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ABSTRAKT  

N§dory hlavy a krku pŚedstavuj² z imunologického hlediska velmi komplexní 

a heterogenn² skupinu onemocnŊn². PŢvodnŊ byly tyto n§dory spojov§ny pŚedevġ²m 

s kouŚen²m a alkoholem. V posledních desetiletích ale vĨraznŊ narŢst§ procento n§dorŢ 

asociovaných s perzistující infekcí lidským papilomavirem s onkogenním potenciálem 

v imunologicky privilegované oblasti tonzilárních krypt. Vzhledem k nezastupitelné roli 

imunitního systému, jak v protivirov®, tak v protin§dorov® imunitn² odpovŊdi je progn·za 

pacientŢ vĨznamnŊ ovlivnŊna velikost², sloģen²m a funkļn² kapacitou imunitn²ho infiltr§tu 

v n§dorov®m mikroprostŚed². Pro n§dory hlavy a krku je charakteristick® silnŊ 

imunosupresivní prostŚed², zhorġuj²c² prŢbŊh onemocnŊn² a sniģuj²c² ¼ļinnost imunoterapie. 

VŊtġina pacientŢ s touto diagn·zou dobŚe odpov²d§ na standardn² terapii, ta je ale spojen§ 

s velmi z§vaģnĨmi ļasnĨmi a pozdn²mi toxicitami, kter® maj² z§sadn² vliv na kvalitu ģivota. 

V roce 2016 byla schválena prvn² imunoterapeutika pro l®ļbu refraktern²ch n§dorŢ hlavy 

a krku ï inhibitory kontrolních bodŢ imunitn²ch reakc² blokující PD-1 ï PD-L1 dráhu, 

nivolumab a pembrolizumab. Tento druh terapie, zaloģenĨ na odblokov§n² imunosuprese, 

se v protokolech kombinuj²c²ch v²ce l®ļebnĨch modalit uk§zal bĨt velmi ¼ļinný a z§roveŔ 

vĨraznŊ m®nŊ toxický oproti standardní chemoradioterapii. Proto byla monoterapie PD-1 

inhibitory nebo kombinovan§ l®ļba PD-1 inhibitorŢ s chemoterapi² ned§vno schv§lena jako 

prvn² moģnost l®ļby pro pacienty s metastatickĨmi nebo refraktern²mi n§dory hlavy a krku. 

I pŚes nadŊjn® klinick® vĨsledky ale st§le existuje vysok® procento pacientŢ, kteŚ² na tuto 

l®ļbu neodpov²daj². Lepġ² porozumŊn² jednotlivĨm populac²m imunokompetentn²ch bunŊk, 

zapojuj²c²ch se do protin§dorov® imunitn² odpovŊdi, by pomohlo hloubŊji pochopit principy 

ovlivŔuj²c² funkļn² orientaci imunitn² odpovŊdi, a zvĨġit tak ¼spŊġnost l®ļby pacientŢ d²ky 

personalizovanĨm imunoterapeutickĨm protokolŢm. PŚedkl§dan§ dizertaļn² pr§ce 

vĨznamnŊ prohlubuje znalosti o roli HPV-specifickĨch CD8+ T lymfocytŢ, B lymfocytŢ 

infiltruj²c²ch do n§doru a dalġ²ch bunŊļnĨch populac² v kontextu komplexního nádorového 

mikroprostŚed² HPV-asociovaných a chemicky indukovanĨch n§dorŢ hlavy a krku. A dále 

poukazuje na význam kombinované imunoterapie zaloģen® na odblokov§n² imunosuprese, 

kter§ vznik§ pŚedevġ²m d²ky expresi nŊkterĨch inhibiļn²ch molekul v nádorovém 

mikroprostŚed², spolu s chronickou aktivac² specifick® sloģky imunitn²ho systému. 
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ABSTRACT 

Head and neck squamous cell carcinoma encompasses a complex and heterogeneous 

group of malignant diseases. Originally, this tumor type was associated with tobacco and 

alcohol consumption. However, a significantly expanding subset of tumors associated with 

oncogenic human papillomavirus infection arising in deep tonsillar crypts was identified 

within the last decades. Due to the essential role of the immune system in antiviral and 

anticancer immune response, the prognosis of patients is significantly influenced by 

the volume, composition and functional capacity of the immune infiltrate. 

The immunosuppressive landscape of head and neck cancer leads to unfavorable outcome 

of patients and decreased efficacy of immunotherapy. The response rate to standard 

treatment is high, however, standard therapy is accompanied by considerable toxicity 

influencing the quality of life. In 2016, the first immunotherapeutics for the treatment of 

patients with recurrent squamous cell carcinoma of the head and neck were approved ï 

the anti-PD-1 immune checkpoint inhibitors nivolumab and pembrolizumab. This type of 

therapy, based on mitigation of immunosuppression, shows strong efficacy and less toxicity 

in combination with other therapies. Therefore, anti-PD-1 immunotherapy was recently 

approved in the first-line treatment setting as monotherapy or in combination with 

chemotherapy for patients with metastatic or unresectable, recurrent head and neck cancer. 

Despite the therapeutic benefit of immune checkpoint inhibitors, there is still a large 

proportion of nonresponding patients. Thus, better understanding of the individual immune 

cell populations playing key role in anticancer immune response could reveal the principles 

influencing functional orientation of the immune response. Personalized immunotherapeutic 

protocols created with respect to these principles could enhance the efficacy of current 

therapeutic strategies. This dissertation thesis broadens the knowledge of the significance of 

HPV-specific CD8+ T cells, B cells and other immune cell populations infiltrating to 

the tumor microenvironment of HPV-associated vs. HPV-negative tumors of head and neck. 

This thesis also highlights the importance of combined immunotherapy based on 

the elimination of immunosuppression, which arises due to a chronic activation of adaptive 

immune system and consequent expression of inhibitory molecules. 
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1 ÚVOD 

Imunitn² syst®m hraje kl²ļovou roli v patogenezi maligní transformace. Na z§kladŊ 

mnoha vŊdeckĨch a klinickĨch dŢkazŢ této premisy se imunoterapie nádorových 

onemocnŊn² stala souļ§st² klinick® onkologie a ¼ļinnost zdokonaluj²c²ch se 

imunoterapeutickĨch protokolŢ st§le roste. Aļkoli protinádorové imunitn² odpovŊdi se 

¼ļastn² vġechny sloģky nespecifické i specifické imunity, ¼stŚedn² ¼lohu pln² adaptivní 

bunŊļn§ sloģka, T a B lymfocyty. Nov® pŚ²stupy protin§dorov® imunoterapie se tak zamŊŚuj² 

pr§vŊ na aktivaci a pos²len² pŚedevġ²m efektorovĨch T lymfocytŢ, jejichģ pozitivn² 

prognostick§ role byla prok§z§na u mnoha indikac², vļetnŊ n§dorŢ hlavy a krku. Vlivem 

silnŊ imunosupresivn²ho mikroprostŚed² ale doch§z² u vŊtġiny pacientŢ k postupn® ztr§tŊ 

funkļn² kapacity efektorových T lymfocytŢ, jej²mģ dŢsledkem je nekontrolovaná progrese 

n§dorov®ho onemocnŊn². PorozumŊn² biologické podstatŊ procesŢ probíhajících 

v n§dorov®m mikroprostŚed², jeģ vedou k ¼niku n§dorovĨch bunŊk pŚed imunitn²m 

dohledem, a navrģen² vhodnĨch imunoterapeutickĨch postupŢ by tak mohlo zvĨġit 

¼spŊġnost l®ļby a dos§hnout trvalĨch vĨsledkŢ. 

Prvn² ļ§st t®to dizertaļn² pr§ce shrnuje souļasn® poznatky o roli adaptivního imunitního 

syst®mu v n§dorov®m mikroprostŚed² pacientŢ s nádory hlavy a krku, a význam lidského 

papilomaviru (human papillomavirus, HPV) pro prŢbŊh tohoto onemocnŊn². Dále je zde 

popsán význam imunoterapie v l®ļbŊ HPV-indukovanĨch n§dorŢ a nádorŢ vzniklĨch 

na podkladŊ toxick®ho agens. Pozornost je vŊnov§na zejm®na inhibitorŢm kontroln²ch bodŢ 

imunitních reakcí, vzhledem k jejich klinické ¼ļinnosti v celé ŚadŊ nádorových onemocnŊn².  

Druhou ļ§st tvoŚ² soubor publikovaných prací, které souvisí s tématem této dizertaļn² pr§ce, 

proġly recenzn²m Ś²zen²m a byly publikov§ny v mezin§rodn²ch vŊdeckĨch ļasopisech se 

známým impakt faktorem. 
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2 NÁDORY HLAVY A KRKU  

Nádory hlavy a krku jsou heterogenní skupinou n§dorovĨch onemocnŊn² vznikajících 

v oblasti dutiny ústní, dutiny nosní, hltanu (pharynx), hrtanu (larynx), ze slinnĨch ģl§z 

a m²stn² lymfatick® tk§nŊ. S celosvŊtovou incidenc² 550 aģ 600 tis²c pŚ²padŢ roļnŊ se n§dory 

hlavy a krku vyskytují jako ġest® nejļastŊjġ² n§dorové onemocnŊn² tvoŚ²c² 5 % vġech 

malignit. V souvislosti s onemocnŊn²m roļnŊ zemŚe pŚibliģnŊ 300 tis²c pacientŢ (Jemal et 

al., 2011). Nádory hlavy a krku ļasto z poļ§tku nevykazuj² ģ§dn® v§ģn® klinick® pŚ²znaky 

nebo se podobaj² bŊģnĨm z§nŊtlivĨm onemocnŊn²m horn²ch cest dĨchac²ch. Aģ 70 % 

pacientŢ je tak diagnostikováno ve stádiu lok§lnŊ pokroļil®ho onemocnŊn², ļ²mģ je vĨraznŊ 

negativnŊ ovlivnŊna i progn·za. PŊtilet® pŚeģit² se tak pohybuje v rozmezí pouhých 

10- 50 %. Nav²c, pŚes 95 % pacientŢ s rekurentním nebo metastatickým karcinomem umírá 

jiģ do jednoho roku. V opaļn®m pŚ²padŊ, pŚi diagn·ze v ļasnĨch stádiích, dosahuje pŊtilet® 

pŚeģit² aģ 80 % (Leon et al., 2005), (Argiris et al., 2017). I pŚes vĨraznou heterogenitu se 

histologicky z v²ce neģ 90 % jedn§ o squamózní karcinomy (head and neck squamous cell 

carcinoma, HNSCC), vznikající z dlaģdicov®ho epitelu vystĨlaj²c²ho dutiny v této oblasti 

(Vigneswaran and Williams, 2014). Squam·zn² karcinomy hlavy a krku tvoŚ² velmi 

komplexn² skupinu onemocnŊn², charakterizovanou klinickou, fenotypickou a biologickou 

heterogenitou, kter§ je zpŢsobena zejm®na genetickĨmi zmŊnami, lokalizací nádoru 

a etiologickým agens (Cancer Genome Atlas, 2015).  

