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Z ASTOSOWANIE I OCENA EKSPRESJI BIALKA PD-L1

W KWALIFIKACJI DO LECZENIA INHIBITORAMI PUNKTOW
KONTROLI IMMUNOLOGICZNE] W NOWOTWORACH PLUCA 1 KLATKI
PIERSIOWE], PIERSI, PRZELYKU ORAZ REGIONU GLOWY I SZYI
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Wstep

W nowotworach ptuca i klatki piersiowej, nowo-
tworach piersi, przelyku oraz nowotworach regionu
glowy i szyi stosuje si¢ obecnie kilka lekéw immuno-
kompetentnych (tabela 1).

Podstawowa role w utrzymaniu réwnowagi po-
miedzy aktywnoscia a wyhamowaniem funkcji ukta-
du immunologicznego odgrywajg czasteczki immu-
nologicznych punktéw kontroli, ktére znajduja si¢
na powierzchni komérek uktadu immunologicznego.
Najwazniejsze immunologiczne punkty kontrolne to
CTLA-4 (cytotoxic T cell antygen-4), ktéry znajduje sie
na powierzchni limfocytéw T regulatorowych, PD-1
(programmed death receptor-1), obecny na limfocytach T,
oraz PD-L1 (programmed death ligand-1), znajdujacy
si¢ na komérkach infiltrujacych tkanke nowotwo-
rowa, komorkach odpowiedzi nieswoistej oraz na
wigkszo$ci komoérek organizmu. Ekspresje PD-L1
wykazuja takze komérki nowotworowe. Pobudzenie
immunologicznych punktéw kontrolnych skutkuje
wygaszeniem aktywno$ci uktadu immunologicznego,
anergig limfocytéw i ucieczkg nowotworu spod kon-
troli ukladu immunologicznego.

Zastosowanie przeciwcial przeciwko ligandowi lub
receptorowi programowanej $mierci komorki prowa-
dzi do aktywacji ukladu immunologicznego [ 11.

W kwalifikacji do leczenia lekami blokujacymi
punkty kontroli immunologicznej sg aktualnie wyko-
rzystywane predykcyjne testy immunohistochemiczne
oceniajgce ekspresje bialka PD-L1 w materiale
utrwalonym w formalinie i zatopionym w bloczkach
parafinowych. Do badafi uzywa si¢ réznych klonéw
przeciwcial oraz réznych platform diagnostycznych.

W zaleznosci od lokalizacji narzadowej nowotworu
ocenie podlega ekspresja wystgpujaca w komponen-
cie nablonkowym (komoérkach raka) lub w kompo-
nencie nablonkowym i zapalnym towarzyszacym
naciekowi nowotworowemu [2-5}. Ekspresje biatka
PD-L1 okreSla sie w skali stopnia wybarwienia komo-
rek nowotworowych (Tumor Proportion Score — TPS),
w ktérej ocenia sie odsetek zachowanych komoérek
raka, badz w skali obejmujacej taczny wynik wartosci
pozytywnych (Combined Positive Score — CPS), w kt6-
rej uwzglednia sie ekspresje biatka PD-L1 zaréwno
w komérkach nowotworowych, jak i zapalnych (lim-
focytach, makrofagach) odniesiona do catkowitej
liczby zachowanych komérek raka i pomnozona
przez 100 {4, 51.

Za pozytywna reakcje uznaje sie liniowa, catkowitg
lub cze$ciows, reakcje btonowg na komoérkach raka,
niezaleznie od intensywnosci, oraz reakcje blonowa
i/lub cytoplazmatyczna, niezaleznie od stopnia nasi-
lenia, w komérkach zapalnych znajdujacych sie w na-

Tabela 1. Dostepne przeciwciata monoklonalne stosowane
w leczeniu nowotworéw pluca i klatki piersiowej, nowo-
tworéw piersi, przelyku oraz nowotwordéw regionu glowy

iszyi
PrzECIWCIAEA PrzECIWCIAEA PrzECIWCIAEA
ANTY-PD-1 ANTY-PD-L1 ANTY-CTLA4
niwolumab atezolizumab ipilimumab
pembrolizumab  durwalumab
cemiplimab

anty-PD-1 — anty-programme death receptor-1, anty-PD-L1 — anty-programme
death-ligand-1, anty-CTLA-4 — anty-cytotoxic T cell antygen
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Tabela 2. Zasady zabezpieczenia materialu do oceny ekspresji biatka PD-L1 (wg {91

CZAS ZIMNEGO NIEDOKRWIENIA
(COLD ISCHEMIA TIME)

Utrwalenie materialu w ciagu 30 minut od pobrania,

najkorzystniej natychmiast po pobraniu

(zwlaszcza materiat oligobiopsyjny, cytobloczki)

UTRWALACZ

10% roztwor buforowanej formaliny o obojetnym pH 7,2-7,4

CZAS UTRWALANIA

> 6 do 48 godzin — maly material, oligobiopsja, cytobloczek

> 6 do 72 godz. — duzy material

(material powinien by¢ dostarczony do Zakladu Patomorfologii

przed uplywem maksymalnego czasu utrwalania)

TEMPERATURA PARAFINY STOSOWANE]
DO ZATAPIANIA WYCINKOW

60°C

GRUBOSC SKRAWKOW PARAFINOWYCH

3—5 pm umieszczone na szkielkach adhezyjnych

PRZECHOWYWANIE BLOCZKOW PARAFINOWYCH

W temperaturze 14—25° C przy wilgotnosci powietrza na poziomie

od 30 do 60% RH, przy dobowym wahaniu =5% RH {10}

PRZECHOWYWANIE SKROJONYCH
I NIEZABARWIONYCH PREPARATOW
MIKROSKOPOWYCH

Do 6 miesiecy w temperaturze 2—8°C (najkorzystniej) lub w 25°C,
do 4 miesiecy skrawki z regionu glowy i szyi [7}

cieku nowotworowym i bezposrednio przylegajacych
do nowotworu {3, 6-81.

Wiarygodno$¢ predykceyjnego testu immunohisto-
chemicznego zalezy od przestrzegania zasad utrwala-
nia, w tym ilo$ci i jako$ci utrwalacza, czasu utrwalania,
odpowiedniego zabezpieczenia i transportu materiahy,
temperatury parafiny, jak réwniez od warunkéw prze-
chowywania bloczkéw parafinowych i stosowania sie
do zalecen producenta testu {4, 5, 7-9} (tabela 2).

Testy najlepiej jest wykonywad na skrawkach o gru-
bosci4-5 um, bezposrednio skrojonych z bloczka para-
finowego. Material wczesniej skrojony i umieszczony
na adhezyjnych szkietkach podstawowych powinien
by¢ przechowywany bez dostepu do $wiatta, w tem-
peraturze 2-8°C, nie dluzej niz 6 miesiecy. Diuzszy
czas przechowywania moze negatywnie wplywaé na
wyniki zachodzacej reakgji [7-91.

Ocene eskspresji biatka PD-L1 nalezy wykonywac
z kontrola pozytywna i negatywna, co pozwala na
zweryfikowanie jakosci i wiarygodnosci badania.

Niezbedna jest umiejetno$¢ oceny testdw przez
patomorfologa, znajomos$¢ reakcji, ktore sa uznane
za pozytywne, oraz reakcji nieprawidtowych, a takze
reakcji, ktére moga pojawiac si¢ w innych elemen-
tach komoérkowych czy strukturalnych materiatu

{3,5, 6,91

Nowotwory pluca i klatki piersiowej

Immunoterapia (przeciwciata przeciwko immuno-
logicznym punktom kontrolnym) jest powszechnie
wykorzystywana u chorych na nowotwory pluca oraz
klatki piersiowej i znajduje zastosowanie zaréwno
w przypadku raka niedrobnokomérkowego pluca,
jak i raka drobnokomérkowego czy migdzybloniaka
oplucnej (tabela 3).

Nowotwory regionu glowy i szyi

W nowotworach regionu glowy i szyi stosuje si¢
obecnie dwa leki immunokompetentne.

Skuteczno$¢ i bezpieczefistwo pembrolizumabu
w leczeniu pierwszej linii przerzutowego lub nawro-
towego raka plaskonablonkowego jamy ustnej, gardia
i kreani potwierdzono w ramach badania klinicznego
3 fazy KEYNOTE-048. Zastosowanie pembrolizuma-
bu wiazalo si¢ z poprawa w zakresie czasu przezycia
catkowitego wobec standardowego schematu leczenia,
czyli cetuksimabu w skojarzeniu z chemioterapia we-
dhug schematu platyna/5-FU. Poprawa ta byta istotna
statystycznie i klinicznie zar6wno przy zastosowaniu
pembrolizumabu w monoterapii u chorych z CPS > 1%
(HR = 0,78, 95% CI: 0,64-0,96, p = 0,0171), jak
i przy zastosowaniu pembrolizumabu w skojarzeniu
z chemioterapia opartg na pochodnej platyny i 5-FU
w calej grupie chorych niezaleznie od ekspresji PD-L1
(HR = 0,77, 95% CIL: 0,63-0,93, p = 0,0067).
W Polsce w ramach programu lekowego pembrolizu-
mab stosuje sic¢ w monoterapii u chorych z ekspresja
PD-L1 (CPS > 1%) w przypadku wolnego przebie-
gu choroby i braku istotnych objawéw klinicznych
z niej wynikajacych, a pembrolizumab w skojarzeniu
z chemioterapig u chorych z CPS > 1% w przypadku
dynamicznej progresji choroby i nasilonych objawéw
klinicznych z nia zwiazanych {25].

