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SEZNAM ZKRATEK

CD
CD3+
CD4+
CD8+
cDDP
Cl

CPS
CTLA-4
DFS
DMFS

DSS
HNSCC
HR

LRFS

NK
0s
PD-1

PD-L1
SCCA
TC

TIL
TME

diferenciacni skupina (z angl. Cluster of Differentiation)
T-lymfocyty

pomocné T-lymfocyty

cytotoxické T-lymfocyty

cisplatina (cytostatikum)

interval spolehlivosti (z angl. Confidential Inverval)
kombinované pozitivni skére (z angl. Combined Positivity Score)
checkpoint (z angl. Cytotoxic T-lymphocyte Associated Protein 4)
preZiti bez recidivy onemocnéni (z angl. Disease-Free Sruvival)
preZiti bez vzdalenych metastaz (z angl. Distant Metastatic-Free
Survival)

nadorové specifické preziti (z angl. Disease-Specific Survival)
skvamézni karcinom hlavy a krku

pomeér rizik (z angl. Hazard Ratio), cHR - hruby, aHR -
adjustovany

imunitni buriky (z angl. Immune Cells)

preziti bez lokoregionalniho relapsu (z angl. Local Relpase-Free
Survival)

NK bunky - (z angl. Natural Killers)

celkové prefZiti (z angl. Overall Survival)

receptor programované smrti (z angl. Programmed death
receptor 1)

ligand receptoru programované smrti

nadorovy marker - antigen skvaméznich nadorovych bunék
nadorové bunky (z angl. Tumor Cells)

tumor infiltrujici lymfocyty

nadorové mikroprostfedi (z angl. Tumor microenvironment)



SOUHRN

Incidence skvamoézniho karcinomu hlavy a krku (HNSCC)
zaznamenava setrvale vzrlstajici trend, navzdory znamym
rizikovym faktorim a primarni prevenci tohoto onemocnéni.
Sekundarni prevence je neulc¢inna, vzhledem k absenci
screeningovych program(l. Terciarni prevence je proto
oblasti klinického a védeckého zajmu. V této souvislosti se
jevi zadouci nalezeni novych prognostickych faktor(, které by
mohly prispét ke zlepseni vysledku a cild terciarni prevence.
Vyzkum v oblasti imunoonkologie a studium imunitnich
biomarker(l - ligandu receptoru programované smrti 1
(PD-L1) a tumor infiltrujicich lymfocytd (TIL) v nadorovém
mikroprostfedi (TME) nabizi v tomto ohledu nové

perspektivy.

Pro hodnoceni prognostického potencialu imunitnich
biomarkerlli vTME u pacientd s HNSCC byla iniciovana
monocentricka prospektivni kohortova studie
»,ONKOL-01-Head and neck“ na Onkologické klinice FN
Ostrava Poruba od ¢ervna 2020. Do studie byli zarazovani
pacienti ve véku 18 az 90 let s histologicky verifikovanym
HNSCC, indikovani k definitivni  radioterapii  nebo
radiochemoterapii. Podminkou zarazeni byla dostupnost

bioptickych vzorkd nadorové tkané v parafinovych blocich.



Pfitomnost imunitnich  biomarkerd byla hodnocena
v nadorové tkani imunohistochemickou analyzou. Primarni
cil studie hodnotil vztah mezi expresi PD-L1, TIL
a parametrem celkového preziti (0S). Sekundarni cile
hodnotily parametry specifickych nadorovych preziti.
Asociace mezi pfitomnostni biomarker(i a mirou preziti byly
hodnoceny pomoci hrubych a adjustovanych pomérl rizika
(cHR, resp. aHR) ziskanych z Coxovy regrese

proporcionalnich rizik.

Z celkového poctu 55 zafazenych pacientd do studie
v obdobi od 1. ¢éervna 2020 do 9. srpna 2022, doslo
v pribéhu medianu sledovani 19,7 mésict k 21 (38,2 %)
damrtim z jakékoli pficiny a k 15 (27,3 %) Gmrtim v souvislosti
s nadorovym onemocnénim. Celkové preZiti (OS) dosahovalo
61,8 % a nadorové specifické preziti (DSS) 72,7 %.
Z vysledkll byla prokazana statisticky vyznamna asociace
mezi mirou preziti pacientd a > 10% rozdilem v expresi
PD-L1 na imunitnich a nadorovych bunkach (vysoka exprese
PD-L1ic) jak v univariantni tak v multivariantni analyze.
Soucasné byla také potvrzena silnd asociace mezi OS a
kompozitnim biomarkerem vysoka exprese PD-L1ic spolu s
medianem vysSiho poctu CD8+ TIL nebo zvySenou denzitou
TIL > 30 %.



Silu asociace demonstrovaly prislusnda aHR 0,08
(95% Cl, 0,01 az 0,52), resp. 0,07 (95% Cl, 0,01 az 0,46).
Podobné vysledky byly prokazany i u dalSich, specifickych

nadorovych preziti.

