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Súhrn
Východiská: Imunoterapia blokujúca signálnu dráhu PD-1/ PD-L1 sa za posledné roky stala do-
minantnou liečebnou modalitou pacientov s nemalobunkovým karcinómom pľúc (non-small 
cell lung carcinoma –  NSCLC). Imunohistochemicky dôkaz expresie ligandu receptora progra-
movanej bunkovej smrti-1 (programmed death-ligand 1 –  PD-L1) na membráne nádorových 
buniek a/ alebo tumor infiltrujúcich lymfocytoch (TIL) je stále jediným klinicky validovaným 
prediktívnym biomarkerom pre indikáciu imunoterapie, ale má svoje limity. Prítomnosť TIL 
v nádorovom mikroprostredí bola recentne identifikovaná ako komplementárny prediktívny 
faktor tejto terapie. V tejto retrospektívnej štúdii sme v súbore 134 chirurgických resekátov 
NSCLC analyzovali asociáciu medzi expresiou PD-L1, prítomnosťou TIL a  stupňom dezmo-
plázie nádoru. Materiál a metódy: Expresia PD-L1 na membráne nádorových buniek a v TIL 
bola dokazovaná imunohistochemicky anti-PD-L1 protilátkou (klon 22C3) a prítomnosť TIL 
použitím protilátky anti-CD3 (polyklon). Expresia PD-L1 bola hodnotená systémom „nádoro-
vého proporčného skóre“ (tumour proportion score –  TPS), pričom boli vymedzené kategó-
rie TPS < 1 %, TPS 1– 49 % a TPS ≥ 50 %. Semikvantitatívne hodnotenie prítomnosti TIL bolo 
vykonané metódou „percenta stromálnych TIL“ (PST) a rozlišované boli kategórie PST < 10 %, 
PST 10– 49 % a PST ≥ 50 %. Analyzovaná bola asociácia medzi hodnotou expresie PD-L1 v ná-
dorových bunkách a TIL ku hodnote PST. Štatistická analýza bola vykonaná Cochranovým-
-Armitageovým testom, pričom hodnota p < 0,05 bola pokladaná za signifikantnú. Výsledky: 
Expresia PD-L1 v nádorových bunkách bola signifikantne vyššia v kategóriách PST 10– 49 % 
a PST ≥ 50 % v porovnaní s kategóriou PST < 10 % v grade 1 a grade 2 adenokarcinómoch 
(p = 0,008), v grade 3 adenokarcinómoch (p = 0,009) aj v skvamocelulárnych karcinómoch 
(p = 0,028). Expresia PD-L1 v TIL bola asociovaná s hodnotou PST v skvamocelulárnych karcinó-
moch (p = 0,025), ale nie v prípade adenokarcinómov. Nádory s vysokým stupňom dezmoplá-
zie vykazovali obzvlášť nízku hodnotu TPS aj PST. Záver: Expresia PD-L1 v NSCLC je asociovaná 
s prítomnosťou TIL. Dezmoplastické oblasti nádoru predstavujú imunologicky neaktívne nádo-
rové mikroprostredie. Podávanie anti PD-1/ P-L1 imunoterapie s látkami blokujúcimi signálnu 
dráhu TGF-β predstavuje perspektívnu kombinovanú terapiu pre pacientov s NSCLC s dezmo-
pláziou.
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ligand receptora programovanej bunkovej smrti-1 –  nemalobunkový karcinóm pľúc –  tumor 
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Východiská
Pľúcny karcinóm patrí celosvetovo medzi 
najčastejšie príčiny úmrtia na nádorové 
ochorenie, pričom viac ako 85 % prípa-
dov tvoria nemalobunkové karcinómy 
pľúc (non-small cell lung carcinoma  –  
NSCLC). Ide o heterogénnu skupinou ná-
dorov s početnými histologickými typmi 
s odlišnými molekulárnymi charakteristi-
kami a biologickým správaním [1].

Imunoterapia sa za posledné roky 
stala dominantnou liečebnou mo-
dalitou pacientov s  rôznymi typmi 
malignít, vrátane NSCLC  [2]. Inhibí-
tory imunitných kontrolných bodov, 
ktoré blokovaním inhibičnej signál-
nej dráhy PD-1/ PD-L1  (programmed 
death-1 /  programmed death-ligand 1) 
vedú k  reaktivácii potlačeného imunit-
ného systému, výrazne zlepšili prog-
nózu pacientov s  lokálne pokročilým 
a metastazujúcim NSCLC [3,4]. V súčas-
nosti sú pre klinické používanie v európ-
skych krajinách schválené anti-PD-1 pro-
tilátky nivolumab a  pembrolizumab 
a  anti-PD-L1 protilátky atezolizumab, 
avelumab a durvalumab [5,6].

Imunohistochemický dôkaz expresie 
proteínu PD-L1  na membráne nádoro-
vých buniek a/ alebo imunitných bun-
kách je stále jediným klinicky validova-
ným prediktívnym biomarkerom pre 
indikáciu tejto terapie  [7]. Nejde pri-
tom o dokonalý prediktívny faktor, pre-
tože jeho negatívny výsledok nevy-

lučuje možnosť účinnosti inhibítorov 
imunitných kontrolných bodov. A nao-
pak, bolo zistené, že viac ako polovica 
pacientov nereaguje priaznivo na túto 
liečbu napriek vysokej hodnote expresie 
PD-L1 [8]. Preto je potrebné nájsť nové, 
komplementárne prediktívne faktory, 
ktoré by pomohli identifikovať populá-
ciu pacientov, ktorí s najvyššou pravde-
podobnosťou budú priaznivo klinicky 
odpovedať na podávanie tejto terapie.

