Univerzita Karlova

1. lékarska fakulta

as. MUDr. Jan Boucek, Ph.D.

Habilitacni prace

Praha 2016



Habilita¢ni prace

Rozdily v imunitni odpovédi u pacientu
s dlazdicobunécnym karcinomem hlavy
a krku v zavislosti na etiologii

as. MUDr. Jan Boucek, Ph.D.

Klinika otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku
1. LF UK a FN v Motole

Mikrobiologicky tistav AV CR, v.v.i.

Praha 2016



Uvodem bych rad podékoval t&m, ktefi nejvice ovlivnili mdj dosavadni
profesni Zivot:

Prof. RNDr. Blanka Rihova, DrSc., ktera vedla jak mé prvni skuteéné
vyzkumné kricky, tak prede mnou oteviela védecky svét oboru
protinddorové imunologie.

Prof. MUDr. Jan Betka, DrSc., ktery byl mym ucitelem - klinikem a
umoznil mi poznat obor otorinolaryngologie v celé §iti a krdse. Zaroven mi
byl vzorem a inspiraci ve spojeni skvélého odbornika a vlidného a lidského
1¢kare.

Dale bych rad podé€koval a v chronologickém potadi jmenoval ty, se
kterymi jsem se v ramci profesni spoluprace setkal: prof. MUDr. Karel
Smetana, DrSc., prof. MUDr. Jan Plzék, Ph.D., prof. MUDr. Tomas
Eckschlager, CSc., as.MUDr. Michal Zabrodsky, prof. MUDr. Radek
Spisek, Ph.D., RNDr. Ruth Tachezy, Ph.D.

Préace by nevznikla bez podpory a nezmérné tolerance mé manzelky Petry a
déti a bez celoZivotné pevného a stabilniho zdzemi ze strany mych rodici a
sestry. Rad bych jim timto pod&koval.

Jan Boucek



Obsah

° »®» N o n kW

. Uvod

Ptehled soucasné problematiky
2.1. Dlazdicobunécné karcinomy hlavy a krku
2.1.1. Epidemiologie a rizikové faktory
2.1.2. Patogeneze
2.1.3. Diagnostika a klinicka klasifikace
2.1.4. Terapeutické moznosti
2.2. Imunitni systém
2.2.1. Mechanismy protinadorové ochrany
2.2.2. Pisobeni imunitniho systému ve prospéch nadort

2.2.3. Principy nadorové imunoterapie

Cile prace
Piehled metodiky
Souhrn vysledkt
Diskuze

Zaver

Literatura

Ptiloha — soubor publikaci autora k tématu habilitacni prace

~N D W W W N

16
17
20
30

36
37
39
45
49
51
63



1. Uvod

Dlazdicobunécné naddory hlavy a krku (HNSCC - Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma) patii k nejcastéji diagnostikovanym malignitam. Celosvétove jsou Sestym
nejfrekventovanéjSim zhoubnym nadorovym onemocnénim [1], coz €itd vice nez 500
tisic nemocnych kazdy rok. Pfiblizn€ 3/5 pacientii v souvislosti s timto onemocnénim
kazdoro¢né zemfe [2]. Prognoza pacienta zalezi zejména na stadiu, ve kterém byl nador
diagnostikovan, na lokalit¢ a etiologii, samoziejme se vyznamne¢ lisi 1 geograficky dle
dostupnosti a kvality 1é¢by. V zapadnich zemich je u pacientl diagnostikovanych ve
stadiu I a II pravdépodobnost pétiletého pieziti 70 — 90%, u stadii III a IV naopak
nedosahuje ani 40% [3]. Lécebné vysledky se v poslednich 20 - 30 letech méni velmi
pozvolna. Zasadni zménu nepfinesly ani veskeré pokroky v chirurgické a onkologické
1é¢bé, ani kombinace vice terapeutickych modalit. Pro zlepSeni 1é¢ebnych vysledki je
nutné jesté detailnéjsi porozuméni biologii a molekularni patofyziologii nddorového
onemocnéni a pochopeni vztahil s okolnim stromatem a imunitnim systémem. Novych
poznatkii o molekularnich mechanismech onkogeneze a o interakcich mezi imunitnim
systémem a nddorovym onemocnénim stale pfibyva. Jejich vyuziti pro cilené
terapeutické ovlivnéni, optimalné na vice urovnich, by mélo pfinést o¢ekavany zlom do

klinické praxe onkologie hlavy a krku.



2. Prehled souc¢asné problematiky

2.1. Dlazdicobunécné karcinomy hlavy a krku
Karcinomy hlavy a krku jsou zhoubné epitelialni nadory postihujici dutinu stni, hltan,
hrtan, nosni a paranazalni dutiny, nosohltan, ucho, slinné Zlazy a §titnou zlazu a zahrnuji
celou fadu histopatologickych typt. Na sliznicich hornich dychacich a polykacich cest
se nejéastéji setkavame s dlazdicobunéénym karcinom (HNSCC - Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma), zahrnujicim az 95% ptipadd. Z klinického hlediska se
jedné o lokalné agresivni nadory, metastazujici lymfogenné do spadovych krénich
lymfatickych uzlin, v zavislosti na lokalit¢ diagnostikované vétSinou v pokrocilejSim

stadiu.

2.1.1. Epidemiologie a rizikové faktory
Incidence a primarni lokalizace HNSCC se geograficky velmi lisi, v z&vislosti na
vyskytu rizikovych faktort, kterymi jsou kouteni, konzumace alkoholu, HPV infekce,
zvykani tabaku, ale i etnické a genetické rozdilnosti v riznych populacich.
Stale plati, Ze nejvétsi vyskyt HNSCC je u muzi v patém a Sestém decénium, ale
postupné se zvysuje 1 zastoupeni zen (s rostoucim procentem kouficich zen). Pro
nékteré lokalizace se nejvyznamnéjSim rizikovym faktorem stala infekce lidskym
papillomavirem (HPV), ktera zapticiiiuje nartstajici procento pacientt s
orofaryngealnim HNSCC v populaci zejména mladych nekuréakd, ¢astéji muza, bélocht

[4].

Uzivani tabaku (koufeni i Zvykani) je stale povazovano za hlavni rizikovy faktor pro
rozvo] HNSCC pro vétSinu lokalit. Jsou prace prokazujici genetickou predispozici
podminujici vétsi vnimavost ke karcinogennimu piisobeni tabaku [5]. Zaroven je
prokéazano, ze karcinogenni pisobeni tabaku a alkoholu se vzajemné potencuji.
Opakovana expozice sliznic hornich dychacich a polykacich cest k ptisobeni tabaku,
alkoholu nebo kombinace obou faktorii, mohou vést ke vzniku vicecetnych lozisek
primdrniho naddoru nebo vzniku dal$iho nadoru v jiné lokalizaci. Tento fenomén je

nazyvan jako plo$né kancerizace (field cancerization) [6, 7].



HPV je prokédzanym rizikovym faktorem vzniku HNSCC v orofaryngu. Infekce lidskym
papillovirem je sexudlné pfenosné onemocnéni, postihujici cervix, orofarynx, vulvu,
konecnik a penis. Vice nez 130 typtit HPV se dle maligniho potencialu rozdéluje na low-
a high-risk typy, asi 15 z nich vykazuje onkogenni potencidl. Vyznam HPV pro ano-
genitalni nddory byl znam jiz pomérné dlouho. Za objasnéni vyznamu HPV pro vznik
karcinomu délozniho hrdla ziskal némecky virolog Harald zur Hausen v roce 2008
Nobelovu cenu za fyziologii a Iékaftstvi [8]. V onkologii hlavy a krku se ale souvislost
prokazuje az v poslednich ptiblizné 15 letech[9, 10]. U orofaryngealnich karcinomii
dominuje HPV 16. U nadort tonzil a kofene jazyka je hlavnim etiologickym faktorem,
piiblizné 50% téchto nadort je prokazatelné zpiisobeno ptitomnosti HPV (literarni
udaje se pohybuji v rozmezi od 10 do 90%, v zavislosti na populaci) [11-13]. V Evropé
je procento orofaryngeédlnich nadora zpiisobenych HPV nejvyssi ve Skandinavii (az
90%), naopak v zemich s vysokym zastoupenim kutaki v populaci, napiiklad v Italii, je
niz8i nez 20% [11]. HPV je zodpovédny za vznik onemocnéni u mladsich jedinct,
castéji muzl, beélocht, klinicky zahrnuje naddory pokrocilejSich stadii, s mensim
primarnim nadorem, ale vét§im metastatickym postizenim krénich uzlin [4, 14]. Virus
HPYV vyuziva fady mechanismti, kterymi je schopen se vyhnout pozornosti imunitniho
systému a vyvolat perzistujici infekci, nezbytnou pro vznik nddorového onemocnéni.
HPV infikuje keratinocyty, které pouze minimalné exprimuji virové proteiny a
nedochézi k rozpadu infikovanych bunék. HPV tedy neposkytuje imunitnimu systému
hostitele tzv. signaly nebezpeci, nutné k zahajeni ucinné imunitni odpovédi. Virus HPV
se nesifi krvi, do kontaktu s imunitnim systémem se dostdva pouze malé mnozstvi viru
z napadenych buné¢k. HPV dokéze také potlacit expresi MHC gp 1. tfidy nebo
transportéru pro antigenni peptidy (TAP) [15].

Rutinni HPV detekce u nadort orofaryngu je souc¢ast modernich klinickych
doporucenych postupti. Nejvyssi prognosticka vyznamnost byla prokazana pro detekci
transkripcné aktivni virové infekce pomoci HPV mRNA (nejcastéji HPV16 E6 mRNA)
[14]. Ke spolehlivé detekci HPV by mélo byt kombinovano vice metod. V soucasnosti
je pouzivana klasicka PCR k detekci HPV DNA, RT-PCR kvantifikujici virovou naloz
nebo detekujici transkripcné aktivni virovou infekci pomoci E6/E7 mRNA, typove
specifickd DNA in-situ hybridizace, detekce sérovych protilatek proti virovym
onkoproteinim E6/E7 nebo imunohistochemicka detekce p16 (inhibitoru cyclin-
dependentni kindzy p16ink4a, tumor supresorového proteinu). Jako standard pro urceni

podilu HPV na vzniku orofaryngealniho karcinomu je doporu¢ovana



imunohistochemicka detekce p16 (velmi silné korelujici s HPV statutem) v kombinaci s
PCR detekci HPV DNA a s mRNA E6 HPV16 [16]. Pacienti s HPV asociovanym
nadorem maji lepsi prognozu nez pacienti, u kterych se na vzniku podileji koufeni a
alkohol [17, 18]. Nicmén¢ zatim neni ziejmé, zda prokazani souvislosti vzniku nadoru
s HPV by mohlo umoznit zménu typu 1écby nebo sniZeni jeji intenzity. Tato otazka je
nyni velmi peclivé védecky hodnocena, ale doposud neni jednoznacné vytesena. Se
zménou klinickych doporuceni se ¢eka na vysledky prospektivnich studii, které nyni
probihaji a vysledky se o¢ekavaji v prubchu let 2018 -2022 (clinical trials:
NCTO01874171, NCT01855451, NCT02281955, NCT01969877) [19].

V riiznych zemich se mohou déle uplatiiovat odlisné etiologické faktory, jako jsou dalsi
virové infekce (EBV), zvykani betelu, expozice radiacnimu zareni, nedostatek vitamind,
zubni problémy, charakter mikrobiomu tustni dutiny, imunosupresivni 1écba a jiné

faktory prostiedi ¢i pracovni expozice.

2.1.2. Patogeneze

Patogeneze HNSCC se vyznamné 1isi v zavislosti na etiologii, rozdily jsou patrné

v klinickém priibéhu onemocnéni. Rozdily je mozné detekovat i na Grovni genetickych
mutaci a zmén signalizacnich drah. Velky posun znamenalo zavedeni techniky
sekvenace celého genomu, respektive vSech exonil (whole-exome sequencing), prvni
prace u HNSCC byla publikovana v roce 2011 [20].

Expozice sliznic hornich dychacich a polykacich cest klasickym karcinogentim jako
jsou koufeni a alkohol vede k postupnému hromadéni genetickych zmén. Zmény se na
sliznicich projevuji jako jednotlivé stupné dysplazie a pfechdzi pies stadium
»wcarcinoma in situ“ az po invazivni karcinom [6]. Témét vzdy je mutovan gen TP53,
ktery koduje p53 protein, onkosupresorovy protein, nékdy nazyvany i jako ,,strazce
genomu*. Jeho mnoZstvi se za fyziologickych podminek za¢ina zvySovat v odpovédi na
stresové stimuly nebo v ptipadé poskozeni DNA. Nahromadéni p53 vede k zastaveni
bunécéného cyklu a umozni opravu DNA nebo spusti signaliza¢ni kaskady vedouci k
apoptdze. VétsSina mutaci 7P53 je tzv.missence mutace, kdy vznika stabilni protein, ale
s poskozenou vazebnou strukturou. Vyssi vyskyt mutaci p53 zplisobuje snizeni
celkového preZivani u pacienti s HNSCC a koreluje se zvySenym vyskytem loko-

regionalnich rekurenci a mensi citlivosti na terapii [21, 22]. Druha nej¢astéji popisovana
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genetickd zména u HPV negativnich HNSCC je mutace tumor supresorového genu
CDKNZ24 (gen pro inhibitor cyklin-dependentni kindzy 2A), ktery byva zasazen u
zhruba 10 — 12% nadort. Alternativnim sestfihem vznikaji dva proteiny (p14ARF a
p16INK4A) negativné ovlivitujici funkci p53, zasahujici do regulace bunééného cyklu a
zvysujici riastovy potencial nadorovych bunék.

Spektrum nachdzenych genetickych zmén je u HPV pozitivnich nadori naopak
podstatné mensi. U 6 az 21% HPV pozitivnich HNSCC je detekovana zména PIK3CA
(katalytické podjednotky phosphatidylinositol 3-kindzy) [23]. PIK3 je soucasti
signaliza¢ni drahy aktivované vazbou ligandu na povrchovy membranovy receptor,
naptiklad pro EGFR (receptor pro epidermalni rastovy faktor). MnoZzstvi mutovaného
PI3K piimo koreluje s vys$sim stadiem HNSCC, potencuje bunécny rist a proliferaci a
naopak inhibuje apoptozu. Dalsi genetickou zménou nachézenou zejména v HPV
pozitivnich HNSCC je mutace TRAF3 (TNF receptor-associated factor 3), ktery je
soucasti ptirozené i1 adaptivni protivirové imunitni reakce (HPV, EBV, HIV) a jeho
inaktivace vede ke zvySeni NF-kB signalizace a inhibici apoptozy. Posledni castou
genetickou zménou u HPV pozitivnich HNSCC je amplifikace genu E2F 1,
transkrip¢niho faktoru aktivujiciho bunéény cyklus.

Geneticka podstata HPV pozitivnich a negativnich HNSCC se promité do biologickych
a funkénich odlisnosti a spociva zejména v zvySené degradaci p53, inaktivaci drahy pRb
(retinoblastomovy protein, vyznamny onkosupresorovy gen) a v upregulaci p16. U
vétSiny HNSCC je prokazana nefunkcénost onkosupresorového proteinu p53 v druhém
kontrolnim bodu bunécného cyklu (ve fazi G2), molekuldrni podstata této poruchy se
vSak li§i. U HPV negativnich HNSCC je téméf vzdy podminéna mutaci genu, naopak u
HPV pozitivnich je protein p53 vazan virovym onkoproteinem E6 a tento komplex je
nasledné degradovan. Nedojde k zastaveni bunécného cyklu v druhém kontrolnim bodé,
neprob¢hne oprava DNA a nemtiZze ani nedojit k aktivaci apoptozy spousténé p53.
Regulace buné¢ného cyklu v prvnim kontrolnim bodé (v ptechodu mezi fazi G1 a S) je
naopak naruSena prostfednictvim pRb a cyklinu D1. HPV asociované nadory
orofaryngu vykazuji aktivaci buné¢ného cyklu transkripénim faktorem E2F, ktery je za
fyziologickych podminek vazan na pRb. Poté, kdy virovy E7 onkoprotein vytvoii
komplexy s nizce fosforylovanou formou onkosupresorového proteinu pRb, dojde ke
snizeni hladiny pRb a jeho uvolnéni z vazby na E2F. Uvolnény E2F aktivuje Cyklin E a
CDK2 (cyklin dependentni kinazu 2). Je tak umoznén piechod z G1 do S faze
bunécného cyklu. Zpétné dochézi ke zvyseni exprese CDKN2A genu, ktery koduje p16
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a pl4. Za normalnich okolnosti p16 inhibuje cyklin D1 a CDK1/6 (které fyziologicky
fosforylaci pRb uvoliuji E2F) a zablokuje bunéény cyklus. V ptipadé¢ HPV
infikovanych bunék je ale pRb inaktivovan v komplexu s E7 a nemiZe jiz bunécny
cyklus negativné ovliviiovat vazbou s E2F [6].

