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10.

ZIVOTOPIS




SAZETAK
Status liganda programirane stani¢ne smrti 1 (PD-L1) u pacijenata s pozitivitetom
receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR) kod dijagnoze nesitno-stani¢nog
karcinoma pluca
Cilj: Cilj ovog presijecnog istrazivanja je istraZiti povezanost izmedu izrazenost PD-L1
s postojanjem aktivirajuée mutacije za EGFR nakon prilagodbe za dob, spol i stadij.
Metode: U ovo unicentricno, ugnijezdeno, presije¢no istrazivanje je uklju¢eno 525
bolesnika kojima se dijagnosticirao nesitnostani¢ni karcinom pluca u razdoblju od 2018.
do 2020. godine. Zavisna varijabla je bila ekspresija PD-L1 koja se klasificirala u tri
skupine ovisno o patohistoloskom nalazu: 1) negativna ekspresija kao manje od 1% PD-
L1 pozitivnih stanica u tkivu tumora, 2) niska, odredena kao 1-49% te 3) visoka,
odredena kao 50-100% PD-L1 pozitivnih stanica. Nezavisna varijabla je postojanje
mutacije za EGFR. Podatci su skupljeni iz bolnickog informacijskog sustava te je
napravljena statisti¢ka analiza.
Rezultati: Medijan (IKR) dobi sudionika iznosio je 65 (60-70) godina, ukupni raspon
dobi bio je od 31 do 84 godine. Pozitivan EGFR status zabiljezen je kod 64 (12,2%)
bolesnika, a visoka izrazenost PD-L1 kod 140 (26,7%). Povezanost izrazenosti PD-L1 s
EGFR statusom bila je statisticki znac¢ajna nakon prilagodbe za dob, spol i stadij bolesti
(Multivarijabilina ordinalna regresija; Ol = 0,55 (95% IP 0,32; 0,95); p = 0,031; SLO <
5%) Nakon prilagodbe za spomenute Cimbenike, procijenjena vjerojatnost da ce
bolesnik s pozitivnim EGFR statusom imati visoku izrazenost PD-L1 iznosila je 0,17
(95% IP 0,09; 0,24), za razliku od bolesnika s negativnim EGFR statusom kod kojih je

procijenjena vjerojatnost za visoki PD-L1 iznosila 0,27 (0,23; 0,31).



Zakljucak: Izrazenost PD-L1 u nesitnostanicnom karcinomu pluca je statisticki
znacajno povezana s EGFR statusom i nakon prilagodbe za dob, spol i stadij.
Povezanost je inverzna, sudionici s mutacijom za EGFR imaju 50% manje Sanse da

imaju visoku izrazenost PD-L1.



SUMMARY
Programmed death ligand-1 (PD-L1) status in patients with an epidermal growth
factor receptor (EGFR) positivity in non-small cell lung carcinoma
Goals: The aim of this cross-sectional study was to investigate the existence of a
correlation between the expression of PD-L1 and the mutation for the EGFR in non-
small cell lung cancer.
Methods: This nested, cross-sectional, unicentric research included 525 patients that
were diagnosed with non-small cell lung cancer between 2018 and 2020. The dependent
variable of the study was the expression of PD-L1. The expression of PD-L1 was
classified into three subgroups depending on the pathohistological finding. Negative
expression of PD-L1 was defined as less than 1% of PD-L1 positive cells in the tumor
tissue, low expression of PD-L1 was defined as the finding of between 1-49% of PD-L1
positive cells in the tumor tissue and high expression of PD-L1 was defined as the
existence of more than 50% of PD-L1 positive cells in the tumor tissue. The
independent variable was the existence of an EGFR mutation. The data was collected
from the hospital information system and analyzed by a clinical statistician.
Results: The median age of participants was 65 (60-70) years, with the age range being
31 to 84 years. 64 (12,2%) participants were positive for the EGFR mutation. 140
participants had a high expression of PD-L1. The correlation between PD-L1 expression
and the existence of an EGFR mutation was statistically significant after correcting for
age, sex and stage of the disease (multivariable ordinal regression; Ol = 0,55 (95% IP
0,32; 0,95); p = 0,031; SLO < 5%) After correcting for the aforementioned factors the
estimated probability that a patient with an EGFR positive finding will have a high

expression of PD-L1 was 0,17 (95% IP 0,09; 0,24). A patient with an EGFR negative



finding was estimated to have a 0,27 (0,23; 0,31) probability of having a high

expression of PD-L1.

Conclusion: The correlation between the expression of PD-L1 and the existence of the
EGFR mutation in non-small cell lung cancer is statistically significant even after
adjusting for the presence of confounding factors. The correlation is negative meaning

that the EGFR positive patients are 50% less likely to have a high expression of PD-L1.



1. UVOD

Tumori pluc¢a su vodeéi uzrok mortaliteta od raka diljem svijeta te zauzimaju vodece
mjesto na ljestvici incidencije tumora u svijetu.(1) Najsignifikantniji okoli$ni ¢cimbenik
za razvitak tumora pluca je pusenje. Od ostalih ¢imbenika rizika spominju se nezdrava
dijeta, pasivna izlozenost duhanskom dimu te profesionalna izlozenost
karcinogenima.(2—4) U najveé¢em postotku sluc¢aja tumori pluca su karcinomi. Naj¢esci
histoloski tipovi karcinoma pluéa ukljuCuju nesitnostani¢ne karcinome, u koje se
ubrajaju adenokarcinomi pluéa te karcinomi plocaste diferencijacije, i karcinomi
neuroendokrine diferencijacije; koji se dijele na sitnostani¢ne ili velikostani¢ne
karcinome pluca. Nesitnostani¢ni adenokarcinomi i nesitnostani¢ni karcinomi plocaste
diferencijacije stanica Cine 85% svih tumora pluca. (5) Prognoza pacijenata s
karcinomom pluca ovisi o histoloskom tipu, TNM Kklasifikaciji te stadiju bolesti.

