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Sudhrn

Vychodiskd: Imunoterapia blokujuca signalnu drahu PD-1/PD-L1 sa za posledné roky stala do-
minantnou lie¢ebnou modalitou pacientov s nemalobunkovym karcindmom plic (non-small
cell lung carcinoma — NSCLC). Imunohistochemicky dékaz expresie ligandu receptora progra-
movanej bunkovej smrti-1 (programmed death-ligand 1 - PD-L1) na membrane nddorovych
buniek a/alebo tumor infiltrujucich lymfocytoch (TIL) je stale jedinym klinicky validovanym
prediktivnym biomarkerom pre indikaciu imunoterapie, ale ma svoje limity. Pritomnost TIL
v nddorovom mikroprostredi bola recentne identifikovana ako komplementarny prediktivny
faktor tejto terapie. V tejto retrospektivnej stidii sme v sibore 134 chirurgickych resekatov
NSCLC analyzovali asociaciu medzi expresiou PD-L1, pritomnostou TIL a stupfiom dezmo-
plazie nadoru. Materidl a metédy: Expresia PD-L1 na membrane nédorovych buniek a v TIL
bola dokazovana imunohistochemicky anti-PD-L1 protilatkou (klon 22C3) a pritomnost TIL
pouzitim protilatky anti-CD3 (polyklon). Expresia PD-L1 bola hodnotend systémom ,nadoro-
vého propor¢ného skére” (tumour proportion score — TPS), pricom boli vymedzené kategé-
rie TPS < 1 %, TPS 1-49 % a TPS = 50 %. Semikvantitativne hodnotenie pritomnosti TIL bolo
vykonané metddou ,percenta stromalnych TIL* (PST) a rozliSované boli kategérie PST < 10 %,
PST 10-49 % a PST = 50 %. Analyzovand bola asociacia medzi hodnotou expresie PD-L1 v né-
dorovych bunkach a TIL ku hodnote PST. Statisticka analyza bola vykonana Cochranovym-
-Armitageovym testom, pricom hodnota p < 0,05 bola pokladana za signifikantnu. Vysledky:
Expresia PD-L1 v nadorovych bunkéch bola signifikantne vyssia v kategériach PST 10-49 %
a PST = 50 % v porovnani s kategériou PST < 10 % v grade 1 a grade 2 adenokarcinémoch
(p = 0,008), v grade 3 adenokarcindmoch (p = 0,009) aj v skvamoceluldrnych karcinémoch
(p =0,028). Expresia PD-L1 v TIL bola asociovana s hodnotou PST v skvamoceluldrnych karciné-
moch (p = 0,025), ale nie v pripade adenokarcinémov. Nadory s vysokym stupriom dezmopla-
zie vykazovali obzvlast nizku hodnotu TPS aj PST. Zdver: Expresia PD-L1 v NSCLC je asociovana
s pritomnostou TIL. Dezmoplastické oblasti nadoru predstavuju imunologicky neaktivne nado-
rové mikroprostredie. Podédvanie anti PD-1/P-L1 imunoterapie s latkami blokujucimi signainu
drahu TGF-f predstavuje perspektivnu kombinovanu terapiu pre pacientov s NSCLC s dezmo-
plaziou.
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EXPRESIA LIGANDU RECEPTORA PROGRAMOVANEJ BUNKOVEJ SMRTI 1V BIOPSII NEMALOBUNKOVEHO KARCINOMU PLUC

Summary

Background: Immunotherapy blocking the PD-1/PD-L1 signalling pathway has become a dominant treatment modality for patients with non-
-small cell lung carcinoma (NSCLC). Programmed death-ligand 1 (PD-L1) expression on the membrane of tumour cells and/or tumour infiltrating
lymphocytes (TIL) evaluated immunohistochemically is still the only clinically validated predictive biomarker for immunotherapy, but it has its
limitations. TIL in the tumour microenviroment was identified as having predictive value. We retrospectively evaluated 134 NSCLC resection
specimens, and analysed the association between PD-L1 expression, the presence of TIL, and the degree of desmoplasia in tumours. Material
and methods: PD-L1 expression on tumour cells and TIL were evaluated immunohistochemically using the anti-PD-L1 antibody (clone 22C3)
and the anti-CD3 antibody (polyclone), respectively. PD-L1 was scored using the “tumour proportion score” (TPS) system with three categories:
TPS < 1%, 1-49%, and = 50%. TIL were evaluated semiquantitatively using the “percentage of stromal TIL" (PST) system, and categories of PST
< 10%, 10-49% and = 50% were recorded. The association between PD-L1 expression in tumour cells and TIL was compared with the PST value.
Statistical analysis was conducted using the Cochran-Armitage test, and a p-value < 5% was considered significant. Results: PD-L1 expression was
significantly higher in PST 10-49% and > 50% categories than in the PST < 10% category in grade 1 and grade 2 adenocarcinomas (p = 0.008),
grade 3 adenocarcinomas (p = 0.009), and squamous cell carcinomas (p = 0.028). PD-L1 expression in TIL was associated with the PST value in
squamous cell carcinomas (p = 0.025) but not in adenocarcinomas. Desmoplastic tumours had particularly low TPS and PST values. Conclusion:
PD-L1 expression in NSCLC is associated with the presence of TIL. Desmoplastic areas in tumours represent immunologically inactive tumour
microenviroments. Administration of anti-PD-1/PD-L1 immunotherapy, together with agents blocking the TGF-( signalling pathway, represent