V posledných rokoch sa ukazuje, že ex-
presia PD-L1 je pravdepodobne len jed-
ným z  mnohých determinantov, ktoré 
predpovedajú účinnosť inhibítorov imu-
nitných kontrolných bodov. Pozornosť 
sa okrem iného upriamila na charakte-
ristiky nádorového mikroprostredia, pre-
dovšetkým na prítomnosť imunitných 
buniek v nádorovej stróme, ktorá svedčí 
pre prítomnú protinádorovú imunitnú 
odozvu a na úlohu „s nádorom asocio-
vaných fibroblastov“, ktoré prispievajú 
ku imunitnej dysregulácii. Viaceré štúdie 
poukazujú na to, že tzv. tumor infiltru-
júce lymfocyty (TIL) prítomné v nádoro-
vej stróme sú asociované s  klinickou 
účinnosťou inhibítorov imunitných kon-
trolných bodov [9– 11].

Mnoho aspektov nádorového mikro-
prostredia nie je dodnes plne objasne-
ných. Cieľom našej štúdie bolo analy-
zovať možnú asociáciu medzi expresiou 
PD-L1  v  tkanive rôznych typov NSCLC 
s  charakteristikami nádorového mikro-

prostredia, ako je prítomnosť lymfocy-
tov v nádorovej stróme a stupeň desmo-
plázie. Tieto výsledky by mohli mať 
potenciálne uplatnenie v klinickej tera-
peutickej praxi.

Materiál a metódy
Charakteristika vyšetrovaného súboru
Súbor zahrňoval 134  chirurgických re-
sekátov pľúcnych karcinómov, ktoré 
boli retrospektívne analyzované za úče-
lom stanovenia expresie PD-L1  a  prí-
tomnosti TIL. Štúdia bola schválená 
etickou komisiou Jesseniovej lekárskej 
fakulty Univerzity Komenského v  Mar-
tine (EK 136/ 2018).

Jednotlivé typy a  podtypy NSCLC 
boli kategorizované v  súlade s  WHO 
(World Health Organization) klasifiká-
ciou pľúcnych nádorov z roku 2015 [1]. 
Dva základné typy NSCLC predstavo-
vali adenokarcinómy a  skvamocelu-
lárne karcinómy. V prípade adenokarci-
nómov sa na základe predominantného 
rastového vzoru rozlišovalo päť pod-
typov: predominantne lepidické ade-
nokarcinómy, ktoré predstavujú dobre 
diferencované (grade 1) nádory, predo-
minantne acinárne a  predominantne 
papilárne adenokarcinómy, ktoré pred-
stavujú menej diferencované (grade 2) 
formy, a predominantne solídne a pre-
dominantne mikropapilárne adenokar-
cinómy, ktoré predstavujú nízko diferen-
cované (grade 3) podtypy.

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-β signalling pathway, represent 
a promising combinational therapy for patients with desmoplastic NSCLC.

Key words
programmed death-ligand 1 –  non-small cell lung carcinoma –  tumour infiltrating lymphocytes –  predictive biomarker
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V súbore boli vyčlenené tri základné 
skupiny NSCLC, ktoré boli analyzované 
separátne: skupina grade 1  a  grade 2 
adenokarcinómov, skupina grade 3 ade-
nokarcinómov a skupina skvamocelulár-
nych karcinómov. Oblasti karcinómov 
z troch základných skupín, ktoré sa vy-
značovali vysokým stupňom dezmoplá-
zie, boli hodnotené ešte osobitne, pri-
čom dezmoplázia bola definovaná ako 
pomer nádorovej strómy ku štruktúram 
tvoreným nádorovými bunkami väčší 
ako jedna. 

Imunohistochemické vyšetrenia
Na imunohistochemickú analýzu expre-
sie proteínu PD-L1  boli použité parafí-
nové rezy bioptického materiálu a na re-
vitalizáciu Pre-treatment Link a  roztok 
„low pH“ (pH 6) pri 96 °C po dobu 20 min. 
Imunohistochemická reakcia prebiehala 
v automate Autostainer Link 48 s použi-
tím kitu PD-L1 IHC 22C3 PharmDx (RTU) 
s  monoklonálnou protilátkou anti-PD-
-L1 (klon 22C3) v riedení 1 : 50 s inkubá-
ciou cez noc. Detekcia reakcie prebehla 
pomocou detekčného kitu EnVision 
Flex. Všetky uvedené reagencie a  plat
formy boli zakúpené od spoločnosti 
Dako/ Agilent, Dánsko. Každý beh v stai-
neri prebiehal súčasne s použitím pozi-
tívnej bunkovej kultúry (súčasť kitu), ako 
aj pozitívnej a negatívnej kontroly vlast-
ného predtým verifikovaného a valido-
vaného prípadu z nášho registra.

Prítomnosť lymfocytov v  nádorovej 
stróme bola detegovaná imunohisto-
chemickým dôkazom expresie antigénu 
CD3. Na revitalizáciu bol použitý Pre-
-treatment Link a roztok „high pH“ (pH 9) 
a imunohistochemická reakcia prebiehala 
v automate Autostainer Link 48 s mono-
klonálnou protilátkou anti-CD3  (poly-
klon). Detekcia reakcie prebehla pomo-
cou detekčného kitu EnVision Flex, high 
pH (Link) K8000.Všetky uvedené reagen-
cie a platformy boli zakúpené od spoloč-
nosti Dako/ Agilent, Dánsko.