TNM Kklasifikacija karcinoma pluca kategorizira karcinome prema promjeru, fokalnosti
tumora, odnosu prema visceralnoj pleuri 1 okolnim strukturama plué¢nog parenhima,
zatim prema Sirenju tumora u limfne ¢vorove te postojanju ili nepostojanju udaljenih
metastaza. Temeljem TNM Klasifikacije odreduje se stadij tumora ¢iji je cilj svrstavanje
pacijenata u grupe s istom prognozom bolesti. Postoje Cetiri glavna stadija koji se
ozna¢uju rimskim brojevima od 1-4 (I, II, III, IV). Prvi stadij oznafava lokalno
proSirenu bolest, drugi zahvacene limfne ¢vorove, tre¢i daljnu proSirenost po limfnom
sustavu te zahvacenost sredoprsja, a Cetvrti udaljenu metastatsku bolest. Visi stadiji
imaju losiju prognozu.(6) Mogucnosti lijeCenja nesitno-stanicnog karcinoma pluca,
sastoje se od operativne ekstrakcije tumora, radioterapije, kemoterapije te ciljane
bioloske terapije. Stadij bolesti uvjetuje koji tip lije¢enja ¢e biti primijenjen. Sistemska

kemoterapija se pokazala u¢inkovitom u kontroliranju bolesti u ranijim stadijima, a



standardno se daje i u drugom i tre¢em stadiju. Ako se bolest prepozna u ranom,
lokaliziranom stadiju kirurske intervencije mogu biti u¢inkovite. Palijativne intervencije
poboljsavaju kvalitetu Zivota i produljuju prezivljenje kod uznapredovanih stadijaz, a
ukljucuju kemoterapiju i radioterapiju.(7—9) Adjuvantna sistemska kemoterapija se pri
standardiziranim protokolima primjenjuje u drugom i tre¢em stadiju bolesti nakon
kirursSke resekcije tumora. Protokoli su standardno bazirani na davanju lijekova na bazi
cisplatine. U objedinjenoj analizi pet klini¢kih studija vidi se apsolutna dobrobit u
prezivljenju od 5,4% u vremenu od 5 godina. U drugim studijama se takoder vidi
apsolutna dobrobit u prezivljenju kod primjene adjuvantne terapije, 0sobito kod
bolesnika s velikim promjerom primarnog tumora (>4cm), bolesnika u drugom stadiju
bolesti, te bolesnika u trecem stadiju nakon §to je obavljena RO resekcija.(10) U
Cetvrtom stadiju bolesti kada su prisutne udaljene metastaze standardno se primjenjuje
kombinirana kemoterapija bazirana na platini. Karboplatina ili cisplatina se daje skupa s
gemcitabinom, vinorelbinom ili taksanima (paklitakselom ili docetakselom). Zbog
neZeljenih nuspojava te manjka ucinkovitosti nakon 4 do 6 ciklusa dvojna terapija na
bazi platine se tada prekida.(11) Moderni pristup terapiji raznih karcinoma, pa tako i
nesitno-stani¢énog karcinoma pluca ukljuéuje primjenu ciljane terapije te
kemoimunoterapije. Osnova ovih modernih metoda je interferencija sa specifi¢nim
regulatornim mehanizmima u stanicama tumora te modulacija imunosnog odgovora
domacina na tumor. Specifi¢an mehanizam djelovanja ovih lijekova smanjuje ucestalost
nezeljenih nuspojava koje predstavljaju znatnu prepreku u primjeni klasicne
kemoterapije. Ciljana terapija se dijeli po mehanizmu djelovanja na terapiju
monoklonalnim protutijelima, terapiju inhibitorima malih molekula te terapiju

imunotoksinima.(12)



Mutacije receptora za epidermalni faktor rasta (EGFR) su prisutne u 40% populacije
azijatskog porijekla te u 20% populacije koja nema azijatsko porijeklo.(13) Mutacija za
EGFR je ¢esce prisutna u zena i nepusaca. (14) Mutacija za EGFR je povezana s loSom
prognozom i ubrzanim Sirenjem tumora. (15) Receptor za epidermalni faktor rasta
(EGFR) je tip receptora povezanog s tirozin kinazom (RTK) a pripada ErbB/HER
porodici receptora.(16) Tirozin kinaza je unutarstanicni enzim Kkoji Kkatalizira
fosforilaciju tirozinskih ostataka aminokiselina. Ima ulogu u unutarstani¢noj
signalizaciji kojima propagira mitozu te inhibira apoptozu stanica.(17) U vecini slucaja
mutacija receptora za epidermalni faktor rasta u stanicama nesitno-stani¢nog karcinoma
plu¢a dolazi do patoloske unutarstani¢ne signalizacije i povecane ekspresije receptora
na stanicama.(18) Mutacija za EGFR djeluje na metaloproteinaze u izvanstani¢cnom
matriksu c¢ime poti¢e adheziju, pokretljivost i invazivnost stanica S$to olakSava
metastaziranje tumora. (19-21) Glavna ciljana terapija nesitno-stani¢nog karcinoma
pluéa s pozitivitetom mutacije za epidermalni faktor rasta se bazira na inhibiciji tirozin
kinaza. Inhbitori tirozin kinaza (TKI) koji se koriste kod mutacije za EGFR se dijele na
tri generacije. Prvu generaciju ¢ine erlotinib i gefitinib, drugu afatinib i dacomitinib, a
tre¢u osimertinib. (22-29) Prezivljenje bez znakova progresije bolesti je poboljSano
primjenom tirozin kinaznih inhibitora kod mutacije za EGFR u usporedbi s primjenom
kemoterapije bazirane na platini. U velikim klinickim istrazivanjima pozitivan utjecaj
na ukupno prezivljenje nije dokazan. U njima su se lijekovi primjenjivali kao terapija
druge linije nakon §to je karcinom progredirao tijekom primjene kemoterapije. Veliki
broj tih istraZivanja je bio unakrsan. Manjak neZeljenih nuspojava i posljedi¢nih
komplikacija je bio prijavljen na terapiji inhibitorima tirozin kinaze. (30,31) Unazad