Vysledky této studie prokazaly silny prognosticky potencial
imunitnich biomarker( (vysoké PD-L1lic ve spojeni se
zvySenou infiltraci a denzitou TIL) u pacientl s pokrocCilymi
HNSCC, podstupujicich definitivni 1éCbu radioterapii nebo
radiochemoterapii. Metodika hodnoceni biomarker( a
pouzita definice vysoké exprese PD-L1ic a zvySené denzity TIL
se jevi jako presna a spolehliva a mohla by byt proto
zavedena do klinické praxe pro uUcely budoucich studii.
Prognosticky potencial kombinace biomarkerl u HNSCC
nachazi své uplatnéni v terciarni prevenci pro stratifikaci
pacientl do rizikovych skupin dle prognoézy preziti, cehoz by
mohlo byt vyuZito v optimalizaci dispenzarnich protokoll a

|éCebnych postupl.

SUMMARY

The incidence of head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) is on a continuous increasing trend worldwide,
despite known risk factors and primary prevention of the

disease.



Secondary prevention is ineffective due to the lack of
screening programmes. Tertiary prevention is therefore a
research and clinical area of interest. In this context, the
search for new prognostic factors that would improve clinical
outcomes and meet the goals of tertiary prevention is
desirable. Research in immunooncology and the study of
immune biomarkers - programmed death receptor ligand 1
(PD L1) and tumor infiltrating lymphocytes (TIL) in the tumor
microenvironment (TME) offers new perspectives in this

regard.

To evaluate the prognostic potential of immune biomarkers in
TME of HNSCC patients, a prospective monocentric cohort
study "ONKOL-O01-Head and Neck" was initiated at the
Department of Oncology, Ostrava University Hospital, from
June 2020. The study enrolled adult patients aged 18 to 90
years with histologically veryfied HNSCC, indicated for
definitive radiotherapy and radiochemotherapy. Availability
of biopsy samples of tumour tissue in paraffin blocks was
reqiured. Immunohistochemical analysis was used to

evaluate both immune biomarkers in tumor tissue.

The primary endpoint of the study assessed the association
between PD-L1 expression and tumor infiltrating

lymphocytes (TIL) and overall survival (OS).



Secondary endpoints focused on other cancer specific
survival rates. Associations between biomarkers and survival
rates were assessed by crude and adjusted hazard ratios
(cHR, aHR, respectively) obtained from Cox proportional

hazards regression.

Among a total of 55 patients enrolled in the study between
June 1, 2020 and August 9, 2022 within a median follow-up
of 19.7 months, there were 21 (38,2 %) all-cause deaths and
15 (27,3 %) cancer-related deaths. An overall survival (0S)
rate of 61,8 % and a disease-specific survival (DSS) rate
of 72,7 % were recorded. A significant association between
survival rates and a > 10 % difference in PD-L1 expression
on immune versus tumor cells (high PD-L1ic expression) was
documented regardless of the type of analysis (univariate or
multivariate). In addition, a stronger association was
confirmed for OS and the composite biomarker high PD-L1ic
expression along with either median-higher CD8+ TIL count
or increased TIL density > 30 %, as indicated by an
aHR of 0,08 (95% CI, 0,01 to 0,52) and 0,07
(95% ClI, 0,01 to 0,46), respectively. Similar results were

demonstrated for other specific survival rates.



The early results of this study demonstrated the strong
prognostic potential of both immune biomarkers in patients
with advanced HNSCC undergoing definitive radiotherapy
and radiochemotherapy. The methodology used for
biomarker assessment and definition of high PD-L1IC
expression and increased TIL density appears to be accurate
and reliable and could therefore be implemented in clinical
practice for future studies. The prognostic potential of the
combination of biomarkers could be used to stratify patients
into risk groups according to survival prognosis, which would
allow to optimize follow-up protocols and tailor treatment

strategies.

1. 0OvoD

Nadory hlavy a krku reprezentuji vyznamnou skupinu
malignich onemocnéni, jejichz incidence ma celosvétové
vzristajici trend. Ackoli byly rizikové faktory, spojené se
vznikem téchto nadoru identifikovany a podrobné popsany,
cile primarni prevence stale nejsou uspokojivé naplnény.
Absence screeningovych program(l v kombinaci s mnohdy
limitni komplianci rizikovych osob, jsou hlavnimi ddvody
selhani sekundarni prevence. Casto jsou proto

diagnostikovana pokrocila stadia onemocnéni.



Terciarni prevence se tak stava klicovou oblasti klinického
a védeckého zajmu. Prestoze radikalni |éEba pokrocilych
stadii zaznamenala v poslednich letech trend personalizace
postupl, celkové vysledky IéCby nejsou uspokojivé a jsou
doprovéazeny vySSi mirou recidiv. V této souvislosti je Zadouci
nalezeni prognostickych faktorl aplikovatelnych v terciarni
prevenci, kidentifikaci rizikovych pacientl ohrozenych
selhanim 1écby. S vyuzitim téchto faktord by mohly byt
optimalizovany |écebné a dispenzarni protokoly, coZz by
mohlo pomoci zvratit nepriznivé vysledky IéCby. Recentné
publikované  studie  zabyvajici se  problematikou
imunoonkologie naznacuji nové moznosti vyuziti imunitnich
biomarkerll k odhadu prognézy pacientd se zhoubnymi
nadory. Na zakladé téchto zjiSténi jsme zahdjili studii s cilem
identifikovat prognostické biomarkery u pacientll se
skvamo6znim karcinomem hlavy a krku (HNSCC) a ovérit

jejich potencial v terciarni prevenci tohoto onemocnéni.