Dalsim typickym znakem HNSCC je exprese receptort pro riistové faktory. Az u 90%
HNSCC je zvysené exprimovan EGFR [24], jehoZ zastoupeni pfimo koreluje s vétsim
mnozstvim lokalnich rekurenci a horSim celkovym piezitim pacientd [25]. Obdob¢
negativni korelace je nachdzena u receptoru pro VEGF (vascular endothelial growth

factor) [26], jenz stimuluje nadorovou neoangiogenezi a zvysSuje metastaticky potencial.

2.1.3. Diagnostika a klinické klasifikace

Diagnostika HNSCC je zalozena klinické manifestaci onemocnéni. Na rozdil od
nékterych jinych malignit nejsou zatim dostupné spolehlivé nddorové markery, které by
bylo mozné vyuzit k casnému odhaleni nddoru. V klinické praxi jsou nékdy
analyzovany markery SCC (antigen dlazdicobunécnych karcinomtt), CEA (carcino-
embryondlni antigen), Cyfra-21-1 a AAT (alfa-1-antitrypsin). Specificita a zejména
senzitivita vSak velmi kolisaji a neumoziuji ¢asny spolehlivy zachyt HNSCC. SCC je
ne¢kdy vyuzivan v rdmci dispenzarnich kontrol k monitoraci pruibéhu onemocnéni a
odpovédi na 1é¢bu.

Klinickd manifestace HNSCC se vyznamné lisi v zavislosti na lokalizaci, pro nadory
lokalizované v dutin€ ustni je typické bolestivost, v pozd¢jsSich stadiich doprovazena
polykacimi obtizemi, varovnym pfiznakem muze byt i krvaceni. Nadory lokalizované
v orofaryngu se mohou projevovat bolestivosti, pocitem ciziho télesa v krku, pozdé&ji
taktéz polykacimi obtizemi i krvacenim. Hypofaryngealni lokalizace je naopak typicka
dlouhym bezptiznakovym pritbéhem a relativné pozdnim nastupem polykacich obtizi a
bolesti, tedy i diagnostikovanim onemocnéni v pozdgjsich stadiich. Casto je prvnim
priznakem metastatické postizeni krénich lymfatickych uzlin. Nadory hrtanu jsou ve
vetsing pripadi diagnostikovany Casné, protoze i malé tumory lokalizované v oblasti
glottis zplisobi dysfonické obtize. Ke klinickému obrazu pokrocilejsich stadii patii
dychaci obtize a polykaci obtize. Nadory nosnich a vedlejSich nosnich dutin se
nejcastéji projevuji jednostrannou zhorSenou nosni priuchodnosti, krvacenim, pozdéji i
defiguraci obli¢eje ¢i zménou hybnosti ¢i polohy oka (exoftalmus). Nazofaryngealni

karcinomy se nejcastéji projevi metastatickym postizenim, lokaln€ mohou zplisobovat



nosni neprichodnost, krvaceni a chronickou sekretorickou otitidu. Nadory ucha se
manifestuji zalehnutim ¢i zhorSenim sluchu, krvacenim ze zvukovodu, bolesti,

v pozdégjsich stadiich i zhorSenim funkce licniho nervu ¢i poruchou rovnovahy. U
slinnych 714z je naopak typické nahmatani rostouciho utvaru v parenchymu zlazy nebo
objeveni se zevn¢ patrného tumoru, u malignich nadora pak doprovazené i bolestivosti
¢1 zhorSenim funkce licniho nervu.

Pro nalezeni a zobrazeni primarniho nadoru v oblasti hlavy a krku jsou pouZzivany rizné
endoskopické metody, které ndm umozni vySetfit i lokality vzdalené pfimému pohledu
zraku. Vyuzivany jsou metody piimé i nepiimé endoskopie, pomoci rigidnich i
flexibilnich endoskopii, obraz je mozné i zaznamenat pro nasledujici prezentaci,
prohlédnuti ¢i porovnani zmén v ¢ase. Velmi efektivni metodou, kterd vyznamneé
posunula moznosti endoskopické diagnostiky na sliznicich dychacich i polykacich cest
je metoda NBI (Narrow Band Immaging), kterd umoziuje kombinovat vyhody
konvencni zvétSovaci endoskopie s moznosti Upravy, processingu sledovaného obrazu.
V zéasad¢ jde o klasicky RGB videosystém, rozdilna je ale moZnost pouZiti optickych
filtr, které propusti pouze presné spektralné charakterizované svételné svazky.
Nejcastéji jde o svazky vinovych délek 400- 430 nm (stfedova délka 415 nm), které se
odrazeji v povrchové sliznicni vrstvé, a svazky vinovych délek 525- 555 nm
(centrovanych na 540 nm), které pronikaji hloubéji do podslizni¢nich vrstev. Princip
NBI je zaloZen na rozlicném priniku svétla riznych vinovych délek do tkani. Svétlo
vyse definovanych vinovych délek je v odpovidajici hloubce odrazeno/pohlcovano
vaskularnimi strukturami, jejich architektonika je typicka jako pro zdravou sliznici, tak
pro sliznici s dysplazii lehkého az tézkého stupné a infiltrativné rostouciho karcinomu.
V soucasné dobé je dostupna celd fada klinickych praci, které koreluji NBI obraz

s histopatologickou povahou 1éze [27]. NBI je vyuzivana nejen k diagnostice
primarniho nédoru, ale 1 ke sledovani pacientti po 1€¢bé [28]. OdliSeni polécebnych,
zejména postradia¢nich zmén bylo pred za¢atkem pouzivani NBI velmi slozité a
vétSinou se neobeslo bez nutnosti zatéze pacienta diagnostickym vykonem v celkové

anestézii.

Ve vétsiné lokalit HNSCC vykazuje znany metastaticky potencial, i pies palpacn¢ a
sonograficky negativni nadlez mize byt az u 30 % pacientl nalezeno mikrometastatické
postizeni lymfatickych uzlin. Vyjimku tvofi naddory glottis, kde je velmi chuda

lymfatickd drenaz a nadory této lokality metastazuji az v pozdnich stadiich.



Anatomicka a klinicka klasifikace oblasti na krku se 1181, v klinické praxi se nyni
ustalilo rozdéleni do Sesti, resp. sedmi oblasti [29]. Nadory dutiny Ustni metastazuji
typicky do oblasti I, IT a I1I, nddory orofaryngu postihuji obvykle oblasti II, IIl a IV,
nadory supraglotis a hypofaryngu do oblasti III, IV a V, subglotické nadory mohou
postihovat i oblasti VI.

Klinické vySetfeni sliznic hornich dychacich a polykacich cest a palpa¢ni vysetieni
krénich oblasti musi byt vzdy doplnéno jesté nékterou ze zobrazovacich metod.
Sonografické vySetfeni je optimalni vySetfovaci metodou krénich lymfatickych uzlin, je
vétsinou snadno dostupné a finanén€ nendro¢né, je mozné i vyuzit sonografické
kontroly pro punkci tenkou jehlou ze suspektniho loziska. OvSem velmi limitni vyznam
ma sonografické vySetieni pro zobrazeni hlubsich struktur hlavy a krku, tedy
primarniho nadoru.

Druhou zobrazovaci metodou v potadi je CT (computer tomography), v dnesni dob¢
taktéz velmi dobte dostupné vysetieni, které pfi aplikaci kontrastni latky umozni presné
zobrazeni jak krénich uzlin, tak primarniho naddoru. Zaroven velmi pfesné zobrazi i
vztah tumoru ke strukturam kostnim a chrupavcitym, resp. poskozeni jejich kontinuity.
Omezeny vyznam ma CT vySetieni pro vySetieni nadori v oblasti kofene jazyka (zde
ma veétsi vytéznost vySetfeni magnetickou rezonanci) a vysledek mtize byt ovlivnén i
artefakty ze zubnich vyplni.

Nuklearni magnetickd rezonance (MRI) je zobrazovaci metoda s nejveEtsi presnosti
zobrazeni mékkych tkéani. Jeji pouziti je vhodné zejména u naddorid kotene jazyka, pfi
nemoznosti vyhodnotit CT vySetfeni ovlivnéné artefakty ze zubnich vyplni a pii
zobrazeni nadorl nosnich a paranazalnich dutin a nosohltanu. UmoZni rozliSeni
nadorové tkané a retence hlenu a presné zobrazi vztah nadori k okolnim strukturam -
nitrolebi a o¢nici.

Posledni v standardné vyuzivanou zobrazovaci metodou je pozitronova emisni
tomografie (PET), v sou€asnosti nejcastéji kombinovanou s CT vySetfenim, ale jiZ i

s MRI vysetienim. Hlavni vyznam ma pii patrani po loZisku primarniho nadoru pii
metastatickém postizeni krénich uzlin, kdy klinické i endoskopické vySetieni neodhali
lozisko primarniho nadoru. Dle aktualnich doporuceni by v takové situaci mélo PET/CT
vySetfeni predchazet panendoskopickému vysSetieni v celkové anestézii. Druhd oblast,
kdy PET/CT (PET/MRI) hraje nezastupitelnou ulohu, je vylouc¢eni vzdalenych metastaz

u agresivné se chovajicich nadorti nebo u recidiv.



Klinicka klasifikace HNSCC se tidi TNM Kklasifikaci (aktualné platné 7. vydani z roku
2010)[30], které v sobé zahrnuje informaci o velikosti primarniho nadoru, regionalnim
metastatickém postizeni 1 vzdaleném metastatickém postizeni. Hodnoceni regionalnich i
vzdalenych metastaz plati shodné pro vSechny lokality v oblasti hlavy a krku, hodnoceni
T stadia se v detailech 1i8i, ale je mozné obecné shrnuti, které je uvedeno v tabulkach 1
a 2. Hodnoty T, N a M jsou jeste obvykle doplnény o stupen diferenciace nadoru,
grading (G).

Prestoze je TNM klasifikace nejrozSifenéjSim a nejpouzivanéj$im klasifikacnim
systémem, neni jeji prognosticka spolehlivost dostatecna. Jako prognosticky vyznamné
se ukazaly neptiznivé histologické znaky, které jsou: a) pozitivni resek¢ni okraje, b)
extrakapsuldrni §ifeni u metastdz do lymfatickych uzlin, c) vicecetné pozitivni
lymfatické uzliny, d) angioinvaze, lymfangioinvaze a perineuralni Sifeni.

Snahou 1ékaiti a védct je vytvofit klasifikaéni schéma s vys$si prognostickou
spolehlivosti. Pro HPV pozitivni nddory orofaryngu byla O'Sullivanem a
spol.[31]navrzena nov4 klasifikace ICON-S (The International Collaboration on
Oropharyngeal cancer Network for Staging). ICON-S se stala zdkladem pro upravu
TNM klasifikace, jejiz 8. vydani bude platné od 1.1.2017. U nékterych typi nadoru,
nejdale je vyzkum u kolorektalniho karcinomu, je stanovovana progndza onemocnéni
pomoci infiltrace nadoru imunokompetentnimi buitkami. Tento systém je nazyvan
Immunoscore a u kolorektalniho karcinomu je jeho prognosticka spolehlivost lepsi, nez
u klasické TNM Kklasifikace [32]. Vychazi ze znalosti, Ze vznik a nddorovy rist jsou
velmi siln€ ovlivnény imunitnim systémem jedince. Infiltrace imunokompetentnich
bunck v tkdni nddoru miize naznacovat, jak silnd je obrannd reakce organismu vuci
nadoru. Tento pfedpoklad byl jiz pro n¢které malignity potvrzen velmi silnou korelaci
mezi mnozstvim imunitnich bunék v nadoru a klinickym vyvojem onemocnéni. Vysoka
lymfocytarni infiltrace koreluje s lepsi prognézou u celé fady nadord, vCetné
kolorektalniho karcinomu, kde vy3§i zastoupeni CD3" CD8" cytotoxickych T lymfocyti
a pamétovych T bunék (CD45RO") koreluje s del§im obdobim bez onemocnéni
(disease-free survival, DFS) i s celkovym pfezivanim (overal survival, OS) pacientti po
chirurgické resekci nadoru. Immunoscore je stanoveno jako pomér CD3/CD8 lymfocyta
nebo CD3/ CD45RO" lymfocytli nebo CD8/ CD45RO" jak v tkani nadoru, tak i pfi

invazivnim okraji naddoru [33].
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Tabulka 1 TNM Kklasifikace (upraveno dle [19, 30])

T stadium

Tx Primarni nddor nemohl byt hodnocen
TO Primdrni nddor neni pfitomen
Tis Karcinom in situ
T1 Nédor je mensi nez 2 cm v nejvét§im rozméru
T2 Nédor je veliky mezi 2 a 4 cm v nejvetsim rozméru
T3 Nédor je vétsi nez 4 cm v nejvétSim rozméru
T4a Lokalné stfedné pokroc€ily nador
- Vrusta do okolnich struktur
T4b Lokalné velmi pokroc¢ily nador

- Vrusta do vzdalenéjSich nebo dilezitych struktur

Tabulka 2 — TNM Klasifikace (upraveno dle [19, 30])

N stadium

Nx

Postizeni regionalnich lymfatickych uzlin nemohlo byt
zhodnoceno

NO

Bez postizeni regionalnich lymfatickych uzlin

N1

Metastatické postizeni jedné stejnostranné regiondlni
lymfatické uzliny, ktera neni vétsi nez 3 cm v nejveétsim
rozméru

N2

- N2a

Metastatické postiZzeni jedné stejnostranné regionalni
lymfatické uzliny, ktera je vétsi nez 3 cm, ale ne vétsi
nez 6 cm v nejvetsim rozméru

- N2b

Metastatické postiZzeni ve vice stejnostrannych
regionalnich lymfatickych uzlinach, kdy zadna neni vétsi
nez 6 cm v nejvetSim rozmeéru

Metastatické postiZzeni oboustrannych nebo
druhostrannych regionalnich lymfatickych uzlin, kdy
7adnd neni vétsi nez 6 cm v nejvEetsim rozmeéru

N3

Metastatické postizeni regionalnich lymfatickych uzlin,
vetsi nez 6 cm v nejveétsim rozméru

Tabulka 3 - TNM Klasifikace (upraveno dle [19, 30])

M stadium
MO Bez vzdalené metastazy
Ml Vzdalené metastatické postizeni

Tabulka 4 - TNM Kklasifikace (upraveno dle [19, 30])

G stadium

Gx Stupeii diferenciace nemohl byt stanoven
Gl Dobte diferencovany nador

G2 Stfedn¢ dobie diferencovany nador

G3 Nizce diferencovany naddor

G4 Nediferencovany nador
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2.1.4. Terapeutické moznosti

Terapeutické moznosti HNSCC se lisi v zavislosti na lokalizaci a stadiu nadoru.
Zobecnit 1ze pouze, Ze pro ¢asné stadia onemocnéni (I a II) je zpravidla volena pouze
jedna lé¢ebna modalita (chirurgie ¢i radioterapie), s vyjimkou nadort hrtanu je
preferovana vétsinou 1écba chirurgicka. U pokrocilych stadii nadort (IIT a IV) jsou
kombinovany lécebné metody dve, kdy vétSinou je tou prvni 1écba chirurgicka.
Chirurgie samotna nebo v kombinaci s radioterapii doposud skyté nejvétsi Sanci na
vyléceni onemocnéni. Primarné onkologicka 1écba je indikovana u pacientti, ktefi
nejsou zpusobili podstoupit perioperacni zatéz, operaci si nepteji nebo rozsah
onemocnéni presahuje moznosti chirurgického odstranéni s pooperaéné akceptovatelnou
kvalitou zivota. Zaroven je mozné nabidnout primarné onkologickou 1é€bu pacientovi

v piipad¢ nddort hrtanu, kdy skytd vétsi Sance na zachovani funkce hrtanu pii
srovnatelnych Sancich na vyléceni. U pacientd s HPV pozitivnimi naddory orofaryngu,
které obvykle velmi dobie odpovidaji na 1é¢bu, jsou publikované vysledky chirurgické i
primarné onkologické 1é€by srovnatelné [34, 35]. Primarni onkologickd 1écba je dale

indikovana u nadort nosohltanu, kde 1é¢ebné i1 funkéni vysledky jsou vyznamné lepsi.

Chirurgicka lécba

Moderni onkologické chirurgie se snazi o vyléceni onemocnéni se zachovanim
akceptovatelné kvality zivota. Cilem je Uplné odstranéni nadoru i s bezpe¢nym okrajem
zdravé tkané, tedy dodrzeni maximalni Sance na vyléceni onemocnéni, ale se
zachovanim funkce operovaného organu. Rozsah resekce je vzdy posuzovan v kontextu
kvality Zivota po operaci, n€kdy tato rozvaha vede k upfednostnéni primarni
onkologické 1écby. Pro vétSinu stadii je ale operacni 1éEba metodou prvni volby.
Chirurgicka 1écba ve vétsing piipadt kombinuje operacni vykon s odstranénim
primarniho néddoru a vykon na krénich lymfatickych uzlinach, tedy blokova kréni
disekce. U pokrocilych onemocnéni je nékdy rozsahla resekeni faze nasledovana fazi
rekonstrukéni s prenesenim tkané z jiného, donorského, mista, at’ jiz jako lalok stopkaty
(se zachovalym, nepferusenym cévnim zasobenim) nebo jako lalok volny, kdy je nutné
provedeni cévni anastomdzy. Ve shod¢ se snahou o zachovani funkce organu jsou
vyuzivany moderni chirurgické technologie, at’ jiz Setrné zpusoby oSetieni tkani (napf.

harmonicky skalpel) nebo operace provadéné pln¢ endoskopicky, vyuzivajici laser nebo
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technologie robotické chirurgie. Operatér vyuziva pohledu endokamery a jednotlivé
kroky provadi pomoci instrumentéaria umisténého na robotickych ramenech. Cilem
vSech téchto postupti je zvysit pfesnost operace, snizit na minimum poskozeni zdravych
tkani, urychlit hojeni, zkratit dobu rehabilitace a zachovat funk¢ni stav.