Do leczenia drugiej linii u chorych na ptaskonabton-
kowego raka jamy ustnej, gardta lub krtani, u ktérych
do progresji doszto w trakcie lub do 6 miesiecy po za-
stosowaniu chemioterapii (w tym chemioterapii w sko-
jarzeniu z cetuksimabem), stosuje si¢ monoterapi¢
niwolumabem. Rejestracje oparto na wynikach bada-
nia CheckMate-141, w ktérym wykazano wydtuzenie
mediany czasu przezycia catkowitego z redukcja ryzyka
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Tabela 3. Dostepne schematy leczenia z uzyciem immunoterapii stosowane w nowotworach ptuca i klatki piersiowej

LEx PD-L1 BADANIE KLINICZNE Korzysc

LECZENIE UZUPEENIAJACE PO RADYKALNYM ZABIEGU CHIRURGICZNYM I CHEMIOTERAPI II-IIIA
atezolizumab >50% IMpower-010 OS HR 0,42 s BSC
» = 0,005
DFS HR 0,43 {11}

IMMUNOTERAPIA KONSOLIDUJACA DURWALUMABEM PO RADYKALNE] JEDNOCZESNE] CHEMIORADIOTERAPII

durwalumab niezaleznie od ekspresji PACIFIC mOS 47,5 vs 29,1 miesiagca
PDTLl/oznaczerne o BSC
niewymagane
OS HR 0,68

p =0,00251 {12}
MONOTERAPIA W PIERWSZEJ LINII LECZENIA ZAAWANSOWANEGO/PRZERZUTOWEGO NIEDROBNOKOMORKOWEGO RAKA PLUCA
pembrolizumab >50% KEYNOTE-042 mOS 30 vs 14,2 miesigca
vs CHT
OS HR 0,63 {13}
atezolizumab >50% IMpower110 mOS 20,2 vs 13,1 miesiaca
vs CHT
OS HR 0,59
» = 0,001 {14}
cemiplimab >50% EMPOWER-Lung 1 mOS 26,1 vs 13,3 miesiaca
vs CHT
OS HR 0,57
» < 0,0001 {151

CHEMIOIMMUNOTERAPIA W PIERWSZE] LINII LECZENIA ZAAWANSOWANEGO/
PRZERZUTOWEGO NIEDROBNOKOMORKOWEGO RAKA PLUCA

RAK PLASKONABLONKOWY

pembrolizumab + <50% KEYNOTE-407 mOS 17,2 vs 11,6 miesiaca
karboplatyna/paklitaksel us CHT

OS HR 0,71 {16}

RAK NIEPLASKONABEONKOWY

pembrolizumab + <50% KEYNOTE-189 mOS 22 vs 10,6 miesiaca
k.arboplatnyna lub v CHT
cisplatyna/pemetreksed

OS HR 0,60 {171

RAK PLASKONABLONKOWY I NIEPLASKONABLONKOW Y

niwolumab+ ipilimumab + <50% CheckMate-9LA mOS 15,8 vs 11 miesiecy
chemioterapia ss CHT

OS HR 0,76 {18}

Druca 1 KOLEJNE LINIE LECZENIA NIEDROBNOKOMORKOWEGO RAKA PLUCA

RAK PLASKONABLONKOWY

niwolumab niezaleznie od ekspresji CheckMate-017 mOS 9,2 5 6 miesigca
PD-'LI/ oznaczenie ss CHT
niewymagane
OS HR 0,59

» < 0,001 {19}
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Tabela 3. Cd.
Lex PD-L1 BADANIE KLINICZNE Korzysc¢
RAK NIEPLASKONABLONKOWY
niwolumab niezaleznie od ekspresji CheckMate-057 mOS 12,2 vs 9,4 miesiaca
PD—.Ll/ oznaczenie us CHT
niewymagane
OS HR 0,73
» = 0,002 [20}
RAK PLASKONABLONKOWY I NIEPLASKONABLONKOWY
atezolizumab niezaleznie od ekspresji OAK mOS 13,8 v5 9,6 miesiaca
PD-VLI/ oznaczenie us CHT
niewymagane
OS HR 0,73

» = 0,0003 [21}

PIERWSZA LINIA LECZENIA DROBNOKOMORKOWEGO RAKA PEUCA

atezolizumab + niezaleznie od ekspres;ji

IMpower-133 mOS 12,3 »s5 10,3 miesiaca

chemioterapia PD—.Ll/ oznaczenie s CHT
niewymagane
OS HR 0,70
» = 0,007 {22}
durwalumab + niezaleznie od ekspresji CASPIAN mOS 13 »s 10,3 miesiaca
chemioterapia PD—.Ll/ oznaczenie vs CHT
niewymagane
OS HR 0,73

» = 0,0047 [23}

MIEDZYBLONIAK OPLUCNE]

niezaleznie od ekspresji
PD-L1/ oznaczenie
niewymagane

niwolumab + ipilimumab

CheckMate-743 mOS 18,1 vs 14,1 miesiaca
vs CHT
OS HR 0,74

» = 0,0020 [24}

OS (overall survival) — czas przezycia catkowitego, mOS (median overall survival) — mediana czasu przezycia catkowitego, HR (hazard ratio) — wspolczynnik

hazardu

zgonu 0 30% (p = 0,01) w poréwnaniu ze standardo-
wg chemioterapig zgodna z wyborem badacza (meto-

treksat lub docetaksel) {26].

Nowotwory piersi

Immunoterapia w skojarzeniu z chemioterapia jest
tez obecnie stosowana w leczeniu potréjnie ujemne-
go raka piersi (triple negative breast cancer — TNBC).
Skuteczno$¢ i bezpieczenistwo pembrolizumabu w le-
czeniu okolooperacyjnym wczesnego TNBC o du-
zym ryzyku nawrotu oceniano w badaniu klinicznym
3 fazy KEYNOTE-522 {27}. Leczeniu podlega-
ja chore z rozpoznaniem raka piersi w klinicznym
stopniu zaawansowania T1-4 i N1-N2 lub T2-T4
i NO, u ktérych nie stwierdzono ekspresji receptordéw
estrogenowych ani nadekspresji receptora HER2 lub
amplifikacji genu HER2. Dodanie immunoterapii
do chemioterapii neoadjuwantowej (karboplatyna
w skojarzeniu z paklitakselem, a nastepnie antracy-
klina w skojarzeniu z cyklofosfamidem) z nastepczym

zastosowaniem pembrolizumabu po zabiegu chirur-
gicznym skutkowalo istotnym statystycznie i klinicz-
nie wydluzeniem czasu wolnego od zdarzen (event
Jree survival — EFS). Zastosowanie pembrolizumabu
przed i po operacji powodowalo zmniejszenie ryzyka
zdarzenia (nawrotu miejscowego, rozsiewu choroby,
zdiagnozowania drugiego pierwotnego nowotworu
lub zgonu) 0 37% (HR = 0,63, 95% CI: 0,48-0,82).
Kwalifikacja do terapii okolooperacyjnej nie wymaga
oznaczenia ekspresji PD-L1 [28].

Drugim wskazaniem do zastosowania pembrolizu-
mabu w raku piersi jest stwierdzenie nawrotowego,
nieoperacyjnego lub przerzutowego TNBC z ekspre-
sja PD-L1, ktora stwierdza si¢ na co najmniej 10%
komoérek nowotworowych i komérek nacieku immu-
nologicznego. Rejestracje oparto na wynikach bada-
nia klinicznego 3 fazy KEYNOTE-355, w ktérym
pembrolizumab stosowano w skojarzeniu z chemio-
terapia (paklitaksel, nab-paklitasel lub karboplatyna
z gemcytabing). Dodanie immunoterapii do chemio-
terapii skutkowalo istotng redukcja ryzyka progresji
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choroby lub zgonu o 35% wobec samej chemioterapii
(HR = 0,65, 95% CI: 0,49-0,86, p = 0,0012) oraz
zwiekszeniem odsetka obiektywnych odpowiedzi na
leczenie (odpowiednio 53% wobec 40%) i wydhuze-
niem czasu trwania odpowiedzi na leczenie (odpo-
wiednio 19,3 miesigca wobec 7,3 miesigca) {28}. Po
okresie obserwacji z mediang wynoszacg 44,1 mie-
sigca stwierdzono takze wydluzenie mediany czasu
przezycia calkowitego u chorych na TNBC z CPS
> 10%, u ktoérych zastosowano chemioimmunotera-
pie (23 miesigce wobec 16,1 miesigca) {29}

Nowotwory przelyku

Rak przelyku, rak potaczenia zotadkowo-przelyko-
wego oraz rak zotadka to kolejna grupa nowotwordw,
w ktérych powszechnie stosuje si¢ immunoterapie.