1.1 Terciarni prevence nadorl hlavy a krku

Vzhledem k neuspokojivym vysledkdim a nenaplnénym cilim
primarni a sekundarni prevence nadord hlavy a krku je v
popredi zajmu terciarni prevence onemocnéni. Jejim cilem je

snizeni rizika recidivy onemocnéni po radikalni IéCbé.



Soucasné také zahrnuje diagnostiku a léGbu recidiv nebo
sekundarnich malignit. Pro riziko sekundarni malignity je
typicky exponencialni narlst incidence s délkou sledovani,
tj. 10 % po 10 letech a 25 % po 15 letech od primarni |&Cby.
(M Pravé vGasna diagnostika recidivy nebo duplicity
vyznamné ovliviuje mozZnosti dalSi 1éCby i progndzu
pacientll. Standardni dispenzarni protokol po radikalni IEcbé
vyuzivd vyhradné kombinaci zobrazovacich vySetfeni
s klinickym nebo endoskopickym vySetfenim. Laboratorni
diagnostické metody jsou v terciarni prevenci nelcinné.
PrestoZe existuje nadorové specificky onkomarker SCCA pro
HNSCC, jeho senzitivita je velmi nizka a z téchto dlvodu se
nedoporucuje  jeho rutinni  pouziti v dispenzarnich
protokolech. @ V soucasnosti je proto v klinickych studiich
zkoumana G¢innost novych tkanovych  biomarkerd,
asociovanych s nadorem v predikci prognézy onemocnéni

a moznosti jejich pouZiti v terciarni prevenci. ®

1.2 Progndza pacientu s HNSCC

Vysledky radikalni IéCby se u pacientd s HNSCC lisi
v zavislosti na pfitomnosti kombinace nékolika faktord, které
mohou pUsobit negativnim ¢i pozitivni efektem. V klinické

praxi jsou proto nazyvany prognostickymi faktory.



Z vysledkll observacnich kohortovych studii u pacientd
s HNSCC bylo definovano nékolik prognostickych faktord,
které se vyznamné podileji na celkovych [éCebnych
vysledcich a parametrech preziti pacientd (celkového,
nadorové specifického). 45 Obecné je Ize délit na faktory
souvisejici s charakteristikami pacienta a faktory vztahujici

se k parametriim nadorového onemocnéni.

Aktualni védecké poznatky v oblasti imunoonkologie vSak
upozornuji na prognosticky potencial novych faktor(
souvisejicich s vlastnostmi nadorové tkané, resp.
nadorového mikroprostiedi (TME). Funkéni zapojeni
imunitnich bunék a signalnich molekul vTME a jejich
interakce s nadorovymi elementy mohou poskytnout dalsi

cenné informace o progndze onemocnéni.

1.3 Role imunitniho systému v patogenezi HNSCC

Vyzkum nadorového mikroprostfedi a jeho charakteristik
zdlraznuje postaveni a roli imunitniho systému v procesu
nadorového rastu. Podle teorie imunitniho nadorového
dohledu je fyziologickou funkci imunitniho systému vcas
rozpoznat a eliminovat maligné transformované bunky.

Kliovou roli pfitom pIni bunécna slozka imunitni odpovédi.
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Imunitni  elementy (T-lymfocyty, NK bunky a antigen
prezentujici bunky) v kombinaci s chemickymi substancemi
(interleukiny, cytokiny) a signalnimi molekulami vytvari
komplexni interakce s nadorovymi bunkami s cilem jejich
eliminace. Teorie imunitniho dohledu je nékdy také nazyvana
teorii 3E, podle nazvu jednotlivych fazi imunitni odpovédi ve
vztahu k nadorové transformaci a rdstu. Jedna se o faze
eliminace, ekvilibria a Gniku (escape). 6.7 Jednotlivé faze na
sebe navzajem navazuji v zavislosti na progresi nadorového
ristu. V prabéhu kazdé faze dochazi k dynamickym
interakcim mezi bunkami imunitniho systému nemocného

a nadorovymi elementy.

1.4 Nadorové mikroprostiedi

Studium imunitnich mechanismd v ramci patofyziologie
nadorového rlstu umoznilo definovat koncept nadorového
mikroprostifedi (TME). ® V uplynulych letech byl tento
koncept predmétem preklinického i klinického vyzkumu
u fady malignich nador(, véetné HNSCC. Vysledky vyzkumu
umoznily nahlizet na nadorové onemocnéni kromé
standardnich histomorfologickych parametrd také funkéné,
v kontextu imunitnich interakci. Koncept TME je definovan
nadorovym parenchymem, podpdrnym stroma
s neimunitnimi bufitkami a imunitni komponentou (Obrazek
1). @

11



Cancer cells
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T lymphocyt
NK cells ! Ll

MDSCs

Vasculature

Obrazek 1: Nadorového mikroprostiedi (TME); ECM - extracelularni
matrix; TAMs - makrofagy asociované stumorem; NK cells - NK
bunky; MDSCs - supersorové bunky myeloidni fady; Fibroblasts -
fibroblasty; CAFs - snadorem asociované fibroblasty; TANs -
s nadorem asociované neutrofily; T-lymphocytes - T - lymfocyty; CSCs
- kmenova nadorové bunky; Cancer cells - nadorové bunky;
Vasculature - cévni architektura nadorového mikroprostredi.
(Elmusrati et al 2021)

1.5 Imunitni komponenta v TME

Imunitni komponenta v TME pini klicovou Glohu v procesu
kontroly nadorového rlstu. Obecné ji Ize charakterizovat
bunécnymi elementy imunitniho systému a nebunécnou
sloZkou, tzn. cytokiny a inhibi¢nimi signalnimi molekulami.
Obé komponenty jsou navzajem propojené a jsou
odpovédné za  komplexni interakce s nadorovym
parenchymem a stroma nadoru. Vyslednym efektem téchto

interakci je regulace nadorového rlstu.

