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Souhrn

Vychodiska: Nadorové mikroprostiedi hraje vyznamnou roli v celém procesu tumorigeneze
i vztahu mezi nddorem a hostitelem. Jeho vyznamnou slozku predstavuje zanétliva celulizace,
jejiz hodnoceni ma u solidnich nadord prognosticky a zda se, ze i prediktivni vyznam (ten je
aktudlni zejména s ohledem na potencidlni predikci Ié¢by imunitnimi checkpoint inhibitory).
Problém vsak predstavuje metodicky aspekt hodnoceni, ktery je standardizovan pouze pro
urcité typy nadoru. Cil: Podat prehled soucasné problematiky tykajici se hodnoceni zanétlivé
celulizace (nejcastéji oznacované jako tzv. tumor infiltrujici lymfocyty — TIL) u solidnich nador(,
konkrétné u karcinomu prsu, plic, dlazdicobuné¢ného karcinomu v oblasti hlavy a krku, ma-
ligniho mezoteliomu, nadorG gastrointestinadlniho traktu, Zenského genitélu, urogenitalniho
traktu, mozku a maligniho melanomu. Zminény jsou metodické moznosti hodnoceni véetné
snahy o jejich standardizaci a hodnoceni vyznamu imunofenotypizace zanétlivého infiltratu.
S ohledem na klinicky dopad je diskutovan prognosticky a také prediktivni vyznam. Zdvér: Hod-
noceni TIL ma u solidnich nador( ¢asto prediktivni vyznam, vysledky studii vSak nejsou zcela
jednoznacné. Nejednoznacnost panuje i s ohledem na prediktivni vyuziti tohoto markeru. Pfes
veskery metodicky rozvoj umoznujici vyuziti komplikovanych technologii hodnoticich nejriz-
né&jsi aspekty pritomného zanétlivého infiltratu véetné funkénich charakteristik (obrazové ana-
lyza, multiplexni fluorescen¢ni imunohistochemie, hmotnostni spektrometrie) je snahou v této
fazi vyvoje vyvinout a standardizovat levnou a véeobecné dostupnou metodiku umoznuijici Si-
roké vyuziti hodnoceni TIL v klinické praxi. Recentné navrhovany sjednoceny postup testovani
shodny pro vsechny solidni nddory by mohl vyresit jednu z hlavnich limitaci rutinniho vyuziti
TIL, kterd je dana pravé nejednotnou metodikou.
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Summary

Background: The tumor microenvironment plays an important role in tumorigenesis and the tumor-host relationship. An important part of the
tumor microenvironment is inflammatory infiltration. Its evaluation in solid tumors has prognostic meaning and appears also to be predictive
of outcome, which is particularly important for predicting responses to immune checkpoint inhibitors. However, the methodology used to
assess inflammatory infiltration is problematic, because it has been standardized only for certain types of tumors. Objective: The present study
provides an overview of current issues related to the evaluation of inflammatory cells (tumor infiltrating lymphocytes) in solid tumors, specifi-
cally in tumors of the breast, lung, head and neck, gastrointestinal tract, female genital tract, urogenital tract, brain, malignant mesothelioma,
and malignant melanoma. Various methodologies for evaluation are mentioned, including the efforts that are being made to standardize these
methodologies and the importance of immunophenotyping inflammatory infiltrates. With regard to clinical meaning, prognostic and predictive
significance are also discussed. Conclusion: The evaluation of TILs in solid tumors often has predictive value; however, the results have been
equivocal. There is also ambiguity about the predictive use of this marker. Despite all the methodological developments, which have resulted in
the implementation of complicated technologies (image analysis, multiplex fluorescence immunohistochemistry, and mass spectrometry) for
the evaluation of the various aspects of inflammatory infiltrates present in tumors, including their functional characteristics, there is still a need
for standardization and development of inexpensive and universally available methodologies to enable the wide use of TIL evaluations in clinical
settings. The recently proposed unified methodology may be used in all solid tumors and could help resolve one of the main limitations of the

routine use of TIL, i.e., the inconsistent approach to assessment.
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Uvod

Hodnoceni zanétlivé celulizace (tzv.
tumor infiltrujicich lymfocyt - TIL) je
u nékterych nador predmétem zajmu
uz pomérné dlouhou dobu, v soucasné
dobé viak nabyva na aktudlnosti nejen
s ohledem na prognosticky vyznam, ale
i potencidl vyuzit tento marker jako pre-
diktor odpovédi na [é¢bu zejména imu-
nitnimi checkpoint inhibitory [1,2]. V ru-
tinni praxi je hodnoceni TIL omezeno na
nékolik solidnich nadorl - kromé malig-
niho melanomu (malignant melanoma -
MM) viak neni automaticky béznou sou-
Casti bioptického vysetfeni. Divodu je
hned nékolik, k zakladnim problémuim
patfi zejména: 1. Metodicky aspekt —
u kazdého typu nédoru se postupuje
ponékud jinym zptsobem, od pouhého
hodnoceni v podobé odhadu z barveni
hematoxylin-eozinem (kvalitativniho ¢i
semikvantitativniho) az po postupy vy-
uzivajici softwarové hodnoceni (obra-
zovou analyzu) a imunohistochemickou
subtypizaci pfitomnych zanétlivych ele-
mentl. U nékterych nadord je zplsob
hodnoceni standardizovan s definova-
nim presnych postupd, jinde vsak zpU-
sob hodnoceni ur¢en neni, coz limituje
interpretaci a klinické vyuziti ziskanych
dat. Rutinni vyuziti limituje i dostupnost
metodiky (resp. zejména v prFipadé tzv.
imunoskore (immunoscore - 1IS) u kolo-
rektdlniho karcinomu (colorectal can-
cer — CRQ) jeji nedostupnost) a pfipadné
i jeji ndro¢nost (obrazova analyza, imu-

nohistochemické vysetfeni). 2. Prognos-
ticky vyznam - byt i je u vétsiny zkouma-
nych nador( tento vyznam v &asti studii
prokdazan, nadéle nejsou vysledky zcela
jednoznacné a existuji i studie, které ho
neprokdazaly (to vSsak muUze mit rlizné
pficiny diskutované nize, v¢etné nejed-
notné metodiky hodnoceni TIL). Klinicky
vyznam a realny dopad vysetieni je
v tomto ohledu problematicky. 3. Predik-
tivni vyznam - tento vyznam nabyva na
dllezZitosti zejména (avsak nejen) s ohle-
dem na imunoterapii — nadale vak plati,
Ze jde o prediktor ve fazi vyzkumu a pro
rutinni vyuziti v klinické praxi neni v sou-
¢asné dobé validovany.

V nésledujicim sdéleni jsou diskuto-
vany moznosti, limitace a soucasny i bu-
douci mozny klinicky vyznam hodnoceni
zanétlivé celulizace (TIL) u nejcastéjsich
solidnich nadord.

Maligni melanom

Prvni prace hodnotici prognosticky vy-
znam pritomnosti zanétlivé celulizace
u MM byla uvefejnéna jiz v roce 1981 [3].
O néco pozdéji definoval Clark et al me-
todiku hodnoceni pfitomnosti TIL s dé-
lenim na 3 stupné - absent, non-brisk,
brisk, pficemz posledni dvé katego-
rie lze jesté délit na periferni (infiltrat
pouze v periferii nddoru) a difuzni (infil-
trat v celém rozsahu nadoru) [4]. Jedna
se 0 zpusob hodnoceni, ktery je dosud
pouzivan nejcastéji a odkazuji se na néj
i vSechny hlavni guidelines, podle kte-

rych by hodnoceni TIL mélo byt u MM
standardni soucasti bioptického vyset-
feni (The Royal College of Pathologists
(UK), The Royal College of Pathologists of
Australasia, College of American Patho-
logists — ICCR). Metodika hodnoceni
podle Clarka et al vykazuje vysokou re-
produkovatelnost, neni viak optimalni.
Mezi hlavni problémy patfi zejména:
1. heterogenita skupiny non-brisk (za-
hrnujici pfipady se zcela minimalni in-
filtraci i pfipady s vyraznou, nikoliv viak
difuzni infiltraci, kterd m{Zze postihovat
desitky procent objemu nadoru); 2. exi-
stence kategorie periferni brisk, kterd
zejména u velkych nadord nezohled-
nuje redlny rozsah infiltrace s ohledem
na procentudlni vyjadreni (které je u vel-
kych nador malé); 3. absence hodno-
ceni stromdlnich a perifernich TIL.