Jak jiz bylo zminéno, operacni vykon na krénich lymfatickych uzlinéch je velmi ¢asto
nedilnou soucasti operace. Blokové kréni disekce (ND, neck dissection) jsou
klasifikovany podle rozsahu (radikalni, rozsifena radikalni, modifikovana a selektivni
ND) a podle indikace (terapeutické ¢i elektivni). Radikélni ND oznacuje situaci, pfi
které byly odstranény oblasti I — V a soucasti resekce bylo i odstranéni musculus
sternocleidomastoideus (SCM), vena jugularis interna (IJV) a nervus accesorius (CN
XI). Rozsitena radikalni ND zahrnuje jesté odstranéni nervus hypoglossus (CN XII).
Modifikovand ND znamend odstranéni lymfatickych uzlin z oblasti I az V, ale
zachovani nékteré z nelymfatickych struktur (rozlisujeme typ I — CN XI, typ II - CN XI
alJV, typ IIl - CN XI, IJV, SCM). Selektivni ND kombinuje zachovani alespon jedné
z oblasti krénich uzlin a zachovani nelymfatickych struktur [29, 36]. Ve vétsing ptipadi
je blokova disekce provadéna jen na postizené strané, ale u nékterych lokalizaci, kde je
lymfaticka drendz na ob¢ strany, je nutné provést oboustrannou blokovou kréni disekce
(naptiklad u nadori kotene jazyka, mékkého patra, spodiny ustni, supraglotickych

nadori ¢i preepiglotického loze).

Radioterapie

Jesté vice se technicky pokrok promitnul do moZnosti moderni radioterapie.
Urychlovace zafeni v kombinaci s pfesnym pocitacovym zobrazenim a planovanim
umozni precizni definovani cilového pole, davky (obvykle 66-74 Gy, resp. 50-60 Gy) a
jeji rozdéleni do jednotlivych frakei (obvykle 5 frakcei tydné, celkem 6 tydnti). Technika
IMRT (intensity-modulated radiation therapy) je dnes povazovand za standard.
Umoziuje v tfidimenzionalnim planu definovani adekvatni davky pro oblast priméarniho
nadoru a ptilehlé tkdn¢ a naopak snizeni davky, kterou jsou zasazeny slinné zlazy,
temporalni lalok, sluchovy ¢i zrakovy aparat. Existuje fada strategii frakcionace celkové
davky, jeji zvySeni (boost) na konci ozafovaciho planu, kombinace s indukéni nebo
cast¢ji s konkomitantni chemoterapii. Radioterapie je vzdy indikovana u nadori

v pokrogilejsich stadiich (III a IV stadium, T3 nebo T4, resp. N') a pfi nalezeni

neptiznivych histologickych znakt. Primarni radioterapie €i chemoterapie je indikovana
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v ptipad¢ klinického stavu pacienta, ktery znemoziuje vykon v celkové anestézii. A
dale v situacich, kdy velikost ¢i rozsifeni onemocnéni piesahuje moznosti chirurgické
1é¢by, v ptipad€ odmitnuti chirurgické 1é¢by pacientem nebo v neékterych lokalizacich,
kde primarni radio- ¢i chemoradioterapie skytaji srovnatelné ¢i lepsi Sance na vyléceni
(nédory glotis, nosohltanu, HPV pozitivni nddory orofaryngu). Dle rozsahu zasazenych
lokalit je radioterapie sméfovana a davkovana na primarni nador i lymfatické uzliny na
krku, n¢kdy 1 oboustranné. Interval mezi chirurgickou a adjuvantni radia¢ni 1écbou by

mél byt co nejkratsi a nemél by presahnout 6 tydnti [19].

Chemoterapie

Chemoterapie je v ramci [éby HNSCC tieti modalitou, volba je vzdy zavisla na stavu
pacienta (performance status) a na cili 1écby. Jako samostatna 1é¢ebna modalita ma své
misto pouze v paliativnim rezimu. Nej¢astéjsi je pouziti v konkomitantnim rezimu u
lokalné pokrocilych HNSCC, kdy je stéle za standard povazovana kombinace cisplatiny
a radioterapie. Pro konkomitantni reZimy muze byt dale pouzita kombinace cisplatiny

s S5-fluorouracilem (5-FU) nebo s paclitaxelem. Na zakladé klinickych studii testujicich
pouziti neoadjuvantni 1€cby, induk¢ni chemoterapie, kdy dochazelo ke zvySovani
toxicity 1écby, bez vlivu na prodlouzeni celkového prezivani pacientli, neni tento postup
doporucovan [37-39]. Pokud nador neni operabilni a jsou vyCerpany moznosti
radioterapie, jsou vyuzivany nejcastéji chemoterapeutické rezimy kombinujici
cisplatinu nebo carboplatinu s 5-FU nebo s docetaxelem, jako monoterapie (s
paliativnim zdmérem) jsou pak vyuzivany rezimy s cisplatinou, carboplatinou,
docetaxelem, paclitaxelem, 5-FU ¢i metotrexatem [19].

V situaci, kdy onemocnéni ptesahuje moznosti 1é¢by vedouci k vyléceni nebo alesponl
zpomaleni pribéhu nebo dochazi k progresi onemocnéni i pies 1é¢bu, je u pacienta
indikovana podpiirnd 1écba (best supportive care). Zakladem je efektivni tlumeni
bolesti, zajisténi dostatecné hydratace a alimentace a zajisténi priichodnosti dychacich
cest. Rozhodnuti o jednotlivych krocich musi byt ¢inéno ve shodé s pfanim pacienta,
nebot’ Casto ovliviiuji kvalitu zivota (tracheostomie). Nutna je i komunikace s okolim
pacienta, Setrnym zpusobem vysvétlit dalsi predpokladany pribéh onemocnéni a mozna

uskali dalsi péce.
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Biologicka 1écba

V navaznosti na pokroky v molekulérni biologii a genetice jde i rozvoj biologické
1é¢by. Vyuzivany jsou piistupy ovliviiujici ¢i blokujici nékterou ze specifickych
signalizaCnich ¢i metabolickych drah, které jsou vyznamné pro rozvoj konkrétniho typu
nadoru. V n¢kterych onkologickych indikacich biologicka 1é¢ba ptinesla zasadni posun
v terapeutickych vysledcich a jsou dnes jiz standardem 1é€by (anti-CD20, anti-HER-
2/Neu). V oblasti HNSCC je nejvyznamnéjsim zastupcem cetuximab, monoklonalni
protilatka proti receptoru pro epidermalni riistovy faktor (EGFR, endothelial growth
factor receptor). Velka oc¢ekavani piinesla studie Bonnera [40], kdy kombinace
cetuximabu a radioterapie vyznamné zlepSovala loko-regiondlni kontrolu onemocnéni a
prodluzovala ¢as do progrese onemocnéni. V horizontu 5 let sledovani bylo potvrzeno i
prodlouzeni celkového pieziti pacientt [41]. Naopak kombinace cetuximabu

s konkomitantni chemoradioterapii (cisplatina + radioterapie) vedlo ke zvySeni
nezadoucich ucinkd, ¢astéjSimu preruseni 1écby, ale ne k celkovému preziti. Jedina
podskupina, kterd z ptidani cetuximabu ¢aste¢né profitovala, byli pacienti s HPV
pozitivnim nadorem, u kterych doslo k prodlouzeni obdobi do progrese onemocnéni.
Mira exprese EGFR na nddorovych buiikach nebyla prognostickym faktorem Iécebné
odpovédi [42]. Zadny ptimy vztah mezi HPV a mirou nezadoucich Ggink® pii 16¢bé
kombinujici RT a cetuximab nebyl prokazan, procento vyskytu mukozitid a nutnost
zavedeni nazogastrické sondy byla shodna ve skupinéach s p16 pozitivnimi i negativnimi
nadory [43]. Jako zatim jediny pozitivni prognosticky faktor odpovédi na 1é€bu

s cetuximabem je akneiformi vyrazka (acneiform rush).

Druhou moznosti biologické 1écby u HNSCC je monoklondlni protilatka proti
vaskularnimu endotelidlnimu rastovému faktoru (VEGF, vascularized endothelial
growth factor), bevacizumab, ovliviiujici nadorovou tvorbu cév. Zvysené hladiny VEGF
jsou asociované s horSim celkovym pieZzitim u pacientd s HNSCC [44] a zatim slibnych
vysledkt je dosahovano pii kombinaci bevacizumabu s cetuximabem [45].

Pres veskeré dil¢i uspéchy a nadéje, nepfinesla zatim biologicka 1é¢ba do oblasti
onkologie HNSCC ocekavany prilom, ktery by vyznamné posouval terapeutické
vysledky a zlepSoval prognézu nemocnych. Z doposud publikovanych vysledki se jako

vvvvvv

regulace imunitni odpovédi — ,,immune checkpoints®, viz. kapitola 2.2.3.5.
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2.2. Imunitni systém

Zékladnim poslanim imunitniho systému je rozliSit struktury pro dany organismus
vlastni a cizi [46], v moderngj$i podobé signal nebezpeci [47]. Struktury, které imunitni
systém rozpoznava, se nazyvaji antigeny. Antigeny, které imunitni systém rozpozna
jako vlastni, jsou tolerovany, neni proti nim smérovana zadna obranna reakce. Naopak
antigeny, které imunitni systém rozpozna jako cizi, vyvolaji kaskadu reakci, kterd ma za
cil strukturu nesouci antigen znicit a odstranit z organismu. Imunitni systém se tak musi
naucit rozpoznat nejen bakterialni, virové €i parazitarni antigeny, ale musi byt schopen
odhalit i buniky, které byly ptivodné organismu vlastni a vlivem genetickych ¢i
molekularnich zmén se staly potencialné nebezpecné. Hypotézu imunitniho dohledu
poprvé vyslovil Paul Ehrlich a v roce 1957 jasné€ popsal Sir MacFarlane Burnet a nazval
ji ,immunosurvilance* [48]. Na zdklad¢ novych poznatkil byla ndsledné tato teorie
pteformulovana na hypotézu imunoeditace, sestavajici ze tii stadii: eliminace,
equlibrium a escape, tedy teorie 3E [49].Tento systém musi byt zaroven i velmi piesné
regulovan tak, aby nedoslo pfili$ silnou obrannou reakci k posSkozeni samotného

organismu.

Problematika protinadorové imunity stoji na dvou principialnich otazkach:

1) jak mze imunitni systém nador rozpoznat

2) jaké mechanismy vyuzivaji nddorové buiiky k obrané pfed imunitnim systémem

Imunitni systém rozeznava nadorové bunky dvéma zpusoby:

a) pomoci nadorové specifickych antigent (TSA, jsou exprimované pouze na
nadorovych buiikéach), které jsou produktem mutovanych genii [50] (naptiklad fuzni
protein Ber-Abl anebo antigeny souvisejici s patogenezi nddoru, naptiklad virovou
infekci - antigeny lidského papillomaviru (HPV), ktery se kauzaln¢ podili na vzniku
karcinomu ¢ipku 1 karcinomt v oblasti orofaryngu, nebo jaderné antigeny viru Epstein-
Barrové (EBNA-1) exprimované Burkittovym ¢i Hodgkinovym lymfomem a
nasofaryngealnim karcinomem [51, 52].

b) pomoci s nddorem asociovanych antigent (TAA, které jsou exprimovany na bunkach
nadorovych i zdravych, ale v rozdilné mite) [53]. Pfikladem mohou byt melanomové

antigeny Mage-1 ¢i Melan-A, které jsou normalné pfitomné na melanocytech, ale
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mnohem silnéji exprimovany na bunikach melanomu nebo EGFR, ktery je zastoupen na
zdravych epitelidlnich buiikach, ale jeho exprese na naddorovych keratinocytech se

fadove lisi.

2.2.1. Mechanismy protinadorové ochrany

Na mechanismech protinddorové obrany se podili vSechny hlavni slozky imunitniho
systému, jak nespecifické — makrofagy, dendritické buiiky, NK a NKT bunky, tak i
antigenné specifické — protilatky, T lymfocyty [54].

Nespecifické mechanismy

Makrofagy

fagocytuji ¢asti bungk ¢i celé bunky, které rozpoznaji jako cizi. Jako antigen
prezentujici buniky takto pohlcené antigeny poté zpracuji a vystavi na svém povrchu.
Charakter dale se vyvijejici reakce ovliviiuji typem produkovanych cytokinii.
Makrofagy typu M1 (vznikaji klasickou aktivaci zejména pod vlivem interferonu-gama,
IFN-y) produkuji zejména interleukin 12 (IL-12) a aktivné fagocytuji bunécény detritus
v mist¢ probihajici imunitni reakce. IL-12 ptisobi prozanétlivé a stimuluje i obranou
funkci dalSich imunokompetentnich bun¢k, zejména NK bun¢k a T lymfocyt. Naopak
makrofagy typu M2 (vznikaji alternativni aktivaci pod vlivem IL-4 a IL-13) maji spiSe

-----

produktem M2 jsou IL-10 a transformacni ristovy faktor beta (TGF-p).

Dendritické buiky

Dendritické buiiky (dendritic cells, DC) jsou hlavni profesionalni antigen prezentujici
bunky (APC), tedy buiiky, které zpracuji antigenni material a poté jednotlivé antigeny
vystavi na svém povrchu ve vazbé na MHC gp molekuly. Jako nematurované cirkuluji
v periferni krvi a vycestovavaji do tkéni, po aktivaci migruji do lymfatickych uzlin, kde
vyzravaji. Zde je mohou rozpoznat T lymfocyty a po ziskani ko-stimulacnich signalt
zahdjit imunitni reakci. Dendritické bunky tvofi propojeni mezi vrozenou a adaptivni
slozkou imunitniho systému. Rozdé€luji se na myeloidni (mDC) a plazmacytoidni

(pDC), odliSuji se exprimovanymi znaky a produkuji odlisné cytokiny. Myeloidni
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dendritické buiiky jsou nejéast&ji detekovany jako CD45 LIN'HLA-DRC D14 CD11¢c"
a vyznacuji se produkei IL-12. Naopak plazmacytoidni dendritické buiiky jsou

detekovéany jako CD45 LIN'HLA-DR 'CD14 CD123" a typicka je pro né produkce IFN-
y.

NK buiiky

Pfirozeni zabijeci (natural killers, NK) jsou lymfocyty, které velmi rychle aktivuji své
cytotoxické mechanismy, po nalezeni buiiky s malym zastoupenim molekul MHC gp 1.
tiidy na povrchu nebo po navazani svych aktivacnich molekul na ptisluSnou strukturu,
naptiklad receptoru CD-16 na Fc ¢ast opsonizacéni protilatky, kterd na poskozenou nebo

zménénou cilovou buiiku upozornila.

Specifické mechanismy

Protilatky

Protilatky cirkuluji v obéhu i vycestovavaji do tkani a svou variabilni ¢asti se vazi na
cilové antigeny. Po navazani mohou v dané buiice spustit apoptotickou kaskadu,
aktivovat komplement nebo ji mohou oznacit (opsonizovat) pro dalsi hrace imunitniho
systému, zejména fagocytujici makrofagy ¢i pro NK buiiky. Tento proces se nazyva na
protilatkach zavisla bunééné mediovand cytotoxicita (Antibody-Dependent Cell-
mediated Cytotoxicity, ADCC). Protilatky jsou vytvareny plazmatickymi bunkami poté,
kdy ziskaji specificky signal z Th bun¢k. Th lymfocyty musi pfed tim rozpoznat cilovy

antigen prezentovany na profesionalnich APC, kterymi jsou DC a makrofagy.

Th lymfocyty

Pomocné lymfocyty (CD4" lymfocyty, Th) rozpoznavaji peptidy v komplexu s MHC gp
II. tfidy APC, coz vede k jejich aktivaci. Aktivované Th lymfocyty vyzravaji v Thl
nebo Th2 lymfocyty. Th1 lymfocyty interaguji s makrofagy a stimuluji odpovéd’
zejména proti intracelularnim patogeniim, Th2 lymfocyty naopak spolupracuji s B

lymfocyty a stimuluji humoralni odpovéd.

