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SUHRN

Uvod: Vzhladom k lie¢be inhibitormi imunitnych straznych bodov, ktoré zlep$uje prognézu pacientov s pokrocilym nemalobunkovym karcinémom plic, za¢ina
stupat vyznam imunohistochemickej analyzy na dokaz proteinového receptora programovanej smrti a jeho liganda, tzv. PD-L1 proteinu.

Materidl a metodika: V nasej praci prezentujeme vysledky analyzy imunohistochemickej expresie proteinu PD-L1 s pouzitim klénu 22C3 (na imunostaineri
DAKO Link 48) na nadorovych bunkach biopsii 325 pacientov s plticnym karcindmom. Hodnotenie expresie pomocou tzv. TPS skére umoznilo rozdelit sibor na
negativne pripady (Zziadna pozitivita alebo menej ako 1 % pozitivnych buniek nadoru) verzus pozitivne, a to v kategéridch 1-9 %, 10-49 % a = 50 % nadorovych
buniek.

Vysledky: Pri porovnani klinicko-patologickych charakteristik podlfa stupria expresie sme zistili porovnatelnu pozitivnu expresiu u pacientov s adenokarciné-
mom (47,4 % pripadov) a so skvamocelularnym karcindmom (44,4 %), pricom expresia sa nelisila v zavislosti od velkosti vzorky pri deleni na tzv. malé verzus
velké biopsie. U pacientov s adenokarcindmom sme pozorovali rozdiely expresie PD-L1 proteinu v podskupinach podla predominantného histopatologického
typu. V pripadoch s prevahou lepidického rastu sa pozitivna expresia vyskytla v 18,8 % pripadov, pri prevahe acinarneho a papilarneho rastu v 40,8 % a pri
prevahe mikropapildrneho a solidneho rastu az v 74,1 % pripadov. Rohovatejuce skvamocelularne karcinémy boli pozitivne v 38,5 % a nerohovatejlce v 53,8 %
pripadov. Najcastejsia pozitivita vysokého stupna bola pozorovana v podskupine pacientov so sarkomatoidnym karcindmom.

Diskusia a zdver: Imunohistochemicky verifikovana expresia PD-L1 proteinu sa stala akceptovanym prediktivnym biomarkerom pre imunoterapiu pacientov
s NSCLC. Naznacené rozdiely expresie podla jednotlivych podtypov NSCLC vyzaduju verifikaciu vo vacsich stiboroch v korelacii s klinickymi parametrami ocho-
renia v zmysle overenia jej pouzitelnosti aj ako potencidlneho negativneho prognostického faktora.
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Clinicopathological analysis of programmed death-ligand 1 testing in tumor cells
of 325 patients with non-small cell lung cancer: Its predictive and potential prognostic value

SUMMARY

Introduction: Recent studies on check-point inhibitor therapy, which seems to improve the prognosis of patients with advanced non-small cell lung carcinoma
increase the importance of immunohistochemical analyses of the programmed-death receptor and of its ligand, PD-L1 protein.

Material and methods: In our study we present results of PD-L1 immunohistochemical tumor cell expression in a series of 325 lung carcinoma patients biopsies,
using the clone 22C3 (and DAKO Link 48 immunostainer). Evaluation of the expression using tissue proportion scoring system allowed to distinguish negative
cases (either 0 % or < 1 % of positive tumor cells) versus positive cases in the categories 1-9 %, 10-49 % and = 50 % of positive tumor cells.

Results: In association to histopathologic parameters we observed similar rates of positive expression in patients with adenocarcinoma types (47,8 % of all the
cases) as well as with squamous cell carcinomas (44,4 %). Within these histological categories, the rates of positivity were similar also in patients with small
versus large (resectional) biopsies. In the biopsies of patients with adenocarcinoma we identified differences in the PD-L1 protein expression associated with
its histological subtype. In the cases with predominant lepidic pattern the PD-L1 positivity was present in 18,8 %, with predominant acinar or papillary pattern
in 40,8 % and in cases with predominant solid or micropapillary component in 74,1 % of the cases resp. Keratinizing squamous cell carcinomas were positive in
38,5 % and non-keratinizing in 53,8 % of all the cases. The highest incidence of an extensive posivity was observed in sarcomatoid carcinoma type.

