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POPIS KRATICA

ALK — anaplasti¢na limfomska kinaza (prema engl. anplastic lymphoma kinase)

ADC — adenokarcinom (prema engl. adenocarcinoma)

CT — kompjuterizirana tomografija (prema engl. computed tomography)

EGFR —receptor epidermalnog ¢imbenika rasta (prema engl. epidermal growth factor receptor)
IHC — imunohistokemija (prema engl. immunohistochemistry)

LCC — karcinom velikih stanica (prema engl. large cell carcinoma)

NSCLC — nesitnostani¢ni karcinom plu¢a (prema engl. non small lung cell carcinoma)

PD-1 — protein 1 programirane smrti stanice (prema engl. programmed cell death 1 protein)
PD-L1 - ligand 1 programirane smrti stanice (prema engl. programmed cell death 1 ligand 1)
ROS1 — ROS protoonkogen 1 (prema engl. ROS Proto-Oncogene 1)

SCLC - sitnostani¢ni karcinom pluca (prema engl. small cell lung carcinoma)

SCC — skvamozni karcinom (prema engl. squamous cell carcinoma)
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1. UvOD

1.1. Epidemiologija i etiologija karcinoma plué¢a

Prema podacima Hrvatskoga zavoda za javno zdravstvo procjenjuje se da ¢e u Hrvatskoj 2020.
godine biti dijagnosticiran 25001 novi sluc¢aj malignih bolesti (13499 muskaraca i 11502 zene),
od kojih ¢e umrijeti 14216 osoba (8129 muskaraca i 6087 zena). Kao vodec¢i zlocudni uzrok
smrti isti¢e se karcinom pluca (2984 smrti) (1). Karcinom pluca je ujedno i jedan od vodec¢ih
javnozdravstvenih problema u Hrvatskoj. Svake se godine otkrije vise od 3000 novih slu¢ajeva,
a gotovo isti broj bolesnika od ove bolesti i umire. Stoga je u sijecnju 2020. godine donesen
Nacionalni programa za probir i rano otkrivanje karcinoma pluca 2020. — 2024. kojem je cilj
dijagnosticirati bolest u ranijim stadijima bolesti, kada su mogu¢nosti lijeCenja veée kao i
ukupno prezivljenje. Bolesnici se najcesce dijagnosticiraju u proSirenom stadiju bolesti kada
veliCina tumora seze Cak i do deset centimetara a najce$¢e su ve¢ prisutne i metastaze (2).
PetogodiSnje prezivljenje od karcinoma plu¢a u Hrvatskoj iznosi 10 %, $to nas pozicionira na

samo dno ljestivce europskih zemalja (3).

Prema podacima Hrvatskoga registra za rak za 2016. godinu u Republici Hrvatskoj je od
karcinoma pluca oboljelo ukupno 3068 osoba od ¢ega 904 zene i 2164 muskaraca. Prema
posljednjim podacima o mortalitetu u 2018. godini je od karcinoma plu¢a umrlo 2957 osoba,
od toga 860 zena i 2097 muskaraca (4). Posljednje procjene GLOBOCAN-a za Hrvatsku su da
je u 2018. godini od karcinoma pluca oboljela 3021 osoba (stopa incidencije 72,5/100 000 ), od
cega 899 zena (stopa incidencije 41,7/100 000) i 2122 muskarca (stopa incidencije 105,7/100
000). Incidencija (i mortalitet) kod muskaraca stagniraju ili su u blagom padu dok se kod Zena
prati porast incidencije 1 mortaliteta Sto je povezano s porastom prevalencije pusenja medu

Zenama (2, 5).

Pusenje je glavni rizi¢ni faktor za nastanak karcinoma plu¢a, u anamnezi ga navodi 80—-90 %
bolesnika. Pocetkom proslog stoljeca karcinom pluca je bio relativno rijetka bolest. Uzro¢na
povezanost pusenja i ove bolesti po prvi put je dokazana velikim istrazivanjem engleskih
lije¢nika R. Dolla i A. Bradforda Hilla sredinom proslog stoljeca (6). Ostali rizi¢ni faktori su:
podatak o bliskom srodniku oboljelom od karcinoma pluca, dijagnosticirana druga maligna
simptomi karcinoma pluca su: kasalj, dispneja, hemoptize, ponavljajuée upale pluca, gubitak

tjelesne tezine i bol u prsistu (7).
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1.2. Dijagnostika i patohistoloska klasifikacija karcinoma pluc¢a

1.2.1. Dijagnosticki postupci u bolesnika sa karcinomom pluéa

Prema Smjernicama za dijagnozu, lijeCenje i pracenje bolesnika oboljelih od nesitnostani¢nog
karcinoma plu¢a Hrvatskoga onkoloskoga drustva Hrvatskoga lije¢niCkog zbora u obradi
bolesnika sa sumnjom na karcinom pluéa, provode se uz anamnezu, fizikalni pregled i obaveznu
rendgensku snimku pluca jos$ i biokemijske analize, CT toraksa (engl. computed tomography) i
gornjeg abdomena. Sa ciljem dobivanja uzoraka za citolosku i patohistolo§ku analizu provode
se citoloSka analiza iskas$ljaja, bronhoskopija s aspiracijom, ¢etkanjem bronha i biopsijom.
Ukoliko se radi o periferno smjestenim tumorima provodi se transtorakalna biopsija (ako nije
moguca, onda punkcija) pod kontrolom CT-a ili ultrazvuka. Pleuralni izljev se obavezno
evakuira 1 citoloski analizira. Patohistoloska dijagnoza se postavlja na uzorcima tkiva koji su
naj¢esée dobiveni tijekom bronhoskopija ili transtorakalne biopsije pod kontrolom CT-a ili
ultrazvuka. Citoloska se dijagnoza postavlja na razmazima iskasljaja, uzorcima dobivenim
tijekom bronhoskopije (obrisak ¢etkicom, otisak ekscidirane sluznice, ispirak bronha i aspirat),
transbronhalnom i transtorakalnom punkcijom. Klasifikacija histoloskog tipa na citoloskom i
patohistoloskom (biopsija, ekstirpacija tumora) materijalu ima odlu¢ujucu ulogu u odabiru

terapije i prognozi (8).

1.2.2. Procjena prosirenosti bolest

Dijagnosticki postupci neophodni za procjenu prosirenosti bolesti su: CT toraksa i gornjeg
abdomena, u bolesnika sa sumnjom na koStane metastaze scintigrafija kosti, rendgenska snimka
kosti ako su prisutni simptomi ili patoloski scintigrafski nalaz. Ukoliko su prisutni simptomi
metastaze u mozgu provodi se CT mozga s kontrastom ili MR, a pleuralni izljev se, ako je
prisutan, evakuira i citoloski analizira. Povecani limfni ¢vorovi u podrucju glave, vrata i
grudnog koSa se mogu citoloski punktirati i analizirati. Uz pomoi¢ endobronhalnog i

transezofagealnog ultrazvuka punktiraju se medijastinalni limfni ¢vorovi (8).

Za procjenu proSirenosti nesitnostani¢nog karcinoma pluca (engl. non small lung cell
carcinoma- NSCLC) koristi se TNM Kklasifikacija (engl. tumor-nodus metastasis; tumor-¢vor-
metastaza): T (tumor) — odnosi se na veli¢inu i raSirenost primarne tumorske mase, N (limfni
¢vorovi) — ukazuje na prisutnost ili odsutnost metastaza u limfnim ¢vorovima i M (metastaze)

— ukazuje na prisutnost ili odsutnost udaljenih metastaza (9). Klinicki se samo mali dio

2
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bolesnika s NSCLC dijagnosticira u ranoj fazi (stadij I ili II), kada se tumor moze lijeciti
kirurSkom resekcijom. Vecina (vise od 60 %) bolesnika s karcinomom pluéa u trenutku
dijagnoze ima lokalno uznapredovalu ili metastatsku bolest (stadij 111 ili 1V), kada kirurska

resekcija najcesce nije opcija (10).