Hodnotenie expresie PD-L1 
v nádorových bunkách a TILs
Výsledok expresie PD-L1 bol vyjadrený 
kvalitatívne (pozitívny vs. negatívny vý-
sledok) s použitím systému „nádorového 
proporčného skóre“ (tumour propor-
tion score –  TPS) [12], ktorý predstavuje 

Tab. 1. Distribúcia prípadov skupiny grade 1 a grade 2 adenokarcinómov, skupiny 
grade 3 adenokarcinómov a skupiny skvamocelulárnych karcinómov rozdelených 
podľa hodnoty pozitivity PD-L1 v nádorových bunkách (TPS) a v tumor infiltrujú-
cich lymfocytoch v troch kategóriách percenta stromálnych tumor infiltrujúcich 
lymfocytov (PST). V týchto prípadoch sa hustota T-lymfocytového infiltrátu v ná-
dorovom centre neodlišovala od invazívneho okraja.

Grade 1 a grade 2 adenokarcinómy, PST v IM = PST v TC (n = 49)

PST
PD-L1 v nádorových bunkách (TPS) Celková pozitivita 

PD-L1negat. 1–49 % ≥ 50 %

< 10 % (n = 28) 24 (85,7 %) 3 (12,5 %) 1 (4,2 %) 4 (16,7 %) 

10–49 % (n = 15) 8 (53,3 %) 6 (40 %) 1 (7,7 %) 7 (46,7 %)

≥ 50 % (n = 6) 4 (66,7 %) 1 (16,7 %) 1 (16,7 %) 2 (33,3 %)

PST
PD-L1 v TIL Celková pozitivita 

PD-L1negat. 1–49 % ≥ 50 %

< 10 % (n = 28) 16 (57,1 %) 12 (42,9 %) 0 12 (42,9 %)

10–49 % (n = 15) 6 (40 %) 9 (60 %) 0 9 (60 %)

≥ 50 % (n = 6) 1 (16,7 %) 5 (83,3 %) 0 5 (83,3 %)

Grade 3  adenokarcinómy, PST v IM = PST v TC (n = 27)

PST
PD-L1 v nádorových bunkách (TPS) Celková pozitivita 

PD-L1negat. 1–49 % ≥ 50 %

< 10 % (n = 5) 3 (60 %) 1 (20 %) 1 (20 %) 2 (40 %)

10–49 % (n = 7) 1 (14,3 %) 1 (14,3 %) 5 (71,4 %) 6 (85,7 %)

 ≥ 50 %  (n = 15) 1 (6,7 %) 5 (33,3 %) 9 (60 %) 14 (93,3 %)

PST
PD-L1 v TIL Celková pozitivita 

PD-L1negat. 1–49 % ≥ 50 %

< 10 % (n = 5) 2 (40 %) 3 (60 %) 0 3 (60 %)

10–49 % (n = 7) 3 (42,8 %) 4 (57,1 %) 0 4 (57,1 %)

 ≥ 50 %  (n = 15) 7 (46,7 %) 8 (53,3 %) 0 8 (53,3 %)

Skvamocelulárne karcinómy, PST v IM = PST v TC (n = 31)

PST
PD-L1 v nádorových bunkách (TPS) Celková pozitivita 

PD-L1negat. 1–49 % ≥ 50 %

< 10 % (n = 11) 8 (72,7 %) 1 (18,2 %) 2 (18,2 %) 3 (27,3 %)

10–49 % (n = 6) 3 (50 %) 2 (33,3 %) 1 (16,7 %) 3 (50 %)

≥ 50 % (n = 14) 4 (28,6 %) 5 (35,7 %) 5 (35,7 %) 10 (71,4 %)

PST PD-L1 v TIL Celková pozitivita 
PD-L1negat. 1–49 % ≥ 50 %

< 10 % (n = 11) 8 (72,7 %) 3 (27,3 %) 0 3 (27,3 %)

10–49 % (n = 6) 2 (33,3 %) 4 (66,7 %) 0 4 (66,7 %)

≥ 50 % (n = 14) 5 (35,7 %) 7 (50 %) 2 (14,3 %) 9 (64,3 %)

TPS – nádorové proporčné skóre, PST – percento stromálnych tumor infiltrujúcich 
lymfocytov, IM –  invazívny okraj nádoru, TC – centrálna časť nádoru, TIL – tumor in-
filtrujúce lymfocyty, PD-L1 –  ligand receptora programovanej bunkovej smrti 1
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radené do jednej z  dvoch podskupín: 
„PST v IM = PST v TC“ a „PST v IM ≠ PST 
v  TC“. V  podskupine „PST v  IM  =  PST 
v TC“ boli na základe hodnoty PST roz-
lišované tri kategórie: nádorová stróma 
s hodnotou PST < 10 % bola hodnotená 
ako nízke 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 rozlišo-
vané dve kategórie: „PST v TC ≥ 10 % /  
PST v IM 10– 49 %“ a „PST v TC 10– 49 % /  
PST v  IM ≥ 50 %“. Výsledky príslušných 
kategórii PST boli porovnávané s  hod-
notami TPS.