Tc lymfocyty

vvvvvv

imunitniho systému v protinadorové obrané. Velmi rychle a efektivné rozeznavaji a
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likviduji buniky nesouci na svém povrchu antigen, ktery odpovida struktute jejich
antigennég specifického T bunééného receptoru (TCR) [55]. Na zacatku aktivaéniho
procesu T lymfocyti je vSak dendriticka buiika, profesiondlni APC. Ta musi pohltit a
zpracovat antigen a jeho peptidy vystavit v komplexu s MHC 1. nebo II. tfidy na svém
povrchu. V lymfatické uzliné musi nejprve prekurzorovy (nezraly) T lymfocyt nalézt
APC nesouci na svém povrchu komplex MHC gp . tfidy s antigenem odpovidajicim
TCR nezralého Tc lymfocytu. Reakci mezi APC a prekurzorovym Tc lymfocytem
(,,priming*‘) musi jesté podpofit piislusné adhezivni a kostimulaéni molekuly
(napt.CD28/CD80, ICOS / ICOS-1) a Th1 lymfocyty produkci IL2. Pokud k tomu
dojde, pak se prekurzorovy lymfocyt aktivuje a zacne proliferovat a diferencovat v klon
zralych efektorovych lymfocytt. Ty pak cirkuluji v krevnim obéhu a v tkdnich mohou
nalézat své cilové struktury. Pfi jejich nalezeni mohou zralé Tc lymfocyty aktivovat
cytotoxické mechanismy po stimulaci pouze jednim signalem, bez nutnosti
kostimulac¢niho signalu pies CD28. Pokud pii primingu nedojde k dostate¢né
kostimulaci (coz je vétSinou problém selhani imunitniho systému u fady nadort), dojde

k utlumeni reakce a stav kon¢i apoptézou nebo anergii.

Aktivované Tc lymfocyty mohou vyuzivat riznych mechanismu k likvidaci cilovych
bunck. Po navazani na cilovou buitku mohou uvolnit granzymy a perforiny, které narusi
membranu cilové buniky a aktivuji drahy vedouci k apoptdze. Apoptézu mohou
aktivovat i kontaktem proteinu Fas-L (Fas ligand) s receptorem Fas, ktery je
exprimovan na celé fad¢ bunck. Tento kontakt vede k velmi rychlé aktivaci apoptozy. A
v neposledni fad€ produkuji Tc lymfocyty i fadu cytokinl (napf. tumor necrosis factor

beta, TNF- B), které mohou aktivovat apoptotickou smrt bunky.

Apoptoza v.s. imunogenni bunécné smrt

Pro pochopeni zakladnich principti protinadorové imunologie je nutné rozlisit dva
zakladni zptisoby bunécné smrti. Apoptoza je riznymi signaly spusténa fyziologicka
bunécna smrt, kdy apoptotické signalizacni kaskady vedou k rozlozeni buniky vlastnimi
mechanismy. Vyslednym produktem jsou apoptoticka téliska, kterd nevyvoléavaji
zadnou odezvu imunitniho systému. Oproti tomu byla teprve nedavno popséana a
definovana imunogenni buné¢nd smrt (ICD, Immunogenic Cell Death), kdy stresu

vystavené buiiky exprimuji na svém povrchu molekulu kalretikulinu (calreticulin, CRL,
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protein z endoplazmatického retikula). Do svého okoli uvolni ATP a HMGB-1 (High-
mobility Group Box 1) a n&které dalsi signdlni molekuly, nazyvané alarminy. Vazbou
CRL na povrchovy receptor CD91 (scavengerovy receptor pouzivany fagocytujicimi
buiikkami) na povrchu nezralych dendritickych bunék je iniciovana fagocytéza. Nezralé
DC poté pod vlivem komplexniho cytokinového prostiedi a HMGB1 vyzravaji a stavaji
se zralymi DC, schopnymi optimalné prezentovat nadorové antigeny. Mezi stresové
faktory, které vyvoléavaji ICD patii radiacni zafeni, ncktera cytostatika, zejména
antracykliny, UV zéfeni ¢i vysoky hydrostaticky tlak [56]. V ptipadé¢ protinadorové
imunologie pouze ICD umozni navozeni u¢inné odpovédi, rozpoznavajici antigeny

z pohlcenych nadorovych bunék [57-59].

2.2.2. Mechanismy vyuzivané nadorem k uniku pfed imunitnim systémem
Jak bylo ptehledné uvedeno vyse, imunitni systém zdravého jedince disponuje celou
fadou mechanismii, kterymi za fyziologickych podminek dokaze nadorové bujeni
rozpoznat a zastavit. Rozvoj nadorového onemocnéni je pak umoznén pouze za
predpokladu, Ze tyto mechanismy selZzou, respektive nadorova buiika najde
mechanismy, jak jim uniknout. V prvni fazi kontaktu imunitniho systému s nddorem
dochazi k odstranéni nadorovych a potencidlné nadorovych bunck — eliminaci. V druhé
fazi se pak rist nddoru a obranné mechanismy imunitniho systému vyrovnavaji a tuto
fazi nazyvame rovnovahou — equlibrium. Ve tieti fazi (escape) naddor nalezne vhodné
inikové mechanizmy, vymani se z dohledu imunitniho systému a za¢ne rist. Casové
hledisko se u jednotlivych typti nadori vyznamné lisi, na zdklad¢ néktery praci se
odhaduje, Ze faze rovnovahy miZze trvat i desitky let. Schopnost nddoru vymanit se
z kontroly imunitniho systému patii dle dnesnich definici k zakladnim znakim nadoru
[60, 61]. Zde jsou uvedeny zakladni mechanismy umoziiujici inik nadoru z kontroly

imunitniho systému:

Pasivni obrana

e Ztrata antigenli
Selekéni tlak prostedi nuti nadorové buiiky ménit své obranné strategie a proto je nador
heterogenni kombinaci riznych populaci bunék. Ty se 1i§i 1 mnozstvim jednotlivych

exprimovanych antigend, jak TAA, tak 1 TSA.

20



e SniZzend exprese MHC gp L. tiidy
Nédorové burniky na svém povrchu snizuji mnozstvi exprimovanych MHC
glykoproteint, které jsou v piipadé I. tiidy rozpoznavané CD8" Tc lymfocyty a
v pfipadé II. tfidy CD4" Th lymfocyty. Pro rozpoznani nadorové buiiky T lymfocyty je
exprese MHC gp a rozpoznani antigenu na MHC gp navéazaného nezbytné. Soucasné
nékteré nadorové bunky pod vlivem selekéniho tlaku prostiedi tvoii méné proteinovych
komponent transportért, které se podileji na zpracovani antigent a jejich vystaveni na

povrchovém MHC gp.

Aktivni obrana

e Aktivace signalu / zablokovani signalu
Imunitni obrana je velmi pfisné regulovany systém. Pro aktivaci T lymfocytl je nutné
setkani TCR (T cell receptor) naivni T buitkky s MHC molekulou na APC (dendriticka
buiika, makrofag, B lymfocyt), coz je nazyvéano prvnim signalem. Poté mohou nastat
dva odlisné déje.

A) Dojde k druhému, tzv. kostimula¢nimu signalu, tedy k vazbé molekuly
(nejcastéji naptiklad CD28) na povrchu T lymfocytu na molekuly skupiny B7,
tedy CD80 ¢i CD86 na povrchu APC a T lymfocyt je pln¢ aktivovan a pod
vlivem cytokintl, zejména IL-2, proliferuje a vznika klon efektorovych,
aktivovanych T lymfocytt. Tento d&j vznika nejcastéji v lymfatickych uzlinach
a aktivované T buiiky se vraci na ,,misto urceni, tedy do nadorového
mikroprostfedi. Po setkni se svym jedine¢nym cilovym antigenem jiz CD8"
buiiky nepottebuji kostimulacni signal a rovnou mohou buiiku likvidovat.
Imunitni systém je vybaven schopnosti si uchovat ¢ast z aktivovanych T
lymfocytt jako takzvané pamétové bunky, které se pti dalSim setkanim
s antigenem rychle aktivuji a nemusi projit procesem prezentace pres APC.

B) Krom aktivacnich signalti mize naivni T lymfocyt po kontaktu TCR s MHC gp
APC ziskat i inhibi¢ni signal. Fyziologicky brani pfehnanym imunitnim reakcim
poskozujicim okolni tkan¢ a autoimunitnim reakcim. Na povrchu T lymfocyti je
v riznych fazich pfitomna celd fada inhibi¢nich molekul, které po navazani
ligandu zastavi aktivaci T bunky, zablokuji T buniku (anertni stav) nebo spusti

apoptotické kaskady a T bunky zlikviduji.
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Za fyziologickych podminek zasadné diilezité regulacni inhibi¢ni molekuly (nazyvané
immune checkpoints) mohou byt vyuzivany nddorovym onemocnénim k utlumeni
protinadorové imunitni odpovédi. Témi nejznaméjsimi jsou: CTLA-4, PD-1, B7-1, Tim-

3, BTLA, VISTA, LAG-3.

e CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4)
Jedna se pravdépodobné o nejsilnéjsi regulacni molekulu, ktera soutézi o vazbu
s aktiva¢ni molekulou CD28, ovliviiuje tedy poc¢atecni aktivaci T lymfocyti. Zastoupeni
na povrchu T bunék se zacind zvySovat za 2 az 3 dny po aktivaci a diky své vyssi afinité
k CD80 a CD86 dokaze vytlacit z vazby stimulacni molekuly a ukoncit aktivacni
mechanismy T lymfocytt. Brani tak vzniku piehnané silné imunitni odpovédi a
autoimunitni reakci. CTLA-4 je exprimovana 1 na regula¢nich T lymfocytech (Treg),
kde naopak zvysuje aktivitu Treg, zvySuje jejich pocet a podporuje jejich regulaéni
pusobeni [62]. Je zndmo, Ze Treg v mikroprostiedi HNSCC exprimuji CTLA-4 ve

vysoké miie [63].

e PD-1/PD-L1
cilova molekula pro imuno-onkologickou terapii. Zastoupeni transmembranového
receptoru se méni v zavislosti na aktivaci a funkénim stavu T i B lymfocytt, NK bun¢k
¢1 dendritickych bunék. Na rozdil od CTLA-4, ktera brani aktivaci, exprese PD-1
molekuly blokuje jiz aktivné plsobici buniku a zvySené zastoupeni je spojovano se
stavem vycCerpanosti (exhausted) T lymfocytii, napiiklad u chronickych virovych infekci
[64]. Tento regulacni mechanismus brani organismus ptred autoimunitni reakei.
Pfirozenym ligandem jsou molekuly PD-L1 a PD-L2, které¢ exprimuje celéd fada
hematopoetickych a imunitnich bun¢k. Vazba ligandu na receptor PD-1 se uplatiiuje
v regulaci imunitni odpovédi. Zaroven ale celd fada nadorovych bun¢k na svém povrchu
nefyziologicky exprimuje PD-L1. Po navazani PD-L1 ligandu na povrchu nadorové
buniky na receptor PD-1 na povrchu aktivovaného T lymfocytu dojde k zablokovani
imunitni odpovédi, snizeni proliferace, snizeni produkce cytokint a T buiika se dostava
do stavu nec¢innosti, vycerpanosti (exhausted). Zablokovani této vazby monoklonalnimi
protilatkami proti PD-1 nebo PD-L1 vede k opétné aktivaci T lymfocytu umoziujici
proliferaci i cytokinovou produkci. Dosavadni klinické i experimentalni prace
prokazuji, ze PD-1 / PD-L1 inhibi¢ni draha je zapojena u cel¢ fady nadorovych
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onemocnéni. Je prokdzano, ze zvysena exprese PD-L1 na povrchu nadorovych bunck
koreluje s horsi progndzou nékterych malignit [65, 66]. Anti-PD-1 protilatky zménily
pohled na moZnosti imunoterapie v onkologii a u nékterych naddorovych onemocnéni
vedly k dlouhodobé stabilizaci onemocnéni i velmi pokroc€ilych stadii [67, 68]. Anti-
PD1 terapie vSak selhava u ¢asti nemocnych a jasné prediktivni faktory odpovédi nejsou
v soucasné dob¢ znamy. Vyznamny podil na celkovém vyladéni imunitniho systému a
tedy 1 na charakteru odpovédi na terapii inhibitory ,,immune checkpoints® ma slozeni
sttevni mikroflory — stfevni mikrobiom. Je prokézéano, Ze zastoupeni, resp. absence
nékterych typt bakterii velmi vyznamné ovlivituje 1écebnou odpovéd’. Pfitomnost
kmenti jako Bifidobacterium nebo Bacteroides spp. ve stievnim mikrobiomu miize
zlepsit ¢i obnovit terapeutickou odpoveéd [69, 70].

Podrobnéji viz. kapitola 2.2.3 — Principy nadorové imunoterapie

e Tim-3
Dalsi velmi dtlezitou a zajimavou regulacni molekulou je Tim-3 (T-cell
immunoglobulin and mucine protein 3), zejména ve vztahu k nadortim hlavy a krku.
Nejcastéji je za vazebny ligand Tim-3 povazovan galectin-9, n€které prace to ale
zpochybnuji [71]. Vyznam Tim-3 byl prokazén zejména u chronickych infekci
(hepatitida, HIV) [72] a v protinddorové imunitni odpovédi. Tim-3 je povazovan za
regulator imunitni odpovédi v nadorovych a chronickou virovou infekci zménénych
tkanich a ovliviiuje délku a silu reakce Th1 a CD8" T lymfocyti [73]. U nadori hlavy a
krku bylo prokazano, Ze Tim-3 je exprimovana T lymfocyty hojn¢ infiltrujicimi pouze
nadorovou tkaf, nikoliv v periferni krvi a teprve double pozitivni populace CD8 PD-
1"Tim-3" bunék vykazuje snizenou aktivitu (méfeno jako produkce IFN-y) [74]. Pravé
probiha hodnoceni prognostického vyznamu téchto podskupin z pro pacienty s HNSCC.
Molekula Tim-3 by mohla byt i velmi perspektivni pro moznou imuno-onkoterapii

nadord hlavy a krku.

e LAG-3
LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3) je regula¢ni molekula exprimovana na povrchu
aktivovanych CD4" i CD8" lymfocytii, vazajici se na molekuly MHC gp 1. a II. tfidy.
LAG-3 se také podili na zvySovani supresivniho plisobeni Treg [75] a to jak pfimym
kontaktnim ptisobenim ptes MHC gp molekuly, tak i stimulaci produkce IL-10.
V klinickych studiich blokace LAG-3 zvysuje efekt anti-PD-1 terapie [76].
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Produkty nadoru potladujici protinadorovou imunitni reakci

Jinym mechanismem ovliviiujicim imunitni systém a jeho schopnost zabranit vzniku,
resp. rustu nadoru je produkce cytokint a jinych molekul, které negativné ovliviuji
imunitni buniky a utlumi imunitni odpovéd’. Miize dokonce vzniknout situace, kdy nador
ovlivni buiiky, resp. vyuzije buiiky imunitniho systému ve sviij prospéch.

vvvvvv

Treg, M2, MDSC:

e DO (Indolamin 2,3-dioxygenase)
Tento enzym Casto produkovany v nddorovém mikroprostiedi jak samotnymi
nadorovymi butikami, tak buiitkami imunitniho systému (Treg ¢i M2 makrofagy),
rozklada esencialni aminokyselinu L-tryptofan, nezbytnou pro efektivni T bunécnou
odpovéd’ [77]. IDO zéaroven muze pusobit jako atraktant pro MDSC (myeloid-derived
supressor cells) a tim opét zvySovat imunosupresivnost mikroprostiedi [78]. U
nékterych nadort (napt. melanom, kolorektélni karcinom, ovaridlni karcinom) je

prokéazana korelace IDO s negativni progndézou onemocnéni [79-81].

e Adenosin
Adenosin je oznacovan za klicovy autokrinni a parakrinni faktor nadorového
mikroprostiedi. Jeho koncentrace v tkanich se mtize rychle ménit v reakci na stresové
stimuly, jako jsou hypoxie, trauma, zanét. Zvyseni adenosinu slouzi fyziologicky
k ochrané¢ bungk a tkani proti pfehnané imunitni reakci a poskozeni a podporuje hojivé
procesy. Pokud neni hladina dobte regulovana, mize dochazet k fibrotickym zménam
tkané€ a v ptipad¢ nadorového mikroprostiedi k imunosupresivnimu plisobeni a
umoznéni nadorového ristu [82]. Adenosin se vaze na G-proteinové receptory Al,
A2A, A2B a A3, které spousti MAPK kindzovou kaskadu. V nadorovém mikroprostredi
je koncentrace adenosinu zvySovana ptisobenim ektoenzymt CD39 a CD73
(ectonucleotidases), které metabolizuji ATP a ADP na AMP a adenosin (ATP —
adenosintrifosfat, ADP — adenosindifosfat, AMP — adenosinmonofosfat).
Z mikroprostfedi je adenosin odstrafiovan enzymem adenosin deaminazou. Produkce
adenosinu je jednim z hlavnich mechanismt pisobeni Treg, které na svém povrchu

nesou jak CD39, tak i CD73 molekulu [83]. Kromé pfimého imunosupresivniho
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ptsobeni ovliviiuje v nddorovém mikroprostiedi adenosin i1 diferenciace makrofaga

smérem k M2 typu [82].