1.2.3. Patohistoloska klasifikacija karcinoma pluéa

Tradicionalna podjela karcinoma pluca ukljucivala je dvije velike grupe: nesitnostani¢ni
karcinom i karcinom sitnih stanica (engl. small cell carcinoma, SCLC). Tijekom posljednjih
nekoliko desetlje¢a ovi su dijagnosticki pojmovi, zbog ogranic¢enih moguénosti lijeCenja koje
obi¢no nisu trebale daljnju morfolosku subklasifikaciju, bili najcesc¢e koristeni. Karcinom pluca
je heterogena skupina tumora, koja se sastoji od vise od 50 histomorfoloskih podtipova, a
prepoznavanje razlicitosti NSCLC-a rezultiralo je 2015. godine subklasifikacijom Svjetske
Zdravstvene Organizacije (engl. World Health Organisation, WHO) koja karcinom pluca dijeli
na SCLC (15-20 % bolesnika) i NSCLC (75-80 % bolesnika). Nesitnostani¢ni karcinomi
ukljucuju adenokarcinom (engl. adenocarcinoma, ADC) (Slika 1.), skvamozni karcinom (engl.
squamous cell carcinoma, SCC) (Slika 2.) i karcinom velikih stanica (engl. large cell
carcinoma, LCC) (11, 12).

Slika 1. Adenokarcinom pluc¢a. Hematoksilin- Slika 2. Skvamozni karcinom plué¢a. Hematoksilin-
eozion, 200X eozin, 200X

Izvor: Zavod za patologiju i sudsku medicinu KBC Osijek, arhivski materijal.

Tijekom posljednja dva desetljeca otkriven je niz mutacija ukljuéenih u rast tumora koje se

nalaze u bolesnika s NSCLC-om. Radi se o viSestrukim genskim promjenama u procesu
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onkogeneze a koje su gotovo iskljuc¢ivo vezane uz adenokarcinom. Znacaj mutacija gena iz
obitelji tirozin kinaznih receptora, kao $to su receptor za epidermalni ¢imbenik rasta (engl.
epidermal growth factor receptor, EGFR) i anaplasticni limfom-kinazni receptor (engl.
anplastic lymphoma kinase, ALK) dovelo je do razvoja novih terapijskih moguénosti, lijekova
koji blokiraju pojedine tirozinske receptore €ija primjena rezultira boljim prezivljenjem
bolesnika sa adenokarcinomom pluca koji su pozitivni na navedene mutacije. Princip nastanka
fuzijskog gena kod ROS1 (engl. ROS Proto-Oncogene 1) translokacije isti je kao i kod ALK
translokacije, pa se i principi lijeCenja tih bolesnika temelje na istim principima kao i lijeenje
bolesnika s ALK pozitivnim karcinomima (13). Razumijevanje uloge mutacije gena EGFR i
mutacije gena ALK u NSCLC-u pokazali su se kljuénim u poboljsanju lijeCenja ovih bolesnika.
Osim toga, identificiran je Sirok spektar drugih vaznih genetskih pokretaca, Sto je dovelo do

razvoja Sirokog spektra ciljanih lijekova koji su poboljsali ishode lijeenja.

1.3. Imunobiologija tumora

Najveéi napredak u lijeCenju karcinoma pluca posljednjih se desetak godina temelji na
istrazivanjima uloge imunosnog sustava u karcinogenezi. Uloga je imunosnog sustava da
neprestano nadgleda situaciju u ljudskom organizmu i uklanja stanice koje ga ugrozavaju, poput
mikroorganizma ili vlastitih ostecenih ili maligno promijenjenih stanica. Nobelova nagrada za
medicinu 2018. godine dodijeljena je Allisonu i Honjou, dvojica znanstvenika koji su neovisno
jedan od drugog radec¢i na imunobiologiji tumora, objasnili aktivaciju i utiSavanje molekularnih

mehanizama kojima imunosni sustav prepoznaje i uklanja stanice tumora (14).

1.3.1. Imunosne kontrolne to¢ke i inhibitori imunosnih kontrolnih to¢aka PD-1/PD-L1

Istrazivanje mikrookolisa tumora je dovelo do otkrica niza molekula nazvanih "imunosne
kontrolne tocke" koje mogu promijeniti sposobnost imunosnog sustava da prepozna maligne
stanice. Imunosne kontrolne tocke sastoje se od skupa receptora na povrsini aktiviranih T
stanica. Ometajuci aktivaciju T stanica, molekule imunoloskih kontrolnih to¢aka osiguravaju
imunolosku homeostazu i samotoleranciju u ,,normalnim* fizioloskim uvjetima, pri ¢emu se
izbjegava kolateralno oStecenje tkiva. U zlo¢udnoj bolesti, klini¢ka inhibicija ovih kontrolnih
toCaka oslobada inhibitorne "kocnice", blokira inhibitorno djelovanje kontrolne tocke 1
ponovno aktivira imunoloski sustav da pokrene napad na tumorske stanice. Ovaj je mehanizam
opisan s vise od 20 poznatih modulatora medu kojima je i receptor programirane stani¢ne smrti

1 (engl. programmed cell death 1 protein, PD-1) (15).
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1.3.2. Inhibitori imunosnih kontrolnih toé¢aka PD-1/PD-L1

PD-1, protein 1 programirane stani¢ne smrti (engl. programmed cell death 1 protein) proteinski
je receptor koji se nalazi na povrsini aktiviranih T stanica, makrofaga, B stanica i NK stanica,
pri cemu je njegova povecana aktivacija uocena kao odgovor na kroni¢ni podrazaj s antigenom
koji je prisutan kod malignih bolesti ili kroni¢nih virusnih infekcija (15). PD-1 ima dva liganda
PD-L1 i PD-L2. PD-L1 (engl. programmed cell death 1 ligand 1) - ligand 1 programirane
stani¢ne smrti se nalazi na povrsini tumorskih stanica, veze se za PD-1 receptor T stanice,

inhibira ga te tako sprjecava stanice imunosnog sustava da ju napadnu (16, 17).

Cilj imunoterapije karcinoma jest onemoguéiti kontakt PD-L1 liganda tumorske stanice sa PD-
1 receptorm te na taj nacin sprije€iti inhibiciju T limfocita i aktivirati antitumorsko djelovanje
imunosnog sustava — pojacati imunosni odgovor protiv karcinoma. Tako su stvoreni PD-1 i PD-
L1 inhibitori - blokatori PD-1 molekule nivolumab i pembrolizumab te blokatori PD-L1
atezolizumab, durvalumab i avelumab. Njima je moguée postici trajniju remisiju u bolesnika sa
karcinomom plu¢a ne malih stanica, a objektivan je klini¢ki odgovor usko povezan sa imuno
histokemijskom (engl. immunohistochemistry, IHC) ekspresijom PD-L1 u stanicama tumora
(18).

U eri precizne medicine, IHC igra presudnu ulogu u klasifikaciji tumora u podtipove i za
procjenu biomarkera kojima je cilj pravovremeno donosenje odgovarajucih terapijskih odluka
(19). U usporedbi s drugim tehnikama, IHC ima brojne prednosti, Siroko je dostupna, tehnicki
nezahtjevna i isplativa uz kratko vrijeme obrade. Molekularno specifi¢éni IHC testovi imaju
ogroman potencijal kao prakti¢ni alat za probir u otkrivanju genetskih promjena koje se mogu
lijeciti 1 za procjenu biomarkera pogodnih za molekularno ciljanu terapiju. Uz to, za IHC je
interpretaciju potrebno manje tumorskih stanica nego je to potrebno za druge molekularne
tehnike (20).