Pierwsze wskazanie do immunoterapii w tej grupie
chorych obejmuje leczenie uzupelniajace niwoluma-
bem chorych na plaskonablonkowego lub gruczo-
towego raka przetyku lub potaczenia zotadkowo-
-przelykowego z chorobg resztkowa po zastosowanej
wczesniej chemioradioterapii neoadjuwantowej i ra-
dykalnej resekgji chirurgicznej (= ypT1 lub > ypN1,
RO). Skutecznos¢ i bezpieczenstwo tej terapii potwier-
dzono w badaniu klinicznym 3 fazy CheckMate-557,
w ktérym wykazano dwukrotne wydluzenie czasu
wolnego od choroby (disease free survival — DES)
u chorych otrzymujacych niwolumab (mDFS 224
miesiaca wobec 11 miesiecy w ramieniu z placebo),
z redukcja ryzyka nawrotu choroby lub zgonu 0 31%
(HR = 0,69, p = 0,0003). Leczenie uzupelniajgce
niwolumabem powinno sie rozpocza¢ do 16 tygo-
dni od zabiegu chirurgicznego i jest stosowane przez
12 miesiecy lub do progresji choroby albo wystg-
pienia nieakceptowalnej toksycznosci. Kwalifikacja
do leczenia uzupelniajacego niwolumabem nie jest
uzalezniona od ekspresji PD-L1 (nie ma konieczno$ci
oznaczania ekspresji PD-L1) {30}.

W przypadku zaawansowanego lub przerzutowego
raka gruczolowego zoladka, przelyku lub polaczenia
zotadkowo-przelykowego w leczeniu pierwszej linii
mozliwe jest zastosowanie niwolumabu w skojarzeniu
z chemioterapig oparta na fluoropirymidynie i oksali-
platynie (schemat CAPOX lub FOLFOX) u chorych,
u ktérych CPS oceniono na > 5 (refundacja).

Schemat leczenia zarejestrowano na podstawie
wynikéw badania klinicznego CheckMate-649, do
ktérego wlaczano chorych niezaleznie od ekspresji
PD-L1. W grupie chorych z CPS > 5 dodanie niwo-
lumabu do chemioterapii zmniejsza ryzyko zgonu
0 29% wobec samej chemioterapii (HR = 0,71,
95% CI: 0,61-0,83, p < 0,0001) i ryzyko progresji
choroby o 32% (HR = 0,68, 95% CI: 0,58-0,79,
p < 0,0001). Kwalifikacja do immunochemioterapii
chorych na raka gruczotowego zofadka lub potacze-
nia zoladkowo-przelykowego wymaga dodatkowo

badania immunohistochemicznego badz badania
fluorescencyjnej hybrydyzacji 7z situ oceniajacych eks-
presje HER2 (wymagany brak ekspresji HER2) [31}].
Chorzy na zaawansowanego lub przerzutowego raka
przetyku lub polaczenia zotadkowo-przetykowego nie-
zaleznie od podtypu histologicznego (rak gruczolowy
i rak plaskonablonkowy) w przypadku potwierdzenia
CPS > 10 moga by¢ takze kwalifikowani do leczenia
pembrolizumabem w skojarzeniu z chemioterapia (po-
chodna platyny z fluoropirymidyna). W badaniu kli-
nicznym z randomizacjg 3 fazy KEYNOTE-590 wy-
kazano, ze dodanie pembrolizumabu do chemioterapii
w tej grupie chorych wiaze si¢ z wydtuzeniem czasu
przezycia catkowitego (mOS 13,5 miesiaca wobec 9,4
miesiagca w ramieniu z samg chemioterapia, HR = 0,62)
oraz czasu wolnego od progresji choroby (mPFS
7,5 miesigca wobec 5,5 miesiaca, HR = 0,51) {32}.
Chorzy nazaawansowanego raka ptaskonabtonkowego
przetyku lub polaczenia zotadkowo-przetykowego
z ekspresja PD-L1 > 1% maja obecnie w ramach
programu lekowego jeszcze dwie inne opcje tera-
peutyczne pierwszej linii: niwolumab w skojarzeniu
z chemioterapia (fluoropirymidyna z pochodna pla-
tyny) lub niwolumab w skojarzeniu z ipilimumabem.
W badaniu klinicznym CheckMate-648 poréwny-
wano oba schematy leczenia z sama chemioterapia
i w obu przypadkach wykazano wydtuzenie czasu
przezycia calkowitego wobec samej chemioterapii.
Zastosowanie niwolumabu z chemioterapia wigze
sie z redukcja ryzyka zgonu o 46% w poréwnaniu
z sama chemioterapia (mOS 15,4 miesiaca wobec
9,1 miesiaca, HR = 0,54), a zastosowanie niwoluma-
bu z ipilimumabem 0 36% (mOS 13,7 miesiagca wobec
9,1 miesiaca, HR = 0,64) {33}. W ramach programu
lekowego u chorych na raka plaskonablonkowego
po niepowodzeniu chemioterapii mozna zastosowac
niwolumab w monoterapii bez koniecznosci oznacza-
nia ekspresji PD-L1. Skuteczno$¢ i bezpieczenstwo
immunoterapii wobec chemioterapii (docetaksel lub
paklitaksel) oceniano w ramach badania klinicznego
ATTRACTION-3 i wykazano, ze zastosowanie niwo-
lumabu zwiazane jest z wydtuzeniem czasu przezycia
catkowitego (mOS 10,9 miesiaca wobec 8,4 miesiaca)
i redukcja ryzyka zgonu 0 23% (HR = 0,77, 95% CI:
0,62-0,96, p = 0,019) [341.

Kwalifikacja do leczenia

Jednym z podstawowych kryteriow kwalifikacji
chorych do immunoterapii jest zachowany dobry sto-
pieft sprawnosci (0 lub 1 wedlug kryteriéw ECOG).
Istotne jest takze, aby chory nie przyjmowal prze-
wlekle immunosupresyjnej dawki glikokortykoste-
roidéw (= 10 mg prednizolonu lub ekwiwalentnej
dawki innych glikokortykosteroidéw) ani nie byl
poddany leczeniu immunosupresyjnemu. Do immu-
noterapii moga by¢ kwalifikowani tylko chorzy bez
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aktywnych, wymagajacych leczenia choréb autoim-
munologicznych, z wyjatkiem cukrzycy, niedoczyn-
nosci tarczycy, tuszczycy, wyprysku liszaja plaskiego

1 bielactwa [351.

Dzialania niepozadane zwiazane
z leczeniem lekami immunokompetentnymi

Dzialania niepozadane immunoterapii moga wy-
stapi¢ w trakcie calego okresu leczenia, a takze do
kilkunastu miesiecy od jego zakoficzenia i moga do-
tyczy¢ kazdego ukladu i kazdego narzadu. Najczest-
sze dzialania niepozadane przypominaja schorzenia
autoimmunologiczne i dotycza:

* narzadéw dokrewnych: obejmuja nadczynnosé
tarczycy przechodzaca stopniowo w niedoczyn-
no$¢ tarczycy (najczestsze powiklanie), niedoczyn-
no$¢ przysadki moézgowej, niedoczynno$é kory
nadnerczy, cukrzyce typu 1,

* skory: obejmujg $wiad skory, wysypke grudkowa
czy grudkowo-krostkowa, odbarwienia skory,

* pluc: manifestuja si¢ niezakaznym (immunolo-
gicznym) zapaleniem pluc, ktére moze przebiegad
bezobjawowo, ale moze takze wigza¢ sie z wysta-
pieniem kaszlu, dusznosci, bélu w klatce piersio-
wej czy goraczki,

* jelit: w postaci immunologicznego zapalenia jelita
przebiegajacego z biegunka i/lub bélem brzucha,

* watroby: wywolujac immunologiczne zapalenie
watroby przebiegajace czesto bezobjawowo, ze
zwickszeniem aktywno$ci aminotransferaz.

Jednym z najczestszych powiklan immunoterapii
jest takze zmeczenie, ktére moze by¢ jednak obja-
wem zwigzanym z niedokrwistoscia czy niedoczynno-
$cia tarczycy badz kory nadnerczy.

Do rzadkich powiklafi immunoterapii naleza:
* powiktania neurologiczne, np. polineuropatia, asep-

tyczne zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych, pora-

zenie nerwu twarzowego, zespdl Guillaina-Barrégo,
zapalenie mézgu,

* powiktania kardiologiczne, np. zapalenie mig$nia
sercowego, zapalenie osierdzia, arytmia,

* powiktania reumatologiczne — béle oraz zapalenie
mies$ni i stawow,

* powiktania nefrologiczne — niewydolnos$¢ nerek,
zapalenie nerek,

* powiktania okulistyczne — zapalenie twardéwki,
zaburzenia dotyczace siatkdwki czy blony naczy-
niowej oka,

* powiklania hematologiczne — sa niezwykle rzadkie
i moga obejmowa¢é niedokrwisto§¢ hemolityczng
czy plamice maloplytkowa [36].