12



Bunéénou slozku imunitni komponenty reprezentuje
populace leukocytl s rozdilnymi funkcemi a morfologickymi
charakteristikami. Komplexni interakce mezi témito
bunkami jsou odpovédné za finalni protinadorovy efekt
vTME. Pro jednotlivé elementy je typickd exprese
povrchovych antigen(, tzv. cluster of differentiation (CD),
podle kterych lze rozliSit jednotlivé bunécné fenotypy.
Klicovou Ulohu v protinddorové odpovédi zaujimaji
cytotoxické T-lymfocyty (CD8+). Jejich efekt je dale
modulovan  pomocnymi a  regulacnimi  lymfocyty

(CD4+, FOXP3) a antigen prezentujicimi burnikami.

Nebunécna slozka imunitni komponenty je definovana
skupinou molekul (cytokind a inhibicnich signalnich
molekul), které vTME zprostfedkuji komunikaci mezi
elementy bunécné slozky a podili se na regulaci pribéhu
komplexnich imunitnich interakci. Zvlastni vyznam maiji
inhibi¢ni signalni molekuly ze skupiny transmembranovych
proteind, které vykazuji vysokou afinitu receptoriim tzv.
kontrolnim bodim (checkpointlim). V procesu nadorového
ristu jsou tyto signalni molekuly vyuzivany nadorovymi
elementy k Uniku imunitnimu dohledu. (10)
K nejvyznamnéjSim molekulam z této skupiny patfi ligand a

receptor programované smrti 1 (PD-L1, PD-1).

13



2 CILE STUDIE

Studijni cile formulovaly otazky, zda Ize predikovat prognézu
preziti  u HNSCC pacientl s pomoci  diagnostiky
morfologicko-funkénich charakteristik nadorového
mikroprostifedi azda lze tyto poznatky vyuzit v terciarni

prevenci nadorového onemocnéni.

Komplexni interakce mezi nadorovymi bunkami (TC)
a imunitnimi elementy (IC) v TME nabizeji nové perspektivy
vyzkumu, véetné hledani prognostickych imunitnich
biomarker(. @& 11 Nékolik studii prokdzalo asociaci mezi
zvySenou infiltraci TIL a priznivymi vysledky radikalni |éCby.
(12, 13) V ramci jednotlivych podtypd TIL byl demonstrovan
dominantni prognosticky efekt u varianty CD8+ T-lymfocytu.
Tato zjiSténi byla dale zkoumana a potvrzena v nékolika

metaanalyzach. (14. 15

Ve skupiné inhibiénich signalnich molekul je nejvice
studovan prognosticky potencial PD-L1 exprese. Tento ligand
ma vysokou vazebnou afinitou k receptoru programované
smrti 1 (PD-1) exprimovanému na povrchu T-lymfocyt(.
Vysledek interakce PD-L1/PD-1 vede kinaktivaci bunék
a imunosupresi. 18 Ackoli byl mechanismus interakce
PD-L1/PD-1 detailné popsan, prognosticky potencial

exprese PD-L1 u HNSCC zlstava nejasny.
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Vysledky klinickych studii bud neprokazaly Zzadny vliv
biomarkeru, nebo byly asociovany s horSim prezitim. (17,18, 19)
Kromé toho dvé publikované metaanalyzy neprokazaly zadny
prognosticky potencial PD-L1 exprese. (20:21) Pesto vysledky
tfi studii naznacily potencialni prognosticky efekt PD-L1
exprese, pokud byl tento biomarker hodnocen na imunitnich

bufkach. (22 23,24

Tyto poznatky, spolecné s vysledky publikovanych studii, se
staly podkladem pro vedeni vlastni prospektivni kohortové
studie ,ONKOL-01-Head and neck“, zamérené na hodnoceni
prognostického potencialu imunitnich biomarkerd u HNSCC
pacientll. Kromé toho byl proveden aktualizovany literarni
prehled, doplnény metaanalyzou extrahovanych dat, ktera se
soustredila na hodnoceni prognostického potencialu PD-L1

exprese u pacientll s HNSCC.

2.1 Literarni prehled a metaanalyza

V databazich MEDLINE, Embase, PQSciTech a HCAPIus byly
systematicky vyhledavany kohortové studie hodnotici
prognosticky efekt PD-L1 exprese u pacientl s HNSCC
v kurativnim stadiu onemocnéni. ReSerSe se soustfedila na
studie publikované vyhradné v anglictiné v obdobi od
1.1.2010 do 6. 1. 2023.