nekoliko godina osimertinib je postao lijek prvog izbora kod EGFR pozitivnog



nesitnostani¢nog karcinoma pluc¢a. Primjenom osimertiniba i drugih inhibitora tirozin
kinaze u klini¢kim istrazivanjima se vidjelo da osimertinib produljuje prezivljenje bez
progresije bolesti znacajno bolje od drugih inhibitora. Produljeno prezivljenje bez
progresije je videno u svim grupama bolesnika, ukljuuju¢i one s metastazama u
srediSnji ziv€ani sustav. (29) Usprkos visokoj stopi odgovora koja je dobivena
primjenom inhibitora tirozin kinaze veéina pacijenata razvije rezistenciju na terapiju
nakon 6 do 12 mjeseci.

Imunoterapija je drugi moderni pristup terapiji nesitno-stani¢nog karcinoma pluca.
Zdravi imunoloski sustav ima ulogu u sprje¢avanju neoplazmi. On prepoznaje i uniStava
neoplasti¢ne stanice u pretklinickoj fazi. (32) Proces uniStavanja stanica raka mora biti
precizno reguliran, a ravnoteza izmedu aktiviraju¢ih i inhibitornih mehanizama mora
biti postignuta u svrhu ograni¢avanja destrukcije na maligne stanice uz odrzavanje
funkcije zdravih stanica. (33) Mijenjanjem regulacije imunolo$skog odgovara stanice
raka mogu izbje¢i destrukciju i Siriti se. Jedan od regulacijskih puteva Koji je
promijenjen u ovim slucajevima je put programirane stani¢ne smrti (PD-1/PDL-1).
Receptor programirane smrti 1 (PD-1) je transmembranski receptor koji se nalazi na
membrani stanica raznih zdravih tkiva u ljudskom organizmu. Ligand receptora
programirane smrti 1 (PD-L1) se nalazi na limfocitima T. Interakcijom izmedu
receptora i liganda programirane stani¢ne smrti 1 se inaktiviraju limfociti T te stanice
izbjegavaju apoptozu. Neoplasticne stanice mogu imati povecanu ekspresiju PD-1 Sto
smanjuje moguénost imunoloskog sustava da ih prepozna i odvede u apoptozu.
Protutijela protiv receptora ili liganda programirane stani¢éne smrti se koriste u
imunoterapiji ovakvih karcinoma. Ona sprjecavaju interakciju receptora i liganda ¢ime

omogucuju apoptozu stanice. (34,35) Primjena imunoterapije koja djeluje na PD-1/PD-



L1 regulatorni put se pokazala u¢inkovitom u raznim karcinomima, ukljucujuéi nesitno-
stani¢ne karcinome pluc¢a. Odredeni pacijenti imaju dugoro¢nu korist od primjene ove
imunoterapije, a dio ih prezivi i pet godina nakon prvotne dijagnoze. (36) Najvecu
korist od PD-1/PDL-1 ciljane terapije imaju pacijenti ¢ija je ekspresija PD-1 veca od
50%. Pembrolizumab se Kkoristi kao standardna monoterapija kod pacijenata s
ekspresijom PD-L1 vecom od 50%. U pacijenata ¢ija je ekspresija PD-L1 izmedu 1% i
50% pembrolizumab se koristi u kombinaciji s kemoterapijom ili kao monoterapija.
(37) U korejskoj studiji iz 2017. godine u koju su bili ukljuéeni sudionici azijskog
porijekla videno je da postoji povezanost izmedu pozitiveta receptora za epidermalni
faktor raste te pozitiviteta liganda programirane stani¢ne smrti 1 U ranim stadijima

nesitnostani¢nog karcinoma pluca. (38)

2. HIPOTEZA

Izrazenost liganda receptora programirane stani¢ne smrti 1 (PD-L1) povezana je s
mutacijom receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR) i nakon prilagodbe za u¢inak

dobi, spola i stadija bolesti.



3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Istraziti povezanost izrazenosti PD-L1 s postojanjem aktiviraju¢e mutacije EGFR.

3.2. Specifi¢ni ciljevi
1) Istraziti povezanost izrazenosti PD-L1 s postojanjem aktiviraju¢e mutacije
EGFR,
2) Istraziti povezanost izrazenosti PD-L1 s postojanjem aktiviraju¢e mutacije
EGFR nakon prilagodbe za dob, spol i stadij bolesti,
3) Istraziti moderatorske ucinke spola, dobi i stadija bolesti na povezanost PD-L1 i

postojanja aktiviraju¢e mutacije EGFR.



4. ISPITANICII METODE

4.1. Ustroj istraZivanja

Za potrebe ovog diplomskog rada provedeno je opservacijsko, unicentri¢no,
ugnijezdeno presjec¢no (engl. nested cross-sectional) istrazivanje. Podatci za presje¢no
istrazivanje na kojem je temeljena ova analiza prikupljeni su iz medicinske baze
podataka KBC-a Zagreb. Uklju¢eni su bolesnici ¢iji se bioloski materijal analizirao na
Zavodu za patologiju KBC Zagreb u periodu od 2018. do 2020. godine u svrhu
dobivanja patoloske dijagnoze te dodatnih analiza s ciljem odredivanja prediktivnih
biomarkera i imunoloskog statusa.

