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| pfes velmi slibné terapeutické vysledky inhibitor(i imunitnich kontrolnich bodt (ICls) benefituje z této l1é¢by asi 20-40 % pacien-
t0. Od uvedeni |é¢by ICls do praxe jsou neustéale zkoumany prediktory, které by mohly zamezit zbytecné toxicité a také zmensit
finan¢ni naklady vynaloZzené na Ié¢bu. V praxi dnes pro predikci odpovédi na anti-PD1/PD-L1 imunoterapii vyuzivame expresi
PD-L1. Jeji uplatnéni v praxi ale stale zUstava velmi diskutabilni, a to kvli téZzce definovatelné mezni hodnoté a prostorové i casové
heterogenité. DalSim schvalenym prediktorem se stala mikrosatelitni instabilita, ktera ackoliv je silnim prediktorem napfiklad u
kolorektalniho karcinomu, neni ji mozné pokladat za zcela tumor agnosticky prediktor. Dalsi slibné prediktory, uvedené v nasem
¢lanku, jsou nyni predmétem zkoumdni a testovani (napfiklad stfevni mikrobiom, imunoprofilovani periferni krve nebo tumor
infiltrujici lymfocyty). Vzhledem ke komplexnosti imunitni protinddorové reakce nebude pravdépodobné mozné urcit jenom
jeden biomarker, ktery by reflektoval vsechny stupné imunitni protindadorové reakce, bez ohledu na histopatologicky typ nadoru.
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Biomarkers for Predicting Response to Immunotherapy with Inmune Checkpoint Inhibitors

Despite the very promising therapeutic results of checkpoint inhibitors (ICls), only 20-40 % of patients benefit from this treatment.
Since the introduction of ICls into daily practice, predictors have been constantly investigated to avoid unnecessary toxicity and to
reduce the financial expenses. Nowadays, we use PD-L1 expression to predict the response to anti-PD1 / PD-L1 immunotherapy.
However, its usefulness is currently debatable because of its varied definition of threshold, and spatial/temporal heterogeneity
Another approved predictor is microsatellite instability. Although it is a strong predictor for colorectal cancer, cannot be consid-
ered a completely tumor agnostic predictor. Other promising predictors mentioned in our article are now under investigation and
testing (e.g. intestinal microbiome, peripheral blood immunoprofiling, or tumor infiltrating lymphocytes). Due to the complexity
of the immune antitumor response, it may not be possible to identify a single biomarker that reflects all stages of the immune
antitumor response, regardless of the histopathological type of tumor.
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Uvod

Imunoterapie a zejména pouZiti inhibitord
imunitniho kontrolniho bodu, (ICls, immune
checkpoint inhibitors) zpdsobila v poslednich le-
tech revoluci v 1é¢bé nékolika typl nadord. V ro-
ce 2011 byl FDA (Food and Drug Administration,
Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv) schvélen prv-
ni checkpoint inhibitor — anti CTLA-4 protilatka
(ipilimumab) pro Ié¢bu metastatického maligni-

ho melanomu. Od té doby bylo schvaleno né-
kolik dalsich molekul a t¢innost anti-PD-1/PD-L1
protildtek byla prokédzéna nejen u melanomu, ale
také u deviti rGznych typd nadort (1) a ICls jsou
dnes pfedmétem vice nez 150 klinickych studif
jak v monoterapii, tak i v rdmci kombinacnich
rezim0 (1). Pfestoze ICls prokézaly u nékterych
pacientd dlouhodobé preziti, efekt 1écby je
pozorovan pouze u 20-40 % vsech pacientl

(2). Nelcinna lé¢ba ICls vede nejen k nezadou-
cfm ucinkdim imunoterapie, ale i k vyznamné
finan¢ni toxicité. Proto je vyvijeno nemalé Usili ke
zkoumanf interakci mezi nadorovymi burkami
a imunitnim systémem, které by vedli k persona-
lizaci lé¢by ICls. Tento prehledovy ¢lanek shrnuje
potencialni biomarkery na tfech Urovnich: pre-
diktory z nddorové tkdné (mutacnf néloz nadoru,

mikrosatelitni instabilita), mikroprostredi (PD-L1
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exprese, tumor-infiltrujici lymfocyty) a faktory
spojené s hostitelem (mikrobiom, imunoprofi-

lovani periferni krve).

Tumor mutational burden
(TMB, mutacni naloz nadoru)

TMB je definovén jako celkovy pocet somatic-
kych nesynonymnich mutaci v kédujicich oblas-
tech gend (3). Nesynonymni mutace narozdil od
téch synonymnich majf za nasledek zménu jedné
nebo vice aminokyselin a vedou ke zméné funkce
a struktury proteinu. Takto pozménéné proteiny
mohou slouZit jako neoantigeny a po prezenta-
ci na molekulach hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC) i indukovat odpoved T-bunék
(4). Predpoklad, Ze vy3si pocet mutaci v nddoru
mUze korelovat s vétsi produkci neoantigent
a tim zvySovat imunogenicitu nadoru, ved| ke
zkoumani TMB jako mozného prediktivniho fak-
toru lé¢by ICls. Prvni studie prokazujici spojitost
mezi TMB a Ucinnostiimunoterapie (@nti-CTLA-4
protilatky) publikovali Snyder a kol. u maligniho
melanomu v roce 2014 (5). Za posledni roky byla
tato hypotéza podpofena celou fadou dalsich
praci (6-13). Z vysledkd klinickych studif vyplyva,
Ze vysokd mutacni ndloz vede k lepsi odpovedina
terapii ICls, avsak ne u vech nddort zaruci vysoka
TMB vyznamnou lé¢ebnou odpoved. Otdzkou
vztahu mezi vysokou TMB a produkciimunogen-
nich epitopt se zabyvali ve své praci Yadav a kol.
S vyuzitim celoexomového sekvenovani, sekve-
novani transkriptomu a hmotnosti spektrometrie
testovali nédory z mysich modeld. Z celkovych
4285 nesynonymnich alteraci bylo identifiko-
vano 170 pravdépodobnych neoepitopl. Aviak
k Uspésné protinddorové imunitni reakci je nutné,
aby byl dany neoantigen prezentovany na MHC
| komplexu a rozpoznan CD 8+ T lymfocyty. Yadav
a kol. zjistili, ze ze viech 170 pfepokladanych ne-
oepitopll jenom 7 bylo prezentovano na MHC
| komplexu a z nich pouze 3 byly rozpoznané
CD 8+ T lymfocyty (14). MGZeme tedy fict, ze
vysokd mutacni naloz zvysuje pravdépodobnost
vzniku imunogenniho epitopu, ale ne viechny
mutace jsou schopné generovat imunogenni
neoantigeny.