PD-L1 kao tumorski marker predstavlja bioloski kontinuum ekspresije proteina od vrlo niskih
preko umjerenih do vrlo visokih razina. Trenutno je IHC glavna metoda za identificiranje
ekspresije PD-L1 u kirurski odstranjenim ili biopsijom dobivenim uzorcima kod bolesnika sa
NSCLC. Rezultat IHC procjene je definiran kao udio tumorskih stanica ili tumorskih i imunih
stanica koje su PD-L1 obojene metodama IHC (21). Izravna procjena ekspresije PD-L1 na
stanicama tumora omogucuje nam predvidanje odgovora na lijecenje inhibitorima PD-1/PD-L1
— procjenom ekspresije PD-L1 moguce je ustanoviti koji bolesnici imaju veéu vjerojatnost da

¢e odgovoriti na imunoterapiju, ali 1 negativni bolesnici mogu odgovoriti na lijeCenje.
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Imunoterapija je ucinila znac¢ajne pomake u poboljSanju preZivljenja bolesnika s karcinomom

pluca koji nisu kandidati za ciljanu terapiju (22).

Istrazivanja korelacije IHC ekspresije PD-L1 i odgovora na inhibiciju imunosne kontrolne
tocke (23, 24) rezultiralo je saznanjima da ona ovisi o histoloskom tipu tumora, o primjeni
razli¢itih (nestandardiziranih) IHC tehnika, primjeni razli¢itih sustava bodovanja (engl scoring
systems) i razlicito postavljenim grani¢nim vrijednostima pozitivnosti (engl. cut offs). Stoga su
i istrazivanja jednih pokazala povezanost ekspresije PD-L1 i bolje prognoze, drugi su je
povezali sa loSijom prognozom, a bilo je i istrazivanja u kojih ekspresija PD-L1 nije imala
prognosti¢ki znacaj. Pozitivna ekspresija PD-L1 ¢esce je videna kod SCC i drugih histoloskih
tipova NSCLC u usporedbi s ADC. A u ADC, ekspresija PD-L1 bila je povezana s statusom
pogonskih mutacija (pozitivnom EGFR translokacijom) (25).

Za razli¢ite inhibitore PD-1/PD-L1 dizajnirani su specifi¢ni IHC testovi kojima je moguce
procijeniti hoce i testirani bolesnici biti kandidati za terapiju inhibitorima kontrolnih toc¢aka
(26). Trenutno postoji pet razli¢itih PD-1/PD-L1 inhibitora koji zahtijevaju specificne IHC
testove a koji koriste razli¢ita PD-1/PD-L1 antitijela (nivolumab, pembrolizumab,

atezolizumab, durvalumab i avelumab) (20).

Tretmani za pacijente s uznapredovalim NSCLC-om su palijativni i imaju za cilj produljiti
prezivljenje 1 ocuvati kvalitetu Zivota §to je dulje moguce, uz minimiziranje nuspojava zbog
lije€enja. Inhibitori imunosne kontrolne tocke koji ciljaju ili programirani protein stani¢ne smrti
1 (PD-1) ili programirani ligand stani¢ne smrti 1 (PD-L1) postali su rutinski dio klinickog
pristupa bolesnicima sa NSCLC.
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2. HIPOTEZA
Detekcija umjerene i jake ekspresije PD-L1 (1-49 % i > 50 %) ceSc¢a je u skvamoznom

karcinomu pluc¢a u odnosu na adenokarcinom pluca.



Ciljevi
3. CILJEVI
1. Ispitati povezanost ekspresije PD-L1 sa histoloskim/citoloskim podtipovima NSCLC

2. Ispitati povezanost espresije PD-L1 s demografskim (spol, dob) i klinickim obiljeZjima

(navika pusenja cigareta, stadij bolesti)

3. Ispitati povezanost espresije PD-L1 s nalazom molekularnih testiranja (EGFR, ALK, ROS

1) nesitnostani¢nog karcinoma plucéa
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je bilo ustrojeno kao presjecno istrazivanje (27).

4.2. Ispitanici

U istrazivanje su bili ukljuceni ispitanici ¢iji su bronhoskopski uzorci, uzorci pleuralnog izljeva,
uzorci dobiveni transtorakalnom punkcijom tankom iglom, transtorakalnom biopsijom i uzorci
dobiveni kirur§kom resekcijom tumora pregledani u Klinickom zavodu za klinicku citologiju i
Klinickom zavodu za patologiju 1 sudsku medicinu KBC Osijek, u razdoblju od 1. sije¢nja 2019.
godine do 31. prosinca 2020. godine, te im je bila postavljena citoloska (28) i/ili patohistoloska

dijagnoza nesitnostani¢nog karcinoma pluca (12).

Iz racunalne baze podataka Klini¢kog zavoda za patologiju i sudsku medicinu i Klini¢kog
zavoda za klini¢ku citologiju KBC Osijek bili su izdvojeni patohistoloski i citoloski podaci, a
klinicki podaci (navika puSenja duhana/pusacki status, stadij bolesti) su bili prikupljeni
pretrazivanjem medicinske dokumentacije bolesnika iz ra¢unalne baze podataka KBC Osijek.
Uveden je sustav Sifriranja prema kojemu nije moguce utvrditi identitet osobe C¢iji su
anamnesticki podaci koriSteni u daljnjem tijeku istrazivanja. Obrada podataka u ovom
istrazivanju nije ni na koji nacin utjecala na dijagnozu i lijeCenje bolesnika ¢iji su podaci
kori$teni u istrazivanju. Iz istrazivanja su bili iskljueni ispitanici kojima je postavljena
citoloSka i/ili patohistoloska dijagnoza sitnostani¢nog karcinoma pluca. Istrazivanje je odobrilo
Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Osijeku, 5. svibnja 2021. godine.
(Klasa: 602 —04 /21 -08/07, Broj: 2158 — 61 — 07 — 21 - 91.

4.3. Metode

Ispitanicima su bili zabiljezeni podatci o: dobi (godine), spolu, citoloskom i/ili patohistoloskom
tipu karcinoma pluca, navici pusenja duhana/pusackom statusu i stadiju prosirenosti bolesti.
Citoloska dijagnoza je bila postavljena analizom bronhoskopski dobivenih razmaza (Cetkanjem
bronha, otiskom ekscidirane sluznice), razmazima dobivenim transtorakalnom punkcijom ili
sedimentima pleuralnog izljeva. Citoloski uzorci su bili fiksirani susenjem na zraku i
standardno bojeni metodom po May Griinwald Giemsi. Pri citoloskoj subklasifikaciji
nesitnostani¢nog karcinoma bila su koristena slijede¢a imunocitokemijska protutijela: TTF-1,

p40, CK5/6, CD56. Patohistoloska dijagnoza bila je postavljena na bioptic¢kom ili resekcijskom
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materijalu fiksiranom u formalinu, uklopljenom u parafinske kocke, bojenom standardnim
hemalaun eozin bojenjem 1 dodatnim imunohistokemijskim metodama, a u skladu s vaze¢om
klasifikacijom Svjetske zdravstvene organizacije (12). Za potvrdu patohistoloske dijagnoze bila
su koristena slijedeca protutijela: za adenokarcinom TTF-1 (Slika 1.) i Napsin A, a za
skvamozni karcinom p63, p40 (slika 2.) i CK5/6.
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Slika 3. Adenokarcinom pluca,
TTF-1 pozitivan, 200X

Slika 4. Skvamozni karcinom pluca,
p40 pozitivan, 200X

Izvor: Klinicki zavod za patologiju i sudsku medicinu KBC Osijek, arhivski materijal).

