencovaných, mitoticky aktivních keratinocytů dochází k expresi genů E1 a E2. 

Monomery proteinu E1 se v komplexu s proteinem E2 váží do místa počátku replikace 

DNA (ori) a dochází k tvorbě hexamerů, které rozvolňují DNA dvoušroubovici (Bergvall, 

Melendy, and Archambault 2013). Protein E2 se také váže do oblasti promotoru p97 genů 

E6 a E7 a působí zde jako transkripční faktor (Romanczuk, Thierry, and Howley 1990). 

Zvyšující se hladina proteinů E5, E6 a E7 umožňuje efektivní replikaci viru. Protein E5 

ovlivňuje řadu buněčných procesů, které pomáhají navodit vhodné prostředí pro virovou 

replikaci (Moody and Laimins 2010). Protein E6 váže p53 a skrze ubiqitin ligázu E6-AP 

(E6 adaptor protein) jej navádí k degradaci proteasomem (Huibregtse, Scheffner, and 

Howley 1993). Protein E7 vyvazuje pRb z komplexu s transkripčním faktorem E2F (E2 

factor), čímž dochází k navození S-fáze buněčného cyklu. Součinnost těchto tří proteinů 

umožňuje replikaci viru i v pozdější fázi diferenciace keratinocytů. V další fázi dochází 

v terminálně diferencovaných keratinocytech k expresi pozdních genů, jejichž produkty 

umožňují vznik nových virionů (Moody and Laimins 2010). V pozdní fázi infekce se 

exprimuje časný protein E4, který se váže na vlákna cytoskeletu, čímž dochází k ruptuře 

keratinocytu a uvolnění infekčních virionů do okolí (Doorbar et al. 1991) (obrázek 3). 

Produktivní životní cyklus viru je charakteristický pro infikované buňky, v nichž se 

virový genom nachází v extrachromozomální formě. 

Podle recentních studií však u 88 % cervikálních karcinomů (Kamal et al. 2021) 

a u 77 % nádorů orofaryngu (Symer et al. 2022) dochází k integraci virového genomu 

do genomu hostitelské buňky. Důsledkem je přerušení části genetické informace viru, 

nemožnost tvorby nových virionů a v neposlední řadě zvýšené riziko buněčné 

transformace (Romanczuk and Howley 1992; Symer et al. 2022).  
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Obrázek 3.  Schéma produktivního životního cyklu HPV 16. V důsledku virové infekce 

bazálního keratinocytu dochází k postupné expresi časných genů z promotorů p97 a p670 

a pozdních genů, sestavení nových virionů a jejich uvolnění do prostředí. Převzato a upraveno 

podle Zhenga a Bakera (2006). 

 

Onemocnění asociovaná s HPV 

Infekce HPV je v lidské populaci běžná a v převážném počtu případů 

bezpříznaková. Papilomaviry však mohou vyvolávat různě závažná onemocnění, HR 

typy HPV jsou asociovány s nádorovými onemocněními. Nízce rizikové (LR) typy HPV, 

mezi které patří HPV6, 11, 40, 42, 43, 44, 54 či 61, způsobují benigní onemocnění, jako 

jsou kožní a genitální bradavice, či léze v oblasti dutiny ústní. V současné době je 

popsáno 14 HR HPV typů, a to HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 a 68, 

které mohou způsobovat maligní onemocnění, jako jsou karcinomy hrdla děložního, 

penisu, vagíny, vulvy, anu a karcinomy v oblasti hlavy a krku (Arbyn et al. 2021; Kreimer 

et al. 2005). Prevalence jednotlivých typů HPV je geograficky odlišná, avšak 

dominantním typem v oblasti hlavy a krku i hrdla děložního je HPV16 (Castellsague et 

al. 2016; Li et al. 2011; Kreimer et al. 2005). 

Nejčastějším karcinomem anogenitální oblasti je karcinom hrdla děložního. 

Až u 100 % cervikálních karcinomů je přítomna infekce HPV, přičemž nečastějšími typy 

jsou HPV16 a HPV18 (Li et al. 2011). Tyto dva typy HPV jsou nejčastěji detekovány 

i u ostatních karcinomů anogenitální oblasti (de Martel et al. 2017). V České republice 

jsou typy HPV16/18 přítomny u 76 % cervikálních karcinomů, 25 % vulválních a 82 % 

análních karcinomů (Tachezy et al. 2011). 
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Dále je HPV kofaktorem onemocnění Epidermodysplasia verruciformis (EV). 

Toto dědičné onemocnění je charakteristické mutacemi v genech EVER1, EVER2 a CIB1 

(calcium- and integrin-binding protein 1), které usnadňují infekci HPV z rodu β (zejména 

HPV3, 5, 8 a 10) (de Jong, Créquer, et al. 2018). Onemocnění se projevuje četnými 

kožními lézemi a vysokou pravděpodobností rozvoje nemelanomového karcinomu kůže 

(de Jong, Imahorn, et al. 2018).  

 

Mechanismy kancerogeneze 

Virem indukovaná kancerogeneze je náhodný proces, který může být navozen 

několika mechanismy. HPV kódují onkogeny E6 a E7, jejichž produkty, onkoproteiny E6 

a E7, mají transformační potenciál in vitro i in vivo. Protein E6 skrze vazbu s ubiqitin 

ligázou E6-AP váže p53, což vede k jeho proteasomální degradaci (Huibregtse, 

Scheffner, and Howley 1993). Degradace p53 má za následek snížení účinnosti oprav 

DNA a umožňuje replikaci poškozených buněk, u nichž by za normální situace byla 

indukována apoptóza (Ozaki and Nakagawara 2011). Protein E6 dále aktivuje transkripci 

telomerázové reverzní transkriptázy, a to indukcí c-Myc (myelocytomatosis), který 

uvolňuje represivní faktory z promotoru transkriptázy.  Aktivovaná telomeráza je jedním 

z faktorů, které se podílí na imortalizaci buněk (McMurray and McCance 2003). Protein 

E7 se podílí na degradaci pRb, p107 a p130, jež patří do rodiny proteinů inaktivujících 

transkripční faktor E2F (Gonzalez et al. 2001). Protein E7 vyvazuje pRb z komplexu 

s transkripčním faktorem E2F, volný E2F se podílí na navození a udržení S-fáze 

buněčného cyklu (Chellappan et al. 1992).  

Hladinu virových onkoproteinů E6 a E7 za normálních okolností reguluje protein 

E2, a to na úrovni iniciace transkripce onkogenů (Romanczuk, Thierry, and Howley 

1990). V časné fázi infekce, kdy je hladina proteinu E2 nízká, se E2 váže 

do vysokoafinitních vazebných míst (E2BS, E2 binding sites) promotoru a funguje jako 

transkripční aktivátor E6 a E7 genů. Tím dochází k nárůstu hladiny virových 

onkoproteinů a zároveň nárůstu hladiny E2. V pozdější fázi, kdy je množství E2 vysoké, 

dochází k vazbě do nízkoafinitních E2BS, což má za následek represi transkripce E6 a E7 

a zajištění regulované hladiny virových onkoproteinů (Romanczuk, Thierry, and Howley 

1990). Funkce proteinu E2 je tedy stěžejní pro zajištění produktivního životního cyklu 

a narušení tohoto kontrolního mechanismu může vést ke kancerogenezi, neboť 

kontinuální exprese virových onkogenů je nezbytná pro navození a udržení 



20 

 

transformovaného fenotypu (J.T. Chang et al. 2010; Romanczuk and Howley 1992). 

Jedním z mechanismů vedoucím ke ztrátě proteinu E2 je virová integrace, při níž může 

dojít k narušení otevřeného čtecího rámce E2 (ORF, open reading frame) (Choo, Pan, and 

Han 1987; Pinatti et al. 2021). K přerušení virového genomu integrací ale dochází 

rovnoměrně v rámci celé virové DNA (Symer et al. 2022). Místa integrace do hostitelské 

DNA jsou taktéž náhodná, jsou však popsána s větší četností ve fragilních místech 

chromozomů a místech rozvolněného chromatinu (Akagi et al. 2014; Symer et al. 2022). 

V karcinomech orofaryngu jsou pozorovány časté integrace v blízkosti genů TP63, SOX2 

(sex determining region Y-box 2), FGFR (fibroblast growth factor receptor), Myc a KLF5 

(intestinal-enriched Krueppel-like factor 5), jejichž produkty se podílí na udržení 

fenotypu kmenových buněk, a v blízkosti genu pro PD-L1 (programmed death ligand 1), 

který se uplatňuje v protinádorové imunitě. Integrace v blízkosti zmíněných genů vede 

k jejich masivní amplifikaci, růstové výhodě buněk a podpoře kancerogeneze (Symer et 

al. 2022). 

 V části cervikálních karcinomů a karcinomů hlavy a krku se však virový genom 

nachází v extrachromozomální formě, tudíž s intaktním virovou DNA (Pokrývková et al. 

2019; D. Hong et al. 2017). Ukazuje se, že karcinomy s extrachromozomální formou viru 

mají podobný vzor transkripce (včetně transkripce E6/E7) jako karcinomy s integrovanou 

formou genomu, v některých epizomech dochází k přerušení a přeskupení genomu, 

převážně v oblasti ORF E1/E2 (Rossi et al. 2023). Již v prvopočátcích studia funkce 

proteinů E2 byl popsán vliv mutací v ORF E2 na zvýšený transformační potenciál in vitro 

(Romanczuk and Howley 1992). Dalším popsaným mechanismem kancerogeneze je 

metylace E2BS, která zabraňuje vazbě E2 do E2BS, čímž nedochází k represi transkripce 

E6 a E7 (Chaiwongkot et al. 2013). Na stabilní hladinu onkoproteinů má také vliv zvýšená 

nálož viru v buňkách s extrachromozomální formou genomu (D. Hong et al. 2017; Mir et 

al. 2023; Anayannis et al. 2018). 
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2.3. Nádorové mikroprostředí HNSCC 

Vzhledem k rozdílným charakteristikám HNSCC virové a nevirové etiologie 

předpokládáme i různé buněčné složení nádorů, zejména rozdílné zastoupení imunitních 

buněk a tím pádem rozdílnou protinádorovou imunitní odpověď. 

Z histologického hlediska u HPV+ pacientů detekujeme nekeratinizující typ 

karcinomu s četnými nekrotickými oblastmi (obrázek 4A) nebo hybridní variantu 

s částečnou keratinizací (fokální oblasti keratinocytické maturace, obrázek 4B). 

Na histologickém snímku HNSCC nevirové etiologie (obrázek 4C) lze detekovat oblasti 

s vysokou produkcí keratinu, tzv. keratinové perly („keratin pearls“), keratinizace 

v oblastech nádorového parenchymu je typická právě pro HPV– HNSCC (El-Mofty, 

Zhang, and Davila 2008). 

Obrázek 4. Histologické snímky HPV+ a HPV– HNSCC A) Nekeratinizující HPV+ karcinom 

s nekrotickými oblastmi (označeno šipkou), B) částečně keratinizující (označeno šipkou) HPV+ 

karcinom, C) keratinizující HPV– karcinom. Oblasti keratinizace jsou označeny bílou šipkou. 

Převzato a upraveno dle El-Mofty, Zhanga a Davily (2008). 

 

Z hlediska zastoupení imunitních buněk v nádorovém parenchymu a stroma se 

nádory rozdělují na několik skupin, a to na zánětlivé, imunitně vyloučené a imunitně 

pusté (obrázek 5). Karcinomy s vysokou hladinou parenchymálních a stromálních 

lymfocytů se označují jako zánětlivé. Jako imunitně vyloučené se značí karcinomy s vyšší 

hladinou stromálních lymfocytů a zároveň nízkou parenchymální hladinou lymfocytů 

a jako imunitně pusté se značí karcinomy se zanedbatelnou parenchymální i stromální 

hladinou lymfocytů (D.S. Chen and Mellman 2017). Dle této metodiky mohou být 

HNSCC rozděleny podle hladiny CD3+ (cluster of differentiation 3) T lymfocytů (Brooks 

et al. 2019) či CD8+ T lymfocytů (Echarti et al. 2019). Podobně dle studie Zenga a kol. 

mohou být karcinomy orofaryngu rozřazeny dle hladiny mRNA CD3, IRF4 (interferon 

regulatory factor 4) a ZAP70 (zeta-chain-associated protein kinase 70) na imunitně 

bohaté, imunitně pusté a smíšeného typu (P.Y.F. Zeng et al. 2022). 
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Obrázek 5. Skupiny karcinomů hlavy a krku dle imunitní infiltrace. A) Typ zánětlivého 

karcinomu s výraznou parenchymální (červeně) a stromální infiltrací CD4+ (zeleně) a CD8+ 

(oranžově) T lymfocytů. B) Typ imunitně vyloučeného karcinomu s vysokou hladinou 

stromálních CD4+ (zeleně) a CD8+ (růžově) T lymfocytů, v oblasti nádorového parenchymu 

(červeně) je hladina lymfocytů nízká. C) Typ imunitně pustého karcinomu s minimálním 

zastoupením lymfocytů ve stroma i parenchymu (červeně). Jádra buněk označena modře (DAPI, 

4′,6-diamidino-2fenylindol). Autor fotografií: Mgr. Barbora Pokrývková. 

 

Obecná charakteristika TME 

Nádorové mikroprostředí je složitý systém, který vzniká interakcemi buněk 

nádorového parenchymu a stroma. Stroma tvoří imunitní buňky a buňky, které jsou 

důležité pro výživu nádoru nebo mají podpůrnou funkci, jako jsou fibroblasty asociované 

s nádory (CAF, cancer associated fibroblasts), endoteliální buňky a extracelulární matrix 

(obrázek 6). Tyto buňky nebývají nijak geneticky alterované, do oblasti nádoru jsou 

atrahovány produkcí cytokinů a chemokinů transformovanými buňkami a buňkami TME. 

Nezřídka zde plní svou fyziologickou funkci, čímž však přispívají k progresi nádoru. 

Oproti tomu, buňky nádorového parenchymu nekontrolovatelně proliferují, což je 

umožněno neschopností imunitního systému rozeznat tyto buňky jako poškozené 

a nebezpečné a spustit adekvátní imunitní reakci (Hanahan and Weinberg 2011).  
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Obrázek 6. Buněčná struktura nádorového mikroprostředí. V nádorovém mikroprostředí 

se nachází řada typů imunitních buněk, buňky nádorového parenchymu, fibroblasty, endotelové 

buňky, extracelulární matrix a řada cytokinů a chemokinů. Převzato a upraveno dle Pinta a kol. 

(2020). 

 

Imunitní buňky TME 

Makrofágy asociované s nádory 

Nejpočetnější skupinu imunitních buněk představují makrofágy asociované 

s nádory (TAM, tumor associated macrophages). Makrofágy jsou buňky zajišťující 

homeostázu prostředí, mají schopnost fagocytózy apoptotických buněk a zároveň jsou to 

buňky prezentující antigeny (Gordon 2007). TAM je velmi heterogenní skupinou buněk, 

a i přes velmi rozsáhlý výzkum jsou některé jejich charakteristiky stále předmětem 

vědeckých diskuzí. 

TAM majoritně diferencují z cirkulujících monocytárních prekurzorů 

vznikajících v kostní dřeni, pouze malá část TAM vzniká diferenciací tkáňově 

rezidentních makrofágů (Mantovani et al. 2022). Prekurzory TAM jsou cíleny do TME 

pomocí chemoatraktantů, které produkují buňky stroma či samotné nádorové buňky, 

a v závislosti na cytokinovém prostředí dochází k jejich diferenciaci a polarizaci. Je však 

nutné podotknout, že podobně jako u aktivovaných makrofágů v normálních tkáních, 

polarizace TAM v nádorech není striktní a jejich fenotyp je velmi plastický. Přechody 

mezi jednotlivými fenotypy makrofágů jsou výsledkem dynamiky okolního 

mikroprostředí, především změn v produkci cytokinů. Přesto se pro zjednodušení 
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makrofágy rozdělují na fenotypy M1 a M2, přičemž většina TAM má fenotyp podobný 

M2 (Aras and Zaidi 2017; Sica and Mantovani 2012). S vysokou heterogenitou 

a plasticitou TAM souvisí i jejich obtížná detekce a kvantifikace v biologických vzorcích. 