Pro zafazeni prediktivniho faktoru do bézné
praxe musf byt jeho test béZné dostupny a ceno-
vé pfijatelny. TMB byla pvodné ve studifch sta-
novovana pomoci celoexomového sekvenovani,
(whole-exome sequencing, WES). Vyuziti WES
ma v soucasné dobé velmiomezené vyuzitf v kli-
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nické praxi, a to diky dlouhému sekvenac¢nimu
¢asu, vysoké cené a velkym naroklim na mnoz-
stvi materidlu. WES vyzaduje minimalné 150 az
250 ng genomické DNA, coz mUze byt obtizné
ziskat biopticky (15). Proto se nyni atraktivnimi
alternativami pro vypocet TMB stavaji panely
cflené na geny v ramci komplexniho genomic-
kého profilovani (CGP). Cilené CGP panely na
rozdil od WES, ktery umoZiuje detekci somatic-
kych mutaci pfitomnych v celém exomu (~ 2%
lidského genomu, tj. 30 az 50 Mb kédujicich
sekvencf) (16), pokryvaji jenom skupinu pfedem
vybranych gend, pfipadné genomovych oblasti.
Hlavnimi prednostmi cilenych sekvenacnich
panell jsou tedy nizsi cena, kratsi doba testova-
ni, potfeba mensiho mnozstvi DNA a také diky
vétsi hloubce Cteni i vétsi senzitivita. Nejvetsi
limitaci cilenych paneld je nizka site pokryti
(pocet genll), kterd mdze vést k nezachycenf
potencialné klinicky vyznamné varianty. Site
pokryti zésadné urcuje pfesnost méfeni TMB
zalozeného na cilenych NGS panelech. Chalmers
et al. prokazali, ze sekvenovani priblizné 1,1 Mb
(=315 gend) vedlo k podobnému vysledku TMB
jako u WES. Naopak sekvenovani <0,5 Mb jiz
vedlo k neakceptovatelnym rozdildm v hodnoté
TMB mezi CGP panely a WES (17). Proto v klinické
praxi |ze pouzit CGP panely pro vypocet TMB
provést pouze v pfipadé, ze panel pokryva 300
a vice gend, co odpovida priblizné 1 milionu
badzi =1 Mb (18).

TMB v roli prediktoru imunitni odpovédi celi
v postanalytické fazi podobnym vyzvam jako na-
priklad exprese PD-L1. Hlavnim problémem na-
déle zUstava definice nddord s vysokou mutacni
nalozi, které budou reagovat na Ié¢bu checkpo-
intinhibitory. Objektivni mezni (cut-off) hodnoty
pro TMB nejsou doposud vieobecné stanoveny,
a toi pfes obrovské mnozstvi studif dokazujicich
souvislost mezi vysokou TMB a odpovédi na
lé¢bu checkpoint inhibitory. Problémem je prave
velkd heterogenita klinickych studif v hodnocentf
TMB, a to nejenom v analytické ¢asti (vyuzitf WES
nebo CGP panell), ale také v interpretaci vysled-
kd. V nékterych studiich byl za cut-off hodnotu
stanoven median TMB, v jinych byli pacienti roz-
déleni do tertilt nebo kvartild dle rozlozeni TMB
ve zkoumaném souboru. Dalsi odlisnosti zjistime
porovnavanim cut-off hodnot pro vysokou TMB
napfic histologickymi typy nador(. Napfiklad ve
studiich s NSCLC vyuZivajici celoexomové sek-
venovanf (WES) byly stanovené mezni hodnoty

pro TMB 158 (median) (19), 200 (median) (6) a 243
(horni tertil) (20) mutaci na exom. Studie s SCLC
si stanovila jako horni tertil TMB 248 mutaci na
exom (21), coZ je do zna¢né miry srovnatelné
s NSCLC. Na druhé strané ve studii s urotelial-
nim karcinomem byla muta¢ni ndloz potfebnd
k signifikantnimu prodlouzen PFS vyrazné nizsi
- v hornim tertilu 167 mutaci na nador (22). Velmi
zajimavym prikladem, ze i nddory s nizkym TMB
mohou mit vyraznou odpoved na imunoterapii,
je karcinom z Merkelovych bunék (23). Divodem
jsou genové zmény zplsobené integraci DNA
sekvenci Merkeldvho polyomaviru do bunéc¢né-
ho genomu, které jsou snadnéji identifikované
jako cizf antigeny a tim s vétsi pravdépodob-
nosti indukujf robustnf protinddorovou imunitni
odpoveéd (15, 24). Z vyse uvedenych prikladl
je zjevné, Ze TMB nebude mozné pokladat za
tumor agnosticky biomarker a jeho stanoventi
cut-off by mélo zohlednovat i dal$i vlastnosti
nadoru. | proto bylo ne zcela jednoznacné pfijato
neddvné rozhodnuti FDA o schvélenf indikace
terapie pembrolizumabem u pacientl se solid-
nimi tumory s TMB > 10 (25).