4.3.1. Imunohistokemija PD-L1

Imunohistokemijsko bojenje bilo je provedeno u automatiziranom uredaju Benchmark
proizvodaca Ventana (Roche). Za odredivanje prisutnosti PD-L1 proteina bilo je koriSteno
primarno protutijelo proizvodac¢a Ventana (Roche) anti-PD-L1 (klon SP263, rabbit monoclonal
primary antibody). Ekspresija PD-L1, temeljila su se na Priru¢niku za interpretaciju PD-L1
(SP263) kita za bojenje NSCLC 2017 (Roche, Basel, Switzerland). Analiza je uzimala u obzir
ukupni postotak pozitivnih neoplasti¢nih stanica u uzorku bilo kojeg intenziteta iznad moguceg
uoCenog pozadinskog bojenja, Kkoji je pokazivao uzorak obojenja membrane (obodni,
diskontinuirani ili bazolateralni). Kao pozitivna kontrola bilo je koristeno tkivo posteljice kod
koje je bilo izrazeno jednoliko membransko obojenje i umjereno citoplazmatsko obojenje
stanica trofoblasta (Slika 3.). Pozitivnost u imunoloskim stanicama nije bila uzimana u obzir

pri odredivanju ukupnog bodovanja (engl. scoring)

Ekspresija PD-L1 proteina bila je odredena upotrebom TPS-a (engl. tumor proportion score),

koji predstavlja udio o¢uvanih tumorskih stanica a koje pokazuju djelomicno ili potpuno
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membransko bojenje bilo kojeg intenziteta. Smatra se da je uzorak negativan ili pozitivan za
nalaz ekspresije PD-L1 pri TPS < 1 %, odnosno TPS > 1 %. Ekspresija PD-L1 bila je
podrazvrstana kao niska ekspresija PD-L1s TPS < 1 %, umjerena ekspresija TPS 1-49 % (Slika

4.) i visoka ekspresija PD-L1 s TPS > 50 % (Slika 5.1 6.).
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Slika 6. PD-L1 5 %. Skvamozni karcinom.

Slika 5. Pozitivna kontrola.
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Slika 8. PD-L1 95 %. Adenokarcinom.
Stanicni blok, 200X

Slika 7. PD-L1 50 %. Adenokarcinom.
Biopsija, 200X

Izvor: Klinicki zavod za patologiju i sudsku medicinu KBC Osijek, arhivski materijal.

4.4, StatistiCke metode

Kategorijski podatci bili su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike u
kategorijskim varijablama bile su testirane Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost
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raspodjele kontinuiranih varijabli bila je testirana Shapiro - Wilkovim testom. Zbog raspodjele
numerickih podataka koje ne slijede normalnu razdiobu numeric¢ki podatci bili su opisani
medijanom i granicama interkvartilnog raspona, a za testiranja su bile koristene neparametrijske
metode. Razlike numerickih varijabli izmedu dvije nezavisne skupine bile su testirane Mann
Whitneyevim U testom (29). Sve P vrijednosti su bile dvostrane. Razina znacajnosti je bila
postavljena na Alpha =0,05. Za statisticku analizu bio je koriSten statisticki program
MedCalc® Statistical Software version 19.6 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2020) i IBM SPSS Statistics 23 (IBM Corp.Released 2015. IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
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5. REZULTATI

U razdoblju od 1. sijecnja 2019. godine do 31. prosinca 2020. godine u Klinickom zavodu za
klini¢ku citologiju su pregledani bronhoskopski uzorci 1342 bolesnika i uzorci transtorakalnih
punktata 247 bolesnika, te je kod njih 291 (18,3 %) postavljena dijagnoza karcinoma pluca.
Primjenom metoda imunocitokemije i imunohistokemije kod 203 (69,7 %) ispitanika je
postavljena dijagnoza NSCLC. Testiranje ekspresije PD-L1 provedeno je na 172/203 (84,7 %)
120 (69,8 %) muskaraca i 52 (32,2 %) zene. Medijan dobi ispitanika je 66 godina
(interkvartilnog raspona od 61 do 72 godine) u rasponu od 35 do 83 godine (Tablica 1.).

Tablica 1.
Median Hodges- 95 %
(interkvartilni Lehmannova raspon p*
raspon) dobi razlika medijana  pouzdanosti
Muskarci 66 (62 — 72)
5 -2 -5do 0 0,09
Zene 64 (59 —71)

*Mann Whitney U test

Umjerenu i jaku ekspresija PD-L1 ima 57 (66 %) muskaraca i 29 (34 %) Zena. lako ekspresiju
PD-L1 > 50 % imaju neSto viSe Zene, njih 9 (31 %), razlika u ekspresiji pozitivnih PD-L1

nalaza u odnosu na spol nije znacajna (Tablica 2.).

Tablica 2. Umjerena i jaka ekspresija PD-L1 prema spolu

Broj (%) po spolu

Muskarci Zene Ukupno i
1-49 42 (73,7) 20 (69) 62 (72,1) 0,80
>50 15 (26,3) 9 (31) 24 (27,9)
Ukupno 57 (100) 29 (100) 86 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Nesto su stariji ispitanici (od 70 i vise godina) koji imaju ekspresiju PD-L1> 50 %, no ta razlika

nije zna¢ajna u odnosu na mlade ispitanike (Tablica 3.).

Tablica 3. Umjerena i jaka ekspresija PD-L1 po dobnim skupinama

Broj (%) po ekspresiji PD-L1

p*
Dob 1-49 > 50 Ukupno

30-139 1(1,6) 0 1(1,2) 0,58
40— 49 1(1,6) 0 1(1,2)

50 -59 11 (17,7) 6 (25) 17 (19,8)

60 — 69 32 (51,6) 8(33,3) 40 (46,5)

70-79 14 (22,6) 8(33,3) 22 (25,6)

80 -89 3(4,8) 2(8,3) 5(5,8)

Ukupno 62 (100) 24 (100) 86 (100)

*Fisherov egzaktni test

Ekspresija PD-L1 ( < 1 % ) nije nadena kod 86 (50 %) ispitanika, jaku ekspresiju ( > 50 %)

imala su 24 (14 %) ispitanika, a umjerenu (1 — 49 %) njih 62 (36 %). Nema znacajnih razlika

u ekspresiji PD-L1 prema tipu tumora (Tablica 4.).

Tablica 4. Ekspresija PD-L1 prema tipu tumora

Broj (%) po ekspresiji PD-L1

P*

<1 1-49 > 50 Ukupno
Adenokarcinom 43 (50) 31 (50) 15 (62,5) 89 (52) 0,19
Skvamozni 36 (41,9) 20 (32,3) 5 (20,8) 61 (35)
NOS tip karcinoma 7(8,1) 9 (14,5) 4 (16,7) 20 (12)
Adenoskvamozni 0 2 (3,2) 0 2 (1)
Ukupno 172

86 (100) 62 (100) 24 (100)

(100)

*Fisherov egzaktni test
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Takoder, nema niti znacajnih razlika u umjerenoj i jakoj ekspresiji PD-L1 prema tipu tumora,
te raspodjele ispitanika prema dobi i vrsti tumora posebno u skupni ispitanika s ekspresijom
PD-L1 od 1 —49 % i u skupini ispitanika s ekspresijom PD-L1 > 50 % (Tablica 5., Tablica 6.,
Tablica 7.).

Tablica 5. Raspodjela ispitanika s umjerenom i jakom ekspresijom PD-L1 po tipu tumora

Broj (%) po pozitivnoj ekspresiji PD-L1

1-49 > 50 Ukupno i
Adenokarcinom 31 (50) 15 (62,5) 46 (53,5) 0,58
Skvamozni 20 (32,3) 5(20,8) 25 (29,1)
NOS tip karcinoma 9 (14,5) 4 (16,7) 13 (15,1)
Adenoskvamozni 2(3,2) 0 2(2,3)
Ukupno 62 (100) 24 (100) 86 (100)
*Fisherov egzaktni test
Tablica 6. Ekspresija PD-L1 (1 — 49 %) po dobi i vrsti tumora

Broj (%) ispitanika po pozitivnoj ekspresiji PD-L1 i vrsti tumora
Dob NOS

Adeno Planocelularni Adenoskvamozni p*

karcinom  karcinom P karcinom Ukupno

karcinoma

30-39 1(3,2) 0 0 (0) 0 1(1,6) 0,94
40-49 0(0) 0 1/9 0 1(1,6)
50-59 6(19,4) 4/20 1/8 0 11 (17,7)
60-69 14 (45,2) 11/20 5/9 2/2 32 (51,6)
70-79 8(25,8) 4/20 2/9 0 14 (22,6)
80-89 2(6,5) 1/20 0 0 3(4,8)
Ukupno 31 (100) 20/20 9/9 2/2 62 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Rezultati

Tablica 7. Raspodjela ispitanika sa jakom ekspresijom PD-L1 (> 50 %) po dobi i vrsti tumora

Broj (%) pozitivnih PD-L1 ispitanika

Dob Adeno Skvamozni NOS tip Adenoskvamozni p*
karcinom  karcinom karcinoma karcinom Ukupno

50-59 3/15 1/5 2/4 0 6/24 0,34

60-69 6/15 2/5 0/4 0 8/24

70-79 6/15 1/5 1/4 0 8/24

80-89 0/15 1/5 1/4 0 2124

Ukupno 15/15 5/5 4/4 0 24/24

*Fisherov egzaktni test

U skupini pusaca nesto veéi broj ispitanika, 13 (59,1 %) ima ekspresiju PD-L1 > 50 %, ali bez

znacajne razlike u odnosu na ostale vrijednosti ekspresije (Tablica 8.).