Podsumowanie

Wprowadzenie leczenia inhibitorami punktéw
kontroli immunologicznej w istotny sposéb zmienito

przebieg i rokowanie wielu nowotwordw. Stalo sie
szansg na wydluzenie czasu zycia chorych. Z pewno-
$cia nie jest leczeniem pozbawionym efektéw ubocz-
nych, dlatego whasciwa kwalifikacja do leczenia ma
duze znaczenie, zwlaszcza gdy konieczna jest ocena
ekspresji bialka PD-L1. Dobér testu, przestrzeganie
zasad jego wykonania i wlasciwa ocena zachodzacej
reakcji w preparatach mikroskopowych odgrywaja
niezwykle wazna role w wyborze odpowiedniej grupy
chorych i kwalifikacji do terapii.
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OCENA EKSPRESJI BIALKA PD-L1 W KWALIFIKACJI DO LECZENIA
CHORYCH Z NIEDROBNOKOMORKOWYM RAKIEM PLUCA

RENATA LANGFORT, MALGORZATA SZOLKOWSKA

Zaktad Patomorfologii, Instytut Gruzlicy i Chordéb Pluc, Warszawa

Algorytm diagnostyki patomorfologicznej
w pierwotnym raku pluca

W ciagu ostatnich lat diagnostyczny algorytm po-
stepowania w grupie chorych z rakiem pluca zmienit
si¢ w istotny sposéb. Kluczowymi kryteriami nadal
pozostaja okreslenie typu morfologicznego raka (rak
drobnokomoérkowy »s niedrobnokomérkowy) i sto-
pieni zaawansowania choroby.

Rak drobnokomoérkowy (mall cell lung carcinoma —
SCLC), bedacy nowotworem o agresywnym przebie-
gu i zlym rokowaniu, w momencie rozpoznania jest
zwykle uogélnionym procesem, ktéry wymaga le-
czenia systemowego [1-3}. Postgpowanie w rakach
niedrobnokomérkowych (non-small cell lung carcino-
ma — NSCLC) zalezy przede wszystkim od stopnia za-
awansowania choroby, ale uwzglednia réwniez pod-
typ histologiczny {3-51.

Rak niedrobnokomoérkowy pluca — postaé
operacyjna

Najskuteczniejsza metoda leczenia NSCLC nadal
pozostaje zabieg chirurgiczny, jednak mozliwos$¢ ta
dotyczy malej grupy chorych, tj. ok. 15-20% {3-51.
W przypadkach, w ktérych rozleglos¢ procesu nowo-
tworowego wskazuje na mozliwo$¢ leczenia chirur-
gicznego (stopienr zaawansowania I, II, IIIA wg
8. edycji TNM zaaprobowanej przez UICC/AJCC),
przed operacjg zwykle wystarczajgce jest rozpoznanie
»rak niedrobnokomérkowy”, a posta¢ morfologiczng
NSCLC okresla si¢ na podstawie materialu operacyj-
nego guza na podstawie kryteriéw okreslonych w ak-
tualnej 5. edycji klasyfikacji WHO guzéw klatki pier-
siowej (2021) {6-8}.

Zgodnie z obecnie obowiazujacym programem
leczenia NSCLC i miedzybloniaka oplucnej (B.6)
u pacjentéw w stopniu zaawansowania choroby IB—III,
po radykalnym zabiegu chirurgicznym (RO) i limfa-
denektomii obejmujacej trzy stacje weztéw chlonnych

z pozycji N1 (wewnatrzplucne i okolicy wneki) oraz
trzy stacje wezlow $rddpiersia z pozycji N2 z uwzgled-
nieniem grupy 7, z pierwotnym gruczolakorakiem
pluca lub NSCLC z przewaga utkania raka gruczoto-
wego (> 50%) nalezy wykonac badania molekularne
w kierunku oznaczenia wystepowania mutacji akty-
wujacej w genie EGFR z delecjg w eksonie 19 lub sub-
stytucja w eksonie 21 [9].

Z kolei w grupie radykalnie zoperowanych pacjen-
téw w stopniu zaawansowania [I-I1TA i IIIB (pT3N?2)
z NSCLC wskazane jest wykonanie predykcyjnego
testu immunohistochemicznego oceniajacego eks-
presje biatka PD-L1 w komérkach raka. Dodatkowo
u pacjentéw z rakiem innym niz plaskonablonkowy
konieczne jest wykonanie badad molekularnych
w kierunku mutacji aktywujacej w genie EGFR, re-
aranzacji w genach ALK i ROS1 [9}.

Najprawdopodobniej w niedlugim czasie algorytm
ten ulegnie modyfikacji w zwiazku z planowanym
wprowadzeniem leczenia przedoperacyjnego inhibi-
torami punktéw kontroli immunologicznej. Terapia
neoadjuwantowa bedzie wigzala sie z konieczno$cia
okreslenia podtypu morfologicznego NSCLC i praw-
dopodobnie réwniez ekspresji biatka PD-L1 w grupie
chorych w stadium operacyjnym choroby.

Rak niedrobnokomérkowy pluca — postaé
zaawansowana

Algorytm postepowania w grupie chorych z NSCLC
w stadium uniemozliwiajacym przeprowadzenie zabie-
gu chirurgicznego (zwykle IIIB, IV), w dobrym sta-
nie klinicznym wymaga ustalenia podtypu NSCLC,
tj. okreslenia, czy rak wykazuje réznicowanie gruczo-
lowe czy plaskonabtonkowe.

Raki niedrobnokomérkowe, w ktérych nie moz-
na sprecyzowal podtypu ani na podstawie kryteriéw
morfologicznych widocznych w badaniu mikrosko-
powym, ani za pomoca badan dodatkowych, histo-
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chemicznych na obecno$¢ $luzu $rédcytoplazmatycz-
nego i immunohistochemicznych wykorzystujacych
dwa najbardziej swoiste i czule markery: TTF-1
i p40, ktorych ekspresja wskazuje odpowiednio na
réznicowanie gruczolowe i plaskonablonkowe raka,
sa nazywane rakami niedrobnokomérkowymi blizej
nieokreslonymi — BNO (not othervise specified — NOS)
[8, 10-12}. Odsetek rozpoznan ,raka niedrobnoko-
morkowego — NOS” powinien miesci¢ sic w grani-
cach 5-10% {4, 5, 13} wszystkich rozpoznad NDRP.

OkreSlenie postaci morfologicznej NSCLC wynika
z koniecznosci wykonania badan predykceyjnych, kt6-
rych wyniki pozwola na dobér najbardziej skutecznej
terapii dla odpowiedniej grupy chorych.

Rekomendowane obecnie w polskim programie le-
kowym B.6 (Leczenie chorych na vaka pluca ovaz migdzy-
bloniaka optucnej) minimum testéw molekularnych,
ktére powinny by¢ wykonywane u wszystkich chorych
z zaawansowanym rakiem nieplaskonablonkowym
pluca, obejmuje ocene mutacji w genie EGFR, rearan-
zacji w genach ALK i ROSI oraz dodatkowo w raku
gruczolowym — mutacji G12C w genie KRAS [91.

W zwigzku z pojawiajaca si¢ coraz wicksza liczbg
wykrywanych nieprawidlowosci molekularnych wy-
stepujacych w NSCLC i mozliwoscia ich leczenia
coraz powszechniej wykorzystywana jest metoda se-
kwencjonowania nastepnej generacji (next generation
sequencing — NGS).

Dodatkowo u wszystkich chorych z rozpoznanym
zaawansowanym NSCLC wskazane jest wykona-
nie predykcyjnego testu immunohistochemicznego
w kierunku ekspresji biatka PD-L1. Ocena ekspre-
sji biatka PD-L1 wynika z mozliwosci leczenia cho-
rych z NSCLC lekami blokujacymi punkty kontroli
immunologicznej.

Ocena immunohistochemiczna (IHC)
ekspresji biatka PD-L1

Najlepiej zbadana metoda oceny czynnika pre-
dykcyjnego kwalifikujacego do leczenia inhibitorami
punktéw kontroli immunologicznej (IPKI) jest ocena
immunohistochemiczna ekspresji biatka PD-L1 na
komorkach raka.

Wysokos¢ ekspresji biatka PD-L1 pomaga jedynie
przewiedzie¢ prawdopodobiefstwo odpowiedzi na
leczenie IPKI. Korzy$¢ z leczenia odnosza najczes-
ciej chorzy z wysoka ekspresja PD-L1 (= 50%), ale
réwniez moze dotyczy¢ pacjentéw bez potwierdzonej
ekspresji PD-L1. Z kolei wysoka ekspresja PD-L1
nie gwarantuje dobrej odpowiedzi na terapi¢ IPKI
we wszystkich przypadkach {13, 15-171. Wytluma-
czeniem tego zjawiska jest przede wszystkim hetero-
genno$¢ nowotworu oraz wielkosé i liczba wycinkéw
pobieranych w celu ustalenia rozpoznania mikrosko-
powego [15, 17-19}.

Ponad 70% chorych z rakiem pluca w momencie
rozpoczecia diagnostyki znajduje si¢ w zaawansowa-
nym stadium choroby. U tych chorych materialem
dostepnym do testu anty-PD-L1 jest najczeSciej ma-
terial oligobiopsyjny zawierajacy niewielkie fragmen-
ty tkankowe pobrane w trakcie bronchofiberoskopii
lub biopsji transtorakalnej, a w ok. 30-40% przy-
padkéw jest to material cytologiczny (cytobloczki)
uzyskany w czasie naklucia przez $ciane oskrzela (endo-
bronchial - ultrasonography-transbronchial needle aspira-
tion endobronchial ultrasonography-transbronchial needle
aspiration — EBUS-TBNA), przelyku (endoscopic ultra-
sonography-fine needle aspivation — EUS-FNA) albo przez
Sciang klatki piersiowej (transthoracic needle aspiration —
TTNA) [20, 21].