a promising combinational therapy for patients with desmoplastic NSCLC.
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Vychodiska
Plucny karcindm patri celosvetovo medzi
najcastejsie pric¢iny umrtia na nddorové
ochorenie, pricom viac ako 85 % pripa-
dov tvoria nemalobunkové karcinémy
plic (non-small cell lung carcinoma -
NSCLQ). Ide o heterogénnu skupinou na-
dorov s pocetnymi histologickymi typmi
s odliSnymi molekularnymi charakteristi-
kami a biologickym spravanim [1].
Imunoterapia sa za posledné roky
stala dominantnou lie¢ebnou mo-
dalitou pacientov s réznymi typmi
malignit, vradtane NSCLC [2]. Inhibi-
tory imunitnych kontrolnych bodov,
ktoré blokovanim inhibi¢nej signdl-
nej drahy PD-1/PD-L1 (programmed
death-1 / programmed death-ligand 1)
vedu k reaktivacii potlaceného imunit-
ného systému, vyrazne zlepsili prog-
nézu pacientov s lokdlne pokrocilym
a metastazujucim NSCLC [3,4]. V sucas-
nosti su pre klinické pouzivanie v eur6p-
skych krajinach schvalené anti-PD-1 pro-
tildtky nivolumab a pembrolizumab
a anti-PD-L1 protilatky atezolizumab,
avelumab a durvalumab [5,6].
Imunohistochemicky doékaz expresie
proteinu PD-L1 na membrane nadoro-
vych buniek a/alebo imunitnych bun-
kach je stale jedinym klinicky validova-
nym prediktivnym biomarkerom pre
indikaciu tejto terapie [7]. Nejde pri-
tom o dokonaly prediktivny faktor, pre-
toze jeho negativny vysledok nevy-

lu¢uje moznost Ucinnosti inhibitorov
imunitnych kontrolnych bodov. A nao-
pak, bolo zistené, Ze viac ako polovica
pacientov nereaguje priaznivo na tuto
liecbu napriek vysokej hodnote expresie
PD-L1 [8]. Preto je potrebné najst nové,
komplementarne prediktivne faktory,
ktoré by pomohli identifikovat popula-
ciu pacientoy, ktori s najvysSou pravde-
podobnostou budu priaznivo klinicky
odpovedat na podavanie tejto terapie.

V poslednych rokoch sa ukazuje, Ze ex-
presia PD-L1 je pravdepodobne len jed-
nym z mnohych determinantov, ktoré
predpovedaju ucinnost inhibitorov imu-
nitnych kontrolnych bodov. Pozornost
sa okrem iného upriamila na charakte-
ristiky nddorového mikroprostredia, pre-
dovietkym na pritomnost imunitnych
buniek v nddorovej stréme, ktord svedci
pre pritomnud protinadorovd imunitnu
odozvu a na ulohu ,s nddorom asocio-
vanych fibroblastov’, ktoré prispievaju
ku imunitnej dysregulacii. Viaceré studie
poukazuju na to, Ze tzv. tumor infiltru-
juce lymfocyty (TIL) pritomné v nadoro-
vej strdme su asociované s klinickou
ucinnostou inhibitorov imunitnych kon-
trolnych bodov [9-11].

Mnoho aspektov naddorového mikro-
prostredia nie je dodnes plne objasne-
nych. Cielom nasej Studie bolo analy-
zovat moznu asociaciu medzi expresiou
PD-L1 v tkanive réznych typov NSCLC
s charakteristikami nadorového mikro-

prostredia, ako je pritomnost lymfocy-
tov v nddorovej stréme a stupen desmo-
plazie. Tieto vysledky by mohli mat
potencialne uplatnenie v klinickej tera-
peutickej praxi.

Material a metédy

Charakteristika vysetrovaného stiboru
Subor zahriioval 134 chirurgickych re-
sekatov plucnych karcinémov, ktoré
boli retrospektivne analyzované za uUce-
lom stanovenia expresie PD-L1 a pri-
tomnosti TIL. Studia bola schvalena
etickou komisiou Jesseniovej lekérskej
fakulty Univerzity Komenského v Mar-
tine (EK 136/2018).

Jednotlivé typy a podtypy NSCLC
boli kategorizované v sulade s WHO
(World Health Organization) klasifika-
ciou plucnych nadorov z roku 2015 [1].
Dva zakladné typy NSCLC predstavo-
vali adenokarcinébmy a skvamocelu-
larne karcindmy. V pripade adenokarci-
némov sa na zéklade predominantného
rastového vzoru rozlisovalo pat pod-
typov: predominantne lepidické ade-
nokarcindmy, ktoré predstavuju dobre
diferencované (grade 1) nadory, predo-
minantne acinarne a predominantne
papildrne adenokarcinémy, ktoré pred-
stavuju menej diferencované (grade 2)
formy, a predominantne solidne a pre-
dominantne mikropapilarne adenokar-
cinémy, ktoré predstavuju nizko diferen-
cované (grade 3) podtypy.
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V subore boli vy¢lenené tri zakladné
skupiny NSCLC, ktoré boli analyzované
separatne: skupina grade 1 a grade 2
adenokarcindmov, skupina grade 3 ade-
nokarcinémov a skupina skvamocelular-
nych karcinémov. Oblasti karcinémov
z troch zakladnych skupin, ktoré sa vy-
znacovali vysokym stupriom dezmopla-
zie, boli hodnotené este osobitne, pri-
¢om dezmoplazia bola definovana ako
pomer nadorovej stromy ku Struktdram
tvorenym nadorovymi bunkami vacsi
ako jedna.

Imunohistochemické vysetrenia
Na imunohistochemicku analyzu expre-
sie proteinu PD-L1 boli pouzité parafi-
nové rezy bioptického materidlu a na re-
vitalizaciu Pre-treatment Link a roztok
Jow pH” (pH 6) pri 96 °C po dobu 20 min.
Imunohistochemickd reakcia prebiehala
v automate Autostainer Link 48 s pouzi-
tim kitu PD-L1 IHC 22C3 PharmDx (RTU)
s monoklondlnou protilatkou anti-PD-
-L1 (klon 22C3) v riedeni 1 : 50 s inkuba-
ciou cez noc. Detekcia reakcie prebehla
pomocou detekéného kitu EnVision
Flex. Vsetky uvedené reagencie a plat-
formy boli zakipené od spolo¢nosti
Dako/Agilent, Dansko. Kazdy beh v stai-
neri prebiehal sucasne s pouzitim pozi-
tivnej bunkovej kultury (sucast kitu), ako
aj pozitivnej a negativnej kontroly vlast-
ného predtym verifikovaného a valido-
vaného pripadu z nasho registra.
Pritomnost lymfocytov v nadorovej
strome bola detegovana imunohisto-
chemickym dokazom expresie antigénu
CD3. Na revitalizaciu bol pouzity Pre-
-treatment Link a roztok ,high pH” (pH 9)
aimunohistochemicka reakcia prebiehala
v automate Autostainer Link 48 s mono-
klondlnou protilatkou anti-CD3 (poly-
klon). Detekcia reakcie prebehla pomo-
cou detekéného kitu EnVision Flex, high
pH (Link) K8000.V3etky uvedené reagen-
cie a platformy boli zakipené od spoloc-
nosti Dako/Agilent, Dansko.