Discussion and conclusion: Immunohistochemically verified PD-L1 protein expression represents a broadly accepted predictive biomarker for immunotherapy
of NSCLC patients. The indicated differences of the expression among various NSCLC types and subtypes require to be verified in larger cohorts of patients in
relation with clinical parameters to demonstrate whether it could be plausible to use the PD-L1 expression in a role of a negative prognostic parameter.

Keywords: programmed death-ligand 1 — non-small cell lung cancer — immunotherapy — prognostic marker
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Pltcny karcindm je v nasej populacii aj celosvetove jednou z naj- Cast pripadov predstavuju jeho typy (NSCLC). Ochorenie je v Case
Castejsich pric¢in Umrtia na nddorové ochorenie, pricom majoritnu stanovenia diagnézy vacsinou pokrocilé, metastatické a prognéza
pacienta ostdva zla. Pouzivanie konvencnej platinovej chemotera-

pie je spojené so zavaznymi vedlajsimi Gcinkami, selekciou rezis-

P4 Adresa pre korespondenciu: tentnych klonov a netdspechmi v lie¢be metastatického ochorenia.
prof. MUDr. Lukds Plank, CSc. Rozvoj poznania molekulovej karcinogenézy NSCLC otvoril nové
UPA JLF UK a UNM moznosti tzv. cielenej liecby istej podskupine pacientov so Speci-
Kolldrova 2, 03659 Martin, Slovensko fickymi genetickymi alteraciami. Napriek jej klinickym benefitom
tel.: +421-43-4133002, u vadsiny pacientov po ¢ase vznikd rezistencia na tieto terapeutické
e-mail: plank@jfmed.uniba.sk postupy. Aj preto je dopyt po novych lie¢ebnych modalitadch vysoky.
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NSCLC patri biologicky medzi najkomplexnejsie formy rakovi-
ny, ktorej bunky podliehaju pocetnym genetickym a epigenetic-
kym zmenam. Tie vedu k tvorbe tumor-asociovanych antigénov,
potencidlne rozpoznatelnych imunitnym systémom. Nédorové
bunky si vsak dokazu osvojit Specifické mechanizmy imunitnej
rezistencie. Jednym z nich je ich interferencia s tzv. imunitnymi
straznymi bodmi, ktoré sprostredkuvaju fyziologickd imunitnu
toleranciu (1). V kontexte lie¢by inhibitormi imunitnych straz-
nych bodov st dnes predmetom zaujmu najma signélne drahy
sprostredkované proteinovym receptorom programovanej smrti
(dalej PD-1, z angl. programmed death protein 1) a jeho ligan-
dom (dalej PD-L1). PD-1 je jeden z najdélezitejsich inhibi¢nych
koreceptorov exprimovanych na aktivovanych T-lymfocytoch. In-
terakcia PD-1 s jeho hlavnym ligandom PD-L1 (tieZ oznac¢ovany
ako B7-H1) spusta v T-lymfocytoch defosforyla¢nu drahu, ktora
vedie k zniZeniu signalizacie cez T-bunkovy receptor, redukuje
produkciu cytokinov a cytolytickd aktivitu T-buniek (2). Aberant-
nd expresia PD-L1, pozorovana v mnohych malignitach, predsta-
vuje zasadny krok vo vyvoji a progresii nddorového ochorenia
(3,4). Pochopenie zvysenej expresie PD-1 v nador infiltrujucich
lymfocytoch a zvysenej expresie PD-L1 v nddorovych bunkach sa
stalo podkladom uspechov anti-PD-1/PD-L1 imunoterapie v ce-
lom rade solidnych aj hematologickych malignit (2).

KedZe aj NSCLC predstavuje imunologicky ovplyvnitelnt sku-
pinu nddorov, podobné liecebné modality sa zacali uplatfovat aj
v liecbe pacientov s NSCLC (5,6). To viedlo k patraniu po potenci-
alne prediktivnych biomarkerov pouzitelnych v dennej bioptickej
praxi. Pre indikovanie anti-PD-1/PD-L1 imunoterapie sa tak uka-
zalo byt najuzito¢nejsie imunohistochemické (IHC) stanovenie
expresie PD-L1 proteinu na membrane nadorovych buniek (7,8),
aj ked' je spojené s pestrym komplexom problémov (9,10). V na-
Sej pilotnej studii sme analyzovali expresiu PD-L1 proteinu v sérii
biopsii pacientov s NSCLC v snahe overit moznosti jeho detekcie
pre klinick onkologicku prax a zistit prevalenciu jeho expresie
v jednotlivych podtypoch NSCLC pacientov v nasej populdcii.