Istrazivanje je provedenu u skladu s Helsinskom deklaracijom Svjetske zdravstvene

organizacije prema inacici iz 2013. godine (39).

4.2. Ciljana populacija

Ciljanu populaciju ¢inili su bolesnici oba spola, dobi > 18 godina s
novodijagnosticiranim rakom nemalih stanica lije¢eni u tercijarnoj, specijaliziranoj
onkoloskoj zdravstvenoj ustanovi u Republici Hrvatskoj. Kriteriji ukljuc¢ivanja bili su
dob > 18 godina i patohistoloski dijagnosticiran NSSKP. Kriterija neukljucivanja nije
bilo. Kriteriji isklju¢ivanja nisu koriSteni s obzirom da se radilo o presjecnom

istrazivanju.



4.2.1. Vrstai potrebna velicina uzorka

Nije biran uzorak ve¢ je ukljucena cijela populacija bolesnika kojima je tijekom
razdoblja ukljucivanja dijagnosticiran rak plu¢a nemalih stanica i kojima je tijekom tog
razdoblja ucinjena patohistoloska analiza. Prije pocetka prikupljanja podataka nije
ucinjena analiza potrebne veli¢ine uzorka, pa je statisticka snaga istrazivanja bila

nepoznata.

4.3. Ishod

Ishod je bila izrazenost PD-L1 podijeljena u tri kategorije: 1) negativna, odredena kao

1% PD-L1 pozitivnih stanica u tkivu tumora, 2) niska, odredena kao 1-49% te 3)

visoka, odredena kao 50-100% PD-L1 pozitivnih stanica.

4.4. Nezavisna varijabla

Nezavisna varijabla bila je postojanje aktiviraju¢e mutacije EGFR.

4.5. Ostale varijable

Ostale varijable koje sam koristila u opisu uzorka bile su spol, dob u godinama te stadij

bolesti u trenutku dijagnoze.



4.6. Postupci

Podatci su prikupljeni iz bolni¢koj informacijskog sustava i upisani u tablicu u MS
Excel. Statisticka analiza je provedena uz pomo¢ klini¢kog epidemiologa U izboru

pravilnih statisti¢kih testova te pravilnom prikazu rezultata.

4.7. Statisticka analiza

Normalnost raspodjele dobi je provjerena Shapiro-Wilkovim testom pa je opisana
pomocu medijana i interkvartilnog raspona (IKR), a ne pomocu aritmeticke sredine i
standardne devijacije te prikazana histogramom s krivuljom normalne raspodjele.

Hipoteza je provjerena multivarijabilnom ordinalnom logisti¢kom regresijom u kojoj je
zavisna varijabla bila izraZzenosti PD-L1, nezavisna varijabla EGFR status (negativan
status je bio referentna kategorija), a kovarijati ¢iji je uéinak kontroliran bili su dob,
spol (muskarci su bili referentna kategorija) i klinicki stadij bolesti (stadij | je bio
referentna kategorija). Prikazan je omjer izgleda (Ol) s 95%-tnim intervalom
pouzdanosti (IP) i statisticka zna¢ajnost razli¢itosti OI od 1,00. U uvodu u testiranje
hipoteze, prvo je bivarijabilnom ordinalnom logistickom regresijom ispitana statisticku
znacajnost povezanosti izrazenosti PD-L1 s EGFR statusom bez prilagodbe za planirane
kovarijate. Tri analize moderatorskog ucinka dobi, spola i klinickog stadija na
povezanost izrazenosti PD-L1 s EGFR statusom, napravljene su multivarijabinom
ordinalnom logisti¢kom regresijom u kojoj je zavisna varijabla bila izraZzenosti PD-L1, a
nezavisna je bila interakcija EGFR statusa s dobi, u drugoj analizi sa spolom, u trecoj s

klinickim stadijem. Dodatno je povezanost klinickog stadija s EGFR statusom



provjerena bivarijabilnom, binarnom logistickom regresijom. Statisticka znacajnost
uvijek dvosmjernih testova odredena je na p < 0,05. Svi intervali pouzdanosti (IP) dani
su na 95%-tnoj razini. Korekcija za viSestruka testiranja provedena je pomocu
Benjamini-Hochbergove metode gdje je granica prihvatljive stope laznih otkri¢a (SLO)
odredena na < 5%. Statisticka znacajnost Shapiro-Wilk testa nije racunana u statisticke
znacajnosti koje su Kkorigirane za visestruka testiranja. Statisticka analiza je ucinjena
pomocu besplatnog statistickog programa JASP, verzija 0.16.1., JASP Team (2022),

Sveudiliste u Amsterdamu.
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5. REZULTATI

Ukupno je tijekom dvije godine ukljuceno 529 bolesnika. Kod 3 (0,6%) bolesnika
podatak o godini rodenja bio je pogresno upisan, pa su iskljuceni iz analize. Troje
iskljucenih bili su muskarci s negativnim EGFR statusom; jedan je imao tumor stadija
I1, a dvoje tumor stadija I1l. Jedan je imao negativnu izrazenost PD-L1 (< 1% stanica), a
dvoje nisku (1-49% stanica). Kod jedne bolesnice, stare 71 godinu, nedostajao je
podatak 0 izrazenosti PD-L1. Ona je pri prvoj dijagnozi imala metastatsku bolest te
negativan EGFR status te je takoder iskljuCena iz analize. U zavr$nom uzorku koji je

koristen u ovoj analizi, preostalo je 525 bolesnika.