Maly wycinek pobrany do badania mikroskopo-
wego stanowi ok. 0,001% objetosci guza o Srednicy
5 c¢m, w zwiazku z tym stwierdzana w nim ekspre-
sja PD-L1 nie zawsze jest reprezentatywna dla calej
zmiany nowotworowej {22].

Czynniki wplywajace na jako$¢ oceny
ekspresji biatka PD-L1

Zwalidowanym materiatem odpowiednim do oce-
ny ekspresji bialka PD-L1 w raku ptuca jest materiat
tkankowy lub material cytologiczny zabezpieczony
w postaci cytobloczkéw.

Jakos$¢ i czulo$¢ badania oraz wiarygodnos$¢ pre-
dykcyjnego testu immunohistochemicznego w du-
zym stopniu zaleza od odpowiedniego przygotowania
i przeprowadzenia materiatu. Przede wszystkim istot-
ne jest odpowiednie zabezpieczenie materialu przez
klinicyste pobierajacego material, przestrzeganie wa-
runkéw transportu, temperatury i czasu utrwalania.
Czas utrwalania nie powinien by¢ krétszy niz 6 godzin
i dluzszy niz 48 godzin dla matych wycinkéw oraz
72 godziny dla wiekszego materiatu {16, 23-25}.
Duzy material pooperacyjny wymaga wstepnego
opracowania zgodnie z zaleceniami Polskiego Towa-
rzystwa Patologéw [26]. Material powinien trafi¢
do jednostki diagnostyki patomorfologicznej przed
uplywem maksymalnego czasu utrwalania, najlepiej
w ciggu 24 godzin.

Znaczenie ma takze czas uplywajacy od pobrania
materiatu do jego utrwalenia (tzw. cold ischemia), kt6-
ry powinien by¢ jak najkrdtszy (najkorzystniej poni-
zej 30 minut, nie dluzszy niz 60 minut), oraz rodzaj
i objeto$¢ utrwalacza. Zwalidowanym i powszechnie
stosowanym utrwalaczem wykorzystywanym w dia-
gnostyce patomorfologicznej do oceny czynnikéw
predykeyjnych jest 10% roztwér zbuforowanej for-
maliny o obojetnym pH (7,2-7,4). Przyjeta zasada
jest 10-krotnie wicksza objetos¢ srodka utrwalajace-
go w stosunku do utrwalanego materiatu. Ekspre-
sje biatka PD-L1 kazdorazowo nalezy wykonywaé
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Rycina 1. Ocena ekspresji biatka PD-L1, klon 22C3. Mate-
rial operacyjny. Rak niedrobnokomérkowy (gruczolowy,
lity) pluca z widoczng reakcja blonowa w komérkach raka
(TPS = 100%)

100pn + Y
Rycina 3. Widoczna reakcja blonowa w komoérkach raka
niedrobnokomérkowego (klon SP263) — czarne strzalki, oraz
w komponencie zapalnym — czerwone strzatki

z kontrolg dodatnia i ujemna, co pozwala na oceng
wiarygodnosci zachodzacej reakeji [16, 23-251.

Istotne jest takze przestrzeganie warunkéw prze-
chowywania bloczkéw parafinowych, ktére sa okre-
slone w programie akredytacji jednostek diagnostyki
patomorfologicznej {27].

Wykonanie predykcyjnego testu IHC jest mozliwe
na skrawkach uzyskanych z archiwalnego materiatu
z bloczkéw parafinowych. Znaczenie dla jakosci i wia-
rygodnosci testu ma jednak czas ich przechowywania.
Przyjmuje si¢, ze optymalny jest material nie starszy niz
3-letni, chociaz akceptowalne sa réwniez starsze blocz-
ki parafinowe, jednak maksymalnie do 5 lat {16, 24}.

Nieprzestrzeganie zasad utrwalania i przeprowa-
dzania materialu przeznaczonego do oceny ekspres;ji
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SP263. Mate-
rial operacyjny. Rak niedrobnokomoérkowy (gruczolowy,
gléwnie lity) z widoczna reakcja blonowa, ogniskowo z pod-
barwieniem cytoplazmy w 100% komérek raka (TS = 100%)

biatka PD-L1 powoduje zmiany w budowie antygenu,
co w konsekwengji uniemozliwia jego rozpoznanie przez
swoiste przeciwcialo, negatywnie wplywa na wynik ba-
dania immunohistochemicznego i moze by¢ przyczyna
wynikéw falszywie dodatnich lub ujemnych.

Ocena mikroskopowa ekspresji biatka PD-L1

Do oceny immunohistochemicznej ekspresji biatka
PD-L1 sa wykorzystywane gléwnie klony przeciwcial
22C3 (Agilent Technologies/Dako), SP263 (Venta-
na) oraz 28-8 (Agilent Technologies/Dako). W tescie
ocenia si¢ odsetek komérek nowotworowych wyka-
zujacych dodatnia reakcje w odniesieniu do catkowi-
tej liczby komoérek raka w materiale (tumor proportion
score — TPS, tumor score — TS). Dodatnia reakcjg jest
reakcja blonowa (w przypadku klonéw 22C3, 28-8)
(rycina 1) lub blonowa z mozliwo$cia podbarwienia
cytoplazmy (klon SP263) (rycina 2), o kazdej inten-
sywnosci, ciggla lub nieciagla. Reakcja wylacznie
cytoplazmatyczna nie jest uznawana za pozytywna.
Minimalna liczba komoérek nowotworowych w ma-
teriale zakwalifikowanym do testu powinna wynosi¢
> 100 [16, 17, 20, 24, 251.

Ocena reakcji IHC w preparatach mikroskopo-
wych moze stwarza¢ trudnosci, ktére czesto wynikaja
z wielko$ci i jako$ci materiatu, morfologii zmian, jak
réwniez doswiadczenia patomorfologa. Odrdznienie
prawdziwie dodatniej reakcji IHC od falszywej bywa
trudne, zwlaszcza w wycinkach zawierajacych artefak-
ty zwiazane m.in. z pobraniem materialu (mechanicz-
ne zgniecenie nacieku nowotworowego), obecnoscia
rozleglej martwicy i naciekéw zapalnych (rycina 3).
Jest réwniez trudniejsze w preparatach, ktére za-
wieraja niewielki odsetek diagnostycznych komoérek
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Rycina 4. Biopsja gruboiglowa przez $ciane klatki piersio-
wej. Widoczna staba, blonowa ekspresja bialka PD-L1 (klon
SP263) w komoérkach raka

o A
P L {
Rycina 6. Widoczna ekspresja bialka PD-L1 w komérkach
zapalnych otaczajacych naciek raka (klon 22C3) — czerwone
strzalki, oraz reakcja blonowa w nielicznych komoérkach raka
— czarne strzatki

nowotworowych oraz gdy reakcja nie jest bardzo in-
tensywna (rycina 4) {16, 17, 24, 25].

Dodatnia reakcje blonows wykazuja tez makrofa-
gi plucne i komérki zapalne, co moze by¢ przyczyna
blednych rozpoznan (ryciny 5-7). Obecno$¢ reakeji
falszywie dodatniej stwierdza si¢ réwniez w obsza-
rach martwicy i gromadzenia si¢ §luzu, a takze w ob-
umarlych komérkach nowotworowych (zwykle tylko
w postaci zabarwienia cytoplazmy). W zwiazku z tym
ocena ekspresji biatka PD-L1 powinna odbywaé sie
w pordéwnaniu z odpowiednim preparatem barwio-
nym hematoksyling-eozyng (HE) (rycina 8) {16, 24}.

W rozpoznaniu patomorfologicznym wskazane jest
umieszczenie numeru wybranego bloczka parafinowe-
go, z ktérego zostal wykonany test, podanie nazwy
wykorzystanego klonu przeciwciata, zastosowanych

Rycina 5. Widoczna silna ekspresja blonowa w komérkach
raka (klon 22C3) — czarne strzalki, oraz reakcja blonowa
w blonie komérkowej makrofagéw wypetniajacych otaczajace
pecherzyki ptucne — biale gwiazdki
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Rycina 7. Widoczna ekspresja biatka PD-L1 w komérkach
zapalnych towarzyszacych naciekowi nowotworowemu — czer-
wone strzatki, brak eskpresji w komérkach raka — czarne
strzatki

kryteriéow oceny (ze wzgledu na odmienne punkty
odcigcia w kwalifikacji do leczenia réznymi prepara-
tami), najlepiej z podaniem procentu komoérek no-
wotworowych wykazujacych ekspresje biatka PD-L1
(TPS, TS), oraz informacji, czy test byl testem labo-
ratoryjnym, opracowanym i zwalidowanym wylacznie
w pracowni, w ktorej byl wykonywany (laboratory de-
veloped test — LDT), czy tez byl testem towarzyszacym
(companion diagnostic test — CDx) badz uzupelniajacym
(complementary diagnostic test) {17, 20, 24, 25}. Za-
stapienie testu towarzyszacego czy uzupelniajacego,
na podstawie ktoérego pacjenci sa kwalifikowani do
leczenia IPKI, testem laboratoryjnym wymaga prze-
prowadzenia wewnetrznej standaryzacji i walidacji
metody. Zgodnie z zapisem umieszczonym w pro-
gramie leczenia raka pluca i miedzybtoniaka optucne;
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Rycina 8. Biopsja gruboiglowa raka pluca z widoczna staba
ekspresja biatka PD-L1 (klon SP263), z wycinkiem barwio-
nym HE

wymagany jest systematyczny udzial jednostek prze-
prowadzajacych predykcyjne testy immunohistoche-
miczne oceniajace ekspresje bialka PD-L1 w progra-
mach kontroli jakosci w celu uzyskania certyfikatu
dla testu wykorzystywanego w pracowni {9}].