15



Kritéria pro zarazeni studii zahrnovala: kohortové studie
s pacienty s kurativnim stddiem onemocnéni, studie
hodnotici asociaci mezi expresi PD-L1 a celkovym prezitim
(0S), vyjadrenym adjustovanym pomérem rizik (aHR) s 95%
intervaly  spolehlivosti  (Cl), biomarker stanoveny
imunohistochemickou analyzou, radikalni 1ééebné postupy
zahrnujici chirurgii i radioterapii nebo radiochemoterapii,

studie s HPV negativnimi orofaryngealnimi karcinomy.

Z celkového pocCtu 3 825 nalezenych publikaci splnilo
kritéria pro zafazeni 17 kohortovych studii. Primarni cilem
studie bylo najit vztah mezi expresi PD-L1 a celkovym
prezitim (OS). Pozornost byla vénovana typu exprese PD-L1,
tj. expresi na nadorovych (TC) ¢i imunitnich bunkach (IC),

pripadné na obou typech bunék.

Vysledky analyzy prokazaly statisticky vyznamnou asociaci
mezi vysokou expresi PD-L1 na imunitnich bunkach a 61%
snizenim rizika Omrti, jak dokladoval aHR = 0,39
(95% Cl: 0,25 az 0,59). Navic pro asociaci nebyl zjiStén vliv
lokality nadoru nebo typu primarni |éCebné modality
(tj. operace vs. radioterapie nebo radiochemoterapie).
Obrazek 2 zobrazuje stromovy graf s prokdzanou asociaci

mezi PD-L1 exprese na IC a OS.
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Vysledky metaanalyzy poskytly novy pohled na hodnoceni
a interpretaci PD-L1 exprese v nadorové tkani u pacientl
s HNSCC. Studie byla publikovana v JAMA Network Open -

Oncology. 25

aHR Weight
Study with 95% CI (%)

Ic

Fukushima et al,2' 2018

Kim et al,?22016

Sato et al,2*2019

Heterogeneity: T = 0.00, * = 0.00%, H* = 1.00

0.30( .11- .85 3.18
0.38( .20- .75) 4.60
0.43( .23- .82) 4.70
0.39 (.25~ .59)

- E—
——

+

1c/TC

Balermpas et al,2* 2017 —i— 0.47 (.25- .91) 4.65
Sanchez-Canteli et al,’> 2019 —— 0.49 ( .23- 1.04) 4.23
sanchez-Canteli et al,?5 2019 - 0.71( .51~ .98) 6.09
Sanchez-Canteli et al,’* 2019 L 0.81( .45- 1.45) 4.98
Lilja-Fischer et al,262020 0.89 (.57~ 1.40) 5.55
Ngamphaiboon et al,27 2019 ——  2.98(1.20- 7.39) 3.62

Heterogeneity: T = 0.12, I = 60.59%, H* = 2.54 0.79 ( .55- 1.14)

TC

Pena-Cardelles et al,28 2022 —a— 0.35( .11- 1.14)  2.74
Fukushima et al,21 2018 —— 0.54 (.23- 1.30) 3.74
Hanna et al,2*2018 E 058 ( .45- .74) 635
Hong et al,302016 —— 0.66 ( .32- 1.37) 433
Sato et al,*2019 —— 0.92 ( .48- 1.76)  4.68

Zhou Li et al,*' 2020

Kim et al,?22016 -
Lyu et al,322019 1.33 (1.07- 1.66) 6.42
Lin et al,®¥2015 1.35(.99- 1.83) 6.13

130 ( .54- 3.13) 3.73
(i
L3
-
Fu et al 342022 +—®—— 229( .89- 5.86) 3.50
— .
 m

1.33(.76- 2.31)  5.10

Adamski et al, 32021 2.51 (1.20- 5.28) 4.28
Yang et al, %2018 3.46 (1.58 - 7.58) 4.10

Schneider et al,” 2018 —— 3.80 (1.40-10.30)  3.30
Heterogeneity: ¢ = 0.25, > = 80.29%, H* = 5.07 1.22 ( .87 - 1.70)
Overall 0.93 ( .72- 1.20)
Heterogeneity: T = 0.25, > = 78.74%, H* = 4.70

0.125 0.5 2 8

Random-effects DerSimonian-Laird model

Obrazek 2: Stromovy graf znazorfiujici asociaci mezi PD-L1 expresi
a celkovym preZitim u pacienttl s HNSCC; Vysledky jsou prezentovany
z modelu ndhodnych efekt(, véetné 12 (rozptyl heterogenity), I2 (index
inkonzistence), H2 (statistika H) a hodnoty P. aHR, adjustovany pomér
rizik; velikost ramecku, vaha aHR (velikost Uc¢inku); pferuSovana ¢ara,
celkové sdruZené aHR; kosoctverce, sdruzené aHR; IC, imunitni buriky;
postranni body, 95% CI; TC, nadorové bunky.
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2.3 Prospektivni kohortova studie

~ONKOL-0O1-Head and Neck Study“ je monocentricka
prospektivni kohorotova studie hodnotici prognosticky
potencial PD-L1 exprese a TIL u HNSCC pacientd lécenych
kurativni radioterapii nebo radiochemoterapii. Studie byla
zahajena v ¢ervnu 2020 na Onkologické klinice FN Ostrava-
Poruba. Je registrovana v databazi ClinicalTrials.gov pod
registracnim ¢islem NCT05941676 a byla podporena
institucionalnim grantem FN Ostrava - RVO-FNOs/2021.