Hodnotenie expresie PD-L1

v nadorovych bunkach a TiLs
Vysledok expresie PD-L1 bol vyjadreny
kvalitativne (pozitivny vs. negativny vy-
sledok) s pouzitim systému,nadorového
proporéného skére” (tumour propor-
tion score - TPS) [12], ktory predstavuje

Tab. 1. Distribucia pripadov skupiny grade 1 a grade 2 adenokarcinémov, skupiny
grade 3 adenokarcinémov a skupiny skvamocelularnych karciné6mov rozdelenych
podla hodnoty pozitivity PD-L1 v nadorovych bunkach (TPS) a v tumor infiltruju-
cich lymfocytoch v troch kategoriach percenta stromalnych tumor infiltrujtcich
lymfocytov (PST). V tychto pripadoch sa hustota T-lymfocytového infiltratu v na-

dorovom centre neodliSovala od invazivneho okraja.

Grade 1 a grade 2 adenokarcinémy, PST vIM =PST v TC (n = 49)

PD-L1 v nadorovych bunkach (TPS)

PST

negat. 1-49 % =50 %
<109% (n=28) 24 (85,7 %)  3(12,5%) 1 (4,2 %)
10-49% (n=15) 8(53,3 %) 6 (40 %) 1(7,7 %)
250 % (n=6) 4 (66,7 %) 1(16,7 %) 1(16,7 %)

PD-L1vTIL

PST

negat. 1-49 % 250%
<10 % (n=28) 16 (57,1%) 12 (42,9 %) 0
10-49% (n=15) 6 (40 %) 9 (60 %) 0
250 % (n=6) 1(16,7 %) 5 (83,3 %) 0

Grade 3 adenokarcinémy, PST vIM =PST vTC (n = 27)
PD-L1 v nadorovych bunkach (TPS)

PST

negat. 1-49 % =50 %
<109% (n=5) 3 (60 %) 1 (20 %) 1 (20 %)
10-49 % (n=7) 1(14,3 %) 1(14,3 %) 5(71,4 %)
250% (n=15) 1 (6,7 %) 5(33,3 %) 9 (60 %)

PD-L1vTIL

PST

negat. 1-49 % 250%
<10% (n=5) 2 (40 %) 3 (60 %) 0
10-49 % (n=7) 3 (42,8 %) 4 (57,1 %) 0
250% (n=15) 7(46,7 %) 8(53,3 %) 0

Skvamocelularne karcinémy, PSTvIM =PST vTC (n=31)
PD-L1 v nadorovych bunkach (TPS)

PST

negat. 1-49 % >50%
<10% (n=11) 8 (72,7 %) 1(18,2 %) 2 (18,2 %)
10-49 % (n =6) 3(50 %) 2(33,3%) 1(16,7 %)
250 % (n=14) 4 (28,6 %) 5 (35,7 %) 5 (35,7 %)
PST PD-L1vTIL

negat. 1-49 % 250 %
<10% (n=11) 8 (72,7 %) 3(27,3 %) 0
10-49 % (n=6) 2 (33,3 %) 4 (66,7 %) 0
=50% (n=14) 5 (35,7 %) 7 (50 %) 2 (14,3 %)

Celkova pozitivita
PD-L1

4(16,7 %)
7 (46,7 %)

2 (33,3 %)
Celkova pozitivita
PD-L1
12 (42,9 %)

9 (60 %)

5 (83,3 %)

Celkova pozitivita
PD-L1

2 (40 %)
6 (85,7 %)

14 (93,3 %)
Celkova pozitivita
PD-L1
3 (60 %)

4 (57,1 %)
8(53,3 %)

Celkova pozitivita
PD-L1

3(27,3 %)
3 (50 %)

10 (71,4 %)
Celkova pozitivita
PD-L1
3(27,3 %)

4 (66,7 %)

9 (64,3 %)

TPS — nadorové proporc¢né skore, PST — percento stromalnych tumor infiltrujicich
lymfocytov, IM - invazivny okraj nadoru, TC — centralna ¢ast nadoru, TIL - tumor in-
filtrujuce lymfocyty, PD-L1 - ligand receptora programovanej bunkovej smrti 1
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4 N
PD-L1 v nédorovych bunkéch -
negat. 1-49% =2 50% negat 1-49% 2 50%
PST < 10% 24 3 PST < 10% 12
12 7 2 7 14 0
PD-L1 v nddorovych bunkach PD-L1vTIL
negat. 1-49% =50% negat. 1-49% 2 50%
PST < 10% . I
(modré PST < 10%
oblasti) {modré
oblasti)
PST =2 10% PST =2 10%
(zelené (zelené
oblasti) oblasti)
p =0,008 p=0,082
A. B.
. J

Obr. 1. Grade 1 a grade 2 adenokarcinémy, PST v IM = PST v TC (n = 49).

A. Mozaikovy diagram, ktory schematicky zndzormuje, ze podiel grade 1

a grade 2 adenokarcinomov s PD-L1 negativnymi naddorovymi

bunkami je v kategorii PST < 10 % relativne ku kategorii PST > 10 % vy33i. Tento pomer je obrateny v pripade PD-L1 pozitivnych pripadoch

(p = 0,008).

B. Mozaikovy diagram, ktory schematicky znazorriuje, ze podiel grade 1 a grade 2 adenokarcindmov s PD-L1 negativnymi TIL, ako aj PD-L1 po-
zitivnymi TIL sa v kategorii PST < 10 % relativne ku kategdrii PST > 10 % signifikantne nelisi (p = 0,082).