Podsumowanie

Diagnostyka raka pluca odbywa si¢ zwykle na
podstawie unikatowego materiatu oligobiopsyjnego
lub cytologicznego, co wymaga niezwykle racjonal-
nego sposobu postgpowania, zmierzajacego nie tylko
do ustalenia rozpoznania, lecz takze wykonania badan
predykcyjnych. Ze wzgledu na unikatowos$¢ materiatu
i zwickszajaca si¢ liczbe wymaganych do oceny bio-
markeréw najkorzystniej jest wykonaé ocen¢ immu-
nohistochemiczna ekspresji biatka PD-L1 w momen-
cie ustalania rozpoznania patomorfologicznego.
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Krajobraz po IMpassion 131

W ostatnich latach doszto do znaczacych zmian w le-
czeniu systemowym raka piersi, ktorych podstawe sta-
nowily wyniki badan IMpassion 131 i KEYNOTE-355.
Badanie IMpassion 131 nie potwierdzilo, by polacze-
nie atezolizumabu z nab-paklitakselem wydtuzato
czas wolny od progresji u pacjentéw z nieresekcyj-
nym, miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym,
potréjnie ujemnym rakiem piersi (¢riple-negative breast
cancer — TNBC) w poréwnaniu z monoterapia pakli-
takselem. Efektem wynikéw badan bylo wycofanie
zastosowania atezolizumabu w tym wskazaniu oraz
cofniecie rekomendacji amerykanskiego Urzedu ds.
Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration —
FDA) [ 1-3Y. European Society of Medical Oncology i Na-
tional Comprehensive Cancer Network nadal zalecaja za-
stosowanie atezolizumabu w celu leczenia pacjentéw
z nieoperacyjnym, miejscowo zaawansowanym lub
przerzutowym TNBC z ekspresja PD-L1 na komor-
kach zapalnych naciekajacych guz, ktérzy nie otrzy-
mywali wcze$niej chemioterapii {4-6}. W Polsce
wyniki badania IMpassion 131 zostaly uwzglednio-
ne przez Agencje Oceny Technologii Medycznych
i Taryfikacji, ktora uznata objecie atezolizumabu re-
fundacja za nieuzasadnione {7}. Z tego powodu pre-
ferowanym schematem lekowym przewidzianym dla
pacjentéw z przerzutowym lub miejscowo zaawanso-
wanym TNBC pozostaje pembrolizumab w polacze-
niu z chemioterapia {8].

Powyzsze doniesienia zostaly ujete w programie
lekowym B.9.FM, uwzglednionym na liScie refun-
dacyjnej opublikowanej przez Ministerstwo Zdrowia
30 sierpnia 2023 roku {9].

Pembrolizumab moze zostaé zastosowany w pierw-
szej linii leczenia przerzutowego TNBC z ekspresja
PD-L1 w skojarzeniu z paklitakselem albo z gemcy-
tabing i karboplatyna. Ponadto program lekowy obej-
muje takze przedoperacyjne podanie pembrolizumabu
w skojarzeniu z chemioterapia oraz kontynuacje lecze-
nia pembrolizumabem po resekcji miejscowo zaawan-

sowanego lub wczesnego TNBC z duzym ryzykiem
nawrotu. Biorac pod uwage mozliwos¢ jednokrotnego
zastosowania pembrolizumabu w programie lekowym
oraz ryzyko potencjalnie ciezkich skutkéw ubocznych
terapii, kwalifikacja pacjentéw musi by¢ poprzedzona
doktadna ocena ekspresji PD-L1.

Zasady oceny ekspresji PD-L1 w TNBC

Dobor testu

Na rynku dostgpne sa cztery zatwierdzone przez
FDA protokoly stuzace do oceny ekspresji PD-L1 oraz
liczne testy immunohistochemiczne rézniace si¢ powi-
nowactwem przeciwcial do materialu nowotworowego.
Klon PD-L1 22C3 oparty na mysich przeciwciatach
monoklonalnych anty-PD-L1 jest jedynym testem
zatwierdzonym przez FDA do oceny ekspresji PD-L1
w TNBC przed rozpoczeciem terapii pembrolizuma-
bem [10}. Niemniej jednak literatura bogata jest w do-
niesienia dotyczace zgodno$ci pomiedzy poszczegdlny-
mi testami. Badania sugerujg, ze klon SP142 wykrywa
mniej guzéw PD-L1-pozytywnych niz pozostate klony
i jego zastosowanie moze by¢ przyczyna wystapienia
wynikéw falszywie ujemnych. Przeciwnie, zastosowanie
klonu SP263 moze prowadzi¢ do uzyskania wyzszego
odsetka guzéw PD-L1-pozytywnych niz przy uzyciu
innych testow. Obecny stan wiedzy nie pozwala jed-
noznacznie stwierdzi¢, czy wynika to z wyzszej czulo-
$ci klonu SP263 oraz czy zwigkszona rozpoznawalnos¢
guzéw wykazujacych ekspresje PD-L1 koreluje z odpo-
wiedzig kliniczng na leczenie {11-13].

Aktualny program lekowy B.9.FM umozliwia za-
stosowanie pembrolizumabu w leczeniu pacjentéw
z TNBC po wykazaniu ekspresji PD-L1 CPS > 10 za
pomoca zwalidowanego testu. Zwazywszy, ze PD-L1
IHC 22C3 jest jedynym testem rekomendowanym
przez FDA do oceny ekspresji PD-L1 w TNBC, w dal-
szej cze$ci artykutu uwzgledniono jedynie wskazdw-
ki praktyczne dotyczace prawidlowej oceny PD-L1
z uzyciem tego klonu.
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Obliczanie CPS

Ekspresja PD-L1 w TNBC oceniana jest za pomoca
systemu Combined Positive Score (CPS), definiowanego
jako iloraz liczby komérek wykazujacych ekspresje
PD-L1 (komorki raka inwazyjnego, limfocyty i ma-
krofagi) przez wszystkie zywe komérki raka inwa-
zyjnego oraz calo$§¢ pomnozona przez 100 (rycina 1).
Wedlug ustalonych rekomendacji, TNBC jest PD-L1-
-ujemny, gdy CPS wynosi < 10 (CPS < 10), natomiast
gdy CPS > 10, to TNBC jest PD-L1-dodatni (CPS = 10).
Maksymalny mozliwy do uzyskania CPS wynosi 100.
W przypadku przekroczenia tej wartosci w wyniku
obliczen, wynik zaokraglamy do 100. Wynik CPS jest
zawsze liczbg catkowita, dlatego w zapisie unikamy
warto$ci procentowych oraz ulamkéw.

Ocena PD-L1 i kalkulacja CPS powinna zosta¢ prze-
prowadzona pod 20-krotnym powickszeniem obick-
tywu. Jezeli komérki nowotworowe maja ok. 20 um
srednicy, to pod 20-krotnym powigkszeniem bedzie-
my widzieli w calym polu widzenia ok. 2500 komérek
nowotworowych. Dokladne ustalenie wartosci CPS
wymaga oceny calego preparatu, poniewaz rozktad
ekspresji w obrebie guza jest czgsto niejednorodny.
W celu obliczenia CPS w pierwszej kolejnosci nalezy
okresli¢ calkowita liczbe komoérek raka inwazyjnego
(mianownik CPS), a nastepnie liczbe komoérek raka
inwazyjnego, limfocytéw i makrofagéw, ktére wyka-

Liczba komérek raka inwazyjnego, limfocytéw i makrofagéw z ekspresja PD-L1

zujg ekspresje PD-L1 (licznik CPS). Do oceny CPS
mozna wykorzysta¢ nastepujace metody:

* jezeli guz cechuje si¢ nieréwnomierna ekspresja
PD-L1, to caly jego obszar nalezy podzieli¢ na seg-
menty o identycznej liczbie komérek nowotworo-
wych — CPS dla kazdego segmentu obliczany jest
oddzielnie, a ekspresja w obrebie calego guza jest
sumg CPS wszystkich segmentéw podzielong przez
ich liczbe,

* jezeli jedynie niewielki obszar guza wykazuje eks-
presje PD-L1, nalezy w pierwszej kolejnosci ocenié,
jaki procent calego guza stanowi obszar z ekspresja
PD-L1, a nastepnie nalezy obliczy¢ CPS tylko dla
tego obszaru, natomiast otrzymany wynik pomno-
zy¢ przez wcze$niej wyliczony procent powierzchni
guza.