Primarni endpointem studie bylo celkové preziti (0S),
méfené od data zahajeni radioterapie do data Umrti
Z jakékoli pficiny nebo do posledni dispenzarni navstévy.
Sekundarni endpointy zahrnovaly nadorové specifické preziti
(DSS), preziti bez lokoregionalniho relapsu (LRFS), preZiti bez
znamek recidivy onemocnéni (DFS) a preziti bez vzdalenych

metastaz (DMFS).

2.3.1 Materialy a metody
Do studie byli zarazovani pacienti ve véku 18 az 90 let

s histologicky verifikovanym HNSCC, v lokalitdch - dutina
dstni, orofarynx, larynx a hypofarynx, bez pritomnosti
distantnich metastaz, indikovani k definitivni radioterapii
nebo radiochemoterapii, s dostupnosti bioptickych vzorku

nadorové tkané.
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Pfitomnost imunitnich  biomarkerd byla hodnocena
v nadorové tkani imunohistochemickou analyzou. Tumor
infiltrujici  lymfocyty  byly  hodnoceny v nadorovém
parenchymu poctem pozitivnich elementdl na 1 mmz2,
uréenym pozitivitou protilatek pro CD3, CD4 a CDS8. Mediany
poctu elementl byly pouZity jako mezni hodnoty pro rozliseni
mezi nizkou a vysokou infiltraci TIL. Dale byl hodnocena
denzita TIL semikvantitativnim vypoétem (% plochy TIL
obsazené CD3+ mononuklearnimi bunkami v nadorovém
parenchymu). Tento zplsob hodnoceni klasifikoval denzitu
TIL infiltrace jako snizenou (<30 %), nebo zvySenou
(> 30 %). 26 27 Pozitivita exprese PD-L1, vyjadrena > 1%
intenzitou exprese ligandu byla hodnocena v nadorovém
parenchymu samostatné na nadorovych bunkach (TC)
a imunitnich bunkach (IC). 28 Procentualni rozdil exprese
PD-L1 na IC ve vztahu kTC >10 % byl klasifikovan jako

vysoka exprese PD-L1 na imunitnich bunkach (PD-L1ic)

Pacienti, zarazeni do studie, byli indikovani ke kurativni
radioterapii nebo radiochemoterapii. Standardni protokol
radioterapie zahrnoval frakcionacni rezim 70 Gy po dobu 7
tydnd sdenni davkou 2,0 Gy/frakce, ato bud jako
samostatna |écba, nebo v kombinaci s chemoterapii

cisplatinou (cDDP).
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U pacientd s kontraindikaci k |é¢bé standardnim protokolem
byl preferovan hyperfrakcionovany, nebo akcelerovany rezim
radioterapie. (29, 300 Skupina pacientli s nadory spodiny
dutiny Ustni byla |1éCena davkové eskalovanym rezimem,
kombinujicim standardni protokol se se stereotaktickym

boostem na pristroji CyberKnife. 31

Dispenzarizace pacientl po dokonceni |éCby probihala dle
standardnich doporu¢eni ve spolupraci Onkologické,

Otolaryngologické a Stomatochirurgické kliniky FN Ostrava.

Statistické testy a analyzy byly provedeny pomoci softwaru
Prism 9 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
a STATA verze 17 (StataCorp, College Station, TX, USA).
Kategorialni proménné byly vyvhodnoceny pomoci Fisherova
exaktniho testu, nebo X2 testu. Pro univariantni
a multivariantni analyzu byla pouzita Coxova regrese
proporcionalnich rizik s adjustaci pro pohlavi, vék, ablzus
alkoholu, kouteni, HPV pozitivitu, stddium onemocnéni,
konkomitantni chemoterapii, status ocCkovani proti
covidu-19 a bakteriaini infekci béhem 1écby. Vysledky byly
vyjadfeny pomoci hrubého (cHR), nebo adjustovaného

pomeéru rizik (aHR).
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2.3.2 Vysledky
V obdobi od 1.c¢ervna 2020 do 9.srpna 2022 bylo do

prospektivni studie ,ONKOL-O1-Head and neck“ zarazeno
celkem 55 pacientl s lokoregionalné pokrocilymi HNSCC.
Vékovy median pacientll ve studii byl 63 let (IQR: 58-71),
s vySSim podilem zastoupeni muzll 41 (74,5 %). Prevazujici
anatomicka lokalita nadord byla dutina Ustni 21 (38,2 %)
a orofarynx 21 (38,2 %). Z 21 orofaryngealnich karcinom
bylo 15 (71,4 %) HPV pozitivnich.

Nejvice zastoupené bylo klinické stadium IV s 37 (67,2 %)
pacienty, nasledované stadiem Il u 17 (31,0 %) pacientd.
Celkem 20 (37,78 %) pacientl splnilo kritérium vysoké
exprese PD-L1ica 28 (53,8 %) pacientll vykazovalo vysokou

denzitu TIL > 30% v nadorovém parenchymu.

