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Popis i objasnjenje kratica:

PDL1 — programmed death ligand 1 — ligand programirane smrti stanice 1

ALK — anaplastic lymphoma kinase — kinaza anaplasti¢nog limfoma

TPS — tumor proportion score — omjer tumorskih stanica (prev.aut.)

NSCLC — non-small cell lung carcinoma — nesitnostani¢ni karcinom pluca

EGFR - epidermal growth factor receptor — receptor za epidermalni ¢imbenik rasta
WHO — World Health Organization — Svjetska zdravstvena organizacija

IHK - imunohistokemija
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Sazetak:

PDL1 status u ALK pozitivnih pacijenata s dijagnozom nesitnostani¢nog adenokarcinoma

plu¢a

Sara Hrg

Prema podacima o incidenciji neoplazmi u proteklom petogodi$njem razdoblju nesitnostanicni
karcinom postaje vodec¢a neoplazma u velikom broju zemalja, a svakako treba naglasiti porast
incidencije nesitnostani¢nog karcinoma; adenokarcinoma u Zzena nepusacica, u Cetrdesetim
godinama zivota Napredak znanosti omogucuje sve bolje i preciznije razumijevanje nastanka
te zlo¢udne bolesti i na molekularnoj razini. Danas se znaju brojne ,vodeée“ mutacije vezane
uz razvoj nesitnostani¢nog adenokarcinoma plu¢a, a medu ¢esce pripadaju mutacije gena
KRAS i EGFR mutacije, zatim ALK i ROS. Otkrivanjem postojanja odredenih mutacija
molekularnim i imunohistokemijskim testiranjima, moze se predvidati ishod bolesti te
modificirati lije€enje. Danas se tumore veze i pojava ,imunoloskog statusa tumora®, a jedan od
Cimbenika ovog statusa jest i PD-L1, koji je ujedno i jedan od novijih prediktivnih markera. To
je ligand koji se veze na stani¢ni receptor koji se pojavljuje na imunoloskim stanicama te
suprimira njihovo djelovanje. Na taj nacin stanice raka mogu zaobiéi imunoloSki odgovor
domacina. Poznavanje ovog mehanizma urodilo je djelotvornom imunoloSkom terapijom.
Zanimanje pobuduje pitanje povezanosti postojanja odredene ,vodece* mutacije i imunoloskog
statusa preko PD-L1 ekspresije. Dosadasnji radovi o povezanosti ekspresije PD-L1 te
postojanju vodec¢ih mutacija u stanicama raka nisu jednoznacéni. U ovom struénom radu
analizira se postoji li povezanost PD-L1 statusa pacijenata s adenokarcinomom plu¢a u

ovisnosti o ALK statusu, odnosno uz odsudstvo i postojanje mutacije u ALK genu.

KljuCne rijeci: PD-L1, ALK, adenokarcinom pluc¢a



Summary:

PDL1 status in ALK positive patients with a diagnose of non-small cell lung adenocarcinoma

Sara Hrg

According to data on neoplasm incidence in the last five year period non-small cell carcinoma
is becoming a leading neoplasm in a great number of countries, and also it is important to point
out the rise in incidence of non-small cell carcinoma adenocarcinoma in female nonsmokers
in their forties. The development in science allows us to understand the origins of this malignant
disease even up to the molecular level better and more precise. Nowadays are known many
driver mutations connected to non-small cell adenocarcinoma development, among more
common ones are mutations in KRAS and EGFR genes, followed by ALK and ROS genes.
Detecting those mutations using molecular and immunohistochemical testings, we can predict
the outcome and modify the treatment. Another discovery nowadays is “immunological status
of tumour®, and one of those factors is PD-L1 molecule, which is also one of the newest
predictive markers. It is a ligand that binds to a cell receptor expressed on immuno-cells and
supresses their activation. That way, cancer cells can surpass the host's immunological
response. From knowledge of this mechanism has risen an efficient immunological therapy.the
interest lies within the question of possible connection between certain driver mutation and
immunological status via PDL1 expression. So far the research is not consistent with the
results about the correlation between the expression of PD-L1 and existance of driver
mutations. In this paper we analyse the possible correlation between the PD-L1 status of a

patient with a lung adenocarcinoma and presence or absence of mutation in ALK gene.

