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Souhrn

V poslednich nékolika letech se vyznamné zménil pohled na biologickou podstatu nadort v ob-
lasti hlavy a krku. Klasickymi prokazanymi rizikovymi faktory nadort v oblasti hlavy a krku jsou
koureni a konzumace alkoholu, resp. jejich kombinace. Pacienti s nadory vzniklymi na podkladé
této etiologie se pohybuiji ve vyssich vékovych skupinach, nejcastéji v patém a Sestém decéniu.
Dale byla v poslednich piiblizné 15 letech prokazana souvislost s infekci lidskym papillomavi-
rem (HPV), ktery je dnes povaZovén za jeden z nejvyznamnéjsich rizikovych faktord, zejména
pro karcinom orofaryngu. HPV pozitivni nddory orofaryngu jsou spojeny s vyznamné lepsi pro-
gndézou onemocnéni. Vyzkumna i klinicka data ukazuji, ze HPV pozitivni a negativni nadory Ize
v mnoha ohledech povazovat za dvé rozdilné entity a dosud neni zcela objasnéno, jaké faktory
jsou klicové pro lepsi progndzu HPV pozitivni nddord. Jednim z dllezitych faktord, ktery se po-
dili na rozdilné progndze, mlize byt charakter imunitni reakce. Tento ¢lanek shrnuje soucasné
poznatky o rliznych aspektech protinadorové imunitni reakce u HPV pozitivnich a negativnich
nadord. Soucasné studie udavaji, ze témér u vsech HPV pozitivnich pacientl byly detekovany
vyznamné pocty HPV specifickych T lymfocytd, v nadorové tkani. | navzdory tomu vsak dochazi
k rozvoji nadoru, coz mize byt zptsobeno abnormalitami v antigenni prezentaci, dysfunkcemi
T lymfocytl ¢i pfitomnosti rliznych populaci imunosupresivnich bunék. Imunologicky profil
HPV pozitivnich, resp. HPV negativnich nadorl v oblasti hlavy a krku presto jednoznacné kore-
luje s terapeutickymi vysledky a HPV specifickd imunitni odpovéd mé pravdépodobné zasadni
vyznam pii lepsi odpovédi HPV pozitivnich pacienti na konvencni 1é¢bu. Diskutujeme také
vyvijené postupy HPV specifické protinddorové imunoterapie, které jsou nyni ve fazi klinickych
zkousek.
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Summary

The insight into the biological nature of head and neck squamous cell carcinoma has evolved significantly in the last few years. Tobacco use and
alcohol consumption are proven risk factors of head and neck squamous cell carcinoma. Cancer patients possessing such a tumor are generally
elderly, mostly in fifth or sixth decade of life. In addition, significant association of head and neck squamous cell carcinoma with infection by
human papillomavirus (HPV) was proven. HPV is now considered to be one of the most important risk factors, particularly for oropharyngeal
carcinoma. HPV-positive tumors of oropharynx are associated with significantly better prognosis. Experimental and clinical data indicate that
HPV-positive and HPV-negative tumors can be considered as two different entities and it has not been clarified which factors are crucial for bet-
ter prognosis of HPV-positive tumors. The character of immune reaction, which contributes to distinct prognosis, may be one of the important
factors. This review summarizes current knowledge concerning various aspects of anti-tumor immune responses in HPV-positive and HPV-ne-
gative tumors. Recent studies have shown that a broad repertoire of tumor-infiltrating HPV-specific T-cells is detectable in almost all patients
with HPV-positive tumors. Despite this, there is a development of tumor, which may be facilitated by abnormalities in antigen processing, T-cell
dysfunction or prevalence of immunosuppressive cells. Nonetheless, the immunologic profile of HPV-positive vs. HPV-negative head and neck
squamous cell carcinoma is associated with better outcome, and HPV-specific immune response is suggested to play an essential role in the
better response to conventional therapy of HPV-positive patients. We also discuss HPV-specific antitumor immunotherapy approaches, which

are now tested in clinical trials.
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Uvod

V poslednich nékolika letech se velmi vy-
znamné zménil pohled na biologickou
podstatu celé fady onkologickych one-
mocnéni, nddory v oblasti hlavy a krku
nevyjimaje, na podkladé pfibyvajicich
informaci z oblasti molekularni gene-
tiky, biologie a imunologie [1]. Nékteré
z téchto znalosti se jiz pfimo uplatnily
v klinické praxi, nékteré vykazuji slibny
potencidl do budoucnosti.

Nadory hlavy a krku jsou $estou nej-
¢astéjsi skupinou onkologickych one-
mocnéni, zahrnujici celou fadu histo-
logickych typ( malignit, ale ve zhruba
95 % jsou zastoupeny dlazdicobu-
nécné karcinomy (head and neck squa-
mous cell carcinoma - HNSCC) [2].
Celosvétové se uddava incidence mezi
550 000 a 600 000 pripady za rok [3],
z nichZ nejpocetnéjsi jsou nadory oro-
faryngu, hrtanu a dutiny Ustni. Zhruba
300 000 pacientl kazdoro¢né v souvis-
losti s timto onemocnénim zemfe. Kla-
sickymi prokazanymi rizikovymi faktory
HNSCC je koufeni a konzumace alkoholu,
resp. jejich kombinace. Pacienti s nddory
vzniklymi na podkladé této etiologie
se pohybuji ve vyssich vékovych skupi-
nach, nejcastéji v patém a Sestém decé-
niu [4]. Incidence nadorG podminénych
koufenim a/i alkoholem pomalu klesa.
U néadorl orofaryngu byla v posled-
nich pfiblizné 15 letech prokézana sou-
vislost s infekci lidskym papillomavirem
(HPV), ktery je dnes povazovan za jeden

z nejvyznamnéjsich rizikovych faktor(.
Zastoupeni HPV asociovanych nadort
roste relativné i absolutné a v této sou-
vislosti je pouzivédn termin ,epidemie”
Sifici se zejména ve skupiné mladsich
pacientll, muzd bilé pleti, nekurak( [4].
Je zndmo vice nez 100 kment HPV, kar-
cinomy v oblasti hlavy a krku jsou zpu-
sobeny zejména HPV 16, ktery je dnes
povazovan za primarni pficinu vétsiny
spinoceluldrnich karcinom tonzily v Ev-
ropé a v Severni Americe.