Mikrosatelitni instabilita

Mikrosatelity jsou kratké Useky DNA (obvykle
1-6 nukleotidt dlouhé) tandemové se opaku-
jici v celém genomu. Mikrosatelitni nestabilita
(MSI — microsatelite instability) nastava, kdyz
genom ziskd nebo ztratl > 1 opakujici se DNA
Usek. DNA opravny mechanismus zodpoved-
ny za opravy téchto chyb se nazyva mismatch
repair systém (MMR, reparacnfi systém chybné-
ho parovani). MMR neopravuje pouze chybné
zafazené nukleotidy, ale je schopny opravit
i inzerce a delece v délce nékolika nukleotid.
Mutace v MMR systému vedou k nemoznosti
opravit chyby v mikrosatelitnich oblastech a ta-
kovy nador se stane mikrosatelitné nestabilnf.
Kolorektalni karcinom (CRC) s defektnim MMR
systémem ma tedy 10-100x vice somatickych
mutacf nez mikrosatelitné stabilni (MSS — mikro-
satelite stable) CRC (26). Prvni ndznak, ze by MSI
mohla predikovat klinickou odpovéd na ICls vy-
chézela z pozorovani, ze navzdory obecné nizké
mife lé¢ebné odpovédinaICls u kolorektdlniho
nadoru, byla u pacienta s metastatickym CRC
(mCRC) 1é¢enym nivolumabem ve studii faze
| pozorovéana Uplna a dlouhodobd lé¢ebni od-
povéd. Pozdéjsi analyza tohoto nddoru odhalila
jeho mikrosatelitni instabilitu (27, 28).
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Dalsi molekuldrni a genetické analyzy
prokazaly, ze mCRC s vysokou mikrosatelitn{
nestabilitou (MSI-H) vykazovaly vyssi infiltraci
cytotoxickymi T-burkami ve srovnani mikrosate-
litné stabilnimi (MSS) nddory tlustého stfeva (29).
Analyzou exprese kddujicich gend pro receptory
kontrolnich bodd imunitni reakce bylo zjisténo,
Ze viechny tfi terapeuticky ovlivnitelné recepto-
ry kontrolnich bodd: CTLA-4, PD-1 a LAG-3 byly
exprimované ve statisticky vyznamné vyssich
hladindch v MSI-H nédorech ve srovnani s MSS
nadory (30).V neposledni fadé geneticka analy-
za celoexomovym sekvenovanim ukdzala statis-
ticky vyssi primérny pocet mutaci (1 782 mutaci)
u MSI-H nddort ve srovnani s MSS néadory (73
mutacf), p=0,007. MSI-H naddory také vykazuijf
vys$si neoantigenni potencidl. Prdmérny pocet
potencidlnich neoantigent u MSI-H nadort byl
578, co je signifikantné vyssi pocet ve srovnani
s MSS nadory, u kterych bylo identifikovéno je-
nom 21 potencidlnich neoantigent (31). Klinicka
studie II. faze KEYNOTE 164 potvrdila vyborny
efekt ICls u pacientd s MSI-H metastatickym
kolorektalnim karcinomem. V obou kohortach
(vymeénéné kohorty: A > 2 a B > 1) pfi primérné
dobé sledovéni 31,3 mésicl (skupina A) a 24,2
mésicll (skupina B) byl dosazen ORR 33 % (overall
response rate, celkova cetnost odpovédi) (32).

V kvétnu 2017 FDA schvadlila Ié¢bu anti PD-1
protilatkou (pembrolizumabem) pro viechny
MSI-H nadory. Poprvé v historii byl Iék schvalen
jenom na zakladé molekuldrni charakteristiky
bez ohledu na histopatologicky typ nadoru.
Data, kterd vedla k tomuto urychlenému schva-
leni, pochézela z 5 klinickych studii faze Il, které
zahrnovaly celkem 149 pacientl s 15 typy na-
dor0. Z nich pouze 59 pacientd mélo ne-kolo-
rektalni typ nadoru. Ostatnich 14 typ0 nador{
bylo ve studiich prezentovano vyrazné mensim
poctem pacientt a 7 typd nadorl bylo dokonce
zastoupeno pouze jednim pacientem (33, 34).

Z vyse uvedeného vyplynula potfeba dalsi
studie zaméfené na MSI-H ne-kolorektaIni dru-
hy nador(. Na tuto oblast se zaméfila studie
KEYNOTE-158, kterd hodnotila lé¢ebny efekt
pembrolizumabu u 27 typd solidnich MSI-H
n&dord (vyjma CRC). Celkem bylo do studie za-
hnuto 233 pacient(, kteff byli Ié¢eni pembroli-
zumabem v 3tydennich intervalech maximalné
48 mésicl. Pri medianu sledovani 13,4 mésica,
33,4% pacientd dosahlo objektivni odpovédi.
Avsak ORR se statisticky vyznamné lisilo dle
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histopatologického typu primarniho nadoru.
Napfiklad pacientky s endometridlnim karcino-
mem mely vyrazné vyssi ORR (57,1 %) v porov-
nanf s pacienty s karcinomem pankreatu (18,2 %)
a CNS nadory (0%). Nizké ORR se projevilo
i v celkovém preziti téchto pacientl (median OS
u pacientd s karcinomem pankreatu 4,0 mésice
a 5,6 mésict u pacientl s nddory CNS)(35). Tyto
vysledky potvrzuji, ze vétsina pacientd s MSI-H
solidnimi nadory bude profitovat z Ié¢by ICls,
ale vyznamné nizsi ORR a OS (overall survival,
celkové pre7itf) u pacientd s karcinomem pan-
kreatu a nadory CNS popiraji pfesvédceni, ze MSI
mUze slouzit jako tumor agnosticky biomarker.

Tumor infiltrujici
lymfocyty (TILs)

Bez ohledu na lécbu ICIs muaze infiltrace
tumoru lymfocyty vyrazné ovlivnit prognézu
pacienta. Napfiklad vyssi stupen infiltrace pri-
marniho melanomu lymfocyty je spojen s niz-
$im rizikem Umrti v ddsledku melanomu (36).
Protoze terapie ICls je zalozend na opétovné
aktivaci jiz preexistujicich T-lymfocytd, je moz-
né povazovat tumor infiltrujici lymfocyty (TILs)
za dalsi potenciaini biomarker pro terapii ICls.
Imunohistochemické hodnocenf infiltrace CD8+
T lymfocyty u 46 pacientd s malignim melano-
mem pred zahdjenim |é¢by pembrolizumabem
prokazalo, Ze pacienti odpovidajici na lécbu méli
vyssi hustotu CD8+ lymfocytl uvnitf a na inva-
zivnich okrajich nadoru (37). Korelace mezi infil-
traci CD8+ a zlep3enim ORR byla také prokdzéna
i ve studif zkoumajici RCC (renal cell carcinoma,
rendIni karcinom) u pacientl lécenych proti-
latkami anti-PD-L1 a anti-VEGF (38). Pacientky
|é¢ené atezolizumabem pro TNBC (triple ne-
gative breast cancer), které mély nddorovou
infiltraci lymfocyty > 10% nebo infiltraci tumoru
CD8+T lymfocyty >1,35% doséahly vyssiho ORR
a delsiho OS (39). Tento prediktivni potencial TlLs
u pacientek s TNBC |éCenych atezolizumabem
byl prokazan i ve studii KEYNOTE-086 (40).