2.1 Etiologie HNSCC 

Hlavními prokázanými rizikovými faktory HNSCC jsou historicky kouŚen² 

tab§kovĨch vĨrobkŢ, konzumace alkoholu a pŚedevġ²m synergický efekt tŊchto dvou faktorŢ 

(Andre et al., 1995). Pacienti s n§dory vzniklĨmi na podkladŊ t®to etiologie se pohybují 

ve vyġġ² vŊkov® skupinŊ, vŊtġinou pŚes ġedesát let. Se vzrŢstaj²c² osvŊtou lid² v oblasti 

ģivotospr§vy v rozvinutých zemích se ale poļet kuŚ§kŢ a alkoholikŢ ve vyġġ²ch soci§ln²ch 

vrstvách postupnŊ sniģuje, a kles§ tak i incidence n§dorŢ podm²nŊnĨch tŊmito mutagenn²mi 

fyzikálními faktory. Dlouho ale zŢst§val nevyjasnŊnou ot§zkou st§le narŢstaj²c² poļet 

n§dorŢ v oblasti orofaryngu (oropharyngeal squamous cell carcinoma, OPSCC). 

V souvislosti s rostoucím rizikovým chováním zejména mladých lidí bylo na z§kladŊ 

experimentálních a epidemiologických dat popsáno dalġ² signifikantní etiologické agens, 

a to infekce HPV (Brandsma and Abramson, 1989), (Snijders et al., 1992). Lidský 
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papilomavirus, zpŢsobuj²c² aģ 90 % OPSCC, se t²mto zaŚadil mezi nejvĨznamnŊjġ² rizikov® 

faktory n§dorŢ v oblasti hlavy a krku, a zmŊnil tak i pohled na jejich biologickou podstatu 

(Gillison et al., 2000). Nádory asociované s HPV a toxicky indukované nádory jsou proto 

povaģov§ny za dvŊ zcela rozdílné entity, odliġuj²c² se nejen na z§kladŊ molekulární podstaty 

mechanismu vzniku, ale také prognózou pacientŢ (Weinberger et al., 2006). Heterogenita 

tŊchto n§dorŢ je natolik vĨznamn§, ģe v roce 2017 doġlo k oddŊlen² jejich klasifikace 

AmerickĨm vĨborem proti rakovinŊ (American Joint Committee on Cancer, AJCC). Toto 

rozdŊlen² poskytlo vĨznamnŊ pŚesnŊjġ² informace o pŚeģit² novŊ diagnostikovanĨch pacientŢ 

(Lydiatt et al., 2017). Komplexní srovnání HPV-pozitivních a HPV-negativn²ch n§dorŢ je 

shrnuto v Tab. 1. (Husain and Neyaz, 2017).  

Parametr HPV+  HPV- 

VŊk (prŢmŊr) mladġ² (40 - 60) starġ² (> 60) 

Rasa europoidní >> ostatní europoidní > ostatní 

Geografick® rozloģen² sev.Evropa a sev.Amerika Asie - Pacifik 

Pohlaví muģi > ģeny (8:1) muģi > ģeny (3:1) 

Socioekonomický status vyġġ² niģġ² - stŚedn² 

Incidence rostoucí klesající 

Prevalence - odhad promŊnliv§ v regionech stabilní 

Rizikové faktory sexuální chování (HPV-16) tabák, alkohol 

Kofaktory  marihuana dieta, orální hygiena, stres 

Histologické místo vzniku dlaģdicovĨ epitel krypt squamózní epitel dutiny ústní 

Anatomické místo vzniku orofarynx celá dutina ústní 

E6 a E7 onkoproteiny exprimovány nedetekovány 

p53 wild-type, degradován mutovaný 

P16INK4a zvĨġen§ exprese obvykle nedetekováno 

Prognóza pŚ²zniv§ nepŚ²zniv§ 

Patologický nález 
nekeratinizující,basaloidní, 

imunitní infiltrát 

keratinizující, dysplázie 

povrchového epitelu 

Metastázy do spádových uzlin ļasto, cystick® 
m®nŊ ļasto  

nekrotizující, solidní 

ECOG performance status niģġ² (0 u 33 % pacientŢ) vyġġ² (0 u 66 % pacientŢ) 

PŚevaģuj²c² TNM klasifikace T1-T2 N++ T3-T4 N+ 

TŚ²let® pŚeģit² 82,4 % (95 % CI, 77,2-87,6) 57,1 % (95 % CI, 48,1-66,1) 

TŚ²let® pŚeģit² bez progrese 73,7 % (95 % CI, 67,7-79,8) 43,3 % (95 % CI, 34,4-52,4) 

Celkov§ odpovŊŅ na l®ļbu 94 % (95 % CI, 87-100) 58 % (95 % CI, 49-74) 

Tab. 1. Srovnání demografických, klinických, histologických, genetických a prognostických 

parametrŢ u n§dorŢ asociovanĨch s HPV vs. n§dorŢ jin® etiologie. ECOG (Eastern Cooperative 

Oncology Group, VĨchodn² kooperativn² onkologick§ skupina v USA). PŚevzato a upraveno dle 

(Husain and Neyaz, 2017) 
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2.2 Prognóza a l®ļba pacientŢ s HNSCC 

Strategie l®ļby pacientŢ s HNSCC je zaloģena na lokalizaci primárního nádoru, 

histologick® klasifikaci a st§diu onemocnŊn² (rozsahu prim§rn²ho n§doru, pŚ²padnŊ 

uzlinových a vzdálených metastáz) a celkovém stavu pacienta. Základními kurativními 

l®ļebnĨmi modalitami v l®ļbŊ HNSCC jsou chirurgick§ l®ļba a radioterapie a v nŊkterĨch 

pŚ²padech i chemoterapie nebo radiochemoterapie. Ti pacienti, u nichģ doġlo k nádorové 

transformaci díky onkogennímu potenciálu HPV, jsou na rozdíl od tŊch, jejichģ n§dor byl 

vyvolán toxickým agens, vŊtġinou diagnostikováni v pokroļil®m st§diu onemocnŊn², 

mnohdy s rozvinutĨm metastatickĨm postiģen²m region§ln²ch lymfatickĨch uzlin. I pŚesto 

ale odpovídají lépe na standardn² l®ļbu a maj² vĨznamnŊ lepġ² progn·zu, i pŊtilet® pŚeģit² 

(81 % vs. 49 %) ve srovnání s pacienty s HPV-negativními nádory (Licitra et al., 2006), 

(Ang et al., 2010). Vzhledem k vĨġe zm²nŊnĨm faktŢm je zŚejm®, ģe HPV-pozitivní pacienti 

vyģaduj² vŊtġinou m®nŊ agresivn² l®ļbu (Martin, 2014). HPV-typizace ale doposud není 

zohledŔov§na pŚi vĨbŊru l®ļebn® modality v r§mci standardn² l®ļby. Jaká je pŚ²ļina lepġ² 

progn·zy pacientŢ, u nichģ byla karcinogeneze vyvolána virovou infekcí, zatím nebylo zcela 

objasnŊno. Experiment§ln² i klinick§ data ale ukazuj², ģe jednou z hlavn²ch pŚ²ļin mŢģe bĨt 

mimo jin® pŚ²tomnost viru, který vyvol§v§ aktivn² bunŊļnou imunitn² odpovŊŅ nam²Śenou 

proti infikovanĨm buŔk§m, a tud²ģ i proti n§dorovĨm buŔk§m samotnĨm (Dahlstrand and 

Dalianis, 2005). 

2.3 Lidský papilomavirus (HPV) 

LidskĨ papilomavirus (HPV), patŚ²c² do rodiny papillomaviridae ï malých 

neobalených dvouvláknových (double-strand, ds) DNA virŢ, zahrnuje v²ce neģ 150 doposud 

popsaných genotypŢ infikuj²c²ch koģn² epitel a slizniļn² povrch anogenitálního traktu, 

moļov® trubice, dýchacích cest a ¼stn² ļ§sti hltanu ï orofaryngu. Z hlediska rizikovosti 

a onkogenn²ho potenci§lu se HPV dŊl² na nízce rizikové (low-risk, lrHPV) a vysoce rizikové 

(high-risk, hrHPV) HPV. Nízce rizikové genotypy HPV zpŢsobuj² zejm®na benign² 

bradavice a respiraļn² papilomat·zu a v 90 % pŚ²padŢ je infekce pŚirozenŊ eliminov§na 

imunitním systémem. V pŚ²padŊ n§kazy vysoce rizikovĨm genotypem HPV ale vŊtġinou 

infekce pŚetrv§v§ dlouhodobŊ v asymptomatick® podobŊ a díky onkogennímu potenciálu 

tŊchto virŢ je perzistentn² infekce asociov§na s rozvojem karcinomŢ v anogenitální oblasti, 

zejména s karcinomem dŊloģn²ho hrdla - cervixu (Franco et al., 1999). Vysoce rizikové 
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genotypy HPV jsou zodpovŊdn® také za vznik karcinomu orofaryngu, kde dominuje genotyp 

HPV 16. Dle odhadŢ by do roku 2020 mŊl v USA poļet HPV-asociovaných HNSCC 

dokonce pŚekonat incidenci cervik§ln²ho karcinomu (Chaturvedi et al., 2011). 

2.3.1 Mechanismus infekce HPV 

K pŚenosu infekce HPV doch§z² bŊhem pŚ²m®ho kontaktu z ļlovŊka na ļlovŊka, 

vŊtġinou pŚi pohlavn²m styku, bŊhem nŊhoģ vznikají mikroskopick§ poranŊn² v povrchov®m 

stratifikovaném squamózním epitelu. Pro vznik karcinomu orofaryngu dokonce nen² potŚeba 

mechanick® poġkozen² povrchov®ho epitelu, protoģe m²stem infekce jsou krypty tonzil§rn² 

tk§nŊ vystĨlan® specializovanĨm retikulovanĨm epitelem, jeģ m§ fyziologicky naruġenou 

strukturu pro migraci imunitn²ch bunŊk do lymfoidn² tk§nŊ (Perry, 1994). TŊmito pŚirozenŊ 

se vyskytujícími mikroabrazemi pronikaj² virov® ļ§stice aģ k baz§ln² membr§nŊ, na n²ģ se 

v§ģ² pŚes proteoglykany pŚ²tomn® na membr§nŊ, a infikuj² zde baz§ln² buŔky dlaģdicov®ho 

epitelu, keratinocyty, vazbou na jejich povrch a následnou endocytózou. Po internalizaci je 

virus transportov§n do pozdn²ch endoz·mŢ, kde je zmŊnou pH aktivován a s vyuģit²m 

hostitelského cytoskeletárního transportu vstupuje do bunŊļn®ho j§dra (Schelhaas et al., 

2012). Keratinocyty maj² pŚirozenŊ silnĨ diferenciaļn² a proliferaļn² potenci§l. BŊhem 

diferenciace dochází nezávisle na infekci k neust§l®mu dŊlen² dceŚinĨch kopi² baz§ln² 

buŔky, odpout§n² od baz§ln² membr§ny a vystupov§n² k povrchu. BŊhem tohoto pŊti aģ 

sedmidenn²ho procesu keratinocyty postupnŊ mŊn² svoji morfologii. Doch§z² ke kondenzaci 

j§dra a ploġn®mu roztaģen² cytoplazmy. BuŔka se zploġŠuje a celĨ proces je zakonļen 

deskvamací z povrchu. Vzhledem k tomu, ģe replikace viru je závislá na biochemickém 

aparátu hostitelsk® buŔky, vyuģ²v§ HPV pr§vŊ intenzivnŊ proliferuj²c² dlaģdicobunŊļnĨ 

epitel k dokonļen² ģivotn²ho cyklu tisíce novĨch kopi² viru, kter® jsou uvolŔov§ny nelyticky 

bŊhem deskvamace odum²raj²c²ch keratinocytŢ. Takto dochází k neviremickému ġ²Śen² 

infekce, bez vyvolání imunitní reakce (Faraji et al., 2017). VĨġe popsanĨ proces je 

zn§zornŊn na Obr. 1. 
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Obr. 1. Mechanismus infekce HPV a progrese onemocnŊn². (A) Vzhledem k tk§Ŕov®mu tropismu 

HPV v r§mci HNSCC doch§z² k infekci sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nŢ v oblasti orofaryngu. (B) 

HPV infikuje progenitory keratinocytŢ v baz§ln² vrstvŊ pŚirozenŊ fenestrovan®ho retikulovan®ho 

epitelu tonzilárních krypt. (C) Infekce squamózního epitelu tonzil vede postupnŊ k naruġen² 

diferenciace baz§ln²ch epiteli§ln²ch bunŊk, displ§zii, vzniku karcinomu in situ, aģ k propuknutí 

invazivn² karinogeneze. PŚevzato a upraveno dle (Faraji et al., 2017). 