Štatistická analýza
Kontingenčné tabuľky distribúcie jed-
notlivých typov NSCLC rozdelených 
podľa hodnoty pozitivity PD-L1  v  ná-
dorových alebo imunitných bunkách 
v kategóriách PST ≥ 10 % a PST ≥ 10 % 
boli prevedené do podoby mozaiko-
vého diagramu. Nulová hypotéza žiad-

a dendritické bunky, ako aj polymorfo-
nukleárne leukocyty do výsledku zahr-
nuté neboli. Semikvantitatívne hodnote-
nie prítomnosti lymfocytov v nádorovej 
stróme bolo vykonané metódou „per-
centa stromálnych TIL“ (PST), ktorá je 
analogická metóde popísanej pri karci-
nóme prsníka [13]. Percento stromálnych 
TIL predstavuje percentuálny podiel plo-
chy nádorovej strómy okupovanej lym-
focytmi z  celkovej plochy nádorovej 
strómy. Samostatne bol touto metódou 
hodnotený „invazívny okraj“ nádoru (in-
vasive margin  –  IM), tj. kompartment 
nádorovej strómy bezprostredne nalie-
hajúci na ložiská tumoru hraničiace s ne-
nádorovým tkanivom a „centrálna časť“ 
nádoru (tumor center –  TC), tj. kompart-
ment nádorovej strómy naliehajúcej na 
ložiská tumoru centrálne od invazívneho 
okraja. Na základe zhody alebo nezhody 
medzi obidvoma kompartmentmi ná-
dorovej strómy boli jednotlivé karci-
nómy vo všetkých troch skupinách za-

percentuálny podiel PD-L1  exprimujú-
cich nádorových buniek z  celkovému 
počtu non-nekrotických nádorových 
buniek. Ako „PD-L1 pozitívna“ sa ozna-
čovala nádorová bunka, ktorá vykazo-
vala čiastočné alebo úplné membránové 
farbenie PD-L1, cytoplazmatická poziti-
vita do výsledku započítaná nebola. Vý-
sledok bol považovaný za negatívny, ak 
menej ako 1 % nádorových buniek vy-
kazovalo pozitivitu PD-L1 proteínu. Po-
zitívne výsledky boli na základe hodnoty 
TPS rozdelené do kategórie „1– 49 %“ 
a kategórie „50 % a viac“. Analogickým 
spôsobom bola hodnotená expresia 
PD-L1 aj v imunitných bunkách prítom-
ných v nádorovej stróme. Pri hodnotení 
dezmoplastických oblastí boli vyme-
dzené osobitné kategórie TPS „1– 9  %“  
a „10– 49 %“.

Hodnotenie množstva TILs
Hodnotené boli výlučne lymfocyty. Iné 
mononukleárne bunky ako makrofágy 

Obr. 1. Grade 1 a grade 2 adenokarcinómy, PST v IM = PST v TC (n = 49). 
A. Mozaikový diagram, ktorý schematicky znázorňuje, že podiel grade 1 a grade 2 adenokarcinómov s PD-L1 negatívnymi nádorovými  
bunkami je v kategórii PST < 10 % relatívne ku kategórii PST ≥ 10 % vyšší. Tento pomer je obrátený v prípade PD-L1 pozitívnych prípadoch  
(p = 0,008).
B. Mozaikový diagram, ktorý schematicky znázorňuje, že podiel grade 1 a grade 2 adenokarcinómov s PD-L1 negatívnymi TIL, ako aj PD-L1 po-
zitívnymi TIL sa v kategórii PST < 10 % relatívne ku kategórii PST ≥ 10 % signifikantne nelíši (p = 0,082).

PST – percento stromálnych tumor infiltrujúcich lymfocytov, IM – invazívny okraj nádoru, TC – centrálna časť nádoru, PD-L1 – ligand receptora 
programovanej bunkovej smrti 1, TIL – tumor infiltrujúce lymfocyty
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mov šlo o kategóriu „PST v TC 10– 49 % /  
PST v IM ≥ 50 %“ s výsledkom pozitívnej 
expresie PD-L1  v  nádorových bunkách 
a TIL s 50 % prípadov. Výsledky sú zhr-
nuté v tab. 2.

Asociácia medzi expresiou 
PD-L1 a PST v skupine grade 3 
adenokarcinómov
Dvadsaťsedem adenokarcinómov bolo 
klasifikovaných ako nízko diferencované 
(grade 3) formy. V 22 prípadoch (81,5 %) 
bola zistená expresia PD-L1  v  nádoro-
vých bunkách a v 16 prípadoch (55,5 %) 
v TIL. Pre všetky prípady v tejto skupine 
platili kritéria „PST v IM = PST v TC“. Vý-
sledky sú zhrnuté v tab. 1. 

Podobne ako v prípade grade 1 a grade 2 
adenokarcinómov, aj v  prípade nízko 
diferencovaných adenokarcinómov 

rii PST 1– 49 % bola expresia PD-L1 zis-
tená v 7 z 28 prípadov (46,7 %) a v ka-
tegórii PST  ≥  50  % v  2  zo 6  prípadov 
(33,3 %). Stúpajúca hodnota PST nekore-
lovala signifikantne so stúpajúcou hod-
notou celkovej pozitivity PD-L1  imu-
nitných buniek (p  =  0,082) (obr.  1B). 
V  kategórii nízke PST bola expresia 
PD-L1  v TIL zistená v  12  z  28  prípadov 
(42,9  %), v  kategórii stredne vysoké 
PST v  9  z  28  prípadov (60  %) a  v  ka-
tegórii vysoké PST v  5  zo 6  prípadov  
(83,3 %).

V podskupine „PST v  IM ≠ PST v TC“ 
bolo identifikovaných 11 adenokarcinó-
mov –  v 10 prípadoch patrili do kategó-
rie „PST v TC ≥ 10 % /  PST v IM 10– 49 %“ 
s  pozitívnym výsledkom PD-L1  v  ná-
dorových bunkách aj TIL v 2 prípadoch 
(22,2 %). V prípade dvoch adenokarcinó-

neho vzťahu medzi uvedenými dvoma 
kategóriami PST bola testovaná Cochra-
novým-Armitageovým testom trendu, 
ktorý bol prevedený proti alternatívnej 
hypotéze, že podiel NSCLC s PD-L1 ne-
gatívnymi nádorovými alebo imunitnými 
bunkami v kategórii PST ≥ 10 % relatívne 
ku kategórii PST ≥ 10 % bude vyšší. V prí-
pade PD-L1  pozitivity sa očakával ob-
rátený pomer. Hodnota p  <  0,05  bola 
pokladaná za štatisticky významnú. Ana-
lyzované dáta boli spracované vo výpoč-
tovom prostredí R, verzia 3.5.0 s použi-
tím knižnice DescTools.