Median doby sledovani celkového preziti (OS) a nadorové
specifického preziti  (DSS) byl 19,7 mésice
(IQR: 10,1-25,1 mésice). Béhem této doby bylo
zaznamenano 21 (38,2 %) imrti pacientu, coz predstavovalo
61,8% 0S. U 13 (23,6 %) pacientll doslo k lokoregionalni
recidivé onemocnéni a u 10 (18,2 %) pacientl byla
diagnostikovana metastaticka progrese nemoci. Celkem 15
(27,3 %) pacientd zemrelo na nasledky nadorového

onemocneéni.
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Vysledky univariantni analyzy neprokazaly Zadnou
vyznamnou asociaci mezi 0OS nebo DSS a demografickymi
nebo standardnimi klinicko-patologickymi charakteristikami.
Preziti pacientll navic nebylo ovlivnéno podanim
konkomitantni chemoterapie ani vysi aplikované davky
zareni pfirliznych frakcionaénich rezimech radioterapie.
Pacienti s vysokou expresi PD-L1 na TC méli kratSi DSS a
preziti bez znamek recidivy (DFS). Naopak vysoka infiltrace

CD8+ TIL byla asociovana s vyznamnym prodlouzenim OS.

Tento efekt se potvrdil také v multivariantni analyze
spolecné s vyznamnym prodlouzenim OS a DSS u pacientl
s vysokou expresni PD-L1ic, definovanou rozdilem hladin IC
viéi TC > 10 %. Analyza interakce obou biomarker(
demonstrovala silny efekt této kombinace. Pacienti
s vysokou expresi PD-L1ic avysokou infiltraci CD8+ TIL
(uréenou hodnotami nad medianem) nebo zvySenou
denzitou TIL vykazovali vyznamné prodlouzeni parametrd OS
a DSS. Adjustované poméry rizik (aHR) pro a vysokou expresi
PD-L1ic v kombinaci s vysokou CD8+ TIL infiltraci byly 0,08
(95% CI: 0,01 az 0,52) pro OS a 0,05 (95% CI: 0,00 az 0,61)
pro DSS.
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Podobné aHR pro vysokou expresi PD-L1ic v kombinaci
se zvySenou  denzitou TIL dosahly hodnot 0,07
(95% Cl: 0,01 az 0,46) pro 0S a 0,05 (95% Cl: 0,00 az 0,61)
pro DSS, pfi sile testu > 90 % Tato zjisténi byla podporena

Kaplan-Meierovymi kfivkami (Obrazek 3).

A 1.00

Probability of 05

000 Jr e S

Humber at risk

lows PO-L1, and decreases TiLs density 19 10 5 1
low PO-LT, and - incresses TiLs density 13 9 5 0
highPO-LT, and decreased TiLs censity 5 3 2 0
high PO-LT, and incressed TiLs ¢ensity 15 15 1" 5
= low PO and derreased Tils density = = e law PD-L1,, and increased TILs density
high PO-L1 and decreased Tils density  — — — — = hiigh PD-L1,, and increased TILs tensity

Obrazek 3: Kaplan-Meierovy kfivky pro miru OS v zavislosti na
kombinaci vysoké a nizké PD-L1ic exprese a shizené a zvySené denzity
TIL

2.3.3 Diskuse
Vysledky studie zodpovédély otazky formulované studijnimi
cili, a prokazaly prognosticky efekt obou biomarkerd ve

vztahu k primarnimu i sekundarnim ciliim studie.
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Kromé& hodnoceni efektu jednotlivych biomarker( se studie
zamérila predevsim na interakce obou biomarker( a jejich
prognosticky vyznam a dopad na terciarni prevenci. Tim
prindsi  novy pohled na problematiku ve srovnani
s predchozimi publikovanymi retrospektivnimi studiemi

zabyvajicimi se podobnou problematikou.

Pfi samostatném hodnoceni efektu biomarkert byla vysoka
infiltrace CD8+ TIL asociovana s lepsim celkovym i nadorové
specifickym prezitim pacient(. Vysledky tak nepfimo odrazeji
cytotoxickou aktivitu CD8+ TIL a jejich klicovou roli
v protinadorové imunitni odpovédi. Podobny prognosticky
vliv na parametry preziti byl prokazan i v pripadé zvySené
denzity TIL. Tento zpUsob hodnoceni se zda byt pfesnéjsi pro
odhadovat prognostického potencialu TIL. Definované mezni
hodnoty pro zvySenou a snizenou denzitu TIL a zohlednéni
ostatnich fenotypl TIL (CD4+ a FOXP3) vedle CD8+
lymfocytl, poskytuje uceleny obraz o podminkach
v nadorovém mikroprostredi, véetné vzajemnych interakci

mezi elementy, které pfispivaji k celkovym vysledkim.

V pripadé biomarkeru PD-L1 byla ve studii exprese
samostatné na nadorovych bunkach (TC) asociovana s horsi
prognoézou, tzn. kratSim DSS a DFS, podobné jako v jinych

studiich.(20.32)
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Tyto vysledky tak potvrzuji teoretické predpoklady
o patofyziologickém mechanismu plsobeni exprese PD-L1,
kterou nadorové bunky vyuZivaji k Gniku pred imunitnim
dohledem. ©3) Jelikoz byla exprese PD-L1 na TC alC
stanovena ve stejném fezu nadorovou tkani, pouZzili jsme pro
dalSi hodnoceni prognostického efektu kritérium vysoké
exprese PD-L1c, definované rozdilem jeho expresi IC a TC
>10%. Pacienti s vysokou exprese PD-Llic, dosahli
vyznamné vySSi miry preziti, véetné 0S, DSS, DFS a LRFS.
Vysledky tak navazuji na predchozi publikované studie (2223,
24) zabyvajici se touto problematikou a potvrzuji prognosticky
potencidl exprese PD-L1 na imunitnich bunkach,
resp. vysoké exprese PD-Llic. Tento zplsob hodnoceni
soucasné eliminuje rozdily v meznich hodnotach,
definujicich pozitivitu exprese ligandu, coz vede k zobecnéni
a poskytuje moznosti jeho univerzalniho pouziti u HNSCC

pacient(.