Tablica 8. Raspodjela ispitanika s ekspresijom PD-L1 obzirom na naviku pusenja cigareta

Broj (%) po ekspresiji PD-L1

p*
1-49 Ukupno
Pusad 28 (53,8) 75 (50,3) 0,60
Nepusad 8 (15,4) 19 (12,8)
Bivsi pusad 16 (30,8) 55 (36,9)
Ukupno 149
52 (100) (100)

*Fisherov egzaktni test

U skupini ispitanika koji imaju pozitivnu anamnezu o pusenju (pusaci ili bivsi pusaci) najvise
ih je 66 (50,8 %) s ekspresijom PD-L1 manjom od 1, dok ekspresiju PD-L1 >50 % ima 20

(15,4 %) ispitanika, nesto vise onih s NOS tipom karcinoma, ali bez znacajne razlike u odnosu

na ostale tipove karcinoma (Tablica 9.).
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Tablica 9. Ekspresija PD-L1 po vrsti tumora u skupini onih koji imaju pozitivhu anamnezu o

pusSenju (pusaci 1 bivsi pusaci)

Broj (%) ispitanika

Adeno Skvamozni NOS tip Adenoskvamozni Ukupno p*
karcinom  karcinom karcinoma  karcinom
<1 32(48,5) 29(59,2) 5(35,7) 0 66 (50,8) 0,38
1do49 23(34,8) 15(30,6) 5(35,7) 1/1 44 (33,8)
>50 11 (16,7)  5(10,2) 4 (28,6) 0 20 (15,4)
Ukupno 66 (100) 49 (100) 14 (100) 1/1 130 (100)

*Fisherov egzaktni test

Nema znacajnih razlika u raspodjeli ispitanika s ekspresijom PD-L11 - 49 % i>50 % u odnosu

na naviku pusenja i spol (Tablica 10.).

Tablica 10. Raspodjela ispitanika s ekspresijom PD-L11 -49 % i>50 % u odnosu na naviku

pusenja i spol

Broj (%) pozitivnih PD-L1 po spolu

: P
Muskarci Zene Ukupno
PD-L1 pozitivno
Pusac 28 (56) 13 (54,2) 41 (55,4) 0,11
Nepusac 4 (8) 6 (25) 10 (13,5)
Bivsi pusac 18 (36) 5 (20,8) 23 (31,1)
Ukupno 50 (100) 24 (100) 74 (100)

*Fisherov egzaktni test

Nema znacajnih razlika u raspodjeli ispitanika s ekspresijom PD-L1 1 -49 % i>50 % s

obzirom na tip tumora i na naviku pusenja (Tablica 11. i Tablica 12.).
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Tablica 11. Raspodjela ispitanika s umjerenom i jakom ekspresijom PD-L1 1 u odnosu na

naviku pusenja i tip tumora

Broj (%) pozitivnih PD-L1 ispitanika

Adeno Skvamozni NOS tip Adenoskvamozni Ukupno p*
karcinom  karcinom karcinoma  karcinom

PD-L1 pozitivni

Pusac 22 (53,7) 11 (50) 7 (70) 1/1 41 (55,4) 0,83

Nepusac 7(17,1) 2(9,1) 1 (10) 0 10 (13,5)

Bivsi

- 12 (29,3) 9(40,9) 2 (20) 0 23 (31,1)
pusac
Ukupno 41 (100) 22 (100) 10 (100) 1/1 74 (100)

*Fisherov egzaktni test

Tablica 12. Raspodjela ispitanika s umjerenom i jakom ekspresijom PD-L1 u odnosu na tip

tumora i na to jesu li nepusaci ili su pusaci/bivsi pusSaci

Tablica 12.

Broj (%) PD-L1 ispitanika s umjerenom i jakom ekspresijom

NOS
Adeno Skvamozni _ Adenoskvamozni p*
) ) tip ) Ukupno
karcinom  karcinom ) karcinom
karcinoma
PD-L1 pozitivni
Nepusac 7(17,1) 2(9,1) 1 (10) 0 10 (13,5) 0,83
Pusac/bivsi
o 34 (82,9) 20(90,9) 9 (90) 1/1 64 (86,5)
pusac
Ukupno 41 (100) 22 (100) 10 (100) 1/1 74 (100)

*Fisherov egzaktni test

Najucestaliji su tumori VA stadija, kod 49 (57 %) ispitanika i 111 B kod 14 (16 %) ispitanika s
umjerenom i jakom , a najmanje su zastupljeni gradusa 1A2 i 1B, kod 2 (1 %) ispitanika, bez

znacajne razlike u odnosu na spol (Tablica 13.).
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Tablica 13. Raspodjela ispitanika s umjerenom i jakom ekspresijom PD-L1 prema spolu i

proSirenosti bolesti

Broj (%) pozitivnih PD-L1 po spolu

Muskarci Zene Ukupno ”
A2 2 (3,5) 0 2 (2,3) 0,77
IB 1(1,8) 1(3,4) 2(2,3)
1B 3(5,3) 1(3,4) 4 (4,7)
A 6 (11) 2(7) 8 (9)
1B 11 (19) 3 (10) 14 (16)
IVA 29 (51) 20 (69) 49 (57)
VB 5(9) 2(7) 7(8)
Ukupno 57 (100) 29 (100) 86 (100)

*Fisherov egzaktni test

Postoji znacajna razlika u raspodjeli ispitanika s umjerenom i jakom ekspresijom PD-L1 prema

vrsti tumora i proSirenosti bolesti (Fisherov egzaktni test, P = 0,001) (Tablica 14.).

Tablica 14. Prosirenost bolesti ispitanika s umjerenom i jakom ekspresijom PD-L1 prema vrsti

tumora
Broj (%) pozitivnih PD-L1 ispitanika
~ NOS _
Adenokarcinom Plan-ocelularnl tip Adefloskvamoznl Ukupno p*
karcinom karcinom
karcinoma
1A2 0 2(8) 0 0 2(2,3) <0,001
IB 2(4,3) 0 (0) 0 0 2(2,3)
1B 1(2,2) 2 (8) 1(7,7) 0 4 (4,7)
A 1(2) 5 (20) 1(8) 1/2 8(9,3)
14

"B 4 (9) 8 (32) 2 (15) 0 (16,3)
IVA 35 (76) 7 (28) 7 (54) 0 49 (57)
VB 3(7) 1(4) 2 (15) 1/2 7(8)
Ukupno 86

46 (100) 25 (100) 13 (100)  2/2 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Najucestaliji su tumori stadija VA, kod 67 (51,1 %) ispitanika i 11IB kod 22 (16,8 %)
ispitanika, a najmanje su zastupljeni stadija 1A2, kod 2 (1,5 %) ispitanika, bez znacajne razlike

u odnosu na prisutnost aktivacijskih mutacija i umjerenu i jaku ekspresiju PD-L1 (Tablica 15.).