Snaha je tedy o nalezeni jiného zpu-
sobu hodnoceni s vyssi vypovédni hod-
notou. V poslednich letech bylo uvefej-
néno nékolik studii vyuzivajicich nové
semikvantitativni pfistupy, které uve-
dené nevyhody do urcité miry fesi [5-7].
Pro jejich praktické vyuziti by viak bylo
nutné vétsi rozsifeni a,,naprahovani” vy-
sledkG do prognosticky vyznamnych
skupin.

Literarni data jsou s ohledem na pro-
gnosticky vyznam hodnoceni TIL u MM
nejednoznacnd. Studie pouzivajici hod-
noceni podle Clarka et al maji rozpo-
ruplné vysledky, u vétsiny se prognos-
ticky vyznam pfitomnosti TIL prokazal,
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jiné v3ak tento vyznam neprokazaly ¢i jej
prokazaly pouze pro urcité hodnocené
parametry [8,9]. Mezi tyto studie patii
napf. prace Burtona et al (515 pacientdl),
ktefi prokazali prognosticky vyznam TIL
s ohledem na postizeni sentinelové uz-
liny (sentinel lymph node - SLN), ne-
prokazali vSak nezdvisly vyznam TIL
pro preziti bez pfiznakd (disease-free
survival — DFS) a celkové preziti (over-
all survival — OS) [10]. Vysvétleni téchto
diskrepanci je pravdépodobné multi-
faktorialni, zahrnuje zejména pouzitou
metodiku hodnoceni, slozeni souboru
a v neposledni fadé i faktory zahrnuté
do multivariantni analyzy. Napftiklad
v jiz zminéné studii Burtona et al, ktera
neprokdzala prediktivni vyznam TIL pro
DFS a OS, sami autofi upozoriuji, ze
tento vyznam by byl prokazan v ptipadé
vylouceni stavu SLN z multivariantnich
analyz.

Na vliv metodiky poukazuje stu-
die Saldanha et al (655 pacientl), ve
které autofi prokazali statisticky signifi-
kantni vyznam pfitomnosti TIL pro pre-
Ziti bez metastaz (metastasis-free sur-
vival — MFS), OS a specifické preziti pro
nemoc (disease-specific survival - DSS)
pouze pfi pouziti jimi navrzeného no-
vého systému hodnoceni [7]. Pfi pou-
Ziti metodiky podle Clarka et al bylo v je-
jich studii statisticky signifikantni pouze
preziti bez melanomu, nikoliv vsak DSS
a 0s.

Na dosud asi nejvétsim publikova-
ném souboru citajicim 1 865 pfipadl
byla prokézana korelace mezi rozsahem
(grade) TIL a rizikem postizeni SLN (pfi
metodice hodnoceni pouZivané v rdmci
Melanoma Institute Australia s déle-
nim na 4 stupné podle rozsahu a den-
zity zanétlivé infiltrace) [5]. V této studii
byl také prokazan prognosticky vyznam
TIL s ohledem na OS a riziko recidivy
(grade TIL byl tfeti prognosticky nej-
silnéjsi faktor — za Breslowovym skore
a ulceraci — s ohledem na preziti bez re-
cidivy onemocnéni (recurrence-free sur-
vival — RFS), s ohledem na DSS se jednalo
o slabsi, avsak statisticky vyznamny pro-
gnosticky faktor).

Studie Parka et al, pfi které byla pou-
Zita modifikace skérovaciho systému
pouzitého pfi analyze TIL u MM ze studie
TCGA (The Cancer Genome Atlas), klasi-

fikovala MM (177 pacientt) podle lym-
focytérniho skére (lymphocyte score —
LS) v jednotlivych kompartmentech
(tumor/okoli néddoru) [6,11]. Prognos-
ticky vyznam s ohledem na DFS ¢&i OS
se nepodafilo prokazat, pouze ve sku-
piné akralné lentiginézniho melanomu
(80 pacientl) byla pfitomnost vysokého
LS v obou kompartmentech spojena
s delSim DFS.

Z uvedeného vyplyva, Zze hodnoceni
prognostického vyznamu TIL je u MM do
urcité miry diskutabilni a narazi na né-
kolik problému, které jsou z¢asti meto-
dického razu. Hodnoceni TIL by v3ak dle
guidelines mélo byt soucasti kazdého
bioptického vysetieni MM. Toto hodno-
ceni by mélo byt na pracovisti standar-
dizované a v ndlezu by mél byt uveden
zpUsob, dle kterého bylo provedeno -
podle soucasnych doporuceni by se
i pfes uvedené limitace mélo hodno-
tit podle Clarka et al, nicméné uvedeni
skérovani TIL i podle nékterého z al-
ternativnich semikvantitativnich zpU-
sobl ¢i navrhovaného jednotného ské-
rovaciho postupu pro solidni nadory
(viz nize) muze pfinést dodatecné infor-
mace. Nutné jsou vsak dalsi studie za-
méfené na metodicky aspekt a srovnani
prognostického vyznamu piitomnosti
TIL a u semikvantitativnich systému je-
jich pfesné ,naprahovani” se snahou
o vytvofeni prognosticky co nejvice re-
levantnich skupin.

Byt i literarni Udaje jsou limitované,
hodnoceni TIL se zda mit u MM i pre-
diktivni vyznam, v jedné préci spojeny
zejména s vyskytem CD8+ lymfocytl
v invazivnim okraji v periferii nddoru
a v pfilehlém stromatu [12].

Kolorektalni karcinom
Role tumor infiltrujicich lymfocytl u CRC
je pfedmétem intenzivniho studia jiz
vice nez 10 let. Jednim z nejvyznamnéj-
sich pozorovani je fakt, ze klinicky pra-
béh onemocnéni se muze signifikantné
lisit i mezi pacienty s onemocnénim ve
stejném stadiu a hodnoceni TIL se zd4
byt markerem, ktery umoznuje s ohle-
dem na prognézu presnéjsi stratifikaci
pacient nez TNM klasifikace [13-17].
Asi nejznaméjsi je u CRC koncepce IS.
Stanoveni IS je zaloZzeno na hodnoceni
denzity dvou lymfocytarnich populaci

(CD3+, CD8+ nebo CD45R0+) a jeji kvan-
tifikace pomoci obrazové analyzy pro
dvé presné vymezené oblasti daného
nadoru - centrum (centre — CT) a inva-
zivni okraj (invasive margin - IM) [13].
Na zakladé stanovenych denzit je poté
vyhodnoceno celkové skore, které saha
od IS 0 (nizka denzita obou typa lymfo-
cytl v obou hodnocenych oblastech) az
po IS 4 (vysoka denzita obou typ0 lym-
focytl v obou hodnocenych oblastech).

Prvni poznatky v této oblasti a samot-
nou metodiku stanoveni IS publikovali
Galon et al, ktefi zjistili, Ze karcinomy
s vysokou denzitou T lymfocytd vyka-
zuji nizsi pravdépodobnost diseminace
do lymfovaskularnich a perineurélnich
struktur a do regionadlnich lymfatickych
uzlin [13]. Na zékladé kombinovanych
analyz pfitomnost TIL korelovala s pfi-
znivéjsi prognézou bez ohledu na lo-
kalni rozsah tumoru a postizeni lymfa-
tickych uzlin (stadia I, Il a Ill). Naopak,
slaba lokalni imunitni odpovéd korelo-
vala se Spatnou prognézou - a to i v pfi-
padé pacientll s minimalné invazivnimi
nadory (stadium ). Pro nadory v ¢as-
nych stadiich (TNM I-Il) dosla k obdob-
nym zavérlm i dali studie, ve které au-
tofi demonstrovali signifikantni rozdily
v celkovém preziti a relapsu onemoc-
néni u pacientd s rozdilnymi hodnotami
imunoskoére [18].

Imunoskoére je také statisticky sig-
nifikantnim nezavislym kritériem pro
DFS a OS, coz dale podporuje pfedpo-
klad, Ze jeho prognostickd hodnota je
v porovnani se samotnou TNM klasifi-
kaci vys$si [19]. Pfi zkombinovani imu-
noskére s klasickymi klinicko-patologic-
kymi parametry zlstéva z hlediska DFS
a OS signifikantni pouze stanoveni po-
méru poctu pozitivnich lymfatickych
uzlin k celkovému poctu vysetfenych
uzlin [20].