5.1. Karakteristike sudionika

Shapiro-Wilk test ukazao je na statistiCki znaajno odstupanje raspodjele dobi od
teorijski o¢ekivane normalne raspodjele (Shapiro-Wilk test, n = 525; V = 7,86; z = 4,96;
p < 0,001) (Slika 1). Medijan (IKR) dobi sudionika iznosio je 65 (60-70) godina, ukupni
raspon dobi bio je od 31 do 84 godine, a bolesnika dobi > 75 godina bilo je 51 (9,7%)
(Tablica 1). Zena je u cijelom uzorku bilo 228/525 (43,5%), a muskarci i Zene bili su
usporedive dobi. Medijan (IKR) dobi u Zena iznosio je 65 (60-70 godina, a u muskaraca
65 (59-70) godina. Pri prvoj dijagnozi 188/525 (35,8%) bolesnika imalo je metastatsku
bolest prosirenu van pluca, na udaljene organe. Pozitivan EGFR status zabiljezen je kod

64 (12,2%) bolesnika, a visoka izrazenost PD-L1 kod 140 (26,7%).
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Tablica 1. Karakteristike sudionika (n = 525)

n (%)
Dob (godine), medijan (IKR) 65 (60-70)
Kategorizirana dob (godine)

<55 59 (11,2)

55-64 186 (35,4)

65-74 229 (43,6)

> 75 51 (9,7)
Spol

muskarci 297 (56,6)

zene 228 (43,5)
Stadij

I 161 (30,7)

] 74 (14,1)

" 102 (19,4)

v 188 (35,8)
EGFR status

negativan 461 (87,8)

pozitivan 64 (12,2)
Izrazenost PD-L1

negativna (< 1%) 265 (50,5)

niska (1-49%) 120 (22,9)

visoka (> 50%) 140 (26,7)

Podatci su prikazani kao broj (postotak) sudionika ako nije druk¢ije navedeno

Kratice: IKR, interkvartilni raspon

50

40+ / \

3041 / \

20 / \

Postotak bolesnika

10 / \

b

= =T T T T T T T
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

Dob u godinama

Slika 1. Raspodjela dobi; isprekidana krivulja predstavlja krivulju normalne raspodjele
(n =525)
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5.2. Povezanost izraZenosti PD-L1 s postojanjem aktiviraju¢e mutacije EGFR

Utvrdena je statisticki znacCajna povezanost izrazenosti PD-L1 s postojanjem
aktiviraju¢e mutacije EGFR (Bivarijabilna ordinalna regresija; Ol = 0,50 (95% IP 0,29;
0,85); p = 0,011; SLO < 5%) (Tablica 2). Bolesnici s pozitivnim EGFR statusom imali
su 50% manje izglede za visu izrazenost PD-L1 u odnosu na bolesnike s negativnim
EGFR statusom. Procijenjena vjerojatnost da ¢e bolesnik s pozitivnim EGFR statusom
imati negativnu izrazenost PD-L1 iznosila je 0,65 (95% IP 0,54; 0,77), da ¢e imati nisku
izrazenosti PD-L1, 0,18 (95% IP 0,13; 0,24) te da ¢e imati visoku izrazenost PD-L1,
0,16 (95% IP 0,09; 0,23) za razliku od bolesnika s negativnim EGFR statusom kod

kojih je procijenjena vjerojatnost za visoki PD-L1 iznosila 0,28 (0,24; 0,32).

Tablica 2. Bivarijabilna analiza povezanosti izrazenosti PD-L1 s postojanjem
aktiviraju¢e mutacije EGFR (n = 525)

Izrazenost PD-L1

Negativna Niska Visoka
(< 1%) (1-49%) (> 50%) Ol (95% IP) p
(n = 265) (n =120) (n =140)

EGFR status

negativan 223 (48,4) 109 (23,6) 129 (28,0) 1,00

pozitivan 42 (65,6) 11 (17,2) 11 (17,2) 0,50 (0,29;0,85) 0,011*

Podatci su prikazani kao broj (postotak) bolesnika ako nije druk¢ije navedeno

Kratice: PD-L1, Ligand receptora programirane stanicne smrti 1; EGFR, Receptor
epidermalnog c¢imbenika rasta; Ol, omjer izgleda; IP, interval pouzdanosti; p, statisticka
znacajnost razlike omjera izgleda od 1,00

*SLO < 5%
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5.3. Povezanost izraZenosti PD-L1 s postojanjem aktiviraju¢e mutacije EGFR

nakon prilagodbe za dob, spol i stadij bolesti

Povezanost izrazenosti PD-L1 s EGFR statusom bila je statisticki znacajna 1 nakon
prilagodbe za dob, spol i stadij bolesti (Multivarijabilina ordinalna regresija; Ol = 0,55
(95% IP 0,32; 0,95); p = 0,031; SLO < 5%) (Tablica 3). Nakon prilagodbe za
spomenute ¢imbenike, procijenjena vjerojatnost da ¢e bolesnik s pozitivnim EGFR
statusom imati visoku izraZzenost PD-L1 iznosila je 0,17 (95% IP 0,09; 0,24), za razliku
od bolesnika s negativhim EGFR statusom kod kojih je procijenjena vjerojatnost za
visoki PD-L1 iznosila 0,27 (0,23; 0,31).