Tablica 15. Stadij prosirenosti tumora u odnosu na nalaz pozitivnih mutacija i umjerenu i jaku

ekspresiju PD-L1

Broj (%) ispitanika prema nalazu pozitivnih mutacija i ekspresiji

ALK ROS PD-L1 EGFR Ukupno i

IA2 0 0 2(2,3) 0 2(15) 0,09
1B 0 1(5,9) 2(2,3) 0 3(2,3)

B 0 1(5,9) 4 (4,7) 2 (10) 7(5.3)

A 0 1(5,9) 8(9,3) 0 9 (6,9)

1B 3/8 3 (17,6) 14(16,3) 2 (10) 22 (16,8)

IVA 418 7 (41,2) 49 (57) 7 (35) 67 (51,1)

IVB 1/8 4 (24) 7(8) 9 (45) 21 (16)

Ukupno 8/8 17 (100) 86 (100) 20 (100) 131 (100)

*Fisherov egzaktni test

Iako nesto manji broj ispitanika s pozitivnim EGFR, ALK i ROS1 mutacijama ima umjerenu i

jaku ekspresiju PD-L1, razlike u raspodjeli nisu statisti¢ki znacajne (Tablica 16.).

20



Tablica 16. Ekspresija PD-L1-a prema statusu aktivacijskih mutacija

Rezultati

Broj (%) po

Pozitivno Negativno Ukupno i
Ekspresija PD-L1 EGFR
<1 10 (62,5) 45 (45) 55 (47,4) 0,47
1-49 5(31,3) 39 (39) 44 (37,9)
> 50 1(6,3) 16 (16) 17 (14,7)
Ukupno 16 (100) 100 (100) 116 (100)
Ekspresija PD-L1 ALK
<1 5 (62,5) 49 (45,8) 54 (47) 0,79
1-49 2 (25) 40 (37,4) 42 (36,5)
>50 1(12,5) 18 (16,8) 19 (16,5)
Ukupno 8 (100) 107 (100) 115 (100)
Ekspresija PD-L1 ROS1
<1 11 (64,7) 44 (50) 55 (52,4) 0,47
1-49 4 (23,5) 35 (39,8) 39 (37,1)
>50 2 (11,8) 9 (10,2) 11 (10,5)
Ukupno 17 (100) 88 (100) 105 (100)

*Fisherov egzaktni test
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Rasprava

6. RASPRAVA
U provedenom istraZivanju ispitani su podaci 172 ispitanika s dijagnozom NSCLC kojima je u
razdoblju od 1. sije¢nja 2019. godine do 31. prosinca 2020. godine uc¢injeno testiranje ekspresije
PD-L1 u Klinickom zavodu za patologiju i sudsku medicinu. NajviSe je ispitanika sa
adenokarcinomom, slijede oni sa skvamoznim i NOS karcinomom, a najmanje je ispitanika sa

adenoskvamoznim karcinomom.

Medu ispitanicima je bilo znatno vise muskaraca nego Zena kojima je dijagnosticiran NSCLC.
Drugi su zabiljezili nesto vise Zena nego muskaraca (30). Podaci o dobi oboljelih od karcinom
pluca i Cinjenica da je povezan sa starijom zivotnom dobi, koja navodi prosjecnu dob od 70
godina, u skladu su sa medijanom dobi na$ih ispitanika (66 godina). Karcinom plucéa se
uglavnom javlja kod starijih osoba, vecina ih ima 65 ili vise godina a mladih od 45 godina je
vrlo mali broj (31). U priblizno 53 % slucajeva javlja se u odraslih od 55 do 74 godine, dok se
kod starijih od 75 godina javlja u 37 % slu¢ajeva. Samo 10 % karcinoma pluca se dogada kod
osoba mladih od 55 godina, a stopa dramati¢no opada sa svakim desetljeCem koje prethodi toj
dobi (32). Zene su u dobi dijagnoze u prosjeku dvije godine mlade od muskaraca. Iako je
prosjecna dob karcinoma pluca u zena tek neSto manja, mnogo je viSe mladih Zzena s rakom
plu¢a nego mladih muskaraca (33). Karcinom plu¢a u osoba mlade dobi raste, a porast je
posebno visok u mladih Zena nepuSaca. Studije tijekom posljednjih nekoliko godina sugeriraju
da estrogen moze pospjesiti rast tumora pluca $to moze objasniti raniju dob dijagnoze kod Zena
(34). Nasi ispitanici sa visokom ekspresijom PD-L1 (> 50 %) su neSto stariji ispitanici (od 70 i

viSe godina), no ta razlika nije znacajna u odnosu na mlade ispitanike.

Pozitivna ekspresija PD-L1 vise je uocena kod muskaraca nego kod Zzena. Visoku su ekspresiju
nesto vise imale zene, ali razlika u ekspresiji PD-L1 u odnosu na spol nije uocena. U literaturi
se mogu pronaci podaci metaanaliza o ¢e$¢oj povezanosti pozitivne ekspresije PD-L1 i zenskog
spola (35). Drugi pak isticu znaCajnu povezanost pozitivne ekspresije PD-L1 u

adenokarcinomima s muskim spolom ali ne i s muskaracima sa skvamoznim karcinomom (36).

Umjerena i visoka ekspresija (1- 49 % i > 50 %) PD-L1 nadena je kod 86 (50 %) ispitanika,
visoku ekspresiju ( > 50 %) imala su 24 (14 %) ispitanika, a umjerenu njih 62 (36 %). Sli¢ne
su vrijednosti imali i drugi (25). Visu su pojavnost ekspresije pri pragovima ve¢im od 50 %,
odnosno izmedu 1 % i 49 % prikazali Gagne i sur. uz objasnjenje da su u istrazivanju
raspolagali ve¢im brojem stani¢nih blokova nastalih iz endobronhalnih punktata metastaza

limfnih ¢vorova a posljedi¢no i ve¢im brojem tumorskih stanica za analizu. Isti su autori ¢esce
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nasli pozitivnu ekspresiju PD-L1 kod skvamoznog karcinoma u usporedbi sa

adenokarcinomom (37).

Ispitivana je i povezanost ekspresije PD-L1 i tipa NSCLC, najvise je bilo adenokarcinoma (52
%), potom skvamoznih karcinoma (35 %), a znacajna razlika u ekspresiji prema tipu tumora, U
raspodjeli ispitanika prema dobi i vrsti tumora, posebno u skupni ispitanika s ekspresijom PD-
L1 od 1 - 49 % i u skupini ispitanika s ekspresijom PD-L1 > 50 %, nije nadena. Zheng je sa
suradnicima ¢e$c¢e naSao pozitivnu ekspresiju PD-L1 kod skvamoznog karcinoma u usporedbi
sa adenokarcinomom (25), kao i drugi ¢ija je studija pokazala da je PD-L1 potencijalni
biomarker za terapiju inhibitorima PD-1 / PD-L1 kod bolesnika sa skvamoznim karcinomom
plu¢a povezanih s pusenjem - ekspresija PD-L1 otkrivena u 61,7 % bolesnika (38). Drugi
zakljucili da korelacija ekspresije PD-L1 i odgovora na inhibitore kontrolne tocke moze biti

vaznija za bolesnike sa adenokarcinomom (39).

Analizirajuéi U preglednom ¢lanku izazove i greske u IH detekciji PD-L1 u populaciji bolesnika
NSCLC, Yu i sur. (23) usporedili su prevalenciju ekspresije PD-L1 u 28 istrazivanja te
ustanovili su da se ona krece se od 24 % do 60 %, Cak i kad je grani¢na vrijednost pozitivnosti
postavljena na 5 %. Zaklju¢ili su da je loSa strana viSih pragova pozitivnosti to §to se veci broj
pacijenata koji mogu imati koristi od imunoterapije moze oznaciti kao negativan. Heterogenost
obojenja PD-L1 u uzorku moze biti razlogom da se uzorak s manjim postotkom obojenja oznaci
negativnim, iako moze imati ve¢i postotak ekspresija drugoj regiji. Bojenje dijelova iz razlicitih
blokova tumora bi moglo pomo¢i u izbjegavanju lazno negativnih rezultata zbog heterogenosti,
to najcesce nije prakti¢no rjesenje ovog problema, jer je obi¢no dostupan samo jedan tumorski
blok. U slucajevima gdje je grani¢na vrijednost pozitivnosti postavljena prenisko, moze se
dogoditi da se imunoterapijom lijece bolesnici u kojih je vjerojatnost povoljnog odgovora jako
mala, uz pojavu nepotrebnih neZeljenih u¢inaka imunoterapije, a pri tom propustiti priliku za

povoljniju vrstu terapije.