MATERIAL A METODIKA

Populacia vysetrenych pacientov

Analyza zahifa konzekutivnu sériu bioptickych vysetreni ma-
lych a velkych biopsii 325 pacientov s NSCLC vysetrenych v ob-
dobi pribl. 11 mesiacov (1.9.2016-15.7.2017), pricom pocas hod-
noteného obdobia sa nevyskytol Ziadny pripad opakovaného
bioptického vysetrenia toho istého pacienta. Biopsie fixované vo
formaline ndm boli poslané bud’ priamo klinickym pracoviskom,
alebo nepriamo (vo forme parafinovych blokov) regionalnym
patolégom na diagnostické rieSenie zahrriujuce molekulovo-ge-
netické analyzy. Po¢as implementacie metodiky sme vy3etrovali
expresiu PD-L1 v biopsiach pacientov s NSCLC typu adenokar-
cindmu (AC) reflexne stbezne s verifikdciou typizacie a s testo-
vanim tzv. driver genetickych alteracii na dékaz mutacie génu
EGFR, ako aj alteracie ALK, resp. ROS1 génov, vratane IHC dokazu
im zodpovedajucich proteinov. Po skonéeni implementacie sme
v sullade s poziadavkou klinickej praxe reflexne vysetrovali IHC ex-
presiou PD-L1 proteinu len v pripadoch s diagnostikovanym AC,
v ktorych sme nedokdzali tzv. driver geneticku alteraciu. Na po-
Ziadanie klinického (pneumo-)onkoléga sme potom vysetrovali
expresiu PD-L1 aj v pripadoch NSCLC typu skvamoceluldrneho
karcindému (SCC), ojedinele aj s testovanim genetickych alterdcii.

Verifikacia histologického (pod-)typu a,grading” NSCLC
Histopatologicky typ a podtyp NSCLC bol urcovany v sulade

s klasifikdciou plucnych nadorov podfa SZO (11), resp. s klasifika-

ciou podla IASLC/ATS/ERS zr. 2011 (12), ¢o umozniuje aj rozdelenie
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nadorov do prognosticky rozdielnych skupin (11). Podla uvedenych
principov nador diagnostikovany vo velkej biopsii ako predomi-
nantne lepidicky AC zodpoveda G1, predominantne acinarny ale-
bo predominantne papilarny podtyp AC G2, zatial¢o predominant-
ne solidny alebo predominantne mikropapilarny AC zodpovedaju
G3.V pripade SCC sme v sulade s klasifikaciou SZO (11) pouzili roz-
delenie pripadov na keratinizujuce verzus nekeratinizujuce. V pri-
padoch tzv. malych biopsii sme pouZivali len skupinovd diagnézu
NSCLC typu AC verzus SCC, resp. najskor AC verzus najskor SCC.

IHC d6kaz expresie PD-L1 proteinu

Na IHC analyzu expresie PD-L1 proteinu sme pouZzili parafinové
rezy bioptického materidlu a na revitalizaciu PT Link a roztok LpH
(low pH) pri 96 °C po dobu 20 minut. IHC reakcia prebiehala v au-
tomate Autostainer Link 48 s pouzitim kitu PD-L1 IHC 22C3 Phar-
mDx (RTU) v sulade s protokolom kitu a po laboratérnej validacii
od 1.12.2016 aj monoklondlnu protildtku anti-PD-L1 (klon 22C3)
v riedeni 1:50 s inkubaciou cez noc. Prevazna ¢ast vysetreni expre-
sie PD-L1 proteinu ndsho suboru (n=302) bola robena s pouzitim
kitu a mensia (n=23) s pouzitim monoklonalnej protilatky. Vo vys-
Sie uvedenom procese validacie boli su¢asne obidvomi postupmi
vysetrené vzorky 20 pacientov s rdznou uz zndmou expresiou PD-
L1, pricom pri hodnoteni oboch postupov kazdej zo vzoriek boli
zistené identické vysledky. Detekcia reakcie prebehla pomocou
detekéného kitu EnVision Flex. V3etky uvedené reagencie a plat-
formy boli zakipené od spoloc¢nosti (Dako/Agilent, Ddnsko). Iné
anti-PD-L1 protilatky v rdmci tejto Studie neboli pouzité. Kazdy
beh v staineri prebiehal sicasne s pouzitim pozitivnej bunkovej
kultary (sucast kitu), ako aj pozitivnej a negativnej kontroly vlast-
ného predtym verifikovaného a validovaného pripadu z nasho
registra, a to aj pri vySetreniach s protilatkou anti-PD-L1.