Dle rozlozeni a hustoty infiltrace nadoru T
lymfocyty mohou byt nddory velmi zjednodu-
sené rozdéleny do tif fenotypickych skupin (41).

Imunitné zanétlivy fenotyp
(immune-inflamed)

zovan piftomnosti obou CD8+ a CD4+ T bunék,
které se nachdazeji v blizkosti nadorovych bu-

nék. Tento typ je obvykle doprovézen expresf
PD-L1 na TILs a na nddorovych burnkéch (41).
Tyto nadory jsou spojené s lepsi odpovedi na
lé¢bu ICls (37).

Imunitné ,vylouceny” fenotyp
(immune-excluded)

Tento fenotyp je charakterizovan piitomnos-
ti rdznych typl imunitnich bunék, které ale ne-
pronikaji do parenchymu nadord, a misto toho
se nachézeji v okolnim stromatu nddoru (41). Po
anti-PD-1/ PD-L1 lé¢bé dochdzi k urcitym zndm-
kdm aktivace T lymfocytl, nikoliv vsak k jejich
pronikani do nadorovych struktur a odpoved

na imunoterapii je vzacna.

Imunitné vyprahly” fenotyp

Imunitnf ,poustni” fenotyp je charakterizovan
malou hustotou T bunék v parenchymu nebo ve
stromatu nadoru (41). Nenf tedy prekvapivé, ze
tyto nadory nereagujf dobre na terapii ICls (42).

I kdyz pouhd pfitomnost zénétlivych ele-
mentd sama o sobé maze reflektovat urcity stav
protinddorové imunitnf odpovédi, pfibyvaji dd-
kazy, ze slozeni zanétlivého infiltrdtu ma pro
lécbu ICls vétdi prediktivni hodnotu. Napfiklad
u pacientd s malignim melanomem lécenych
nivolumabem po predchozi [é¢bé anti-CTLA4
hustota TIL nekorelovala s odpovédi na Iécbu,
ale v té samé skupiné byla lécebnd odpovéd
na nivolumab spojena se zvysenymi hladinami
efektorovych CD8+ bunék v nadoru (43). Dnes
vime, ze nadorové CD8+ T lymfocyty hraji za-
kladni roli v protinddorové imunité, avsak jejich
podrobnéjsi zkoumani vede k lepSimu pochope-
nf imunitni reakce a nalezeni novych prediktord.
Analyza subpopulaci CD8+ T lymfocytd u paci-
entl s NSCLC odhalila 3 rizné podskupiny CD8+
T lymfocytl na zakladé exprese PD-1. Kromé
CD8+ T-lymfocytl s nizkou a stfedni expresi
PD-1, byli nalezené CD8+ T lymfocyty s vysokou
expresi PD-1 (PD-1+ T lymfocyty). Pravé tyto
lymfocyty produkuji chemokin CXCL13, ktery
usnadnuje pfisun folikuldrnich pomocnych
T a B lymfocyt do nddorového mikroprostredf
a tim podporuje tvorbu nddorovych tercidrnich
lymfoidnich struktur (TLS), které maji zdsadni
vyznam pro efektivni protinddorovou odpovéd.
Pritomnost PD-1+ T lymfocytl se tedy ukdzala
jako silny prediktor lé¢ebné odpovédi u pacien-
td s NSCLC lécenych anti-PD-1 protilatkou (44).
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V dalsi studii byly u pacientt s malignim melano-
mem lécenych ICls (31 pacient) identifikované
2 velké fenotypové skupiny CD8+ T lymfocytd:
pamétové CD8+ (exprese transkrip¢niho faktoru
TCF7) a vycerpané CD8+ T lymfocyty. Pomér
pamétovych a vycerpanych tumor infiltrujicich
CD8+ T lymfocytl vétsi nez 1 byl asociovan
s lepsi lécebnou odpovedi i kdyz nebyly nale-
zeny zadné vyznamné rozdily v celkové infiltraci
nadoru TILs (45).

Ueinnost ICls méze ovlivnit mnoho dalich
typl imunitnich bunék. Napriklad u adenokarci-
nomu pankreatu Ié¢ba ICls vedla pouze k ome-
zenému klinickém efektu (46, 47). | kdyz k rezis-
tenci adenokarcinomu pankreatu na ICls mtze
prispét nékolik faktord, jednim z dominantnich
dlvodd mdze byt pfitomnost imunosupresiv-
niho mikroprostfedi. Mezi hlavni slozky tohoto
imunosupresivniho mikroprostredi patfi s nado-
rem asociované makrofagy (TAM), monocytarni
myeloidni supresorové buriky (M-MDSC) a poly-
morfonukledrni MDSC (PMN-MDSC). Predchozi
vyzkumy prokazaly, ze kombinace cytotoxické
chemoterapie s blokadou receptoru kolonie
stimulujiciho faktoru 1 (CSF1R), ktery je vysoce
exprimovan na monocytech, M-MDSC burkach
a makrofazich, vede ke zlepseni protinddorové
T lymfocytarni reakce (48, 49). Také analyza na-
dorovych vzorkd maligniho melanomu pred
a po cca 29 dnech |é¢by ICls odhalila, Ze odpo-
ved na lé¢bu anti-PD1 protildtkou byla spojena
nejenom se zvysenou infiltraci nddoru CD8+ T
lymfocyty, NK burkami (natural killer cells, pfiro-
zeni zabijeci) ale také s poklesem makrofagu (50).
Obdobné vysledky ukdzala i dali studie u pa-
cientl s malignim melanomem lécenych anti
PD-1 protildtkou, kde vysoky pomér mezi CD8+
a TAM (relativné vyssi hustota CD8+ oproti TAM)
byl spojen s lepsi odpovédi na lécbu ICls (51).

Hodnoceni zédnétlivé naddorové celulizace
je slibnym prediktorem pro terapii ICls, avsak
jeho soucasné vyuziti v klinické praxi nenf za-
tim podloZeno dostatkem dlkazd. Také nardzi
dal3i problémy, jak metodické, tak i na velkou
komplexnost imunitni odpovédi s velkym mnoz-
stvim subpopulaci nejenom T lymfocytl ale
i imunosupresivnich bunék.