Key words: PD-L1, ALK, lung adenocarcinoma



1. Uvod:

1.1.

Nesitnostani¢ni karcinom pluc¢a; adenokarcinom

Karcinomi su vodec¢i uzrok smrti od onkoloskih bolesti, zbog ucestalosti i prirode
bolesti, u oba spola.”? Prema Registru za rak Republike Hrvatske iz 2017. godine, rak
plu¢a i bronha bio je treci po u€estalosti u muskaraca, odnosno drugi po uc¢estalosti u
Zena.® Prema podacima o incidenciji neoplazmi u proteklom petogodi$njem razdoblju,
u RH te zapadnoj Europi i sjevernoj Americi nesitnostani¢ni karcinom postaje vodeéa
neoplazma u velikom broju zemalja, a svakako treba naglasiti porast incidencije
nesitnostaniénog karcinoma; adenokarcinoma u Zena nepu$acica, u Cetrdesetim
godinama zivota. VecCinom se otkrivaju u uznapredovalom stadiju zbog manjka
karakteristi¢nih i patognomoni¢nih simptoma ili specifi¢nih biokemijskih markera
kojima bi se mogao provoditi probir. Veliki rizi€ni faktor za razvoj karcinoma pluéa je
aktivno i pasivno puSenje. Prema aktualnoj WHO klasifikaciji neoplazmi plu¢a
adenokarcinom pripada u epitelne neoplazme, zastupljen je u oko 40% ukupnog broja
karcinoma plu¢a, morfoloski pripada nesitnostani€nom tipu karcinomu, a razlikuju se
slijedeéi podtipovi: acinarni adenokarcinom, papilarni te mikropapilarni karcinom,
mucinozni te koloidni adenokarcinom, solidni adenokarcinom, fetalni adenokarcinom
te entericki adenokarcinom. WHO klasifikacija prepoznaje i entitet minimalno
invazivnog adenokarcinoma, kao i preinvazivne lezije: atipicnu adenomatoidnu

hiperplaziju AAH te adenokarcinom in situ AlS.24



Slika 1. Hemalaun-eozin bojenje histoloSkog preparata papilarnog adenokarcinoma

pluca.

1.2. Mutacije adenokarcinoma pluca

Napredak molekularne biologije omogucéio je otkriée signalne kaskade u brojnim
tumorima, ukljuCujuci i adenokarcinomu plu¢a. Naj¢eS¢a prisutna mutacija je mutacija
KRAS gena, koja se u zapadnoj populaciji nalazi u oko 25% pacijenata s
adenokarcinomom pluca, a slijedi ju mutacija EGFR gena u oko 10-15 % pacijenata
zapadne populacije, prema radu QS Chua iz 2020.god, u 4-10%.4® Tu mutaciju s
uCestaloS¢u prati mutacija ALK gena, s incidencijom 1-4 % pacijenata te rjede, s
uCestaloS¢u s oko 1% ili manjom nalaze se mutacije, odnosno fuzije ROS 1 gena,
HER2 gena, BRAF V600E, N6R1, MET ili RET gena. VazZnost otkirivanja mutacija

EGFR, ALK, ROS-1, lezi u moguénosti primjene ciljanih terapija, koje su se razvijale



zadnjih desetak godina, a mogu se primijeniti u slu¢aju postojanja i dijagnosticiranja

navedenih mutacija unutar tumorskog tkiva.*7

1.2.1. ALK

ALK je transmembranski receptor za tirozin kinazu koji sudjeluje u stani¢nim signalnim
putevima. Embrioloski, zasluZan je za razvoj Ziv€anog sustava te mu ekspresija potom
pada. Postoji nekoliko moguéih mutacija u ALK genu, no za NSCLC je najbitnija
translokacija te fuzija, prvenstveno s EML4 genom (Slika 1). Rezultat je onkogen koji
povecava proliferaciju stanica. ALK mutacija ¢eS¢a je u pacijenata mlade dobi,
nepusaca te u osoba Zenskog spola.