Hodnotenie expresie PD-L1 proteinu

Hodnotenie vysledku sme vyjadrovali binarne (negativny
vysledok verzus pozitivny), s vyuzitim skérovacieho systému
podla tzv. TPS (,tumor proportion score”). Za pozitivny vysledok
expresie bola povazovana pritomnost membranového farbenia
akejkolvek intenzity vo viac ako 1 % nédorovych buniek. Absen-
cia tohto nalezu alebo pozitivita v menej ako 1 % nadorovych
buniek boli klasifikované ako negativny nalez. V skupine pripa-
dov s pozitivnym vysledkom expresie PD-L1 proteinu sme roz-
liSovali podskupiny s expresiou PD-L1 proteinu v 1-9 %, 10-49
% nadorovych buniek a s expresiou PD-L1 proteinu v = 50 %
nadorovych buniek. Priklady IHC expresie podla jednotlivych
kategérii su uvedené v obr. 1-10.

Pozn.: Za hodnotenie expresie kazdého pripadu zodpovedali
AF a LP, na validacii expresie sa podielal aj PS, pricom LP a PS zis-
kali eurépsky certifikat potvrdzujuci zaskolenie do uvedeného
TPS hodnotenia expresie PD-L1 proteinu s klonom 22C3.

Klinicko-patologicka analyza expresie PD-L1 proteinu

Klinicko-patologickd analyza predloZenej série zahffia roz-
delenie pripadov podla typov, podtypoy, stupna diferencidcie,
resp. vyskytu genetickej alteracie, a to vzdy vo vztahu tychto pa-
rametrov ku expresii PD-L1 proteinu.

VYSLEDKY

Celkovy pocet pacientov zahrnutych do nasej studie bol 325
s nasledovnym podielom jednotlivych typov plicneho karci-
nému: a) prevladajucu skupinu 71,4 % pripadov tvoria pacienti
s NSCLC typu AC (n=232), b) pacienti s NSCLC typu SCC tvoria
pribl. 1/5 stboru (63 pripadov = 19,4 %) a c) 9,2 % pripadov su
pacienti s inym typom karcindmu. Podrobné vysledky typizécie
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aincidencie jednotlivych typov, resp. podtypov vysetrenych pri-

padov plucnych karcinémov su uvedené prehladne v tab. ¢. 1.

V subore prevladaju vysetrenia IHC expresie PD-L1 proteinu

v pripadoch bez mutacie génu EGFR, resp. bez prestavby ALK

a ROST génu (n=302). V biopsidch 23 pacientov s NSCLC bola

dokézana geneticka,driver” alterdcia a sicasne vysetrend aj IHC

expresia PD-L1, tieto pripady st uvedené v tab. ¢ 2.

V celom analyzovanom stbore sme nezistili podstatné rozdiely:

1) medzi pozitivhou expresiou PD-L1 proteinu v pripadoch AC
verzus SCC, ked' v skupine 232 pacientov s NSCLC typu AC
bolo PD-L1 pozitivnych 47,4 % pripadov a v skupine 63 pripa-
dov s SCC 44,4 % pripadov,

2) takisto ani medzi expresiou PD-L1 proteinu v identickych typoch
NSCLC v zavislosti od velkosti analyzovanej vzorky: v podskupi-
ne 114 pacientov s NSCLC typu AC diagnostikovanym vo vel-
kej biopsii bola pozitivita zistend v 45,6 % pripadov (n=52/114)
av podskupine 118 pacientov s AC verifikovanym v malej biopsii
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Obr. 1. Negativny nélez - absencia expresie PD-L1 proteinu v nadorovych bunkéch (pozitivita len
v imunitnych bunkach), zvacs. 10x, metodika je uvedena v texte.

Obr. 2. Detail z obr. 1, zvacs. 40x.

Obr. 3. Pozitivna expresia PD-L1 proteinu v rozsahu 1-9% nadorovych buniek, zvacs. 10x

Obr. 4. Detail z obr. 3, zvacs. 40x.