PD-L1 exprese

PD-L1 je hlavnim ligandem PD-1 receptoru, je
exprimovan na raznych typech bunék, a to jak na
antigen prezentujicich burkéch (dendritické burky
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a makrofagy), tak také konstitutivné na dalsich tké-
nich jako jsou srdce, plice, jatra, endotel, neurony,
keratinocyty, pankreas atd. (52, 53). Vazba PD-1/
PD-L1 inhibuje funkci aktivovanych T-bunék, coz
je dulezity negativni zpétnovazebny mechanismus
pro kontrolu zanétu a autoimunity v efektorové fazi
aktivace T-lymfocytl (53). Nékteré nddorové buriky
prevzaly tento regulacni mechanismus a exprimujf
na svém povrchu PD-L1, jehoz nasledna vazba
na PD-1 vede kinhibici aktivace T-lymfocyt(, coz
umozriuje nddoru vyhnout se imunitnimu Uto-
ku. Exprese PD-L1 mdze byt fizena jak cestami
adaptivni imunity (prostfednictvim signalnf cesty
IFN-y), tak také onkogennimi mechanismy (napr.
ampilifikaci gend) (28).

PD-L1 exprese se stala jednim z prvnich bio-
marker( pro predikci [é¢by ICls a nadéle zlstava
jednim z nejrozsitenéjsich prediktord (54). V roce
2010 byly publikované vysledky prvni studie, ktera
poskytla data o korelaci mezi expresi proteinu
PD-L1 v nddorovych burikdch a odpovédina an-
ti-PD-1 terapii (nivolumab) (55). Nasledujici roky
byly publikované dalsi studie dokazujici prediktiv-
ni hodnotu exprese PD-L1.V roce 2012 Topalian et
al. publikovali studii hodnotici vztah mezi PD-L1
expresi a Ucinnosti imunoterapie. Ze 42 pacientd,
ktefi byli IéCeni anti-PD-1 protilatkou, mélo 25
pacientl nador s pozitivni expresi PD-L1 (5% hra-
nice poxzitivity) a z nich 9 pacientd dosahlo lécenf
odpovéd na imunoterapii. U Zzddného pacienta
ze 17 pacientd s negativni expresi PD-L1 neby-
la zaznamenana lécebnd odpovéd (56). Studie
KEYNOTE-001 prokézala, ze pacienti s NSCLC |é-
Ceni pembrolizumabem s expresi PD-L1 > 50 %
na nadorovych burikdch dosahuiji lepsi 1é¢ebné
odpovédi. U pacientl v expresi PD-L1 v nddoru
> 50 % byl medidn OS u nepredlécenych 34,9
mésict vs. 19,5 mésicl (exprese PD-L1 <50 %)
a u predlécenych pacientl 154 vs. 8,5 mésicl
(exprese PD-L1 <50 %) (57). Také pacienti s mRCC
(metastatickym rendlnim karcinomem) lé¢enf ni-
volumabem dosahli vyssi 1éceni odpovédi, pokud
jejich nddor vykazoval expresi PD-L1 > 5 % (58).

Avsak i pacienti s PD-L1 negativnim tumo-
rem mohou dosdhnout klinického benefitu z te-
rapie ICls (59, 60). Jedna z nejkomplexnéjsich
studif zkoumajici prediktivni hodnotu exprese
PD-LT byla metaanalyza 8 prospektivnich ran-
domizovanych studif, kterd zahrnovala 4 174
pacient u 5 réznych typUl pokrocilych nebo
metastatickych nador( (61). Tato analyza ukazala,
Ze ve srovnani s chemoterapifi bylo podavani

ICls spojeno s vyznamné vyssim OS u obou
skupin pacientl jak PD-L1 pozitivnich (HR 0,66;
95% Cl,0,59-0,74) tak i u PD-L1 negativnich (HR
0,80; 95% Cl, 0,71-0,90). Pfestoze ucinnost ICls
byla vyssi u pacientd, kteff byli PD-L1 pozitivni

(p = 0,02), stéle vyznamné procento PD-L1 ne-

gativnich pacientl odpovidalo na lécbu ICls.

V této metaanalyze byla za cut-off hodnotu pro

definici pozitivity PD-L1 stanovend 1% exprese

PD-L1 v nadorovych burikdch. Kromé tohoto se

PD-L1 exprese jako prediktivnifaktor terapie ICls

potyka s i dalsimi problémy jako (62).

B Standardizace imunohistochemickych esej.

B Stanoveni optimalni cut-off hodnoty pro
definici pozitivity.

B Urceni zavislosti optimaln{ cut-off hodnoty
na typu naddoru nebo na typu lé¢ebné pro-
tilatky (PD-1/PD-L1).

B Vliv nddorové heterogenity na prediktivn{
schopnost PD-L1 exprese.

B KontinudIni zmény exprese PD-L1 v nado-
rové tkani.

B Vliv mista detekce PD-L1 exprese prediktivni
sflu testu:
= v metastatickych loZiscich nebo v pri-

marnim nadoru,
= v nadorovych bunkach, ve stromalnich
burikdch nebo kombinace obou.

| pfes vynikajicl prediktivni vysledky PD-L1
exprese ve studii KEYNOTE-001 je duleZité si
uvedomit, ze PD-L1 jako prediktivni biomaker
PD-L1 negativita neznamena, Ze pacient nemUze
profitovat z terapie ICls.

Biomarkery z periferni krve
Biomarkery z periferni krve maji nékolik vy-
znamnych charakteristik. Za prvé jsou snadno
dostupné, coz umoznuje analyzu v ¢asovych
odstupech. Za druhé jsou nezavislé na hetero-
genité nadoru a za tfeti mohou reprezentovat
vice zajimavych mist, jako jsou nddorové bunky,
mikroprostfedi a imunitni systém pacienta.