Za 149 ispitanika nam je bio dostupan podatak o statusu pusenja cigareta i to za 105 (70,5 %)
muskaraca 1 44 (29,5 %) zene. Nepusaca je u istrazivanju bilo 19 (12,8 %), 10 zena 1 9
muskaraca. Nismo nasli znacajnih razlika u raspodjeli ispitanika s pozitivnom 1 visokom
ekspresijom (PD-L1 1-49 % i > 50 %) u odnosu na naviku pusenja i spol te s obzirom na tip
tumora i naviku pusenja. U skupini ispitanika sa visokom ekspresijom PD-L1 bilo je nesto vise
ispitanika sa NOS NSCLC ali ta razlika nije bila znacajna. Ispituju¢i povezanost ekspresije PD-

L1 i tipa tumora na velikoj kohorti ispitanika u zapadnoj Kini autori su zakljucili da u bolesnika
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sa adenokarcinomom postoji znacajna povezanost sa muskim spolom koji su ujedno trenutni ili
bivsi pusadi, uz ogradu da je u istrazivanju bio samo mali broj zena puSaca (36). A ima
zapazanja da je ekspresija PD-L1 poveéana u muskaraca sa skvamoznim karcinomom pluca

(40).

Povezanost pusackog statusa i terapije inhibitorima kontrolnih to¢aka analizirana je u nekoliko
metaanaliza. Jedni su ukazali na to da kod bolesnika pusaca sa NSCLC za razliku nepusaca,
postoji tendencija dobrog odgovora na inhibitore kontrolnih to¢aka, a drugi su suprotno tome
zakljucili da nema razlike u odgovoru na terapiju kod sadasnjih i bivsih pusaca u odnosu na
nepusace (41). Posljednjih je 20 godina povecan fokus na spolne razlike u zdravlju i bolestima.
Najranija istrazivanja karcinoma pluc¢a obuhvacala su uglavnom muskarce, jer je ucestalost
karcinoma plu¢a medu zenama bila izuzetno niska. Kako su se drustveni obrasci mijenjali oko
Drugog svjetskog rata, kad su zene pocele sve vise pusiti, promijenila se i epidemiologija
karcinoma pluca. Veéi udio karcinoma pluc¢a u Zena koje ne puse u usporedbi s muskarcima
koji ne puse, sugerira da se bolest ponasa drugacije u zena. Studije karcinoma pluca na Zenama
ukazuju na to da postoje razlike u ¢imbenicima rizika, histologiji, patofiziologiji, ishodima
lijecenja i prognozama u usporedbi s muskarcima. Za razliku od muskaraca, veci je postotak
zena koje obole od karcinoma plu¢a a da nikada nisu pusile, kod muskaraca samo 1 od 12

muskaraca s karcinomom pluca nikada nije pusio (42).

Ustanovili smo da iako neSto manji broj ispitanika s pozitivnim EGFR, ALK i ROSI1
mutacijama ima ekspresiju PD-L1-a od 1 — 49 % i > 50 %, razlike u raspodjeli nisu bile
statisticki znaCajne. Znacajnu povezanost visoke ekspresije PD-L1 i negativnih EGFR i ALK
mutacija potvrdili su jedni (40) (25, 43) drugi su pak naveli postojanje povezanosti visoke
ekspresije PD-L1 sa EGFR mutacijom, ali ne i sa pozitivnom ALK mutacijom (40) te
povezanost ekspresije PD-L1 sa ROS1 mutacijom ali ne i sa EGFR mutacijom (tj statisticki je
povezana sa negativnim nalazom EGFR mutacije (44). Jedna je studija ustanovila da su
bolesnici sa NSCLC pozitivni na aktivacijske mutacije (EGFR i ALK) pokazali nisku stopu

odgovora na imunoterapiju blokatorima imunosnih kontrolnih to¢aka (PD-1/ PD-L1) (45).

Zhang i suradnici su proveli sveobuhvatnu meta-analizu 47 istrazivanja kako bi istrazili znacaj
ekspresije PD-L1 kao prognostickog biljega i utvrdili vezu ekspresije PD-L1 s klini¢ko-
patoloSkim znacajkama i aktivacijskim mutacijama u bolesnika s karcinomom pluca i ustanovili
da visoka ekspresija PD-L1 nije povezana s ALK preslagivanjima. U nekih je pozitivnost na

PD-L1 bila ¢es¢a uz negativan EGFR a u drugih povezanost izmedu ekspresije PD-L1 i
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mutacija EGFR nije nadena. ObjaSnjenje kontradiktornih nalaza medu studijama je da su
posljedica heterogenosti analiziranih ispitanika te u primjeni razli¢itih pragova pozitivnosti
PD-L1. Zakljucili su i da je visoka ekspresija PD-L1 bila je pokazatelj lose prognoze u azijskoj
populaciji, ali ne i u pripadnika ostalih rasa, sto sugerira da povezanost izmedu ekspresije PD-
L1 i prognoze ovisi o etnickoj pripadnosti (40). Istrazuju¢i povezanost spola, etnicke
pripadnosti, pusackog statusa, proSirenosti bolesti, mjesta biopsije (primarni tumor/metastaza)
ili vrstom uzorka biopsije ustanovljeno je da se ekspresija PDL-1 > 50 % rijetko preklapa s

prisutnoséu pogonskih mutacija (46).

Bolesnici koji se danas lijece od karcinoma pluca, dijagnosticirani su najcesée s
uznapredovalom boles¢u, kada je veli¢ina tumora ve¢a od dva centimetra (pa sve do deset
centimetara) i najceSce s metastazama (2, 44). U naSem su istraZivanju bolesnici dijagnosticirani
najcéesée u stadiju IVA, njih 49 (57 %) i stadiju 1IB njih 14 (16 %), a najmanje su bili
zastupljeni stadiji 1A2 i 1B, kod 2 (1 %) ispitanika, bez znacajne razlike u odnosu na spol.
Ustanovili smo da postoji znacajna razlika u raspodjeli ispitanika s ekspresijom PD-L1 1-49 %
1> 50 % prema vrsti tumora i prosirenosti bolesti. Bolesnici sa adenokarcinomom su u odnosu
na one sa skvamoznim karcinomom u stadiju I\VVA znacajno ¢esc¢e imali umjerenu i jaku PD-L1
pozitivnost, Sto su ustanovili i drugi (30). Razlika u ekspresiji PD-L1 u odnosu na nalaz
aktivacijskih mutacija u naSem istrazivanju nije bila znacajna. Skov i sur. (30) su u svom
istrazivanju ispitujuéi povezanost ekspresije PD-L1 i nekih klini¢ko-patoloskih znacajki (spol,
pusacki status, tip i mjesto uzorka te stadij bolesti) kod 800 ispitanika, ustanovili da je stadij
bolesti najvazniji prediktor ekspresije PD-L1. Dob, spol i status pusenja nisu imali statisticki
znacajan utjecaj niti za jednu grani¢nu vrijednost ekspresije PD-L1. U istoj su studiji uoc¢ili
znacajnu razliku u ekspresiji PD-L1 u Korist adenokarcinoma u odnosu na karcinom
skvamoznih stanica. U drugim su istrazivanjima visu ekspresiju pokazali skvamozni karcinomi
(47, 48), a neki su ¢ak ustanovili da razlike u ekspresiji izmedu adenokarcinoma i karcinoma
skvamoznih stanica nema (49). Unato¢ opre¢nim podacima o prognosti¢koj vrijednosti
ekspresije PD-L1, rezultati koji se odnose na ve¢u ekspresiju PD-L1 u bolesnika u visem stadiju
imunoloskog odgovora domacina i imunosupresije posredovane tumorom. Ekspresija PD-L1 je

mozda samo jedan od ¢imbenika u ovoj ravnotezi (50).