PST — percento stromalnych tumor infiltrujicich lymfocytov, IM -

programovanej bunkovej smrti 1, TIL — tumor infiltrujice lymfocyty

percentudlny podiel PD-L1 exprimuju-
cich nadorovych buniek z celkovému
poctu non-nekrotickych nadorovych
buniek. Ako ,PD-L1 pozitivna” sa ozna-
¢ovala nadorova bunka, ktora vykazo-
vala ¢iasto¢né alebo Uplné membranové
farbenie PD-L1, cytoplazmatickd poziti-
vita do vysledku zapocitand nebola. Vy-
sledok bol povazovany za negativny, ak
menej ako 1 % nadorovych buniek vy-
kazovalo pozitivitu PD-L1 proteinu. Po-
zitivne vysledky boli na zdklade hodnoty
TPS rozdelené do kategérie ,1-49 %"
a kategorie ,50 % a viac”. Analogickym
spésobom bola hodnotena expresia
PD-L1 aj v imunitnych bunkach pritom-
nych v nddorovej stréme. Pri hodnoteni
dezmoplastickych oblasti boli vyme-
dzené osobitné kategoérie TPS ,1-9 %"
a,10-49 %"

Hodnotenie mnozstva TILs
Hodnotené boli vylu¢ne lymfocyty. Iné
mononuklearne bunky ako makrofagy

a dendritické bunky, ako aj polymorfo-
nuklearne leukocyty do vysledku zahr-
nuté neboli. Semikvantitativne hodnote-
nie pritomnosti lymfocytov v nddorove;j
strome bolo vykonané metédou ,per-
centa stromdlnych TIL" (PST), ktord je
analogickd metéde popisanej pri karci-
néme prsnika [13]. Percento stromalnych
TIL predstavuje percentudlny podiel plo-
chy nadorovej stromy okupovanej lym-
focytmi z celkovej plochy nadorovej
strémy. Samostatne bol touto metédou
hodnoteny ,invazivny okraj” nadoru (in-
vasive margin - IM), tj. kompartment
nadorovej strémy bezprostredne nalie-
hajuci na loziska tumoru hraniciace s ne-
nadorovym tkanivom a ,centralna cast”
nadoru (tumor center - TC), tj. kompart-
ment nadorovej stromy naliehajlcej na
loZiska tumoru centralne od invazivneho
okraja. Na zdklade zhody alebo nezhody
medzi obidvoma kompartmentmi na-
dorovej stromy boli jednotlivé karci-
noémy vo vsetkych troch skupinach za-

invazivny okraj nddoru, TC - centralna cast nadoru, PD-L1 - ligand receptora

radené do jednej z dvoch podskupin:
LPSTVIM=PSTvTC”a,PST v IM = PST
v TC" V podskupine ,PST v IM = PST
v TC" boli na zdklade hodnoty PST roz-
liSované tri kategdrie: nddorova stréma
s hodnotou PST < 10 % bola hodnotend
ako nizke PST, s hodnotou PST 10-49 %
ako stredne vysoké PST a s hodnotou
PST = 50 % ako vysoké PST. V podsku-
pine ,PST v IM = PST v TC" boli rozliSo-
vané dve kategorie: ,PST v TC = 10 % /
PST vIM 10-49 %" a,PSTvTC 10-49 % /
PST v IM = 50 %". Vysledky prislusnych
kategrii PST boli porovnavané s hod-
notami TPS.

Statisticka analyza

Kontingen¢né tabulky distribucie jed-
notlivych typov NSCLC rozdelenych
podla hodnoty pozitivity PD-L1 v na-
dorovych alebo imunitnych bunkach
v kategériach PST = 10 % a PST = 10 %
boli prevedené do podoby mozaiko-
vého diagramu. Nulové hypotéza Ziad-
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neho vztahu medzi uvedenymi dvoma
kategdriami PST bola testovana Cochra-
novym-Armitageovym testom trendu,
ktory bol prevedeny proti alternativnej
hypotéze, Ze podiel NSCLC s PD-L1 ne-
gativnymindadorovymialeboimunitnymi
bunkami v kateg6rii PST > 10 % relativne
ku kateg6rii PST = 10 % bude vy3si.V pri-
pade PD-L1 pozitivity sa ocakaval ob-
rateny pomer. Hodnota p < 0,05 bola
pokladana za Statisticky vyznamnu. Ana-
lyzované data boli spracované vo vypoc-
tovom prostredi R, verzia 3.5.0 s pouZi-
tim kniznice DescTools.

Vysledky

Expresia PD-L1 v analyzovanom
subore NSCLC

Celkovo bolo do tejto studie zahrnu-
tych 134 chirurgickych resekatov plic-
nych karcinémov. V 87 pripadoch islo
o adenokarcinémy a v 47 pripadoch
o skvamoceluldrne karcinémy. Z 87 pri-
padov adenokarcinémov bola expre-
sia PD-L1 v nadorovych bunkach zis-
tena v 38 pripadoch (43,7 %) a expresia
PD-L1 vTIL v 45 pripadoch (51,7 %). Sku-
pina skvamoceluldarnych karcinémov
zahriiovala 47 pripadov, pricom pozi-
tivny vysledok expresie PD-L1 v nddoro-
vych bunkach bol zisteny v 22 pripa-
doch (46,8 %) a v imunitnych bunkach
v 27 pripadoch (57,4 %).

Asociacia medzi expresiou

PD-L1 a PST v skupine grade 1

a grade 2 adenokarcinémov
Sestdesiat adenokarcinémov bolo kla-
sifikovanych ako dobre diferencované
(grade 1) alebo menej diferencované
(grade 2) formy. V 13 pripadoch (26,5 %)
bola zistena expresia PD-L1 v nadorovych
bunkach a v 26 pripadoch (53 %) v TIL.

V podskupine ,PST v IM = PST v TC"
bolo 49 pripadov, pricom prevazna cast
pripadov (n = 28) patrila do katego-
rie nizkeho PST. Vysledky su zhrnuté
vtab. 1.

Pri analyze expresie PD-LT v na-
dorovych bunkdch v tejto podsku-
pine bolo zistené, Ze celkova pozitivita
je signifikantne vyssia v kategériach
s vyssim stupnom lymfocytovej infil-
tracie (p = 0,008) (obr. 1A). V kategé-
rii PST = 10 % boli PD-L1 pozitivne len
4 z 28 pripadov (16,7 %), ale v kategé-

Tab. 2. Distribucia pripadov skupiny grade 1 a grade 2 adenokarcinémov a skupiny
skvamocelularnych karcinémov rozdelenych podla hodnoty pozitivity PD-L1 v na-
dorovych bunkach (TPS) a tumor infiltrujucich lymfocytoch v troch kategériach per-
centa stromalnych tumor infiltrujtcich lymfocytov (PST). V tychto pripadoch sa hus-
tota T-lymfocytového infiltratu v nadorovom centre odliSovala od invazivneho okraja.