 
Výsledky
Expresia PD-L1 v analyzovanom 
súbore NSCLC
Celkovo bolo do tejto štúdie zahrnu-
tých 134 chirurgických resekátov pľúc-
nych karcinómov. V  87  prípadoch išlo 
o  adenokarcinómy a  v  47  prípadoch 
o skvamocelulárne karcinómy. Z 87 prí-
padov adenokarcinómov bola expre-
sia PD-L1  v  nádorových bunkách zis-
tená v 38 prípadoch (43,7 %) a expresia 
PD-L1 v TIL v 45 prípadoch (51,7 %). Sku-
pina skvamocelulárnych karcinómov 
zahrňovala 47  prípadov, pričom pozi-
tívny výsledok expresie PD-L1 v nádoro-
vých bunkách bol zistený v  22  prípa-
doch (46,8 %) a v  imunitných bunkách 
v 27 prípadoch (57,4 %).

Asociácia medzi expresiou  
PD-L1 a PST v skupine grade 1 
a grade 2 adenokarcinómov
Šesťdesiat adenokarcinómov bolo kla-
sifikovaných ako dobre diferencované 
(grade 1) alebo menej diferencované 
(grade 2) formy. V 13 prípadoch (26,5 %) 
bola zistená expresia PD-L1 v nádorových 
bunkách a v 26 prípadoch (53 %) v TIL. 

V podskupine „PST v  IM  =  PST v TC“ 
bolo 49 prípadov, pričom prevažná časť 
prípadov (n  =  28) patrila do kategó-
rie nízkeho PST. Výsledky sú zhrnuté 
v tab. 1.

Pri analýze expresie PD-L1  v  ná-
dorových bunkách v  tejto podsku-
pine bolo zistené, že celková pozitivita 
je signifikantne vyššia v  kategóriách 
s  vyšším stupňom lymfocytovej infil-
trácie (p  =  0,008) (obr.  1A). V  kategó-
rii PST ≥ 10 % boli PD-L1 pozitívne len 
4 z 28 prípadov (16,7 %), ale v kategó-

Tab. 2. Distribúcia prípadov skupiny grade 1 a grade 2 adenokarcinómov a skupiny 
skvamocelulárnych karcinómov rozdelených podľa hodnoty pozitivity PD-L1 v ná-
dorových bunkách (TPS) a tumor infiltrujúcich lymfocytoch v troch kategóriách per-
centa stromálnych tumor infiltrujúcich lymfocytov (PST). V týchto prípadoch sa hus-
tota T-lymfocytového infiltrátu v nádorovom centre odlišovala od invazívneho okraja.

Grade 1 a grade 2 adenokarcinómy, PST v IM ≠ PST v TC (n = 11) 

PST (TC/IM)
PD-L1 v nádorových bunkách (TPS) Celková pozitivita 

PD-L1negat. 1–49 % ≥ 50 %

< 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-L1 v TIL Celková pozitivita 

PD-L1negat. 1–49 % ≥  50 %

< 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 2 (50 %)

Skvamocelulárne karcinómy, PST v IM ≠ PST v TC (n = 16)

PST (TC/IM)
PD-L1 v nádorových bunkách (TPS) Celková pozitivita 

PD-L1negat. 1–49 % ≥ 50 %

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

10–49 % / ≥ 50 % (n = 6) 3 (50 %) 2 (33,3 %) 1 (16,7 %) 3 (50 %)

PST (TC/IM)
PD-L1 v TIL Celková pozitivita 

PD-L1negat. 1–49 % ≥ 50 %

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

10–49 % / ≥ 50 % (n = 6) 1 (16,7 %) 5 (83,3 %) 0 5 (83,3 %)

TPS – nádorové proporčné skóre, PST – percento stromálnych tumor infiltrujúcich 
lymfocytov, IM –  invazívny okraj nádoru, TC – centrálna časť nádoru, TIL – tumor in-
filtrujúce lymfocyty, PD-L1 –  ligand receptora programovanej bunkovej smrti 1
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bola v kategóriách PST 1– 49 % a ≥ 50 % 
signifikantne vyššia v porovnaní s kategó-
riou PST ≥ 10 % (p = 0,025) (obr. 4B). V ka-
tegórii PST  ≥  10  % bola zistená expresia 
PD-L1  len v  3  z  11  prípadov (27,3%), ale 
v kategórii PST 10– 49 % v 4 zo 6 prípadov 
(66,7 %) a v kategórii PST ≥ 50% 9 zo 14 prí-
padov (64,3  %). Vzťah medzi expresiou 
PD-L1 v nádorových bunkách skvamoce-
lulárnych karcinómov a lymfocytovou infil-
tráciou strómy je zobrazený na obr. 3. 

V kategórii „PST v IM ≠ PST v TC“ bolo 
identifikovaných 19  skvamocelulár-
nych karcinómov. V  10  prípadoch pat-
rili do kategórie „PST v TC ≥ 10 % /  PST 
v IM 10– 49 %“ s pozitívnym výsledkom 
expresie PD-L1  v  nádorových bunkách 
v 3 prípadoch (30 %) a v TIL v 6 prípa-
doch (60 %). V 6 prípadoch išlo o kategó-
riu „PST v TC 10– 49 % /  PST v IM ≥ 50 %“, 
pričom expresia PD-L1  v  nádorových 
bunkách bola zistená v  3  prípadoch 
(50 %) a v TIL v 5 prípadoch (83,3 %). Vý-
sledky sú zhrnuté v tab. 2.