Nejčastěji se makrofágy detekují pomocí pan-makrofágového znaku CD68 společně se 

znaky rozlišující mezi typy M1 (zejména HLA-DR (human leukocyte antigen-DR 

isotype), NOS2 (NO synthase 2)) a M2 (CD163, CD204, CD206) (Jayasingam et al. 

2019). 

Makrofágy typu M1 mají v TME prozánětlivou a protinádorovou funkci. 

K polarizaci na fenotyp M1 dochází v přítomnosti IFN-γ (interferon-γ), TNF-α (tumor 

necrosis factor-α) či ligandů TLR (toll-like receptor). Naproti tomu, makrofágy M2 se 

vyznačují protizánětlivými a protumorogenními vlastnostmi. Fenotyp M2 je získáván 

v přítomnosti TGF-β (tumor growth factor β), IL-4 (interleukin), IL-10, IL-13, jež 

produkují nádorové a stromální buňky, či samotné makrofágy (Mantovani et al. 2004). 

Jak už z výše uvedeného vyplývá, role makrofágů v TME je duální (obrázek 7). 

V časných stádiích převažuje prozánětlivá a cytotoxická role makrofágů (odpovídá 

fenotypu M1), která je spojená s produkcí prozánětlivých cytokinů (IL-1, IL-6, IL-12, 

TNF-α) a silnou produkcí reaktivních kyslíkových radikálů (ROS, reactive oxygen 

species) či NO. S narůstající progresí nádorů převažuje fenotyp M2 a s tím spojená 

imunosupresivní a tumor podporující role makrofágů (Sica and Mantovani 2012; J. Liu 

et al. 2021). TAM podporují proliferaci a invazivitu nádorů na mnoha úrovních: podporou 

angiogeneze produkcí VEGF (vascular endothelial growth factor) či remodelací tkáně, 

na které se podílejí matrixové metaloproteinázy (MMP, matrix metalloproteinases), jako 

jsou např. MMP-2, MMP-9 či MMP-13 (Rosenthal and Matrisian 2006; Du et al. 2006). 

Cytokiny produkované TAM (např. TGF-β, IL-10) regulují imunitní odpověď a nastolují 

protizánětlivé prostředí (Aras and Zaidi 2017). Dalšími imunosupresivními molekulami 

TAM jsou IDO1 (indoleamine 2,3-dioxygenase 1), COX-2/PTGS2 (cyclooxygenase-

2/prostaglandin-endoperoxide synthase 2) nebo ARG1 (arginase 1) (Struckmeier et al. 

2023; Che et al. 2017; C.I. Chang, Liao, and Kuo 1998). 

V oblasti hlavy a krku jsou výsledky detekce TAM nekonzistentní, dle výsledků 

některých studií se makrofágy M2 nachází ve zvýšené míře ve stroma nádorů HPV– 

oproti stroma nádorů HPV+ (Ou et al. 2019; Pokrývková et al. 2021), naopak více 

parenchymálních M2 a PD-L1+ M2 popisuje Tosi a kol. u karcinomů HPV+ ve srovnání 

s karcinomy HPV– (Tosi et al. 2022), ale zároveň ukazuje silnější infiltraci TAM 
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ve stroma ve srovnání s nádorovým parenchymem bez ohledu na etiologii nádoru (Tosi 

et al. 2022; Pokrývková et al. 2021). 

 

Obrázek 7. Přehled vlivu TAM na rozvoj nádoru. TAM způsobují genetickou nestabilitu 

působením NO a ROS na DNA buněk. Produkcí růstových faktorů jako je EGF (epidermal growth 

factor) podporují proliferaci nádoru a produkcí IL-6, HGF (hepatocyte growth factor) a GPNMB 

(glycoprotein non-metastatic melanoma protein B) podporují expanzi nádorových kmenových 

buněk. TAM dále přispívají k metastatickému šíření (IL-1 a TGF-β), k remodelaci extracelulární 

matrix (ECM) a k patologické fibróze (TGF-β a MMP) a významně podporují angiogenezi 

(produkce VEGF a proangiogenních chemokinů). TAM také podporují vznik imunosupresivního 

prostředí sekrecí IL-10, TGF-β, prostaglandinů, ARG1 a IDO-1, což vede k expanzi regulačních 

T lymfocytů (Treg), navození tolerogenního stavu dendritických buněk a metabolickému 

hladovění T lymfocytů. Vysoká exprese molekul imunitního kontrolního bodu (PD-L1, PD-L2, 

B7-H4) vede k vyčerpání T lymfocytů. Převzato a upraveno podle Mantovani a kol. (2022). 

 

Neutrofily asociované s nádory 

Podobně jako TAM, i neutrofily asociované s nádory (TAN, tumor associated 

neutrophils) představují buněčnou populaci, která má v TME duální funkci. Tyto buňky 

vznikají z myeloidního prekurzoru. Působením cytokinů a chemokinů, či v důsledku 

genetické nestability TME, migrují cirkulující neutrofily do oblasti nádorů, kde mění svůj 

fenotyp na TAN. Další společnou vlastností TAM a TAN je jejich obrovská plasticita 

a schopnost polarizace v závislosti zejména na hladině IFN-γ a TGF-β (Fridlender et al. 

2009; Andzinski et al. 2016). Protinádorová funkce TAN se pojí s produkcí ROS 

a neutrofilové elastázy (NE, neutrophil elastase), které působí cytotoxicky na nádorové 
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buňky, zejména v časných stádiích onemocnění (Jaganjac et al. 2012; Fridlender et al. 

2009). Na druhou stranu, v prostředí s vysokou hladinou TGF-β, se NE společně 

s MMP-9 podílí na degradaci okolní tkáně a extracelulární matrix, angiogenezi 

a nádorové progresi (Dumitru et al. 2012).   

Orofaryngeální karcinomy pacientů s HPV– karcinomy obsahují větší množství 

neutrofilů oproti HPV+ karcinomům (X. Liu et al. 2022; Tosi et al. 2022), avšak studie 

Qureshiho a kol. (2022), analyzující karcinomy dutiny ústní a orofaryngu, neukazuje 

rozdíly v počtu neutrofilů mezi karcinomy HPV+ a HPV–. Na úrovni genové exprese 

nádory HPV+ vykazují sníženou expresi genů souvisejících s chemotaxí neutrofilů (Tosi 

et al. 2022). Vliv TAN na prognózu pacientů závisí na typu nádoru. Zvýšená četnost 

intratumorálních TAN se pojí s horším přežíváním pacientů s hepatocelulárním 

karcinomem, hepatálním cholangiokarcinomem, nemalobuněčným karcinomem plic, 

renálním karcinomem i s karcinomem hlavy a krku v oblastech orofaryngu, hypofaryngu, 

laryngu i dutiny ústní (Shen et al. 2014; Lonardi et al. 2021). Na druhou stranu, zvýšená 

hladina TAN se pojí s lepším přežíváním pacientů s nediferencovaným pleomorfním 

sarkomem či pacientů s kolorektálním karcinomem, pravděpodobně vzhledem k silné 

expresi IFN-γ v těchto nádorech (Ponzetta et al. 2019).  

 

Myeloidní supresorové buňky 

Myeloidní supresorové buňky (MDSC, myeloid-derived suppressor cells) jsou 

buňky vznikající z myeloidního prekurzoru, pro něž je typická silná produkce ROS, NO, 

ARG1 a inhibičních cytokinů (W. Ren et al. 2020; Corzo et al. 2010). Působením 

chemokinů TME infiltrují nádor, kde tlumí protinádorovou imunitní odpověď (Kumar et 

al. 2016). Oproti MDSC v periferii v TME narůstá jejich supresivní aktivita, a to zejména 

zvýšenou expresí supresivních genů, např. ARG1 a NOS2 (Corzo et al. 2010).  

V posledních letech bylo prokázáno, že se část MDSC (monocytické MDSC) po infiltraci 

do TME diferencuje v TAM (Kwak et al. 2020). Další část MDSC (polymorfonukleární 

MDSC) má v TME totožné vlastnosti jako TAN a v současnosti neznáme znaky, kterými 

by bylo možné je odlišit (Bronte et al. 2016). Zároveň je předmětem diskuze, jak a zda 

od sebe polymorfonukleární MDSC a TAN rozlišit (Quail et al. 2022; Antuamwine et al. 

2023). 

V mikroprostředí nádorů MDSC inhibují funkci CD8+ lymfocytů T a přitahují 

Treg do TME, což vede k potlačení protinádorové imunitní odpovědi (Jiang et al. 2023; 
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Schlecker et al. 2012). Vysoká infiltrace MDSC je spojená s horším celkovým přežíváním 

pacientů s HNSCC (Jiang et al. 2023). 

 

Dendritické buňky 

Dendritické buňky (DC, dendritic cells) jsou heterogenní populací buněk 

prezentujících antigen. Vznikají z myeloidního prekurzoru v kostní dřeni. Po stimulaci 

jejich receptorů pomocí molekul asociovaných s patogeny (PAMPs, pathogen-associated 

molecular patterns), jako jsou virové nukleové kyseliny, proteiny buněčné stěny 

a lipopolysacharidy, nebo poškozením tkáně (DAMPs, danger-associated molecular 

patterns) dochází k maturaci DC, které migrují do lymfatických uzlin. Zde posléze iniciují 

CD4+ a CD8+ T-buněčnou odpověď skrze vystavení pohlceného antigenu na svých 

glykoproteinech MHCI a II (major histocompatibility complex I, II) a prezentací 

kostimulačních molekul T lymfocytům (Savina and Amigorena 2007). 

Lidské DC se dělí na několik skupin, které se liší svými funkcemi, a to klasické 

DC (podskupiny cDC1, cDC2), MoDC (DC odvozené z monocytů), plasmacytoidní DC 

(pDC) či epiteliální Langerhansovy buňky (LC, Langerhans cells). Aktivované cDC1 

a cDC2 jsou buňky s výraznou schopností prezentace antigenu, zatímco aktivované pDC 

jsou silnými producenty IFN-I, účinného protinádorového cytokinu (Collin and Bigley 

2018). 

DC migrují i do oblasti TME, kde procesují tumor specifické antigeny a pomocí 

křížové prezentace skrze MHCI indukují protinádorovou CD8+ T-buněčnou imunitu (Tel 

et al. 2013). Na druhou stranu, mnohé studie ukazují alterovanou funkci DC v TME 

a jejich sníženou schopnost indukce imunitní odpovědi. V případě HNSCC 

indukovaných HPV alteraci funkce DC způsobuje činnost onkoproteinů E6 a E7. Virové 

onkoproteiny inhibují transkripci MIP-3α (macrophage inflammatory protein 3α), který 

funguje jako chemoatraktant prekurzorů LC (Guess and McCance 2005) a v nádorovém 

parenchymu HPV+ HNSCC je nižší infiltrace LC, oproti parenchymu nádorů HPV–. 

Vyšší počet LC ve stroma se pojí s lepším celkovým přežíváním pacientů a je 

charakterizován jako silný nezávislý prognostický faktor pacientů s HNSCC  (Kindt et al. 

2016). 

Rozdílné cytokinové prostředí pacientů HPV+ a HPV– ovlivňuje funkci pDC, 

jakožto silných producentů IFN-I (Kalb et al. 2012). Ukazuje se, že pDC HPV+ pacientů 

mají srovnatelnou schopnost produkce IFN-I jako pDC izolované z nenádorové tonsilární 
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tkáně, kdežto pDC HPV– pacientů vykazují sníženou produkci IFN-I, což je důsledkem 

vyšší produkce imunosupresivních cytokinů (IL-10, TNF-α) u těchto pacientů (Koucký 

et al. 2021). Protinádorovou funkci pDC dále negativně ovlivňuje hypoxie, neboť 

za hypoxických podmínek dochází ke snížení hladiny pDC, a to inhibicí transkripčního 

faktoru E2-2, který se podílí na diferenciaci pDC z prekurzorů (Weigert et al. 2012). 

Hypoxické prostředí dále vede ke snížení produkce IFN-I pDC a zároveň pDC podporují 

aktivaci Treg (Weigert et al. 2012; Pang et al. 2021). Role pDC v karcinogenezi je tedy 

duální a jak bylo zmíněn výše, je též ovlivněna přítomností virových onkoproteinů.  

 

Tumor infiltrující lymfocyty 

Mezi tumor infiltrující lymfocyty (TIL) se řadí skupina CD4+ T lymfocytů, CD8+ 

T lymfocytů, γδ T lymfocytů, B lymfocytů a NK (natural killer) buněk, které se nacházejí 

v oblasti TME.  

CD4+ T lymfocyty rozdělujeme na pomocné (Th, helper T cell), Treg a minoritní 

populace, jako jsou folikulární pomocné lymfocyty, Th17, Th22 a CD4+ cytotoxické 

T lymfocyty. Aktivované Th lymfocyty v závislosti na cytokinovém prostředí diferencují 

na lymfocyty Th1 či Th2. Lymfocyty Th1 diferencují za přítomnosti IFN-γ a IL-12, 

produkují IFN-γ, TNF-α a IL-2 a napomáhají aktivaci makrofágů a CD8+ T lymfocytů, 

což představuje účinnou obranu proti intracelulárním patogenům. Naproti tomu 

lymfocyty Th2 diferencují za přítomnosti IL-2 a IL-4, produkují cytokiny IL-2, IL-4 

či IL-10 a podporují humorální imunitu aktivací B lymfocytů, aktivují eozinofily či NK 

buňky (L. Sun et al. 2023). Zvýšená hladina CD4+ T lymfocytů se v mnoha studiích 

popisuje u HNSCC HPV+ ve srovnání s pacienty s HPV– HNSCC (Oguejiofor et al. 2017; 

Nordfors et al. 2013; Wood et al. 2016; Tosi et al. 2022). Zároveň T lymfocyty nádorů 

HPV+ vykazují větší diverzitu v TCR (T cell receptor) oproti nádorům HPV– (J. Wang et 

al. 2019). 

Populace Treg se podílí na regulaci imunitní odpovědi, brání autoimunitním 

reakcím, a to utlumením proliferace efektorových T lymfocytů. Tento typ lymfocytů 

charakterizuje zejména exprese znaků CD25 a intracelulárního FOXP3 (forkhead box P3) 

(Fontenot, Gavin, and Rudensky 2003). Regulační funkci Treg umožňuje exprese 

supresivních cytokinů IL-10 a TGF-β a molekul CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte 

associated protein 4) a Tim-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3), 

kterými snižují aktivaci T lymfocytů (L. Sun et al. 2023). Další významnou molekulou 



29 

 

Treg je ICOS (inducible T cell costimulator), který podporuje transkripci FOXP3, a tím 

i supresivní aktivitu Treg (Q. Chen et al. 2018). Ukazuje se, že hladina Treg je v HNSCC 

HPV+ a HPV– srovnatelná (Poropatich et al. 2017; Tosi et al. 2022). V karcinomech 

orofaryngu je vzdálenost Treg vůči CD8+ T lymfocytům v nádorovém parenchymu 

a stroma nižší v nádorech HPV+ oproti HPV– (Tosi et al. 2022). 

Mezi CD8+ T lymfocyty se řadí efektorové lymfocyty, vyčerpané („exhausted“) 

lymfocyty, paměťové lymfocyty, či tkáňově rezidentní paměťové lymfocyty. Vazbou 

antigenu navázaném na MHCI antigen prezentující buňky a dalšími kostimulačními 

mechanismy dochází k aktivaci CD8+ T lymfocytů. Jejich efektorové funkce jsou 

cytotoxické, produkují IFN-γ, TNF-α a sekretují granzymy a perforiny, což vede 

k apoptóze cílové buňky, a dělá z nich účinnou protinádorovou zbraň (L. Sun et al. 2023). 