2.3.2 Molekulární mechanismus indukce karcinogeneze u HPV-asociovanĨch n§dorŢ 

Genom HPV, dlouhý 8 000 p§rŢ baz², obsahuje dva kódující regiony a jeden 

nek·duj²c², regulaļn² region. Souļ§st² k·duj²c² oblasti jsou geny proteinŢ ļasn® f§ze 

(E, early) E1, E2, E4, E5, E6 a E7 a geny kódující kapsidové proteiny, k jejichģ expresi 

dochází v pozdn² f§zi ģivotn²ho cyklu viru, a jsou proto oznaļované jako pozdní geny 

(L, late) L1 a L2. Ļasn® geny Ś²d² replikaci virové DNA a regulují kritick® kroky bunŊļného 

cyklu: E1 spouġt² replikaci virového genomu, E2 je iniciaļn²m faktorem pro virovou 

transkripci a Ś²d² segregaci virovĨch genomŢ, E4 zodpov²d§ za maturaci novĨch virovĨch 

partikulí, E5 udrģuje kontinu§ln² proliferaci hostitelsk® buŔky, E6 a E7 jsou oznaļovan® 

jako onkoproteiny, jelikoģ naruġuj² z§kladn² kroky regulace bunŊļn®ho cyklu vedoucí 

k amplifikaci virového genomu (Rautava, 2012). E6 vyvazuje základní tumor supresorový 

protein p53 a zprostŚedkov§v§ jeho ubiquitinylaci vazbou na protein asociovaný s ubikvitin-

ligázou E6 (ubiquitin-ligase E6-associated protein, E6AP) a následnou degradaci skrze 

proteazom. VĨsledkem je imortalizovan§ hostitelsk§ buŔka (Martinez-Zapien et al., 2016). 

U HPV-asociovanĨch OPSCC tedy nen² dysfunkce p53 zpŢsobena jeho mutac², jako 

u vŊtġiny n§dorovĨch onemocnŊn² vļetnŊ HPV-negativn²ch n§dorŢ, ale Ś²zenou degradací 
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pŚirozenŊ se vyskytuj²c² formy proteinu ī wild-type p53. Onkoprotein E7 inaktivuje dalġ² 

esenciální tumor-supersor: retinoblastomový protein (retinoblastoma protein, pRb), jehoģ 

funkcí je regulace pŚechodu z G1 do S f§ze bunŊļn®ho cyklu interakcí s transkripļn²m 

faktorem E2 (E2 factor, E2F). Dokud je E2F v komplexu s pRb, nemŢģe dojít k iniciaci 

replikace (Chellappan et al., 1992). Absence pRb tak vede ke kontinuální aktivaci cílových 

genŢ E2F, jimiģ jsou mimo jin® cyklin A a cyklin E, které umoģŔuj² vstup do S f§ze 

bunŊļn®ho cyklu a nekontrolovanou replikaci (Zerfass et al., 1995). Funkļn² inaktivace pRb 

vede dále k akumulaci p16INK4A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, CDKN2A), dalġ²ho 

proteinu podílejícího se na regulaci bunŊļn®ho cyklu, jeģ je za fyziologickĨch podm²nek 

inhibitorem cyklin-dependentních kináz (cyclin-dependent kinases, CDKs) fosforylujících 

pRb. Dokud nedojde k fosforylaci pRb a k následnému uvolnŊn² E2F z komplexu E2F-pRb, 

bunŊļný cyklus je pozastaven v G1 fázi a buŔka setrvává ve stavu senescence (Giarre et al., 

2001). U n§dorŢ vzniklĨch na podkladŊ infekce HPV tak na z§kladŊ negativn² zpŊtn® vazby 

dochází inaktivací pRb k n§rŢstu cytoplazmatick® hladiny p16INK4A. Tato hodnota je spolu 

s detekcí virové DNA/RNA standardnŊ pouģ²v§na jako nepŚ²mĨ marker pro diagnostiku 

karcinogeneze asociované s HPV (Hoffmann et al., 2010) a mŢģe m²t i prognostickĨ vĨznam 

(Lin et al., 2014). Molekulární mechanismus indukce karcinogeneze u HPV-asociovaných 

n§dorŢ je zn§zornŊn na Obr. 2. 

 

Obr. 2. Molekulární mechanismus indukce karcinogeneze HPV. Po vstupu do buŔky se virus 

pŚesouv§ do j§dra, kde je udrģov§n ve formŊ episomu nebo probŊhne integrace do hostitelsk® DNA 

a jeho ģivotn² cyklus je z§vislĨ na diferenciaci hostitelsk® buŔky. Za udrģen² proliferativn²ho stavu 

keratinocytŢ a inhibici apopt·zy jsou zodpovŊdn® onkoproteiny E6 a E7, kter® Ś²d² inaktivaci 

a degradaci p53 a pRb. V pokroļilĨch f§z²ch diferenciace infikovanĨch keratinocytŢ doch§z² 

k expresi pozdn²ch genŢ L1 a L2, k·duj²c²ch virov® kapsidy, a k sestavov§n² novĨch virovĨch 

partikulí. N§slednŊ se bŊhem pŚirozen® deskvamace keratinocytŢ uvolŔuj² aģ tisíce nových 

infekļn²ch virionŢ. PŚevzato a upraveno dle (Andersen et al., 2014). 
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I pŚesto, ģe HPV-pozitivní nádory nevznikaj² na podkladŊ dlouhodob®ho 

vystavován² tk§n² karcinogenŢm s mutagenním potenciálem, jako je tabák a alkohol, 

vykazují HPV-asociované nádory pŚekvapivŊ vysokou genomovou nestabilitu, srovnatelnou 

s nádory jiné etiologie. Tato mutaļn² z§tŊģ, doprov§zen§ hromadŊn²m somatickĨch mutac², 

je pravdŊpodobnŊ zpŢsoben§ absencí vĨġe zm²nŊnĨch tumor-supresorŢ, zajiġŠuj²c²ch 

kontrolu integrity genomu, coģ znaļnŊ zvyġuje pravdŊpodobnost malign² transformace 

u bunŊk infikovanĨch HPV (Seiwert et al., 2015). Pacienti s nádory hlavy a krku se tak 

celkovŊ Śad² mezi indikace s vyġġ² mutaļn² n§loģ² (tumor mutation burden, TMB) 

(Alexandrov et al., 2013), jak je zn§zornŊno na Obr. 3., a mají proto potenciál odpovídat 

l®pe na nŊkter® imunoterapeutick® l®ļebn® postupy. Hlavn²m dŢvodem je to, ģe mnoģstv² 

somatických mutací v nádoru zvyġuje pravdŊpodobnost vzniku neoantigenŢ, kter® mohou 

být rozpozn§ny a n§slednŊ c²leny efektorovĨmi buŔkami specifick® imunity. Obzvl§ġtŊ 

napŚ. po terapii inhibitory kontroln²ch bodŢ imunitn²ch reakc² (Riaz et al., 2016). 

 

Obr. 3. Porovn§n² mutaļn² z§tŊģe mezi jednotlivĨmi typy n§dorovĨch onemocnŊn². Data 

ukazuj² poļet somatickĨch mutac² v jednotlivĨch n§dorech. ALL, acute lymphoblastic leukaemia, 

akutní lymfoblastická leukémiee; AML (acute myeloid leukaemia, akutní myeloidní leukémie); CLL 

(chronic lymphocytic leukaemia, chronick§ lymfocyt§rn² leuk®mie). PŚevzato a upraveno dle 

(Alexandrov et al., 2013). 

2.3.3 N§dorov® mikroprostŚed² HNSCC 

N§dorov® mikroprostŚed² (tumor microenvironment, TME) je komplexní, 

organizovaná a dynamická nika, sloģen§ z neoplastických bunŊk v kontextu nádorového 

stromatu, tvoŚen®ho extracelul§rn² matrix, fibroblasty, epiteli§ln²mi buŔkami, endoteliemi, 

tukovĨmi buŔkami a produkty tŊchto bunŊļnĨch populac² a dále v rŢzn® m²Śe infiltruj²c²mi 

imunitn²mi buŔkami (Balkwill et al., 2012). Vzhledem k tomu, ģe n§dory hlavy a krku, 
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na rozd²l od ostatn²ch n§dorovĨch indikac², vznikaj² t®mŊŚ jednotnŊ ze stejn®ho 

histopatologick®ho subtypu, jedn§ se zd§nlivŊ o homogenn² skupinu squam·zn²ch 

karcinomŢ. Ve skuteļnosti ale jde o velmi heterogenn² onemocnŊn² a kaģdĨ individuální 

n§dor je unik§tn² jak sloģen²m n§dorov®ho mikroprostŚed², tak svĨm chov§n²m (Canning et 

al., 2019). NejvĨznamnŊjġ² rozd²ly jsou pozorov§ny mezi skupinou pacientŢ s HPV-

pozitivními a HPV-negativními nádory, a to zejm®na ve sloģen² imunitn²ho infiltr§tu, který 

má zásadní vliv na prognózu (Partlova et al., 2015).  

2.3.4 Sloģen² a vĨznam imunitn²ho infiltr§tu u HPV-pozitivních a HPV- negativních 

pacientŢ s HNSCC 

Imunitn² infiltr§t je komplexn² a dynamickou souļ§stí nádorového mikroprostŚed² 

a role jednotlivých imunitních populací se mezi nádorovými typy vĨraznŊ liġ². U n§dorŢ 

hlavy a krku nav²c sloģen² imunitn²ho infiltr§tu i vĨslednou imunitn² reakci ovlivŔuje 

potenci§ln² pŚ²tomnost viru. HPV infikuje epiteli§ln² tk§nŊ. Na rozd²l od mukózního epitelu, 

který HPV infikuje v anogenitální oblasti, v rámci orofaryngu dochází k infekci 

dlaģdicov®ho epitelu, kterĨ je v tŊsn®m kontaktu s lymfatickou tkání. Lymfatick§ tk§Ŕ zde 

v podobŊ tonzil sehr§v§ kl²ļovou imunologickou roli v obranŊ proti patogenŢm. Je tedy 

pravdŊpodobn®, ģe virem indukovan§ protin§dorov§ imunitn² odpovŊŅ bude odliġn§ 

od imunitn² odpovŊdi n§dorŢ orofaryngu jiné etiologie a z§roveŔ od imunitn² odpovŊdi 

nam²Śen® proti HPV v jiných oblastech organismu. 