Asociácia medzi expresiou 
PD-L1 a PST v skupine 
skvamocelulárnych karcinómov
Súbor obsahoval 47 prípadov klasifiko-
vaných ako skvamocelulárne karcinómy, 
pričom pozitivita PD-L1 proteínu v ná-
dorových bunkách bola zistená v 22 zo 
47  prípadov (46,8  %) a  v  TIL v  27  zo 
47 prípadov (57,4 %).

V kategórii „PST v  IM  =  PST v  TC“ 
bolo 31  prípadov, z  ktorých expresia 
PD-L1  v  nádorových bunkách a  v  TIL 
bola zistená v 16 z 31 prípadov (51,6 %). 
Výsledky sú zhrnuté v tab. 1.

Celková pozitivita PD-L1 v nádorových 
bunkách bola v kategóriách PST 1– 49 % 
a  ≥ 50  % signifikantne vyššia v  porov-
naní s kategóriou PST ≥ 10 % (p = 0,028) 
(obr. 4A). V kategórii PST ≥ 10 % bola ex-
presia PD-L1  v  nádorových bunkách zis-
tená v 3 z 11 prípadov (27,3 %), v kategó-
rii PST 10– 49 % v 3 zo 6 prípadov (50 %) 
a v kategórii PST ≥ 50 % 10 zo 14 prípa-
dov (71,4 %). Celková pozitivita PD-L1 v TIL 

bolo zistené, že celková pozitivita pro-
teínu PD-L1  v  nádorových bunkách 
je signifikantne vyššia v  kategóriách 
s  vyšším stupňom lymfocytovej infil-
trácie (p  =  0,009) (obr.  2A). V  kategó-
rii PST ≥ 10 % bola PD-L1 pozitivita zis-
tená v 2 z 5 prípadoch (40 %), v kategórii 
PST 10– 49 % v 6 zo 7 prípadov (85,7 %) 
a v kategórii PST ≥ 50 % v 14 z 15 prípa-
dov (93,3 %), pričom v 9 prípadoch išlo 
o TPS s hodnotou ≥ 50 %. Taktiež v prí-
pade nízko diferencovaných foriem ade-
nokarcinómov nebola zistená asociá-
cia medzi hodnotou PST a  celkovou 
pozitivitou PD-L1  v  imunitných bun-
kách (p  =  0,428) (obr.  2B). V  kategórii 
PST ≥ 10 % bola expresia PD-L1 v TIL zis-
tená v 3 z 5 prípadov (60 %), v kategó-
rii PST 1– 49 % v 3 zo 7 prípadov (51,7 %) 
a v kategórii PST ≥ 50 % v 8 z 15 prípa-
dov (53,3  %). Vzťah medzi expresiou 
PD-L1  v  nádorových bunkách grade 3 
adenokarcinómov a lymfocytovou infil-
tráciou strómy je zobrazený na obr. 3.

Obr. 2. Grade 3 adenokarcinómy, PST v IM = PST v TC (n = 27). 
A. Mozaikový diagram, ktorý schematicky znázorňuje, že podiel grade 3 adenokarcinómov s PD-L1 negatívnymi nádorovými bunkami je v ka-
tegórii PST < 10 % relatívne ku kategórii PST ≥ 10 % vyšší. Tento pomer je obrátený v prípade PD-L1 pozitívnych prípadoch (p = 0,009). 
B. Mozaikový diagram, ktorý schematicky znázorňuje, že podiel grade 3 adenokarcinómov s PD-L1 negatívnymi TIL, ako aj PD-L1 pozitívnymi 
TIL je v kategórii PST < 10 % relatívne ku kategórii PST ≥ 10 % porovnateľný (p = 0,428).

PST – percento stromálnych tumor infiltrujúcich lymfocytov, IM – invazívny okraj nádoru, TC – centrálna časť nádoru, PD-L1 – ligand receptora 
programovanej bunkovej smrti 1, TIL – tumor infiltrujúce lymfocyty
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Obr. 3. Asociácia medzi infiltráciou nádorovej strómy T-lymfocytmi a expresiou PD-L1 v nádorových bunkách nemalobunkového 
karcinómu pľúc. 
A. Adenokarcinóm s predominantne solídnym rastovým vzorom (20× zväčšenie, hematoxylín a eozín). 
B. Rovnaký adenokarcinóm z A., zobrazená je infiltrácia nádorovej strómy T-lymfocytmi so stredne vysokou hodnotou PST  
(CD3 imunohistochémia). 
C. Rovnaký príklad uvedený v A., zobrazená je expresia PD-L1 v nádorových bunkách s hodnotou TPS 20–30 %. 
D. Príklad skvamocelulárneho karcinómu (20× zväčšenie, hematoxylín a eozín). 
E. Rovnaký príklad uvedený v D., zobrazená je infiltrácia nádorovej strómy T-lymfocytmi s vysokou hodnotou PST  (CD3 imunohistochémia). 
F. Rovnaký príklad uvedený v D., zobrazená je expresia PD-L1 v nádorových bunkách s hodnotou TPS nad 90 %  
(E,F – PD-L1 imunohistochémia).

PD-L1 – ligand receptora programovanej bunkovej smrti 1, PST – percento stromálnych tumor infiltrujúcich lymfocytov, TPS – nádorové pro-
porčné skóre

A

B
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NSCLC, ktoré by mohli byť využiteľné 
pri interpretácii klinickej odpovede 
pacientov s NSCLC liečených imunotera-
piou, tj. mohli by mať potenciálne využi-
tie pri jej indikovaní.