Sérové markery

Solubilni sérové proteiny se v roli biomarkeru
na imunoterapii objevily v 90. letech minulého
stoleti, kdy se prokazalo, Ze u pacientl s RCC
lé¢enych interleukinem-2 vedla vysoké hladina
CRP (Greaktivni protein) a IL-6 (interleukin 6)
k vyrazné nizsi ORR (63). Zvysené sérové hladiny
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CRP, VEGF (vaskularni endotelovy ristovy faktor)
a LDH (laktatdehydrogendza) byly spojeny s hor-
simi klinickymi vysledky u pacientd s malignim
melanomem lé¢enych ipilimumabem. Analyza
sérod 176 pacientl provedena pred lé¢bou an-
tiCTLA4 protilatkou prokdzala, ze hladiny VEGF >
43 pg/m jsou spojena se signifikantné nizsim OS
(64). Zvysend hladina LDH v séru také prokazala
svdj negativni prognosticky potencial. Pacienti
s malignim melanomem léceni antiCTLA4 pro-
tildtkou, ktefi méli hladiny LDH > ULN (upper
limit of normal, horni hranice normy), dosahli
vyrazné krat$fho medidnu celkového preZiti (me-
didn OS 14,7 mésict pro normalni hladinu LDH
vs. 3,7 mésicd pro LDH > ULN; p< 0,001) (65).
Také klesajici hladiny LDH a CRP po 12 tydnech
lé¢by ipilimumabem u pacientd s malignim
melanomem vyznamné korelovaly s celkovym
preZzitim pacientl (66). | u pacientl s NSCLC Ié-
¢enych anti PD-1 protildtkou byly hladiny CRP
nad 50 mg/| pfed lécbou spojené horsim OS
(67). Atkoli jsou tyto biomarkery ¢asto komerc-
né dostupné, v soucasné dobé neni jasné, zda
tyto biomarkery maji prediktivni nebo pouze
prognostickou hodnotu.

Imunoprofilovani perifernf krve
Podobné jako sérové solubilni markery, jsou
imunitni bunky v periferni krvi, jako T lymfocyty,
NK bunky, dendritické buriky a makrofagy studo-
vany jako prediktivni faktory 1é¢by ICls. Protoze
terapie ICls zvysuje protinddorovou imunitni od-
povéd aktivaci a proliferaci T bunék, predstavuje
ALC (absolute lymphocytes count, absolutni
pocet lymfocytl) potencidlni farmakodynamicky
biomarker. Tato teorie byla potvrzena nékolika
studiemi. U pacientl s NSCLC se ALC po 6 tyd-
nech lé¢by nivolumabem ukazal jako pozitivni
prediktivni faktor pro OS (68). Na druhé strané
lymfopenie (ALC < 1000) pred zahédjenim 1écby
ICls byla spojena se signifikantné kratsi dobou do
progrese (PFS, progression-free survival) u pa-
cientl Iécenych ICls (69). Martens a kol. objevili
nardst poctu CD8+, CD4+ a CD3 - (NK bunky a B
lymfocyty) lymfocytl u pacientd odpovidajicich
na lécbu ICls. Pokud ale byla analyzovéna kazda
podskupina téchto lymfocytl samostatné, na-
rdst jejich poctu nebyl statisticky vyznamny (70).
Zda se tedy, Ze viechny tfi zkoumané bunéc¢né
subpopulace pfispivaji k ¢asnému zvyseni ALC
asociovaného s delsim OS. Vzhledem k tomu,
7e ALC obsahuje velkou variabilitu lymfocytarni
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podskupin je velky zajem charakterizovat zmény
béhem lécby ICls v konkrétnich podskupinach
lymfocytd.

T lymfocyty rozdélujeme na dvé velké sku-
piny: CD8+ cytotoxické lymfocyty a pomocné
CD4+ lymfocyty. Cytotoxické CD8+ T lymfo-
cyty (CTL) jsou povazovéany za hlavni efektory
protinddorové imunitni odpovédi. CTL vznikajf
z naivnich CD8+ T lymfocytl aktivovanych po-
mocfi antigen prezentujici bunky (APC) v lym-
foidnich organech. Dalsi CTL mohou vznikat
aktivaci efektorovych pamétovych T lymfocytd.
Tento mechanismus umoZriuje rychlejsi aktivaci
imunitni odpovédi po opétovném setkani's na-
dorovymi antigeny. Naivni CD4+ T lymfocyty
rozpoznavaji nadorové antigeny podobné jako
CD8+ T lymfocyty, ale k prezentaci APC vyuzivaji
MHGCII na rozdil od CD8+, které pouZivaji MHCI.
Po aktivaci CD 4+ T lymfocyty proliferuji a di-
ferencuji do pomocnych podskupin (Th1, Th2,
Th9 a Th17) nebo regulacnich T (Treg) bunék
v zavislosti na cytokinech.

Vzhledem k tomu, Ze aktivace CD8+ a nék-
terych skupin CD4+ T lymfocyt( vede k proti-
nadorové odpovedi, neni prekvapuijici, Ze pocet
CD8+ nebo CD4+ je pokladéan za potencidlni
prediktor pro terapiich ICls. Napfiklad ve studii
s malignim melanomem u pacientt lé¢enych ipi-
limumabem, Martens a kol. zjistili, ze procentudlni
nardst CD4+ a CD8+ T lymfocytl (8-14 tydnd po
zahajenf 1é¢by) koreloval s delsim celkovym pre-
Zitim pacientt (70). Opét u pacient s malignim
melanom lé¢enych ipilimumabem analyza pamé-
tovych efektorovych CD8+ T lymfocytl prokézala,
Ze zvyseni vychozi hladiny pamétovych efekto-
rovych T lymfocytl korelovala s lepsi odpovédi
na lé¢bu a delSim OS (71, 72). Na druhou stranu
u pacientl s malignich melanomem léc¢enych
pembrolizumabem neprokdzala hladina téchto
bunék pozitivni prediktivni hodnotu (71).

CD4+ T lymfocyty jsou velmi heterogenni
skupinou s velkym spektrem imunitnich Ucin-
kd. Napfiklad jednou ze subpopulaci CD4+
lymfocytl jsou Th9 lymfocyty produkujici IL-9
ajejich role v protinddorové imunitné zdstava
protichGdna. Na jedné strané Il-9 podporuje
proliferaci, migraci a adhezi nddorovych bunék
(73), ale dle pokust na mysich modelech méla
sekrece IL-9 negativni Gc¢inek na proliferaci a mi-
graci melanomovych nadorovych bunék (74).
Efekt IL-9 produkujicich lymfocytd zkoumala
studie u 46 pacientl s malignim melanomem

lé¢enych nivolumabem. A pfesto, Ze v této
studii nebyl nalezen zadny signifikantni rozdil
v LDH, ALC, CD8+ ani CD4+ T lymfocyty mezi
respondery a non-respondery, byla hladina Th9
CD4+ po 3 tydnech lé¢by ICls vyznamné vyssi
u respondert (75).