Obr. 5. Pozitivna expresia PD-L1 proteinu v rozsahu 10-49% nadorovych buniek, zvacs. 10x

Obr. 6. Detail z obr. 5, zvacs. 40x

Obr. 7. Pozitivna expresia PD-L1 proteinu v rozsahu = 50% nadorovych buniek, zvacs. 10x

Obr. 8. Detail z obr. 7, zvacs. 40x

Obr. 9. Pozitivna expresia PD-L1 proteinu v, 100%" (rozsahu = 50%) nadorovych buniek, zvacs. 10x
Obr. 10. Detail z obr. 9, zvacs. 40x

v 49,1 % pripadov (n=58/118).V podskupine 39 pacientov s na-

dorom typu SCC diagnostikovanym v resekéte bola pozitivita zis-

tena v 48,7 % pripadov (n=19/39) a v podskupine 24 pacientov

s SCC zistenym v malej biopsii v 37,5 % pripadov (n=9/24).

Stcasne sme identifikovali nasledovné rozdiely expresie PD-L1 proteinu:

a) pri bindrnom rozliseni, t,j. absencia PD-L1 pozitivity verzus
pozitivita fubovolného stupna expresie PD-L1 proteinu podla
predominantného typu AC, resp. keratinizacie SCC (len v pri-
padoch velkych biopsii) a to nasledovne:

- v pripadoch AC s prevahou lepidického rastu bolo PD-L1
pozitivnych 18,8 % pripadov, v pripadoch s prevahou aci-
narneho alebo papilarneho rastu (G2 AC) 40,8 % a v biopsi-
ach s prevahou solidneho alebo mikropapilarneho typu (G3
AC) 74,1 % pripadov,

- v pripadoch SCC bolo v skupine keratinizujucich nddorov
pozitivnych 38,5 % a v skupine nekeratinizujicich SCC
53,8 % vsetkych pripadov,
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b) pri porovnani pozitivity s verifikovanym TPS = 50 % nadoro-
vych bunkach podla jednotlivych histopatologickych typov:
tato pozitivita bola pritomna v 24,6 % pripadov ACav 17,5 %
pripadov SCC,

c)v 9 z 10 pripadoch zo skupiny sarkomatoidnych karcinémov
(90 %) bola PD-L1 pozitivitav 1 pripade v rozmedzi 10-49 % av 8
pripadoch (80 % vsetkych) islo o silnu pozitivitu s TPS = 50 %,

d) v subore 23 pripadov NSCLC s dokdzanou genetickou,,driver”
alteraciou (tab. ¢. 2) bolo 13 pacientov s mutaciou génu EGFR
(9 s aktivacnou a 4 s tzv. rezistentnou): v 4 pripadoch bol vy-
sledok expresie PD-L1 negativny, v 2 bola pozitivita na urov-
ni 1-9 %, v 5 na drovni 10-49 % a v dvoch bolo TPS > 50 %.
V skupine 10 pacientov s prestavbou génu ALK (n=5) alebo
ROS1 (n=5) bol vysledok expresie PD-L1 negativny v jednom
pripade, v dvoch pripadoch bola pozitivita na rovni 1-9 %,
v Styroch bola expresia PD-L1 v rozmedzi 10-49 % a v troch
v hodnote = 50 % nadorovych buniek.

DISKUSIA

V poslednych rokoch imunoterapia preukazatelne prispela
k zlepseniu progndzy pacientov s pokrocilym NSCLC a stala sa fa-
kultativnou lie¢ebnou modalitou tohto ochorenia. Inhibitory an-
ti-PD-1 (nivolumab a pembrolizumab) a najnovsie aj anti-PD-L1
(atezolizumab)bolinajprvpouzivanévdruhejliniiterapie,dnesuz
jepembrolizumab akceptovany do prvoliniovejliecby pacientov
s vysokou hodnotou PD-L1 pozitivity (TPS = 50 %) (13-15).
Tak sa zéroven preukazala dolezitost IHC stanovenia hodnoty
PD-L1 v bioptickom materiali NSCLC, lebo expresia PD-L1 pro-
teinu je dosial v klinickej praxi jedinym redlne vyuZivanym
prediktivnym biomarkerom. Pri aplikacii anti-PD-1/PD-L1 imu-
noterapie pacienti s PD-L1 pozitivnymi NSCLC vykazuju vyssiu
celkovi odpoved a dlhsie celkové preZivanie nez PD-L1 nega-
tivni pacienti (5,6,16). PD-L1 ale nie je dokonaly biomarker. Jeho
negativita nevylucuje moznost, ze pacient bude profitovat
z imunoterapie a naopak, priblizne polovica pacientov aj s vy-
sokym stupriom PD-L1 pozitivity patri v praxi medzi “non-res-