Mozné vyuziti upraveného IS v ru-
tinni praxi se oviem netyka pouze jeho
prognostického vyznamu u resekat(,
ale ma vyznam i u diagnostickych bio-
psii. Jedna z recentnich praci prokazala
infiltraci CD8+ ¢i CD45R0O+ T lymfocyty
u predoperacnich biopsii jako spoleh-
livy nezavisly prognosticky marker, ktery
je asociovany s ptiznivym OS po resekci
(nezdvisle na TNM stadiu a pooperacni
terapii) a predikuje lokalné méné pokro-
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¢ily nddor spole¢né s absenci uzlinovych
metastaz a lymfovaskularni invaze [21].
Naopak nizka denzita CD8+ T lymfocytl
byla spojena s vysokym rizikem pokroci-
Iého nadorového onemocnéni.
Prediktivni potencidl IS byl do soucasné
doby studovan pouze v nékolika studiich,
zda se vsak, Ze hodnoceni TIL by mohlo
byt vyznamné i v tomto sméru. Napfi-
klad studie publikovana Morrisovou et al
udava delsi celkové preziti u pacientt
s TIL, ktefi obdrzeli adjuvantni chemote-
rapii zalozenou na 5-fluorouracilu [22].
Obdobné pii hodnoceni predoperac¢nich
biopsii u pacientl vs karcinomem rekta
(rectal carcinoma - RC), ktefi podstoupili
pCRT, dominovala vysoka infiltrace CD3+
T lymfocyty u skupiny pacient(, ktefi na
neoadjuvantni terapii odpovédéli pfi-
znivé (72 %). Naopak u pacient(, ktefi
byli klasifikovani jako non-respondenti
k neoadjuvantni terapii, vykazovalo 63 %
biopsii nizkou denzitu infiltratu [20]. Hod-
noceni miry imunitniho infiltrdtu v bio-
psiich by tak mohlo byt jednim z nastrojt
predikce pacientovy odpovédi na neoad-
juvantni terapii.

Jind studie se zabyvala jaternimi me-
tastdzami CRC, kdy vysokd denzita
CD3+, CD8+ a granzym B+ lymfocyt
v invazivnim okraji byla prediktivni pro
prodlouzené RFS u pacient(l 1é¢enych
konvencni chemoterapii ¢i chemote-
rapii v kombinaci s cetuximabem ¢i
bevacizumabem [23].

Vzhledem k potencidlnim benefi-
tam zarazeni IS do rutinni praxe a urcité
snaze o vytvoreni nové komponenty kla-
sifikace CRC, ktera by se tak prejmeno-
vala na TNM-l (TNM-Immune), probiha
od roku 2012 mezinarodni valida¢ni stu-
die [24]. Tento systematicky pfistup k va-
lidaci je zastfeSen pracovni skupinou The
Worldwide Immunoscore Consortium,
kterd zahrnuje 23 center v 17 zemich
(v¢. CR) a > 3 000 pacientd. Cely uvedeny
systém IS je koncepci zaloZen na vysoce
standardizovaném testovani a prahovani,
které vsak neni volné dostupné. Prognos-
ticky vyznam hodnoceni TIL u CRC v3ak
prokazaly i dalsi studie vyuzivajici alterna-
tivnich zpasobl hodnoceni.

Zaludek
Pfitomnost TIL byla u karcinomu Za-
ludku hodnocena ve vice studiich, ¢asto

i s imunohistochemickou subtypizaci
pfitomnych elementd. Publikované vy-
sledky svédc¢i pro fakt, Ze zejména vy-
sokd pfitomnost CD3 a CD8 T lymfo-
cytl predstavuje pfiznivy prognosticky
faktor [25]. Diskutabilni je role CD4+,
CD25+ a FOXP3+ regulacnich T lymfo-
cytd, kde jsou vysledky nesourodé, a ob-
jevuji se jak zavéry oznacujici jejich vy-
sokou denzitu za negativni prognosticky
faktor predikujici horsi OS [26], tak z&-
véry, které naopak svéd¢i o pozitivnim
prognostickém vyznamu [26-28].

Pro karcinomy Zaludku je charakteri-
sticka castd asociace s infekénimi one-
mocnénimi (Helicobacter pylori, Epstein-
-Barr virus — EBV) a s mikrosatelitovou
instabilitou [2]. Karcinom zaludku aso-
ciovany s EBV byl dokonce v roce
2014 oznacen za Ctvrty samostatny mo-
lekuldrni podtyp, ktery je charakterizo-
vany amplifikaci PD-L1 a lepsi progné-
zou [29]. Tato studie dale také ukazuje, Zze
karcinom zaludku asociovany s EBV in-
fekci vede k vyssi mobilizaci T lymfocyt(
do mista nddoru, coz by mohlo vysvét-
lit lepsi vysledky u pacientl s EBV+ kar-
cinomem v porovnani s pacienty EBV-.
Prace publikovana Daiem et al k tomuto
dale dodava, ze z jimi vysetfovanych
97 vzorku karcinomu Zaludku bylo téméf
10 % vzorkd EBV+ a tyto vzorky také vy-
kazovaly nejen vysokou PD-L1 expresi,
ale i vysokou denzitu TIL [30]. Obdobné
vysledky vychézeji také z fady dalSich
studii a naznacuji, Ze vysoka denzita TIL
predstavuje nezavisly pozitivni prognos-
ticky marker a jeji asociace s pozitivitou
PD-L1 by mohla fadit tyto pacienty mezi
skupinu profitujici z anti-PD-1/PD-L1 te-
rapie [31-33]. Prognosticky vyznam TIL
u karcinomU asociovanych s EBV byl re-
centné potvrzen i dalsi praci, ktera navic
rozdéluje tyto karcinomy do tfi histolo-
gickych podtypl - lymphoepithelioma-
-like carcinoma, carcinoma with Crohn’s
disease-like lymphoid reaction, kon-
vencni typ adenokarcinomu - a udava,
Ze nejlepsich vysledkd dosahuji pacienti
s lymphoepithelioma-like podtypem in-
filtrace, ktefi vykazuji signifikantné delsi
OS a DFS v porovnani s ostatnimi dvéma
podtypy [34]. Obecné hodnoceni stro-
malnich a intratumorélnich TIL déle uka-
zalo, Ze stromdlni TIL pozitivita byla sta-
tisticky vyznamné spojena s delSim RFS

a DFS, ale jiz ne s OS, zatimco intratu-
moralni TIL nedosahovaly statistické vy-
znamnosti. Histologicka subklasifikace
karcinom spole¢né s pfitomnosti TIL by
tak mohla byt pouzita jako prognostické
faktory pro RFS a DFS u pacientl s EBV
asociovanym karcinomem Zzaludku ¢i
mikrosatelitni nestabilitou (microsatel-
lite instability — MSI) high karcinomd.

Pankreas

Bohaté desmoplastické stroma predsta-
vuje jednu ze zdkladnich charakteristik
duktalniho karcinomu pankreatu a fada
studii potvrzuje, Ze role aktivovaného
stromalniho mikroprostfedi ma zasadni
vliv na agresivitu tumoru a jeho odpo-
véd' na terapii [35,36]. Pfiznivy prognos-
ticky vyznam vysoké denzity TIL byl de-
monstrovan pro nékolik jejich podtypd,
pfedeviim CD4+, CD8+ T lymfocyty
a M1 intratumoralni makrofagy [37].
Toto slozeni imunitniho mikroprostiedi
je také spojeno s méné pokrocilymi TNM
stadii a mensim rozsahem nadorové in-
vaze v dobé diagnézy [32,38]. Naopak
pfitomnost cetnych tumor infiltruji-
cich makrofagl, M2 makrofag(, neutro-
fild a pomér Treg/CD4+ jsou asociované
s krati dobou celkového preziti [37].