V posledních letech bylo provedeno nŊkolik studi² zamŊŚenĨch na analýzu vztahu 

mezi imunitn² odpovŊd², HPV statutem a progn·zou pacientŢ s HNSCC. Vzhledem 

k n§roļnosti z²sk§n² n§dorov® tk§nŊ byla ve vŊtġinŊ tŊchto studi² analyzována pouze 

perifern² krev pacientŢ. I pŚesto ale Wansom a kol. detekovali zvĨġenĨ poļet CD8+ 

T lymfocytŢ u pacientŢ s HPV-pozitivními nádory, který dokonce lépe predikoval odpovŊŅ 

na l®ļbu neģ samotnĨ HPV status, jeģ byl doposud povaģov§n za nejsilnŊjġ² prediktivn² znak 

(Wansom et al., 2010). Turksma a kol. dále v periferní krvi pacientŢ s HPV-pozitivními 

nádory detekovali vyġġ² zastoupen² efektorovĨch a efektorovĨch pamŊŠovĨch T lymfocytŢ 

oproti HPV-negativním pacientŢm, coģ pravdŊpodobnŊ svŊdļ² o virem indukovan® imunitn² 

odpovŊdi (Turksma et al., 2013). Genová analýza potvrdila profil silné specifické imunitní 

odpovŊdi u HPV-pozitivních pacientŢ oproti HPV-negativním pacientŢm, jejichģ profil mŊl 

charakter sp²ġe pŚirozen® imunitn² odpovŊdi (Thurlow et al., 2010).  
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Vzhledem k tomu, ģe stav perifern² krve nemus² vģdy odr§ģet skuteļnost, kter§ se 

odehrává v rámci samotného nádorového mikroprostŚed², je analĨza n§dorov® tk§nŊ 

nezbytnou souļ§st² z²sk§n² ucelen® informace o zastoupen² jednotlivých imunitních 

populac² a tak® o jejich fenotypu a funkļnosti. Komplexní analýza nativních tkání HNSCC 

provedená v naġ² laboratoŚi, zabĨvaj²c² se mimo jiné sloģen²m imunitn²ho infiltr§tu 

a fenotypizací jednotlivých populací, ukázala významné rozdíly mezi nádory indukovanými 

HPV a nádory jiné etiologie. HPV-pozitivn² n§dory byly dle oļek§v§n² infiltrov§ny 

signifikantnŊ vyġġ²m mnoģstv²m CD8+ T lymfocytŢ. Tyto cytotoxick® lymfocyty infiltrující 

nádor (tumor infiltrating lymphocytes, TILs) mŊly nav²c schopnost produkovat vĨznamnŊ 

vyġġ² hladiny proz§nŊtlivĨch cytokinŢ interferonu-ɔ (interferon-ɔ, IFNɔ) a interleukinu-17 

(IL-17). Detekováno bylo i vĨraznŊ v²ce naivn²ch CD4+ T lymfocytŢ a myeloidn²ch DC. 

Dále pak ve srovnání s HPV-negativními nádory v bunŊļnĨch kultur§ch HPV-pozitivních 

vzorkŢ byla zaznamen§na signifikantnŊ vyġġ² produkce proz§nŊtlivĨch chemokinŢ CXCL9, 

CXCL10, CXCL12, CCL17 a CCL21 (Partlova et al., 2015). Zaj²mav® ovġem bylo, ģe 

analýza mRNA potvrdila u HPV-pozitivn²ch n§dorŢ zvĨġenou expresi proteinu 

programovan® bunŊļn® smrti 1 (programmed cell death 1, PD-1), která je spolu s dalġ²mi 

inhibiļn²mi molekulami povaģov§na za marker vyļerp§n² TILs (Day et al., 2006). Tato 

studie, provedená v naġ² laboratoŚi, je v souladu s vĨsledky studie Badoualov® a kol, kteŚ² 

pozorovali vĨznamnŊ delġ² pŚeģ²v§n² HPV-pozitivn²ch pacientŢ s karcinomem orofaryngu 

(oropharynegal cancer, OPC), kter® byly silnŊ infiltrovan® PD-1+ T lymfocyty. (Badoual et 

al., 2013). Molekula PD-1  tak u HNSCC pravdŊpodobnŊ necharakterizuje vyļerpan® TILs 

neschopné efektorových funkcí. Ward a kol. dále prok§zali, ģe pŚ²tomnost TILs u HPV+ 

OPC pacientŢ pozitivnŊ koreluje s pŚeģ²v§n²m a odpovŊd² na l®ļbu na rozd²l od pacientŢ 

s nízkým infiltrátem (Ward et al., 2014). Podle nejnovŊjġ²ch vĨsledkŢ Salomona a kol. hojn§ 

infiltrace CD8+ TILs u HPV-asociovaných OPC identifikuje skupinu pacientŢ 

s vynikajícími klinickými výsledky a poskytuje tak významnou prognostickou informaci 

(Solomon et al., 2018). 

Na rozd²l od TILs, jejichģ pozitivn² ¼loha v n§dorov®m mikroprostŚed² byla 

mnohokrát prok§z§na, role B lymfocytŢ infiltruj²c²ch do n§doru (tumor-infiltrating B cells, 

TIL-Bs) zŢst§v§ kontroverzní. Navzdory studiím prokazujícím pozitivní prognostickou roli 

TIL-Bs (Mahmoud et al., 2012) existuj² i pŚesvŊdļiv® dŢkazy naznaļuj²c² jejich opaļnĨ efekt 

(Lundgren et al., 2016). Za ¼ļelem rozġ²Śen² znalost² o imunitn²m infiltr§tu u HNSCC 

a pochopení kontextu mezi jednotlivými imunitními populacemi jsme navázali na pŚedchoz² 
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studii popisující roli CD8+ TILs specifických k HPV16, a zamŊŚili se na analýzu populace 

TIL-Bs, jejichģ role u HNSCC zat²m t®mŊŚ nebyla pops§na. K objasnŊn² t®to problematiky 

jsme tak pŚispŊli naġ² experimentální prací, jej²ģ vĨsledky jsou detailnŊ popsány 

ve výsledkové ļ§sti této práce.  

CelkovŊ vŊtġ² infiltr§t s proz§nŊtlivĨm charakterem svŊdļ² o silnŊjġ² specifické 

imunitn² odpovŊdi u HPV-pozitivních pacientŢ.  I pŚesto ale imunitn² syst®m vŊtġinou 

nedok§ģe ¼spŊġnŊ bojovat s n§dorovĨmi buŔkami a eradikovat je. V rámci nádorové 

imunologie je tento neģ§douc² jev vysvŊtlov§n mimo jiné navozením stavu funkļn²ho 

vyļerp§n² TILs v r§mci imunosupresivn²ho prostŚed² v n§doru, jeģ vede k toleranci nádoru 

a k ¼niku n§dorovĨch bunŊk imunitn²mu dohledu. Z tohoto dŢvodu je zapotŚeb² zamŊŚit se 

hloubŊji na fenotyp vyļerp§n² n§dorovŊ/virovŊ specifickĨch TILs, který je mnohdy 

reverzibilní. 

2.3.5 Imunosupresivn² prostŚed² HNSCC 

N§dorov® mikroprostŚed² HNSCC je silnŊ imunosupresivní, coģ je zpŢsobeno jednak 

pŚ²tomnost² supresivn²ch bunŊļnĨch populac², pŚedevġ²m regulaļn²ch T lymfocytŢ 

(regulatory T cells, Treg), myeloidních supresorovĨch bunŊk (myeloid-derived suppressor 

cells, MDSC), makrof§gŢ asociovanĨch s nádory (tumor-associated macrophages, TAM) 

a jednak funkļn²mi defekty efektorových TILs, jeģ jsou povaģov§ny za kl²ļov® komponenty 

protin§dorov® imunitn² odpovŊdi (Duray et al., 2010). Funkļn² defekty efektorovĨch bunŊk 

infiltruj²c²ch n§dor jsou pŚ²tomnost² imunosupresivn²ch bunŊļnĨch populac² amplifikov§ny. 

VĨsledkem je ¼ļinn® potlaļen² aktivn² n§dorovŊ specifické imunitn² odpovŊdi. Vytv§Śen² 

imunosupresivních podmínek v n§dorov®m mikroprostŚed² je jednou z hlavních strategií, 

jimiģ se n§dorov® buŔky efektivnŊ vyhĨbaj² imunitn²mu systému, tzv. mechanismŢ úniku 

n§dorovĨch bunŊk imunitn²mu syst®mu hostitele. 

2.3.6 Mechanismy ¼niku n§dorovĨch bunŊk imunitnímu systému 

Z evoluļn²ho hlediska je pro pŚeģit² n§dorovĨch bunŊk, stejnŊ jako pro parazity, 

nezbytnŊ nutn® vyvinout strategie, jimiģ dok§ģ² uniknout dohledu imunitn²ho syst®mu 

hostitele. Imunitní reakce na novŊ vznikaj²c² n§dor má komplexní charakter a jsou do ní 

zapojeny mechanismy jak nespecifické, tak i specifické imunity. S progresí nádoru jsou vġak 

tyto imunitní mechanismy potlaļeny a ļasto pŢsob² dokonce ve prospŊch n§dorovĨch bunŊk. 

Nádor se tak stává neviditelný pŚed ¼toky imunitn²ho syst®mu. 
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KromŊ výrazného zastoupení vĨġe zm²nŊnĨch imunosupresivn²ch bunŊļnĨch 

populací v nádorovém mikroprostŚed² byla u HNSCC prok§z§na ¼nikov§ strategie zaloģen§ 

na sn²ģen² exprese ļi ¼pln® ztr§tŊ lidsk®ho leukocyt§rn²ho antigenu (human leukocyte 

antigen, HLA) I. tŚ²dy z povrchu n§dorovĨch bunŊk a/nebo naruġen² mechanismu antigenn² 

prezentace, jej²mģ c²lem je neschopnost rozpozn§n² n§dorovĨch bunŊk cytotoxickĨmi 

T lymfocyty, a tak i nemoģnost aktivace specifick® imunitn² odpovŊdi proti n§dorovĨm 

buŔk§m (Ogino et al., 2006), (Lopez-Albaitero et al., 2006). 

Z hlediska funkļn²ch vlastnost² imunitn²ho infiltr§tu byly u HNSCC zaznamenány, 

podobnŊ jako u dalġ²ch n§dorŢ, defekty rŢznĨch imunitních populací. V nádorové tkáni byly 

detekovány nezral® CD1+ myeloidn² dendritick® buŔky (myeloid dendritic cells, mDC), 

neschopn® zah§jit specifickou imunitn² odpovŊŅ (Li et al., 2009) a makrofágy typu M2, 

které produkují imunosupresivní cytokiny IL-10 a transformuj²c² rŢstovĨ faktor beta 

(transforming growth factor beta, TGFɓ) a jejich denzita v nádoru koreluje s progresí 

onemocnŊn² (Mori et al., 2011). PŚ²tomnost nefunkļn²ch NK bunŊk (Duffey et al., 1999) 

a plasmatocytoidn²ch dendritickĨch bunŊk (plasmacytoid dendritic cells, pDC) v nádorové 

tkáni (Hartmann et al., 2003) je pravdŊpodobnŊ z velk® ļ§sti zpŢsobena vysokĨmi hladinami 

TGFɓ a prostaglandinu E2 (PGE2), produkovanĨch n§dorovĨmi buŔkami (Bekeredjian-

Ding et al., 2009).  

I pŚes fakt, ģe pro efektivn² protin§dorovou imunitn² odpovŊŅ je zapotŚeb² souhra 

specifick® i nespecifick®, bunŊļn® i humor§ln² sloģky imunity, kl²ļovou roli zde stále hrají 

T lymfocyty infiltrující n§dor. Navozen² stavu vyļerp§n² tŊchto kl²ļovĨch hr§ļŢ imunitn²ho 

systému je tak jedním z hlavn²ch mechanismŢ ¼niku imunitn²mu dohledu a vzniku tolerance 

vŢļi n§doru. 