Tablica 3. Multivarijabilna analiza povezanosti izrazenosti PD-L1 s postojanjem
aktiviraju¢e mutacije EGFR nakon prilagodbe za dob, spol i stadij bolesti (n = 525)

Izrazenost PD-L1

Negativna Niska Visoka
(< 1%) (1-49%) (> 50%) Ol  (95% IP) p
(n = 265) (n =120) (n =140)
EGFR status
negativan 223 (48,4) 109 (23,6) 129 (28,00 1,00
pozitivan 42 (65,6) 11 (17,2) 11 (17,2) 055 (0,32;0,95) 0,031*
Dob (godine) i 0,85 (0,70; 1,04) 0,125
Spol
muskarci 150 (50,5) 62 (20,9) 85 (28,6) 1,00
zene 115 (50,4) 58 (25,4) 55 (24,1) 1,03 (0,74;1,45) 0,851
Stadij
I 100 (62,1) 31 (19,3) 30 (18,6) 1,00
I 42 (56,8) 14 (18,9) 18 (24,3) 1,23 (0,71;2,13) 0,459
" 48 (47,1) 24 (23)5) 30 (29,4) 1,79 (1,10;2,90) 0,018*
v 75 (39,9) 51 (27,1) 62 (33,00 2,21 (1,47;3,34) <0,001*

Podatci su prikazani kao broj (postotak) bolesnika ako nije druk¢ije navedeno

Kratice: PD-L1, Ligand receptora programirane stanicne smrti 1; EGFR, Receptor
epidermalnog ¢imbenika rasta; OI, omjer izgleda; IP, interval pouzdanosti; p, statisticka
znacajnost razlike omjera izgleda od 1,00

*SLO <5%

1 Dob je analizirana kao originalna, numericka varijabla, pa je nemoguce prikazati
postotke izrazenosti PD-L1
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5.4. Moderatorski ucinci dobi, spola i stadija bolesti na povezanost izraZenosti

PD-L1 s postojanjem aktiviraju¢e mutacije EGFR

5.4.1. Dob

Nije utvrden statisticki zna¢ajan moderatorski u¢inak dobi na povezanost izrazenosti
PD-L1 s EGFR statusom (Multivarijabilna ordinalna logisti¢ka regresija; (EGFR x
dob), Ol =0,70; 95% IP 0,36; 1,36; p = 0,293; SLO > 5%). Na temelju ovog istrazivana
i na razini pouzdanosti od 95%, ne moze se tvrditi da se povezanost izrazenosti PD-L1 s

EGFR statusom razlikuje s obzirom na dob bolesnika.

5.4.2. Spol

Nije utvrden ni statisti¢ki zna¢ajan moderatorski u¢inak spola na povezanosti izraZenost
PD-L1 s EGFR statusom (Multivarijabilna ordinalna logisti¢ka regresija; (EGFR x
spol), OI = 1,20; 95% IP 0,37; 3,90; p = 0,758; SLO > 5%). Na temelju ovog istrazivana
1 na razini pouzdanosti od 95%, ne moze se tvrditi da je povezanost izrazenosti PD-L1 s

EGFR statusom razli¢ita izmedu zena 1 muskaraca.
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5.4.3. Stadij

lako je bivarijabilna povezanost klinickog stadija s izrazeno$¢u PD-L1 bila statisticki
znacajna, U stadiju IV i visoka (Bivarijabilna ordinalna regresija, stadij 1V; Ol = 2,34;
95% IP 1,56; 3,52; p < 0,001; SLO < 5%) (Tablica 4), nije utvrden statisticki znacajan
moderatorski ucinak stadija na povezanost izrazenosti PD-L1 s EGFR statusom
(Multivarijabilna ordinalna logisti¢ka regresija; (EGFR x stadij), Ol (stadij Il) = 0,93;
95% IP 0,14; 6,33; p = 0,943; SLO > 5%; Ol (stadij Il1) = 2,22; 95% IP 0,46; 10,71; p =
0,319; SLO > 5%; Ol (stadij 1V) = 1,33; 95% IP 0,36; 4,93; p = 0,673; SLO > 5%). Na
temelju ovog istrazivana i na razini pouzdanosti od 95%, ne moze se tvrditi da se
povezanost izrazenosti PD-L1 s EGFR statusom razlikuje s obzirom na klinicki stadij
bolesti. Za izostanak tog uc¢inka mozda je dijelom odgovorno nepostojanje povezanosti
izmedu klinickog stadija i EGFR statusa (Binarna logisti¢ka regresija; Ol (stadij 11) =
0,75; 95% IP 0,33; 1,71; p = 0,497; SLO > 5%, Ol (stadij I1l) = 0,53; 95% IP 0,24;
1,18; p = 0,119; SLO > 5%; Ol (stadij IV) = 0,68; 95% IP 0,37; 1,28; p = 0,232; SLO >
5%)

Tablica 4. Bivarijabilna analiza povezanosti izrazenosti PD-L1 s klinickim stadijem
bolesti (n = 525)

IzraZzenost PD-L1

Negativna Niska Visoka
(< 1%) (1-49%) (>50%) Ol (95% IP) p
(n = 265) (n=120) (n = 140)
Stadij
I 100 (62,1) 31 (19,3) 30 (18,6) 1,00
I 42 (56,8) 14 (18,9) 18 (24,3) 1,30 (0,75;2,23) 0,349
i 48 (47,1) 24 (23)5) 30 (29,4) 1,85 (1,14;2,98) 0,012*

WY 75 (39,9) 51 (27,1) 62 (3300 2,34 (1,56;3,52)  <0,001*

Podatci su prikazani kao broj (postotak) bolesnika ako nije druk¢ije navedeno

Kratice: PD-L1, Ligand receptora programirane stanicne smrti 1; EGFR, Receptor
epidermalnog ¢imbenika rasta; Ol, omjer izgleda; IP, interval pouzdanosti; p, statisticka
znacajnost razlike omjera izgleda od 1,00;

*SLO <5%
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6. RASPRAVA

6.1. SaZetak glavnih rezultata

Ovim istrazivanjem potvrdena je statisticki znacajna povezanost izrazenosti PD-L1 s
EGFR statusom i nakon prilagodbe za dob, spol i klini¢ki stadij bolesti. Bolesnici s
pozitivnim EGFR imali su manje izglede za vecu izrazenosti PD-L1. Dakle, povezanost

izrazenosti PD-L1 i EGFR statusa je inverzna.