Jatra

Rada recentnich praci poukazuje na
pozitivni prediktivni vyznam vysoké
denzity CD3+, CD4+ a CD8+ TIL, které
jsou zpravidla lokalizované intratu-
moralné. Jejich pfitomnost je spojena
se signifikantné del3$im OS, nizsim po-
¢tem rekurenci béhem 5 let a prodlou-
Zenym RFS [2,32,39,40]. Pfi korelaci
denzity CD3+ a CD8+ T lymfocytl s ex-
presi PD-L1 je uvadény pozitivni vztah
a PD-L1 se tak podili na predikci niz-
$iho poctu rekurenci a prodlouzeného
RFS [39,41]. Jina studie se zabyvala ko-
relaci vysoké denzity CD8+ TIL s expresi
IL-2, pficemz pacienti s IL-2 pozitivnimi
nadory vykazovali signifikantné delsi
OS [32]. Exprese IL-2 se tak objevuje jako
dalsi prognosticky biomarker (potvrzeny
v uni- i multivariantnich studiich) neza-
visly na stadiu tumoru. Odlisné zavéry
pro expresi PD-L1 uvadi Chang et al, v je-
jichZ praci predstavovala vysoka exprese
PD-L1 nezévisly negativni prognosticky
faktor s ohledem na DFS a byla spojena
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s lokélné vice pokrocilym nadorem, vas-
kularni invazi, nddorovou embolizaci
a vyssimi preoperativnimi hodnotami
sérového alfa-fetoproteinu (AFP) [42].
Ostatni studované biomarkery zahrnuji
zejména Treg lymfocyty, kdy nékolik
praci potvrzuje pfitomnost intratumo-
ralnich Treg lymfocytu jako negativni ne-
zavisly prognosticky faktor, ktery navic
koreluje s vétsi velikosti primérniho tu-
moru [43]. Naopak infiltrace B lymfo-
cyty spole¢né s cytotoxickymi T lymfo-
cyty je u pacientd spojena s progndzou
pfiznivéjsi [44].

Prs

Prognosticky pozitivni vyznam pfitom-
nosti TIL byl u karcinomu prsu potvr-
zen ve vice studiich, a to bez ohledu na
typ nadoru. Bylo prokézano, ze vyssi in-
tenzita lymfocytdrniho infiltrdtu byva
pfitomna zejména u tzv. triple nega-
tivnich a HER2+ nador(, ve 20 %, resp.
v 16 %, oproti karcinomdm estrogen
pozitivnim, kdy byva pfitomna asi jen
v 6 % [45]. Prognosticky a i potencialné
prediktivni vyznam TIL u ¢asnych stadii
triple negativnich a HER2+ karcinom{
byl ndsledné potvrzen i v dalsi pomérné
recentni studii, kde se diskutuje i pre-
dikce odpovédi na imunoterapii check-
point inhibitory a adjuvantni i neoad-
juvantni chemoterapii [46]. V roce
2016 dvé velké metaanalytické a prehle-
dové studie prokdzaly, Ze pozitivni aso-
ciace vyssi hladiny TIL s DFS a OS plati
pouze pro triple negativni a HER2+ kar-
cinomy, nikoli pro karcinomy estrogen
pozitivni [47,48].

Prediktivnim vyznamem TIL pro neo-
adjuvantni a adjuvantni chemoterapii se
zabyvalo hned nékolik klinickych studii.
Naptfiklad Denkert et al prokazali TIL jako
nezavisly prognosticky faktor odpovédi
na neoadjuvantni chemoterapii [49]. Po-
sléze se pfi analyze primarnich prsnich
karcinomu s pozitivni lymfatickou uz-
linou (u triple negativnich karcinoma)
zjistilo, ze kazdy 10% narUst intratumo-
réznich a stromalnich TIL je asociovan se
17%, resp. 15% poklesem rizika relapsu
a s 27% a 17% snizenim rizika smrti, a to
bez ohledu na typ uzité chemotera-
pie [50,51]. Tyto vysledky byly potvrzeny
dalSimi studiemi, kde byl u triple nega-
tivnich a HER2+ karcinomi s kazdym

10% zvysenim TIL prokdzan pokles DFS
(11-14 %) a snizeni rizika umrti (cca o
17 %) [45,52,53]. | pfitomnost v rezidual-
nim nadoru po neoadjuvantni terapii je
spojena s lepsi prognézou [54].

Z hlediska lokalizace TIL bylo pfi samo-
statném hodnoceni intratumordéznich
i stromalnich TIL ve velkych prospek-
tivnich i retrospektivnich studiich do-
sazeno obdobnych vysledkd, nicméné
v multivariantnich modelech se ukazuje,
Ze hodnoceni intratumoréznich lymfo-
cytl nejspise nepfindsi dalsi prognos-
ticky pfinosnou informaci [51,55]. Z to-
hoto ddvodu se u prsnich karcinom
v soucasné dobé hodnoti pouze pfitom-
nost stromalnich lymfocytd a nikoli lym-
focyty intratumordzni. Nicméné fakt, ze
hodnoceni intratumoroéznich lymfocyt
v barveni HE (hematoxylin-eozin) mGze
byt v nékterych pfipadech zna¢né ob-
tizné, mohl v dlsledku vést k podhod-
noceni jejich vyznamu. V souc¢asné dobé
bézi prace zabyvajici se potencidlnim
vyznamem intratumoroéznich TIL a jejich
detekci s vyuzitim imunohistochemie
a/nebo obrazové analyzy [56].

Co se tyka imunofenotypizace infil-
tratu, ukazuje se, ze také muze kore-
lovat s prognézou. Napriklad pfitom-
nost FOXP3+ Treg je obecné asociovana
s horsdi prognézou a navic je hladina
Treg také spojena s dalSimi nepf¥izni-
vymi prognostickymi faktory, jako jsou
grade, metastazy v lymfatickych uzli-
nach, negativita estrogennich recep-
tord a pozitivita HER2 [57,58]. To ovsem
plati jen pro estrogen pozitivni nddory,
naopak u estrogen negativnich nadort
ma vyssi zastoupeni FOXP3+ Treg lym-
focytll prognosticky pfiznivy efekt ja-
kozto marker aktivni imunitni odpo-
védi [59]. Toho by se dalo terapeuticky
vyuzit, protoze je zndmo, Ze jak hormo-
nalni terapie, tak i cytotoxicka terapie
ma imunomodulacni Ucinky a nékteré
Iéky, napt. inhibitory aromatazy mohou
plsobit proti imunosupresivnimu efektu
estrogenl kupfikladu redukci poctu
Treg [60].

V soucasnosti také probiha rada
studii zabyvajicich se vyznamem
PD-1 a PD-L1 u TIL prsu jak z hlediska
imunoterapie PD-1/PD-L1 inhibitory, tak
z hlediska jejich vyuziti v neoadjuvantni
terapii, kdy se ukazuje, Ze exprese téchto

markerl je pravdépodobné asocio-
vana s lepsi odpovédi na neoadjuvantni
chemoterapii [61].

S ohledem na metodiku patfi v sou-
¢asné dobé karcinomy prsu mezi nddory
s nejlépe propracovanym systémem
hodnoceni TIL. Ve vy3e uvedenych stu-
diich byly v minulosti uzity rlzné me-
todiky skdrovani, pfesto bylo z hlediska
progndzy i predikce dosazeno obdob-
nych vysledk [62,63]. Z divod( sjedno-
ceni hodnoceni TIL u prsnich karcinom
byl roku 2013 pracovni skupinou Inter-
national Immuno-oncology Biomarker
Working Group navrzen a posléze schva-
leny guidelines, ktery standardizuje me-
todiku hodnoceni TIL [64]. Vyhodou je,
Ze se vychazi pouze z barveni HE [49].
Hodnoti se pouze stromalni lymfocyty,
konkrétné celkovy procentudlni rozsah
denzity lymfocytarni infiltrace stromatu
v oblasti vymezené hranicemi invaziv-
niho nadoru. Klinicky relevantni cut off,
ktery by rozdélil nddory na TIL+ a TIL-,
vSak dosud nebyl stanoven.

Hodnoceni TIL déle narazi na problém
nadorové heterogenity, kterd maze hod-
noceni komplikovat, ale v téchto pfipa-
dech se doporucuje spise celkové zhod-
noceni nez uvadéni procentudlniho
zastoupeni TIL v hot spotech [64].