V roku 2015  Teng et  al  [14] navrhli 
klasifikovať nádorové mikroprostre-
die na základe prítomnosti expre-
sie PD-L1 a  infiltrácii nádorovej strómy  
T-lymfocytmi na štyri typy  –  ako  

kách. Jedna dezmoplastická oblasť mala 
hodnotu PST 10– 49 % s negatívnym dô-
kazom expresie PD-L1. Výsledky sú zhr-
nuté v tab. 3 a obr. 5 zobrazuje príklady 
dezmoplastických pľúcnych karcinómov 
vo vzťahu k lymfocytovej infiltrácii. 

Diskusia
Predkladané dáta objasňujú viaceré as-
pekty nádorového mikroprostredia 

Asociácia medzi expresiou PD-L1 
a PST v dezmoplastických oblastiach
Celkovo bolo identifikovaných 30  karci-
nómov s vysokým stupňom dezmoplázie. 
Tieto oblasti sa vyznačovali obzvlášť níz-
kou hodnotou PST a  takmer absentujú-
cou expresiou PD-L1. V 29 prípadoch bola 
zistená hodnota PST ≥ 10 %, pričom len 
dve z týchto oblastí (6,9 %) vykazovali po-
zitivitu PD-L1 proteínu v nádorových bun-

Obr. 4. Skvamocelulárne karcinómy, PST v IM = PST v TC (n = 31). 
A. Mozaikový diagram, ktorý schematicky znázorňuje, že podiel skvamocelulárnych karcinómov s  PD-L1  negatívnymi nádorovými  
bunkami je v kategórii PST < 10 % relatívne ku kategórii PST ≥ 10 % vyšší. Tento pomer je obrátený v prípade PD-L1 pozitívnych prípadoch  
(p = 0,028). 
B. Mozaikový diagram, ktorý schematicky znázorňuje, že podiel skvamocelulárnych karcinómov s PD-L1 negatívnymi TIL je v kategórii PST  
< 10 % relatívne ku kategórii PST ≥ 10 % vyšší. Tento pomer je obrátený v prípade PD-L1 pozitívnych prípadoch (p = 0,025).

PST – percento stromálnych tumor infiltrujúcich lymfocytov, IM – invazívny okraj nádoru, TC – centrálna časť nádoru, PD-L1 – ligand receptora 
programovanej bunkovej smrti 1, TIL – tumor infiltrujúce lymfocyty

Tab. 3. Distribúcia dezmoplastických oblastí pľúcnych karcinómov rozdelených podľa hodnoty pozitivity PD-L1 v nádorových 
bunkách v troch kategóriách percenta stromálnych tumor infiltrujúcich lymfocytov.

Desmoplastické oblasti pľúcnych karcinómov (n = 30)

PST PD-L1 v nádorových bunkách (TPS) Celková pozitivita PD-L1

negat. 1–9 % 10–49 % ≥ 50 %

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

10–49 % (n = 1) 1 (100 %) 0 0 0 0

TPS – nádorové proporčné skóre, PST – percento stromálnych tumor infiltrujúcich lymfocytov, PD-L1 –  ligand receptora progra-
movanej bunkovej smrti 1
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riou PST ≥ 10 % (p = 0,008). To je v sú-
lade s  výsledkami viacerých autorov, 
ktorí upozorňujú na možnú asociáciu 
medzi expresiou PD-L1  v  nádorových 
bunkách a infiltráciou nádorovej strómy 
T-lymfocytmi [15– 17].

V skupine nízko diferencovaných, 
grade 3  adenokarcinómov patrilo 
15 z 27 prípadov (55,5 %) do kategórie 
PST ≥ 50 %. Z týchto 15 adenokarcinó-
mov bola expresia PD-L1 v nádorových 
bunkách zistená v 9 z nich (60 %). V 9 prí-
padoch mali teda pacienti nádorové 
mikroprostredie typu I, s  konfiguráciu 
„PD-L1 pozitívny, TIL vysoký“, čo podpo-
ruje názor, že by mali byť vhodnými kan-
didátmi pre imunoterapeutické postupy. 
Podobne ako v  prípade lepšie diferen-
covaných adenokarcinómov aj v  prí-
pade grade 3  foriem bola pozorovaná 
asociácia medzi expresiou PD-L1  v  ná-
dorových bunkách a  stupňom infitrá-
cie nádorovej strómy imunitnými bun-

natívne cesty úniku spod imunitného 
dozoru [14].

Naše zistenia poukazujú na to, že 
v prognosticky odlišných skupinách ade-
nokarcinómov je zastúpenie uvedených 
štyroch typov odlišné. V  skupine lep-
šie diferencovaných, grade 1 a grade 2 
adenokarcinómov patrilo 28 zo 49 prí-
padov (57,1 %) do kategórie PST ≥ 10 %. 
Z týchto 28 adenokarcinómov bola ex-
presia PD-L1 v nádorových bunkách zis-
tená v 4 z nich (16,7 %). V 24 prípadoch 
(49 %) mali teda pacienti nádorové mik-
roprostredie typu II s  konfiguráciou  
„PD-L1 negatívny, TIL negatívny (nízky)“, 
čo by mohlo znamenať, že sú málo vhod-
nými kandidátmi pre imunoterapeutické 
postupy.