o IL-10
Interleukin 10 je cytokin s velmi Sirokym spektrem U¢inki, obecné plsobi
reakci a vzniku autoimunit. Je produkovan celou fadou imunitnich bun¢k, véetné Treg a
M2. IL-10 v nddorovém mikroprostiedi, spole¢né¢ s TGF-p, pfimo inhibuje

protinadorové imunitni reakce.

e TGF-B
Transforming growth factor  (TGF-B) je druhym typickym cytokinem, ktery se v hojné
mife vyskytuje v nddorovém mikroprostiedi a podili se na negativni regulaci imunitni
odpovédi. Za fyziologickych podminek vyvolava zastaveni proliferace a spousti
apoptozu. Nadorové bunky vSak maji schopnost vyuZzit TGF-3 ve sviij prospéch, jak
negativnim ovlivnénim imunitni odpovédi, tak zvySenim procenta bunék podléhajicich
EMT (epitelidlné-mesenchymalni transformaci). V pritbéhu EMT nédorové epitelialni
buiiky ziskavaji nékteré¢ vlastnosti bunék mezenchymalnich (naptiklad ztrata
mezibunéénych vazebnych molekul, jako e-cadherin). Dojde tim ke zvySeni jejich
migra¢nich schopnosti a tedy i metastatického potencialu [84, 85]. TGF- je
produkovan a zarovein zpétné vazebné stimuluje diferenciaci a expanzi Treg, coz jsou
dva souvisejici mechanismy, negativné ovliviiujici efektivni protinadorovou odpovéd’ a

umoznujici rast nadoru [85].

e Regulaéni T lymfocyty (Treg)
Subpopulace T lymfocytt, ktera potlacuje aktivaci a proliferaci efektorovych T bunék je
znama jako regula¢ni T lymfocyty (Treg). Dlouho nebyly znamy znaky, které by
regulacni / inhibi¢ni T lymfocyty jasné definovaly, proto se ndzory na existenci skupiny
regulacnich bunék v minulosti dosti stfidaly. Teprve na sklonku minulého stoleti se
skupiné Sakaguchiho podafilo nalézt znaky, které fenotypoveé definovaly regulacni T
lymfocyty a regulace imunitni odpovédi se dostala na vysluni zajmu imunologii [86-89].
Nejvice poznatkil je v dnesni dobé o podskupinach CD4" T lymfocytd, ale jsou popsany
i CD8" buiiky s regulaéni funkci [90-94].
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Treg jsou soucasti normalné fungujiciho imunitniho systému, kdy maji zadsadni roli

pfi navozeni tolerance vii¢i vlastnim antigeniim. Absence Treg vede k tézkym
autoimunitnim onemocnénim. Na stran¢ druhé zvySeny pocet ¢i ptisobeni Treg
negativné ovliviiuje protinadorovou imunitni reakci a miize se podilet na vzniku a
rozvoji nadorového onemocnéni. Korelace Treg u nékterych typ malignit byla popsana
jak v periferni krvi pacientd, tak zejména pro jejich akumulaci v nddorovém
mikroprostiedi [95-97]. Plati to i pro dlazdicobun&cné karcinomy v oblasti hlavy a krku
(HNSCC) [98-101].

Jsou popisovany tii zakladni typy lidskych regula¢nich CD4" T bunék. Prvni skupina je
definovana jako CD4"CD25 IL-10"Foxp3'" buiiky a oznaluje se jako regulaéni buiiky
1. typu. Jejich aktivace probihd pfi setkani s antigenem a je zavisla na IL-10 [102].

highEoxp3*

Druhou skupinu tvoii ptirozené vznikajici regula¢ni T lymfocyty (CD4 CD25
T cells (nTreg), které vyzravaji ve specializovaném mikroprostiedi thymu a maji
schopnost inhibovat jak CD4" tak i CD8" T buiiky. Mohou piisobit jak pfimym
kontaktem, tak i prostfednictvim solubilnich cytokini (IL-10, TGF- B, IL-35). Pro
efektivni plisobeni Treg je nutny mezibunéény kontakt ¢i alespon pfiblizeni k cilové
burice. Pisobeni prostfednictvim solubilnich cytokinti se uplatiiuje parakrinné ¢i

v okamziku mezibunécného kontaktu [88, 103]. Tteti skupinu tvoii Th3 lymfocyty,
které jsou antigen-specifické a produkuji ve vysokych koncentracich cytokiny

s imunosupresivnim efektem (TGF-f a IL-10) [104].

Vyzravéani regulacnich T lymfocyta v thymu i jejich setrvavani v periferni cirkulaci je
zavislé na IL-2, samy o sob¢ vSak nejsou schopné IL-2 produkovat. Receptor pro IL-2
se sklada z tfi ¢asti: alfa podjednotky (IL-2Ra, neboli CD25), ktera podmifiuje vysokou
afinitu vazby cytokinu na receptor, beta podjednotky (IL-2Rp, neboli CD122) a
spole¢né podjednotky gama (yc neboli CD132). Vazbou IL-2 na alfa podjednotku
receptoru dojde k aktivaci signaliza¢nich kaskad STATS, MAPK a PI3K [90].

CD2S5 receptor neni unikatni pouze pro regula¢ni T lymfocyty, ale je ve zvySené mife
exprimovan na aktivovanych efektorovych T lymfocytech.

Kli¢ovou ulohu pro Treg béhem vyvoje v thymu a pro regulaci jejich funkce hraje
transkrip¢ni faktor ,,Forkhead box P3* (Foxp3). Byva také oznacovan jako ,,master
regulator. Foxp3 moduluje rozdilnou odpovéd na stimulaci TCR u regulacnich a u
efektorovych T lymfocyt. Gen pro Foxp3 je lokalizovan na X chromozdému. Samotny
transkrip¢ni faktor Foxp3 ma tfi zakladni funkéni domény, které ovliviiuji celou fadu

biologickych procesii. Foxp3 pozitivita je vysoce specificka pro CD4 25" thymocyty a
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pro mysi periferni T regulacni buniky. U lidi je exprimovan Foxp3 i na jinych nez
perifernich regulac¢nich T lymfocytech v€etné nadorovych bunek [105], coz zaroven s
intraceluldrni lokalizaci tohoto znaku limituje jeho pouZitelnost pro izolaci a studium
subpopulace regulacnich bunék u pacientti [87-89, 106]. V nadorovém mikroprostredi
se nachazeji Treg s riznou mirou exprese Foxp3. Ve vztahu k expresi molekuly
CDA45RA se rozdéluji na 3 frakce: 1) frakce I — Foxp3'® CD45RA™ — nazyvana naivni
Treg (nTreg), ktera se po antigenni stimulaci diferencuje do frakce II -
Foxp3"CD45RA" efektorové Treg (eTreg), které jsou terminalné diferencované, vysoce
imunosupresivni a funkéné stabilni. Naopak frakce III - Foxp3°CD45RA ™ jsou buiiky,
které nevykazuji zddnou inhibi¢ni aktivitu a mohou produkovat prozanétlivé cytokiny

[107, 108].

Na povrchu Treg nachézime celou fadu dalSich znakl zodpovédnych za inhibi¢ni a
modulacéni signaly, nejvice prostudované jsou molekuly CD28, CTLA-4 a GITR. CD28
(vSeobecné znamy kostimulacni receptor na konvencénich T lymfocytech) je zdroven
nezbytny pro vyvoj Treg v thymu, kde CD28 kostimulace vyvijejicich se thymocyti
indukuje expresi Foxp3, tedy nezévisle na produkci IL-2 [106, 109].

CTLA-4 je tzv. Counter-receptor pro skupinu B7 kostimula¢nich molekul (CD80,
CD86) exprimovany na APC. Na rozdil od CD28, ptsobi CTLA-4 pfi vazbé na
CD80,CD86 inhibi¢né a indukuje produkci indolamin-2,3-dioxygendzy (IDO).
Vysledkem je katabolismus tryptofanu, jeho lokalni deplece a negativni regulace
imunitni odpoveédi [110].

Dalsim povrchovym znakem, vyuZzitelnym pro detekci Treg je molekula CD127, a-

low

fetézec receptoru pro IL-7, kdy Treg jsou CD127"" populace a konvencni T bunky jsou
CD127 M&" Povrchova exprese CD127 zéaroveii negativng koreluje s Foxp3. CD127 se
zda byt vyuzitelna pro priikaz lidskych Treg pro funkéni studie a potencidlni
terapeutické vyuziti [111].

Dalsi moznosti, jak pfesné odlisit Treg od konvencnich T lymfocytl je DNA analyza.
Treg vykazuji demethylaci v regionu uréeném pro Foxp3 gen (TSDR, Treg specific-

demethylated region) [112].

Regulacni funkce Treg je zprostfedkovana dvéma zptsoby: a) sekreci inhibi¢nich
cytokinil a b) pfimym kontaktem. Treg mohou také ptisobit nepiimo, prostfednictvim

ovlivnéni dendritickych bun¢k [88].
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Mezi hlavni inhibi¢ni cytokiny patii IL-10 a TGF-B. Jejich imunosupresivni efekt byl
mnohokrét prokadzan v in vitro 1 in vivo experimentech ¢i modelech [113, 114].

Treg se také podileji na produkci adenosinu v nddorovém mikroprostiedi, ktery pak
pusobi velmi siln¢ imunosupresivné [82]. Produkce adenosinu je zprostiedkovana
povrchoveé vazanymi enzymy — CD73 — ecto-5-nukleotidazy, kterd je exprimovana
zaroven s CD39 — exonukleosid trifosfat difosfohydrolazou-1. Obé& §té€pi extracelularni
nukleotidy a produkuji v bezprostfednim okoli buiiky vysokou koncentraci adenosinu.
Adenosin se poté navaze na inhibi¢ni A2A receptor aktivovanych efektorovych T bun¢k
[83].

Na jiném principu funguje mechanizmus takzvané metabolické disrupce. Tento pojem
zahrnuje konzumpci IL-2. Treg exprimuji trimerickou formu receptoru pro IL-2
(podjednotky alfa, beta a gama), ke které ma IL-2 mnohonasobné (az 1000x) vyssi
afinitu, coz vede k jeho konzumpci, a tim snizeni lokalni dostupnosti pro delici se

efektorové bunky [115].

Inhibi¢ni kontakt mezi buitkou regulacni a efektorovou je zprostfedkovan celou fadou
mechanismi [116-118]. Cytolyticky mechanizmus pfi pfimém kontaktu bunék je
zprostiedkovan zejména interakci granzymu A, B a perforinu s molekulou CD18 [119].
Tento mechanizmus byl prokazan pii ovlivnéni funkce jak B lymfocyti, tak i NK bunék
a cytotoxickych T lymfocytt [120, 121].

Pfimy mezibunécny kontakt miize vést ke spojeni dvou bun¢k prostiednictvim ,,gap
junction® a tim transmembranového pifenosu cAMP (cyklicky adenosin monofosfat) do
cilové T bunky [122].

Dal$im moznym mechanizmem je vzdjemné ovlivitovani Treg a plasmocytoidnich
dendritickych bun¢k (pDCs) a dalSich antigen prezentujicich bungk, které jsou nezbytné
pro aktivaci efektivni T lymfocytarni odpovédi [123, 124]. V tomto piipadé ptisobi Treg
inhibi¢né prostiednictvim vazby CTLA-4 na ko-stimulacni molekuly CD80 nebo CD86
a produkci indolamin-2,3-dioxygenazy (IDO) [125, 126].

e Makrofagy (M1 vs. M2)
Dal$im vyznamnym regulatorem nadorového mikroprostiedi jsou makrofagy, nazyvané
TAM (tumor associated macrophages). Makrofagy jsou velmi zajimavou a rtiznorodou
soucasti imunitniho systému. Vznikaji v kostni dfeni, jako monocyty cirkuluji v

periferni krvi a po vycestovani dozravaji v tkanich. Svij fenotyp méni podle prostiedsi,
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ve kterém se nachazi. Jsou popsany dva typy makrofagi. M1 aktivace, tzv. klasicka, je
charakterizovana produkci IL-12 a IL-23 a aktivuje Th buiikky a APC. V nadorovém
mikroprostiedi v§ak dochazi zejména pod vlivem IL-4, IL-8, IL-10 a IL-13 k
nadorovou neoangiogenezi (produkce VEGF). M2 déle produkuji imunosupresivni
cytokiny IL-10 a TGFf nebo rtustové faktory (napt. EGF). Zastoupeni M2 v nadorovém
mikroprostiedi je spojovano s tendenci k metastazovani a je asociovano s horsi

prognoézou u fady malignit [127-131].

e MDSC (myeloid-derived supressor cells)
V posledni dobé v souvislosti s nddorovou imunologii jsou MDSC uvadény jako velmi
zajimava skupina bun¢k. Jedna se nezralé myeloidni bunky, které vznikaji v kostni
dreni a akumuluji se v nddorové tkéni, kde potlacuji imunitni odpovéd’. Na rozdil od
mySich MDSC, které exprimuji znaky Ly6C, Ly6G a CD11, bylo dlouho u lidi obtiZné
MDSC piesné identifikovat. Exprimuji znaky Gr-1, CD11b, CD33 a teprve neddvno byl
objeven znak LOX-1 (Lectin-type oxidized LDL receptor 1), ktery je exprimovan pouze
na lidskych MDSC [132]. Primarn¢ se MDSC akumuluji v tkanich chronického zanétu,
kam jsou atrahovany prostaglandinem E2, IL-6 a VEGF a svym plisobenim uvoliuji
hodné IL-10. Tim inhibuji imunitni reakci a mohou pfispivat i k nddorovému ristu.
Vysoké koncentrace IL-10 stimuluje tvorbu M2 makrofagti a méni T bunéénou
diferenciaci smérem k Th2 populaci, ktera je v obran¢ proti nadorim méné ucinna

[133].

e Fas/Fas-L
Interakce molekuly Fas s ligandem Fas-L jsou zdkladnimi regula¢nimi mechanismy
imunitniho systému, ktery timto zptisobem brani organismus pted piehnanou ¢i pfilis
dlouho trvajici imunitni odpovédi. Po vazbé ligandu na molekulu Fas (CD95) dochazi
ke spusténi apoptotické signalizacni kaskady. Imunitni buiiky, aktivované T lymfocyty,
nesou na svém povrchu jak Fas, tak Fas-L. Ligand vyuzivaji na odstranéni cilovych
buné¢k tim, ze aktivuji apoptdzu v cilové bunce. Stejny mechanismus T bunky vyuzivaji
k ukonceni nepotiebné / nadbyte¢né imunitni odpovédi. Naopak fada nador exprimuje
Fas-L na svém povrchu nebo uvoliiuje solubilni Fas-L do mikroprostfedi. Po kontaktu
s efektorovou burnikou spousti navazani Fas-L apoptozu. Je to jedna z velmi dobie
prozkoumanych a popsanych unikovych strategii nadort [133].
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2.2.3. Principy nddorové imunoterapie
V soucasné dob¢ je imuno-onkologicka 1écba zalozena na nékolika riznych zékladnich
ptistupech a na jejich kombinacich. Mzeme je rozdélit jak z hlediska pouzitého
efektoru (monoklonélni protilatka, inhibitor, buiika) nebo z hlediska ovliviiované

struktury ¢i procesu. Pro tcely této prace bude pouzito druhé rozdéleni:

2.2.3.1. Blokace riistovych faktor nebo jejich receptorii
V ORL onkologii je nejvice vyuzivana blokace receptoru pro epidermalni ristovy faktor
(EGFR) monoklonalnimi protilatkami. Nejdiive a nejvice pouzivany je cetuximab
(Erbitux), chiméricka IgG1 protilatka. Velké ocekavani a nadéjné vysledky byly
publikovany Bonnerem [40, 41], kdy v kombinaci s radioterapii u pacientt s lokaln¢
pokro¢ilym HNSCC (stadium III a IV) znamenala terapie cetuximabem vyznamné lepsi
lokoregiondlni kontrolu onemocnéni, delsi celkové pieziti 1 délku obdobi do progrese
onemocnéni v prib&hu 54 mésict sledovani. Inhibitory EGFR signalizac¢ni kaskady
(tyrozin-kinazové inhibitory) pro HNSCC neprokazuji i€¢innost [134] a neovliviiuji
prognodzu pacienta. Efekt cetuximabu proti EGFR bude velmi pravdépodobné podminén
jak zablokovanim signaliza¢ni funkce receptoru, tak i opsonizacnim mechanismem
(ADCC — antibody-dependent cellular cytotoxicity, navazana protilatka oznaci cilovou
bunku pro snazsi nalezeni imunitnim systémem). Vyznam funkéniho imunitniho
systému je zdtiraznén i dal§imi studiemi za pouziti jinych monoklonalnich protilatek
proti EGFR (nimotuzumab — chiméricka protilatka; panitumumab — pIn¢ humanizovana
protilatka), které neprokazuji zlepSeni celkového pteziti, ale pouze prodlouzeni obdobi
do progrese onemocnéni[ 135, 136]. Naopak studie EXTREME [137] prokazala
prodlouzeni celkové preziti kombinaci cetuximabu s karbo ¢i cisplatinou a 5-
fluorouracilem. Rozdil je z imunologického hlediska vysvétlitelny jinou strukturou
monoklonalni protilatky, kdy plné humanizovana protilatka nevede k soucasné
prezentaci dendritickym bunkam a NK bunkdm [138]. Rizna efektivita terapie proti
EGFR naznacuje moznost ¢i nutnost vyuzit jesté jiny biologicky mechanismus
v kombinaci s blokaci EGFR k efektivnimu ovlivnéni rastu HNSCC [138].
Moznym zpusobem by mohlo byt kombinované ovlivnéni vice ristovych faktori.
Druhym nejc¢astéji vyuzivanym cilovym rastovym faktorem je VEGF (vascularized
endothelial growth factor), resp. jeho receptor. Monoklondlni protilatka smérovana proti

tomuto receptoru se nazyva bevacuzimab (rekombinantni humanizovana IgG1
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protilatka). Ve II. fazi klinického testovani byla prokazana dobra tolerance kombinace
cetuximabu a bevacizumabu s cisplatinou v konkomitantnim rezimu s radioterapii a
celkové preziti testované skupiny bylo velmi nadéjné, v dvouletém sledovani

dosahovalo 92% [139]. Vysledky v delsim ¢asovém odstupu nejsou zatim publikovany.