6.2. Usporedba s dosadasnjim ispitivanjima

Rezultati dosadasnjih istrazivanja korelacije izmedu PD-L1 statusa i EGFR statusa su
raznoliki, ponekad proturje¢ni i obuhvacaju Sirok spektar sudionika koji se razlikuju po
etni¢koj pripadnosti. Globalna, multicentricna studija iz 2019. godine je pokazala
prevalenciju pozitiviteta za PD-L1 medu razli¢itim etni¢kim regijama. Prevalencija
niske izrazenosti PD-L1 (1-49%) je bila 53% u Aziji, 52% u Europi i 47% u Sjevernoj i
Juznoj Americi. Prevalencija visoke izrazenosti PD-L1 (>50%) je bila 22% u Europi i
Aziji te 21% u Sjevernoj i Juznoj Americi. Sudionici bez mutacije za EGFR ili ALK
translokacije su imali poneSto povecanu ekspresiju PD-L1. (40) U nasoj studiji
prevalencija niske izrazenosti PD-L1 (1-49%) je 22,9 % a prevalencija visoke
izrazenosti PD-L1 (>50%) je 26,7%. Istrazivanje napravljeno u Kini, 2016. godine je
pokazalo vecu pojavnost pozitiviteta mutacije za EGFR kod bolesnika s niskom
ekspresijom PD-L1. (41) Rezultati naseg istrazivanja se slazu s prethodno navedenim

studijama budu¢i da je dobivena negativna korelacija izmedu mutacije za EGFR i
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izrazenosti PD-L1 $to znaci da sudionici s mutacijom za EGFR imaju manju ekspresiju
PD-L1, to jest da sudionici bez mutacije za EGFR imaju ponesto povecanu ekspresiju
PD-L1. Sudionici naSeg istrazivanja su iskljucivo bjelackog, isto¢noeuropskog etnickog
podrijetla buduéi da ono ¢ini veéinu drzavljana Republike Hrvatske. Meta-analiza iz
2016.godine je pokazala podatke o prevalenciji mutiranog EGFR u populaciji azijskog i
europskog podrijetla. Prevalencija mutiranog EGFR u azijskoj populaciji je 32,3% a u
europskoj 14,1%.(13) U nasem istrazivanju je EGFR mutiran u 12,2% sudionika §to
otprilike odgovara prevalenciji mutacije u europskoj populaciji. Bolesnici s mutiranim
EGFR i visokom ekspresijom PD-L1 imaju bolje ukupno prezivljenje nakon primjene
terapije inhibitorima tirozin kinaze u usporedbi s bolesnicima koji imaju mutiran EGFR
I negativnu ekspresiju PD-L1. (42) Problem terapije inhibitorima tirozin kinaze je
nastajanje stecene rezistencije kod nekih pacijenata. Smatra se da aktiviraju¢a mutacija
za EGFR promovira ekspresiju PD-L1 preko aktivacije signalnog puta nuklearnog
faktora kB. Ovaj signalni put bi mogao biti podloga za nastajanje steCene rezistencije.
Kombinacija imunoloske terapije s terapijom inhibitorima tirozin kinaze bi mogla
predstavljati novu moguénost lijeenja pacijenata s EGFR pozitivnim nesitnostani¢nim
karcinomom pluca. (43) Odredene genetske mutacije receptora za epidermalni ¢imbenik
rasta su povezane s manjom ekspresijom PD-L1. Ekspresija PD-L1 je manja kod
pacijenata s delecijom egzona 19 i L858R mutacijom na egzonu 21 u usporedbi s
ostalim mutacijama za EGFR. (38) Ovo istrazivanje nije gledalo specificnosti genetskih
mutacija za EGFR niti odgovor pacijenata na terapiju inhibitorima tirozin kinaze, vec se
bavilo istrazivanjem odnosa izmedu ekspresije PD-L1 i mutacije za EGFR $to moze dati
uvid u potrebu provedbe daljnjih istrazivanja koja bi mogla identificirati populaciju