Grade 1 a grade 2 adenokarcinémy, PSTvIM = PSTvTC (n=11)

PD-L1 v nadorovych bunkach (TPS) celkova pozitivita

PSTTCAM) negat. 1-49 % =50 % PD-L1

<10%/10-49% (n=9) 7(77,8%) 2(22,2%) 0 2 (22,2 %)

10-49%/=>50% (n=2) 1(50%) 1 (50 %) 0 1 (50 %)

PST (TC/IM) PD-L1vTIL Celkova pozitivita
negat. 1-49 % >50% PD-L1

<10%/10-49% (n=9) 7(77,8%) 2(22,2%) 0 2 (22,2 %)

10-49%/250% (n=2) 1(50%) 1(509%) 0 2 (50 %)

Skvamocelulérne karcinémy, PST vIM = PST vTC (n = 16)

PD-L1 v nadorovych bunkach (TPS) celkova pozitivita

PST(TC/IM) negat. 1-49% >50% PD-L1

<10%/10-49% (n=10) 7 (70 %) 3(30%) 0 3(30%)

10-49%/=250% (n=6) 3(50%) 2(333%) 1(16,7%) 3 (50 %)

PST (TC/IM) PD-L1vTIL Celkova pozitivita
negat. 1-49%  =50% PD-L1

<10%/10-49% (n=10) 4 (40 %) 6 (60 %) 0 6 (60 %)

10-49%/=250% (n=6) 1(16,7%) 5(83,3%) 0 5(83,3 %)

TPS — naddorové proporéné skére, PST — percento stromalnych tumor infiltrujucich
lymfocytov, IM - invazivny okraj nadoru, TC — centralna ¢ast nadoru, TIL — tumor in-
filtrujuce lymfocyty, PD-L1 - ligand receptora programovanej bunkovej smrti 1

rii PST 1-49 % bola expresia PD-L1 zis-
tend v 7 z 28 pripadov (46,7 %) a v ka-
teg6rii PST > 50 % v 2 zo 6 pripadov
(33,3 %). Stupajuca hodnota PST nekore-
lovala signifikantne so stupajucou hod-
notou celkovej pozitivity PD-L1 imu-
nitnych buniek (p = 0,082) (obr. 1B).
V kategérii nizke PST bola expresia
PD-L1 v TIL zistend v 12 z 28 pripadov
(42,9 %), v kategorii stredne vysoké
PST v 9 z 28 pripadov (60 %) a v ka-
tegorii vysoké PST v 5 zo 6 pripadov
(83,3 %).

V podskupine ,PST v IM = PST v TC"
bolo identifikovanych 11 adenokarciné-
mov - v 10 pripadoch patrili do kategé-
rie ,PSTVTC = 10 % / PST v IM 10-49 %"
s pozitivnym vysledkom PD-L1 v na-
dorovych bunkéch aj TIL v 2 pripadoch
(22,2 %).V pripade dvoch adenokarciné-

mov $lo o kategériu ,PST v TC 10-49 % /
PST vIM = 50 %" s vysledkom pozitivnej
expresie PD-L1 v nddorovych bunkdach
aTIL s 50 % pripadov. Vysledky su zhr-
nuté v tab. 2.

Asociacia medzi expresiou
PD-L1 a PST v skupine grade 3
adenokarcinomov
Dvadsatsedem adenokarcinémov bolo
klasifikovanych ako nizko diferencované
(grade 3) formy. V 22 pripadoch (81,5 %)
bola zistena expresia PD-L1 v nadoro-
vych bunkéch a v 16 pripadoch (55,5 %)
v TIL. Pre vietky pripady v tejto skupine
platili kritéria ,PST v IM = PST v TC". Vy-
sledky su zhrnuté v tab. 1.

Podobneakov pripadegrade 1agrade2
adenokarcindmov, aj v pripade nizko
diferencovanych adenokarcinémov
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PD-L1 v nadorovych bunkéch -
- negat. 1-49% > 50% negat. 1-49% = 50%
3 1 1 2 3 0
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PD-L1 v nadorovych bunkach PD-L1vTIL
negat. 1-49% = 50% negat. 1—49% = 50%
R
- PST < 10%
(modré
oblasti)
PST < 10%
(modré
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oblasti)
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(zelené ’
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p = 0,009 p=0,428
A.
\_ J

Obr. 2. Grade 3 adenokarcinémy, PST vIM =PST vTC (n = 27).
A. Mozaikovy diagram, ktory schematicky zndzornuje, Zze podiel grade 3 adenokarcinémov s PD-L1 negativnymi nadorovymi bunkami je v ka-
tegorii PST < 10 % relativne ku kategorii PST > 10 % vy$si. Tento pomer je obrateny v pripade PD-L1 pozitivnych pripadoch (p = 0,009).

B. Mozaikovy diagram, ktory schematicky zndzormuje, ze podiel grade 3 adenokarcindmov s PD-L1 negativnymi TIL, ako aj PD-L1 pozitivnymi
TIL je v kategdrii PST < 10 9% relativne ku kategorii PST > 10 % porovnatelny (p = 0,428).