HPV

Infekce lidskym papillovirem je se-
xudlné pfenosné onemocnéni postihu-
jici cervix, orofarynx, vulvu, kone¢nik
a penis. Vyznam HPV pro ano-genitélni
nadory byl znam jiz pomérné dlouho,
v onkologii hlavy a krku se ale souvis-
lost prokazuje az v poslednich pfiblizné
15 letech [5,6]. Vice nez 130 typU HPV se
dle maligniho potencidlu rozdéluje na
low- a high-risk typy, asi 15 z nich vyka-
zuje onkogenni potencial. U orofaryn-
gedlnich karcinom( dominuje HPV 16.
Vice nez 50 % nédoru tonzil a kofene
jazyka je prokazatelné zpUsobeno pfi-
tomnosti HPV (literarni Udaje se pohy-
buji v rozmezi od 10 do 90 %) [7]. V Ev-
ropé je procento orofaryngedlnich
nadorl zpUsobenych HPV nejvyssi ve
Skandinavii (az 90 %), naopak v zemich
s vysokym zastoupenim kuiakd v po-
pulaci, napt. v Italii, je nizsi nez 20 % [7].
Rutinni HPV detekce u nadord orofa-

ryngu je soucasti modernich klinickych
doporucenych postupud. Nejvyssi pro-
gnostickd vyznamnost byla prokazéna
pro detekci transkripéné aktivni virové
infekce pomoci HPV mRNA (nejcastéji
HPV 16 E6 mRNA) [8]. K detekci HPV je
mozné pouzit celou fadu dalsich labo-
ratornich technik, pro spolehlivé sta-
noveni by mélo byt kombinovano vice
metod. V soucasnosti je pouzivano kla-
sické PCR k detekci HPV DNA, RT-PCR
kvantifikujici virovou néloz nebo dete-
kujici transkripcné aktivni virovou in-
fekci pomoci E6/E7 mRNA, typové spe-
cifickd DNA in situ hybridizace, detekce
sérovych protilatek proti virovym on-
koproteinllm E6/E7 nebo imunohis-
tochemicka detekce p16 (inhibitoru
cyclin-dependentni kindzy p16ink4a,
tumor supresorového proteinu). PCR
detekce HPV DNA v kombinaci s imuno-
histochemickou detekci p16 (velmi silné
korelujici s HPV statutem) nebo s de-
tekci HPV specifickych E6/E7 protilatek
jsou dnes doporucovany jako mozné
standardy pro urceni orofaryngealnich
nadorl asociovanych s HPV infekci [9].

Genetické rozdily HNSCC

rtiznych etiologii

Rozdilna etiologie se promita i do nej-
¢astéji detekovanych genetickych
mutaci a zménénych signaliza¢nich
drah. Velky posun znamenalo zavedeni
techniky whole-exome sequencing,
prvni prace u HNSCC byla publikovana
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v roce 2011 [10]. Expozice klasickym kar-
cinogenlim, jako jsou koureni a alkohol,
vede k postupnému hromadéni genetic-
kych zmén. Téméf vzdy je u této skupiny
nadord mutovan gen TP53, ktery kdduje
p53 protein, onkosupresorovy protein,
nékdy nazyvany,strazce genomu”. Za fy-
ziologickych podminek se jeho mnoz-
stvi zacina zvysSovat v odpovédi na stre-
sové stimuly nebo v pfipadé poskozeni
DNA. Nahromadéni vede k zastaveni bu-
nécného cyklu umoznujici DNA opravu
nebo spusti apoptotickou signaliza¢ni
kaskadu. Vétsina mutaci TP53 je tzv. mis-
sence mutace, kdy vznikd stabilni pro-
tein, ale s poskozenou vazebnou struk-
turou. Je prokazana korelace vyssiho
vyskytu mutaci TP53 a snizeni celkového
pfezivani, zvyseni procenta lokoregio-
ndlnich rekurenci a snizeni citlivosti na
terapii [11,12]. Druhy nej¢astéji muto-
vany tumor supresorovy gen u HPV ne-
gativnich HNSCC je CDKN2A (gen pro in-
hibitor cyklin-dependentni kinazy 2A),
poskozeny u zhruba 10-12 % na-
dort. Jeho dva alternativnim sestfihem
vzniklé proteiny (p14ARF a p16INK4A)
negativné ovliviuji funkci p53, zasa-
huji do regulace bunéc¢ného cyklu a sti-
muluji rdstovou progresi nadorovych
bunék.

Naopak u HPV pozitivnich nddoru je
spektrum nachdazenych genetickych
zmén podstatné mensi. Postihuje ze-
jména PIK3CA (katalytickd podjednotka
phosphatidylinositol 3-kindzy [13], jehoz
mutaci nachazime jen u 6-21 % HNSCC.
PIK3 je soucdsti signaliza¢ni drahy akti-
vované vazbou ligandu na povrchovy
membranovy receptor, napf. pro EGFR
(receptor pro epidermdlni rlistovy fak-
tor). EGFR je overexprimovan az u 90 %
HNSCC [14] a je v pfimé korelaci s vét-
$im mnozstvim lokdlnich rekurenci
a horsim celkovym pfrezitim pacienta.
Mnozstvi mutovaného PI3K pfimo kore-
luje s vyssim stagingem HNSCC, poten-
cuje bunécny rast, proliferaci a inhibuje
apoptézu. Daldi genetickou zménou na-
chézenou zejména v HPV pozitivnich
HNSCC je mutace TRAF3 (TNF recep-
tor-associated factor 3), ktery je sou-
Casti prirozené i specifické protivirové
imunitni reakce (HPV, EBV, HIV) a jehoz
inaktivace vede ke zvyseni NF-kB sig-
nalizace a inhibici apoptézy. Posledni

¢astou genetickou zménou u HPV+
HNSCC je amplifikace genu E2F1, tran-
skrip¢niho faktoru aktivujiciho bunécny
cyklus.