Tabulka €. 1. Expresia PD-L1 v jednotlivych histologickych podtypoch NSCLC.

ponderov” (17). Je zrejmé, Ze sme na zaciatku cesty hladania
a overovania dalSich biomarkerov. Uz dnes sa uvazuje o kore-
lacii produkcie PD-L1 proteinu s tvorbou neoantigénov pri stu-
pajucom pocte genetickych zmien v nadorovej bunke, ¢i o ko-
relacii s tzv. muta¢nou nalozou nadoru (18). Nami analyzovana
podskupina pacientov s dokdzanou genetickou driver altera-
ciou je primald na zavaznejsiu vypoved, aj ked ista tendencia
v tomto smere je zrejma v podskupine NSCLC s prestavbou ALK,
resp. ROST génov.

Celkove sme v rdmci nasej analyzy s pouzitim preddefinovanej
IHC metodiky (klon 22C3) a kritérii hodnotenia (podla odporu-
¢ani vyrobcu eseje) v subore 325 vysetrenych pripadov plicneho
karcinomu identifikovali 47,7 % (n=155) pripadov s pozitivitou
a52,3% (n=170) pripadov bez expresie PD-L1 proteinu. Literarne
sa pozitivita PD-L1 v NSCLC udava v rozmedzi od 20 % do 70 %
pripadov (19-23). Idedlna hranica hodnoty ,cut-off” pre pozitivitu
tejto expresie stéle nie je jednoznacne urcend a v klinickych stu-
didch pouzité hodnoty predstavuju len arbitrarne ¢islo. Taktiez
nie je spolahlivo zodpovedana otazka reprodukovatelnosti IHC
expresie PD-L1 proteinu pri pouziti odliSnych eseji od r6znych
vyrobcov pri hodnoteni expresie PD-L1 v nadorovych a este
menej v imunitnych bunkéch. Predbezné vysledky projektu ve-
deného snahou o rozrieSenie daného problému (tzv. Blueprint)
ale poukazuju na skuto¢nost, ze zdmenné pouzivanie niektorych
klonov (22C3, 28-8 a SP263) je pravdepodobne legitimne (9,10).
Preto je celosvetove netrpezlivo o¢akévana Standardizacia a uni-
fikacia IHC metodik na dékaz PD-L1 proteinu a jeho hodnotenia.

Dalsie zlozitosti vyetrovania PD-L1 proteinu savisia s dynami-
kou jeho expresie pocas evolucie ochorenia, vratane fenoménu
vnutronddorovej heterogenity. Aj ked'to vedie k pochybnostiam
o vypovednej hodnote malych biopsii (24), tak vysledky nasej
analyzy tu ponukaju optimistickejsi pohlad. Incidencia PD-L1 po-
zitivnych pripadov v kategérii NSCLC typu AC bola porovnatelna
pri vysetrovani malych (49,1 %) a velkych biopsii (45,6 %). Len
v kategorii SCC bol zachyt pozitivnych pripadov mensi v podsku-
pine malych biopsii (37,5 % verzus 48,7 %), ¢o moze byt ovplyv-
nené mensim poctom testovanych pripadov SCC v porovnani
s nadormi typu AC v désledku zvoleného algoritmu vysetreni.

Adenokarcinomy (232)

o L, PD-L1

Predominantny histologicky typ Negat,

Lepidicky (16) 13 (81,25 %)

Acinarny (54) 32 (59,26 %)
Velké biopsie (114) Papilarny (17) 10 (58,82 %)

Mikropapildrny (3) 0

Solidny (24) 7 (29,17 %)
Malé biopsie (118) NSCLC 60 (50,85 %)

1-9 % 10-49 % >50%

0 1(6,25 %) 2(12,5%)

7 (12,96 %) 6(11,11 %) 9 (16,67 %)
3(17,65 %) 3(17,65 %) 1(5,88%)

0 2(66,67 %) 1(33,33%)
2(8,33 %) 6 (25 %) 9(37,5%)