2.2.3.2.  Terapie cytokiny
V oblasti onkologie HNSCC jsou s pfimym pouZitim cytokind vétsi zkuSenosti pouze se
s IL-2 a s kombinaci cytokint pod zkratkou IRX-2. IL-2 byl podavan jak systémové tak
aplikaci do okoli nadoru. Aplikaci IL-2 do okoli nddoru bylo dosazeno zvyseného
mnozstvi infiltrujicich T lymfocyti v nddorovém mikroprostiedi a zvySeni CD8+
lymfocyth a NK buné¢k v periferni krvi u inoperabilnich HNSCC [140]. V III. fazi
klinické studie perilymfaticka aplikace IL-2 nasledovand operaci a radioterapii vedla
k 25 % zlepSeni pétiletého celkového preziti u pacientii s nadorem dutiny ustni nebo
oropharyngu [141]. Systémova aplikace se naopak ukézala jako mén¢ vhodna, v 1é¢bé
refrakternich karcinomil nosohltanu nebyl prokdzan zadny terapeuticky efekt
intravenosniho podani IL-2, ale naopak doslo ke zvySeni toxicity 1écby [142]. IL-2 je i
soucasti cytokinového mixu oznaceného IRX-2, ktery se dale sklada jeste z IL-1, IL-6,
IL-8, TNF-a, IFN-y, G-CSF a GM-CSF. V soucasné dob¢ probiha velkd mezinarodni
studie III. faze, kterd by méla potvrdit slibné vysledky II. faze. Pti lokalni aplikaci do
okoli postizenych lymfatickych uzlin 10 dnti pfed planovanou operaci doslo ke zménadm
lymfocytarnich populaci v periferni krvi [143]. Bylo prokézano zlepSeni celkového 5

letého prezivani, korelujici se zvySenou lymfocytarni infiltraci v nadorové tkani [144].

2.2.3.3.  Terapeutické vakciny
Cilem terapeutické protinadorové vakcinace je regrese nadoru aktivaci adaptivni
imunitni odpovédi. Za pouziti adjuvans (latky zesilujici silu imunitni odpoveéd’) jsou
TAA a/nebo TSA antigeny ve formé peptidi prezentovany v komplexu s MHC gp
molekulou na APC. Vakcinaci Ize vyuzit pfed vznikem nadorového onemocnéni, pak
hovotime o profylaktické vakcinaci. Nejvice pokrocilé jsou profylaktické vakciny proti
HPV, zalozené na principu prevence vzniku virové infekce v epitelidlnich bunikach
pomoci protilatkové odpovédi namifené proti virovym kapsidovym proteiniim, které
jsou dnes jiz bézn¢ vyuzivany k prevenci karcinomu délozniho hrdla [145].
Tuto vakcinu ale neni mozné vyuzit k 1€¢bé jiz probihajici infekce virem HPV nebo

onemocnéni asociovanych s touto infekci. V téchto ptipadech vyzaduje 1€cba aktivaci
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bunécné imunity, prevazné¢ CD4+ a CD8+ T lymfocytu, které dokazi rozpoznat a
eliminovat buiiky infikované virem.

Pro vyvoj imunoterapeutickych protokolt je klicové identifikovat pro dany nador
specifické antigeny, které by uréovaly specificitu pozadované imunitni odpovedi.
Vhodnym modelem by mohly byt virové onkoproteiny E6 a E7. Jednak jsou tyto virové
proteiny pro télo cizi, a tudizZ vice imunogenni v porovnani s vlastnimi mutovanymi
proteiny (napfiklad protein p53). Jsou navic exprimovany vSemi virem infikovanymi
buiikami, tudiz kazdou nadorovou bunkou, pokud se jedn4 o nddor HPV indukovany.
Vzhledem k tomu, ze jsou E6 a E7 proteiny vyzadovany pro vznik a zachovani
maligniho fenotypu, jsou nepietrzité exprimovany nddorovymi buitkami a nadorové
buitkky nemohou jejich expresi utlumit pod selekénim tlakem imunitniho systému [146].
S terapeutickymi vakcinami u HPV pozitivnich HNSCC jsou zatim jen omezené
zkuSenosti, na malych skupinach pacientt [147, 148]. Jako terapeutickd vakcinace muze
fungovat 1 podkozni aplikace radioterapii imortalizovanych vlastnich nadorovych buné¢k
v kombinaci s BCG (bacillus Calmette-Guerin) a nasledna stimulace odpovédi aplikaci
IL-2 do oblasti spadovych lymfatickych uzlin [149]. Zajimavé vysledky pfinesla II. faze
klinické studie testujici ptistup zalozeny na podani vakciny obsahujici HPV16 E6 a E7
peptidy, ktera byla podavana pacientkam s vulvarni intraepitelidlni neoplazii (VIN).
Kompletni klinickd odpovéd’ byla detekovatelnd u téméf poloviny souboru pacientek, u

vSech se jednalo o T bunéénou odpovéd’ indukovanou podanim vakciny [150].

2.2.3.4. DC vakciny
Dalsi typem vakcin jsou vakciny zalozené na dendritickych buiikach. Z periferni krve
pacienta separované monocyty se kultivaci méni v nezralé dendritické buniky. Tém jsou
v in vitro podminkéch pfedlozeny antigeny odpovidajici antigennimu profilu daného
nadoru. V riznych studiich a experimentech jsou antigeny ziskavany rizné. V ramci
personalizované mediciny se muze jednat o antigeny ziskané z vlastniho nddoru
pacienta, dale se miiZe jednat o smés antigent z tkanovych linii daného nadorového
typu, mohou byt ale i konstruovany in vitro na zéklad¢ znalosti spektra neoantigenti
ziskaného sekvenaci genomu z nadorové tkané [151]. Po kultivaci s ptisluSnymi
antigeny a vybranymi cytokiny jsou stimulované a vyzralé dendritické buiiky navraceny
zpét do téla pacienta, aby mohly fungovat jako APC a posilovat imunitni odpovéd’ proti
danému nadoru. V klinické praxi jsou nejvice zavedené DC vakciny v terapii

melanomu, prostatickych karcinomti, karcinomu prsu a ovaridlnich karcinomi [152].
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V ramci HNSCC jsou zatim zkuSenosti s DC vakcinami omezené, ale byla prokazana
moznost indukovat imunitni odpovéd’ v podobé¢ dlouhodobé cirkulujicich specifickych
T lymfocyth [153]. V ramci I.faze klinické studie byla 16 pacientim podana DC
vakcina smérujici proti p53 peptidu. Terapie byla dobie snasena a u 69 % pacientti byla
nasledn¢ detekovatelna T bunécna specificka odpoveéd’, se snizenou hladinou Treg
[154]. Jednodussi schéma bylo pouzito v ramci I. faze jiné studie, kdy pacientim

s pokroc€ilym stddiem HNSCC nebo po prokazani recidivy byly separovany z periferni
krve PBMC (peripheral blood mononuclear cells), slouzici jako APC. Nasledné byly in
vitro stimulovany peptidy E6 a E7 HPV 16 a poté aplikovany zpét pacientim

intravenosn¢ v celkem 4 davkach v odstupu tydnt [155].

2.2.3.5. T-bunécna terapie
T-bunécna imunoterapie nebo-li adoptivni T bunécny transfer je technikou, kdy vlastni
T bunky jsou stimulovany in vitro a po stimulaci jsou navraceny zpét do organismu
pacienta. Ke stimulaci ¢i jinému funkénimu ovlivnéni je vyuzivédna celd fada zpiisobil.
Mohou byt ziskany TIL (tumor infiltrating lymphocytes), mohou byt pouzity ex vivo
modifikované T lymfocyty fuzi se synteticky pfipravenym T bunécnym receptorem
nebo s chimerickym receptorem proti ptislusSnému antigenu (CAR T lymfocyty).
Adoptivni transfer byl testovan také u pacientli s pokroc¢ilym karcinomem nosohltanu
exprimujicim EBV (Epstein-Barr virus) antigeny. T lymfocyty rozpoznavajici EBV
antigeny byly aktivovany a expandovany pomoci EBV-transformovanych bunék. Lécba
byla pacienty dobte snasena, pfi¢emz 60 % pacientil vykazovalo kontrolu progrese
onemocnéni [ 156].
Zasadnim problémem adoptivni T-bunécné terapie je relativné maly pocet reaktivnich
T-lymfocytd, které proti antigentim nadoru vytvari sam pacient. Technologicky velmi
slozitou, ale diky pokrokim védy [157] jiz proveditelnou metodu piedstavili
Schumacher a Schreiber [151]. Jedna se o individudlni imunoterapeuticky ptistup, ktery
se jevi jako slibny pro budouci pouziti v rdmci personalizované mediciny.
Z experimentalnich praci je zfejmé, ze z biopsie z nadoru je mozné provést sekvenovani
genomu (NGS, next generation sequencing), resp. exomu. Po nalezeni celé fady
somatickych mutaci je sofistikovanym filtrovanim vytipovana skupina potencialnich
neoantigentll — epitopd, které budou exprimovany na MHC gp molekuldch nadorovych
bunék [158]. TIL pak mohou byt in vitro stimulovany proti celé skupiné vybranych

antigenil. Po jejich navraceni zpét do organismu pacienta mize byt pritb¢h imunitni
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reakce jesté podpofen pomoci zablokovani regula¢nich molekul (checkpoint molecules),
napf. monoklondlnimi protilatkami proti PD-1, CTLA-4, Tim-3. Cely proces zatim zni
ptilis slozité a pro bézné pouziti v klinické praxi pfili§ nedostupné, ale s rozsifujici se
dostupnosti technologii (NGS) a znalosti se v relativn¢ kratké dobé muize stat realitou
moderni imuno-onkologie a personalizované mediciny. Mnozstvi somatickych mutaci

v jednotlivych nadorovych lokalizacich ¢i typech se 1isi pomérné znaéné. Mezi nadory

s nejmensim poctem mutaci patii AML (akutni myeloidni leukémie) a ALL (akutni
lymfaticka leukémie), naopak mezi nadory s nejvét§im poctem mutaci patii melanom,
plicni dlazdicobunéény karcinom a adenokarcinom a karcinom zaludku. Také nadory

hlavy a krku patfi k naddoriim s vétSim poctem somatickych mutaci [151, 159, 160].

2.2.3.6.  Blokace regula¢nich bodl imunitni reakce (immune checkpoints)
Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich ¢astech prace, pouziti monoklonalnich protilatek
oblasti klinické 1 experimentalni imuno-onkologie. Pro nékterd onemocnéni a pro ¢ast
pacientd miize tato lé€ba znamenat zasadni zvrat ve vyvoji ¢i rychlosti progrese jejich
onemocnéni a vést i u velmi pokrocilych stadii k dlouhodobé stabilizaci onemocnéni
[67, 68].
Pro nadory hlavy a krku jsou nyni testovany a do praxe uvadény tyto protilatky
blokujici regulacni body (upraveno podle [161, 162]:
e Ipilimumab — IgG1 monoklonalni protilatka namifend proti CTLA-4 — aktudlné
ve III. fazi (v kombinaci s nivolumabem)
e Tremelimumab — IgG2 monoklondlni protilatka namifena proti CTLA-4 —
aktudln¢ probiha III. faze
e Durvalumab — IgG1 monoklonalni protildtka namifena proti PD-L1 — aktudln¢
probiha III. faze (v kombinaci s Tremelimumabem)
e Pembrolizumab — IgG4 protilatka namifena proti PD-1 — II. faze, uzavieno, ¢eka
se na vysledky
e Nivolumab — IgG4 protilatka namifena proti PD-1 — III. faze, ukonc¢eno

predcasné

Posledni z uvedenych protilatek — nivolumab — byla testovana ve II1. fazi klinické studie

pod nazvem CheckMate 141. Randomizovana studie III. faze srovnavala celkové preziti
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u recidivujiciho ¢i metastatického HNSCC. Studie byla v priabéhu roku 2016 piedCasné
zastavena [162] nebot’ bylo v pribéhu ptedcasné dosazeno cile. Vysledky jednoznacné
prokazaly, Ze v ramenu léCeném monoterapii nivolumabem bylo celkové preziti
mnohem lepsi nez u kontrolni skupiny, kde pacienti dostali adekvatni dostupnou terapii
dle volby Iékate. Dle protokolu bylo randomizovano celkem 361 pacientd, se selhanim
primarni 1é€by. Ve skupiné lé¢ené nivolumabem bylo o 30 % sniZeno riziko imrti

v disledku progrese onemocnéni v pribéhu 7,5 mésict sledovani. Lepsi odpovéd’ na
1é¢bu nivolumabem byla ve skupiné pacientt, u kterych byla na povrchu nadoru
detekovatelna ptitomnost PD-L1 na vice nez 1 % bunc¢k. Lepsi pieziti bylo
zaznamenano i u pacienti s HPV pozitivnim nadorem, ale ti€¢innost nivolumabu nebyla
na pfitomnosti PD-L1 ani na HPV pozitivité nadoru zavisla [163, 164]. Jedna se o prvni
studii III. faze, kterd prokazala obdobné nadéjné a slibné vysledky u HNSCC,
srovnatelné jako u nekterych dalSich malignich onemocnéni. Na zéklad¢ i této studie se

da predpokladat, ze imunoterapie se stane ¢tvrtou lé¢ebnou modalitou pro HNSCC.
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3. Cile prace

Cilem habilita¢ni prace je shrnuti poznatkt z publikovanych praci, doplnéné o
nejaktualné;si, dosud nepublikované vysledky, které se vénuji imunitnimu systému
pacientl s dlazdicobunécnymi karcinomy hlavy a krku (HNSCC). Jednotlivé parametry
jsou analyzovéany ve vztahu ke zdravé populaci a pfi srovnani skupin pacientt s riznou
etiologii HNSCC. Jsou hodnoceny parametry imunitniho systému ziskané z periferni
krve, z nadorového mikroprostiedi a ze zdravych i v metastaticky postizenych
lymfatickych uzlin. Je hodnoceno zastoupeni nddorovych bunék exprimujicich znaky
nadorovych kmenovych bunék, v korelaci s ostatnimi sledovanymi imunologickymi a
klinicko-patologickymi parametry. Multivariantni regresni analyzou jsou jednotlivé

parametry hodnoceny ve vztahu k prognoze onemocnéni.
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4. Prehled metodiky

Vzorky dlazdicobunéénych karcinomt hlavy a krku, vzorky metastaticky postizenych a
zdravych lymfatickych uzlin a vzorky periferni krve byly ziskany od pacientii 1éCenych
na Klinice otorhinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku, 1.LFUK a FN v Motole.
Vzorky tkani byly odebirany vzdy v rdmci planovaného chirurgického vykonu a jejich
odbér byl podminén pisemnym souhlasem pacienta, vzorky periferni krve byly
odebirany jak ptfed planovanym chirurgickym vykonem, tak v pribéhu ambulantni
dispenzarizace pacientil, odbéry byly taktéz podminény pisemnym souhlasem pacienta.
Kontrolni skupina pacientil sestavala se zdravych darct krve, jejichz vzorky byly
ziskany z Transfuzni stanice nemocnice Benesov, vyuziti vzorki pro védecké ucely

bylo podminéno pisemnym souhlasem darce.

Vzorky byly zpracovany v Laboratofi pratokové cytometrie Kliniky détské hematologie
a onkologie 2.LFUK a FN v Motole, v laboratofi nadorové imunologie
Mikrobiologického tistavu AV CR, v.v.i., v Ustavu imunologie 2.LFUK a FN v Motole
a v Narodni referenéni laboratofi pro papillomaviry Ustavu hematologie a krevni
transfuze. Data byla korelovana s vysledky standardnich patologickych vysetfeni

provedenych na Ustavu patologie a molekularni mediciny 2.LFUK a FN v Motole.