Postoje i drugi geni s kojima ALK gen stupa u fuziju, no translokacija EML4-ALK
najceS¢a te je prognosticki, odnosno terapijski najznaéajnija jer je vezana uz

mogucénost primjene ciljane terapije koja djeluje inhibitorski na mutirani receptor.®



ALK
EGFR mutations EGFR EML4
EGFR overexpressi ALK secondary

mutations

PTEN —] Plfl( Ts STAT3

AKT MEK
/ L
mTOR ‘ ® l
«— ERK1/2
‘ v

_— ——\——— STAT3

e L

-\-H-""‘-\-\.
ELK-1/MED23 i poptotic

i WS - v
/ antiap optotic factors \

genes (survivin)

Slika 2. Shematski prikaz ALK signalnog puta. Na slici se vidi kako fuzijski EML4-ALK
protein utjeCe na stani¢ni ciklus. Preuzeto iz rada: Karachaliou N, Rosell R, Morales-
Espinosa D, Viteri S: Systemic treatment in EGFR-ALK NSCLC patients: second line

therapy and beyond, Expert Rev Anticancer Ther, 2014;14(7):807-15 °

1.2.2. PD-L1

PD-L1 je ligand za molekulu PD-1 koja se nalazi na imunoloSkim T stanicama, a moze
se nalaziti se na stanicama raka. Njihovim spajanjem dolazi do supresije imunoloskog
odgovora limfocita i daljnje proliferacije stanica raka (Slika 2).2 Mnoge su studije
istrazivale PDL1 kao prognosticki faktor te povezanost njegove ekspresije s
odgovorom na imunolo$ku terapiju. "' Dobiveni su rezultati uveli novi termin — tumor
proportion score (TPS) koji oznaCava postotak tumorskih stanica koje na svojoj
membrani eksprimiraju navedeni ligand. Razli€ite su studije imale razlicite granice

4



(podijela niske ekspresije na manje jedinice), no zajedni¢ka im je svima bila podjela na
TPS <1%, koji je oznacen kao negativha ekspresija, TPS 1-49% koji definira
ekspresiju kao nisku te TPS 250% koji predstavlja visoku ekspresiju.2’” Zamije¢eno je
da je bolje prezivljenje pacijenata u grupama s negativnim ili niskim TPS, da se solidni
histoloSki podtip nesitnostani¢nog karcinoma plu¢a veze uz visi TPS te se moze

promatrati kao prognosticki faktor.”23
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Slika 3. Shematski prikaz PD1 i PD-L1 molekule na imunoloSkim T stanicama,
odnosno stanicama raka. INFy — interferon gama, TAM — makrofagi vezani uz tumor.
Preuzeto iz rada: Marchetti A, Di Lorito A, Buttitta F: Why anti-PD1/PDL1 therapy is

so effective? Another piece in the puzzle, J Thorac Dis, 2017;9(12):4863-4866 '*

1.2.2.1. PD-L1 i imunoterapija

lako pokus$aj razvoja imunoterapije kod malignih tumora seZe jo$ iz druge polovice

20.stolje¢a, prvi zna&ajni rezultat ovog nastojanja veze se upravo uz terapiju koja se



temelji na prekidu interakcije PDL1 i PD1 receptora. Prvi podrzavajuéi rezultati
imunoterapije vezu se upravo uz karcinom plu¢a, NSCLC, adenokarcinom kao i

karcinom ploc¢aste diferencijacije, a klinicke indikacije se stalno $ire.” %"
2. Cilj ovog rada

Cilj ovog rada jest usporediti postoji li povezanost imunoloskog statusa izrazenog
preko PDL1 statusa i prisutnosti ili odsudstva ,driver* mutacije ALK gena u

adenokarcinomima pluéa.