Klicovym vystupem studie je zd(raznéni role imunitnich
biomarker(l u pacientd s HNSCC. Interakce obou vyse
uvedenych biomarkerl se shodné ukazala jako silny
prognosticky faktor preziti pacientl nezavisly na
standardnich  klinicko-patologickych  charakteristikach,
anamnéze koureni, ablzu alkoholu, reZimu radioterapie

nebo pouziti konkomitantni chemoterapie.
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K hlavnim limitacim této studie patfi maly pocet zarazenych
pacientll a doba trvani sledovani. Nedomnivame se vsak, Ze
by velikost souboru pacientd mohla ovlivnit konecny
vysledek, jelikoz odhadovana sila testu pro kliCovou
kombinaci biomarkerd presahla 90 %. Na zakladé téchto
vysledkU predpokladame reprodukovatelnost nasich zjisténi.
Predpokladame, ze nami navrzené prediktory preziti budou
stabilni ipo delSi dobu sledovani, ikdyby se jejich

prognosticky potencial mohl ¢asem snizZovat.

3. ZAVERY

Cile této studie byly naplnény a podafilo se definovat nové
prognostické faktory u pacientd s HNSCC, podstupujicich
definitivni radioterapii nebo radiochemoterapii. Kombinace
imunitnich biomarkerd, vysoké exprese PD-L1 na IC
a zvySené denzity TIL se potvrdila jako silny prognosticky
faktor pro celkové inadorové specifické preziti. Drive
publikované studie konzistentné potvrdily prognosticky
potencial CD8+ TIL, zatimco v pfipadé exprese PD-L1 byly

vystupy ze studii nejednoznacné.

26



Vysledky naSi studie tyto poznatky prohloubily, zpfesnily
a zdUraznily vyznam metodiky hodnoceni obou biomarkerd,
predevsSim hodnoceni denzity TIL a rozdilu expresi PD-L1 na

imunitnich a nadorovych bunkach.

Hodnoceni exprese PD-L1 pomoci kombinovaného
pozitivnino skoére (CPS), které je v soucasné klinické praxi
pouzivano pro predikeci Gcinnosti monoklonalnich protilatek
(checkpoint inhibitort), nelze pouzit pro odhad progndzy
HNSCC. Tento zplsob hodnoti PD-L1 expresi neselektivng,
sumacéné na TC ilC aneumoznuje demonstrovat

prognosticky potencial PD-L1 exprese na IC.

Vzhledem k funkénim charakteristikdm a zapojeni obou
biomarker(l v nadorovém mikroprostiedi je optimalni
hodnotit jejich interakce, tzn. kombinaci obou biomarkert
(PD-L1c + denzita TIL). Tento zplsob hodnoceni poskytuje
nejpresnéjsi vysledky. Metodika hodnoceni, pouZzitd v nasi
studii eliminuje potencialni zkresleni zpUsobené rozdily
v meznich hodnotach, definujicich pozitivitu biomarkerd.
V tomto ohledu se jevi jako spolehliva, a tudiz by mohla byt

zavedena do bé&zné praxe i pro budouci klinické studie.
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Vysledky studie poskytuji novy ndhled na moznosti terciarni
prevence HNSCC. VysSetfeni imunoprofilu nadoru umoznuje
definovat skupinu pacient(l s agresivnim fenotypem nadoru
a nepriznivou prognoézou, tzn. vySSim rizikem recidivy nebo
progrese onemocnéni. Tyto informace by mohly byt vyuzity
pro optimalizaci I€é¢ebnych postupl a Gpravu dispenzarnich
protokol(. Zejména zvySeni frekvence a cetnosti vySetreni pri
dispenzarnich kontrolach by mohlo prfispét k lepsi
diagnostice recidiv onemocnéni a umoznit véasné zahajeni
IéCby, cozZ by ve vysledku mohlo pozitivné ovlivnit parametry
preziti pacientd. Vzhledem k G¢inku biomarkertd a vysledkim
studie je mozné tato zjisténi aplikovat jak na HPV negativni,

tak na HPV pozitivni karcinomy.

Stratifikace pacientll do rizikovych skupin by mohla byt
souCasné vyuzita k modifikaci |éCebnych  postupdl.
Deeskalace 1éCby u skupiny pacientd s pfiznivou prognézou
by mohla pomoci sniZit riziko pozdnich nezadoucich Gcinku
IéCby a tim pozitivné ovlivnit kvalitu jejich Zivota. Naopak u
pacientll s vysokym rizikem recidivy onemocnéni by bylo
mozné zvazovat zarazeni inhibitorl kontrolnich bod( do
|EéGebnych algoritmd v zavislosti na charakteristikach
imunoprofilu nadoru a kombinace obou imunitnich
biomarker( v TME. Platnost téchto hypotéz vSak bude nutné

oveérit v dalSich klinickych studiich.
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