Vzorky periferni krve a vzorky primdrnich naddort, lymfatickych uzlin zdravych 1
metastatickych byly po homogenizaci hodnoceny metodou vicekanalové pritokové
cytometrie po znac¢eni monoklondlnimi protilatkami proti sledovanym znaktim (CD3,
CDS, CD11 ¢, CD14, CD16, CD19, CD20, CD45, CD45RA, CD45RO, CD56, CD62 L,
CD4, CD123, HLA-DR, CCR7). Jednotlivé bunécné populace byly hodnoceny na
zékladé exprese téchto parametrti: Plazmatické buiiky: mDCs - CD45 LIN'HLA-
DR'CD14CD11c", pDCs - CD45'LIN-HLA  DR'CD14 CD123", monocyty/makrofagy
- CD45'LIN'HLA-DR'CDI14" a naivni T lymfocyty jako
CD3'CD4'CD45RA'CD45RO'CCR7'CD62L", Treg —
CD3CD4'CD25"®Foxp3 " CD127".
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Etiologie nadort ve vztahu k HPV byla urCovdna kombinaci parametrii —
imunohistochemicka detekce p16 v nadorovych tkanich (hodnoceno na Ustavu
patologie a molekularni mediciny 2. LFUK a FN v Motole). Znaceni bylo provadéno
monoklonélni protilatkou proti pl 6INK4 a hodnocena byla intenzita znaceni (na 1 az 3
kiize) v jadrech a cytoplazmé bun€k. Jako p16 pozitivni byl hodnocen nador, kdy vice
nez 50% bunék vykazuje jadernou a / nebo cytoplazmatickou expresi. Po izolaci DNA a
RNA z fixovanych tkani nddort byla PCR detekovana pfitomnost HPV DNA a
amplifikovana mRNA onkoproteinu E6 HPV 16.

Analyza cytokinti a chemokint (IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IL-21, IL-
23, TNF-a, IFN-y, CCLS5, CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CCL22, CXCL9, CXCL10,
CXCLI12) v nadorovém mikroprostiedi byla provadéna pomoci Quantibody Array Kit
(Raybiotech) ze supernatantii ziskanych ze suspenze nddorovych vzorkt. Bunécna
suspenze byla nejprve kultivovana 24h po stimulaci PMA (Phorbol 12-myristate 13

acetatate) a/nebo ionomycinem a poté zamrazena do zpracovani.

Statistické hodnoceni probihalo korelaci vysledkt a klinickych dat za pouziti softwaru
Statistica 10.0, za pouziti téchto testli: parovy t-test, Kolmogorov—Smirnoviv test
normality, Welchs ANOVA test, multivariantni Coxova regresni analyza, Kaplan-
Meierova analyza pieziti, pouziti jednotlivych testi bylo navrzeno a hodnoceno

profesionalnim statistikem.
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5. Souhrn vysledku

(odkazy na publikace autora habilita¢ni prace, které obsahuje ptiloha, jsou uvedeny

tuéné)

Regulacni T lymfocyty (Treg)

Treg jsou pfirozenou regulacni slozkou imunitniho systému, ktera za fyziologickych
podminek brani rozvoji pfili$ silné imunitni reakce nebo autoimunitni reakce. Inhibi¢ni
mechanismy Treg se uplatituji za patologickych podminek v umoznéni ristu malignich
nadorovych onemocnéni [105]. Vyznam Treg byl prokdzan i pro HNSCC. Ve srovnani
se zdravou populaci jsou Treg zvysené zastoupeny v periferni krvi pacienti (Bouéek,
2010; [98-101, 165]. Zvysené zastoupeni v periferni krvi koreluje s vy$§im rizikem
casné recidivy HNSCC (Boucek, 2010), naopak u nadort oropharyngu miize byt
zvySené zastoupeni spole¢né s HPV pozitivitou nddoru pozitivnim prognostickym
znakem (LukeSova, 2014; [166, 167]). Negativni ptisobeni Treg na HNSCC se
uplatiiuje zejména v nddorovém mikroprostiedi, kde dochézi k jejich akumulaci [95-
97]. Pii porovnani zastoupeni Treg v nadorovém mikroprostiedi nddorti asociovanych
s HPV a nadort vzniklych na podklad¢ jiné etiologie, je zastoupeni Treg vyssi v tkani
HPV pozitivnich nadorti (Partlova, 2015). V regresni analyze zastoupeni Treg
infiltrujicich HNSCC nekoreluje s prognézou pacientii (Boucek, 2017; [168]).

Z terapeutického hlediska bylo prokazano, ze Treg jsou hlavni ptekazkou pro

imunoterapii a aktivni vakcinaci HNSCC [169].

Th17 lymfocyty

Jedna se o skupinu pomocnych T lymfocytd, které jsou typické produkci IL-17. Jsou
nejvyznamnéjsi slozkou sliznicni imunity, kdy se podileji na udrzeni homeostazy pti
povrchovém kontaktu stfevni mikroflory a slizni¢niho povrchu [170]. Zatim ne zcela
jasny je vyznam Th17 lymfocytl pro imunitni reakce v nddorovém mikroprostiedi, kdy
je jejich ptisobeni spojovano jak s pozitivnim, tak i s negativnim efektem na rast nadoru
[171, 172]. Pravdépodobn¢ zéalezi na fazi rastu nddoru a na vlivech nadorového
mikroprostiedi. Je prokdzana funk¢ni souvislost mezi Treg a Th17, kdy pod vlivem
TGF-B, IL-6, IL-23 a IL-12 se v sebe mohou navzajem pfeménovat [170]. Rovnovahu

mezi Treg a Th17 ovliviigje slozeni stfevni mikrofléry, pfimo i nepiimo zasahujici do
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regulace protinadorové odpovédi [170, 173, 174]. Pti porovnani zastoupeni Th17

v nadorovém mikroprostiedi nddort asociovanych s HPV a nadort vzniklych na
podkladé¢ jiné etiologie, neni v zastoupeni Th17 statisticky signifikantni rozdil, a to ani
v relativnim, ani v absolutnim poctu (Partlova, 2015; [175]). V regresni analyze Th17
infiltrace v nddorovém mikroprostiedi HNSCC koreluje signifikantné negativné

s prognézou pacientli (Boucek, 2017; [168]).

Naivni T lymfocyty

Naivni T lymfocyty se vyvijeji v kostni dieni a GspéSné musi projit pozitivni i negativni
selekci v thymu. Poté cirkuluji v periferni krvi ptfed tim, nez vycestuji do tkani. Na
svém povrchu nesou znaky jak CD4", tak CD8" a déle L-selectin (CD62L) a naopak
postradaji aktivacni znaky CD25, CD44 ¢i CD69 a nemaji znak pamétovych bunck
CD45RO. Po setkani s antigenem (prezentovanym na molekule MHC gp 1. tfidy (pro
CDS8") nebo II. t¥idy (pro CD4") a navazani na jejich TCR (receptor T lymfocytii) dojde
k aktivaci, diferenciaci a proliferaci. Prub¢h aktivacni reakce je regulovan aktiva¢nimi a
regula¢nimi molekulami, které zajistuji takzvany druhy signal. U pacientd s HNSCC je
hladina naivnich CD4" T lymfocytt (CD4 CD45RA") v periferni krvi niZ$i ve srovnani
se zdravou populaci (Bouéek, 2010; Boucek, 2017; [168]). Hladina naivnich CD4" T
lymfocytt koreluje s T stadiem onemocnéni, kdy se stoupajicim T stadiem se v periferni
krvi jejich hladina signifikantn€ zvySuje (Boucek, 2010). Vyssi zastoupeni naivnich
CD4" T lymfocyti koreluje v regresni analyze s pozitivni prognézou onemocnéni
(Boucek, 2017; [168]). Infiltrace nddorového mikroprostiedi naivnimi CD4 " lymfocyty
se signifikantné li§i i u HPV pozitivnich a HPV negativnich nadort, kdy u HPV

asociovanych nadort je zastoupeni signifikantné vyssi (Partlova, 2015).

Tcl17 lymfocyty

Tc17 je subpopulace CD8" T lymfocyti, ktera produkuje IL-17. Vznikaji pod vlivem
IL-6 a TGF-P. Lidské Tc17 se od mysich odlisuji tim, Ze vSechny Tc17 nesou na svém
povrchu CD161, cozZ je znak exprimovanych na jejich prekurzorech jiz v pupecnikové
krvi [176]. Jejich hladina v periferni krvi ani v nddorové tkani nekoreluje s prognozou
pacienta (Boucek, 2017; [168]), ale po rozdéleni naddort do skupin dle etiologie je
signifikantné zvysené zastoupeni Tc17 v tkdnich HPV pozitivnich nddort (Partlova,

2015).
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CDS8" lymfocyty

CD8" lymfocyty jsou hlavni slozkou adaptivni imunitni odpovédi, ktera se po
rozpoznani antigenniho cile a po aktivaci, diferenciaci a proliferaci podili na likvidaci
cilovych bun¢k. K aktivaci adaptivni odpovédi je potieba ¢asovy prostor, ale jeji
efektivita je nejvEtsi a zaroven je ale 1 velmi presné fizena. Negativnich regulacnich
mechanismi vyuZiva i cela fada nadord, ¢imZ je pak umoZznén jejich vznik ¢i rist. U
pacienti s HNSCC jsou CD8" lymfocyty zvysené zastoupeny v periferni krvi ve
srovnani se zdravou populaci (Boucek, 2017; [168]), ale jejich hladina v periferni krvi
neni prognosticky vyznamna (Boucek, 2017; [168]). Naopak v nadorové tkéni je
infiltrace CD8" T lymfocyty prognosticky vyznamnym pozitivnim faktorem [166].
Pokud jsou porovnavany skupiny HPV pozitivnich a HPV negativnich nadort, pak
HPV asociované nadory jsou signifikantné vice infiltrovany CD8" T lymfocyty, které
jsou schopné produkovat IFN-y, tedy vyvinout efektivni imunitni reakci (Partlova,

2015).

Dendritické bunky

Dendritické buiiky jsou hlavni antigen prezentujici buniky (APC), tedy bunky, které
zpracuji antigenni materidl a poté jednotlivé antigeny vystavi na svém povrchu ve vazbe
na MHC gp molekuly. Jako nematurované cirkuluji v periferni krvi a vycestovavaji do
tkani, po aktivaci migruji do lymfatickych uzlin, kde vyzravaji. Zde mohou rozpoznat T
lymfocyty a po ziskani ko-stimula¢nich signald zah4jit imunitni reakci. Dendritické
buniky tvofi propojeni mezi vrozenou a adaptivni slozkou imunitniho systému.
Rozdé&luji se na myeloidni (mDC) a plazmacytoidni (pDC), odliSuji se exprimovanymi
znaky a produkuji odlisné cytokiny. Myeloidni dendritické buiiky jsou nejcastéji
detekovany jako CD45 LIN'HLA-DRC D14 CD11c" a vyznaduji se produkei IL-12.
Naopak plazmacytoidni dendritické bufiky jsou detekovany jako CD45 LIN'HLA-
DR'CD14CD123" a typicka je pro né produkce IFN-y. V nadorové tkani HNSCC jsou
mDC i pDC zastoupeny ve zvySené mife, vétsi zastoupeni je v tkanich HPV pozitivnich
nadort, ale pouze u mDC je rozdil signifikantni (Partlova, 2015). Vyznam mDC pro
vyvoj onemocnéni a progndzu zatim neni pro HNSCC uplné ziejmy a je predmétem

dalsiho vyzkumu.

41



Cytokiny v nddorovém mikroprostiedi

Nadorové mikroprostiedi HNSCC je obecné€ povazovano za imunosupresivni. Mezi
imunitnimi butikami velmi hojn¢ infiltrujicimi mikroprostfedi HNSCC pievazuji buniky
s imunosupresivni aktivitou. Ve vzorcich nadort HNSCC byla prokazéana vyssi hladina
prozanétlivych cytokina IL-2, IL-17, IL-23 and IFN-y a vys$si hladiny chemokinii
CXCL9, CXCL10, CXCL12, CCL17 a CCL21 (Partlova, 2015). Z klinického hlediska
je velmi zajimava zvySend hladina chemokinu CXCL12, jehoZ piisobenim je
stimulovana migra¢ni aktivita nadorovych kmenovych bunék a je prokézana vétsi
tendence k metastazovani [177-179]. U pacienti s HNSCC byl CXCL12 prokazan
pouze u pacientl s metastatickym postizenim, naopak jeho hladiny byly nulové, pokud
nebylo diagnostikovano uzlinové metastatické postizeni (Partlova, 2015). Pro pacienty
s HNSCC byla dale prokézana vyznamna korelace exprese CXCL12 a CXCR4

v nddorovém mikroprostiedi s rostouci pravdépodobnosti loko-regionalni rekurence

onemocnéni a horsi progn6zou onemocnéni [180, 181].

Nadorové kmenové buiiky u HNSCC

Nadorové kmenové buiiky (CSC) tvoii malou populaci nddorovych bunék, které
vykazuji podobné vlastnosti jako normélni kmenové bunky, zejména schopnost vlastni
obnovy a schopnost diferencovat ve vS§echny bunééné subpopulace, které jsou v nadoru
nachédzeny. CSC v riznych stadiich vyvoje tvoii rizné velkou populaci, mohou byt
metabolicky méné aktivni a tedy rezistentnéjsi na 1écbu, mohou metastazovat a lokalné
zpusobovat recidivu onemocnéni. Jednou z linii moderni onkologické terapie jsou 1é¢iva
cilend na CSC [182-186]. Pro pfekonani terapeutické rezistence CSC jsou syntetizovany
makromolekularni systémy, naptiklad vyuzivajici polymerni HPMA (N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamide) nosi¢ (Chytil, 2008; Rihova, 2008). Zastoupeni CSC
se muze vyznamng¢ lisit u nadora stejné histopatologické typizace [187] a mlze
ovliviiovat terapeuticky pfistup, napiiklad modifikovat radioterapeuticky protokol

[188]. CSC exprimuji celou fadu molekul, které jim umoziuji vySe zminéné chovani.
Rezistence na chemoterapii je dana zejména expresi MDR (multidrug resistence)
transportérii, molekul, které z cytoplazmy odstranuji cizorod¢ latky. U fady CSC, vcetné
HNSCC je prokazana exprese MDR1, ktery umozni vylouceni cytotoxické barvicky
Hoescht 33342 a na zaklad¢ této vlastnosti je mozné je sortovaci pratokovou cytometrii
vyselektovat jako tzv. side population [189, 190]. Takto vyselektovana populace bun¢k

pak ve zvySené mife exprimuje znaky typické pro CSC, jako jsou CD29, cytokeratin 8 a
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19 a Gal-1-BS (vazebného mista pro galectin-1) (Fik, 2014). CSC u HNSCC jsou dale
charakteristické expresi povrchovych znakti CD133, CD44 a genit MET a SLC3A2.
Exprese proteinu CD44 a mRNA MET a SLC3A42 statisticky vyznamné koreluje

s recidivou onemocnéni [191, 192]. Daéle koreluje zastoupeni nadorovych keratinocytt
exprimujicich CD133" bunék v priméarnich nadorech ve srovnani s metastaticky
postizenymi uzlinami i ve srovnani s kontrolnimi zdravymi uzlinami (Boucek, 2017;
[168]), korelaci mezi gradingem onemocnéni (G stddium) a zastoupenim nadorovych
keratinocytdi exprimujicich CD44" bunék v nadorovém mikroprosttedi (Boucek, 2017;
[168]). Velmi zajimavé se ukazuje zastoupeni CD133" bunék v primarnim nadoru, které
negativné korelovalo s N stddiem onemocnéni, tedy vétsi zastoupeni bunék

exprimujicich CD133" predikuje nizs$i metastaticky potencial (Boucek, 2017; [168]).