Vyšší parenchymální i stromální infiltrace CD8+ T lymfocytů je mnohými studiemi 

pozorována u pacientů HPV+ oproti pacientům HPV– (Qureshi et al. 2022; Oguejiofor et 

al. 2017; Partlova et al. 2015; J. Wang et al. 2019; Pokrývková et al. 2022). V nádorech 

HPV+ se vyskytuje více CD8+ T lymfocytů lokalizovaných v blízkosti makrofágů M1 

a M2, dále CD8+ T lymfocyty lokalizované ve stroma četněji interagují s nádorovými 

buňkami oproti nádorům HPV– (Qureshi et al. 2022; Xu et al. 2020; Tosi et al. 2022). 

Podobně v nádorovém parenchymu i stroma HPV+ HNSCC se ve zvýšené míře (oproti 

HPV– HNSCC) nacházejí CD8+ T lymfocyty v blízkosti B lymfocytů, vyšší hladina takto 

lokalizovaných lymfocytů koreluje s vyšší hladinou HPV16 E6/E7-specifických CD8+ 

T lymfocytů u těchto pacientů (Hladíková et al. 2019). Xu a kol. v kohortě HPV– HNSCC 

popisuje několik vzorů, jakými lze charakterizovat infiltraci nádorů CD8+ lymfocyty, 

zatímco u většiny nádorů parenchym vykazuje silnou infiltraci CD8+ T lymfocyty, 

v oblasti stroma pozoruje velmi variabilní hladinu infiltrace (Xu et al. 2020).  

Minoritní skupinou TIL jsou γδ T lymfocyty, které rozpoznávají antigen 

mechanismem nezávislým na MHCI, díky čemuž rozeznávají širší škálu antigenů 

(cizorodých i tělu vlastních). Vzhledem k těmto vlastnostem se v současné době hojně 

studuje jejich protinádorový potenciál (Hu et al. 2023). Vysoká hladina γδ T lymfocytů 

se v HNSCC pojí se silnější infiltrací CD4+, CD8+ T lymfocyty a B lymfocyty. Zároveň 

se vyšší hladina γδ T lymfocytů pojí s lepším přežíváním pacientů s HNSCC (Lu et al. 

2020). 

Podobné cytotoxické efektorové funkce jako CD8+ T lymfocyty mají NK buňky. 

NK buňky jsou efektorové lymfocyty vrozeného imunitního systému, jejich imunitní 

odpověď je nespecifická. Jsou to producenti IFN-γ a TNF-α, a produkce těchto faktorů 
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aktivuje makrofágy, DC i T lymfocyty (Paul and Lal 2017). Na úrovni genové exprese 

HPV+ nádory vykazují zvýšenou exprese genů asociovaných s NK buňkami, oproti 

nádorům HPV–  (Tosi et al. 2022). 

B lymfocyty zahrnují antigen prezentující B lymfocyty, plazmatické buňky 

a regulační B buňky (Breg) (Wei et al. 2021). B lymfocyty jsou zodpovědné za humorální 

imunitní odpověď, plazmatické buňky jsou producenty specifických protilátek. Aktivaci 

a přeměně B lymfocytu na plazmatickou buňku napomáhají pomocné folikulární 

T lymfocyty (L. Sun et al. 2023). B lymfocyty mohou také v menší míře prezentovat 

antigeny CD4+ T lymfocytům (Rodríguez-Pinto 2005). Populace Breg se podílí 

na imunitní regulaci, a to produkcí IL-10 (Wei et al. 2021). V HNSCC se vyšší infiltrace 

B lymfocytů v oblasti parenchymu a stroma nachází u nádorů HPV+ ve srovnání s nádory 

HPV– (Qureshi et al. 2022; Hladíková et al. 2019). Na úrovni genové exprese se u HPV+ 

nádorů silněji exprimují geny podílející se na aktivaci B lymfocytů oproti nádorům HPV– 

(Wood et al. 2016; J. Wang et al. 2019; Hladíková et al. 2019). Naproti tomu se ukazuje, 

že hladina Breg je v nádorech HPV+ a HPV– podobná (S. Zhang, Wang, Ma, et al. 2021).  

Na povrchu TIL se vyskytují receptory pro kontrolní inhibitory, jako je PD-1, 

CTLA4, Tim-3, LAG3 (lymphocyte-activation gene 3), OX40, GITR (glucocorticoid-

induced TNFR-related protein) nebo BTLA (B- and T-lymphocyte atenuator) (He and Xu 

2020). Nádorová tkáň HNSCC obsahuje vyšší hladinu lymfocytů s PD-1, CTLA4, GITR 

nebo OX40 znaky ve srovnání s lymfocyty s těmito znaky v periferní krvi týchž pacientů 

(Puntigam et al. 2020; Poropatich et al. 2017). Imunoterapie založená na blokádě 

PD-1/PD-L1 je slibnou terapií pro léčbu HNSCC, přičemž pacienti HPV+ lépe odpovídají 

na tuto léčbu oproti pacientům HPV– (J. Wang et al. 2019). Obecně se na základě analýzy 

transkriptomu HNSCC různé etiologie ukazuje, že v nádorech HPV+ je v důsledku 

přítomnosti viru podporováno zánětlivé prostředí manifestované zvýšenou infiltrací 

T lymfocytů, a zvýšenou diverzitou TCR, což zlepšuje imunitní rozeznávání a zvyšuje 

citlivost vůči imunoterapii anti-PD-1/PD-L1 (J. Wang et al. 2019). Ve srovnání 

s nádory HPV–, nádory HPV+ obsahují vyšší hladinu PD-1+CD8+ T lymfocytů a vyšší 

hladinu všech PD-1+ T lymfocytů v blízkém kontaktu s PD-L1+ nádorovými buňkami 

a PD-L1+ makrofágy. Naproti tomu, v nádorech HPV– se vyskytují ve zvýšené míře 

CD8+PD-1+ lymfocyty se sníženou schopností produkce IFN-γ (Kansy et al. 2017; Xu et 

al. 2020; Tosi et al. 2022). Vyšší infiltrace CTLA4+ T lymfocytů se nachází v HPV+ 

karcinomech orofaryngu oproti karcinomům HPV– (Tosi et al. 2022). 
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Neimunitní buňky TME 

Fibroblasty asociované s nádory 

Nejčetnějšími buňkami nádorového stroma jsou CAF, které podporují progresi 

řady nádorů, včetně HNSCC. Jedná se o heterogenní populaci, která vzniká z různých 

prekurzorů, např. aktivovaných fibroblastů, endoteliálních, epiteliálních, či nádorových 

buněk (Kanzaki and Pietras 2020). CAF jsou velmi heterogenní i v rámci jednoho typu 

nádoru. Analýza transkriptomu metodou sekvenace RNA z jednotlivých buněk („single-

cell RNA-seq“) odhalila 8 různých skupin CAF v TME HNSCC vykazující odlišné 

biologické funkce (Q. Zhang, Wang, Xia, et al. 2021). CAF neexprimují specifické znaky, 

společnými znaky pro CAF jsou např. vimentin, α-SMA (α-smooth muscle actin), FSP-1 

(fibroblast specific protein 1), či FAP (fibroblast activation protein) a zároveň absence 

epiteliálních, endoteliálních a leukocytických znaků (Kanzaki and Pietras 2020; Xie et al. 

2021). CAF produkují řadu růstových faktorů, cytokinů, chemokinů a proteinů ECM, 

které podporují růst nádoru. Silnou sekrecí faktoru TGF-β navozují imunosupresivní 

prostředí a podílí se na polarizaci TAM a migraci MDSC či neutrofilů do TME (Biffi and 

Tuveson 2021). 

Ukazuje se, že HPV+ HNSCC jsou méně infiltrované CAF oproti HPV– HNSCC 

a nízká hladina CAF v TME se pojí s lepším přežíváním HPV+ pacientů (X. Liu et al. 

2022; B. Wang et al. 2022). V extrabuněčných vezikulech HPV+ HNSCC se nachází 

zvýšená hladina miR-9-5p, která blokuje signalizaci TGF-β vedoucí k přeměně 

fibroblastů na CAF (B. Wang et al. 2022).  

 

Endoteliální buňky 

Endoteliální buňky hrají v TME velmi významnou roli, neboť se podílejí 

na angiogenezi, která je předpokladem pro další růst nádoru. Jak již bylo popsáno výše, 

řada buněk TME produkuje proangiogenní faktory, z nich nejvýznamnější roli hraje 

VEGF-A, který se váže na receptory endoteliálních buněk a podporuje jejich proliferaci 

(Ghalehbandi et al. 2023). V souvislosti s rychlým růstem nádoru, nádorové buňky 

exprimují také lymfangiogenní faktory (např. VEGF-C), které se váží na receptory 

lymfatických endoteliálních buněk, čímž podporují vznik nových lymfatických cév 

v nádoru (Sedivy et al. 2003). V HNSCC je lymfangiogeneze velmi častým jevem, což 

souvisí i s častým vznikem metastáz právě v lymfatických uzlinách u pacientů s HNSCC 

(Z. Zhang, Helman, and Li 2010). 
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Nádorové kmenové buňky 

Nádorové kmenové buňky jsou skupinou buněk, která má schopnost sebe obnovy. 

Zatím není zcela jasné, které znaky definují tuto buněčnou populaci. Mezi kandidátní 

znaky patří CD44, CD133 a aldehyd dehydrogenáza (Singh et al. 2021). Tyto buňky jsou 

pravděpodobně zodpovědné za iniciaci či progresi nádorů a tvorbu metastází (Han et al. 

2014).  

Hypoxie a její vliv na TME 

TME mnoha karcinomů včetně HNSCC je silně hypoxické, což pozitivně 

ovlivňuje progresi nádoru. Hypoxie vzniká v důsledku rychlého růstu nádoru, který tak 

není dostatečně zásobován kyslíkem. Hlavním regulátorem odpovědi na hypoxii je 

transkripční faktor Hif-1α (hypoxia-inducible factor 1-α), který se za hypoxických 

podmínek exprimuje ve zvýšené míře a stabilizuje se, a který ovlivňuje řadu procesů 

v TME (Wicks and Semenza 2022). Hladina exprese Hif-1α je v HNSCC studována 

na úrovni mRNA i proteinu, avšak výsledky jsou nekonzistentní. Vyšší hladina proteinu 

Hif-1α se nachází v karcinomech dutiny ústní oproti karcinomům orofaryngu (Swartz et 

al. 2021). Karcinomy orofaryngu HPV+ vykazují nižší expresi Hif-1α a dalších genů 

asociovaných s hypoxií (např. GLUT1, glucose transporter 1) ve srovnání s karcinomy 

HPV– (Hanns et al. 2015). Některé studie u karcinomů dutiny ústní a orofaryngu popisují 

vyšší hladinu Hif-1α na úrovni proteinu u karcinomů HPV+ ve srovnání s karcinomy 

HPV– (Rodolico et al. 2011; Smahelova et al. 2024), zatímco jiná studie nepozoruje 

rozdíly v hladině proteinu Hif-1α mezi skupinami karcinomů orofaryngu s různou 

etiologií (A. Hong et al. 2013). Fan a kol. zjistili, že činnost onkoproteinů E6 a E7 HPV 

ovlivňuje hladina Hif-1α a GLUT1 proteinů (R. Fan et al. 2016). 

V HNSCC Hif-1α reguluje expresi miR-21 či miR-5100, což podporuje vznik 

CAF, které produkcí řady faktorů podporují proliferaci a invazivitu nádoru a tvorbu 

metastáz v lymfatických uzlinách (Ye et al. 2023; Xie et al. 2021; Duan et al. 2024). 

Za hypoxických podmínek CAF též produkují zvýšenou hladinu serglycinu, který 

zvyšuje expresi znaku CD44, což je znak nádorových kmenových buněk (Xie et al. 2021).  

Hypoxie také ovlivňuje množství a funkci imunitních buněk v TME. Vyšší míra 

hypoxie v HNSCC je spojená s nižší infiltrací CD8+ T lymfocyty a horší odpovědí vůči 

imunoterapii anti-PD-1/PD-L1 (Zandberg et al. 2021). Pacienti s nižší hladinou hypoxie 

a zároveň vysokou hladinou imunitních buněk vykazují lepší odpověď na terapii 
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(chemoterapii a imunoterapii) a lépe přežívají, než pacienti s vysokou hladinou hypoxie 

a zároveň nízkou hladinou imunitních buněk (H. Wang and Zheng 2022). 

V návaznosti na vysokou hladinu hypoxie dochází k novotvorbě cév, kterou 

zprostředkovávají proangiogenní (Hif-1α závislé) faktory, jako je VEGF. V HNSCC se 

nachází zvýšená hladina tohoto faktoru oproti kontrolní tkáni (Eisma, Spiro, and Kreutzer 

1997). Vyšší hladinu VEGF popisují některé studie v HPV– karcinomech dutiny ústní 

a orofaryngu oproti karcinomům HPV+ (Baruah et al. 2015; Smahelova et al. 2024), avšak 

jiné studie nepozorují rozdíly v hladině VEGF v závislosti na přítomnosti HPV (Fei et al. 

2009; Troy et al. 2013). 

 

Metody studia nádorového mikroprostředí 

Nádorové mikroprostředí lze studovat mnoha metodami, přičemž zejména 

v posledních letech byly vyvinuty pokročilé metody detekce a kvantifikace různých 

buněčných typů a jejich povrchových či intracelulárních molekul. Jednou z metod, která 

umožňuje detekovat buňky v TME in situ, je multispektrální imunohistochemie (mIHC, 

multispectral immunohistochemistry). Pomocí této metody lze zároveň detekovat 

v histologických vzorcích fixované tkáně více buněčných typů, přičemž architektura 

tkáně zůstává neporušena, čímž lze určit přesnou lokalizaci detekovaných buněk či jejich 

shluků. Nejvíce užívanou technikou je metoda založená na amplifikaci tyramidového 

signálu (TSA, tyramide signal amplification), kterou znázorňuje obrázek 8. Při této 

metodě se fluorofor kovalentně váže do těsné blízkosti epitopu, přičemž komplex 

primární a sekundární protilátky je odmyt v pufru za vysoké teploty. Následovat může 

značení dalšího epitopu a barvení fluroforem o jiné vlnové délce (Mansfield 2014; Toth 

and Mezey 2007). V současné době je tímto chemismem možno označit až 9 různých 

epitopů na jedné tkáni. 
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Obrázek 8. Princip značení antigenů metodou TSA. Epitop (zeleně) je označen primární 

protilátkou (zeleně), poté sekundární protilátkou (modře) s navázanými polymery HRP 

(horseradish peroxidase), a nakonec fluoroforem (žlutě) obsahujícím tyramidový substrát (černě) 

pro HRP. Peroxidázou aktivovaná forma tyramidu (oranžově) poté kovalentně reaguje 

s tyrosinovými residuy na nebo v těsném okolí detekovaného epitopu (šedě). Komplex primární 

a sekundární protilátky je následně odmyt, ale kovalentně navázaný fluorofor zůstává navázán 

v místě epitopu.  

 

Se vzrůstajícím počtem použitých fluoroforů narůstá také pravděpodobnost 

překryvu spekter jednotlivých fluoroforů. Jejich softwarové rozlišení vyžaduje vytvoření 

tzv. spektrálních knihoven, čímž získáme informaci o emisních spektrech každého 

z použitých fluoroforů. Procesem tzv. lineárního rozlišení („linear unmixing“) se 

z nezpracovaného obrazu vyfoceného fluorescenčním mikroskopem získá upravený 

obraz, ve kterém jsme schopni izolovat jednotlivé fluorofory, a tudíž detekovat jednotlivé 

epitopy a zároveň odstínit autofluorescenci (obrázek 9).   

Obrázek 9. Lineární rozlišení fluoroforů v programu InForm 2.4.6. (Akoya 

Biosciences). A) Nezpracovaný obraz získaný po vyfocení spektrálním fluorescenčním 

mikroskopem. B) Upravený obraz po použití spektrálních knihoven, jednotlivé fluorofory (Opal 

520, Opal 540, Opal 620, Opal 650, Opal 690, DAPI (modře) jsou zřetelně rozlišené. Autor 

fotografií: Mgr. Barbora Pokrývková. 
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Moderní programy pro digitální patologii jsou schopny nejen detekovat jednotlivé 

fluorofory, ale také tkáň segmentovat na určité oblasti (např. nádorový parenchym, 

stroma), segmentovat jednotlivé buňky a odlišit jejich jádra, cytoplazmu a membránu, 

a nakonec určit fenotyp buněk.  