Neméné zajimavou podskupinou T lymfo-
cytl jsou ICOS+ CD4+ T bunky. ICOS (inducible
T-cell costimulator) je exprimovan na bunécném
povrchu Cerstvé aktivovanych T bunék, které hrajf
roli v expanzi a zrani B lymfocytd (76). U pacientd
s malignim melanomem, karcinomem mocového
méchyre, karcinomem prsu a mezoteliomem se
po lé¢bé antiCTLA-4 protildtkou zvysila ¢etnost
ICOS+ CD4+ T bunék (77-81). Kromé toho byl
pozorovan taky trvaly narlst CD4+ ICOS+ T bu-
nék béhem terapie anti CTLA-4 protilatkou, ktery
koreloval s prodlouzenim pfezitim (77, 79).

CD4+ FoxP3+ neboli regulacni T lymfocyty
maji vimunitnim systému nezastupitelnou roli v re-
gulaciimunitni odpovédi, protoze pfispivajf k potla-
Covani periferni autoreaktivity, avsak v nadorovém
mikroprostredi se podileji na inhibici protinddorové
imunitni odpovédi. V souladu s timto bylo proka-
zano, ze pokles Treg periferni krvi po 1é¢bé ipili-
mumabem u pacientl s malignim melanomem
byl spojen s lepsi lé¢ebnou odpovédi a delsim OS
(82) a procento CD25+ FoxP3+ CD4 (Treg) v celé
populaci CD4+ lymfocyt( bylo u pacientd s NSCLC
lécenych nivolumab vyssi u non-respondert (83).
Vrozporu s témito vysledky Martens a kol. analy-
zovali startovni hladiny imunitnich bunék v peri-
fernf krvi a zjistili, Ze vy3si procentudini zastoupenti
Treg bylo asociovano s delsim OS (84) u pacientl
s malignim melanomem Ié¢enych ipilimumabem.
Tento protichtdny vysledek ukazala i dalsf studie
u pacientl s malignim melanomem Iécenych ipi-
limumabem, kterd ukdzala, Ze pocatecni vyssi ex-
prese FoxP3 v nddoroveé tkani koreluje s deldim OS
(85). Tento paradox je mozné vysvétlit bud expresi
FoxP3 i jinymi populacemi T bunék nez Tregs, nebo
exprese Treg mUze byt indukovana prozanétlivymi
cytokiny pfftomnymiv mikroprostfedi nadoru (85).

MDSC jsou heterogenni skupinou, kterd in-
hibuje funkci lymfocyt( indukci regula¢nich T
lymfocytd, produkci TGF-B (transforming growth
factor) a sekvestraci aminokyselin (@rgininu, tryp-
tofanu nebo cysteinu) potfebnych pro funkci T
lymfocytl (86). MDSC sestavaji ze dvou hlavnich
podskupin: polymorfonukledrni MDSC (PMN-
MDSQ), jejich fenotyp je podobny granulocytdm
a monocytarni MDSC (M-MDSC), které jsou feno-
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typove podobné monocytlim (87) Meyer a kol.
prokazali u pacientd s malignim melanomem
vys$si zastoupeni M-MDSC mezi monocytarnimi
CD14+ bunkami v porovnani se zdravou po-
pulaci (88). Tato vyssi frekvence M-MDSC byla
spojenad i s vyssi metastatickou naloZf (88). Autofi
také u té samé skupiny pacientl hodnotili pre-
diktivni silu zastoupeni M-MDSC v monocytech
na lécbu ipilimumabem a prokézali, Ze pacienti
odpovidajici na lé¢bu antiCTLA-4 protilatkou
vykazovali signifikantné nizsi zastoupenim
M-MDSC (88). Jiz na zacatku lécby ICls nastavajf
zmeény v zastoupeni jednotlivych imunitnich
parametrd, které mohou predikovat odpoveéd
na lécbu ICIs. Napfiklad pacienti s dobou klinic-
kou odpovedi dosahovali vyznamného snizenf
frekvence M-MDSC po prvni davce ipilimumabu
(po 3 tydnech). Je zajimavé, Ze v tomto souboru
u vdech pacientd s klinickym pfinosem, kteff
vykazovali M-MDSC nad stanovenym meznim
bodem 13,05 %, doslo po prvni davce ipilimuma-
bu ke snizeni M-MDSC (89). Ve skupiné pacient(
s NSCLC lé¢enych nivolumabem vykazovali re-
spondéfi pfed zahajenim lécby vyssi procento
Tregs, ale nebyl nalezen Zadny vyznamny rozdil
v PMN-MDSC. To se ale zménilo hned po prvni
davce. Median procentualniho zastoupeni Tregs
zGstal u respondérl bez signifikantni zmény,
zatimco median procentudiniho zastoupent
PMN-MDSC byl u respondérd vyznamné nizsi
nez u non-respondért (90).

Diky velmi jednoduché dostupnosti vzorkd
periferni krve a moznosti jejich opakovaného
ziskdvani béhem |é¢by, se stavaji periferni krevni
elementy velmi ldkavym biomarkerem. Avsak
potykajf se s podobnymi problémy jako sérové
biomarkery. Za prvé neni jasné nakolik se jed-
na o prediktivni nebo prognosticky marker. Za
druhé kvali obrovské komplexnosti imunitnfi
protinddorové reakce, nebude mozné za pre-
diktivni faktor oznacit jenom jeden imunitni
parametr, ale spiSe na zakladé vice parametrd
a jejich vzadjemnych pomért budeme moci urcit
miru efektivity pacientovy protinddorové imuni-
ty.Béhem lécby ICls se v praxi pfi CT (computed
tomography) hodnoceni odpovédi setkdvame
s dilematem mezi progresi a tzv. pseudoprogresi
nadoru. Znalost dynamiky perifernich imunit-
nich elementd a jejich prediktivni hodnoty by
v klinické praxi mohla napomoci k urceni lé-
¢ebniho efektu ICls a také v diagnostice toxicity
imunoterapie.
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Mikrobiom

Komensalni bakterie jsou uzite¢né pfi udr-
zovani imunitni homeostazy hostitele, proto
tyto bakterie v sou¢asnosti pfitahuji pozornost
jako novy biomarker lidského zdravi. Zejména
stfevni mikrofldra (vazici priblizné 1,5 kg) je nej-
ddlezitéjsim typem mikrobiomu (91). Stfevni
mikrobiom ovliviiuje imunitu lokdIné na slizni¢ni
drovni i systémove.