PST - percento stromalnych tumor infiltrujicich lymfocytov, IM -

programovanej bunkovej smrti 1, TIL — tumor infiltrujice lymfocyty

bolo zistené, Ze celkovd pozitivita pro-
teinu PD-LT v nadorovych bunkach
je signifikantne vyssia v kategériach
s vyssim stupriom lymfocytovej infil-
tracie (p = 0,009) (obr. 2A). V kategé-
rii PST = 10 % bola PD-L1 pozitivita zis-
tend v 2 z 5 pripadoch (40 %), v kategérii
PST 10-49 % v 6 zo 7 pripadov (85,7 %)
a v kateg6rii PST = 50 % v 14 z 15 pripa-
dov (93,3 %), pricom v 9 pripadoch ilo
o TPS s hodnotou = 50 %. Taktiez v pri-
pade nizko diferencovanych foriem ade-
nokarcinomov nebola zistena asocia-
cia medzi hodnotou PST a celkovou
pozitivitou PD-L1 v imunitnych bun-
kach (p = 0,428) (obr. 2B). V kategorii
PST = 10 % bola expresia PD-L1 v TIL zis-
tend v 3 z 5 pripadov (60 %), v katego-
rii PST 1-49 % v 3 zo 7 pripadov (51,7 %)
a v kateg6rii PST = 50 % v 8 z 15 pripa-
dov (53,3 %). Vztah medzi expresiou
PD-L1 v nddorovych bunkach grade 3
adenokarcinémov a lymfocytovou infil-
traciou stromy je zobrazeny na obr. 3.

Asociacia medzi expresiou

PD-L1 a PST v skupine
skvamocelularnych karcinémov
Subor obsahoval 47 pripadov klasifiko-
vanych ako skvamocelularne karcinémy,
pricom pozitivita PD-L1 proteinu v na-
dorovych bunkach bola zistend v 22 zo
47 pripadov (46,8 %) a v TIL v 27 zo
47 pripadov (57,4 %).

V kategérii ,PST v IM = PST v TC”
bolo 31 pripadov, z ktorych expresia
PD-L1 v nadorovych bunkach a v TIL
bola zistend v 16 z 31 pripadov (51,6 %).
Vysledky su zhrnuté v tab. 1.

Celkova pozitivita PD-L1 v nddorovych
bunkach bola v kategéridch PST 1-49 %

> 50 % signifikantne vys$sia v porov-
nani s kategériou PST = 10 % (p = 0,028)
(obr. 4A). V kategérii PST = 10 % bola ex-
presia PD-L1 v nddorovych bunkéch zis-
tend v 3 z 11 pripadov (27,3 %), v katego-
rii PST 10-49 % v 3 zo 6 pripadov (50 %)
a v kategérii PST = 50 % 10 zo 14 pripa-
dov (71,4 %). Celkova pozitivita PD-L1 v TIL

invazivny okraj nddoru, TC — centralna ¢ast nddoru, PD-L1 - ligand receptora

bola v kategdriach PST 1-49 % a = 50 %
signifikantne vyssia v porovnani s katego-
riou PST = 10 % (p = 0,025) (obr. 4B). V ka-
tegorii PST = 10 % bola zistend expresia
PD-L1 len v 3 z 11 pripadov (27,3%), ale
v kategérii PST 10-49 % v 4 zo 6 pripadov
(66,7 %) a v kategorii PST = 50% 9 zo 14 pri-
padov (64,3 %). Vztah medzi expresiou
PD-L1 v nddorovych bunkach skvamoce-
luldrnych karcinémov a lymfocytovou infil-
traciou strémy je zobrazeny na obr. 3.

V kateg6rii ,PST v IM = PST v TC” bolo
identifikovanych 19 skvamocelular-
nych karcinémov. V 10 pripadoch pat-
rili do kategérie ,PST vTC = 10 % / PST
v IM 10-49 %" s pozitivnym vysledkom
expresie PD-L1 v nddorovych bunkach
v 3 pripadoch (30 %) a v TIL v 6 pripa-
doch (60 %).V 6 pripadoch islo o kategé-
riu,PSTvTC 10-49 % / PST v IM = 50 %",
pricom expresia PD-L1 v nadorovych
bunkach bola zistend v 3 pripadoch
(50 %) a v TIL v 5 pripadoch (83,3 %). Vy-
sledky su zhrnuté v tab. 2.
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Obr. 3. Asociacia medazi infiltraciou nadorovej strémy T-lymfocytmi a expresiou PD-L1 v nadorovych bunkach nemalobunkového
karcinému pluc.

A. Adenokarciném s predominantne solidnym rastovym vzorom (20x zvacsenie, hematoxylin a eozin).

B. Rovnaky adenokarcindm z A, zobrazena je infiltracia nadorovej stromy T-lymfocytmi so stredne vysokou hodnotou PST

(CD3 imunohistochémia).

C. Rovnaky priklad uvedeny v A, zobrazend je expresia PD-L1 v nddorovych bunkéach s hodnotou TPS 20-30 %.

D. Priklad skvamoceluldrneho karcindmu (20x zvacsenie, hematoxylin a eozin).

E. Rovnaky priklad uvedeny v D., zobrazena je infiltracia nddorovej stromy T-lymfocytmi s vysokou hodnotou PST (CD3 imunohistochémia).

F. Rovnaky priklad uvedeny v D., zobrazena je expresia PD-L1 v nddorovych bunkach s hodnotou TPS nad 90 %

(EF = PD-L1 imunohistochémia).

4 v N vt b S

PD-L1 - ligand receptora programovanej bunkovej smrti 1, PST — percento stromalnych tumor infiltrujicich lymfocytov, TPS — nadorové pro-
por¢né skére
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Obr. 4. Skvamoceluldrne karcinémy, PST vIM =PST vTC (n=31).

A. Mozaikovy diagram, ktory schematicky znazorfiuje, Zze podiel skvamoceluldrnych karcinémov s PD-L1 negativnymi nadorovymi
bunkami je v kategorii PST < 10 % relativne ku kategorii PST = 10 % vyssi. Tento pomer je obrateny v pripade PD-L1 pozitivnych pripadoch
(p=0,028).

B. Mozaikovy diagram, ktory schematicky zndzorfiuje, ze podiel skvamoceluldrnych karcindmov s PD-L1 negativnymi TIL je v kategdrii PST
< 10 % relativne ku kategorii PST > 10 % vyssi. Tento pomer je obrateny v pripade PD-L1 pozitivnych pripadoch (p = 0,025).

PST — percento stromalnych tumor infiltrujicich lymfocytov, IM — invazivny okraj nadoru, TC — centrélna ¢ast nédoru, PD-L1 - ligand receptora
programovanej bunkovej smrti 1, TIL — tumor infiltrujice lymfocyty

Tab. 3. Distribucia dezmoplastickych oblasti plticnych karcinomov rozdelenych podla hodnoty pozitivity PD-L1 v nadorovych
bunkach v troch kategoriach percenta stromalnych tumor infiltrujtcich lymfocytov.