Mimo systémy TSA existuje další přístup, který využívá koktejl 

oligonukleotidových „značek“ (barcodes) s navázanými protilátkami, které se specificky 

váží na dané antigeny (metoda Ultivue). Následně dochází k in situ amplifikaci barcodes 

a komplementární vazbě fluorescenčních sond, čímž je umožněna detekce až 16 antigenů 

(Wharton et al. 2021). Na podobném principu funguje nová metoda firmy Akoya 

Biosciences (metoda CODEX), která umožňuje najednou detekovat až 101 protilátek 

(Jhaveri et al. 2023). 

Na principu značení pomocí koktejlu protilátek je postavena i zobrazovací 

hmotnostní cytometrie „time of flight“ (Imaging CyTOF®). V tomto případě jsou 

protilátky označeny vzácnými kovy. Pomocí laseru se 1µm kousky tkáně odpařují 

a přenáší se do hmotnostního detektoru měřícího „čas letu“ (time of flight), který je 

specifický pro každý vzácný kov. Každá buňka má navíc informaci o svých souřadnicích, 

což umožňuje digitální rekonstrukci tkáně (Cereceda, Jorquera, and Villarroel-Espíndola 

2022). Metodou Imaging CyTOF® lze v současné době detekovat až 40 znaků na FFPE 

(formalin-fixed paraffin embedded, fixované formalinem zalité parafinem) tkáni 

(Ijsselsteijn et al. 2019).  

Pro studium nádorů se hojně využívají metody průtokové cytometrie, a to pro 

jejich rychlost a mnohdy i nižší cenu. Pro průtokovou cytometrii je nezbytná 

homogenizace nádorů a vytvoření buněčné suspenze, čímž se ztrácí informace o lokalitě 

studovaných buněk. Na druhou stranu, přístroje FACS (fluorescent activated cell sorter, 

třídič buněk aktivovaný fluorescencí) umožňují selektovat živé buněčné populace, které 

mohou být dále použity například pro kultivace či funkční testy.  

Jednou z pokročilých metod cytometrie je hmotnostní cytometrie CyTOF®, která 

je schopna zároveň detekovat až 60 antigenů, čímž umožňuje kvantifikovat širokou škálu 

imunitních i neimunitních buněk v TME a detailně je charakterizovat. Oproti klasické 

fluorescenční cytometrii, CyTOF® využívá protilátek s konjugovanými izotopy kovů, 

čímž odpadá problém s překryvem emisních spekter, neboť každý z kovových izotopů 

má své jasně definované parametry hmotnostní spektrometrie (Iyer, Hamers, and Pillai 

2022). Stručný princip metody je uveden na obrázku 10.  
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Obrázek 10. Princip hmotností cytometrie CyTOF®. Buněčná suspenze se značí protilátkami 

pro barcoding (1), což umožňuje analýzu více vzorků najednou. Vzorky označené kódy se poté 

sloučí a značí protilátkami s konjugovanými kovovými izotypy (2). Buněčná suspenze poté 

prochází nebulizérem, přičemž vznikají drobné kapky obsahující právě 1 buňku (3). Působením 

proudu argonové plasmy dochází k zahřátí na teploty přibližně 7000 K odpaření a ionizaci 

jednotlivých buněk na oblak iontů (4), které se poté filtrují skrze řadu kvadrupólů (5). Ionty 

o atomové hmotnosti <80 Da se odstraní, zatímco ionty o vyšší atomové hmotnosti se analyzují 

hmotnostním spektrometrem TOF (6). Každý izotop kovu se separuje podle jeho poměru atomové 

hmotnosti vůči náboji, množství iontů pak odpovídá množství protilátky v dané buňce. Převzato 

a upraveno podle Sterna a kol. (2018). 

 

V posledních letech došlo k výraznému pokroku fluorescenční cytometrie 

z hlediska množství použitých protilátek. V roce 2020 byla publikována studie, ve které 

panelem 40 protilátek vyšetřili lidskou periferní krev (Park, Lannigan, and Jaimes 2020), 

v roce 2023 myší lymfoidní tkáň (Kare et al. 2023) a nakonec v roce 2024 byl 

optimalizován panel 50 protilátek pro detekci imunitních buněk v lidské krvi a tkáni 

průtokovou cytometrií (Konecny et al. 2024). 

V současné době je tedy možné pro studium TME využít pokročilých metod, které 

v jednom vzorku detekují a kvantifikují různé buněčné populace a jejich důležité 

molekuly. Imunohistochemické metody dovolují detekovat buňky in situ ve fixované 

tkáni, naproti tomu metody cytometrické dovolují pracovat s nefixovanou tkání 

umožňující izolaci určité buněčné viabilní populace. Kombinací obou přístupů jsme 

schopni velmi detailně popsat TME, což umožňuje nalezení nových terapeutických cílů 

či ranných ukazatelů nádorového onemocnění. 
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3. Cíle práce 

Hlavním cílem této práce byla charakterizace nádorového mikroprostředí 

karcinomů hlavy a krku virové i nevirové etiologie. Důraz byl kladen na studium 

fenotypu, funkce a počtu imunitních buněk TME. Za tímto účelem byly charakterizovány 

vzorky tkáně nádorů hlavy a krku a periferní krve pacientů metodami mIHC, CyTOF®, 

průtokové cytometrie a dalšími molekulárně biologickými metodami.  

Detailní charakteristika fenotypu a četnosti imunitních buněk v nádoru pacientů 

byla hodnocena ve vztahu ke klasifikaci nádoru a prognóze ve snaze vytipovat potenciální 

terapeutické a prognostické cíle.  

 

Dílčí cíle práce: 

1. Zavedení a optimalizace metody mIHC pro současné značení až 7 protilátkami 

na FFPE vzorcích tkáně. Navrhnutí panelů protilátek schopných detekovat 

vybrané populace imunitních buněk. 

2. Vyšetření retrospektivních vzorků pacientů metodou mIHC, jež byli sledováni 

po dobu až 20 let. Optimalizace algoritmu pro detekci a kvantifikaci 

imunitních buněk v jednotlivých oblastech nádorového mikroprostředí. 

Identifikace potenciálních prognostických znaků ovlivňujících přežívání 

pacientů. 

3. Vyšetření prospektivních vzorků metodou mIHC – optimalizace panelů, 

vyšetření prospektivních vzorků, optimalizace algoritmů a vyhodnocení 

prospektivní studie. 

4. Vyšetření prospektivních vzorků nádorů metodou CyTOF®, kdy 

jednobuněčná suspenze získaná z čerstvé nádorové tkáně je značena 

31 protilátkami. Identifikace potenciálních prognostických znaků 

ovlivňujících přežívání pacientů. 

5. Určení supresivní aktivity Treg izolovaných z čerstvé nádorové tkáně in vitro 

kultivací s responderovými T lymfocyty. 
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4. Přehled využitého materiálu a metod 

Pro tuto práci byly využity klinické materiály poskytnuté Klinikou 

otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FN Motol a Ústavem patologie 

a molekulární medicíny 2. LF UK a FN Motol. V rámci projektu byly využity vzorky 

čerstvé, nefixované nádorové tkáně pacientů s primárním karcinomem v oblasti 

orofaryngu a dutiny ústní (ICD-10: C01–C06, C09, C10) a periferní krev těchto pacientů. 

Tyto vzorky byly získávány během let 2017-2020. Dále byly použity FFPE vzorky 

nádorů těchto pacientů a pacientů z retrospektivní studie prováděné během let 2001-2012. 

Jako kontrolní materiál byly využity vzorky periferní krve dárců a FFPE vzorky tonsil. 

 

Přehled použitých metod 

• Fluorescenční imunohistochemie a multispektrální fluorescenční mikroskopie 

• analýza nádorového mikroprostředí za použití programů Mantra a InForm (Akoya 

Biosciences) – optimalizace algoritmu pro segmentaci tkáně, segmentaci 

a fenotypizaci buněk 

• izolace PBMC (peripheral blood mononuclear cells, mononukleární buňky 

periferní krve) a příprava jednobuněčné suspenze z nádorové tkáně 

• hmotnostní cytometrie (CyTOF®), průtoková cytometrie, FACS 

• práce s tkáňovými kulturami 

• molekulárně biologické metody – PCR (polymerase chain reaction), kvantitativní 

PCR, reverzní transkripce. 

 

Popis metod, které nejsou součástí přiložených publikací 

Izolace Treg a responderových T lymfocytů z nádorové suspenze 

Z buněčné suspenze, jejíž příprava z nádorové tkáně HNSCC byla popsána 

v publikaci Poláková a kol. 2019, bylo odebráno 1,4-4 × 106 buněk a 200 000 kontrolních 

buněk. Povrchové Fc receptory buněk byly blokovány 20 × ředěným blokovacím 

roztokem TruStain Human FcX (BioLegend) v FCS pufru (PBS, 1 % FBS, 0,1 % NaN3) 

v konečném objemu 100 µl po dobu 5 minut při 4 °C, poté byly buňky promyty v 1 ml 

FCS pufru centrifugací (Centrifuga Hettich Universal 320R, Andreas Hettich) při 300 g 

a 4 °C po dobu 5 minut. Následně byly buňky značeny 5 × ředěným koktejlem 

povrchových protilátek v FCS pufru (koktejl CD4-fluorescein isothiokyanát + 



39 

 

CD25-alofykocyanin, eBioscience Human Regulatory T Cell Staining kit, Thermo Fisher 

Scientific) v konečném objemu 100 µl po dobu 30 minut při 4 °C a poté promyty v 1 ml 

FCS pufru centrifugací při 300 g a 4 °C po dobu 5 minut. Pro kontrolní buňky bylo místo 

primární protilátky použito 100 µl PBS. Po centrifugaci byly buňky resuspendovány 

v 1 ml PBS a označeny fluorescenční barvou Hoechst 33258 (Thermo Fisher Scientific) 

v koncentraci 1µg/ml pro určení životnosti buněk. Cílové buňky byly selektovány 

přístrojem BD FACS Aria Fusion (BD Biosciences) do 2 ml supresivního média o teplotě 

37 °C (TexMACS medium (Miltenyi Biotec) obohacené o 5% lidské AB sérum (Biosera), 

0,5 % penicilin a 0,5 % streptomycin (ThermoFisher Scientific)) dle těchto kritérií: Treg 

byly definovány jako CD4+CD25++ buňky, přičemž selektováno bylo 5 % buněk 

s nejvyšší expresí znaku CD25 (Schneider and Buckner 2011), a responderové 

T lymfocyty byly definovány jako CD4+CD25–.  

 

Supresivní analýza 

K požadovanému množství Treg pro kokultivaci (4 × 105 buněk), kontrolních 

Treg (3 × 105 buněk) a kontrolních responderových T lymfocytů (3 × 105 buněk) bylo 

přidáno 5 objemů předehřátého supresivního média (37 °C), buňky byly stočeny 

centrifugací při 300 g při pokojové teplotě po dobu 10 minut. Dále byly buňky 

resuspendovány v supresivním médiu. Responderové T lymfocyty pro kokultivaci 

(106 buněk) byly barveny v 5µM roztoku CellTrace™ Far Red (Thermo Fisher 

Scientific), a to po dobu 20 min při pokojové teplotě. Po značení bylo k responderovým 

T lymfocytům přidáno 5 objemů supresivního média po dobu 5 minut, následováno 

centrifugací při 300 g po dobu 5 minut při pokojové teplotě. Po promytí byly buňky 

resuspendovány v 1 ml supresivního média, bylo odebráno 6 × 105 buněk pro 

kokultivační analýzu, poté bylo k buňkám přidáno 5 objemů supresivního média po dobu 

5 minut, následováno centrifugací při 300 g po dobu 10 minut při pokojové teplotě. Buňky 

byly resuspendovány v 1 200 µl supresivního média. Responderové T lymfocyty a Treg 

společně se stimulačním činidlem Treg Suppression Inspector (Miltenyi Biotec) byly 

pipetovány v duplikátu či triplikátu na 96jamkovou destičku v poměrech 1:0, 1:1, 2:1, 

4:1, 8:1, 0:1. Dále byly na destičku pipetovány kontroly bez stimulačního činidla 

v poměru 1:0 a 0:1 bez roztoku Treg Suppression Inspector. Objem média v jednotlivých 

jamkách byl doplněný supresivním médiem do konečného objemu 210 µl. Destička byla 

inkubována při 37 °C a 5 % CO2 po dobu 24 hodin.  
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Po uplynutí inkubační doby byly buňky spočítány a poté barveny 500 × ředěnou 

fluorescenční barvou Fixable Viability Dye eFluor 455UV (Thermo Fisher Scientific) 

v PBS po dobu 30 minut při 4 °C pro určení životnosti a promyty v 1 ml FCS pufru 

centrifugací (Centrifuga Heraeus™ Megafuge™ 16R, Thermo Scientific) při 300 g a 4 °C 

po dobu 5 minut. Následně byly buňky značeny povrchově a intracelulárně pomocí 

eBioscience Human Regulatory T Cell Staining kitu (koktejl CD4-fluorescein 

isothiokyanát + CD25-alofykocyanin pro povrchové značení a FoxP3-fykoerythrin pro 

intracelulární značení) dle protokolu výrobce. Buňky byly poté analyzovány průtokovým 

cytometrem BD LSRFortessa (BD Biosciences) a byly detekovány populace 

CD4+CD25+FOXP3+ Treg a CD4+CD25– responderových T lymfocytů. 
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5. Výsledky 

Publikace vztahující se k tématu dizertační práce 

Implementation of Mass Cytometry for Immunoprofiling of Patients with Solid 

Tumors 

Ingrid Poláková, Ondřej Pelák, Daniel Thürner, Barbora Pokrývková, Ruth Tachezy, 

Tomáš Kalina, Michal Šmahel* 

Journal of Immunology Research, 2019, 2019, 6705949; 

https://doi.org/10.1155/2019/6705949 

IF (2019): 3,327 

 

Tato práce se zabývá optimalizací panelu 31 protilátek pro značení vzorků krve a HNSCC 

metodou CyTOF®. V této práci (příloha 9.1.) jsem se podílela na zpracování vzorků 

periferní krve a vzorků nádorové tkáně metodou CyTOF®. Podílela jsem se na izolaci 

PBMC, připravení jednobuněčné nádorové suspenze, značení buněk protilátkami 

a částečně se podílela na vyhodnocení cytometrických dat.  

Příspěvek autora: 10 % 

 

ARG1 mRNA Level Is a Promising Prognostic Marker in Head and Neck Squamous 

Cell Carcinomas 

Barbora Pokrývková*, Jana Šmahelová, Natálie Dalewská, Marek Grega, Ondřej 

Vencálek, Michal Šmahel, Jaroslav Nunvář, Jan Klozar, Ruth Tachezy* 

Diagnostics, 2021, 1(4), 628; https://doi.org/10.3390/diagnostics11040628 

IF (2021): 3,992 

 

V této práci (příloha 9.2.) jsme metodou multispektrální imunohistochemie detekovali 

a kvantifikovali TAM typu M1 a M2 v mikroprostředí HNSCC virové a nevirové 

etiologie, metodou RT-qPCR určili hladinu mRNA znaků asociovaných s makrofágy 

a výsledná data jsme analyzovali vzhledem k prognóze pacientů. Pro tyto účely jsem 

optimalizovala panel protilátek pro metodu multispektrální imunohistochemie, 

pro detekci jednotlivých typů makrofágů. Pro tuto publikaci jsem navrhla 

a optimalizovala složení panelu protilátek a podílela se na kontrole provedení všech kroků 

metody, analýze a vizualizaci dat. Dále jsem se hlavní měrou podílela na tvorbě 

manuskriptu.  