3. Materijali i metode:

3.1. Uzorci tumorskog tkiva pacijenata s dijagnosticiranim
nesitnostaniénim adenokarcinomom pluca

Za potrebe ovog rada usporedivan je PD-L1 status u ALK pozitivnih i negativnih
pacijenata s adenokarcinomom plu¢a dijagnosticiranih na Klinic(kom zavodu pa
patologiju KBC Zagreb tijekom 2018. i 2019. godine.

U obzir su uzeti parametri: stadij bolesti pri dijagnosticiranju, dob i spol, dok se drugi
parametri, poput puSackog statusa, nisu gledali. Predominantno su pacijenti
dijagnosticirani u stadiju Ill ili IV bolesti, osim tri pacijenta u stadiju | i Cetiri pacijenta u
stadiju Il. Srednja je dob pacijenata u trenu dijagnosticiranja u 2018.god 64+10 god (+
standardna devijacija), a u 2019. god 66+11.

Uzorak jednog pacijenta, iz 2018.god, koji je bio ALK pozitivan, a kojem zbog
nedostatka tumora u preostalom uzorku tkiva u parafinskom bloku nije bilo mogucée
uciniti testiranje PD-L1 statusa, bio je iskljuCen iz studije, te se u konacnici usporedivao

PD-L1 status u 34 uzoraka ALK pozitivnih tumora.



3.2. Analiza PD-L1 statusa

Ekspresija PD-L1 odreduje se analizom imunohistokemijskih preparata, a
imunohistokemijsko je bojenje tumorskog tkiva moguée razli€itim platformama. Dvije
su prihvacene kao valjane u analizi PD-L1 statusa tumora pluéa: imunohistokemijska
reakcija Ventana protutijelom SP 263 te DAKO protutijelom 22-C3. Za uzorke
analiziranog tumorskog tkiva, odnosno za ocitanje PD-L1 statusa koristilo se Ventana
protutijelo. Za ovo se protutijelo, rezultat u kojem je <1% tumorskih stanica pozitivho
smatra negativnim, dok se rezultat 21% smatra pozitivhim statusom te se izrazava u

postocima od deset — 10%, 20%,...100%. Pozitivnom se stanicom smatra ona

tumorska stanica Cija membrana u cijelosti ili djelomi¢no pokazuje smede obojenje.

Slika 4. Prikaz pozitivnog IHK obojenja membrana stanica s prisuthnom PDL1

molekulom.



3.3. Analiza ALK statusa

Prisutnost ili odsutnost ALK mutacije analizira se imunohistokemijski koristec¢i Ventana
anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody tvrtke Roche. Kao kontrolno
tkivo koristi se crvuljak, a o€ekuje se pozitivitet u makrofagima. Pozitivnim rezultatom

u tumorskom tkivu smatra se ZzZariSno ili difuzno intenzivnho tamnosmede

citoplazmatsko obojenje.

Slika 5. Prikaz pozitivnog IHK obojenja kao potvrda prisutnosti ALK mutacije.

3.4. Obrada podataka

Podaci su se statisti¢ki analizirali u Microsoft Excell programu, koristio se Studentov t-
test za usporedivanje dvaju nezavisnih skupina. Negativan PDL1 status se za potrebe
statistiCcke analize obiljezio kao 0%, dok se za vrijednosti PD-L1 statusa koje su bile
izrazene u intervalu izmedu rangiranja od po 10% uzela srednja vrijednost intervala

(npr. 5-10% je uzeto kao 7,5%).



4. Rezultati

Promatrajuéi samo imunoloski status, tj. PD-L1 status, pacijenti se mogu podijeliti u tri
skupine prema postotku pozitivnosti tumorskih stanica: <1% tumorskih stanica Cini
negativnu grupu pacijenata, 1-49% tumorskih stanica predstavlja pacijente slabo
pozitivnog PDL1 statusa te 50% tumorskih stanica naviSe Cini skupinu pacijenata jako
pozitivnog PDL1 statusa.. U 2018. godini bilo je dijagnosticirano 22 pacijenta s prisutnom
ALK mutacijom, a u 2019. njih 13, ukupno 35 pacijenata s dijagnozom NSCLC
adenokarcinoma u dvogodi$njem razdoblju.