Studie prokazaly, ze gastrointestindlnf sliz-
nice mUze regulovat imunitni odpovédi i ve
vzdélenych organech prostfednictvim migrace
lymfoidnich bunék nebo zanétlivych medito-
rd (91). Podobné jako u jinych onkologickych
terapif existuje mezi pacienty zna¢na variabilita
odpovédi pacientl na ICls. Pfedchozi studie
naznacuji, ze pravé stifevni mikrobiom muze
vysvetlit interindividudlni variabilitu v [é¢ebné
odpovédina ICls (92).

Napiiklad studie zkoumajici dopad Ié¢by anti-
biotiky na terapeuticky efekt imunoterapie u 249
pacientd (NSCLC, RCC nebo urotelidIni karcinom)
lécenych anti PD-1/PD-L1 protildtkou prokaza-
la vyznamné kratsf PFS a OS ve skupiné |écené
antibiotiky bez ohledu na histopatologicky typ
nadoru i v ramci jednoho typu nddoru. Vzhledem
k tomu, Ze antibiotika mohou pfechodné zménit
slozenf stfevniho mikrobiomu, miZzeme z téchto
vysledkl usuzovat, ze stfevni mikrobiom muze
ovlivnit terapeutickou Ucinnost imunoterapie (93).
Primy dlikaz o souvislosti mezi mikrobidlnim slo-
Zenim stfevni mikrofléry a klinickou odpovédi po-
skytla studie Matsona a kol. Ti analyzovali vzorky
stolice pfed zahdjenim lé¢by u 42 pacientd s ma-
lignim melanomem léc¢enych anti PD-L1 protilat-
kou. Prokazali, Zze bakteridlni druhy hojné se vysky-
tujici u respondentd zahrnovaly Bifidobacterium
longum, Collinsella aerofaciens a Enterococcus
faecium. Zajimavé bylo, Ze transplantace stolice
od responder mysim zbavenych bakterif vedla
u mysi k vétsi ucinnosti anti-PD-L1 terapie a také
ke zvy3eni protinadorové T bunécné odpovédi
(94). Dalsf pokusy na mysich modelech ukazaly,
7e 11 specifickych bakteridlnich kmen( ziskanych
ze stolice zdravych lidskych darcd pdsobfindukci
IFN-y+ CD8+ T bunék, ¢imZ se zvysuje Ucinnost
ICls (95). Tyto pokusy na mysich prokdazaly, ze uci-
nek mikrobiomu na efektorové T-bunky, mize byt
mechanismem, kterym stfevni mikrobiom vede
ke zlepsent terapeutického Ucinku ICI.

Fekalni mikrobidlni transplantace (FMT)
predstavuje nejpiiméjsi metodu pro modifikaci

stfevni mikrofléry. Preparaty pro FMT Ize podévat
pacientlm oralné formou lyofilizovanych nebo
zmrazenych pilulek nebo pfimo pomoci kolono-
skopie nebo gastroskopie. Na mysich modelech
vedla fekaIni transplantace stolice od pacient(
s dobrou odpovédi na lé¢bu anti-CTLA-4 pro-
tildtku ke zlepseni 1é¢ebni odpovédina ICls (96).
V soucasné dobé je FMT zkoumdéna v nékolika
klinickych studiich s ICls, které sleduiji jeji vliv na
lécebni odpovéd nebo zlepseni toxicity spojené
s imunoterapi. | pfes zajimavé prvotni vysledky,
zUstavé FMT zatim metodou experimentalni a je
potreba dalsich prospektivnich studif (97).
Prestoze nékolik klinickych studif prokézalo
spojitost urc¢itého stfevniho mikrobidlniho pro-
filu s efektivitou ICls (98-100), vyuZiti profilovani
stfevniho mikrobiomu v praxi z{stava zatim velmi
omezené. Dlvodem je maly pocet zafazenych
pacientl ve studiich s velmi selektovanymi po-
pulacemi pacientl a také rdzné techniky sbéru
s odlisnymi metodami sekvenovani, které omezuji

pfesnost a moznosti srovnani téchto studif.

Zaver

Protinddorova imunitni reakce je sloZity néko-
lika stupriovy proces a hlavni lohou ICls je aug-
mentace této reakce. Avsak jeji efektivita mize
byt ovlivnéna pozitivné nebo negativné mnoha
faktory jako napifiklad imunitnim stavem pacienta
(podil supresivnich a efektorovych bunék, jeho
mikrobiom, medikace), nddorovym mikroprostiedf
a samotnymi genetickymi zménami v nddorové
tkanl. Pfestoze v dnedni dobé jsou nékteré bio-
markery denné pouzivané (PD-L1 exprese, MSI) je
nutné mit na paméti komplexnost protinddorové
reakce a vzdy dany biomarker pozivat v individual-
nim kontextu pacienta. Nespocet dalsich slibnych
biomarkert je ve fazi zkoumanf a testovani, ale
s nejvétsi pravdépodobnosti nebude mozné urcit
jenom jeden tumor agnosticky biomarker. V do-
bé personalizované mediciny a imunoterapie by
mél byt idedIni biomarker slozen z vice markerd,
které budou reflektovat nékolik rliznych faktor(
imunitni protinddorové reakce a mél by byt in-
terpretovany v kontextu individualniho pacienta.
Proto v Masarykové onkologickém dstavu v ramci
naseho projektu hleddme prediktory Ié¢by ICls na
zakladé komplexni molekularni charakteristiky na-
doru soucasné s imunoprofilovanim nadorového

mikroprostiedi a periferni krve pacienta.
Prdce byla podporend grantem MZ AZV
sreg.c. NV18-03-00339.
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