Příspěvek autora: 55 % 

https://doi.org/10.3390/diagnostics11040628
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PD1+CD8+ Cells Are an Independent Prognostic Marker in Patients with Head and 

Neck Cancer 

Barbora Pokrývková, Marek Grega, Jan Klozar, Ondřej Vencálek, Jaroslav Nunvář, Ruth 

Tachezy* 

Biomedicines, 2022, 10(11),2794; https://doi.org/10.3390/biomedicines10112794 

IF (2022): 4,7 

V této práci (příloha 9.3.) byly vyšetřeny FFPE vzorky retrospektivní kohorty HNSCC 

metodou multispektrální imunohistochemie. Byla určena hladina tumor infiltrujících 

buněk v karcinomech virové a nevirové etiologie a výsledná data byla analyzována 

vzhledem k přežívání pacientů. Pro tuto práci jsem zavedla metodu multispektrální 

imunohistochemie v naší laboratoři, navrhla složení čtyř panelů protilátek pro 

imunohistochemické značení, optimalizovala proces značení, vytvořila algoritmy pro 

vyhodnocení dat v programu InForm, vyšetřila FFPE vzorky pacientů a analyzovala 

výsledná data. Dále jsem se hlavní měrou podílela na tvorbě manuskriptu.  

Příspěvek autora: 80 % 

 

Aspartate-β-hydroxylase and Hypoxia Marker Expression in Head and Neck 

Carcinomas: Implications for HPV-Associated Tumors 

Jana Šmahelová, Barbora Pokrývková, Eliška Šťovíčková, Marek Grega, Ondřej 

Vencálek, Michal Šmahel, Vladimír Koucký, Simona Maléřová, Jan Klozar, Ruth 

Tachezy* 

Infectious Agents and Cancer, 2024; https://doi.org/10.1186/s13027-024-00588-1 

IF (2022): 3,7 

V této práci (příloha 9.4.) byla metodou RT-qPCR vyšetřena RNA pacientů s HNSCC 

virové a nevirové etiologie pro určení hladiny mRNA ASPH a genů asociovaných 

s hypoxií. Dále byly vyšetřeny FFPE vzorky týchž pacientů metodou multispektrální 

imunohistochemie pro určení hladiny buněk produkujících ASPH a proteinů 

asociovaných s hypoxií. V této práci jsem navrhla a optimalizovala složení panelu 

protilátek pro metodu multispektrální imunohistochemie, podílela se na kontrole 

provedení všech kroků metody a analýze dat. Dále jsem se podílela na tvorbě manuskriptu 

a jeho úpravách. 

Příspěvek autora: 35 % 
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Publikace nevztahující se k tématu dizertační práce 

Detailed Characteristics of Tonsillar Tumors with Extrachromosomal or Integrated 

Form of Human Papillomavirus 

Barbora Pokrývková, Martina Saláková*, Jana Šmahelová, Zuzana Vojtěchová, Vendula 

Novosadová, Ruth Tachezy 

Viruses, 2020, 12(1), 42; https://doi.org/10.3390/v12010042 

IF (2020): 5,048 

 

Skp2 and Slug are coexpressed in aggressive prostate cancer and inhibited by 

neddylation blockade 

Alena Mickova, Gvantsa Kharaishvili*, Daniela Kurfurstova, Mariam Gachechiladze, 

Milan Kral, Ondrej Vacek, Barbora Pokryvkova, Martin Mistrik, Karel Soucek, Jan 

Bouchal* 

International Journal of Molecular Sciences, 2021, 22(6), 2844; 

https://doi.org/10.3390/ijms22062844 

IF (2021): 6,208 

 

Nepublikované výsledky vztahující se k dizertační práci 

Supresivní analýza 

Pro určení supresivní aktivity Treg lokalizovaných v nádorové tkáni byla zvolena 

in vitro kultivace s responderovými T lymfocyty izolovanými z téhož nádoru, kdy je 

sledována proliferace responderových T lymfocytů. Za tímto účelem byl zaveden 

protokol pro selektování Treg a responderových T lymfocytů ze vzorků čerstvé nádorové 

tkáně HNSCC. Buňky nádorové suspenze byly značeny povrchovými protilátkami CD25 

a CD4. Poté byly pomocí FACS selektovány populace Treg (CD4+CD25++) 

a responderových T lymfocytů (CD4+CD25–). Tyto dvě populace byly následně 

kokultivovány. Pro úspěšné provedení kokultivačních pokusů bylo nutné získat alespoň 

4 × 105 Treg a 6 × 105 responderových T lymfocytů pro provedení pokusu v duplikátu. 

Z toho důvodu byly pro izolaci Treg a responderových T lymfocytů uvažovány čerstvé 

nádory, u kterých se podařilo izolovat aspoň 2 × 107 buněk. Ukázalo se však, že množství 

cílových buněk nelze nijak předpovědět s ohledem na celkový počet buněk v nádoru. 

V prvním optimalizačním pokusu bylo z nádoru izolováno 3,3 × 107 buněk, 

z čehož 2 × 107 buněk bylo použito pro pokus. Z tohoto nádoru se podařilo izolovat 

přibližně 1,7 × 106 responderových T lymfocytů a 5,68 × 105 Treg. Pokračovali jsme tedy 
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v pilotním pokusu a provedli kokultivační analýzu, která trvala 24 hodin. Vzhledem 

k délce analýzy nebyla hodnocena supresivní aktivita Treg, nýbrž bylo ukázáno, že buňky 

přežívají. Dále byly tyto buňky značeny CD4, CD25 a FOXP3 protilátkou. Ukázalo se, 

že některé z CD4+CD25+ buněk nemají FOXP3 fenotyp, což mohlo být způsobenou 

ztrátou tohoto fenotypu v in vitro podmínkách. 

V dalším případě bylo ze vzorku nádoru izolováno přes 7 × 107 buněk, avšak při 

počítání buněk bylo zjištěno, že přibližně 1/3 těchto buněk je již mrtvá. Pro pokus bylo 

použito 3 × 107 milionů buněk, z nichž se podařilo izolovat pouze 6 × 104 živých Treg, 

což nebylo dostatečné množství pro pokračování pokusu, množství responderových 

T lymfocytů by však bylo dostatečné. 

Dále byl testován nádor, ze kterého bylo celkem izolováno pouze 1,4 × 107 buněk. 

Z tohoto nádoru bylo získáno pouze 1,52 × 105 Treg a překvapivě pouze 1,91 × 105 

responderových T lymfocytů.  

 Během trvání prospektivní studie, jsme nebyli schopni z buněčných suspenzí 

získat dostatečné množství buněk pro provedení supresivní analýzy, tudíž jsme nebyli 

schopni získat žádné relevantní výsledky. Pro případné další studie je však připraven 

protokol pro izolaci Treg a responderových T lymfocytů z nádorové tkáně a protokol pro 

jejich kokultivaci. 
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6. Diskuze 

 V této dizertační práci jsem studovala nádorové mikroprostředí s důrazem 

na charakterizaci imunitních buněk v HNSCC virové a nevirové etiologie. Pro tyto účely 

jsem v Laboratoři nádorové virologie a imunoterapie zavedla a optimalizovala metodu 

multispektrální IHC pro detekci buněk in situ ve FFPE vzorcích tkáně, částečně se 

podílela na zavedení metody CyTOF® pro detekci buněk v nádorové suspenzi a PBMC 

a také na zavedení supresivní analýzy regulačních T lymfocytů. Optimalizace uvedených 

metod byla podstatnou náplní mého studia, proto se budu v první části kapitoly zabývat 

diskuzí metodologie a v druhé části diskuzí výsledků. 

 Metody studia TME prošly v posledních desetiletích značným vývojem, a to 

v návaznosti na zdokonalování mikroskopických přístrojů, na vývoj zcela nových 

technických přístupů, a v neposlední řadě v návaznosti na vývoj programů, které jsou 

schopny získaná data analyzovat. Metoda mIHC založená na TSA je v současné době 

široce využívaná pro charakterizaci TME různých typů solidních nádorů (Pokrývková et 

al. 2022; Pokrývková et al. 2021; Mezheyeuski et al. 2018; S.W. Hong et al. 2022; Lee 

et al. 2021; Parra et al. 2017; Smahelova et al. 2024). Výhodou této metody je možnost 

sledovat velké množství různých znaků, neboť lze využít jakékoliv specifické 

nekonjugované primární protilátky proti antigenu našeho zájmu. Signál se amplifikuje 

vazbou sekundární protilátky a kovalentní vazbou fluoroforu, což vede k získání 

silnějšího signálu oproti klasickému značení chromogenem, a umožňuje tak detekovat 

i velmi raritní antigeny (Parra et al. 2017; Toth and Mezey 2007). Náročnost této metody 

spočívá ve strategii optimalizace panelu. Nejdříve je nutné protilátky optimalizovat 

v monoplexu, zejména určit vhodné pH pufru pro odmaskování epitopů a určit délku 

odhalování epitopů v daném pufru. Poté se sestavuje pořadí protilátek v panelu tak, aby 

byly respektovány potřebné časy pro odmaskování epitopů, a následně se k jednotlivým 

protilátkám přiřazují vhodné fluorofory. Tato část je zcela esenciální pro získání validních 

výsledků. Obecně se v metodách založených na fluorescenčním značení doporučuje pro 

četně exprimované znaky využít méně svítivé fluorofory, a naopak pro vzácněji 

exprimované znaky využít vysoce svítivé fluorofory (Lazarus et al. 2019). 

Pro minimalizaci vlivu spektrálních překryvů dále není vhodné pro koexprimující znaky 

použít fluorofory o blízké vlnové délce. Vzhledem k omezenému množství dostupných 

fluoroforů není vždy možné plně těmto doporučením vyhovět. V naší studii jsem 

detekovala imunitní buňky, pro jejichž fenotypizaci bylo nutné detekovat koexpresi více 
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znaků (Table 2, Pokrývková et al. 2022). V Panelu 1 jsem pro detekci Treg použila 

CD3-Opal620/CD4-Opal540/FOXP3-Opal520, avšak vzhledem k odlišné buněčné 

expresi daných znaků (jaderný signál FOXP3 a membránový signál CD4) nemůže dojít 

k fenotypizační chybě způsobené překryvem blízkých spekter, neboť případný překryv 

by byl odhalen přítomností přesahujícího fluoroforu v neočekávané buněčné lokalitě 

a programem InForm by tato buňka nebyla vyhodnocena jako pozitivní. Podobně 

v Panelu 4 jsem jadernou protilátku FOXP3 přiřadila k Opal570, abych minimalizovala 

vliv přesahů signálu Opal540 či Opal620.  

Z principu metody mIHC vyplývá nutnost práce s FFPE řezy, neboť tato tkáň je 

dostatečně odolná vůči opakujícím se krokům zahřívání v kyselém či zásaditém pH. 

Jistým úskalím může být i příprava a skladování těchto řezů (Gaffney et al. 2018). Pilotní 

optimalizační pokusy jsem provedla na HNSCC vzorcích od recentních pacientů (tedy 

délka skladování FFPE bloků byla v řádech několika měsíců). Při pilotním přenesení 

optimalizovaného panelu na vzorky z retrospektivní studie se ukázalo, že rozdíly 

v intenzitě signálů jsou markantní a bylo nutné některé primární protilátky zcela vyměnit 

a znovu titrovat koncentrace všech primárních protilátek či fluoroforů. Tyto diskrepance 

mohou být způsobeny jednak samotným stářím tkáně a její přirozené, v čase postupující 

oxidaci (retrospektivní vzorky jsou staré 10–20 let) (Combs et al. 2016) a jednak 

možnými rozdíly v přípravě FFPE bloků (např. odlišný protokol, chemikálie či lidský 

faktor) (Gaffney et al. 2018). 

Jednou z částí mé práce byla spolupráce na vyšetření vzorků čerstvě 

resektovaných nádorů pacientů s HNSCC a jejich periferní krve metodou CyTOF®. 

Pro tyto účely dr. Ingrid Poláková optimalizovala protokol pro značení buněk 

izolovaných z nádorů a PBMC pomocí 31 různých protilátek detekujících vybrané 

buněčné znaky (Polakova et al. 2019). Proces optimalizace metody CyTOF® pro vzorky 

solidních nádorů nebyl v literatuře dostatečně popsán, vzhledem k nutnosti disociace 

nádorů je proces optimalizace obtížnější oproti protokolům pro hematologické nádory. 

Dále jsme metodou CyTOF® vyšetřili nádory a periferní krev pacientů v rámci 

prospektivní studie, přičemž i v této části jsem se podílela na izolaci buněk z nádorů, 

izolaci PBMC, na procesu značení buněk protilátkovým koktejlem a částečně 

na vyhodnocení cytometrických dat. Výsledky této části prospektivní studie však zatím 

nejsou finálně zpracovány a publikovány, proto nejsou součástí této dizertační práce. 

Další částí mé práce bylo určení supresivní aktivity Treg izolovaných z čerstvé 

nádorové tkáně in vitro kultivací s responderovými T lymfocyty. Pro tyto účely jsme 
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zavedli protokol pro selektování Treg a responderových T lymfocytů z nádorové 

suspenze pomocí FACS, kterou jsme využili i pro značení metodou CyTOF®. Nicméně, 

z některých nádorových buněčných suspenzí nebylo možné získat dostatečné množství 

Treg pro kokultivační pokusy s responderovými T lymfocyty a v některých případech ani 

dostatek responderových T lymfocytů. Vysvětlením je pravděpodobně variabilita 

v množství Treg a T lymfocytů v jednotlivých vzorcích a také množství resektovaného 

materiálu, které bylo možné získat. Dále vzhledem k potřebě živých Treg pro kokultivaci 

nebylo možné pro rozlišení Treg využít intracelulární znaky a tyto buňky jsme 

charakterizovali na základě určení povrchových znaků CD4+CD25++, kdy zejména pro 

znak CD25 je nutné rozlišení na základě míry exprese znaku (5 % buněk s nejvyšší 

expresí CD25) (Schneider and Buckner 2011). Množství selektovaných Treg může proto 

být ovlivněno „gating“ strategií použitou pro třídění buněk.  

 

Během posledních let se značná pozornost věnuje zastoupení TIL v TME různých 

nádorů v souvislosti s prognózou pacientů. Stěžejní v tomto ohledu jsou práce z roku 

2014 a 2018, ve kterých skupina Jérôme Galona pro karcinom tlustého střeva představuje 

tzv. Imunoskóre (Galon et al. 2014; Pagès et al. 2018). Podstatou je vyhodnocení četnosti 

infiltrace CD3+ a CD8+ T lymfocytů v invazivním okraji nádoru pomocí IHC v FFPE 

řezech. Pacienti s vysokým Imunoskóre vykazují nižší míru rekurencí během 5 let 

sledování po operaci oproti pacientům s nízkým Imunoskóre. Vyhodnocení Imunoskóre 

také vykazuje vyšší přesnost predikce celkového přežití oproti zavedeným klinickým 

parametrům, jako je TNM (tumor, node, metastasis; stadium nádoru, zasažení uzlin, 

metastaze) klasifikace (Pagès et al. 2018). Recentně bylo Imunoskóre navrženo 

i pro hodnocení rektálních karcinomů (El Sissy et al. 2024). Ač by se mohlo zdát, že 

hodnocení Imunoskóre bude snadno přenositelné pro predikci přežívání pacientů 

s karcinomy v dalších lokalizacích, výsledky dalších studií toto zcela nepotvrzují. 

Například u triple negativního karcinomu prsu se Imunoskóre neukazuje jako 

signifikantní pro predikci přežívání těchto pacientů (X. Ren et al. 2023), 

u nemalobuněčného karcinomu plic se pro hodnocení přežívání navrhuje kvantifikace 

pouze stromálních CD8+ T lymfocytů (Donnem et al. 2015). U plicního adenokarcinomu 

(stadium III) se ukazuje, že hodnocení tzv. skóre GT, založeného na analýze nejbližší 

sousední buňky společně s hodnocením shlukování buněk, má silnější prediktivní 

vlastnosti než Imunoskóre (Z. Zeng et al. 2024). Paralelně se prognostická výhoda vysoké 

infiltrace TIL ukazuje u mnoha dalších nádorových onemocnění, např. melanomů, 
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nemalobuněčného karcinomu plic či u HNSCC (Wong et al. 2019; Donnem et al. 2015; 

Borsetto et al. 2021; Ruangritchankul et al. 2019). Pro nalezení prediktivního znaku 

přežívání pacientů s HNSCC je problematická velká heterogenita těchto karcinomů, která 

souvisí s rozdílnou anatomickou lokalizací a etiologií.  