Desmoplastické oblasti pliucnych karcinémov (n = 30)

PST PD-L1 v nadorovych bunkach (TPS) Celkova pozitivita PD-L1
negat. 1-9 % 10-49 % =250%

<10% (n=29) 27 (93,1 %) 2 (6,9 %) 0 0 2(6,9 %)

10-49% (n=1) 1 (100 %) 0 0 0 0

movanej bunkovej smrti 1

N

TPS - naddorové proporcéné skére, PST - percento stromélnych tumor infiltrujucich lymfocytov, PD-L1 - ligand receptora progra-

/

Asociacia medzi expresiou PD-L1

a PST v dezmoplastickych oblastiach
Celkovo bolo identifikovanych 30 karci-
némov s vysokym stupriom dezmoplazie.
Tieto oblasti sa vyznacovali obzvlast niz-
kou hodnotou PST a takmer absentuju-
cou expresiou PD-L1.V 29 pripadoch bola
zistena hodnota PST = 10 %, pricom len
dve z tychto oblasti (6,9 %) vykazovali po-
zitivitu PD-L1 proteinu v nddorovych bun-

kach. Jedna dezmoplasticka oblast mala
hodnotu PST 10-49 % s negativnym dé-
kazom expresie PD-L1. Vysledky su zhr-
nuté v tab. 3 a obr. 5 zobrazuje priklady
dezmoplastickych plticnych karcinémov
vo vztahu k lymfocytovej infiltracii.

Diskusia
Predkladané data objasnuju viaceré as-
pekty nadorového mikroprostredia

NSCLC, ktoré by mohli byt vyuzitelné
pri interpretacii klinickej odpovede
pacientov s NSCLC lie¢enych imunotera-
pioy, tj. mohli by mat potencialne vyuzi-
tie pri jej indikovani.

V roku 2015 Teng et al [14] navrhli
klasifikovat nadorové mikroprostre-
die na zaklade pritomnosti expre-
sie PD-L1 a infiltracii nadorovej stromy
T-lymfocytmi na Styri typy - ako
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Obr. 5. Dezmoplasticka nadorova stroma.

A, B. Priklad plicneho karcinému s vysokym obsahom dezmoplastickej nadorovej stromy () (10x zvacsenie, hematoxylin a eozin).
C, D. Dezmoplasticka nadorova stroma () zabranuje infiltracii nadoru T-lymfocytmi, ktoré zostavaju lokalizované peritumordzne (x)

(10x zvacsenie, CD3 imunohistochémia).

nadorové mikroprostredie typu | ozna-
¢ili také, v ktorom nadorové bunky vy-
kazuju pozitivitu PD-L1 proteinu, pricom
v nadorovej strome su pritomné TIL. Ta-
kyto stav signalizuje adaptivnu imunitnu
rezistenciu a pacienti s tymto typom na-
dorového mikroprostredia vykazuju naj-
lepsiu klinickd odpoved' pri podavani
inhibitorov imunitnych kontrolnych
bodov. Nadorové mikroprostredie typu ll
je oznacované aj ako imunologicky ,vy-
priahnuté”. Je charakterizované kombi-
naciou PD-L1 negativnych nadorovych
buniek ako aj nizkou az absentujucou
T-lymfocytovou infiltraciou, ¢o signalizuje
imunologickd ,ignoranciu”. Nadorové
mikroprostredie typu lll je PD-L1 po-
zitivne, ale stroma nie je infiltrovana
T-lymfocytmi, ¢o naznacuje onkogénnu
stimuldciu expresie PD-L1 v nadoro-
vych bunkdach. Nadorové mikroprostre-
die typu IV je bez expresie PD-L1, ale
s pritomnostou TIL, ¢o naznacuje alter-

nativne cesty Uniku spod imunitného
dozoru [14].

Nase zistenia poukazuju na to, ze
v prognosticky odlisnych skupinach ade-
nokarcindmov je zastupenie uvedenych
styroch typov odlisné. V skupine lep-
Sie diferencovanych, grade 1 a grade 2
adenokarcinémov patrilo 28 zo 49 pri-
padov (57,1 %) do kategérie PST = 10 %.
Z tychto 28 adenokarcindmov bola ex-
presia PD-L1 v nadorovych bunkéch zis-
tena v 4 z nich (16,7 %). V 24 pripadoch
(49 %) mali teda pacienti nadorové mik-
roprostredie typu Il s konfiguraciou
,PD-L1 negativny, TIL negativny (nizky)",
¢o by mohlo znamenat, ze si malo vhod-
nymi kandidatmi pre imunoterapeutické
postupy.

Pri analyze tejto skupiny adeno-
karcindmov bolo tiez zistené, ze cel-
kovd pozitivita PD-L1 v nadorovych
bunkach je vyssia v kategoériach PST
1-49 % a = 50 % v porovnani s katego-

riou PST = 10 % (p = 0,008). To je v su-
lade s vysledkami viacerych autorov,
ktori upozorfiuju na moznu asociaciu
medzi expresiou PD-L1 v nadorovych
bunkach a infiltraciou nadorovej strémy
T-lymfocytmi [15-17].

V skupine nizko diferencovanych,
grade 3 adenokarcinémov patrilo
15 z 27 pripadov (55,5 %) do kategérie
PST = 50 %. Z tychto 15 adenokarciné-
mov bola expresia PD-L1 v nddorovych
bunkach zistend v 9 z nich (60 %).V 9 pri-
padoch mali teda pacienti nddorové
mikroprostredie typu |, s konfiguréciu
,PD-L1 pozitivny, TIL vysoky", ¢o podpo-
ruje nazor, ze by mali byt vhodnymi kan-
didatmi pre imunoterapeutické postupy.
Podobne ako v pripade lepsie diferen-
covanych adenokarcinémov aj v pri-
pade grade 3 foriem bola pozorovana
asociacia medzi expresiou PD-L1 v na-
dorovych bunkach a stupnom infitra-
cie nadorovej stromy imunitnymi bun-
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kami. Celkova pozitivita PD-L1 proteinu
bola vyssia v kategériach PST 1-49 %
a = 50 % v porovnani s kategériou
PST =10 % (p = 0,009).