Biologické rozdily

Biologicka odliSnost HPV pozitivnich
a negativnich HNSCC funk¢né odrazi ge-
netickou podstatu a spocivd zejména
ve zvysené degradaci p53, inaktivaci
dréahy pRb (retinoblastomovy protein)
a v upregulaci p16. Nefunkénost onko-
supresorového proteinu p53 v druhém
kontrolnim bodu buné¢ného cyklu (ve
fazi G2) je prokdzana u vétsiny HNSCC,
molekuldrni podstata této poruchy
se vsak lisi. Na rozdil od HPV negativ-
nich HNSCC, kterd je téméf vzdy pod-
minéna mutaci genu, u HPV pozitivnich
je naopak p53 vazan virovym onkopro-
teinem E6, a tim je spusténa jeho degra-
dace. Bunécny cyklus se tak nezastavi
v druhém kontrolnim bodé, nemize
probéhnout oprava DNA a nem{ze ani
dojit ke spusténi apoptdzy mediované
p53. Regulace bunécného cyklu v prv-
nim kontrolnim bodé (v pfechodu mezi
fazi G1a S) je naopak narusena prostred-
nictvim pRb a cyklinu D1. HPV pozitivni
nadory orofaryngu vykazuji aktivaci bu-
nécného cyklu transkripénim faktorem
E2F, ktery je za fyziologickych podminek
vazan na Rb. Poté, co virovy E7 onkopro-
tein vytvoii komplexy s nizce fosforylo-
vanou formou onkosupresorového pro-
teinu pRb, dojde ke snizeni hladiny Rb
a jeho uvolnéni z vazby na E2F. Uvol-
nény E2F aktivuje cyklin E a CDK2 (cy-
klin dependentni kindzu 2). Je tak
umoznén prechod z G1 do S faze bu-
né¢ného cyklu. Zpétné je indukovana
overexprese CDKN2A genu, ktery ko-
duje p16 a p14. Za normalnich okolnosti
p16 inhibuje cyklin D1 a CDK1/6 (které
fyziologicky fosforylaci pRb uvolniuji
E2F) a zablokuje bunécny cyklus. V pfi-
padé HPV infikovanych bunék je ale pRb
inaktivovan v komplexu s E7 a nemize
jiz bunécny cyklus negativné ovliviovat
vazbou s E2F [15].

Klinicky vyznam HPV

Prestoze HPV velmi silné zasahuje
a ovliviuje bunécny cyklus, nadory vy-
kazujici vysokou aktivitu HPV maji lepsi
prognézu nez nadory s nizkym virovym

loadem nebo ty, které jsou HPV nega-
tivni. Pacienti s HPV pozitivnimi nadory,
prestoze maji Castéji metastatické po-
stizeni regiondlnich lymfatickych uzlin,
a tedy pokrocilejsi stadia, Iépe odpovi-
daji na chemoterapii, radioterapii i chi-
rurgickou lé¢bu. Klinickd odpovéd je
podminéna aktivaci imunitniho systému
proti HPV antigentm [16], tedy niko-
liv odliSnosti v samotném biologickém
chovani HPV pozitivnich a HPV negativ-
nich naddorovych bunék [17].

Zatim neni ale zodpovézena otazka,
pro¢ u mensi ¢asti pacientl HPV vyvola
chronickou infekci a nadsledné nado-
rové onemocnéni, pfestoze vétsina po-
pulace se s HPV infekci béhem Zivota
setkd, ale imunitni systém ji efektivné eli-
minuje a neumozni zadné dlouhodobé
obtize.

Imunitni systém u pacientt

s nadory hlavy a krku

Unikové mechanizmy

HNSCC nadorovych bunék

Pro rozvoj onemocnéni je zfejmé velmi
dulezité, ze nadorové buriky mohou
postupné vyvinout strategie, kterymi
dokazi uniknout dohledu imunitniho
systému. Nadorové buriky HNSCC tyto
mechanizmy vyuzivaji, i kdyz se jedna
0 zna¢né heterogenni skupinu na-
dor(. Vice nez u poloviny nadorG hlavy
a krku byla popsana unikova strategie
zplsobena sniZzenou expresi nebo Upl-
nou ztratou lidského leukocytarniho
antigenu I. tfidy (HLA 1) a/nebo naru-
$eni mechanizmu antigenni prezen-
tace, které jsou nezbytné pro zaha-
jeni u¢inné protinddorové odpovédi
zalozené na cytotoxickych T lymfocy-
tech [18]. DalS$im z moznych mechani-
zmU zpusobujicich nedostate¢nou imu-
nitni odpovéd' je schopnost HNSCC
nadorl potlacit expresi B7 kostimulac-
nich molekul (CD80 a CD86). Nizka ex-
prese kostimula¢nich molekul zna-
men4, Ze nadorové buriky nemohou
samy o sobé aktivovat protinddorovou
imunitni odpovéd, predevsim T lymfo-
cyty. Vyzkum poslednich let navic uka-
zal, Zze nadorové bunky jsou schopné
do nadorové tkané aktivné atrahovat
rizné populace imunosupresivnich
bunék. Imunosupresivni buriky aktivné
a velmi ucinné potlacuji protinddoro-
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vou imunitni reakci, a ,chrani” tedy na-
dorovou tkan pred utokem imunitniho
systému. Patii mezi né predevsim re-
gula¢ni T lymfocyty (Treg), myeloidni
supresorové bunky (MDSC) nebo na-
dorové makrofagy (TAM) [19]. V nepo-
sledni fadé dochdazi diky expresi inhi-
bi¢nich molekul (FasL, PD-L1 a PD-L2),
jez byly prokézany na nddorovych bun-
kach, k apoptdze ¢i utlumeni aktivova-
nych cytotoxickych lymfocyt a uvol-
néniinhibi¢nich faktort do nddorového
mikroprostiedi [20].