9 (7,63 %) 14(11,86 %) 35 (29,66 %)

Skvamocelularne karcinomy (63)

1-9 % 10-49 % 250%

1 (7,69 %) 3(23,08%) 1(7,69 %)
2 (7,69 %) 6 (23,08 %) 6 (23,08 %)
4 (16,67 %) 14,17 %) 4 (16,67 %)

Iné karcinGmy (30) ! |

. L. PD-L1
Diferenciacia
Negat.
Keratinizuju 13 8 (61,54 %
Velké biopsie (39) = |n|.zu‘Juc.e’( ) ( ®
Nekeratinizujuce (26) 12 (46,15 %)
Malé biopsie (24) NSCLC 15 (62,5 %)
PD-L1
Negat.
Adenosquamézne (7) 3 (42,86 %)
Malobunkové (6) 5(83,33 %)
Velkobunkové (7) 4 (57,14 %)
Sarkomatoidné (10) 1(10%)
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1-9 % 10-49 % 250%

1 (14,29 %) 0 3(42,86 %)
0 1(16,67 %) 0

2 (28,57 %) 0 1(14,29 %)
0 1(10%) 8(80%)
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Tabulka €. 2. Expresia PD-L1 proteinu v biopsiach 23 pacientov s NSCLC s pozitivnou, driver” genetickou alteraciou

(mutdaciou EGFR génu, resp. prestavbou ALK alebo ROST génu).
mutacie génu EGFR
| aktivaéné |

Typ NSCLC prestavba prestavba expresia PD-L1
exon 19 delécia exon 21 mutacia exon 20 inzercia génuALK génu ROS1 proteinu
(L858R)

. 1 1 1 0
Ailsnarny AC 1 1-9%
n= 1 10-49%

1\ 1 0
Pa_péllarny AC 1 1 1-9%
n= 1 1 1 10-49%
Solidny AC 1 10-49 %
n=1

1 0

NSCLC skér AC 1 1-9%
n=7 1 10-49 %

1 1 2 >50%
zli\gamocelularny karcinom 1 1049%
,:gfnoskvamozny karcinom 1 1049%
Sarkomatoidny karciném 1 10-49 %
n=2 1 >50%

Klinicko-patologické charakteristiky PD-L1 exprimujucich NSCLC
nie su stale dokonale objasnené. Recentné metaanalyzy nezistili
signifikantny rozdiel v hodnote pozitivnej expresie PD-L1 proteinu
v plicnych AC pri porovnani so SCC (25,26). V absolttnom pocte
vsetkych nami hodnotenych AC a SCC sme dospeli k podobnym
vysledkom aj my. Incidencia pripadov nadej série s TPS = 50 %
nadorovych buniek viak bola vyssia v kategérii AC, o mdze opat
suvisiet s uz konstatovanym limitom podskupiny pacientov s SCC.
Aj ked' plucne AC predstavuju biologicky velmi heterogénnu
skupinu nadoroy, tak vacsina prac pri hodnoteni expresie PD-L1
proteinu ich uvadza ako celok bez dalSieho typiza¢ného delenia.
Pocet studii, ktoré sa zaoberaju expresiou PD-L1 v jednotlivych his-
tologickych podtypoch plicnych AC je tak relativne obmedzeny.
Situdciu tu komplikuje aj skuto¢nost, Zze subtypizdcia NSCLC typu
AC diagnostikovaného v resekcénej biopsii do piatich zékladnych
rastovych vzorov vlastne nahradza absenciu celosvetovo akcepto-
vaného gradingu tychto nadorov (11). Pri zndmej vnutronadoro-
vej heterogenite je pre prognosticky-asociovany ,grading” rozho-
dujuci predominantny rastovy vzor a nie (na rozdiel od principov
gradingu inych karcinémov) pritomnost najmenej diferencovanej
komponenty (11, 12).