Duktalni karcinom in situ

V pfipadé duktalniho karcinomu in situ
(ductal carcinoma in situ — DCIS), kte-
rému bylo doposud vénovano méné
pozornosti, se ukazuje, ze TIL prav-
dépodobné nemaji prognosticky vy-
znam, ale jsou &astéji asociovany s urci-
tymi klinicko-patologickymi znaky, jako
jsou grade, komedo nekrézy, HER2+
a vék [53]. Dalsi prace se zabyvaly imu-
nofenotypizaci lymfocytérniho infiltratu,
vyznamem pfitomnosti CD68+ makro-
fagh a dalsimi, nicméné ke zhodnoceni
potencialniho efektu TIL u DCIS bude
potieba dalsi vyzkum [65].

Zensky genital

Ovaria

Prognosticky vyznam hodnoceni TIL
v naddorech Zzenského genitélniho sys-
tému byl nejlépe prostudovan u karci-
nomU ovaria, nicméné jednotné stan-
dardizované hodnoceni TIL v této oblasti
dosud neexistuje. Prvni studie, ktera pro-
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kazala vyznam TIL v ovarialnich karcino-
mech jako prognosticky priznivy faktor
pro PFS a OS, je z roku 2003 [66]. Z&-
véry této studie byly podpofeny dal-
$imi pracemi a metaanalyza deseti
praci prokazala, Ze absence TIL v ova-
ridlnich karcinomech je bez ohledu na
jejich typ asociovana s horsi progné-
zou [67]. Na druhou stranu se v3ak ob-
jevily i studie, které prognosticky pfinos
TIL neprokazaly [68,69].

Nékolik praci se zabyvalo i vyznamem
TIL ve vztahu k neoadjuvatni chemote-
rapii [70,71]. Ukazuje se, Zze pocet TIL se
u primarné TIL+ nador( po neoadju-
vantni chemoterapii zvysuje a kromé
toho mohou tyto lymfocyty exprimo-
vat CTLA-4, PD-1 a PD-L1, a mohly by
tedy byt potencidlné imunoterapeu-
ticky ovlivnitelné [70,72]. Toho by se
dalo v budoucnu vyuzit zejména u po-
krocilych inoperabilnich nador(, kde by
mohla chemoterapie ,nabudit” imunitni
odpovéd, coz je ovsem mozné pouze
u nadorq, ve kterych byly priméarné TIL
pfitomné [72]. Nutné jsou vsak dalsi
studie.

Vys$si pocet TIL byl také prokdzan
u BRCAT mutovanych nador0 (ovaria
i prsu) a u high grade seréznich karci-
nomu jsou TIL dokonce povazovany za
jedno z histologickych kritérii predikce
pfitomnosti BRCAT mutace [73,74].
U BRCA2 mutovanych nadorl jsou vy-
sledky rozporuplné [74-76].

Co se tykd metodiky hodnoceni TIL,
u ovarialnich karcinomi byly hodno-
ceny pouze intratumordzni lymfocyty —
vétsina studii zdUraznuje pozitivni
prognosticky vyznam intraepitelidiné lo-
kalizovanych lymfocytt [77,78] a pouze
ve dvou studiich byl oproti tomu proka-
zan pozitivni prognosticky vyznam stro-
malnich lymfocytd [79,80]. Metodika
praci byla zna¢né nejednotnd, lymfocyty
byly pocitany jak manualné, tak meto-
dami digitaIni analyzy, byly uzity rdzné
hranice pozitivity, lisil se i pocet zornych
poli a velikost zvétseni [78]. Kromé den-
zity a lokalizace se fada studii také za-
byvala imunofenotypizaci infiltratu, se
snahou zjistit prognosticky vyznam jed-
notlivych subtypd T lymfocytd a inter-
akci mezi T lymfocyty a epitelidlnimi
bunkami. Nékteré prace prokazaly pozi-
tivni korelaci s prognézou u CD8+ lymfo-

cytd oproti CD3+ lymfocytlm (v¢. CD8+,
granzym+ nebo TIA-1+), v dalSich po-
pulacich (Treg lymfocyty) vsak byly vy-
sledky rozporuplné [67,81,82]. Dalsim
prognosticky pfiznivym faktorem se
ukazuje byt i pfitomnost stromalnich
B lymfocytl a plazmatickych bunék,
ktera ukazuje na dulezitost interakce
mezi T a B lymfocyty a naznacuje, ze je
treba brat do Uvahy i stromalni infiltraci
a neomezovat se pouze na intraepite-
lialni komponentu [83,84].

Endometrium

V oblasti karcinomd endometria dosud
nebyla provedena vétsi studie, kterd
by se obecnéji zabyvala prognostic-
kym vyznamem TIL u viech nddoro-
vych typud. Vyzkum TIL byl donedavna
zaméren hlavné na MSI, kterd se vysky-
tuje u 10-20 % endometroidnich kar-
cinom(, at uz ve formé germinalnich
mutaci (Lynchdv syndrom), ¢i epigene-
tickych zmén. U endometroidnich kar-
cinomU s vys$si denzitou TIL jsou cas-
t&ji nachdzeny mutace MMR a kolektivu
autor( Shia et al se podafilo proka-
zat, ze vyssi pocet TIL a pfitomnost pe-
ritumoréznich lymfocytd jsou vyznam-
nymi prediktory MSI-H fenotypu téchto
nadord. U zvySeného poctu intraepi-
telidlnich TIL (s cut off 40 intraepitelial-
nich TIL na 10 zornych poli velkého zvét-
seni) byla prokdzana senzitivita predikce
MSI 85 % se specificnosti 46 % [85]. P¥i-
tomnost peritumordznich lymfocytl
sama o sobé ma senzitivitu predikce
MSI 54 % se specificnosti 76 %. Jejich
metodika byla pouzita i v naslednych
studiich [85,86]. Z vy3e uvedeného vy-
plyva, ze v karcinomech endometria se
nelze omezit pouze na hodnoceni intra-
tumoroéznich lymfocytd, ale zédsadni vy-
znam ma i hodnoceni peritumordznich
lymfocytd.

Recentni prace se zabyvalaTIL u endo-
metroidnich karcinom( s mutaci v genu
POLE (ultramutované), ktera se vyskytuje
asi v 7 % endometroidnich karcinoma.
Tyto nadory jsou kromé specifickych
histologickych znakd charakterizované
i vy$si denzitou TIL jak v epitelu, tak ve
stromatu [87,88]. Endometroidni karci-
nomy s vyssi denzitou intratumoréznich
lymfocytd (tedy i MSI a POLE mutované
nadory) jsou povazovany za nadory s pfi-

znivéjsi prognézou [89-91]. O objasnéni
se pokusilo nékolik studii, kde autofi na-
vrhuji vysvétleni, ze nadory s vysokym
poctem mutaci nejspiSe generuji vyssi
pocet neoantigend, a proto se v nich
také vyskytuje vyssi pocet CD3+ lymfo-
cytlh (Howitt et al, van Gool et al). Zaro-
ven byla v téchto typech nadoru zjisténa
i vy3si exprese PD-L1 a v soucasné dobé
jsou zkoumany moznosti imunoterapeu-
tického ovlivnéni téchto typl nadorq,
s prvnimi slibnymi vysledky ve skupiné
MMR mutovanych karcinoma [92-94].

Z hlediska imunofenotypu a lokalizace
jednotlivych populaci T lymfocytl byl
u endometroidnich karcinomd prokazan
prognosticky vyznam intraepitelialnich
CD8+ (v¢. CD8+, PD-1+/CD103+) a stro-
malnich CD3+ lymfocytd [90,95,96].
Oproti tomu Treg lymfocyty jsou asocio-
vany naopak s prognézou Spatnou [97].