2.3.7 Kontroln² body imunitn²ch reakc² a vyļerp§n² T lymfocytŢ 

Stav ļ§steļn®ho ļi ¼pln®ho vyļerp§n² specifických CD8+ T lymfocytŢ nast§v§ pŚi 

dlouhodobŊ pŚetrv§vaj²c² stimulaci T-receptoru (T cell receptor, TCR) v prostŚed² 

chronick®ho z§nŊtu nebo n§dorov®ho mikroprostŚed². Nejedná se o skokovou, ale naopak 

o postupnou zmŊnu funkļn²ho fenotypu, projevující se hierarchickĨm zpŢsobem. 

V poļ§teļn²ch f§z²ch doch§z² ke ztr§tŊ schopnosti cytotoxick®ho zab²jen² c²lovĨch bunŊk 

a sekrece IL-2. Následuje ztráta produkce faktoru nekrotizujícího nádory (tumor necrosis 

factor alfa, TNF-a) a aģ v pokroļil®m stavu vyļerp§n² dan§ buŔka pŚest§v§ produkovat 

i IFNɔ, pŚ²padnŊ granzym B (Wherry et al., 2003).  
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CharakteristickĨm znakem vyļerp§n² T lymfocytŢ je povrchov§ exprese 

tzv. kontroln²ch bodŢ imunitn²ch reakc² neboli inhibiļn²ch molekul, jejichģ fyziologickou 

funkc² je tlumen² imunitn² odpovŊdi, a to zejména T lymfocytární, po probŊhnut² adekv§tn² 

imunitn² reakce, jakoģto ochrany pŚed poġkozen²m vlastn²ch tk§n² a rozvojem autoimunit 

(Wang et al., 2005), Obr. 4. PŚ²tomnost TILs s naruġenĨm funkļn²m fenotypem 

v n§dorov®m mikroprostŚed² ale nen² dostaļuj²c² k zahájení efektivní protinádorové 

imunitn² odpovŊdi a k eradikaci nádoru. 

 

Obr. 4. Hierarchick® vyļerp§n² efektorovĨch T lymfocytŢ v m²stŊ pŚetrv§vaj²c²ho z§nŊtu 

(nádor/chronická infekce). K eliminaci akutn²ho z§nŊtu spolu s antigenem, kterĨ z§nŊt vyvolal, 

doch§z² pomoc² plnŊ funkļn²ch efektorovĨch T lymfocytŢ, kter® pot® d§le zraj² do polyfunkļn²ch 

pamŊŠovĨch T lymfocytŢ, produkuj²c²ch proz§nŊtliv® cytokiny, se silnou cytolytickou 

a proliferativn² schopnost². V pŚ²padŊ chronick®ho z§nŊtu antigen stimuluj²c² specifickou imunitn² 

odpovŊŅ pŚetrv§v§ i po efektorov® f§zi. Doch§z² k n§rŢstu exprese inhibiļn²ch receptorŢ na povrchu 

dlouhodobŊ aktivovanĨch T lymfocytŢ a ke ztr§tŊ jejich efektorovĨch schopnost². PŚevzato 

a upraveno dle (Wherry, 2011). 
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Mezi nejv²ce prozkouman® inhibiļn² molekuly patŚ² antigen asociovaný 

s cytotoxickými T lymfocyty 4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4, CTLA-4), 

protein programovan® bunŊļn® smrti 1 (programmed cell death 1, PD-1) a jeho ligand  - 

ligand programovan® bunŊļn® smrti 1 a 2 (programmed death-ligand 1 and 2, PD-L1 a PD-

L2), molekula TIM3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 3, TIM-3), imunoreceptor 

T lymfocytŢ s imunoglubulinem a ITIM doménou (T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM 

domains, TIGIT), tlumiļ B a T lymfocytŢ (B and T lymphocyte attenuator, BTLA), 

aktivaļn² gen lymfocytŢ 3 (lymphocyte activation gene 3, LAG-3), (Blackburn et al., 2009) 

(Catakovic et al., 2017). 

2.3.7.1 CTLA-4  

CTLA-4 je ve vysok® m²Śe exprimov§n na povrchu regulaļn²ch T lymfocytŢ 

(regulatory T cells, Treg) a aktivovaných TILs. CTLA-4 je kompetitivním vazebným 

partnerem kostimulaļn²ch ligandŢ rodiny B7 (CD80 a CD86) na povrchu bunŊk 

prezentujících antigen (antigen presenting cells, APC). Tato vazba ale na rozdíl 

od kostimulaļn²ho receptoru CD28 vyvol§v§ silnĨ negativn² sign§l, zprostŚedkovanĨ 

trans-endocyt·zou a n§slednou degradac² kostimulaļn²ch molekul CD80 a CD86 a aktivací 

sign§lŢ blokuj²c²ch proliferaci T lymfocytŢ a sekreci IL-2 (Qureshi et al., 2011). Výsledkem 

je inhibice efektorových funkcí aktivovanĨch T lymfocytŢ, která v nádorovém 

mikroprostŚed² vede k potlaļen² specifick® protin§dorov® imunitn² odpovŊdi cytotoxickĨch 

CD8+ T lymfocytŢ (Zou and Chen, 2008). 

2.3.7.2 PD-1 

PD-1 je kl²ļovĨm inhibiļn²m receptorem, jehoģ exprese narŢst§ po aktivaci 

pŚedevġ²m T lymfocytŢ, ale i dalġ²ch imunitn²ch populac². Vazbou na svŢj ligand PD-L1 

(B7-H1) nebo PD-L2 (B7-H2) a spuġtŊn²m pŚ²sluġnĨch signálních drah, pŚisp²v§ k regulaci 

imunitn² odpovŊdi i k následnému navrácení do stavu homeostáze (Zhang et al., 2004). 

Interakce PD-1 se svým ligandem, stejnŊ jako u CTLA-4, vede k zablokování PI3K-Akt 

sign§ln² dr§hy, kter§ spouġt² mechanismy vedouc² k aktivaci buŔky, progresi bunŊļn®ho 

cyklu, proliferaci, produkci cytokinŢ, aerobn² glykolĨze a dalġ²m procesŢm zajiġŠuj²c²m 

pŚeģit² (Schildberg et al., 2016). Mechanismus intracelulární signalizace je ale u obou 

inhibiļn²ch molekul odliġnĨ. PD-1 inhibuje fosfatidylinozitol 3-kinázu 

(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), která je nezbytná k aktivaci protein kinázy B (protein 

kinase B, Akt), a na jej²ģ aktivitŊ je z§visl§ tak® exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-xL 
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(B-cell lymphoma-extra large), tzv. faktoru pŚeģit², zatímco CTLA-4 blokuje Akt pŚ²mo 

pomocí serin/threonin fosfatázy 2A (protein phosphatase 2A, PP2A) a aktivita PI3K, nutná 

k expresi Bcl-xL, tak zŢst§v§ zachov§na (Parry et al., 2005). 

2.3.7.3 PD-L1  

PD-L1 je imunomodulaļn² membr§novĨ glykoprotein, jehoģ exprese je indukov§na 

stimulac² proz§nŊtlivĨch cytokinŢ zejména na povrchu nádorových a hematopoetických 

bunŊk (Mimura et al., 2018). Díky silnému prediktivnímu potenciálu je exprese PD-L1 

v nŊkterĨch pŚ²padech pouģ²v§na jako biomarker pro selekci pacientŢ dobŚe odpov²daj²c²ch 

na imunoterapii. Imunohistochemická exprese PD-L1 byla dokonce schválena americkým 

ĐŚadem pro kontrolu potravin a l®ļiv (Food and Drug Administration, FDA) jako 

doprovodnĨ diagnostickĨ test pro l®ļbu pembrolizumabem, monoklonální protilátkou proti 

PD-1, u karcinomu dŊloģn²ho ļ²pku (NCT02628067), gastrického a gastroesofageálního 

adenokarcinomu (NCT02335411), nemalobunŊļn®ho karcinomu plic (non-small-cell lung 

carcinoma, NSCLC) (NCT01905657; NCT02142738) a uroteliálního karcinomu 

(NCT02256436).  

2.3.7.4 TIM-3 

TIM-3 je membr§novĨm receptorem vysoce exprimovanĨm pŚedevġ²m populací 

pomocnĨch T lymfocytŢ Th1, cytotoxickĨch T lymfocytŢ Tc1 a také profesionálními 

fagocyty, jako jsou makrofágy nebo DCs. Zatím byly pops§ny ļtyŚi ligandy interagující 

s variabiln² ļ§st² imunoglobulinov® dom®ny (variable immunoglobulin domain, IgV) 

TIM-3: galektin 9 (galectin-9, Gal-9), protein HMGB1 (high mobility group box 1), 

molekula Ceacam-1 (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1) 

a fosfatidylserin (phosphatidylserine, PtdSer) (Du et al., 2017). Vazba TIM-3 na Gal-9, 

první popsaný ligand TIM-3, indukuje u c²lovĨch bunŊk periferní toleranci (Sabatos et al., 

2003) nebo apoptózu (Zhu et al., 2005), coģ svŊdļ² o supresivní regulaļn² funkci TIM-3 v 

Th1 imunitn² odpovŊdi. Interakce s dalġ²m ligandem, PtdSer, jednak indukuje fagocytózu 

apoptotickĨch tŊl²sek a jednak podporuje zkŚ²ģenou prezentaci antigenŢ dendritickĨmi 

buŔkami (Nakayama et al., 2009). TIM-3 na povrchu DCs infiltrujících do nádoru 

kompetuje o vazbu HMGB1 s nukleovĨmi kyselinami, uvolŔovanĨmi z umírajících 

n§dorovĨch bunŊk. Vazbou TIM-3 ï HMGB1 dochází k negativní regulaci stimulace 

vrozen® imunitn² odpovŊdi pomoc² nukleovĨch kyselin (Chiba et al., 2012). Poslední 

doposud popsaný ligand TIM-3, Ceacam-1, mŢģe bĨt ko-exprimován spoleļnŊ s TIM-3 na 
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povrchu aktivovanĨch T lymfocytŢ, kde tvoŚ² specifickĨ heterodimer, kterĨ slouģ² jako 

negativn² regul§tor imunitn² odpovŊdi (Huang et al., 2015). Golden-Mason a kol. zjistili, ģe 

v prŢbŊhu chronické infekce doch§z² ke zvĨġen² exprese TIM-3 na povrchu CD4+ i CD8+ 

T lymfocytŢ. N§rŢst TIM-3 negativnŊ koreluje s produkc² cytokinŢ a schopnost² proliferace 

efektorovĨch T lymfocytŢ v odpovŊdi na antigen. Zablokováním interakce TIM-3 a jeho 

ligandu ale dojde k ļ§steļn® obnovŊ jejich efektorov® funkce (Golden-Mason et al., 2009). 

Ferris a kol. pozorovali, ģe z hlediska exprese inhibiļn²ch molekul PD-1 a TIM-3 u HNSCC 

vykazuj² nejv²ce vyļerpanĨ fenotyp dvojitŊ pozitivn² TILs, tedy PD-1+ TIM-3+ TILs, ļ²mģ 

potvrdili vĨsledky pŚedeġlĨch studií provedených u melanomu (Fourcade et al., 2010) 

a leukémie (Kong et al., 2015).  