Pri analýze tejto skupiny adeno-
karcinómov bolo tiež zistené, že cel-
ková pozitivita PD-L1  v  nádorových 
bunkách je vyššia v  kategóriách PST 
1– 49 % a ≥ 50 % v porovnaní s kategó-

nádorové mikroprostredie typu I ozna-
čili také, v ktorom nádorové bunky vy-
kazujú pozitivitu PD-L1 proteínu, pričom 
v nádorovej stróme sú prítomné TIL. Ta-
kýto stav signalizuje adaptívnu imunitnú 
rezistenciu a pacienti s týmto typom ná-
dorového mikroprostredia vykazujú naj-
lepšiu klinickú odpoveď pri podávaní 
inhibítorov imunitných kontrolných 
bodov. Nádorové mikroprostredie typu II 
je označované aj ako imunologicky „vy-
priahnuté“. Je charakterizované kombi-
náciou PD-L1 negatívnych nádorových 
buniek ako aj nízkou až absentujúcou  
T-lymfocytovou infiltráciou, čo signalizuje 
imunologickú „ignoranciu“. Nádorové 
mikroprostredie typu III je PD-L1  po-
zitívne, ale stróma nie je infiltrovaná  
T-lymfocytmi, čo naznačuje onkogénnu 
stimuláciu expresie PD-L1  v  nádoro-
vých bunkách. Nádorové mikroprostre-
die typu IV je bez expresie PD-L1, ale 
s prítomnosťou TIL, čo naznačuje alter-

Obr. 5. Dezmoplastická nádorová stróma. 
A, B. Príklad pľúcneho karcinómu s vysokým obsahom dezmoplastickej nádorovej strómy ( ) (10× zväčšenie, hematoxylín a eozín). 
C, D. Dezmoplastická nádorová stróma ( ) zabraňuje infiltrácii nádoru T-lymfocytmi, ktoré zostávajú lokalizované peritumorózne (x)  
(10× zväčšenie, CD3 imunohistochémia).
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PST. Expresia PD-L1 v TIL je asociovaná 
s vyššou hodnotou PST v skvamocelulár-
nych karcinómoch, ale nie v skupine ade-
nokarcinómov. Dezmoplastické oblasti 
sa vyznačujú obzvlášť nízkou hodnotou 
PST a nízkou expresiou PD-L1. Uvedené 
výsledky majú potenciál pochopiť zloži-
tosť výsledkov liečby pacientov s NSCLC 
inhibítormi imunitných kontrolných 
bodov ovplyvňujúcimi signálne dráhy 
PD-1/ PD-L1  a  prispieť k  zlepšeniu pre-
diktívnej stratifikácie pacientov nielen 
v  rámci existujúcich modalít imunote-
rapie, ale aj v rámci nových kombinova-
ných v súčasnosti v klinických štúdiách 
overovaných postupov.
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Záver
Súhrnne, naša štúdia objasňuje mnohé 
aspekty nádorového mikroprostredia 
v  NSCLC. Expresia PD-L1  má vzťah ku 
stupňu diferenciácie adenokarcinómov, 
pričom je vyššia v nízko diferencovaných 
podtypoch adenokarcinómov grade 3. 
V skupine adenokarcinómov ako aj skva-
mocelulárnych karcinómov je celková 
pozitivita PD-L1 proteínu v nádorových 
bunkách asociovaná s vyššou hodnotou 

kami. Celková pozitivita PD-L1 proteínu 
bola vyššia v  kategóriách PST 1-49  % 
a  ≥ 50  % v  porovnaní s  kategóriou 
PST ≥ 10 % (p = 0,009).

S ohľadom na expresiu PD-L1  v  TIL 
nebol v  žiadnej z  uvedených dvoch 
skupín adenokarcinómov rozdelených 
na základe stupňa diferenciácie zis-
tený signifikantný vzťah medzi hod-
notou PST a  pozitivitou PD-L1  v  TIL. 
Celková pozitivita PD-L1 proteínu v ná-
dorových bunkách v  nízko diferenco-
vaných adenokarcinómoch bola vyššia 
než v  prípade lepšie diferencovaných 
formách (81,5  vs 26,5%). Na túto aso-
ciáciu medzi expresiou PD-L1  a  stup-
ňom diferenciácie adenokarcinómov 
upozorňujú aj viacerí autori  –  expre-
sia PD-L1 bola signifikantne asociovaná 
s nízko diferencovanými, grade 3 adeno-
karcinómami klasifikovanými ako predo-
minantne solídne a s kratším celkovým 
prežívaním [18– 23].

V skupine skvamocelulárnych kar-
cinómov nebol zistený výrazný roz-
diel v  zastúpení jednotlivých kategórii 
PST –  11 prípadov patrilo do kategórie 
PST ≥ 10 % a 16 do kategórie PST ≥ 50 %. 
V skvamocelulárnych karcinómoch bola 
pozorovaná asociácia medzi celkovou 
pozitivitou PD-L1  v  nádorových bun-
kách a hodnotou PST (p = 0,028). Taktiež 
v TIL bol podiel PD-L1  pozitívnych prí-
padov signifikantne vyšší v kategóriách 
s vyšším PST (p = 0,025).

Počas analýzy jednotlivých karcinó-
mov sme pozorovali, že dezmoplastické 
oblasti, tj. časti nádoru s výrazným zastú-
pením nádorovej strómy, sa vyznačujú 
obzvlášť nízkou hodnotou PST a takmer 
absentujúcou expresiou PD-L1  v  ná-
dorových bunkách –  z celkovo 30 iden-
tifikovaných dezmoplastických oblastí 
patrilo 29  z  nich (96,7  %) do kategó-
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uroteliálnych karcinómov od pacientov 
liečených atezolizumabom  [24]. Ma-
riathasan et al zistili, že migrácia imunit-
ných buniek do nádorového centra je in-
hibovaná, ak došlo k aktivácii signálnej 
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