T lymfocyty a jejich viiv

na prognoézu pacientt s nadory

hlavy a krku

Ackoliv se protinddorové imunitni odpo-
védi Ucastni rlizné populace imunitnich
bunék, v soucasnosti se priklada nejvétsi
vyznam rdznym populacim efektoro-
vych T lymfocyt(, které jsou povazovany
za bunky majici klicovou roli v obrané
proti nadordm.

Mnoho studii zaméfenych na analyzu
zastoupeni lymfocytl infiltrujicich na-
dorovou tkan (tumor-infiltrating lym-
phocytes - TILs) u pacientl s rliznymi
typy naddorovych onemocnéni, véetné
HNSCC, prokazalo jasnou souvislost vy-
skytu TILs (predevsim CD3* T lymfocytd,
CD8* cytotoxickych lymfocytl a CD45R°*
pamétovych T bunék) s delsim preziva-
nim pacientt [21]. Pi blizsSim zkoumaniT
lymfocytt u pacientliv pokrocilém stadiu
onemocnéni HNSCC Reichert et al [22]
navic ukdzali, Ze nizka exprese ¢i Uplna
ztrata ( fetézce v CD3* T lymfocytech,
ktery ma kli¢ovou roli pro prenos signalu
do buniky, predikuje horsi prognézu, nez
je tomu u pacientd, ktefi maji expresi
( fetézce normalni. Dualezitost ( fe-
tézce byla potvrzena i dalsi studii, ve
které cirkulujici CD4* a CD8* T lymfo-
cyty a NK buriky vykazovaly niZsi expresi
tohoto fetézce na lymfocytech v krvi
pacientli s HNSCC v porovnani se zdra-
vymi kontrolami.Navic pacientisagresiv-
nimi nadory a ti, ktefi v poslednich dvou
letech prodélali relaps onemocnéni, ex-
Z vysledkd Hoffmanna et al [24] déle vy-
plyva, ze se dysfunkce imunitnich bunék
pacientl s HNSCC v pozdnich stadiich
onemocnéni netykd pouze nddorového
mikroprostiedi, ale také periferni krve.

U pacientl s pokrocilym onemocnénim
byly oproti zdravym kontroldm v peri-
ferni krvi pozorovany jak funk¢ni defekty
lymfocyt(, tak signifikantné vyssi podil
lymfocytd, které spontanné podléhaly
apoptoze.

Na rozdil od CD8* T lymfocytl neni
prognosticky vyznam dalSich populaci
imunitnich bunék, jako jsou B lymfo-
cyty, NK bunky, MDSC, makrofagy a po-
pulace pomocnych T lymfocytl (Th2,
Th17,Treg) zcela konzistentni a lisi se na
zdkladé typu nadoru ¢&i jeho stadia [21].
U nadort hlavy a krku byl jiz dfive po-
psan prognosticky vyznam rdznych
populaci CD4* T lymfocytl (jako jsou
CD4*CD25%, CD4*CD69" a CD4*FoxP3*
T bunky), které infiltruji nadorovou
tkan [25]. S lepsi prognézou byly spo-
jovany vysoké hladiny CD4*CD69*
bunék a zajimavé je, Ze vysoké pocty
CD4*FoxP3* T lymfocytll pozitivné kore-
lovaly s lepsi lokoregiondlni kontrolou
pacientl [25]. Pfitomnost FoxP3* T lym-
focytl v nadorové tkani u pacient(i s na-
zofaryngealnim karcinomem navic ko-
relovala s del3im pfezivanim a celkovym
bezptiznakovym prezitim [26]. Vysledky
studie Straussové et al [27] déle ukazaly,
Ze populace CD4*CD25"9"FoxP3* Treg
izolovand z nddorové tkané je schopna
inhibovat proliferaci CD4*CD25~ T lym-
focytd, pficemz tento efekt neni za-
visly na buné¢ném kontaktu, nybrz na
produkci cytokinG IL-10 a TGF-B. Uloha
Th17 lymfocyth byla jiz dfive velmi
dobfe popsana v souvislosti s autoimu-
nitnimi onemocnénimi, nicméné jejich
funkce v nadorech, v¢etné nadord hlavy
a krku, stale neni zcela jasna. Cast stu-
dii se pfiklani k nazoru, Ze je pfitom-
nost Th17 lymfocytd v nadorové tkani
pro pacienta prospésna, nebot zesiluje
protinddorovou imunitni odpovéd. Jiné
studie naopak tvrdi, ze Th17 bunky na-
pomahaji nddorové angiogenezi, ¢imz
umoznuji nddoru rast a $ifit se do vzda-
lenégjsich mist [21,28]. Pro objasnéni vy-
znamu Th17 bunék u pacientld s HNSCC
je nyni potfeba dalsi vyzkum, ktery by
byl zaméfen na blizsi prozkoumani me-
chanizm, kterymi tyto bunky pUsobi
v nddorovém mikroprostiedi, ¢i jakym
zplsobem muize naopak nadorové
prostiedi ovliviiovat jejich vznik nebo
zastoupeni.