2.3.7.5 TIGIT  

TIGIT je imunomodulaļn²m receptorem obsahujícím imunoglobulinové 

(immunoglobulin, Ig) a tyrozinov® inhibiļn² (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 

motif, ITIM) domény. TIGIT je exprimovaným na povrchu aktivovanĨch a pamŊŠovĨch 

T lymfocytŢ, pŚirozenĨch zab²jeļŢ (natural killers, NK) a NK T-lymfocytŢ. Vazba na ligand, 

receptor polioviru (poliovirus receptor, PVR) exprimovaný DC, spouġt² fosforylaci 

cytosolické tyrozinové domény imunoreceptoru (immunoreceptor tail tyrosine, ITT), která 

skrze zablokování PI3K a mitogenem aktivovaných protein kináz (mitogen-activated 

protein kinases, MAPK) vede ke sn²ģen² cytotoxick® schopnosti NK a NKT bunŊk 

a k produkci supresivních cytokinŢ, jako je IL-10 (Liu et al., 2013). TIGIT dále tlumí sekreci 

IFN-ɔ a inhibicí maturace DC nepŚ²mo brání aktivaci T lymfocytŢ (Yu et al., 2009). 

2.3.7.6 LAG-3 

LAG-3 je strukturním homologem koreceptoru CD4, exprimovaným na povrchu 

aktivovanĨch T lymfocytŢ, NK bunŊk, B lymfocytŢ a plazmacytoidn²ch DC (pDC) 

(Goldberg and Drake, 2011). Vzhledem k molekul§rn² struktuŚe LAG-3 je jejím ligandem, 

stejnŊ jako ligandem CD4, molekula hlavn²ho histokompatibiln²ho komplexu II (major 

histocompatibility complex class II, MHC II), ke kter® se ale v§ģe s vyġġ² afinitou a tato 

vazba, na rozdíl od interakce s CD4, vede k negativní regulaci bunŊļn® proliferace a expanze 

aktivovanĨch T lymfocytŢ (Workman et al., 2004). Exprese LAG-3 byla ve zvĨġen® m²Śe 

detekována na povrchu TILs u nŊkolika myġ²ch n§dorovĨch modelŢ. Zablokov§n² LAG-3 

spolu s PD-1 vedlo k posílení T-bunŊļn® protin§dorov® imunitn² odpovŊdi (Woo et al., 

2012). VĨsledky nŊkterĨch studi² ale naopak popisují LAG-3 jako pozitivní prognostický 
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marker. Triebel a kol. uk§zali, ģe u karcinomu prsu pŚ²tomnost solubiln²ho LAG-3 v séru 

pacientek signifikantnŊ korelovala s lepġ² prognózou (Triebel et al., 2006). 

2.3.8 Inhibitory kontroln ²ch bodŢ imunitn²ch reakcí v l®ļbŊ n§dorovĨch onemocnŊn² 

Objev inhibitorŢ kontroln²ch bodŢ imunitn²ch reakc² otevŚel novou cestu 

k revitalizaci T-bunŊļn® odpovŊdi. Tyto léky v posledních 5-7 letech prokazují ¼ļinnost 

v celé ŚadŊ nádorových onemocnŊn² a postupnŊ se stávají souļ§st² prvních linií l®ļby, ļasto 

i pŚed doned§vna standartn² chemoterapi² (Pacheco et al., 2019).  Za objev tŊchto molekul 

a jejich cestu do klinické praxe byli v roce 2018 po zásluze ocenŊni James P. Allison 

a Tasuku Honjo Nobelovou cenou za fyziologii nebo l®kaŚstv². Imunoterapie 

monoklonálními protilátkami blokujícími jednotliv® inhibiļn² molekuly je ve srovn§n² se 

standardn² l®ļbou doprovázena výraznŊ niģġ² toxicitou a z§roveŔ vykazuje u nŊkterĨch typŢ 

n§dorŢ silný terapeutický efekt. Na z§kladŊ slibnĨch vĨsledkŢ prob²haj² tak® klinick® studie 

vyuģ²vaj²c² synergizuj²c² efekt jednotlivĨch inhibitorŢ kontroln²ch bodŢ imunitn²ch reakc² 

(Long et al., 2018) a nebo kombinující inhibitory s dalġ²mi l®ļebnĨmi modalitami, jako jsou 

onkolytické viry (Ribas et al., 2017), inhibitory poly-ADP-ribóza polymerázy, tzv. PARP 

inhibitory (poly-ADP-ribose polymerase inhibitor, PARPi) (Higuchi et al., 2015) ļi agonisté 

toll-like receptorŢ (toll-like receptor, TLR) (Sato-Kaneko et al., 2017). 

Prvním pŚ²pravkem ze skupiny inhibitorŢ kontroln²ch bodŢ imunitn²ch reakcí, 

schváleným pro klinické pouģit², byla protilátka proti CTLA-4, ipilimumab. Ipilimumab byl 

v roce 2011 jako prvn² l®ļebnĨ pŚ²pravek tohoto typu schválen americkou FDA pro l®ļbu 

metastatick®ho malign²ho melanomu, a to na z§kladŊ vĨsledkŢ randomizované, 

multicentrické klinické studie fáze III (MDX010-20), zahrnující 676 pacientŢ. Medián 

pŚeģit² pacientŢ v l®ļen®m rameni byl 10 mŊs²cŢ oproti 6,4 mŊs²ce v kontrolním rameni 

(Hodi et al., 2010). Pozitivní výsledky byly potvrzeny v nŊkolika navazuj²c²ch studi²ch 

fáze III  (Robert et al., 2011), (Coens et al., 2017). Nav²c, pŚibliģnŊ 20 % pacientŢ l®ļenĨch 

ipilimumabem dos§hlo dlouhodob®ho pŚeģit² oproti nulovému dlouhodobému pŚeģit² 

pŚi l®ļbŊ do té doby standartními chemoterapeutickými protokoly (Schadendorf et al., 

2015). L®ļba ipilimumabem je ale ļasto doprov§zena neģ§douc²mi ¼ļinky, které vznikají 

v dŢsledku odblokov§n² supresivn²ho prostŚed² v n§doru, a se svým charakterem se tak 

podobají autoimunitním onemocnŊn²m. Jedn§ se o tzv. imunitnŊ podm²nŊn® vedlejġ² ¼ļinky 

(immune related adverse events ï ir-AEs), projevující se rŢznŊ z§vaģnĨmi orgánovými 

toxicitami (Fecher et al., 2013). 
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NejvŊtġ²ho klinick®ho ¼spŊchu zat²m dos§hla plnŊ humanizovan§ monoklon§ln² 

protilátka proti molekule PD-1, která se tak prosadila v imunoterapeutickĨch l®ļebnĨch 

protokolech cel® Śady onkologickĨch onemocnŊn². Nivolumab a pembrolizumab byly 

na z§kladŊ dlouhotrvaj²c² protin§dorov® odpovŊdi a m®nŊ z§vaģnĨm vedlejġ²m ¼ļinkŢm 

schváleny FDA v roce 2014 pro l®ļbu metastatick®ho melanomu (Robert et al., 2014), 

(Weber et al., 2015). Blokace PD-1 dr§hy mŊla revoluļn² dopad i na l®ļbu Hodgkinova 

lymfomu (Ansell et al., 2015), nemalobunŊļn®ho karcinomu plic (Garon et al., 2015), 

renálního karcinomu (Motzer et al., 2015) a dalġ²ch indikací. Na z§kladŊ pozitivn²ch 

vĨsledkŢ klinick® studie EMPOWER-CSCC-1, testuj²c² dalġ² monoklon§ln² protil§tku proti 

PD-1, cemiplimab, vstoupila v roce 2018 imunoterapie i do l®ļby spinocelulárního 

karcinomu (Migden et al., 2018). Sch®matick® zn§zornŊn² inhibiļn²ch molekul, které jsou 

cíleny monoklonálními protilátkami v klinické praxi, je zobrazeno na Obr. 5.  

I pŚes velmi slibn® vĨsledky imunoterapie zaloģen® na blokaci inhibiļn²ch molekul 

u vĨġe zm²nŊnĨch indikac² je ale u nŊkterĨch typŢ solidn²ch n§dorŢ odpovŊŅ na l®ļbu n²zk§. 

 

Obr. 5. Sch®matick® zn§zornŊn² c²lovĨch molekul inhibitorŢ kontroln²ch bodŢ imunitn²ch 

reakcí, doposud schválených FDA. PŚevzato a upraveno dle (de Mello et al., 2017). 
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2.3.9 Inhibitory kontroln²ch bodŢ imunitn²ch reakc² v l®ļbŊ HNSCC 

V roce 2016 schválila na z§kladŊ vĨsledkŢ dvou pilotních studií KEYNOTE 012 

a CHECKMATE 141 americká FDA pembrolizumab a nivolumab pro l®ļbu pacientŢ 

s rekurentním nebo metastatickým HNSCC, u kterĨch doġlo k progresi onemocnŊn² jiģ 

bŊhem l®ļby platinovĨmi deriv§ty nebo touto cytostatickou l®ļbou nebyl n§dor vŢbec 

ovlivnŊn (Ferris et al., 2016), (Larkins et al., 2017). O rok pozdŊji n§sledovalo schv§len² 

obou monoklonálních protilátek pro l®ļbu stejn® populace pacientŢ i Evropskou l®kovou 

agenturou (European Medicines Agency, EMA). V roce 2019 byl na z§kladŊ vĨsledkŢ 

studie KEYNOTE 048 pembrolizumab zaŚazen i do prvn² linie l®ļby pacientŢ 

s metastatickým nebo rekurentním HNSCC (Burtness et al., 2019). Míra objektivní 

odpovŊdi (objective response rate, ORR), hodnotící odpovídavost pacientŢ se solidn²mi 

n§dory na l®ļbu ŬPD-1 (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors, RECIST), se ale 

pohybuje mezi 15-20 % a vŊtġina pacientŢ s HNSCC tak na l®ļbu neodpov²d§ (Seiwert et 

al., 2016), (Ferris et al., 2016). Pro zvĨġen² efektivity l®ļby na b§zi zablokování 

imunosupresivních drah v n§dorov®m mikroprostŚed² je proto potŚeba zamŊŚit se jednak na 

identifikaci tzv. prediktivních biomarkerŢ, urļuj²c²ch pravdŊpodobnost odpovŊdi na l®ļbu 

u jednotlivĨch pacientŢ a jejich následnou stratifikaci, a jednak naj²t dalġ² c²lové molekuly, 

jejichģ blokov§n² by vedlo ke zvĨġen² ¼ļinnosti imunoterapie u HNSCC. Monoklonální 

protilátka proti PD-1 je ale spolu s cetuximabem, tedy inhibitorem receptoru epidermálního 

rŢstov®ho faktoru (epidermal growth factor receptor, EGFR), doposud jedinou cílenou 

terapi² u HNSCC, schv§lenou FDA. PŚiļemģ klinick® studie zaloģen® na monoterapii 

cetuximabem ukazuj² jeġtŊ niģġ² klinickĨ ¼ļinek neģ ŬPD-1 terapie, a to 8-11 % (Fury et al., 

2012). Dalġ² inhibitory molekul kontroln²ch bodŢ imunitn²ch reakc² a komplexní protokoly 

zahrnuj²c² kombinace nŊkolika terapeutickĨch pŚ²stupŢ u HNSCC jsou zatím v rŢznĨch 

fázích klinického testování. Studie, které se jiģ dostaly do pokroļilejġ²ch f§z² testování (fáze 

II a vĨġ), jsou shrnuty v Tab. 2. (Zolkind and Uppaluri, 2017). 
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Fáze Cílová molekula mAb/l®ļba Klinická studie 