Od 22 pacijenta iz 2018.god, 7 ih je bilo zenskog spola, a preostalih 15 muskog. U 2019.
godini dijagnosticirano je 13 pacijenata s prisuthom ALK mutacijom, od toga 4 Zenska i
preostalih 9 muskih pacijenata, ukupno u obje godine 35 uzoraka. Svakom je ALK
pozitivnom pacijentu pridruzen pacijent istog spola te iste ili slicne dobi (u intervalu od 5
god), istog stadija bolesti, no bez prisutne ALK mutacije, koji su bili dijagnosticirani u
periodu 2018-2019.godine, bez u tom trenu pridruzenih podataka o PD-L1 statusu, kako

bi izbor bio nasumican te kako bi se dobio Sto realniji odnos izmedu ALK i PD-L1 statusa.

Tablica 1. Uzorci iz dvogodiSnjeg razdoblja razvrstani prema spolu, ALK statusu i PDL1 statusu

izrazeni preko TPS razdiobe.

ALK pozitivni ALK negativni
SPOL TPS<1% TPS 1-49% TPS250% TPS<1%  TPS 1-49%  TPS=50%
Muski 9 8 7 12 5 7
Zenski 5 3 2 4 1 5

Za 2018. rezultati su sljededi: u skupini ALK pozitivnih pacijenata, Sest je pacijenata imalo

jako pozitivan nalaz, odnosno s PD-L1 statusom veéim od 50% pozitivnih tumorskih



stanica, sedam slabo pozitivan nalaz, odnosno status izmedu 1-49% pozitivnih stanica te
osam negativnih, odnosno PD-L1 status s manje od 1 % pozitivnih tumorskih stanica.

U kontrolnoj skupini pacijenata, odnosno pacijenata koji su ALK negativni, 7 uzoraka bilo
je jako pozitivnog PDL1 statusa, 5 slabo pozitivhog, tj. 1-49% pozitivnih tumorskih stanica
te preostalih 9 negativhog PDL1 statusa, odnosno <1% pozitivnih tumorskih stanica.

Kod ALK pozitivnih pacijenta dijagnosticiranih tijekom 2019.god bila su tri pacijenta s jako
pozitivnim statusom, odnosno s vise od 50% pozitivnih tumorskih stanica, Cetiri slabo
pozitivha PDL1 statusa, odnosno s pozitivitetom u 1-49% stanica te ostalih Sest negativnih
statusa, odnosno, manje od 1% pozitivnih tumorskih stanica u uzorku. U kontrolnoj skupini
nalazi se pet pacijenata s jako pozitivnim PDL1 statusom, jedan pacijent sa slabo
pozitivnim statusom te sedam njih s negativnim statusom.

Zbirno, kod 34 pacijenata koji su ALK pozitivni devet ih je imalo jako pozitivan PD-L1 status,
11 slabo pozitivnih te 14 negativnih (Tablica 2, Graf 1).

U kontrolnoj grupi ALK negativnih pacijenata, istog stadija bolesti, istog spola i iste dobi ili
15 god razlike, dvanaest ih je imalo jako pozitivan PDL1 status, Sest slabo pozitivan te
ostalih Sesnaest negativan PDL1 status (Tablica 1, Graf 1).

Dobivena je vrijednost t testa 0,675081, a p-vrijednost iznosi 0,508347, odnosno veca je
od 0,05, sto znadi kako ne postoji statistiCki zna¢ajna razlika izmedu ispitivanih skupina

(Tablica 2).

10



PDL1 status

negativan PDL1 status, <1% slabo pozitivan PDL1 status, 1-49% jako pozitivan PDL1 status, >=50%
pozitivnih tumorskih stanica pozitivnih tumorskih stanica pozitivnih tumorskih stanica
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Graf 1. Prikaz PDL1 statusa prikazanog u 3 skupine: negativni PDL1 status, slabo pozitivni i jako

pozitivni PDL1 status prikazan preko TPS razdiobe.