PD-1, Tim-3 a Cox-2 exprese

Vyznam regulacnich molekul pro moderni imuno-onkologii byl vysvétlen

v pfedchozich kapitolach. HNSCC jsou nadory s jednim z nejvysSich mnoZstvi
somatickych mutaci, tedy neoantigenli v nadorové tkani [160], coZ je jeden

z prognostickych parametri efektu anti-PD-1 terapie [193]. V korelaci s tim jsou i prvni
vysledky III. faze klinické studie, které prokazala profit pacientd s metastatickym nebo
rekurentnim, na platinové derivaty refrakternim HNSCC pfi terapii nivolumabem,
protilatkou proti PD-1 receptoru [163]. PiestoZze dosavadni klinické vysledky pouziti
inhibitorti imunoregula¢nich molekul, véetn¢ blokovani osy PD-1 a PD-L1, jsou velmi
slibné, doposud nejsou uplné jasné prediktivni faktory, které by byly klinicky vyuzitelné
a umoznily spolehlivé vyselektovat pacienty, kteti z této 1é€by neprofituji, naopak jsou
vystaveni riziku zavaznych nezadoucich tc¢inkt 1é€by. Podrobné informace o expresi
regulacnich molekul na buiikdch nadorového mikroprostiedi k tomuto pochopeni
prispiva. Exprese regulacnich genti Cox-2, PD-1, PD-L1 a Tim-3 na tirovni mRNA je
dal§im parametrem liSicim se v zavislosti na etiologii HNSCC. Exprese Cox-2 se
vyrazné lisi ve zdravych a patologickych tkanich. Velmi vysoka exprese je detekovana
v zanétlivych a nadorovych 1ézich, kde prostfednictvim produkce prostaglandinti
indukuje angiogenezi a nadorovou invazi [194]. U celé fady malignit je vysoka exprese
Cox-2 asociovana s negativni prognézou onemocnéni [195-197]. U NHSCC je exprese
Cox-2 signifikantn¢ zvySend v nddorovém mikroprostiedi ve srovnani s kontrolnimi
zdravymi tkanémi (Partlova, 2015; [198]) a mira exprese se zvySuje se stupném

dysplazie premalignich 1ézi [198].Vyznamn¢ se 1i$i 1 exprese v zavislosti na etiologii
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onemocnéni. U HPV negativnich nadort je signifikantné zvySena exprese Cox-2, oproti
HPV pozitivnim naddorim (Partlova, 2015). Dale exprese mRNA Cox-2 negativné
koreluje s hladinou infiltrujicich Th1 a Th17 lymfocyti v nddorovém mikroprostredi
(Partlova, 2015) a pozitivn¢ koreluje s expresi mRNA Tim-3 (Partlova, 2015). Rozdil
mezi HNSCC v zévislosti na etiologii je i v expresi PD-1, kdy u mRNA PD-1 je
signifikantné zvySena u HPV pozitivnich nadort. Pokud je exprese vztazena na
zastoupeni CD45 pozitivnich bunék, pak v HPV pozitivnich nadorech signifikantné
ptevazuje exprese mRNA PD-1, naopak u Tim-3 je signifikantné nizsi (Partlova,
2015). Funkénimi esejemi bylo prokdzano, ze se vyznamné 1isi schopnost produkce
IFN-y u CD8" TIL lymfocyt neexprimujicich anti PD-1, ani Tim-3, exprimujicich
pouze PD-1 a ve srovnani s double pozitivni populaci exprimujici jak PD-1 tak i Tim-3.
PD-1 i Tim-3 double pozitivni populace je schopné produkovat vyznamné méné IFN-y
nez PD-1 i Tim-3 negativni populace i signifikantné¢ méné nez PD-1 pozitivni, Tim-3

negativni populace (Partlova, 2015).
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6. Diskuze

Doposud nejvyznamnéjsi zménou v onkologii hlavy a krku bylo v poslednich ptiblizné
15 letech prokézani souvislosti ¢asti orofaryngealnich karcinomi s infekci lidskym
papillomavirem (HPV), ktery je dnes povazovan za jeden z nejvyznamnéjSich
rizikovych faktort [4]. Pfesny mechanismus zvyhodnujici z hlediska prognostického
pacienta s HNSCC vzniklym na podkladé infekce HPV neni jednoznacné objasnén, ale
krom molekularné-biologickych mechanismi [6] je jednim z hlavnich mechanismu
odli$na schopnost protinadorovych slozek imunitniho systému rozpoznat HPV pozitivni
a HPV negativni bunky [199]. Pii zhodnoceni rozdilnosti jednotlivych parametrti
imunitniho systému dle etiologie nadoru, byly prokazany signifikantni rozdily mezi
HPV pozitivnimi a HPV negativnimi nddory v celé fad€ parametrii. Jako imunologicky
regulacnich molekul PD-1 a Tim-3 (immune checkpoints) na imunokompetentnich
bunikach v nadorové tkani a ovlivnéni jejich funk¢niho stavu, resp. schopnosti efektivni
protinadorové odpovédi, mefené jako produkce interferonu gamma (IFN-y) a
interleukinu 17 (IL-17). Blokace immune checkpoints je modernim trendem imuno-
onkologie, ktery zlepSuje ptezivani pacientli s pokroc¢ilymi stadii fady malignich
onemocnéni, véetné HNSCC [162-164]. Exprese PD-1 receptoru na T bunkéach je
spojovana jak s aktivovanym, tak i s takzvanym vycerpanym fenotypem T buné¢k [200-
202]. Pfesny mechanismus t¢inku ani markery spolehlivé predpovidajici, zda konkrétni
pacient bude senzitivni k dané 1é€b€, zatim nejsou znamy. Je prokézano, ze vetsi
procento terapeutickych odpovédi je dosahovano u nadori s vy$Sim poctem
somatickych mutaci [151], naptiklad melanomu, nemalobuné¢éného plicniho karcinomu,
nadord mocového méchyte, zaludku, jicnu, hlavy a krku nebo podskupiny
kolorektalnich karcinomt s vysokou mikrosatelitni nestabilitou (MSI high) [160, 203].
Zejména v situaci, kdy na 1é¢bu odpovida ne vice nez 20% pacientil napfi¢ riznymi
studiemi a 1é¢ba miize mit zdvazné nezddouci ucinky a je financn€ velmi narocna, je
zadouci presn¢ porozumét zptisobu ovlivnéni cilovych bunek. U HNSCC neni PD-1
molekula znakem pro vyc€erpané ¢i funkéné zablokované T lymfocyty, schopnost
produkce IFN-y je vys§i u CD8" exprimujicich PD-1 molekulu nez u CD8" PD-1
negativnich. Vyznamné snizeni produkce IFN-y nachazime teprve u CD8" lymfocyti

exprimujicich na povrchu jak PD-1, tak i Tim-3 molekulu. V odlisné expresi PD-1 a
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Tim-3 molekul v HPV pozitivnich nadorech, resp. na CD8" TIL nachazime jedno z
moznych vysvétleni, pro¢ maji HPV pozitivni naddory lepsi prognézu. Tyto vysledky
jsou i v korelaci s vysledky Badoualové a kolektivu, ktefi prokazali pozitivni korelaci
infiltrace CD8" PD-1" TIL v nadorovém mikroprostiedi s prognézou HPV pozitivnich
HNSCC [204]. Pomérné piekvapivé zjistili, ze PD-1" T lymfocyty infiltrujici HPV
pozitivni nddory exprimuji vyrazné vyssi hladiny aktiva¢nich markertt HLA-DR a
CD38 [204]. Nejedna se o vycerpané buiiky a PD-1 nemize, minimalné u HNSCC, byt
povazovana za marker funk¢ni inhibice burky.

Velmi perspektivnim diagnostickym i terapeutickym cilem by mohla pro pacienty s
HNSCC byt Tim-3 molekula, nebot’ je exprimovana pouze v mikroprosttedi nadoru
nebo chronického zanétu [205], tedy jeji blokace by neméla zplisobovat zavazné
nezéadouci reakce. Blokace Tim-3 zatim nebyla testovana v klinické onkologii, ale
vzhledem k expresi Tim-3 pouze v mikroprostfedi nadoru ¢i chronického zanétu a
pozitivnim vysledkiim v laboratornich testech [206], jevi se jeji pouziti jako velmi
slibné s moznosti minimalizovat nezddouci ucinky 1é¢by v podobé autoimunitnich

reakci v jinych nez cilovych organech ¢i tkanich.

Bez ohledu na etiologii nadoru, byla prokazana pozitivni prognosticka korelace
infiltrace TIL v nadorovém mikroprostiedi u HNSCC [207]. Hladiny CD8" lymfocytii
jsou niz8i v periferni krvi zdravych kontrol ve srovnani s HNSCC. Klinicky vyznam
vsak nachazime pouze v jejich zastoupeni v nddorové tkani, kdy jejich vyssi zastoupeni
je prognosticky vyznamnym pozitivnim faktorem [166]. To odpovida i IHC prikazu
infiltrace CD8" lymfocyti v nddorové tkani HPV pozitivnich HNSCC a vysoky podil
CD8"/Foxp3" T buné&k pozitivné korelujici s klinickym stavem HPV pozitivnich i HPV
negativnich pacientt [208].

Analyza populaci imunitnich bun¢k v nddoru pomoci pritokové cytometrie ukazala
vyrazné vyssi zastoupeni leukocytd, a to zejména CD8 T lymfocytl, uHPV
pozitivnich pacientii. Zajimavé také je, ze tyto CD8" T buiiky v HPV pozitivnich
nadorech mély navic schopnost produkovat signifikantn¢ vyssi hladiny IFN-y
v porovnani s HPV negativnimi vzorky. U ostatnich populaci T bunék, jako jsou Thl
buiiky, regulac¢ni T lymfocyty, ¢i Th17 buiiky, nebyly pozorovany vyrazné rozdily mezi
HPV pozitivnimi a negativnimi nadory (Partlova, 2015;[74]).

V soucasné dobé€ neni stale zodpovézena otdzka, proti jakym antigentim jsou infiltrujici

CDS8" T lymfocyty u HPV pozitivnich HNSCC namifeny. Doposud je velmi malo
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studii, které by se detailné zabyvaly analyzou funkce CD8" T lymfocytii u HNSCC
pacientil. Z naSich dosavadnich vysledki je ziejmé, Ze minimalné u ¢asti pacientd

s HPV pozitivnim HNSCC je nddorové mikroprostfedi infiltrovano CD8" T lymfocyty,
které rozpoznavaji virové antigeny asociované s HPV (nepublikovana data). Pro
jednoznac¢né zhodnoceni je ale tifeba ziskat vice informaci o nddorovych a virovych
antigenech, které infiltrujici CD8" T lymfocyty rozpoznévaji, a poznat tak cile imunitni

odpovédi, které jsou dulezité pro rist a prezivani nadorovych bunék.

Poznatky o vyznamu Treg pro vznik a rozvoj nadorového onemocnéni se vyznamné lisi
v zavislosti na modelu ¢i klinické problematice. Regulacni T lymfocyty patii mezi
CD4" buiiky, jejichz hlavni funkci je potlacovat potencialné nebezpecné autoreaktivni T
lymfocyty, které unikly centralni pozitivni a negativni selekci v thymu. Tim brani
vzniku autoimunitnich onemocnéni, nastoluji periferni toleranci a udrzuji imunitni
homeostazu. Hodnoceni Treg jako prognostického parametru v periferni krvi ¢i
v nddorové tkani je vénovana velkd pozornost, ale zatim s rozporuplnymi vysledky.
a etiologii nadoru. Druhym vysvétlenim je zatim pomérné obtizna fenotypova detekce
Treg, kdy existuji velké funkcni odliSnosti u bunck exprimujicich stejné molekuly,
pouze v jiné mife. Na jednu stranu regula¢ni T lymfocyty potlacuji imunitni odpoveéd’
proti nadorové tkéani a vysoké hladiny Treg jsou Casto spojovany se Spatnou progndzou
pacientd s riznymi nddorovymi onemocnénimi [95]. Na druhou stranu byla ptitomnost
Treg popsana jako pozitivni prognosticky marker napiiklad u kolorektalniho karcinomu
¢ lymfomt [209, 210]. Uloha Treg u pacientii s nddory hlavy a krku neni zcela
jednoznacna. Nekteré studie ukazuji pozitivni korelaci vysokého zastoupeni Treg
v nadoru s loko-regionélni kontrolou nadorového rtstu [167]. Tuto hypotézu podporuji i
jiné prace, ve kterych zastoupeni Treg pozitivné koreluje s celkovym piezitim pacienta
[211]. Mozné vysvétleni mize byt v rovnovaze uvniti nddorového mikroprostiedi, tedy
poméru mezi Treg a cytotoxickymi CDS8" T lymfocyty. Data Nasmana a kol.[208],
uvadéji, ze pacienti s nadory infiltrovanymi vysokym poétem CD8" T lymfocyti a
s vysokym podilem CD8"/Treg méli del§i celkové pieziti, a to jak ve skupingé HPV
pozitivnich, tak HPV negativnich pacienti.

Odlisny vyznam jsme prokdzali i v analyze dvou souborti pacientd s HNSCC. Vysoké
hladiny Treg v periferni krvi v dobé diagnézy mohou predikovat ¢asnou recidivu

onemocnéni (Boucek, 2010; [101]). Na druhou stranu vysoké zastoupeni
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CD4'CD25 Foxp3™ Treg v periferni krvi korelovalo s pozitivni prognézou u HPV
pozitivnich HNSCC (LukeSova, 2014; [212]). MoZnych vysvétleni tohoto rozdilu mize
byt fada, rozdil je jisté v charakteru imunitni odpovédi u HPV pozitivnich pacientt, kdy
vys$si hladina Foxp3 pozitivnich Treg v periferni krvi jest¢ nemusi mit funkéni vliv na
situaci v nadorovém mikroprostiedi. Dal§im vysvétlenim miize byt fakt, ze fenotypovée
stejné detekované buiiky (CD3"CD4 CD25 Foxp3") nemusi byt i funkéné analogické.
Prace ze skupiny Sakaguchiho prokazuji, ze v nddorovém mikroprostfedi kolorektalnich
karcinomli se nachazeji Treg srlznou mirou exprese Foxp3. Ve vztahu k expresi
molekuly CD45RA se rozd&luji na 3 funkéné naprosto odlisné frakce. Frakce I (Foxp3'™
CD45RAhi) je oznaCovana jako naivni Treg (nTreg). Po antigenni stimulaci dochazi
k jeji diferenciaci do frakce II (Foxp3"CD45RA"), oznadované jako efektorové Treg
(eTreg), které jsou termindlné diferencované, vysoce imunosupresivni a funkéné
stabilni. Naopak za uréitych podminek mize dojit k pfechodu do frakce III
(Foxp31°CD45RA7), coz jsou bunky nevykazujici Zddnou inhibi¢ni aktivitu a mohou
produkovat prozanétlivé cytokiny. Ve viech tiech frakcich se jednd o CD4 Foxp3”
buiky s diametralné odlisnou funkéni aktivitou [107, 108].

Analogicky pro HNSCC je prokazana signifikantni korelace zastoupeni populace
CD45RA7F0Xp3high Treg (odpovidajici efektorové frakci, vysoce imunosupresivni,
funk¢né stabilni) v periferni cirkulaci u pacienti s HNSCC s T a N stadiem onemocnéni

[165].
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7. Z.aveér

Klinicka onkologie a imunologie v poslednich mésicich a letech dokazaly najit stycné
body. Lepsi porozuméni interakcim mezi nddorovym procesem a imunitnim systémem
jiz dnes vyznamné promlouva do 1é€by onkologickych pacientt.

Ovlivnéni regula¢nich mechanismi imunitniho systému umoziuje zlepSeni dosavadnich
terapeutickych vysledkt nékterych nadorovych onemocnéni. Doposud nejvétsiho
pokroku bylo dosazeno v 1é¢b¢ maligniho melanomu. Onemocnéni, jehoz diive
nelécitelna stadia je v dnesni dobé€ u ¢asti pacientli mozné imuno-onkologickou Ié€bou
ovlivnit natolik, Ze pacienti dlouhodobé¢ ptezivaji. Poznatky o fungovéani imunitniho
systému v interakci s jednotlivymi nddorovymi onemocnénimi umoziuji stalé
rozSitovani indikaci 1écby. Pfibyva i mnozstvi molekuldrnich a signalizacnich
mechanismi, na které nové 1écebné ptistupy cili.

Dosavadni, i zde souhrnné prezentované vysledky o odlisnostech imunitni odpovédi u
HNSCC s riznou etiologii, bude v budoucnu mozné vyuzit k lep§imu prognostickému
imunitniho systému pro vyvoj dlazdicobunéénych karcinomt hlavy a krku a mohou
umoznit zlepSeni terapeutickych vysledkli zavedenim novych lécebnych postupti.
Aktualni vysledky prvnich klinickych studii s imuno-onkoterapii v oblasti hlavy a krku
se zdaji velmi slibné a naznacuji moznost zlepSeni zavazné prognozy pacientt.
Terapeutické vyuziti monoklonalnich protilatek proti PD-1 a PD-L1 se jiz i v Ceské
republice stava realitou v ramci klinickych studii a v brzké budoucnosti se da ocekavat
jak rozsiteni indikacnich kritérii, tak rozSifeni i do bézné klinické praxe. Z hlediska
dosavadnich znalosti se jevi perspektivni vyuziti monoklonalni protilatky proti Tim-3
molekule, ktera je exprimovana na funkéné skutecné vycerpanych ¢i inhibovanych T
lymfocytech a nachazime ji pouze v patologickych tkanich, jak naddorovych, tak
chronicky zanétlivé zménénych. V onkologii dlazdicobunécnych karcinomt hlavy a
krku ma imunoterapie jist¢ perspektivu stat se ¢tvrtym pilitem 1é¢by, vedle chirurgie,
radioterapie a chemoterapie.

Pro dosaZeni dostate¢ného efektu bude u fady nddorovych onemocnéni nutna
kombinace vice typt imunologické a biologické 1écby tak, aby naddorové buiiky byly
ovlivnény vice mechanismy. Pro piesné cileni a nacasovani 1é¢by je nutné i nalezeni

markerti spolehlivé monitorujicich jak stav imunitniho systému pacienta, tak schopnost
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nadorového onemocnéni odpovidat na dany typ imuno-onkoterapie. Imunitni systém ma
velmi mocné prostiedky, nepochopeni principti mize snadno vyustit v zdvazné
nezéadouci ucinky 1écby. Nastésti rostouci penzum znalosti o regulacnich mechanismech
imunitniho systému a schopnost piedkladat imunitnim systému cilové antigeny

umoznuji stale zdokonalovat vysledky imuno-onkologické 1écby.
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