V tomto kontexte nasa analyza pripadov s pouzitim recentnych
klasifikdcii NSCLC (11,12) umozriuje poukdzat na trend stUpajucej
pozitivity PD-L1 od pripadov s prevahou vzoru typu lepsie diferen-
covaného AC az po pripady s prevahou menej diferencovanych fo-
riem. PD-L1 pozitivne pripady plucnych AC v nasej sérii pripadov
boli menej ¢asté v nddoroch predominantne lepidického podtypu
a CastejSie v nadoroch predominantne solidneho podtypu. Toto
zistenie je podporované vysledkami inych autorov, ktori diskutu-
ju o asociacii pozitivnej expresie PD-L1 proteinu s vlastnostami
nadoru ako su nizka diferenciacia a solidny rast AC (22,27-28).
Podobny trend sme pozorovali aj v pripade SCC, kedy pozitivita
bola vyznacena vo viac nez V2 (53,8 %) menej diferencovanych
a v 38,5 % pripadov dobre diferencovanych pripadov. Obzvlast
vysokd incidencia PD-L1 pozitivity bola pozorovand v skupine
sarkomatoidnych karcinémov s prevahou silnej pozitivity (TPS >
50 %) v prevaznej vacsine (80 %) pripadov. K podobnym konsta-
tovaniam o vyssej PD-L1 expresii (v rozmedzi 53-90 %) v sarkoma-
toidnom karcinéme v porovnani s konvenénymi NSCLC dospeli aj
viaceré publikované pozorovania (29,30,31). Tento jav moze suvi-
siet aj s asocidciou expresie PD-L1 so zvysenou expresiou vimen-
tinu a znizenou E-cadherinu, tj. s fenotypom epitelovo-mezen-
chymového prechodu (28). Induktorom uvedeného prechodu je
aktivacia ZEB1 cestou supresie miR-200, o sucasne zvysuje expre-
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siu PD-L1 a nasledne znizuje protinddorovu imunitu a désledkom
je vyssia migracia, metastaticky potencidl a agresivita nadoru (32).

Ak sa trendy zvySovania expresie PD-L1 v zavislosti od stupna
diferenciacie a nadobudania fenotypu epitelovo-mezenchymo-
vého prechodu potvrdia na va¢Som subore pripadov, tak mézu
prispiet k diskusii o potencidli prognostického vyznamu expresie
PD-L1 v plicnych karcinémoch. Pri analyze literdrnych udajov je
totiz zrejma protirecivost Udajov podla roznych autorov. Niektori
vyssiu expresiu PD-L1 v NSCLC povaZzuju za negativny (22,28,33),
ini za pozitivny prognosticky faktor (20,34) a ¢ast autorov ziadny
prognosticky vyznam nepotvrdila (19,35). Rozdiely mézu stvisiet
s uz diskutovanymi problémami vysetrovania PD-L1 proteinu,
s reprezentativnostou hodnotenych suborov, s rozdielmi v ich
populacnych charakteristikdch a pod. My sa na zaklade zistenia,
ze IHC pozitivita PD-L1 je CastejSie a vySSie exprimovana v menej
diferencovanych prevladajucich typoch plucneho karcinému pri-
kldrname k nazoru o potrebe verifikdcie tohto trendu vo vacsich
stboroch v koreldcii s klinickymi parametrami ochorenia. To by
pripustilo moznost selekcie pacientov pre indikovanie imunote-
rapie. Napriklad pre pacientov s predominantne solidnym AC, t,.
podtypom NSCLC s nepriaznivou prognézou a silno asociovanym
s farmakologicky nenapadnutelnymi mutaciami génu KRAS (36)
by sa anti-PD-1/PD-L1 imunoterapia mohla stat vhodnou lieceb-
nou alternativou.

Zaverom mozno zhrnut, Ze expresia PD-L1 proteinu nadorovymi
bunkami odzrkadluje potencialne aktivne imunitné mikroprostre-
die. Napriek vietkym aj tu diskutovanym problémom dnes pred-
stavuje nezdvisly prediktivny parameter, ktory dosial najtesnejsie
koreluje s uspechom anti-PD-1/PD-L1 imunoterapie (37,38). Hlb-
Sie pochopenie imunitného profilu “responderov” a “non-respon-
derov” IHC komplexnymi anlyzami expresie génov naddoru a jeho
mikroprostredia urcite v blizkej budicnosti objasnia protinadoro-
vé imunitné mechanizmy, prispeju k vyuZzitiu inhibitorov imunit-
nych kontrolnych bodov a potencidlne mézu viest k objaveniu no-
vych terapeutickych metéd. V predkladanej studii, ktora je podla
nasich znalosti prva svojho druhu v rdmci Ceska a Slovenska, pre-
zentujeme vysledky IHC analyzy expresie PD-L1 na 325 vzorkach
plicnych karcinémoch v zavislosti od typu a podtypu nadoru.
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