Potencialni vliv HPV na imunitni
systém HNSCC pacientt

Unikové mechanizmy a HPV

Ve vétsdiné pripadud jsou bunky infiko-
vané HPV spontanné eliminovany imu-
nitnim systémem. Virus HPV vsak vyvinul
fadu mechanizm(, kterymi je schopen
lidsky imunitni systém obejit a vyvolat
perzistujici infekci, nezbytnou pro vznik
nadorového onemocnéni. HPV infikuje
keratinocyty, které exprimuiji virové pro-
teiny pouze minimalné, a tak bunky in-
fikované virem nejsou lyzovany. Diky
tomu neposkytuje HPV imunitnimu sys-
tému hostitele tzv. signdly nebezpedi,
které jsou k zahajeni ic¢inné imunitni od-
povédi zasadni.Vzhledem k tomu, Ze ne-
dochézi k lyze buriky, neuvoliuji se tak
ani prozanétlivé cytokiny, které jsou di-
leZitou slozkou pf¥i aktivaci a migraci
dendritickych bunék. Virus HPV se navic
nesiti krvi, takze je imunitnimu systému
vystaveno pouze malé mnozstvi repliku-
jiciho se viru, a ten se tak pro pacientlv
imunitni systém stdva témér neviditel-
nym. Dal$imi z moznych unikovych me-
chanizm( je schopnost HPV onkopro-
tein vyhnout se uc¢ink(m interferonu
typu |, ktery je v protivirové imunité kli-
¢ovou slozkou [29], ¢i schopnost viro-
vého E6 onkoproteinu blokovat diferen-
ciaci monocyttd do pfislusnych antigen
prezentujicich bunék [30]. HPV dokaze
také potlacit expresi hlavniho histo-
kompatibilniho komplexu tfidy | nebo
transportéru pro antigenni peptidy
(TAP) [29]. Tyto zmény dale snizuji pre-
zentaci virovych peptidd na povrchu na-
dorovych bunék. Z vysledkli Kanodia et
al [29] navic vyplyv4, ze virus HPV do-
kdze modulovat produkci chemokin(
(potlacit expresi MCP-1, omezit uvolrio-
vani IL-8 nebo CCL20) a prozanétlivych
cytokinU (snizit expresi IL-18) ¢i inhibo-
vat Th1 odpovéd posunem od Th1 smé-
rem k Th2 odpovédi.

Virus HPV a imunitni systém

Virus HPV infikuje epitelidlni tkané
a jeho zZivotni cyklus je tak zavisly na di-
ferenciaci epitelu hostitele. Na rozdil od
mukdzniho epitelu, ktery se nachazi na
ostatnich mistech bézné infikovanych
virem HPV 16 (cervix, anogenitalni ob-
last), je v orofaryngu dlazdicovy epitel ve
velmi tésném vztahu k lymfatické tkani,
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kterd ma klicovou imunologickou funkci
v obrané proti patogendm vstupujicim
do téla z vnéjsiho prostiedi. Je tedy prav-
dépodobné, Ze imunitni odpovéd'v oro-
faryngu namifena proti HPV bude od-
lisnd od imunitni reakce probihajici na
jinych mistech v organizmu.

Prestoze se ukazalo, ze HPV pozitivni
pacienti odpovidaji [épe na standardni
[é¢bu kombinujici chirurgicky zakrok
s radio- a chemoterapii, HPV pozitivni
nadorové linie byly k ozafeni a cispla-
tiné rezistentné&jsi v porovnani s HPV ne-
gativnimi burfikami in vitro. Nicméné
v in vivo pokusech na imunokompetent-
nich mysich se naopak prokdzalo, ze HPV
pozitivni nadory byly k radio- a chemo-
terapii citlivéjsi. Zajimavé je, Ze ani ra-
dioterapie ani cisplatina nedokazaly vy-
[éCit imunokompromitované mysi, coz
pfispiva k pochopeni, ze u HPV pozitiv-
nich pacientll hraje zasadni roli imunitni
systém [17]. | pfesto, Ze nedavno publi-
kované vysledky Kimpla et al [31] doka-
zuji zvysenou citlivost HPV pozitivnich
nadorovych linii k ozafeni, tato zjisténi
nevysvétluji, pro¢ maji lepsi prognézu
také HPV pozitivni pacienti [é¢eni pouze
chirurgickym zakrokem.

Z dosavadnich vysledkl vyplyva, ze
je nezbytné dlikladné porozumét vza-
jemné souhfe mezi adaptivnim imunit-
nim systémem, HPV a nddorovym mikro-
prostfedim, a to obzvlasté v souvislosti
s vyvojem novych lé¢ebnych postupl
zalozenych na aktivaci protinddorové
imunitni reakce. Kromé toho se studium
specifické imunity ukazalo byt vyznam-
nym prognostickym nastrojem u rliz-
nych typu nadord, a dokonce se uvazuje,
Ze by u nékterych nadorovych onemoc-
néni mohlo byt relevantnéjsim ndstro-
jem nez v soucasné dobé vyuzivany
,staging” nadort [32].

Vliv specifické imunity na vznik

a progresi nadori asociovanych

s HPV - Imunoprofilovani jako
prognosticky nastroj?

Efektorové T lymfocyty a jejich
prognosticky vyznam

Role specifické imunity v rozvoji neo-
plazii je stdle kontroverzni. Nicméné
studie provadéné na imunokompe-
tentnich mysich, v¢etné mysich mo-
deld s orofaryngealnim karcinomem,

dokazuji zdsadni vyznam specifické
imunity v obrané proti nadorlim a po-
tla¢eni nddorového rastu [17]. Také kli-
nickd data ukazuji, ze k rozvoji nadort
dochdzi ¢astéji u imunosuprimovanych
pacientl [33]. ZvySenad incidence HPV
a s nim asociovanych nador( byla pozo-
rovana napf. u HIV pozitivnich pacientd
a pacientl po transplantacich [34]. Bylo
prokazano, ze infiltrujici lymfocyty po-
tlacuji rlst nadorl a jejich pfitomnost je
asociovana s lepsi prognézou pacientt
s rdznymi typy nadort [35].