Kryteria wlaczenia i wylaczenia komorek
do oceny CPS w TNBC

Aby preparat nadawal si¢ do oceny, musi zawiera¢
przynajmniej 100 zywych komorek raka inwazyjne-
go. W przeciwnym wypadku nalezy sprobowaé po-
wtérzy¢ ocene po glebszym skrojeniu materiatu lub
wybraé inny bloczek parafinowy, jezeli jest dostepny.
Ekspresja PD-L1 w zaleznosci od komérki moze by¢
widoczna w formie reakcji blonowej lub cytoplazma-
tycznej (rycina 2).

CPS =

X 100

Calkowita liczba zywych komoérek raka inwazyjnego

Rycina 1. Wz6r CPS do oceny PD-L1 w raku tréjujemnym piersi
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Rycina 2. Ekspresja PD-L1 w TNBC. Strzalka czerwona
zaznaczono ziarnista, cytoplazmatyczng ekspresje w komor-
kach zapalnych. Strzatka niebieskg zaznaczono blonowa eks-
presje w komorkach raka inwazyjnego
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W przypadku komorek raka inwazyjnego bedzie
widoczna glownie ekspresja blonowa. Cz¢s¢ komoérek
raka moze wykazywac reakcje cytoplazmatyczna, ale
do obliczenr CPS wlaczamy tylko komérki z ekspresja
btonowa lub blonowa i cytoplazmatyczng. Komor-
ki nowotworowe wykazujace wylacznie zabarwienie
cytoplazmy nie sa wliczane do kalkulacji CPS. Nalezy
zwrbci¢ uwage, ze reakcja blonowa moze by¢ przery-
wana oraz o dowolnej intensywnosci.

W przypadku komoérek zapalnych wymaganych
w liczniku CPS uwzgledniamy tylko liczbe limfocy-
téw i makrofagéw z obecnoscia ekspresji PD-L1. Po-
nadto w obliczeniach uwzgledniamy tylko komorki
zapalne, ktére sa w obrebie raka lub w jego bezpo-
$rednim sasiedztwie. Nalezy uwzgledni¢ jedynie jed-
nojadrzaste komorki zapalne widoczne w tym samym
polu widzenia co guz pod 20-krotnym powicksze-
niem (zazwyczaj do 0,5 mm od komédrek nowotworo-
wych). Limfocyty beda wykazywaly zwykle ekspresje
cytoplazmatyczng, ziarnista, o rdznej intensywnosci.
Z kolei makrofagi beda charakteryzowaly si¢ ekspresja
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blonowa. Na potrzeby kalkulacji CPS makrofagi i hi-
stiocyty uznawane sa za te same komorki, a kazda
wielojadrzasta komorka zapalna — za pojedyncza ko-
morke i jest takze uwzgledniana w liczniku CPS.
Nalezy podkresli¢, ze w liczniku i mianowniku CPS
nie uwzglednia sie komorek raka przewodowego i zra-
zikowego n situ (DCIS oraz LCIS). Ponadto, tagodne
komorki nablonkowe, neutrofile, eozynofile i komorki

Tabela 1. Kryteria wlaczenia i wylaczenia do oceny CPS

plazmatyczne réwniez nie sg uwzgledniane przy ocenie
CPS. Wszystkie kryteria wlaczenia i wylaczenia w celu
obliczenia CPS zestawiono w tabeli 1.

Jak juz wezesniej wspomniano, duza heterogenno$é
TNBC sprawia, ze w obrebie guza moga wystgpowac ob-
szary o roznej ekspresji i wzorach rozktadu PD-L1 [14}.
Ekspresja PD-L1 w guzie moze by¢ réwnomiernie roz-
lozona (ekspresja ,,rozproszona”) lub wystepowaé jedy-

KOMORKI UWZGLEDNIANE W MIANOWNIKU CPS

KOMORKI WYKLUCZONE W MIANOWNIKU CPS

wszystkie zywe komorki raka inwazyjnego

martwica

komérki raka przewodowego i zrazikowego iz situ
(DCIS i LCIS)

wszystkie komorki zapalne
tagodne komoérki nablonkowe

komérki zrebu, w tym fibroblasty

KOMORKI UWZGLEDNIANE W LICZNIKU CPS

KOMORKI WYKLUCZONE W LICZNIKU CPS

wszystkie zywe komorki raka inwazyjnego wykazujace
cze$ciowe lub calkowite, linijne zabarwienie bony
komoérkowej o dowolnej intensywnosci

jednojadrzaste komérki zapalne (limfocyty i makrofagi)
w obrebie raka lub w jego bezposrednim sasiedztwie
wykazujace zabarwienie blony komérkowe;
lub cytoplazmy o dowolnej intensywnosci

wszystkie komorki raka inwazyjnego oraz zapalne
bez widocznej ekspres;ji

komérki raka inwazyjnego wykazujace wylacznie
wybarwienie cytoplazmatyczne

komorki raka przewodowego i zrazikowego in situ
(DCIS i LCIS)

komérki zapalne zwigzane z rakiem przewodowym
lub zrazikowym iz situ

komérki zapalne zwigzane ze zmianami niezto$liwymi
komorki zapalne niezwiazane bezposrednio z rakiem
neutrofile, eozynofile i komérki plazmatyczne
tagodne komoérki nablonkowe
komérki zrebu, w tym fibroblasty

martwica

L R ARG . -4 _. L g A
B8 9 S R P s i

Rycina 3. Na mikrofotografii A widoczna ,ogniskowa” ekspresja PD-L1 w TNBC. Na mikrofotografii B widoczna ,roz-

proszona” ekspresja PD-L1 w TNBC
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nie

w jego czesci (ekspresja ,,zagregowana” lub ,,ogni-

skowa”) (rycina 3). Z tego powodu istnieje ryzyko,

ze

ocena materialu tkankowego pobranego droga

biopsji gruboiglowej w przypadku guzéw wykazujacych
ogniskowa ekspresje PD-L1 bedzie falszywie ujemna.
Statystycznie ok. 50% TNBC powinno wykazywac
ekspresje PD-L1 {15, 16}.
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Rak przelyku stanowi istotny problem kliniczny
w skali globalnej i odpowiada za ponad pél miliona
zgondw rocznie. Znakomita wickszo$¢ przypadkéw to
wariant plaskonablonkowy (ok. 85%) raka przelyku,
ze znacznym zrdznicowaniem geograficznym czestosci
wystepowania. Rak plaskonablonkowy przelyku wy-
krywany jest zazwyczaj w zaawansowanym stadium
choroby i w przypadkach nieoperacyjnych leczony jest
chemioterapia. Wyniki ostatnich badan CheckMate 648
i KEYNOTE-590 wykazaly, ze dodanie do klasycznej
chemioterapii przeciwcial monoklonalnych przeciwko
receptorom PD-L1 lub zastosowanie kombinagji lecze-
nia immunologicznego skutkowalo istotnym wydhuze-
niem czasu przezycia pacjentdw (overall survival — OS)
bez wzgledu na status ekspresji PD-L1 i przezycia wol-
nego od choroby (diseasefree survival — DES) u chorych
z ekspresjg PD-L1 wynoszacg TC> 1% i CPS > 10. We-
diug danych $wiatowych odsetek takiej ekspresji wyste-
puje w ok. 50% rakéw plaskonablonkowych przelyku,
co naklada na patomorfologdéw obowiazek przeprowa-
dzenia oceny predykcyjnej w materiale tkankowym.
Ponizej przedstawiono algorytm oceny ekspresji PD-L1
w raku plaskonablonkowym przetyku.

Klony 22C3, SP142 oraz 28-8 sa przeznaczone do
jakosciowego wykrywania biatka ligandu 1 programo-
wanej $mierci (programmed death ligand-1 — PD-L1).
Wedlug zalecenn amerykainskiego Urzedu ds. Zywno-
sci i Lekow (Food and Drug Administration — FDA) do
oceny ekspresji PD-L1 w raku plaskonablonkowym
przelyku rekomendowany jest klon 22C3. Wykorzy-
stuje sie material utrwalony w 10% zbuforowanej
formalinie i zatopiony w parafinie. Zasady wykonania
badai immunohistochemicznych zawarte sg w cze$ci
og6lnej niniejszego opracowania.

Zasady oceny ekspresji PD-L1 w raku plaskona-
blonkowym przetyku:

1) ocena adekwatnosci materiatu tkankowego,
2) ocena kontroli barwienia,

3) ocena ekspresji PD-L1,

4) oznaczenia CPS i/lub TPS/TC (%) — zasady formu-
towania raportu.

Ad 1. Do oceny kwalifikujemy material pocho-
dzacy z komponentu inwazyjnego zaawansowanego
raka plaskonablonkowego zawierajacy co najmniej
100 dobrze zachowanych komérek nowotworowych.
Material moze pochodzi¢ z biopsji endoskopowej lub
zabiegu chirurgicznego zmiany pierwotnej badz prze-
fzutu NOWOtwWOrowego.