Monoterapie    

II  PD-L1 durvalumab NCT02207530 

II  PD-1 nivolumab NCT03226756 

II  PD-1 pembrolizumab NCT02255097 

II  PD-1 pembrolizumab NCT02644369 

II  PD-1 pembrolizumab NCT02769520 

II  PD-1 pembrolizumab NCT02296684 

II  PD-1 pembrolizumab NCT02841748 

II  PD-1 pembrolizumab NCT02641093 

II  PD-1 pembrolizumab NCT02710396 

III  PD-L1 avelumab NCT02952586 

III  PD-1 pembrolizumab NCT03040999 

III  PD-1 pembrolizumab NCT02252042 

Kombinovaná 

terapie 
   

II  PD-1 
pembrolizumab/EphB4-HAS  

fúzní protein 
NCT03049618 

II  PD-1, CTLA-4 nivolubam/ipilimumab NCT02823574 

II  PD-1, CTLA-4 nivolubam/ipilimumab NCT02834013 

II  PD-1, TLR9 pembrolizumab/SD-101 NCT02521870 

II  PD-1 pembrolizumab/RT,cetuximab/RT NCT02707588 

II  PD-1 pembrolizumab/cetuximab NCT02318901 

II  PD-1 pembrolizumab/RT NCT02609503 

II  PD-1 pembrolizumab/CRT NCT02777385 

II  PD-1 nivolumab/SBRT NCT02684253 

II  PD-1 pembrolizumab/reirradiation NCT02289209 

II  PD-1 pembrolizumab/acalabrutinib NCT02454179 

II  PD-1, CTLA-4 nivolumab/ipilimumab NCT02919683 

II  PD-L1 durvalumab/cetuximab/RT NCT03051906 

II  PD-L1, CTLA-4 durvalumab/tremelimumab NCT02319044 

II  PD-1 nivolumab/HPV-vakcína ISA101 NCT02426892 

III  PD-1 
pembrolizumab, pembrolizumab/ 

PT/5-FU, cetuximab/PT/5-FU 
NCT02358031 

III  PD-1, CTLA-4 nivolumab/ipilimumab NCT02741570 

III  PD-L1, CTLA4 durvalumab/tremelimumab NCT02551159 

III  PD-L1, CTLA-4 durvalumab/tremelimumab NCT02369874 

III  PD-L1 avelumab/cetuximab/RT NCT02999087 

Tab. 2. PŚehled prob²haj²c²ch klinickĨch studi² f§ze II a III, vyuģ²vaj²c²ch inhibitory 

kontrolních bodŢ imunitn²ch reakc² u HNSCC. RT (radioterapie), CRT (chemoradioterapie), PT 

(platina), 5-FU (fluorouracil), TLR9 (toll-like receptor 9). PŚevzato a upraveno dle (Zolkind and 

Uppaluri 2017). 
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2.3.10 Vznik adaptivní rezistence k ŬPD-1 terapii 

I pŚes velkĨ klinickĨ ¼spŊch s monoklonální protilátkou proti PD-1 v rámci nádorové 

imunoterapie existuje st§le velk§ ļ§st pacientŢ se solidn²mi n§dory, kter§ na tuto l®ļebnou 

modalitu neodpovídá. A navíc, i ļ§st responderŢ, tedy pacientŢ odpov²daj²c²ch na l®ļbu, 

v prŢbŊhu ļasu zrelabuje. DŢvodem je, mimo jiné, zatím ne zcela objasnŊnĨ mechanismus 

¼niku pŚed protin§dorovou aktivitou imunomodulaļn²ch protil§tek potlaļuj²c²ch 

imunosupresivn² prostŚed² v nádoru, tzv. adaptivní rezistence. 

Adaptivní rezistence popisuje mechanismus indukce únikových supresorových 

sign§ln²ch drah, vznikaj²c²ch jako odpovŊŅ na zablokov§n² interakce PD-1/PD-L1 pomocí 

inhibitorŢ molekul imunitn²ch kontroln²ch bodŢ. Jedn§ se o dynamickĨ proces prob²haj²c² 

v n§dorov®m mikroprostŚed², bŊhem nŊhoģ doch§z² k postupné adaptaci TILs na pŚeruġen² 

PD-1 supresivn² sign§ln² dr§hy n§rŢstem exprese alternativn²ch inhibiļn²ch molekul 

a aktivity jejich signálních drah (Koyama et al., 2016). Shayan a kol. zjistili, ģe 

zablokováním PD-1 signální dráhy u HNSCC pomocí blokující protilátky dojde 

k signifikantn²mu n§rŢstu exprese TIM-3. Sekvenļn²m pod§n²m ŬPD-1 a ŬTIM-3 se ale 

podaŚilo zabr§nit vzniku adaptivn² rezistence k ŬPD-1 terapii, a bylo tak dosaģeno 

signifikantní protinádorové aktivity TILs a zastaven² rŢstu n§doru. Shayan a kol. dále 

popsali molekulární podstatu vzniku adaptivní rezistence k ŬPD-1 terapii u HNSCC, která 

je zaloģena na aktivaci PI3K/Akt/mTOR signální dráhy (Shayan et al., 2017). Genová 

deplece PD-1 vede k n§rŢstu exprese dalġ²ch alternativních inhibiļn²ch molekul, jako je 

LAG-3, TIGIT, 2B4 (CD244) a CD160 (Odorizzi et al., 2015). Mechanismus adaptivní 

rezistence je tedy moģn® alespoŔ z ļ§sti pŚekonat duální blokací PD-1 spolu s dalġ²mi 

inhibitory molekul kontroln²ch bodŢ imunitn²ch reakc², a zes²lit tak ¼ļinnost  ŬPD-1 terapie 

(Lichtenegger et al., 2018). 

2.3.11 Prognostická role inhibiļn²ch molekul 

Aļkoli blokace funkce inhibiļn²ch molekul vede k obnovení specifické 

protin§dorov® imunitn² odpovŊdi, a dos§hla tak vĨznamn®ho klinick®ho ¼spŊchu u rŢznĨch 

typŢ n§dorovĨch onemocnŊn², dle nejnovŊjġ²ch vĨzkumŢ je exprese nŊkterĨch inhibiļn²ch 

molekul, jako je PD-1 nebo PD-L1, ¼zce spjata nejen s funkļn²mi defekty a hladinou 

vyļerpan², ale u nŊkterĨch n§dorŢ naopak tak® s efektorovĨmi schopnostmi tŊchto bunŊk 

(Badoual et al., 2013), (Hladikova et al., 2018) a s aktivac² protin§dorov® imunitn² odpovŊdi  

(Fucikova et al., 2019). V roce 2007 Hamanishi a kol. popsali roli PD-L1 jako negativního 
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prognostick®ho markeru u ovari§ln²ho karcinomu na z§kladŊ korelace mezi expres² PD-L1 

a nízkým infiltrátem TILs v n§dorov®m mikroprostŚed² (Hamanishi et al., 2007). 

V následujících letech byla ale u rŢznĨch n§dorovĨch typŢ, vļetnŊ HNSCC, pozorována 

opaļn§ korelace (Kogashiwa et al., 2017), (Webb et al., 2016), (Wu et al., 2017). Stejná 

diskrepance se objevuje také u molekuly PD-1, jej²ģ exprese byla asociov§na s pozitivní 

prognózou u pacientŢ s kolorektálním karcinomem (Li et al., 2016), ovariálním karcinomem 

(Webb et al., 2015) i u pacientŢ s HNSCC (Badoual et al., 2013). Skuteļn§ role molekuly 

PD-1 v n§dorov® imunologii tak zŢst§v§ rozporupln§. Vzhledem k nízkému terapeutickému 

¼ļinku ŬPD-1 terapie u HNSCC je zásadním krokem objasnit roli PD-1 molekuly u tohoto 

n§dorov®ho onemocnŊn² a popsat mechanismus navozující stav vyļerp§n² TILs, jehoģ 

dŢsledkem je siln® imunosupresivn² prostŚed² a neschopnost eliminace n§doru. V naġ² 

laboratoŚi jsme se proto zabĨvali funkļn² charakterizac² HPV-specifickĨch TILs u pacientŢ 

s HNSCC, v souvislosti s expresí inhibiļn²ch molekul PD-1 a TIM-3.  Výsledky této práce 

objasŔuj² roli jednotlivĨch inhibiļn²ch molekul a jsou v souladu se studiemi popisujícími 

PD-1 jako marker aktivace a diferenciace, jeģ nemus² vģdy svŊdļit o m²Śe vyļerp§n² 

a nefunkļnosti (Legat et al., 2013). Pozitivní roli PD-1 u HNSCC navíc podporují data 

Badoualov® a kol., kteŚ² detekovali expresi cel® ġk§ly aktivaļn²ch markerŢ, jako je HLA-DR, 

CD38 nebo CD137, na povrchu PD-1+ TILs (Badoual et al., 2013). Molekula PD-1 tak 

pravdŊpodobnŊ charakterizuje sp²ġe fenotyp efektorovĨch pamŊŠovĨch TILs neģ jejich 

vyļerpání.  

Zablokování PD-1 signální dráhy pomocí monoklonální protilátky nivolumabu tak 

podle oļek§v§n² nevedlo v naġ² studii k n§rŢstu produkce IFNɔ, jak lze pozorovat u indikací 

s vysokým terapeutickĨm ¼ļinkem ŬPD-1 terapie. Ļ§steļn®ho odblokování supresivního 

prostŚed² a revitalizace T-bunŊļn® odpovŊdi bylo docíleno aģ du§ln² blokací PD-1 dráhy 

i TIM-3 dráhy souļasnŊ, ļ²mģ doġlo k signifikantn²mu n§rŢstu produkce IFNɔ a k zesílení 

protin§dorov® imunitn² odpovŊdi (Hladikova et al., 2018). V n§dorov®m mikroprostŚed² 

HNSCC tak bŊhem ŬPD-1 terapie pravdŊpodobnŊ dochází ke vzniku adaptivní rezistence, 

jeģ byla popsána vĨġe. Paraleln² blokace v²ce inhibiļn²ch molekul tak vyvolává synergický 

efekt tŊchto inhibitorŢ a pŚedch§z² vzniku adaptivn² rezistence (Hladikova et al., 2018), 

(Shayan et al., 2017). Fuļ²kov§ a kol. pozorovali vĨznamnou diskrepanci v progn·ze, 

vzhledem k expresi jednotlivĨch inhibiļn²ch molekul, tak® u karcinomu ovaria. Zejména 

míra exprese molekuly PD-L1 v n§dorov®m mikroprostŚed² je asociov§na s aktivac² 

protin§dorov® imunitn² odpovŊdi a s lepġ² progn·zou pacientek, zat²mco exprese molekuly 
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TIM-3 vĨznamnŊ koreluje s inhibic² protin§dorov® imunitn² odpovŊdi, a negativnŊ tak 

ovlivŔuje progn·zu pacientek s HGSC (Fucikova et al., 2019). 

2.3.12 Dalġ² moģnosti imunoterapie u HNSCC 

Vzhledem k vĨznamnĨm odliġnostem v biologick® podstatŊ, chov§n² i progn·ze 

HPV-asociovaných n§dorŢ hlavy a krku vs. n§dorŢ vyvolanĨch toxickĨmi l§tkami, je 

nezbytnŊ nutn® pŚistupovat odliġnŊ i k l®ļbŊ tŊchto dvou entit. Souļasn§ l®ļba je zaloģena 

na TNM klasifikaci n§doru, tedy postoperaļn² patologick® klasifikaci zahrnuj²c² urļen² 

velikosti n§doru (T), zasaģen² region§ln²ch lymfatickĨch uzlin (N) a zaloģen² vzd§lenĨch 

metastáz (M). N§sledn§ postoperativn² l®ļba zahrnuj²c² radioterapii nebo konkomitantní 

chemoradioterapii, nejļastŊji v kombinaci s cisplatinou, ale zatím nezohledŔuje HPV status 

pacientŢ. Pro pacienty s HPV-asociovanĨmi n§dory by Śeġen²m mohla bĨt pr§vŊ vhodnŊ 

zvolen§ imunoterapie vyuģ²vaj²c² potenci§l specifick® bunŊļn® imunity k eradikaci nádoru. 