V našich studiích jsme detekovali vyšší procento HPV+ karcinomů v oblasti 

orofaryngu ve srovnání s nádory dutiny ústní, a rozdílnou hladinu TIL a dalších 

imunitních buněk v nádorech různé etiologie (Pokrývková et al. 2021; Pokrývková et al. 

2022; Smahelova et al. 2024). Ukázali jsme, že HPV+ HNSCC jsou masivněji infiltrované 

TIL (CD3+, CD4+, CD8+ T lymfocyty), oproti nádorům HPV– (Pokrývková et al. 2022), 

což potvrzují i výsledky dalších skupin (Qureshi et al. 2022; Tosi et al. 2022; Badoual et 

al. 2013). Pozitivní vliv na prognózu pacienta je nejčastěji spojován s hladinou CD8+ 

T lymfocytů, a to vzhledem k jejich cytotoxicitě vůči nádorovým buňkám (Oguejiofor et 

al. 2015; Nordfors et al. 2013; Mukherjee et al. 2020). U pacientů s nádory hlavy a krku 

je metaanalýzou potvrzena prognostická výhoda vysoké infiltrace CD8+ T lymfocyty. 

Prognostický efekt na přežívání pacientů je pozorován zejména u pacientů s HPV+ 

karcinomy, avšak popisují jej i některé studie u HPV– pacientů (Borsetto et al. 2021).  

V naší studii jsme u HPV+ karcinomů detekovali vyšší infiltraci PD-1+CD8+ 

T lymfocytů oproti karcinomům HPV– a vyšší hladina těchto buněk byla spojena 

se zlepšeným přežíváním pacientů s HNSCC bez ohledu na etiologii nádoru (Pokrývková 

et al. 2022). Stejné výsledky jsou ukázány i dalšími studiemi (Tosi et al. 2022; Badoual 

et al. 2013). Molekula PD-1, exprimovaná aktivovanými lymfocyty, patří do skupiny 

imunitních kontrolních receptorů, které po vazbě ligandu inhibují aktivitu T lymfocytů 

(Freeman et al. 2000). Ukazuje se však, že PD-1+CD8+ T lymfocyty v TME jsou 

specifické vůči nádorovým antigenům a hrají klíčovou roli v regresi nádoru (Gros et al. 

2014), což může vysvětlit prognostickou výhodu vysoké infiltrace těmito buňkami. 

Kansy a kol. ve své studii uvádí, že v HPV+ karcinomech se převážně vyskytují CD8+ 

T lymfocyty s nízkou expresí PD-1, kdežto v HPV– karcinomech se vyskytují ve značné 

míře CD8+ lymfocyty se silnou expresí PD-1. Zdá se, že právě silná exprese PD-1  je 

spojena s vyčerpaným T-buněčným fenotypem a je spojena s horším přežíváním 

pacientů, kdežto nízká exprese PD-1 u CD8+ T lymfocytů se pojí s příznivou prognózou 

HNSCC pacientů, která může být důsledkem protinádorové aktivity aktivovaných CD8+ 

lymfocytů (Kansy et al. 2017). Také skupina Badoual popisuje, že část PD-1+ 

T lymfocytů v HNSCC nevykazuje vyčerpaný fenotyp, neboť u těchto buněk nedochází 

k současné expresi Tim-3 (Badoual et al. 2013). Z našich výsledků a výsledků ostatních 
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skupin tedy vyplývá, že PD-1+CD8+ T lymfocyty jsou stěžejní nádorově specifickou 

populací zodpovědnou za kontrolu nádorového růstu a nadějným prediktorem přežívání 

pacientů (Tosi et al. 2022; Pokrývková et al. 2022; Kansy et al. 2017; Badoual et al. 2013). 

Rozdíly v hladině exprese PD-1 na CD8+ T lymfocytech a rozdílná funkce těchto buněk 

v závislosti na statusu HPV mohou přispět k vysvětlení výraznější odpovědi HPV+ 

pacientů vůči imunoterapii založené na blokádě PD-1/PD-L1 oproti pacientům HPV– (J. 

Wang et al. 2019). 

Oproti CD8+ T lymfocytům, jejichž nespornou prognostickou úlohu diskutuji 

výše, vliv CD4+ T lymfocytů na prognózu pacientů s HNSCC není jednoznačný 

(Simonson and Allison 2011), neboť CD4+ T lymfocyty zahrnují spektrum buněčných 

populací s odlišnými funkcemi. V naší studii jsme detekovali vyšší hladinu CD4+ 

T lymfocytů v HPV+ karcinomech oproti karcinomům HPV–, avšak nepozorovali jsme 

vliv této populace na prognózu pacientů (Pokrývková et al. 2022). Naše výsledky se 

shodují s výsledky dalších skupin studujících karcinomy dutiny ústní a orofaryngu 

(Oguejiofor et al. 2017; Nordfors et al. 2013; Quan et al. 2020; Badoual et al. 2013). 

V naší studii jsme také pozorovali zvýšenou hladinu PD-1+CD4+ T lymfocytů 

v nádorovém parenchymu a stroma HPV+ karcinomů ve srovnání s karcinomy HPV–, 

podobně jako ve studii Badoual a kol. (2013), avšak na rozdíl od zmíněné publikace jsme 

nepozorovali vliv této populace na přežívání pacientů (Pokrývková et al. 2022).  

V naší studii jsme dále nepozorovali rozdíly v infiltraci CD4+FOXP3+ Treg mezi 

karcinomy HPV+ a HPV–, avšak ukázali jsme rozdílné zastoupení Treg lišící se expresí 

kostimulační molekuly ICOS (Pokrývková et al. 2022). Molekula ICOS podporuje 

transkripci FOXP3, čímž podporuje supresivní aktivitu Treg (Q. Chen et al. 2018). 

U karcinomů HPV+ jsme detekovali vyšší parenchymální hladinu Treg neexprimující 

ICOS (ICOS– Treg), zatímco u karcinomů HPV– jsme pozorovali vyšší stromální hladinu 

ICOS+ Treg (Pokrývková et al. 2022). Ukazuje se, že ICOS– Treg vykazují nižší 

supresivní aktivitu oproti ICOS+ Treg (Kornete, Sgouroudis, and Piccirillo 2012). Vyšší 

hladina ICOS+ Treg tedy může napomáhat k tvorbě imunosupresivního prostředí HPV– 

karcinomů. Hladina populací Treg či ICOS+/ICOS– Treg však neměla v naší studii vliv 

na prognózu, což je popsáno i v dalších studiích (Pokrývková et al. 2022; Tosi et al. 2022; 

Quan et al. 2020). Na rozdíl od výsledků naší studie, v jiné studii je zvýšená infiltrace 

Treg pozorována u HPV+ karcinomů, avšak opět není pozorován vliv jejich infiltrace 

na prognózu pacientů (Badoual et al. 2013). 
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Kromě hladiny TIL naše skupina detekovala TAM, což je další prognosticky 

významná skupina buněk v TME nádorů hlavy a krku. Studium makrofágů v TME je 

komplikované vzhledem k vysoké plasticitě těchto buněk (Sica and Mantovani 2012). 

Spektrum možných detekovatelných subpopulací TAM je široké, s čímž souvisí 

nekonzistence vědeckých studií v použitých znacích pro fenotypizaci, a proto i obtížné 

srovnávání těchto vědeckých výstupů (Jayasingam et al. 2019). V naší studii jsme 

detekovali TAM dle přítomnosti pan-makrofágového znaku CD68 a dále znakem CD80 

pro typ M1 a znakem CD163 a ARG1 pro typy M2 (Pokrývková et al. 2021). Ve studii 

Henga a kol. detekují M2 také pomocí CD163 a dále CD206 v karcinomech laryngu 

a také popisují populaci HLA-DR++CD206+ makrofágů, která ze své podstaty stojí 

na pomezí mezi typy M1 a M2, neboť vykazuje znaky obou populací (Heng et al. 2023). 

V jiné studii jsou jako charakterizující znaky TAM použity CD68 či CD163 a jako znak 

M2 je použit CD206 (Qureshi et al. 2022). Použití CD163 jako pan-makrofágového znaku 

je překvapující, neboť v naší i mnoha dalších studiích je tento znak považován 

za výhradní znak M2 (Pokrývková et al. 2021; Jayasingam et al. 2019; Tosi et al. 2022; 

Bisheshar et al. 2022; Heng et al. 2023).  

Výsledky naší studie ukázaly vyšší expresi M2-asociovaných znaků (ARG1, 

CD163 a PTGS2) na úrovni mRNA a vyšší stromální infiltraci M2 produkujících ARG1 

imunohistochemicky v HPV– HNSCC, oproti karcinomům HPV+. Pomocí mIHC jsme 

nedetekovali rozdíl v zastoupení M1 mezi skupinami pacientů, avšak v karcinomech 

HPV+ jsme pozorovali zvýšené množství mRNA NOS2, tento znak M1 však nebyl 

zahrnut do našeho imunohistochemického panelu (Pokrývková et al. 2021). Podobně 

zvýšenou míru M2 ve stroma vykazují pacienti s HPV– HNSCC, kteří jsou léčeni 

chemo/bioradioterapií (Ou et al. 2019). Ve studii Tosi a kol. však ukazují vyšší 

intratumorální i stromální infiltraci M1 i M2 u HPV+ karcinomů orofaryngu oproti 

karcinomům HPV– (Tosi et al. 2022). Zvýšená četnost TAM M2 se také pojí s horší 

prognózou pacientů u karcinomů laryngu, dutiny ústní, či karcinomů mimo oblast hlavy 

a krku, např. u karcinomů prsu, ovarií, žaludku či nemalobuněčného karcinomu plic 

(Miyasato et al. 2017; Yin et al. 2017; Yuan et al. 2017; Soo et al. 2018; Heng et al. 2023; 

Hadler-Olsen and Wirsing 2019; Bisheshar et al. 2022). V naší studii jsme dále ukázali, 

že vyšší hladina mRNA ARG1, M2-asociovaného znaku, se pojí s horším přežíváním 

HNSCC pacientů, zároveň nízká hladina mRNA ARG1, kterou jsme přednostně 

pozorovali u HPV+ karcinomů nižšího patologického stádia, souvisí s lepším přežíváním 

těchto pacientů (Pokrývková et al. 2021). Podobný efekt na přežívání je pozorován 
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i u pacientů s karcinomem kolorekta (Ma et al. 2019). Mimo makrofágy M2, silnými 

producenty ARG1 v TME jsou také TAN či MDSC (Heuvers et al. 2013; W. Ren et al. 

2020; García-Navas, Gajate, and Mollinedo 2021). V naší studii jsme detekovali vyšší 

parenchymální i stromální hladinu CD68–ARG1+ buněk, u kterých předpokládáme, 

že mohou být TAN či MDSC, tedy buňky podílející se na imunosupresivním TME 

(Pokrývková et al. 2021). Popisuje se, že ARG1 snižuje aktivaci cytotoxických CD8+ 

buněk v TME, což vede ke snížení protinádorové imunity a podpoře progrese nádoru 

(Hurt et al. 2017). Inhibicí arginázy naopak dochází k silné indukci proliferace 

T lymfocytů (Vonwirth et al. 2020). 

Výsledky naší skupiny poukazují na zvýšenou hladinu prozánětlivých M1 

v mikroprostředí HPV+ karcinomů, a naopak vyšší hladinu imunosupresivních ARG1 

produkujících buněk včetně M2 v mikroprostředí HPV– karcinomů. Pro plné pochopení 

funkce TAM v mikroprostředí nádorů je nezbytná podrobná a víceznaková 

charakteristika TAM, která by pokryla variabilitu v populacích makrofágů. 

Důležitou molekulou, která je také spojena s činností TAM, je proangiogenní 

faktor VEGF. Detekovali jsme vyšší hladinu VEGF v parenchymu karcinomů HPV– 

ve srovnání s karcinomy HPV+ (Smahelova et al. 2024), což ukazují i výsledky další 

studie (Baruah et al. 2015). Vyšší hladina tohoto faktoru je spojena s výraznější 

agresivitou nádorů, a zároveň je rizikovější pro přežívání pacientů s HNSCC (Sauter et 

al. 1999; Kyzas, Cunha, and Ioannidis 2005). Hladinu VEGF ovlivňuje hypoxie nádoru, 

což je fenomén spojený s nepříznivou prognózou pacientů (Mohamed et al. 2004; Morand 

et al. 2020). V naší studii jsme sledovali hladinu dalších proteinů spojených s hypoxií 

a detekovali jsme vyšší hladinu proteinů Hif-1α, GLUT1 a MMP13 u karcinomů HPV+ 

ve srovnání s karcinomy HPV– (Smahelova et al. 2024). V modelech nezahrnujících 

status HPV se vyšší hladina proteinů Hif-1α a GLUT1 pojila s lepším přežíváním HNSCC 

pacientů, což však vzhledem k jejich vyšší četnosti v HPV+ karcinomech může odrážet 

přítomnost viru, nikoliv míru hypoxie. Vyšší hladina proteinů Hif-1α a GLUT1 se 

v karcinomech dutiny ústní pojí s vyšší invazivitou oproti karcinomům s nižší hladinou 

těchto proteinů, na druhou stranu status HPV v této studii není vyšetřován, takže výsledky 

této studie mohou být ovlivněny nízkou prevalencí viru v karcinomech dutiny ústní 

(Morand et al. 2020). Vyšší hladina proteinů Hif-1α a GLUT1 v nádorech virové etiologie 

může odrážet aktivní virovou infekci, neboť je prokázán pozitivní vliv virových 

onkoproteinů E6 a E7 na hladinu těchto proteinů (R. Fan et al. 2016). 
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Vyhodnocení studií zabývajících se charakteristikou nádorového mikroprostředí 

HNSCC má četné limitace. Mimo biologickou variabilitu HNSCC (rozdílná lokalizace 

a etiologie nádorů) je pro určení prediktivního znaku přežívání pacientů překážkou 

odlišná metodologie studia TME, což velmi ztěžuje zobecnění výsledků těchto studií či 

zahrnutí do klinické praxe (Hadler-Olsen and Wirsing 2019). V řadě studií se nerozlišuje 

přesná anatomická lokalizace nádorů. Nádory orofaryngu jsou specifické, neboť jsou 

z velké části infikovány virem HPV, kdežto u nádorů dutiny ústní je virová pozitivita 

nižší (Partlova et al. 2015; Pokrývková et al. 2021; Pokrývková et al. 2022). Proto by 

oddělené studium těchto nádorů mohlo přinést signifikantnější výsledky. S tímto 

fenoménem souvisí také časté vynechání informace o statusu HPV při hodnocení 

prediktivních znaků přežívání. Mnohdy jsou provedeny pouze univariantní analýzy 

přežívání, avšak vzhledem k tomu, že status HPV je silným prediktorem přežívání, je 

zcela nezbytné provést multivariantní analýzy přežívání, ve kterých je informace 

o virovém statusu zahrnuta. Z hlediska metodologie studia TME také narážíme na jistá 

úskalí. Ukazuje se, že zastoupení imunitních buněk se liší v nádorovém parenchymu 

a okolním stroma, avšak v mnoha imunohistochemických studiích se nádor hodnotí jako 

celek. V poslední době však stále více skupin, včetně naší pracovní skupiny, provádí 

detailní imunohistochemickou prostorovou charakteristiku TME. Publikace se dále 

liší metodologií kvantifikace pozitivních buněk. V rámci IHC se setkáváme buď 

s přesným numerickým hodnocením (např. počty buněk vztažených na plochu tkáně), či 

s hodnocením míry exprese (nízká/střední/vysoká či využití mediánu). Nelze říct, že by 

se tyto dva přístupy vylučovaly, avšak je velmi těžké mezi sebou studie porovnat, zejména 

v druhém případě mohou být výstupy ovlivněny nastavením hraničních hodnot 

jednotlivých kategorií. Z tohoto ohledu se zdá být přístup numerické kvantifikace 

(s využitím počítačových algoritmů) lépe reprodukovatelný. Do budoucna je vhodné 

pracovat na standardizaci metodiky hodnocení TIL/imunitních znaků pro predikci 

přežívání pacientů s HNSCC podobně, jako je tomu v případě karcinomů kolorekta 

(Pagès et al. 2018). Jako velmi slibná se jeví aktivita Mezinárodní imuno-onkologické 

pracovní skupiny zabývající se biomarkery (International Immuno-Oncology Biomarkers 

Working Group), která již vydala několik doporučení pro hodnocení TIL v lidských 

nádorech, včetně HNSCC (Hendry et al. 2017). 
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7. Souhrn 

V této dizertační práci jsem ukázala, že nádorové mikroprostředí HNSCC virové 

a nevirové etiologie vykazuje značné rozdíly z hlediska infiltrace imunitních buněk, které 

svými cytokiny či vzájemnými interakcemi ovlivňují nádorový růst (tabulka 2). 