Plice

V nemalobuné¢nych karcinomech plic
(non-small cell lung cancer — NSCLQ),
bez ohledu na podtyp (skvamocelularni
¢i adenokarcinom), bylo imunitni mik-
roprostredi podrobné zkoumano, pro-
toze hraje vyraznou ulohu v patofyziolo-
gii plicni kancerogeneze. Obdobné jako
v pfipadé MM je pfitomna vysokd mu-
tacni zatéz a soucasné je zfejma dobra
odpovéd na lé¢bu tzv. checkpoint inhibi-
tory. Ve velké vétsiné pfipadl je v nddo-
rovém mikroprostiedi pfitomna vyrazna
pfimés TIL, které se jesté déli na intratu-
morové a stromalni. TIL jsou zastoupeny
ve velké vétsiné T lymfocyty, makrofagy
a dendritickymi burikami. V metaana-
lytické studii shrnuli Zeng et al, Ze zvy-
Seny pocet CD8+, CD3+ a CD4+ ma pro-
gnosticky vyznam s ohledem na délku
celkového preziti i riziko recidivy, ob-
dobné jako pomér FOXP3/CD3 [98,99].
Vyznam B lymfocytl u NSCLC neni zatim
stale jasny, nicméné jejich vysoka den-
zita v okoli i ve vlastnim nadoru pozi-
tivné korelovala s délkou celkového
preziti [99].

V soucasné dobé nejsou v rutinni
praxi pravidla pro skérovani jednotli-
vych podtypu TIL zavedena, i kdyZ bylo
navrhovano zahrnuti systému IS obdob-
ného charakteru jako u CRC. Kromé poci-
tani imunitnich bunék v ramci bézného
barveni existuji prace zaloZzené na se-
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mikvantitativni analyze pfitomnosti TIL
s vyuzitim specidlnich metod v¢. imu-
nohistochemie a fluorescence. V rdmci
jednotlivych studii se v3ak casto lisi re-
producibilita a interobservaéni variabi-
lita, a rutinni vyuzitelnost analyz k dia-
gnostice ¢i prognostické stratifikaci je
tak omezena.

Nejpfesnégji definovana kvantifikace
TIL je soucdsti vyhodnoceni exprese
PD-L1 pomoci klonu SP142 anti-PD-L1
protilatky, ktera bude podminkou k indi-
kaci nového checkpoint inhibitoru ate-
zolizumabu. V tomto pfipadé je meto-
dika pomérné jednoznacna, definice
PD-L1 pozitivity je definovana (v pfipadé
nedostacujici pozitivity nddorovych
bunék, tzn. < 50 %) jako = 1 % imunit-
nich bunék exprimujicich PD-L1. V pfi-
padé NSCLC je exprese PD-L1 dale strati-
fikovana na 4 kategorie IC0-IC3, pficemz
hranice mezi ICO a IC1 je = 1 % imunit-
nich bunék z celkové plochy hodno-
ceného vitalniho nadoru (IC2 je = 5 %,
IC3 = 10 %). Zatimco v3ak PD-L1 pozi-
tivita nddorovych bunék je pomérné
dobfe reprodukovatelna, v pfipadé
hodnoceni pozitivity PD-L1 na TIL stale
existuji velké interobservaéni rozdily
a v nékterych studiich je mira shody
hodnoticich patologli velmi nizka [100].
Navic v tomto pfipadé hodnoceni neroz-
lisSuje mezi stromalnimi a intratumoro-
vymi TIL. Protilatka téz znaci smés lym-
focytd, makrofagl, dendritickych bunék
i granulocytu.

Mezoteliom

Vyznam TIL u maligniho mezoteliomu
(zejména pleury ci peritonea) neni zcela
jasny, pfedevsim s ohledem na relativné
nizkou prevalenci, i kdyZ poznatkl o vy-
znamu TIL recentné pribyva. Zatim lze
predpokladat negativni korelaci mezi
pfitomnosti stromalnich TIL a délkou cel-
kového preziti [2].

Urotelialni karcinom

Vyznam vlivu imunoterapie u urotelil-
niho karcinomu mocového méchyie
(urothelial carcinoma of the bladder -
UCB) je podlozen jiz zavedenou a intra-
vezikalni BCG terapii. Ta analogicky jako
Mycobacterium tuberculosis (MTB) v pli-
cich indukuje Th1 fizenou cytotoxic-
kou odpovéd se zvysenim poctu CD3+,

CD4+ a CD8+ lymfocytl aktivaci makro-
fagl a se vznikem epiteloidnich granu-
lom{, kterd vede k regresi nddorové po-
pulace. Kvantita a typ TIL maji v pfipadé
UCB prognosticky i prediktivni vyznam.
Zvyseny pocet s nddorem asociovanych
makrofagd maze byt spojen s nepfizni-
vou progndzou po aplikaci intravezikalni
BCG terapie, pficemz zvy3eny pocet
CD4+ a GATA3+ T bunék byl spojen s pfi-
znivéjsi prognézou [101].

Zavéry publikovanych studii zaby-
vajicich se kvantifikaci a typizaci TIL
vsak nejsou zcela jednoznacné a nékdy
jsou i v rozporu — v pfipadé povrcho-
vych UCB (Tis ¢i T1 kategorie) byla pfi-
tomnost CD3+, CD8+ a FOXP3+ aso-
ciovéna s dobrou i $patnou prognézou,
nicméné je zde predpoklad, Ze dobrou
vypovédni hodnotu muize mit pomér
mezi T efektorovymi a Treg burikami,
resp. FOXP3/CD3 a FOXP3/CD8 pomér
[102], kdy se zd4, ze vyssi podil Treg
(FOXP3+) koreluje s horsi prognoézou.
Pomér CD8+/Treg (CD25+) mél i predik-
tivni vyznam pro systémovou lécbu pla-
tinovymi derivéty [103].

| v pfipadé UCB je kvantita TIL sou-
Casti protokolu na vyhodnoceni exprese
PD-L1 (klon SP142) a i zde plati, ze zvy-
Seny podil (< 1 %, resp. 5 %) PD-L1+ TIL
je spojen s pfiznivéjsi prognézou i odpo-
védi na lé¢bu PD-L1 inhibitory (atezoli-
zumab v pfipadé SP142).

Prostata

Pro adenokarcinomy prostaty (pro-
state cancer — PCa) je typicka relativné
nizka az prakticky nulova imunitni od-
povéd, a to i pres hypotézy, které davaji
vznik karcinomu prostaty do souvislosti
s chronickym zéanétem.V PCa jsou TIL za-
stoupeny populaci CD8+, CD4+ a Treg
lymfocytl [2]. Jejich vyznam je zatim,
z prognostického i prediktivniho hle-
diska, spiSe nejisty. Vétsina studii nazna-
Cuje, ze zvyseny pocet TIL je asociovan
s nepfiznivou progndzou, recidivou one-
mocnéni a pfitomnosti metastaz, s ¢imz
kontrastuje vysledek studie, kde byl jak
vyrazné zvyseny, tak i vyrazné snizeny
pocet CD3+ TIL asociovan s kratsi dobou
do biochemické recidivy [2]. Navic bylo
prokazano, ze antiandrogenova lécba
ma za nasledek zvyseni poctu CD4+
a CD8+TIL [104].

Renalni karcinom

Nejvice zastoupenymi TIL v karcino-
mech z renélnich bunék (renal cell car-
cinoma - RCC) jsou CD4+, CD8+, Treg,
NK bunky (natural killer cells) a mino-
ritné také B lymfocyty. Zvyseny pocet
TIL, zejména CD4+ a CD8+ T lymfocytl
a jimi zvysend exprese CD69, je u RCC
a zejména u RCC ze svétlych bunék aso-
ciovan s vysdim grade a nepfiznivou
prognézou [2,105]. Jiné studie vSak uka-
zaly, Ze zavisi na aktivité dané populace
T lymfocytd — zachovana proliferacni ak-
tivita CD8+ TIL byla spojena s lepsim cel-
kovym prezitim u pokrocilych RCC a zvy-
Seny pocet FOXP3+ Treg a CD4+, CD25+
a FOXP3- Treg byl spojen s nepftiznivou
prognézou. Komparativni analyza TIL
mezi primarnimi a metastatickymi lo-
Zisky RCC (studie v3ak nerozlisila pod-
typy RCC a méla celkem 4 sparované
pfipady) ukazala, Ze v metastazach je
nizsi denzita CD8+ lymfocytl a snizeny
pomér FOXP3+/CD8+ a zvySena ex-
prese PD-L1 [106]. | pres tyto konfliktni
vysledky studii je vyznam imunitni od-
povédi u RCC podloZzen moznym uzi-
tim imunoterapie u pokrocilych RCC
(IL-2, PD-1 inhibitor nivolumab; exprese
PD-L1 a jeji prognosticky a prediktivni
vyznam nejsou v soucasné dobé jasné).