V souļasn® dobŊ jsou v klinick® praxi jiģ bŊģnŊ zavedeny profylaktick® vakc²ny, 

zaloģen® na principu prevence vzniku virov® infekce indukc² humor§ln² imunitn² odpovŊdi 

v podobŊ neutralizaļn²ch protil§tek proti konformaļn²m epitopŢm kapsidového proteinu L1. 

U jiģ prob²haj²c²ho onemocnŊn² ale dochází k vĨznamn®mu sn²ģen² exprese HPV L1 

infikovanĨmi buŔkami, a profylaktick® vakc²ny tak nemohou m²t ģ§dnĨ terapeutickĨ ¼ļinek 

(Ault and Future, 2007). Pro l®ļbu pacientŢ s HPV-asociovanými nádory je tak zapotŚeb² 

aktivace bunŊļn® imunity v podobŊ terapeutickĨch vakc²n. Vzhledem ke komplexnosti 

vývoje tŊchto vakcín jsou ale rŢzn® imunoterapeutick® postupy u HNSCC stále ve fázi 

preklinického a klinického testování. NejvŊtġ² l®ļebnĨ potenci§l zat²m maj² terapeutick® 

vakc²ny vyuģ²vaj²c² pŚ²tomnosti virovĨch onkoproteinŢ, které jsou exprimov§ny vġemi 

infikovanĨmi buŔkami, a tud²ģ i n§dorovĨmi buŔkami, v nichģ byl malign² potenciál 

vyvol§n pr§vŊ infekc² HPV. Tyto onkoproteiny tak slouģ² jako silnŊ imunogenn² n§dorovŊ 

specifické antigeny, kter® indukuj² odpovŊŅ specifickĨch cytotoxickĨch T lymfocytŢ. 

Exprese tŊchto onkoproteinŢ je navíc úzce spjata s malign²m fenotypem n§dorovĨch bunŊk, 

a zŢst§v§ tak nemŊnn§ i pŚes vysokĨ selekļn² tlak za ¼ļelem evaze n§dorovĨch bunŊk 

imunitnímu systému (Best et al., 2012). Výsledky klinické studie fáze II, zaloģen® 

na podávání vakcíny obsahující syntetické peptidy onkoproteinu E6 a E7 HPV-pozitivním 

pacientkám s vulvární intraepiteliální neopl§zi², uk§zaly velmi silnĨ l®ļebnĨ potenci§l. 

Po uplynutí jednoho roku od vakcinace vykazovalo 15 z 19 pacientek objektivní klinickou 

odpovŊŅ, mezi nimiģ bylo dokonce devŊt kompletn²ch odpovŊd². Zásadní pro tuto studii 
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bylo, ģe se u vġech pacientek jednalo o specifickou T bunŊļnou odpovŊŅ indukovanou pr§vŊ 

podáním vĨġe uveden® vakcíny (Kenter et al., 2009). V roce 2017 byly zveŚejnŊny vĨsledky 

klinické studie fáze II u pacientŢ s nel®ļitelnĨmi HPV 16-asociovanĨmi n§dory, vļetnŊ 

karcinomu orofaryngu. Tato studie tak® testovala pŚ²stup zaloģenĨ na pod§v§n² HPV16 E6 

a E7 peptidŢ, ale v kombinaci s nivolumabem. M²ra objektivn² odpovŊdi u pacientŢ dos§hla 

33 %, vļetnŊ dvou kompletn²ch odpovŊd² (NCT02426892). Kombinace tŊchto dvou 

odliġnĨch l®ļebnĨch pŚ²stupŢ tak vykazuje synergickĨ efekt. V klinickém testování fáze I/II 

pro HNSCC je také personalizovaná autologní vakcína obsahující nádorový lyzát pacientŢ 

(jako zdroj n§dorovĨch antigenŢ) v kombinaci s polyklon§lnŊ aktivovanĨmi alogenními 

Th1 pamŊŠovĨmi buŔkami. Vakc²na tvoŚen§ tŊmito dvŊma komponentami by také mŊla 

vyvolat imunitn² odpovŊŅ nam²Śenou specificky pŚ²mo proti n§dorovĨm buŔk§m 

(NCT01998542).  
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3 CÍLE PRÁCE  

Hlavn²m c²lem t®to pr§ce bylo charakterizovat sloģen² a funkļn² vlastnosti imunitn²ho 

infiltr§tu n§dorov® tk§nŊ u pacientŢ s n§dory hlavy a krku, se zamŊŚen²m na adaptivn² sloģku 

vytv§Śej²c² specifickou protin§dorovou imunitn² odpovŊŅ. Dalġ²m z§mŊrem bylo definovat 

vĨznam tŊchto parametrŢ pro klinickĨ prŢbŊh onemocnŊn² a pro navrģen² efektivn²ch 

imunoterapeutickĨch protokolŢ. Jednotliv® c²le jsou rozdŊleny do n§sleduj²c²ch ļ§st²: 

1. Analýza vlivu etiologického agens (infekce HPV vs. kouŚen²/alkohol) na sloģen² 

a ļetnost imunitn²ho infiltr§tu u n§dorŢ hlavy a krku. 

¶ Hypot®za: Lepġ² progn·za pacientŢ s HPV-indukovanĨmi n§dory je d§na vyġġ² 

infiltrac² n§dorov®ho mikroprostŚed² imunokompetentn²mi buŔkami. 

2. Testov§n² funkļn² kapacity HPV-specifickĨch TILs u n§dorŢ hlavy a krku. 

¶ Hypot®za: Exprese inhibiļn²ch molekul a proces adaptivn² rezistence br§n² efektivn² 

protin§dorov® imunitn² odpovŊdi zprostŚedkované HPV-specifickými TILs 

s vyļerpanĨm fenotypem. 

3. Analýza vĨznamu B lymfocytŢ pro podporu specifick® CD8+ T-bunŊļn® imunitn² 

odpovŊdi u pacientŢ s n§dory hlavy a krku. 

¶ Hypotéza: B lymfocyty infiltrující do nádoru podporují specifické CD8+ 

T lymfocyty v protin§dorov® imunitn² odpovŊdi u pacientŢ s HPV-asociovanými 

nádory hlavy a krku. 

4. Sledování vlivu exprese inhibiļn²ch molekul na funkļn² zamŊŚen² imunitního infiltrátu 

u ovariálního karcinomu. 

¶ Hypotéza: Prognóza pacientek s HGSCC je vĨznamnŊ ovlivnŊna m²rou exprese 

inhibiļn²ch molekul v nádorovém mikroprostŚed². 

5. Stanovení expresního profilu nádorových antigenŢ u primárního nádoru ovariálního 

karcinomu a ovariálních nádorových linií. 

¶ Hypotéza: VhodnŊ zvolen§ kombinace n§dorovĨch lini², pouģit§ jako zdroj 

n§dorovĨch antigenŢ pro vakc²ny na b§zi DC, dok§ģe pokrĨt ġirok® spektrum 

antigenŢ detekovanĨch u prim§rn²ch n§dorŢ ov§ria. 
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5 VÝSLEDKY  

5.1 Nádory hlavy a krku, indukované infekcí lidským papilomavirem, 

maj² signifikantnŊ vyġġ² imunitn² infiltr§t ve srovn§n² s nádory jiné 

etiologie. 

Lidský papilomavirus (HPV) je v souļasn® dobŊ jedn²m z hlavních etiologických 

agens invazivn² karcinogeneze u n§dorŢ hlavy a krku. I pŚes ļastou diagn·zu v pozdních 

st§di²ch onemocnŊn² s metastatickĨm rozġ²Śen²m do lymfatickĨch uzlin maj² pacienti 

s n§dory vzniklĨmi na z§kladŊ t®to etiologie lepġ² klinickĨ prŢbŊh onemocnŊn² i lepġ² 

progn·zu, neģ pacienti s HPV-negativními nádory indukovanĨmi pŚev§ģnŊ kouŚen²m. 

I pŚesto, ģe pŚ²ļina tohoto jevu doposud nebyla zcela objasnŊna, dle dosavadn²ch poznatkŢ 

lze usuzovat, ģe jedn²m z hlavn²ch dŢvodŢ je pr§vŊ pŚ²tomnost viru v nádorové tkáni, 

od kter® se odv²j² i charakter imunitn² odpovŊdi. Vzhledem k faktu, ģe u nŊkterĨch indikac² 

má sloģen² a denzita imunitního infiltrátu v nádorové tkáni prognostický a prediktivní 

vĨznam, zamŊŚili jsme se v t®to studii na analĨzu imunitn²ho infiltr§tu u pacientŢ se 

squamózním karcinomem hlavy a krku (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC), 

ve vztahu k HPV statutu tŊchto pacientŢ. V r§mci detailn² cytometrick® analĨzy jsme 

charakterizovali zastoupení a distribuci jednotlivých populací imunitního infiltrátu, které se 

¼ļastn² protin§dorov® imunitn² odpovŊdi, jako jsou buŔky prezentuj²c² antigen (antigen 

presenting cells, APCs), efektorové T lymfocyty a naivní T lymfocyty, nebo naopak 

populace imunosupresivn²ch bunŊk, podporuj²c²ch rŢst n§doru, jako jsou regulaļn² 

T lymfocyty (regulatory T cells, Treg). Analyzovali jsme tak® produkci cytokinŢ 

a chemokinŢ, jeģ vĨznamnŊ pŚisp²vaj² k chemotaxi imunokompetentn²ch bunŊk 

do n§dorov®ho mikroprostŚed². V r§mci t®to studie jsme pozorovali vĨznamnĨ rozd²l mezi 

sloģen²m a mírou imunitn²ho infiltr§tu n§dorŢ asociovanĨch s HPV a n§dorŢ jin® etiologie. 

HPV-pozitivní nádory vykazovaly signifikantnŊ vyġġ² zastoupen² IFNɔ+ CD8+ 

T lymfocytŢ, IL-17+ T-lymfocytŢ, mDC a vyġġ² produkci proz§nŊtlivĨch chemokinŢ. 

Na ¼rovni mRNA jsme d§le zjistili, ģe HPV-pozitivn² n§dory mŊly ve srovnání 

s HPV-negativními nádory vĨznamnŊ niģġ² expresi cyklooxygen§zy 2 (cyclooxygenase 2, 

Cox-2) a vyġġ² expresi PD-1. Z naġ² studie vyplĨv§, ģe pŚ²tomnost vĨrazn®ho imunitního 

infiltrátu mŢģe hr§t zásadní roli v odpovŊdi pacientŢ s HPV-asociovanými nádory na 

standardní terapii. Charakterizace imunitního infiltrátu u HNSCC se zdá být vhodným 
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doplnŊn²m TNM klasifikace a mŢģe tak vedle HPV statutu zpŚesnit progn·zu pacientŢ. 

Nav²c mŢģe bĨt uģiteļnĨm n§strojem v r§mci vývoje novĨch imunoterapeutickĨch pŚ²stupŢ. 

K t®to pr§ci jsem pŚispŊla n§sledovnŊ: 20 %; zpracov§n² n§dorov® tk§nŊ a perifern² 

krve pacientŢ, izolace RNA a stanoven² exprese vybranĨch genŢ pomocí qPCR, analýza dat 

a ¼ļast na pŚ²pravŊ manuskriptu. 
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