S ohladom na expresiu PD-L1 v TIL
nebol v zZiadnej z uvedenych dvoch
skupin adenokarcinémov rozdelenych
na zaklade stupna diferenciacie zis-
teny signifikantny vztah medzi hod-
notou PST a pozitivitou PD-L1 v TIL.
Celkova pozitivita PD-L1 proteinu v na-
dorovych bunkach v nizko diferenco-
vanych adenokarcinomoch bola vyssia
nez v pripade lepsie diferencovanych
formach (81,5 vs 26,5%). Na tuto aso-
ciaciu medzi expresiou PD-L1 a stup-
nom diferencidcie adenokarcinémov
upozoriiuju aj viaceri autori — expre-
sia PD-L1 bola signifikantne asociovana
s nizko diferencovanymi, grade 3 adeno-
karcinémami klasifikovanymi ako predo-
minantne solidne a s krat$im celkovym
prezivanim [18-23].

V skupine skvamoceluldrnych kar-
cinbmov nebol zisteny vyrazny roz-
diel v zastupeni jednotlivych kategorii
PST - 11 pripadov patrilo do kategérie
PST =10 % a 16 do kateg6rie PST = 50 %.
V skvamoceluldrnych karcinémoch bola
pozorovand asociacia medzi celkovou
pozitivitou PD-L1 v nadorovych bun-
kach a hodnotou PST (p = 0,028). Taktiez
v TIL bol podiel PD-L1 pozitivnych pri-
padov signifikantne vyssi v kategériach
s vy33im PST (p = 0,025).

Pocas analyzy jednotlivych karciné-
mov sme pozorovali, ze dezmoplastické
oblasti, tj. ¢asti nddoru s vyraznym zastu-
penim nadorovej stromy, sa vyznacuju
obzvlast nizkou hodnotou PST a takmer
absentujucou expresiou PD-L1 v na-
dorovych bunkdach - z celkovo 30 iden-
tifikovanych dezmoplastickych oblasti
patrilo 29 z nich (96,7 %) do kategé-
rie PST = 10 %. V nich bola zistena ex-
presia PD-L1 v nadorovych bunkach
v dvoch pripadoch (6,9 %), pricom islo
o kategériu TPS 1-9 %. Podobné cha-
rakteristiky imunitne ,vypriahnutého”
naddorového mikroprostredia bolo po-
zorované pri analyze metastatickych
urotelialnych karcinémov od pacientov
lie¢cenych atezolizumabom [24]. Ma-
riathasan et al zistili, Ze migracia imunit-
nych buniek do nadorového centra je in-
hibovand, ak doslo k aktivacii signalnej

drahy TGF-f vo fibroblastoch lokalizo-
vanych peritumoralne. Imunitné bunky,
miesto toho aby infiltrovali nadorové
centrum, zostali ,uvdznené” v nddorovej
strome invazivneho okraja, bohatej na
»S hddorom asociovanych fibroblastov”
a na kolagénové vldkna [24]. Aktivacia
signalnej drahy TGF-B vsak nevedie len
k tvorbe mechanickej bariéry v podobe
hustej vrstvy kolagénu - tato draha zo-
hrava vyznamnu ulohu v procese adap-
tivnej imunitnej odpovede a jej aktivacia
vedie k potlaceniu tvorby interferénu-y,
ktory je zdsadnym induktorom expre-
sie PD-L1 v nadorovych bunkéch. TGF-$3
tiez inhibuje funkciu cytotoxickych CD8*
T-lymfocytov a indukuje v CD4* T-lymfo-
cytoch expresiu transkripéného faktora
FOXP3, ¢im meni zastupenie jednotli-
vych subpopuldcii tychto buniek v ne-
prospech Th1 lymfocytov a v prospech
regulacnych T-lymfocytov [25]. Bloko-
vanie signalnej drahy TGF-B tak pred-
stavuje perspektivnu komplementarnu
terapiu k podévaniu inhibitorov imu-
nitnych kontrolnych bodov. Odstrane-
nie mechanickej bariéry v podobe kola-
génovych vldken by umoznilo kontakt
imunitnych buniek s bunkami nadoro-
vymi, ktory, ako bolo demonstrované,
je asociovany s expresiou prediktivneho
markera PD-L1. Nadorové mikroprostre-
die by sa tak hypoteticky zmenilo z imu-
nitne ,vypriahnutého” typu Il na typ |,
ktoré vykazuje najvyssiu pravdepodob-
nost klinickej odpovede pri podavani in-
hibitorov kontrolnych bodov. V sucas-
nosti prebiehaju predklinické 3tudie,
ktoré testuju kombinovanu terapiu za-
meranu na blokovanie signéalnej drahy
PD-1/PD-L1 spolu s anti-TGF-p terapiou
so zatial superiérnymi Gcinkami oproti
monoterapii podavania inhibitorov imu-
nitnych kontrolnych bodov [24,25].

Zaver

Suhrnne, nasa studia objasriuje mnohé
aspekty nadorového mikroprostredia
v NSCLC. Expresia PD-L1 ma vztah ku
stupnu diferenciacie adenokarcinémov,
pricom je vyssia v nizko diferencovanych
podtypoch adenokarcinémov grade 3.
V skupine adenokarcindmov ako aj skva-
moceluldrnych karcindmov je celkova
pozitivita PD-L1 proteinu v nddorovych
bunkéch asociovana s vy$sou hodnotou

PST. Expresia PD-L1 v TIL je asociovana
s vy$Sou hodnotou PST v skvamocelular-
nych karcindmoch, ale nie v skupine ade-
nokarcinémov. Dezmoplastické oblasti
sa vyznacuju obzvlast nizkou hodnotou
PST a nizkou expresiou PD-L1. Uvedené
vysledky maju potencial pochopit zlozi-
tost vysledkov lie¢by pacientov s NSCLC
inhibitormi imunitnych kontrolnych
bodov ovplyvhujicimi signalne drahy
PD-1/PD-L1 a prispiet k zlep3eniu pre-
diktivnej stratifikacie pacientov nielen
v rdmci existujucich modalit imunote-
rapie, ale aj v rdmci novych kombinova-
nych v sucasnosti v klinickych stadiach
overovanych postupov.
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