V soucasné dobé existuje nékolik
praci, které se zabyvaji analyzou imu-
nitniho systému v souvislosti s HPV
a s ohledem na celkové preziti ¢i pro-
gndézu pacienta. Aby dokdzali posou-
dit klinicky vyznam adaptivni imunity
na pacientovu prognézu, analyzovali
Wansom et al [36] periferni krev HNSCC
pacient(, v niz detekovali zvyseny vyskyt
CD8* T bunék a nizsi pomér CD4+/CD8*
T bunék u HPV 16 pozitivnich pacientd
ve srovnani s HPV negativnimi nadory.
Procento CD8* T lymfocytu se pfilis ne-
lisilo mezi skupinami kufdkd a nekurakd,
coz pfispiva k hypotéze, ze jsou rozdily
v zastoupeni CD8* T bunék pfipisovany
spise HPV infekci nez koufeni. Vzhledem
k tomu, Ze pfitomnost CD8" T lymfocytu
predikovala lepsi odpovéd na lé¢bu nez
samotny HPV status, dalo by se Fici, ze
by cirkulujici CD8* T lymfocyty mohly
slouzit jako prognosticky faktor a posi-
lenim adaptivni imunity by bylo prav-
dépodobné mozné pozitivné ovlivnit
prognézu HPV 16 pozitivnich pacientd.
V dalsi studii byl zjistén vyssi vyskyt pa-
métovych efektorovych a efektorovych
T bunék (oproti naivnim a pamétovym
centralnim T bunkam) u HPV pozitivnich
nadord ve srovnani s HPV negativnimi
nadory [37]. Podobnych vysledkd bylo
dosazeno na urovni genové exprese,
kdy vétsina HPV pozitivnich vzorkd vy-
kazovala profil odpovidajici silné spe-
cifické imunitni odpovédi v porovnani
s HPV negativnimi vzorky, kde pfevazo-
vala pfirozend imunita. Tato genové ana-
lyza se také ukazala byt ucinnéjsim pro-
gnostickym faktorem nez HPV status
samotny [38].

V ramci lepsiho porozuméni lokalni
imunitni odpovédi se nékteré studie za-
byvaly analyzou imunitnich bunék v na-

dorech in situ. Ve vétsiné pfipadu jsou
imunitni bunky v nadoru detekovany
pomoci imunohistochemickych metod
(IHQ), jejichz vyhodou je urceni pfesné
lokalizace bunék. Nevyhodou vsak je,
Ze nevypovida nic o jejich funk¢nosti ¢i
aktudlnim stavu. Fakt, ze je vyskyt CD8*
T lymfocytl povaZovan za pozitivni pro-
gnosticky marker, potvrdila u pacientt
s HNSCC také data Nasmana et al [39],
z jejichz vysledkd vyplyva, Ze infiltrace
nadoru CD8* T lymfocyty a vysoky podil
CD8*/FoxP3* T bunék pozitivné kore-
luje s klinickym stavem HPV pozitivnich
i HPV negativnich pacientl. Jak jiz bylo
popsano vyse, Wansom et al [36] de-
tekovali zvysené hladiny cirkulujicich
CD8* T lymfocytd v krvi HPV pozitivnich
pacientl. Pokud ale pouzili IHC znaceni
vzork( nddorové tkané, nevidéli zadné
rozdily s ohledem na HPV status.

Analyza populaci imunitnich bunék
v nddoru pomoci pratokové cytomet-
rie ukazala vyrazné vyssi zastoupeni leu-
kocyt(, a to zejména CD8* T lymfocyt(,
u HPV pozitivnich pacientd. Zajimavé
také je, ze tyto CD8* T bunky v HPV pozi-
tivnich nddorech mély navic schopnost
produkovat signifikantné vyssi hladiny
IFN-y a IL-17 v porovnani s HPV nega-
tivnimi vzorky. U ostatnich populaci
T bunék, jako jsou Th1 bunky, Treg, ¢i
Th17 bunky, nebyly pozorovany vyrazné
rozdily mezi HPV pozitivnimi a negativ-
nimi nadory [40].

Skupina Badoualové et al [41] pozo-
rovala vyznamné delsi celkové preziti
HPV pozitivnich pacientd, jejichz na-
dory byly silné infiltrovany PD-1*CD4*
a PD-1+CD8* T lymfocyty. Jiz diive bylo
publikovano, Ze exprese PD-1 receptoru
na T burikdch je spojovéna jak s aktivo-
vanym, tak i s takzvanym vycerpanym
fenotypem T bunék [42]. Badoualova et
al [41] prekvapivé zjistili, ze PD-1* T lym-
focyty infiltrujici HPV pozitivni nddory
exprimuji vyrazné vy3$si hladiny aktivac-
nich markerd HLA-DR a CD38, a nejde
tudiz o vycerpané bunky, jak autofi pa-
vodné predpokladali.

V soucasné dobé stéle nejsou k dis-
pozici studie, které by se zabyvaly de-
tailni analyzou funkce CD8* T lymfocytli
u HNSCC pacientd. Je potifeba ziskat vice
informaci o nddorovych a virovych an-
tigenech, které infiltrujici CD8* T lym-
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focyty rozpoznavaji, a poznat tak cile
imunitni odpovédi, které jsou dilezité
pro rast a prezivani nddorovych bunék.
To povede k vyvoji cilenych postupt pro-
tindadorové imunoterapie. Nejen kvan-
titativni, ale také kvalitativni analyza
imunitnich bunék v nddoru bude tedy
zasadni pro identifikaci novych, klinicky
relevantnich prognostickych faktor(.