Mozkové nadory

Centrdlni nervovy systém (central ner-
vous systém — CNS) ma vuci imunitnimu
systému specifické postaveni, které je
dano zejména existenci hematoence-
falické bariéry a absenci klasické lymfa-
tické drenaze. Pro ucely vyzkumu a hod-
noceni vyznamu TIL u nador CNS je
navic potfeba brat v potaz jejich odlis-
nou histogenezi.

V ptipadé gliomU jsou TIL pfitomny
spiSe v nizSim poctu, vétSinou perivas-
kuldrné ¢i pfi invazivnim okraji nadoru,
ktery je v3ak s ohledem na morfologicky
charakter zejména WHO G2-4 gliom{
v fadé pripadl prakticky nedefinova-
telny. Mezi nejpocetné;jsi TIL v gliomech
patfi rezidentni mikroglidIni bunky, peri-
ferni makrofagy, CD8+, CD4+, CD45R0+
a FOXP3+ T lymfocyty, NK bunky a gra-
nulocyty [107].TIL jsou zvy3ené zejména
u glioblastom se sarkomatioidni, epi-
telioidni, gemistocytarni ¢i obrovsko-
bunécnou diferenciaci. Pfesna prognos-

3516

Klin Onkol 2017; 30 (Suppl 3): 3510-3521




HODNOCENI ZANETLIVE CELULIZACE (TUMOR INFILTRUJICICH LYMFOCYTU) U SOLIDNICH NADORU

ticka data v3ak chybi a studie jsou ¢asto
zatizeny metodickymi rozdily v kvantifi-
kaci a typizaci TIL [2,108].

Analogickd situace je u meningiomd,
ve kterych jsou TIL obecné méné cetné,
nicméné u nékterych typl (napf. me-
ningiom bohaty na lymfocyty) jsou cet-
néjsi a nékteré studie prokazaly zvy-
Seny pocet TIL u atypickych a malignich
meningioml (WHO G2, resp. G3 me-
ningiomy). TIL jsou u meningiomu za-
stoupeny zejména CD3+, CD4+, CD45+
a CD20+ lymfocyty, NK burikami a mak-
rofagy; jejich presny prognosticky a pre-
diktivni vyznam je v3ak zatim nejasny [2].

Hodnoceni TIL v CNS ma tak v sou-
casné dobé potencial spise v ramci ana-
lyzy metastdz epitelovych nadord ¢i
MM. V ptipadé primarnich nadort CNS
je vyznam TIL a potencidlni imunote-
rapie zatim nejasny, nicméné i v tomto
pfipadé bézi fada klinickych studii se
zaméfenim na imunoterapii zejména
high-grade glioma [2].

Prediktivni vyznam hodnoceni TIL
Prediktivni vyznam TIL nabyva na aktual-
nosti predevsim v souvislosti s hledanim
novych prediktord odpovédi na terapii
imunitnimi checkpoint inhibitory. Nutné
je v8ak zminit, Ze TIL mohou mit predik-
tivni vyznam i u jinych lé¢ebnych moda-
lit (viz vy3e, napf. u karcinomu prsu je vy-
soky vyskyt TIL spojen s lepsi odpovédi
na neoadjuvantni chemoterapii; stejné
tak vyskyt TIL u jaternich metastaz CRC
predikuje lepsi odpovéd na chemotera-
pii a u MM je vyskyt TIL spojen s dobrou
odpovédi na terapeutické vakciny vyu-
Zivajici MEGEA3 (melanoma-associated
antigen 3) [109].

Odpovéd na imunoterapii (zejména
anti-PD-1/PD-L1) je v soucasné dobé
obecné obtizné predikovatelna. U né-
kterych nadorl nemame zadny predik-
tor (napf. MM, naddory mocovych cest).
U jinych nadorl (napt. NSCLC) Ize pouzit
stanoveni exprese PD-L1 - jedna se v3ak
o prediktor, ktery je velmi dynamicky
a s ohledem na predikci neni z vice di-
vod( optimalni (problematika stano-
veni exprese PD-L1 je viak nad rdmec
tohoto sdéleni). Obecné je snahou na-
Iézt dalsi markery, které by vedly k lepsi
stratifikaci pacientl s ohledem na pre-
dikovani odpovédi na imunoterapii,

v soucasné dobé zejména lé¢bu anti-
-PD-1/PD-L1. V tomto kontextu pfipada
v Uvahu napf. hodnoceni tzv. muta¢niho
loadu, neoantigend, vyskytu urcitych
genetickych zmén (mutace MHC1, NF-1,
interferonu y), exprese PD-L1 ¢i aberaci
PD-L1/PD-L2 na genetické urovni (napf.
amplifikace genu atd.). Pomérné per-
spektivnim prediktivnim markerem je
vsak pravé i hodnoceni TIL - ukazuje se,
ze nadory s pfitomnosti vysokého poctu
efektorovych T lymfocytd vykazuji lepsi
odpovéd na imunoterapii nez nadory
bez téchto lymfocyti [110,111].

Vlastni biologicky vyznam pfitom-
nosti zanétlivého infiltratu u solidnich
nadoru je daleko slozitéjsi a pouhd pfi-
tomnost zdnétlivych elementld sama
0 sobé muze reflektovat urcity stav imu-
nitni odpovédi proti nadoru (¢i jejiho
potencialu), jde vSak o parametr nedo-
konaly a s ohledem na komplexnost in-
terakci mezi nddorem a hostitelem ne-
dostatecny — imunitni interakce jsou
mj. ovlivnény stromalnim mikroprostfe-
dim, globalnim stavem imunity, antigen-
nimi vlastnostmi nddoru (neoantigeny,
nadorové antigeny, virové antigeny),
ale i faktory zevniho prostredi, strev-
nim mikrobiomem a v neposledni
fadé i typem bunécné smrti, resp. jeji
imunogenicitou [112-114].

Prediktivni vyznam TIL m{ize souviset
s faktem, jestli se efektorové T lymfocyty
dostanou do kontaktu s nddorovymi
burikami. Podle soucasné koncepce je
mozné nadory podle pfitomnosti a roz-
sahu TIL s ohledem na nadorovou imu-
nitu stratifikovat do tfi zékladnich
mune-inflamed) charakterizovana pfi-
tomnosti CD4 a CD8 T lymfocytl, mye-
loidnich a monocytoidnich bunék, které
jsou v pfimém kontaktu s nadorovymi
strukturami. Tento fenotyp svédci pro
pfitomnost protinadorové odpovédi,
ktera v3ak byla z néjakého divodu po-
tlacena (nejspiSe imunosupresivnim
prostfedim v oblasti nddoru). U pacientt
s timto fenotypem se nejcastéji vysky-
tuje odpovéd na imunoterapii. Nenf
viak vyjadfena vzdy a pfitomnost zanét-
livé infiltrace v nadoru je tedy nezbytna,
aviak sama o sobé nestaci. 2. Imunitné
vylou¢ena (immune-excluded) pro tuto
fenotypickou skupinu je typickad pfi-

tomnost hojnych zanétlivych elementd,
které viak nepronikaji do nadoru a jsou
lokalizovany v jeho okoli ¢i stromatu. Po
anti-PD-1/PD-L1 lé¢bé dochdzi k urcitym
znamkam aktivace T lymfocytd, nikoliv
vsak k jejich pronikani do nadorovych
struktur a odpovéd' na imunoterapii je
vzacna. 3. Opusténa (immune-desert)
charakterizovana absenci ¢i pouze mini-
v nadoru, jeho stromatu i okoli. Tento fe-
notyp pravdépodobné svédci pro ne-
pfitomnost preexistujici protinadorové
imunity [112]. V kontextu uvedeného
se hodnoceni TIL nabizi jako potencidlni
prediktivni marker, zda se vsak, Ze nutny
bude komplexni pfistup vyhodnocujici
vice parametrl (mutacni load, neoanti-
geny, exprese PD-L1 atd.), nikoliv jednot-
livy parametr izolované - zatim se vsak
nepodafilo nalézt algoritmus, ktery by
vyuziti v praxi umoznil.