Imunoterapija je dramati¢no je promijenila nacin lijecenja bolesnika sa uznapredovalim
NSCLC. Odredivanje ekspresije PD-L1 pomocu IH je standard u klini¢koj obradi i dalje je

jedini klini¢ki odobreni biomarker za predvidanje odgovora na imunoterapiju (51). Medutim,
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razina ekspresije PD-L1 nije bez ograni¢enja; ne reagiraju svi bolesnici s visokom ekspresijom
na imunoterapiju, a neki pacijenti s niskom ili nikakvom ekspresijom jo$ uvijek reagiraju.

Takve su nedosljednosti potaknule istrazivanje drugih markera (52).
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Zakljucak

. ZAKLJUCAK
Nije uocena razlika u umjerenoj i jakoj ekspresiji PD-L1 prema tipu nesitnostani¢nog
karcinoma pluca.
lako je jaka ekspresija PD-L1 nadena u nesto vise Zena, razlika u odnosu na spol nije
uocena.
Takoder nije uocena razlika ekspresije PD-L1 u odnosu na dob i naviku puSenja te na
spol i naviku pusenja.
Umjerena i jaka ekspresija PD-L1 razlikovala se s obzirom na vrstu tumora i prosirenost
bolesti, a najucestaliji su adenokarcinomi u IVA stadiju.

. lako nesto manji broj ispitanika s pozitivnim EGFR, ALK i ROS1 mutacijama ima

umjerenu i jaku ekspresija PD-L1-a, razlike u raspodjeli nisu uocene.
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Sazetak

8. SAZETAK
CILJ: Cilj istrazivanja je ispitati ucestalost ekspresije PD-L1 u bolesnika s NSCLC te

analizirati povezanost ekspresije PD-L1 s klinicko-patoloSkim karakteristikama bolesnika.
USTROJ STUDIJE: Istrazivanje je postavljeno kao presjecno istrazivanje.

METODE: Istrazivanjem su obuhvacena 172 ispitanika (120 muskaraca i 52 Zene) s NSCLC
kod kojih je provedeno testiranje ekspresije PD-L1 na bioptickom materijalu i stani¢nim

blokovima, koja je odredivana imunohistokemijskom metodom.

REZULTATI: Median dobi ispitanika je 66 godina. Znac¢ajna razlika u umjerenoj i jakoj
ekspresiji PD-L1 prema tipu tumora nije uocena. lako jaku ekspresiju PD-L1 imaju nesto vise
zene, razlika u odnosu na spol nije uocena. Nesto su stariji ispitanici (od 70 i viSe godina) sa
jakom ekspresijom PD-L1, no ta razlika nije uo¢ena u odnosu na mlade ispitanike. Takoder nije
uocena razlika ekspresije PD-L1 u odnosu na dob i naviku pusenja te na spol 1 naviku pusSenja.
Umjerena i jaka ekspresija PD-L1 razlikovala se s obzirom na vrstu tumora i pro$irenost bolesti,
a najucestaliji su adenokarcinomi u IVA stadiju. lako nesto manji broj ispitanika s pozitivhim
EGFR, ALK i ROS1 mutacijama ima umjerenu i jaku ekspresija PD-L1-a, razlike u raspodjeli

nisu uocene.

ZAKLJUCAK: Razlike u umjerenoj i jakoj ekspresiji PD-L1 prema tipu tumora, dobi, navici
pusenja i spolu nisu uocene. lako neSto manji broj ispitanika s pozitivnim EGFR, ALK i ROS1
mutacijama ima umjerenu i jaku ekspresija PD-L1-a, razlike u raspodjeli nisu uo¢ene.Uocena
je razlika u umjerenoj i jakoj ekspresije PD-L1 prema vrsti tumora i proSirenosti bolesti,

najucestaliji su adenokarcinomi u IVA stadiju.

KLJUCNE RIJECI: imunohistokemija, karcinom pluéa, nesitnostani¢ni karcinom plué¢a, PD-
L1
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Abstract

9. ABSTRACT
Programmed cell death ligand 1 expression in patienst with non-small cell lung

carcinoma: association with clinical and pathological features and molecular alterations

OBJECTIVE: The aim of the study was to examine the frequency of PD-L1 expression in
patients with NSCLC and to analyze the association of PD-L1 expression with clinical and

pathological characteristics of patients.
STUDY STRUCTURE: The survey was set up as a cross-sectional survey.

METHODS: The study included 172 subjects (120 men and 52 women) with NSCLC in whom
PD-L1 expression testing was performed on biopsy material and cell blocks, which was

determined by immunohistochemical method.

RESULTS: The median age of the respondents was 66 years. No significant difference in
moderate and strong expression of PD-L1 by tumor type was observed. Although slightly more
women have strong PD-L1 expression, no gender difference was observed. Slightly older
subjects (aged 70 and over) had a strong PD-L1 expression, but this difference was not observed
among younger subjects. There was also no difference in PD-L1 expression in relation to age
and smoking habit and in gender and smoking habit. Moderate and strong PD-L1 expression
varied according to tumor type and disease extent, with stage IV adenocarcinomas being the
most common. Although a slightly smaller number of subjects with positive EGFR, ALK, and
ROS1 mutations had moderate and strong expression of PD-L1, no differences in distribution

were observed.

CONCLUSION: No significant difference was found in moderate and strong expression of
PD-L1 expression by tumor type, age, smoking habit, and gender were observed. Although a
slightly smaller number of subjects with positive EGFR, ALK and ROS1 mutations have
moderate and strong expression of PD-L1, no differences in the distribution were observed.

stage IVA adenocarcinomas.

KEY WORDS: immunohistochemistry, lung cancer, non-small cell lung cancer, PD-L1
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11. ZIVOTOPIS

OPCI PODACI
e Ime i prezime: Ana Loncar e Adresa stanovanja: Mreznicka 16,
31 000 Osijek
e Datum i mjesto rodenja: 19.studeni e Kontakt: Mob +385958626814
1995. Osijek
e E-mail: ana.lon99@gmail.com
OBRAZOVANJE

e Isusovacka klasi¢na gimnazija s pravom javnosti u Osijeku 2010. — 2014.
e Medicinski fakultet Univerziteta u Novom Sadu 2014. — 2015.
e Medicinski fakultet Sveucilista J.J. Strossmayera u Osijeku 2015. — 2021.

OSOBNE VJESTINE I KOMPETENCIJE

e Engleski jezik — aktivno

e Njemacki jezik (Goethe institut — A2)
SUDJELOVANJE NA KONGRESIMA
AKTIVNO

e 13.— 14. veljage 2019. godine sudjelovala na 2" International Translational Medicine
Congress of Students and Young Physicians — "EGFR, ALK, ROS1 and PD-L1
molecular testing in patients with non-small cell lung cancer”

e 13.—14. veljace 2019. godine sudjelovala na 2nd International Translational Medicine
Congress of Students and Young Physicians — "Immunocytochemical identification of

carcinomas of unknown primary in serous effusions”

PASIVNO

e 13.-14. veljace 2019. godine sudjelovala na 2nd International Translational Medicine
Congress of Students and Young Physicians - "Cytodiagnostics of pancreatic
neuroendocrine tumor: a case report” poster prezentacija

e 13.-15. svibnja 2021. godine sudjelovala na 6. hrvatskom kongresu klinicke
citologije s medunarodnim sudjelovanjem - "Epitheloid malignant mesothelioma

presented with subcutaneous metastasis: a case report” poster prezentacija

35



Zivotopis
OSTALE AKTIVNOSTI

2018. godine volontirala u volonterskoj akciji udruge Alerga ,,Alerga u sluzbi zdravlja“
2019. godine volontirala u volonterskoj akciji udruge Alerga ,,DiS§imo zajedno s Alergom do
zdravlja®

2019. godine pohadala radionicu Osnove znanstvenog istrazivanja, Medicinski fakultet u

Osijeku
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