Treg a jejich prognosticky vyznam

Treg patfi mezi CD4* bunky, jejichz
hlavni funkci je potlacovat potencidlné
nebezpecné autoreaktivni T lymfocyty,
které unikly centrdlni toleranci v thymu.
Tim brani vzniku autoimunitnich one-
mocnéni, nastoluji periferni toleranci
a udrzuji imunitni homeostazu. Vétsina
védeckych skupin zaméfujicich se na
analyzu nadorovych CD4* T lymfocytl
jako potencidlniho prognostického mar-
keru se zabyva také studiem Treg. Zdd se,
Ze se Uloha Treg v nddorové imunologii
li3i v zavislosti na typu a etiologii nddoru.
Na jednu stranu Treg potlacuji imunitni
odpovéd proti nddorové tkani a vy-
soké hladiny Treg jsou ¢asto spojovany
se Spatnou progndzou pacientd s riz-
nymi nddorovymi onemocnénimi [43].
Na druhou stranu byla pfitomnost Treg
popsdna jako pozitivni prognosticky
marker napf. u kolorektalniho karci-
nomu ¢i lymfoma [44,45]. Zvysené hla-
diny Treg byly popsany také v nadorové
tkéni a periferni krvi pacientek s cer-
vikalnim karcinomem a jejich zastou-
peni navic korelovalo s klinickym stavem
pacientek. Pokud v3ak byly Treg z pe-
riferni krve HPV 16 pozitivni pacientek
invitro depletovany, doslo k zesileni CD4*
T bunécné odpovédi vici E6 a E7 pepti-
ddim [46]. Uloha Treg u pacient(i s nadory
hlavy a krku neni zcela jednozna¢na.
Nékteré studie ukazuji pozitivni kore-
laci vysokého zastoupeni Treg v nddoru
s lokoregionalni kontrolou nadorového
rdstu [25]. Tuto hypotézu také podporuji
vysledky dalsich skupin, ve kterych za-
stoupeni Treg pozitivné koreluje s celko-
vym prezitim pacientd [47]. V soucasné
dobé se viak velky vyznam pfiiklada sta-
noveni poméru Treg a cytotoxickych
CD8* T lymfocytd. Data Nasmana et
al [39] uvadéji, ze pacienti s nadory infil-
trovanymi vysokym poctem CD8* T lym-
focytl a s vysokym podilem CD8*/Treg

méli delsi celkové preziti, a to jak ve sku-
piné HPV pozitivnich, tak HPV negativ-
nich pacientl. Zajimava je také studie
Boucka et al [48], v niZ autofi prokazali,
ze vysoké hladiny Treg v periferni krvi
v dobé diagn6zy mohou predikovat ¢as-
nou recidivu onemocnéni.

Systémova a lokalni T bunécna
HPV specificka odpovéd’

u pacientti s HNSCC

Systémova odpovéd’

Vzhledem k tomu, Ze nddorové bunky in-
fikované virem HPV mohou na svém po-
vrchu exprimovat antigeny odvozené
z E6 a E7 onkoprotein, nabizi se otazka
moznosti detekce specifickych T lymfo-
cytl namifenych proti témto antigentim.
Ukézalo se, Ze CD4* a CD8* T bunky speci-
fické k HPV 16 jsou skutecné castéji dete-
kovany v periferni krvi pacientd, ktefi jsou
HPV pozitivni, oproti HPV negativnim ¢i
zdravym kontrolam [49]. Napfiklad Heu-
sinkveld et al [49] testovali mononukledrni
buriky perifernikrve (peripheral blood mo-
nonuclear cells - PBMC) pacientd na pfi-
tomnost T lymfocytd specifickych k pepti-
ddim derivovanym z HPV 16 onkoprotein.
U 72z11 (63,6 %) HPV pozitivnich pacientt
detekovali specifickou HPV odpovéd, na
rozdil od HPV negativnich pacientd, kde
jich odpovidalo pouze 7 z 28 (25 %). Aviak
pouze u 5 ze 17 pacientll byla proliferacni
aktivita lymfocytl doprovazena produkci
IFN-y a prekvapivé Ctyfi z téchto péti na-
dord byly HPV negativni. Podobné Albers
nebo Hoffmann et al [16,50] detekovali
vys$sihladiny HPV 16 E7 specifickych T lym-
focytd u HPV pozitivnich pacientd ve srov-
nani s HPV negativnimi nadory a zdravymi
kontrolami.

Lokalni odpovéd’

Heusinkveld et al [49] déle studovali lo-
kalni odpovéd vyvolanou pfimo v na-
dorové tkani a metastatické uzliné, pfi-
¢emz specifickou T odpovéd zjistili skoro
u vsech pacientl s HPV pozitivnimi na-
dory, ale nebyli schopni ji detekovat
u zadného z HPV negativnich pacientd.
Vzhledem k tomu, Ze systémovou od-
povéd detekovali pouze u nékterych
pacient(, je evidentni, ze analyza pouze
samotnych PBMC neni dostacujici a je
nutné sledovat predevsim lokalni imu-
nitni odpovéd pfimo v nadoru. Pfi blizsi

analyze HPV 16 specifické T buné¢né od-
povédi se ukdzalo, ze sestdvala z reper-
todru CD4* pomocnych T lymfocytl typu
1a2,CD4* Treg a CD8* lymfocytl reagu-
jicich vG¢i nékterym HPV 16 E6 a E7 epi-
topdm. T lymfocyty z nadoru navic pro-
dukovaly spektrum Th1 a Th2 cytokinG,
jako jsou IFN-y, TNF-q, IL-4 a IL-5 [49].

Moznosti imunoterapie

pro HPV asociované nadory

V soucasné dobé probihd vyzkum
mnoha rlznych druhl imunoterapii ur-
¢enych pro lé¢bu pacientl s nadory
hlavy a krku. Vycet véech moznych pfi-
stupl by presahoval rdmec tohoto pre-
hledu, proto jsou zde uvedeny pouze
nékteré nazorné priklady (obr. 1).

Profylaktické typy vakcin jsou zalo-
Zeny na principu prevence vzniku virové
infekce v epitelidlnich bunkach pomoci
protilatkové odpovédi, kterd je namifena
proti virovym kapsidovym proteintm.
Nicméné strategie tohoto typu nejsou
ucinné pro lécbu jiz probihajici infekce
virem HPV nebo onemocnéni asocio-
vanych s touto infekci. V téchto pfipa-
dech vyzaduje |é¢ba aktivaci bunéc¢né
imunity, prevazné CD4+ a CD8* T lymfo-
cytl, které dokazi rozpoznat a elimino-
vat bunky infikované virem.