pacijenata s visokom ekspresijom PD-L1 i mutacijom za EGFR kojima bi kombinirana
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terapija mogla biti od koristi. U prospektivnoj konsekutivnoj studiji iz Danske medijan
dobi je 71,6 godina, u retrospektivnoj studiji iz Kine je 57,09 godina, a u studiji iz
Koreje on je 62 godine dok je ukupni dobni raspon od 35 do 84 godine. (38,42,44)
Medijan dobi u nasoj studiji je 65 godina a ukupni dobni raspon je 31 do 84 godine. On
se slaze s ostalim studijama koje se bave ovom tematikom i oslikava Cinjenicu da je
nesitnostani¢ni karcinom pluca bolest starije populacije. U studiji koja je gledala
povezanost EGFR i PD-L1 statusa u Kini uzeto je 170 EGFR pozitivnih sudionika
kojima je naknadno odreden PD-L1 status. Od ukupnog uzorka 94, 7% bolesnika je bilo
u tre¢em ili ¢etvrtom stadiju bolesti pri dijagnozi. (42) Druga studija koja je gledala
korelaciju izmedu ekspresije PD-L1 i postojanja mutacije za EGFR i KRAS je
obuhvatila 100 bolesnika od kojih je 60 bilo pozitivno za mutaciju za EGFR. (41)
Studija koja je gledala povezanost ekspresije PD-L1 sa specifi¢cnim genetskim
mutacijama za EGFR je obuhvatila 323 bolesnika s mutiranim EGFR. Od njih je 49%
bilo dijagnosticirano u stadiju 1A, 15% u stadiju 1B, 13% u stadiju Il, 20% u stadiju I1l,
a 5% u stadiju IV. (38) U naSe istrazivanje je bilo ukljuéeno 525 pacijenata s
dijagnozom nesitnostani¢nog karcinoma pluca od kojih je 64 bilo pozitivno za mutaciju
za EGFR. U prvom stadiju je bilo dijagnosticirano 30,7 % pacijenata, u drugom 14, 1%,
u treCem 19,4% a u Cetvrtom 35,8%. Malen broj sudionika u studiji se moZe pripisati
¢injenici da je broj stanovnika Republike Hrvatske malen u usporedbi sa zemljama u
kojima je radeno mnogo ovakvih istrazivanja kao $to je to Kina. Malen broj pacijenata s
mutacijom za EGFR se moze pripisati i Cinjenici da je Hrvatsko stanovniStvo
Europskog podrijetla pa kao takvo ima nizu prevalenciju mutacije za EGFR u usporedbi

s azijskim stanovni§tvom.
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6.3. Ogranicenja istraZivanja

Prvo ograniCenje istrazivanja bilo je u tome S§to nam je bio dostupan samo veé
kategorizirani ishod. Nisu nam bile dostupne izvorne vrijednosti mjerenja, ve¢ samo
mjerenje izrazenosti PD-L1 podijeljeno u tri kategorije. Osim §to je takvim grupiranjem
smanjenja statisticka Snaga istrazivanja, odnosno poveéan rizik od lazno negativnih
nalaza na datoj veli¢ini uzorka, time su smanjena i preciznost analize 1 mogucénost
uoCavanja eventualnih nelinearnih povezanosti nezavisne varijable i moderatora s
izrazenos¢u PD-L1 receptora. Ishod je ve¢ bio grupiran zato §to smo koristili rutinski
prikupljene podatke. Nemoguce je pretpostaviti je li taj moguéi izvor sustavne pogreske
djelovao u prilog i protiv null hipoteze te koliki je imao ucinak. RjeSenje ovog
ogranicenja istrazivanja moguce je jedino u novom istrazivanju u kojem bi ishod bio
mjeren na originalnoj, omjernoj, numerickoj ljestvici. SlijedeCe ograniCenje istrazivanja
jest u tome $to je dio podataka prikupljen prije, a dio nakon pocetka pandemije COVID-
19 u veljaci 2020. godine. Nije nemoguce da je tijekom pandemije doslo do kasnjenja
prvih dijagnoza $to je za posljedicu moglo imati prosjecno tezi stadij bolesti pri prvoj
dijagnozi. Nije za ocekivati da je ta promjena, ako se jest dogodila, imala utjecaja na
povezanost izrazenosti PD-L1 1 EGFR, no ne mozemo posve iskljuciti takvu
moguénost. RjeSenje ovog problema bilo bi u dodatnoj stratificiranoj analizi odvojeno
bolesnika koji su ukljuceni prije i onih koji su uklju¢eni nakon pocetka pandemije.
Medutim, nisu mi dostupni datumi ukljucivanja pojedinih bolesnika. Slijedece
ograniCenje istrazivanja uzrokovano je time §to su podatci prikupljani samo u jednoj
ustanovi. Nemam razloga sumnjati da je povezanost PD-L1 i EGFR razli¢ita u drugim

regijama ili u bolesnika lijecenih u druk¢ijoj vrsti ustanove, ali tu moguénost ne mogu
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iskljuciti. Ovo ograni¢enje moglo je djelovati samo na generabilnost (vanjsku valjanost)
istrazivanja, ali ne i na njegovu unutarnju valjanost. Jo§ jedno ogranicenje istrazivanja
je relativno mali uzorak sudionika s mutacijom za EGFR $to je posljedica malog uzorka
populacije pacijenata zbog oskudne populacije Republike Hrvatske te manje
prevalencije mutacije u populaciji Europskog podrijetla. Jedino rjeSenje je, naravno, u
provodenju multicentricne studije u kojoj bi bolesnici bili uklju¢ivani u ve¢em broju
mjesta i u razliCitim vrstama ustanova budu¢i da bi to prosirilo obuhvat sudionika i

povecalo vanjsku valjanost istrazivanja.
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7. ZAKLJUCCI

Izrazenost PD-L1 u nesitnostanicnom karcinomu pluca je statisticki zna¢ajno povezana
s EGFR statusom i nakon prilagodbe za dob, spol i stadij. Povezanost je inverzna §to
znac¢i da sudionici s mutacijom za EGFR imaju 50% manje Sanse da imaju visoku
izrazenost PD-L1. Sudionici bez mutacije za EGFR imaju veée Sanse za visoku
izrazenost PD-L1. Dob i spol sudionika te stadij bolesti nemaju moderatorski u¢inak na

na povezanost izmedu ekspresije PD-L1 statusa i mutacije za EGFR.

Proucavanje odnosa izmedu izrazenosti ova dva tumorska markera moze voditi k
prepoznavanju odredene populacije bolesnika koja moze imati koristi od specifi¢ne
kombinirane terapije koja se sastoji od imunoloske terapije te terapije inhibitorima

tirozin kinaze.
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