SloZeni zanétlivého infiltratu je v ob-
lasti nddoru velmi heterogenni a kom-
plexni. Tento infiltrat zahrnuje elementy
podilejici se na normalni homeostaze,
ale i elementy podilejici se na vzniku
a progresi nadoru napt. tim, Ze potlacuji
imunitni odpovéd' [115]. VSechny tyto
elementy interaguji mezi sebou i s oko-
lim [116]. Nezastupitelnou roli hraji napf.
i normalni stromalni fibroblasty a sit
kolagennich vldken (prevence nadoro-
vého ristu), vaskularizace ¢i nddorové
stromalni fibroblasty (podpora progrese
nadoru) [117].

Zakladni roli ve vlastni protinadorové
imunité viak hraji T lymfocyty. V iniciani
fazi (priming) dochazi z naivnich T lym-
focytl ke vzniku efektorovych a pamé-
tovych T lymfocytud (z téch mohou vzni-
kat terminalné diferencované bunky,
jako jsou cytotoxické T lymfocyty).
V ¢asné fazi antigenni stimulace se nej-
prve jednd o sebeobnovujici kratkodobé
pamétové T lymfocyty — u lidi zatim ne-
potvrzenym predpokladem je, Ze toto
jsou bunky, které selektivné proliferuji
po PD-1 blokadé [118]. Pii dlouhodo-
béjsi stimulaci antigenem vsak dochazi
k negativni regulaci (napf. prostrednic-
tvim PD-1), ktera vede ke zvy3Sujicimu
se funkénimu vycerpani efektorovych
T lymfocytl [112]. Problematika téchto
interakci je dilezitd zejména s ohledem
na fakt, Ze u nékterych pacient(, ktefi
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podstoupi lé¢bu inhibitory PD-1/PD-
L1, je vyjadiena pouze ¢aste¢nd odpo-
véd - sice svéddici pro urcitou ucinnost
[é¢by, nicméné bez dosazeni Zddouciho
efektu v podobé kompletni eliminace
nadorové populace. Pficiny mohou byt
vicecetné (rozvoj alternativnich mecha-
nizm0 imunosuprese, ztrata dominant-
nich antigennich determinant nadoru,
vznik mutaci vedoucich k rezistenci) -
muze se vsak jednat i o zndmku nové na-
stavené rovnovahy mezi nadorem a hos-
titelem svédcici pro to, Ze kompartment
sebeobnovujicich pamétovych T lymfo-
cytl je pfilis maly a nestaci drzet tempo
s rGstem nadoru.

V tomto kontextu se nabizi podrob-
infiltratu se snahou o rozliseni a kvan-
tifikaci jednotlivych subtypl T lymfo-
cytd. Praci zabyvajicich se touto pro-
blematikou je pomérné velké mnozstvi
a vysledky jsou rozporuplné. Vzhledem
k rozdilnym vysledkdm z rlznych stu-
dii i u odlisnych typd nadoru je obtizné
presné definovat subtypy lymfocyti aso-
ciovanych s dobrou a Spatnou progné-
zou, nicméné obecné Ize fici, Ze ptitom-
nost cytotoxickych lymfocytl (CD8+),
pamétovych lymfocytd (CD45RO+),
Th1 lymfocyt, NK bunék, makrofagud
s M1 fenotypem a dendritickych bunék
s DC1 fenotypem se zda byt pozitivnim
prognostickym faktorem [1,116]. Vy-
znam dalSich lymfocytarnich populaci
(Th2, Treg, Th17) je diskutabilni a zfejmé
zalezi na konkrétnim typu nadoru a také
na nadorovém mikroprostredi. Proble-
maticky na interpretaci je zejména vy-
znam pfitomnosti CD4+ T lymfocyta.
Obecné imunosupresivni efekt maji
makrofagy s M2 fenotypem, dendritické
bunky s DC2 fenotypem, tzv. myeloidni
supresorové bunky (myeloid-derived
supressor cells — MDSC) - tedy nezralé
myeloidni bunky s imunosupresivnim
potencidlem (tyto bunky se viak i s vyu-
Zitim imunohistochemickych metod ve
tkani obtizné detekuji).

Metodika hodnoceni TIL

Z uvedeného prehledu vyplyva, Ze na-
pfi¢ jednotlivymi typy nadord a casto
i uvnitf jednotlivych nadorovych typa
ne vzdy existuje shoda ve zptsobu hod-
noceni TIL ¢i se v nékterych pfipadech

jednd o metodiky, jejichz interpretace
je v redlné praxi s ohledem na nedo-
statecnou stratifikaci pacientd do pro-
gnosticky vyznamnych skupin obtizna.
Jednou z moznosti je vytvofit v rdmci
kazdého nadoru vlastni metodické po-
stupy (jako je tomu napf. u karcinomu
prsu, u kterého je metodika standar-
dizovand, u CRC - tam vsak projekt IS
nepfredstavuje vseobecné dostupnou
platformu, ¢i u MM, kde je snaha o nale-
zeni standardizovaného postupu, ktery
by nahradil v sou¢asné dobé nejcas-
téji pouzivany zplsob hodnoceni dle
Clarka et al). | pfes veskera pozitiva vy-
plyvajici ze standardizace u jednotli-
vych typl nadoru je toto v realné praxi
nepraktické a vyzaduje to ze strany pa-
tologa znalost a vyuzivani rlznych sys-
témU hodnoceni, coz je v pripadé vice
typl nadord komplikované (nehledé
na metodické néroky, které se mohou
u jednotlivych zpdsobl hodnoceni
znacné lisit). Tento problém by mohl vy-
fedit zcela recentné navrhovany sjedno-
ceny systém hodnoceni TIL vychazejici
ze standardizovaného zpUsobu hodno-
ceni TIL u karcinomu prsu (International
Immuno-Oncology Biomarker Working
Groups guidelines for TIL assessment in
solid tumors) [1]. Systém hodnoti pro-
centudlni rozsah (denzitu) lymfocytarni
infiltrace oddélené v oblasti stromatu
a nadoru (u nékterych typl nadoru,
jako je karcinom prsu, vsak Ize hodno-
tit pouze stroma). Hodnoti se pouze ob-
last invazivniho néddoru (zahrnujici inva-
zivni okraj a centrdlni oblast, které jsou
presné definovany a Ize je reportovat
samostatné). V tuto chvili nejsou defi-
novany klinicky relevantni drovné TIL -
jedna se pouze o metodicky névrh, ktery
je nutné ovérit v praxi a provést ,napra-
hovani” do prognosticky relevantnich
skupin. Atraktivni na tomto systému je
kromé tolik Zddouci standardizace i rela-
tivni jednoduchost zalozena na faktu, ze
se jednd o systém vychazejici z barveni
HE bez nutnosti vyuziti imunohistoche-
mickych metod ¢i na vétsiné pracovist
nedostupnych pocitacovych systému
obrazové analyzy. Systém lze pouzit
pro primarni i metastatické léze. Je vak
nutno jej ovéfit v redlné praxi a srovnat
jeho vysledky se stavajicimi zpusoby
hodnoceni.

Zaveér

Soucasné poznatky tykajici se pfitom-
nosti TIL u solidnich nador0 svéd¢i pro
fakt, Ze se jedna o parametr s prognos-
tickym a pravdépodobné i prediktiv-
nim vyznamem. V soucasné dobé az
pfekotného rozvoje imunoterapie do-
provazeného (da se fici opozdéné) sna-
hou o nalezeni prediktivnich markeru se
hodnoceni TIL stava jednim z perspek-
tivnich parametrq, validace a rutinni vy-
uziti novych biomarkeru je vsak kompli-
kovany proces a v tuto chvili je nutné
akceptovat fakt, ze hodnoceni TIL ma
velky potencidl stat se jednim z predik-
torl odpovédi (nejen) na imunoterapii.
Jeho soucasné vyuziti v klinické praxi
vSak neni podlozeno dostatkem di-
kazl a narazi na vice problém, v¢. me-
todickych. Pres veskery metodicky roz-
voj umozniujici vyuziti komplikovanych
technologii hodnoticich nejriiznéjsi as-
pekty pfitomného zanétlivého infiltratu
véetné funkénich charakteristik (obra-
zova analyza, multiplexni fluorescen¢ni
imunohistochemie, hmotnostni spek-
trometrie) je snahou v této fazi vyvoje
(a financnich moznosti) vyvinout a stan-
dardizovat levnou a vieobecné dostup-
nou metodiku umoziujici Siroké vyuziti
hodnoceni TIL v klinické praxi.
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