Pro vyvoj novych imunoterapeutic-
kych protokoll je nezbytné identifi-
kovat antigeny, které by byly pro dany
nador specifické a které by urcovaly spe-
cificitu poZzadované imunitni odpovédi.
Virové onkoproteiny E6 a E7 by mohly
byt vhodnym modelem nadorovych an-
tigenl z nékolika divodu. Jednak jsou
tyto virové proteiny pro télo cizi, a tudiz
vice imunogenni v porovnani s pro-
teiny télu vlastnimi, které jsou u nado-
rovych bunék ¢asto mutovany (napf.
protein p53). Ale také jsou exprimo-
vany vsemi burikami, které virus infiko-
val, a tudiz kazdym nadorem, ktery dany
virus indukoval. Vzhledem k tomu, Ze
jsou E6 a E7 proteiny vyzadovany pro
vznik a zachovéni maligniho fenotypu,
jsou nepretrzité exprimovany nadoro-
vymi burfitkami a zdd se byt nepravdé-
podobné, Ze by nadorové buriky tlumily
jejich expresi za u¢elem vyhnout se imu-
nitnimu systému [51].

Slibné vysledky pfinesla Il. faze kli-
nické studie testujici pfistup zalozeny
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Soucasné znalosti

A Epstein-Barr virus

predbézné studie
zabyvajici se identifikaci
bunécnych receptori

a jejich ligandi

=
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virovym proteiniim, Y

jako je HPV E6, E7 aj.
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Obr. 1. Moznosti imunoterapie a dalSich Ié¢ebnych postupt u pacienti s nadory hlavy a krku.

V soucasné dobé je jiz zndma: A. role onkogennich vird HPV a EBV pfi vzniku nador( orofaryngu a nazofaryngu; B. byly identifikovany
imunologické markery na HNSCC a detekovany protilatky proti virovym antigentim; C. na zdkladé téchto studii se uvazuje, ze by imunitni
bunky mohly slouzit jako prognostické markery predpovidajici odpovéd na klasickou terapii. V soucasné dobé probihaji studie: A. urcujici
ptinos profylaktickych vakcin; B. probiha testovani jednotlivych imunoterapeutickych pfistup(, jako jsou terapeutické vakcinace, adop-
tivni transfer T lymfocytu ¢i blokovani inhibi¢nich molekul. Budouci vyzkum bude zaméren na: A. testovani kombinaci rdznych lé¢ebnych
pristupll vyuZivajicich potencialni synergicky efekt mezi imunoterapii a radio- a/nebo chemoterapii; B. vyvoj novych postupt a vyuziti
imunoterapie i v dal$ich fazich onemocnéni a pro jiné typy nadord.

na podani vakciny obsahujici HPV 16
E6 a E7 peptidy ve Freundové adjuvans,
kterd byla podavana pacientkdm s vul-
varni intraepitelidIni neoplazii (VIN).
Po 12 mésicich pozorovali autofi studie
kompletni klinickou odpovéd u 47 %
pacientek, pficemz u viech se jednalo
o T buné¢nou odpovéd indukovanou
podanim vakciny [52].

V soucasné dobé nejsou k dispozici
data z klinickych studii zaloZzenych na
principu HPV vakcin pro pacienty s na-
dory hlavy a krku. Nicméné pravé pro-
bihd hodnoceni klinické studie faze
| pro pacienty v pokrocilych stadiich
onemocnéni a po prokdazani recidivy
(v€. HNSCC pacientl) vyuzivajici terapii
na principu adoptivniho transferu, kde
jsou PBMC in vitro stimulovany peptidy

E6 a E7 (https://clinicaltrials.gov/ct2/
show/study/NCT00019110).

Adoptivni transfer jako 1é¢ebny po-
stup byl testovan také u pacientl s po-
kroc¢ilym nazofaryngedlnim karcino-
mem, ktery je znamy tim, Ze exprimuje
EBV (Epstein-Barr virus) antigeny. T lym-
focyty, které rozpoznavaly EBV anti-
geny, byly aktivovény a expandovany
pomoci autolognich EBV transformo-
vanych B bunék. Lécba byla pacienty
dobre snasena, pficemz 60 % pacienta
vykazovalo kontrolu progrese onemoc-
néni [53]. Podobny pfistup zaloZeny na
pfipravé T lymfocytl namifenych proti
nadoru byl popsan také u pacientl
s HNSCC [54].

Aktivace a proliferace T lymfocytd
vyvolané antigenem jsou regulované

mimo jiné také vazbou kostimula¢nich
a inhibicnich receptord. Signalizace pro-
stfednictvim receptorl ovliviiuje za-
hajeni, pribéh i celkovy vysledek imu-
nitni odpovédi. Pokud by na burikach
nebyly tyto inhibi¢ni molekuly exprimo-
vany, T lymfocyty by byly dlouhodobé
aktivované, coz by mohlo vést k po-
$kozeni tkani ¢i vzniku autoimunit. Nic-
méné v kontextu nadorové imunologie,
kde probiha specifickd imunitni reakce
proti nddorovym antigenlim, predsta-
vuji inhibi¢ni molekuly jednu z hlavnich
prekazek, protoze by mohlo dojit k na-
vozeni tolerance vi¢i naddoru. Bylo vy-
nalozeno mnoho usili na vyzkum blo-
kdtord téchto inhibi¢nich molekul
a jejich vyuziti se dnes zdda byt pfino-
sem pro léc¢bu pacientd s rlznym na-
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dorovym onemocnénim. Mezi dva nej-
zndméjsi a nejstudovanéjsi inhibi¢ni
T bunécné receptory patii CTLA-4 (cy-
totoxic T-lymphocyte-associated pro-
tein-4) a PD-1 (programmed cell
death-1), od nichz odvozené monoklo-
ndlIni protilatky jsou v soucasné dobé jiz
pouzivany v klinické praxi.

Vzhledem k vysledklim soucasnych
terapeutickych postupt a také faktu, ze
je konven¢ni lé¢ba ¢asto spojovana se
zna¢nymi nezadoucimi Ucinky, je po-
tfeba soustfedit pozornost na vyzkum
méné toxickych a lépe cilenych terapii.
S narlstajicimi znalostmi tykajicimi se
dysfunkci imunitniho systému pacientd
s nadory hlavy a krku a také diky pokro-
kdm v oblasti identifikace HNSCC nado-
rovych antigen( se vyuziti imunoterapie
zda byt atraktivnim lécebnym pfistupem
snad jiz blizké budoucnosti.
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