ALK+ ALK-
m TPS>=1% = TPS<1% ® TPS>=1% = TPS<1%

Graf 2. Udio pacijenata s PD-L1 pozitivnim (TPS=1%) i negativnim (TPS<1%) statusom u ALK

pozitivnoj, odnosno negativnoj skupini iz dvogodiSnjeg razdoblja.
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Tablica 2. Uzorci razvrstani prema ALK statusu i PDL1 statusu izrazenom preko TPS razdiobe u

periodu 2018/2019 god.

ALK TPS21% TPS<1% TPS250% TPS<50% p-vrijednost*
Pozitivni 20 14 9 25
0,508347
negativni 18 16 12 22

*izraGunato koristeéi Studentov t-test

5. Rasprava

S obzirom na sve vecu incidenciju pacijenata s NSCLC, osobito adenokarcinom te, ako se
uzme u obzir da je prvenstveno rije¢ o mladim Zenama, nepusacicama, ¢esto majkama s
malom djecom, a istovremeno dostupnim ciljanim terapijama, izuzetno je vazna analiza
prediktivnih biomarkera kako bi pacijenti dobili najuc€inkovitiju terapiju te kako bi vrijeme
prezivljenja bilo Sto duZe, a kvaliteta Zivota Sto bolja.

Prema aktualnim smjernicama ESMA te Ameritkog torakalnog drustva patologa obavezno
je automatsko i refleksno analiziranje EGFR, ALK | ROS1 statusa te PDL1 statusa, a
preporucena je analiza i drugih mutacija koje se mogu oc¢ekivati kod karcinoma plu¢a u oko
1% adenokarcinoma pluca ili manje od 1%. Interesantno je proucavati odnos signalizacije
tumora, odnosno driver mutacija i imunolodkog statusa tumora, odnosno povezanost
signalizacije potrebne za rast tumora i tumorskog izbjegavanja imunoloskog odgovora.
Dobiveni rezultat ovog rada ukazuje kako ne postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu
dvije skupine pacijenata, odnosno ne postoji zavisnost imunoloskog statusa izrazenog
preko PD-L1 statusa te prisutne ili neprisutne ALK mutacije. Dosadas$niji radovi pokazuju
nekonzistentne rezultate, jedni ukazuju na povezanost, dok drugi potvrduju neovisnost PD-
L1 statusa te ALK statusa 71213151 617 Na rezultat koji smo mi dobili, mogla su utjecati dva
elementa; odabir pacijenata kontrolne skupine, naime oni su se odabirali nasumi¢no kad

je rije€ o PD-L1 statusu, odnosno moglo se naci vise odgovarajuéih parova prema spolu,

12



dobi i stadiju bolesti, te bi se odabirom drugih pacijenata, koji potencijalno imaju drukdciji
PD-L1 status, mozda dobio i drukdiji odnos PD-L1 i ALK statusa. Takoder, treba uzeti u
obzir da je broj od 35 pacijenata relativno malen te bi rezultati bili precizniji na ve¢em
uzorku pacijenata.

Ovaj rezultat, koji pokazuje da je rije€ o neovisnim Cimbenicima, zapravo je logi¢an jer su
signalizacija tumora i odnos tumora prema imunoloSkom sustavu domacina dvije odvojene

kategorije postojanja tumora.

6. Zakljucak

Ne postoji statistiCki znaCajna razlika PD-L1 statusa izmedu skupina pacijenata s
prisutnom ALK mutacijom i bez prisutne ALK mutacije, odnosno PD-L1 status je
neznatno razli€it u tim dvjema skupinama. Na temelju rezultata zaklju€uje se da ne
postoji ovisnost izmedu pojave ekspresije PD-L1 molekule na tumorskim stanicama
adenokarcinoma pluéa i prisutnosti, tj. odsutnosti ALK mutacije kao jednog od nacina

signalizacije tumora.
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