Karcinomy HPV+ jsou silněji infiltrovány TIL oproti karcinomům HPV–, což patrně vede 

k nastolení silnější protinádorové imunitní odpovědi a tím i k lepšímu přežívání pacientů 

s HNSCC. Infekce HPV indukuje tvorbu paměťových antivirových CD8+ T lymfocytů 

cílených proti antigenům HPV. Naopak, v karcinomech HPV– se nachází více 

imunosupresivních makrofágů typu M2, vyšší hladina mRNA genů asociovaných 

s fenotypem M2 či dalšími supresivními buňkami TME, vyšší hladina VEGF, což 

společně s nižší infiltrací TIL naznačuje imunosupresivní mikroprostředí těchto nádorů 

podporující nádorovou progresi. Status HPV se zdá být stěžejním faktorem přežívání 

pacientů s HNSCC. Dále jsou hladiny PD-1+CD8+ T lymfocytů a mRNA ARG1 navrženy 

jako nezávislý faktor predikující přežívání pacientů s HNSCC. Hladina buněk 

produkujících HIF-1α a GLUT1 je také spojena s přežíváním pacientů s HNSCC, avšak 

pouze v modelech nezahrnujících status HPV (Pokrývková et al. 2021; Pokrývková et al. 

2022; Smahelova et al. 2024). 
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Tabulka 2. Shrnutí rozdílů mikroprostředí HNSCC virové (HPV+) a nevirové (HPV–) etiologie: 

A) rozdílné zastoupení imunitních buněk a buněk produkujících vybrané znaky, B) rozdílná 

hladina mRNA genů exprimovaných v TME. 

A) Buněčné populace, jejichž hladina je v dané skupině nádorů signifikantně vyšší  

HPV+ HPV– 

Nádorový parenchym Stroma 
Nádorový 

parenchym 
Stroma 

CD3+ T lymfocyty 1  CD3+ T lymfocyty 1 ARG1+ buňky 2 ARG1+ buňky 2 

CD4+ T lymfocyty 1 CD4+ T lymfocyty 1 VEGFA+ buňky 3 CD68+ARG1+ M2 2 

CD8+ T lymfocyty 1  CD8+ T lymfocyty 1   

PD-1+CD4+ T lymfocyty 1 PD-1+CD4+ T lymfocyty 1  CTLA4+CD4+ T lymfocyty 1 

PD-1+CD8+ T lymfocyty 1 PD-1+CD8+ T lymfocyty 1  ICOS+ Treg 1 

ICOS— Treg 1    

GLUT1+ buňky 3 GLUT1+ buňky 3   

MMP13+ buňky 3 MMP13+ buňky 3   

HIF-1α+ buňky 3    

ASPH+ buňky 3    

B) mRNA, jejichž hladina je v dané skupině nádorů signifikantně vyšší 

HPV+ HPV– 

NOS2 3 CD163 2 

 ARG1 2 

 PTGS2 (COX-2) 2 

 EPAS1 (HIF-2α) 2 

1 Pokrývková et al. 2022 2 Pokrývková et al. 2021 3 Smahelova et al. 2024 
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Doplňkové soubory 

 

Figure S1: Detection of M1 and M2 macrophages in the tumor parenchyma and stroma using 

fIHC. Representative pictures of HPV+ (left) and HPV- (right) tumors stained with CD68 

(orange), CD80 (yellow), CD163 (green), ARG1 (magenta), and Cytokeratin Pan Type I/II (red) 

antibodies and DAPI (blue). The parenchyma/stroma segmentation was performed according to 

a cytokeratin positivity/negativity, respectively. Pictures were snapped using the Mantra Snap 

1.0.3. software (Akoya Biosciences, Menlo Park, CA, USA) with a magnification of 20×10 and 

analyzed with the InForm 2.4.6. software (Akoya Biosciences, Menlo Park, CA, USA) with 

prepared algorithm; the fluorophores intensities are normalized for exposure times. The scalebars 

represent 50 μm and were added in the Fiji (ImageJ) software. 
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Figure S2: Cell phenotyping. Different cell populations were segmented and phenotyped using 

InForm 2.4.6. software (Akoya Biosciences, Menlo Park, CA, USA) with prepared algorithm. 

From original 20x10 pictures, representative cutouts were done in stroma (upper, cytokeratin 

negative area) and parenchyma (lower, cytokeratin positive area) in InForm 2.4.6. Red circles 

represent cell membrane. M1 (CD68+CD80+) – cyan dot, M2 (CD68+CD163+) – green dot, M2-

ARG (CD68+ARG1+) – red dot, ARG1 (ARG1+) – white dot, CD80+ (CD80+) – yellow dot, 

other phenotypes – blue dot. The fluorophores intensities are normalized for exposure times. The 

scalebars represent 50 μm and were added in the Fiji (ImageJ) software.  
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Figure S3: Kaplan-Meier estimator plots of A) HPV+ and HPV- patients, B) of tumor stage (S), 

where “low” represents S I + II, and “high” S III + IV, and C) of ARG1 mRNA level which was 

divided into two equal halves – “low” and “high” with threshold value 6.26.  
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 Table S3. 

 

Cox models with 3 variables including the HPV status

model No variable HR p.value BIC score model No variable HR p.value BIC score model No variable HR p.value BIC score model No variable HR p.value BIC score

1 HPV.RNA 0.14637 0.0011 169.1593 1 HPV.RNA 0.226692 0.0057 171.4986 1 pS 1.55479 0.0179 308.9604 1 pS 1.566067 0.0160 307.3143

PD1+CD8+_stroma0.436487 0.0007 T.cells.P1 2.785267 0.0094 HPV.RNA 0.257091 0.0003 HPV.RNA 0.258442 0.0004

CD4+/Treg_par 3.182563 0.0016 PD1+CD8+ 0.355329 0.0001 PD1+CD8+_par 0.527126 0.0003 PD1+CD8+ 0.521326 0.0001

2 HPV.RNA 0.187645 0.0033 172.3308 2 pS 1.906089 0.0119 171.6344 2 pS 1.591836 0.0138 309.7149 2 pN 1.47982 0.0315 308.8584

PD1+CD8+_par 0.44781 0.0042 HPV.RNA 0.231208 0.0055 HPV.RNA 0.247861 0.0002 HPV.RNA 0.24985 0.0005

CD4+/Treg_par 2.453823 0.0035 PD1+CD8+ 0.428362 0.0009 PD1+CD8+_stroma0.553497 0.0003 PD1+CD8+ 0.522455 0.0002

3 pS 1.952364 0.0108 172.7825 3 pN 1.915024 0.0131 172.2152 3 HPV.RNA 0.226894 0.0003 309.759 3 HPV.RNA 0.256379 0.0005 308.9285

HPV.RNA 0.219709 0.0039 HPV.RNA 0.227516 0.0062 PD1+CD8+_par 0.540609 0.0004 T.cells.P1 1.931267 0.0336

PD1+CD8+_stroma0.455129 0.0012 PD1+CD8+ 0.406855 0.0005 CD4+/Treg_par 1.680761 0.0247 PD1+CD8+ 0.453597 0.0000

4 HPV.RNA 0.16932 0.0023 172.9731 4 HPV.RNA 0.204919 0.0042 172.3376 4 pN 1.459154 0.0370 310.5702 4 HPV.RNA 0.247207 0.0004 309.3699

PD1+CD4+_stroma 0.5145 0.0016 CD3+CD8+ 2.341674 0.0156 HPV.RNA 0.249698 0.0004 CD3+CD8+ 1.729655 0.0457

CD4+/Treg_par 2.521778 0.0068 PD1+CD8+ 0.33497 0.0001 PD1+CD8+_par 0.533353 0.0004 PD1+CD8+ 0.441358 0.0000

5 pN 2.003411 0.0106 173.0843 5 HPV.RNA 0.222485 0.0059 172.8245 5 HPV.RNA 0.206367 0.0002 310.7943 5 HPV.RNA 0.37583 0.0130 310.206

HPV.RNA 0.21071 0.0042 PD1+CD8+ 0.372241 0.0002 PD1+CD8+_stroma0.576805 0.0005 CTLA4+CD8+1.940912 0.0403

PD1+CD8+_stroma0.422111 0.0007 CD8+/Treg 2.030475 0.0119 CD4+/Treg_par 1.77447 0.0225 PD1+CD8+ 0.497041 0.0002

6 HPV.RNA 0.19134 0.0041 173.1907 6 HPV.RNA 0.259764 0.0110 172.8528 6 pN 1.510852 0.0264 311.2507 6 HPV.RNA 0.266425 0.0007 310.2892

PD1+CD8+_stroma0.365223 0.0004 PD1+CD8+ 0.418038 0.0005 HPV.RNA 0.237779 0.0003 PD1+CD8+ 0.518549 0.0001

CD8+/Treg 2.364315 0.0082 CD3+CD4+ 1.998409 0.0169 PD1+CD8+_stroma0.551851 0.0005 CD3+CD4+ 1.498723 0.0688

7 HPV.RNA 0.171638 0.0021 173.3623 7 AGE 0.941738 0.0064 172.9636 7 pS 1.564708 0.0176 311.4258 7 HPV.RNA 0.262622 0.0007 310.7906

PD1+CD4+_par 0.459681 0.0044 T.cells.P1 2.32495 0.0246 HPV.RNA 0.274252 0.0004 PD1+CD8+ 0.49316 0.0001

CD4+/Treg_par 2.660468 0.0036 PD1+CD8+ 0.303319 0.0000 PD1+CD4+_par 0.523819 0.0008 CD8+/Treg 1.473579 0.0853

8 HPV.RNA 0.152778 0.0010 173.4734 8 HPV.RNA 0.268457 0.0124 173.3163 8 pT 1.475124 0.0528 311.5838 8 pT 1.406744 0.0816 310.8318

CD4+/Treg_par 2.529958 0.0056 PD1+CD8+ 0.433769 0.0009 HPV.RNA 0.328142 0.0026 HPV.RNA 0.325969 0.0027

zero_PD1+CD8+_stroma4.006045 0.0014 CD4+/Treg 1.804816 0.0158 PD1+CD8+_par 0.552122 0.0008 PD1+CD8+ 0.558369 0.0005

9 HPV.RNA 0.197551 0.0051 173.6916 9 AGE 0.93643 0.0040 173.5866 9 HPV.RNA 0.255327 0.0005 311.6853 9 smoking actual0.420376 0.0218 311.2268

CD8+/Treg 2.314675 0.0079 CD3+CD8+ 2.014524 0.0330 PD1+CD8+_par 0.494589 0.0002 CTLA4+CD8+1.993215 0.0342

PD1+CD4+_stroma0.385832 0.0001 PD1+CD8+ 0.29003 0.0000 CD8+/Treg_par 1.555081 0.0704 PD1+CD8+ 0.477636 0.0001

10 HPV.RNA 0.212609 0.0051 173.9389 10 AGE 0.947166 0.0093 173.7206 10 P16 0.232096 0.0002 312.0162 10 smoking actual0.33369 0.0026 311.2346

CD8+/Treg 2.326272 0.0176 PD1+CD8+ 0.338512 0.0001 pS 1.704676 0.0065 pS 1.402752 0.0657

PD1+CD8+_stroma0.351675 0.0001 CD4+/Treg 1.782805 0.0275 zero_PD1+CD8+_par2.891375 0.0017 PD1+CD8+ 0.503467 0.0001

11 pS 1.906523 0.0118 174.0316 11 AGE 0.947509 0.0109 173.8402 11 pS 1.507461 0.0253 312.1163 11 smoking actual0.356573 0.0367 311.301

HPV.RNA 0.231118 0.0050 PD1+CD8+ 0.337516 0.0000 HPV.RNA 0.265285 0.0003 CTLA4+CD8+2.380958 0.0043

PD1+CD8+_par 0.44224 0.0026 CD3+CD4+ 1.846098 0.0353 PD1+CD4+_stroma0.575562 0.0006 PD1+CD8+ 0.451538 0.0000

12 HPV.RNA 0.170634 0.0023 174.1475 12 AGE 0.940274 0.0056 173.8587 12 HPV.RNA 0.271125 0.0007 312.1468 12 HPV.RNA 0.277447 0.0010 311.3274

CD4+/Treg_par 2.875455 0.0026 PD1+CD8+ 0.304106 0.0000 CD3+CD8+_stroma1.556955 0.0990 PD1+CD8+ 0.543553 0.0003

zero_PD1+CD8+_par4.409886 0.0028 CD8+/Treg 1.901543 0.0287 PD1+CD8+_par 0.475458 0.0003 CD4+/Treg 1.339731 0.1195

13 AGE 0.934959 0.0032 174.568 13 pT 2.041618 0.0090 174.115 13 HPV.RNA 0.242806 0.0003 312.2197 13 gender 1.994167 0.1097 311.3584

CD3+CD8+_stroma 2.19209 0.0165 T.cells.P1 2.60245 0.0201 PD1+CD8+_stroma0.506621 0.0002 HPV.RNA 0.293462 0.0014

PD1+CD8+_stroma0.296947 0.0000 PD1+CD8+ 0.337618 0.0001 CD8+/Treg 1.654681 0.0422 PD1+CD8+ 0.52543 0.0003

14 HPV.RNA 0.190866 0.0022 174.8729 14 CTLA4+CD8+3.846009 0.0035 174.2701 14 HPV.RNA 0.233548 0.0003 312.5562 14 T.cells.P3 0.555333 0.0165 311.5926

CD8+/Treg_par 2.325653 0.0107 PD1+CD8+ 0.282884 0.0001 PD1+CD4+_par 0.550753 0.0013 CTLA4+CD8+2.618491 0.0019

zero_PD1+CD8+_stroma6.912434 0.0002 CD4+/Treg 1.890937 0.0193 CD4+/Treg 1.694253 0.0297 PD1+CD8+ 0.520055 0.0011

15 pN 1.85146 0.0166 175.1051 15 pT 1.746285 0.0301 174.6146 15 P16 0.286873 0.0015 312.5694 15 P16 0.301377 0.0025 311.6413

HPV.RNA 0.233017 0.0062 HPV.RNA 0.322751 0.0288 pS 1.705464 0.0066 pS 1.709204 0.0067

PD1+CD8+_par 0.430483 0.0019 PD1+CD8+ 0.505861 0.0088 PD1+CD8+_par 0.602231 0.0061 PD1+CD8+ 0.593438 0.0035

16 pS 1.757187 0.0265 175.1164 16 AGE 0.948481 0.0234 174.7118 16 HPV.RNA 0.277124 0.0009 312.617 16 smoking 0.492267 0.1838 311.7461

HPV.RNA 0.247115 0.0070 CTLA4+CD8+2.782998 0.0228 PD1+CD8+_par 0.523593 0.0004 HPV.RNA 0.39953 0.0229

PD1+CD4+_stroma0.506574 0.0017 PD1+CD8+ 0.313094 0.0002 CD3+CD4+_stroma1.415547 0.1222 PD1+CD8+ 0.55077 0.0004

17 pN 1.773296 0.0265 175.4193 17 pT 1.874157 0.0190 174.7689 17 HPV.RNA 0.250911 0.0004 312.6184 17 CTLA4+CD8+2.37189 0.0057 311.9644

HPV.RNA 0.240117 0.0074 CTLA4+CD8+3.20682 0.0061 CD3+CD8+_stroma1.645959 0.0583 PD1+CD8+ 0.395201 0.0000

PD1+CD4+_stroma0.472145 0.0008 PD1+CD8+ 0.364415 0.0007 PD1+CD8+_stroma0.490144 0.0002 zero_Ki67 0.419001 0.0387

18 pS 1.904033 0.0133 175.4813 18 Smoking 0.154058 0.0709 174.8091 18 HPV.RNA 0.310619 0.0019 312.6696 18 smoking actual0.323796 0.0020 311.9815

HPV.RNA 0.23592 0.0048 pS 1.658209 0.0430 CCR4+_stroma 0.65777 0.1190 T.cells.P1 1.662151 0.0934

PD1+CD4+_par 0.458473 0.0034 PD1+CD8+ 0.391122 0.0002 PD1+CD8+_par 0.58388 0.0018 PD1+CD8+ 0.451147 0.0000

19 HPV.RNA 0.204253 0.0053 175.5151 19 AGE 0.949053 0.0171 174.835 19 pN 1.478795 0.0302 312.7352 19 HPV.RNA 0.272541 0.0010 311.9933

PD1+CD8+_stroma 0.44323 0.0008 pS 1.590213 0.0684 HPV.RNA 0.25884 0.0004 PD1+CD8+ 0.526114 0.0003

CD8+/Treg_stroma1.753282 0.0243 PD1+CD8+ 0.367864 0.0001 PD1+CD4+_par 0.528472 0.0009 CD4+(P4) 1.348115 0.2030

20 AGE 0.950471 0.0132 175.6852 20 T.cells.P1 2.373665 0.0356 174.9128 20 P16 0.338592 0.0107 312.835 20 HPV.RNA 0.38297 0.0198 312.0352

PD1+CD8+_stroma0.371245 0.0001 CTLA4+CD8+3.371615 0.0058 pS 1.586937 0.0174 PD1+CD8+ 0.518206 0.0004

CD4+/Treg_par 1.975519 0.0309 PD1+CD8+ 0.248466 0.0000 T.cells.P3 0.478399 0.0038 Zero_Ki67 0.58 0.2158

Disease specific survival (DSS) Overall survival (OS)

parenchyma or stroma parenchyma + stroma parenchyma or stroma parenchyma + stroma
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Cox models with 3 variables with the HPV status NOT included

model No variable HR p.value BIC model No variable HR p.value BIC model No variable HR p.value BIC model No variable HR p.value BIC

1 AGE 0.934959 0.0032 174.568 1 AGE 0.941738 0.0064 172.9636 1 smoking actual 0.368174 0.0055 313.1308 1 smoking actual 0.420376 0.0218 311.2268

CD3+CD8+_stroma2.19209 0.0165 T.cells.P1 2.32495 0.0246 pT 1.444872 0.0709 CTLA4+CD8+ 1.993215 0.0342

CD8+PD1+_stroma0.296947 0.0000 CD8+PD1+ 0.303319 0.0000 CD8+PD1+_par 0.521253 0.0003 CD8+PD1+ 0.477636 0.0001

2 AGE 0.950471 0.0132 175.6852 2 AGE 0.93643 0.0040 173.5866 2 smoking actual 0.338587 0.0026 313.1976 2 smoking actual 0.33369 0.0026 311.2346

CD8+PD1+_stroma0.371245 0.0001 CD3+CD8+ 2.014524 0.0330 pS 1.35802 0.0930 pS 1.402752 0.0657

CD4+/Treg_par 1.975519 0.0309 CD8+PD1+ 0.29003 0.0000 CD8+PD1+_par 0.508048 0.0002 CD8+PD1+ 0.503467 0.0001

3 smoking 0.116404 0.0431 175.7213 3 AGE 0.947166 0.0093 173.7206 3 smoking actual 0.311118 0.0014 313.3038 3 smoking 0.356573 0.0367 311.301

CD8+PD1+_stroma0.344012 0.0002 CD8+PD1+ 0.338512 0.0001 CD8+PD1+_par 0.509309 0.0002 CTLA4+CD8+ 2.380958 0.0043

CD8+/Treg_par 2.159807 0.0218 CD4+/Treg 1.782805 0.0275 CD4+/Treg_par 1.424799 0.0910 CD8+PD1+ 0.451538 0.0000

4 smoking 0.155938 0.0709 175.9681 4 AGE 0.947509 0.0109 173.8402 4 smoking actual 0.338929 0.0027 313.4196 4 T.cells.P3 0.555333 0.0165 311.5926

CD8+PD1+_stroma0.41744 0.0004 CD8+PD1+ 0.337516 0.0000 ccr4+_stroma 0.638554 0.0926 CTLA4+CD8+ 2.618491 0.0019

CD4+/Treg_par 1.974738 0.0267 CD3+CD4+ 1.846098 0.0353 CD8+PD1+_par 0.555815 0.0008 CD8+PD1+ 0.520055 0.0011

5 smoking actual 0.318231 0.0209 176.0227 5 AGE 0.940274 0.0056 173.8587 5 gender 2.054821 0.0981 313.7539 5 CTLA4+CD8+ 2.37189 0.0057 311.9644

CD8+PD1+_stroma0.411248 0.0004 CD8+PD1+ 0.304106 0.0000 smoking actual 0.32004 0.0018 CD8+PD1+ 0.395201 0.0000

CD4+/Treg_par 2.409741 0.0115 CD8+/Treg 1.901543 0.0287 CD8+PD1+_par 0.495467 0.0003 zero_Ki67 0.419001 0.0387

6 smoking 0.122936 0.0498 176.2676 6 pT 2.041618 0.0090 174.115 6 pT 1.539667 0.0337 313.7734 6 smoking actual 0.323796 0.0020 311.9815

CD8+/Treg_par 2.162611 0.0204 T.cells.P1 2.60245 0.0201 T.cells.P3 0.48879 0.0056 T.cells.P1 1.662151 0.0934

CD4+PD1+_stroma0.361369 0.0000 CD8+PD1+ 0.337618 0.0001 CD8+PD1+_par 0.643052 0.0296 CD8+PD1+ 0.451147 0.0000

7 AGE 0.952305 0.0143 176.3868 7 CTLA4+CD8+3.846009 0.0035 174.2701 7 smoking actual 0.454471 0.0472 313.8761 7 smoking actual 0.419307 0.0215 312.1366

CD8+PD1+_par 0.334758 0.0004 CD8+PD1+ 0.282884 0.0001 T.cells.P3 0.636018 0.1232 CD8+PD1+ 0.492867 0.0001

CD4+/Treg_par 1.788962 0.0341 CD4+/Treg 1.890937 0.0193 CD8+PD1+_par 0.622823 0.0205 zero_Ki67 0.511836 0.1130

8 smoking 0.152351 0.0685 176.5041 8 AGE 0.948481 0.0234 174.7118 8 T.cells.P3 0.413155 0.0002 314.0816 8 pS 1.538025 0.0263 312.2301

pS 1.69768 0.0402 CTLA4+CD8+2.782998 0.0228 CD8+/Treg_par 1.49639 0.0681 CD8+PD1+ 0.403959 0.0000

CD8+PD1+_stroma0.416796 0.0004 CD8+PD1+ 0.313094 0.0002 CD4+PD1+_stroma0.59359 0.0066 zero_Ki67 0.308619 0.0059

9 AGE 0.936283 0.0044 176.6148 9 pT 1.874157 0.0190 174.7689 9 pS 1.371915 0.0837 314.1336 9 smoking actual 0.326138 0.0025 312.3557

CD8+PD1+_stroma0.361959 0.0001 CTLA4+CD8+3.20682 0.0061 T.cells.P3 0.437054 0.0005 pN 1.32214 0.1167

CD8+/Treg_stroma1.710039 0.0363 CD8+PD1+ 0.364415 0.0007 CD4+PD1+_stroma0.662973 0.0208 CD8+PD1+ 0.505114 0.0001

10 AGE 0.942622 0.0085 176.8475 10 smoking 0.154058 0.0709 174.8091 10 smoking 0.267995 0.0095 314.1831 10 gender 2.073718 0.0945 312.3647

CD8+PD1+_stroma0.437585 0.0008 pS 1.658209 0.0430 pS 1.478119 0.0357 smoking actual 0.323885 0.0022

zero_CCR4+Treg_par2.896481 0.0307 CD8+PD1+ 0.391122 0.0002 CD8+PD1+_par 0.477131 0.0001 CD8+PD1+ 0.498565 0.0001

11 T.cells.P3 0.483963 0.0230 176.9266 11 AGE 0.949053 0.0171 174.835 11 smoking 0.477229 0.1703 314.1945 11 smoking actual 0.314672 0.0018 312.401

CD8+PD1+_stroma0.49518 0.0071 pS 1.590213 0.0684 smoking actual 0.445526 0.0352 CD3+CD8+ 1.506767 0.1223

CD4+/Treg_par 2.227778 0.0188 CD8+PD1+ 0.367864 0.0001 CD8+PD1+_par 0.527838 0.0004 CD8+PD1+ 0.445434 0.0001

12 AGE 0.953798 0.0333 176.9542 12 T.cells.P1 2.373665 0.0356 174.9128 12 smoking 0.404388 0.0736 314.1955 12 smoking actual 0.367028 0.0057 312.4042

pT 1.827002 0.0331 CTLA4+CD8+3.371615 0.0058 T.cells.P3 0.55563 0.0283 pT 1.380462 0.1049

CD8+PD1+_par 0.425011 0.0018 CD8+PD1+ 0.248466 0.0000 CD8+PD1+_par 0.628884 0.0233 CD8+PD1+ 0.5344 0.0002

13 smoking 0.130965 0.0516 177.0783 13 AGE 0.949985 0.0233 175.0763 13 smoking actual 0.331544 0.0024 314.2729 13 smoking 0.275217 0.0102 312.4266

CCR4+Treg_stroma0.586071 0.0362 pT 1.696472 0.0525 pN 1.273596 0.1677 pS 1.481535 0.0331

CD8+PD1+_stroma0.471942 0.0020 CD8+PD1+ 0.416333 0.0007 CD8+PD1+_par 0.512651 0.0003 CD8+PD1+ 0.483362 0.0000

14 smoking 0.16416 0.0796 177.1016 14 CTLA4+CD8+3.960034 0.0027 175.0917 14 pS 1.404139 0.0666 314.3808 14 pT 1.524554 0.0371 312.6679

CD8+PD1+_par 0.375282 0.0011 CD8+PD1+ 0.255681 0.0000 T.cells.P3 0.446189 0.0012 CTLA4+CD8+ 2.782009 0.0009

CD4+/Treg_par 1.808713 0.0282 CD8+/Treg 1.908151 0.0310 CD8+PD1+_stroma0.671999 0.0277 CD8+PD1+ 0.443131 0.0000

15 AGE 0.947769 0.0152 177.1259 15 smoking 0.166233 0.0820 175.1627 15 pS 1.402049 0.0682 314.389 15 smoking actual 0.329759 0.0024 312.8827

CD8+PD1+_stroma0.337809 0.0002 CD8+PD1+ 0.378142 0.0002 T.cells.P3 0.469204 0.0031 CD8+PD1+ 0.501438 0.0001

CD8+/Treg_par 1.720674 0.0528 CD4+/Treg 1.707877 0.0360 CD8+PD1+_par 0.640416 0.0273 CD3+CD4+ 1.362686 0.1610

16 smoking 0.192967 0.1110 177.1663 16 AGE 0.954088 0.0398 175.2458 16 smoking actual 0.330749 0.0023 314.4726 16 smoking 0.480491 0.1726 312.8833

pT 1.884324 0.0183 smoking 0.219642 0.1438 pS 1.421507 0.0599 smoking actual 0.451975 0.0412

CD8+PD1+_par 0.449766 0.0038 CD8+PD1+ 0.403528 0.0005 CD8+PD1+_stroma0.542206 0.0003 CD8+PD1+ 0.531725 0.0002

17 smoking 0.16191 0.0777 177.17 17 CTLA4+CD8+3.164539 0.0093 175.3968 17 pT 1.499226 0.0469 314.552 17 smoking 0.377064 0.0486 312.9371

pN 1.62566 0.0475 CD8+PD1+ 0.28286 0.0000 T.cells.P3 0.448732 0.0009 CD8+PD1+ 0.455664 0.0000

CD8+PD1+_stroma0.394755 0.0004 CD3+CD4+ 1.881746 0.0416 zero_CD8+PD1+_par2.170906 0.0375 zero_Ki67 0.438729 0.0460

18 smoking 0.148015 0.0666 177.2075 18 pT 2.091606 0.0101 175.4302 18 pT 1.462683 0.0545 314.5744 18 smoking actual 0.318615 0.0022 313.1541

pS 1.698021 0.0363 CD8+PD1+ 0.356191 0.0003 T.cells.P3 0.450497 0.0014 CD8+PD1+ 0.487449 0.0001

CD8+PD1+_par 0.384391 0.0008 CD8+/Treg 1.816589 0.0296 CD8+PD1+_stroma0.703082 0.0472 CD8+/Treg 1.361691 0.1831

19 pT 2.038789 0.0136 177.2184 19 smoking 0.190092 0.1089 175.5599 19 smoking 0.463966 0.1230 314.5972 19 smoking actual 0.329914 0.0026 313.388

CD8+PD1+_stroma0.376747 0.0007 CTLA4+CD8+2.660223 0.0227 T.cells.P3 0.479879 0.0025 CD8+PD1+ 0.524299 0.0001

CD8+/Treg_par 1.898607 0.0237 CD8+PD1+ 0.346725 0.0004 CD4+PD1+_stroma0.678849 0.0242 CD4+/Treg 1.269563 0.2158

20 pT 2.351624 0.0032 177.2291 20 smoking 0.14667 0.0649 175.5637 20 pS 1.40072 0.0692 314.6486 20 smoking actual 0.356087 0.0043 313.4774

CD8+PD1+_par 0.497442 0.0071 CD8+PD1+ 0.349515 0.0001 T.cells.P3 0.438335 0.0005 CD8+PD1+ 0.603898 0.0082

zero_CCR4+Treg_par3.114897 0.0294 CD8+/Treg 1.771769 0.0483 zero_CD8+PD1+_par2.328957 0.0238 zero_CD8+PD1+ 1.752563 0.2256

Disease specific survival (DSS) Overall survival (OS)

parenchyma or stroma parenchyma + stroma parenchyma or stroma parenchyma + stroma
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9.4. Příloha č. 4 
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Figure S2. ASPH and other hypoxia markers detected by the mIHC in the groups of HPV-

positive (HPV+) and HPV-negative (HPV−) tumours (A), and in the parenchyma and 

stroma (B) of HNSCCs. The median value is indicated; the box borders show the upper 

and lower quartiles, the whiskers show the variability, and outliers are indicated. *p 

˂0.05, ** p ˂0.01, *** p ˂0.001, **** p ˂0.0001 
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Table S1. Hazard ratio (HR) values for hypoxia markers influencing overall survival 

(OS) and disease-specific survival (DSS). 

Model including HPV RNA status 

OS  DSS 

 HR (p-value)  HR (p-value) 

HPV RNA+ 0.225 (0.008) HPV RNA+ 0.095 (0.001) 

Increasing age 1.065 (0.027) Increasing age 1.085 (0.011) 

HIF1A**  MMP13**  

 whole tumor 0.818 (0.060)  whole tumor 1.109 (0.074) 

Models without HPV status inclusion 

OS  DSS 

 HR (p-value)  HR (p-value) 

Increasing age* 1.068 (0.016) Increasing age* 1.087 (0.015) 

GLUT1**  GLUT1**  

 whole tumor 0.802 (< 0.0001)  whole tumor 0.814 (0.005) 

 parenchyma 0.852 (< 0.0001)  parenchyma 0.862 (0.009) 

 stroma 0.814 (0.007)  stroma 0.842 (0.032) 

OS  DSS 

  HR (p-value)  HR (p-value) 

Increasing age* 1.060 (0.037) Increasing age* 1.076 (0.026) 

HIF1A**   HIF1A**   

 whole tumor 0.729 (0.003)  whole tumor 0.773 (0.021) 

 parenchyma 0.829 (0.008)    

 stroma 0.616 (0.027)    

* HR for increasing age corresponds to the model calculated for the whole tumour area 

** HR corresponds to a difference of 1000 positive cells/mm2 

 

 

 