Ad 2. Test z uzyciem przeciwciata anty PD-L1 wy-
maga przeprowadzenia kontroli jako$ci. Wyrdzniamy
dwa typy tego testu:

* kontrola pozytywna — linie komérkowe dostarczone
przez producenta, o umiarkowanej ekspresji biatka
PD-L1 i niewykazujace ekspresji biatka PD-L1,

* kontrola negatywna (NCR) — préobka tkanki pa-
¢jenta utrwalona i zatopiona w parafinie + zbufo-
rowane mysie przeciwcialo monoklonalne IgG.
Rutynowo stosuje si¢ NCR, ktére musi spelni¢

kryteria akceptowalno$ci.

Kryteria akceptowalne — kontrola jakosci

Pozytywna

* PDL-1 {+] ekspresja blonowa
70% komorek ---- 22¢3
80% komorek ---- 28.8

Negatywna {NCR}

* Brak p/ciata

® Brak reakgji blonowej

* Intensywno$¢ barwienia

* Intensywno$¢ barwienia < {1+1]
>{1+} * Dopuszczalny odczyn
cytoplazmatyczny

o intensywnosci < [1+1}

Ad 3. Pozytywna ekspresja PD-L1 to odczyn blo-
nowy o kazdej intensywnosci wybarwienia, czeSciowy
lub ciagly, w testowanych komoérkach raka oraz od-
czyn blonowo-cytoplazmatyczny w limfocytach i ma-
krofagach znajdujacych sie w bezposrednim sasiedz-
twie lub obrebie guza. Do pozytywnych wynikéw
reakcji PD-L1 nie zaliczamy ekspresji w martwicy,
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Rycina 1. Pozytywna i negatywna (NCR) kontrola jako$ci barwienia PD-L1

Rycina 2. Intensywnos¢ reakeji: {+ 11, {+2}i{+3}

zagnieceniach tkankowych, w tym na brzegu wycin-
ka, w nieinwazyjnym komponencie nowotworu.

Ad 4. W zaleznosci od potrzeb programu lekowe-
go w ocenie ekspresji PD-L1 w raku ptaskonablon-

CPS

PDL-1 stainings cells {tumor cells and immune cells: lymphocytes, macrophages}

kowym przelyku stosujemy indeksy CPS (combined
positive score) lub — rzadziej — TPS/TC% (positive tumor
cell expression) z zastosowaniem punktdéw odciecia od-
powiednio 101 1%.

(combined positive score)

TPS/TC (%)
[%PDL-1 positive tumor cells expression}

Zgodnie z obowiazujacymi obecnie w Polsce wy-
tycznymi dotyczacymi immunoterapii raka plasko-
nablonkowego przelyku, pacjentéw kwalifikuje si¢ na
podstawie warto$ci bezwzglednej CPS > 10. W liczni-
ku proponowanego réwnania CPS bierzemy pod uwa-
ge pozytywna ckspresjc PD-L1 w komorkach raka
i w towarzyszacych komorkach zapalnych, w mia-
nowniku za$ liczbe calkowitag komérek raka ocenia-
nych w tym samym polu. W teorii wigc wskaznik CPS
moze przekroczy¢ 100, jednak warto$¢ te przyjmuje
si¢ jako maksymalna dla wyniku. Zaleca si¢ uzycie po-
wigkszenia X20 w celu wiarygodnej oceny stabej eks-
presji (+1) blonowej w komoérkach. Ekspresja PD-L1
w raku plaskonablonkowym przelyku jest czgsto nie-
jednorodna i nieréwnomiernie dystrybuowana. Nalezy

18

X 100

Total number viable tumor cells

PDL-1 positive tumor cells

X 100
Total number tumor cells

zatem oceni¢ liczne pola i za warto$¢ ostateczng CPS/
TC przyja¢ wyliczona $rednia — przyklady ponizej.

Dodatnie komoérki nowotworowe,

. limfocyty i makrofagi
CPS = Wszystkie zywe komorki X 100
nowotworowe
Kryteria wlaczenia (licznik)  Kryteria wlaczenia (mianownik)

¢ PDL-1 {+1 komorki w inwa-
zyjnym komponencie raka
ESCC

® Jednojadrowe komorki zapalne,
limfocyty, makrofagi

*BPDL-1 [+} oraz PDL-1 {-}
komoérki w inwazyjnym
komponencie raka ESCC
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Ponizej zaprezentowano przyklady oceny ekspresji
i TPS/TC).

Rycina 3. Przypadek 1. Rak plaskonablonkowy przelyku,
427 komoérek PD-L1(+), 1050 zywych komorek raka,
CPS 40, CPS > 10

{778 ﬁ:‘.‘- . J
Rycina 4. Przypadek 2. Rak plaskonablonkowy przelyku,

1243 komoérki PD-L1(+), 1300 zywych komorek raka,
CPS 95, CPS > 10

.1} DA { O

PD-L1 w raku plaskonablonkowym przetyku (CPS

»

Rycina 5. Przypadek 3. Rak plaskonablonkowy przelyku,
43 komorki PD-L1, 409 zywych komérek raka, CPS 11,
CPS =10

2 S

Rycina 6. Przypadek 4. Rak plaskonablonkowy przelyku,
0 komoérek PD-L1 (+), 1400 zywych komorek raka, CPS 0,
CPS<10

Heterogennosc¢ odczynu

Martwica

Neutrofile

Ropnie

Komorki podscieliska

H+H+HV

TC [%]= = [%]PDL-1[positive] tumor cells

4

cut off: PDL-1 expresion = 1%
PDL-1 expresion < 1%

Rycina 7. Przypadek 5. Rak plaskonablonkowy przelyku, heterogennos¢ odczynu
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Rycina 8. I: 79 PD-L1(+), 1000 zywych komoérek raka, Rycina 10. III: 167 PD-L1(+), 1200 zywych komérek
TPS/TC% = 7,9% raka, TPS/TC% = 13,9%

o *

Rycina 9. II: 150 PD-L1(+), 300 zywych komoérek raka, Rycina 11.1V: 25 PD-L1(+), 1100 zywych komérek raka,
TPS/TC% = 50% TPS/TC% = 2,2%

Heterogennosc odczynu

Komponent inwazyjny
2100 komdrek nowotworowych
Kontrola jakosci

TC [95)= SEORHAE _ 15 5 94 pDL-1[4)

4

Wynik: PDL-1 expresion = 1%

Rycina 12. Przypadek 5. Podsumowanie
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Raport koncowy oceny ekspresji PD-L1 w raku
przetyku:

1) typ materialu — biopsja »s material operacyjny;
zmiana pierwotna us przerzut, material histolo-
giczny vs cytoblock,

2) barwienie PD-L1 — klon (22C3, 28-8),

3) kwalifikacja — material wystarczajacy (= 100 ko-
morek raka) vs niewystarczajacy,

4) kontrola negatywna (NCR) — akceptowalna vs
nieakceptowalna,

5) wynik liczbowy: CPS (< /> 10) lub TPS/TC (< /
> 1%).
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REKOMENDACJE WYKONANIA I OCENY PD-L1 w RAKACH
PLASKONABLONKOWYCH GLOWY I SZYI

Ewa CHMIELIK!', MONIKA DURZYNSKA?
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?Zaklad Patomorfologii Nowotworéw, Narodowy Instytut Onkologii — Pafstwowy Instytut Badawczy, Warszawa

Wstep

W raku plaskonablonkowym rejonu glowy i szyi
wskazaniem do oceny ekspresji PD-L1 jest kwalifika-
¢ja do leczenia pembrolizumabem w monoterapii lub
w skojarzeniu z chemioterapia opartg na pochodnych
platyny i 5-fluorouracylu (5-FU) u chorych dorostych
z pierwszorazowym nawrotem raka z przerzutami lub
z rakiem nieoperacyjnym {1}.

Rejestracje produktu leczniczego oparto na wyni-
kach wieloosrodkowego, trojramiennego, otwartego
badania klinicznego z randomizacja KEYNOTE-048.
Do badania wlaczono 882 chorych z rakiem ptasko-
nablonkowym glowy i szyi. W badaniu wykazano
statystycznie istotne wydluzenie czasu przezycia cal-
kowitego (overall survival — OS) u chorych w ramieniu
z pembrolizumabem i chemioterapia w poréwnaniu
z chorymi w ramieniu z cetuksymabem i chemiotera-
pig. Mediana OS wyniosta odpowiednio 13 miesiecy
oraz 10,7 miesiagca (HR = 0,77; 95% CI: 0,63—0,93;
p = 0,0067). Uwzgledniajac poziom ekspresji PD-L1
w podgrupie chorych z CPS > 1, mediana OS wy-
nosita 12,3 miesiaca w ramieniu z pembrolizuma-
bem oraz 10,3 miesigca w ramieniu z cetuksymabem
i chemioterapia (HR = 0,78; 95% CI: 0,64-0,96;
p = 0,0171), natomiast u chorych z CPS > 20 me-
diana OS wynosita 14,9 miesiaca dla pembrolizuma-
bu i 10,7 miesiaca dla cetuksymabu z chemiotera-
pia (HR = 0,61; 95% CI: 0,45-0,83; p = 0,0015).
W badanej grupie dodatni wynik CPS > 1 stwierdzo-
no u 85% chorych {2}].

Wybér materiatu i badania kontrolne

Histopatologicznym kryterium wiaczenia do ba-
dania jest potwierdzony rak plaskonablonkowy jamy
ustnej, ustnej albo krtaniowej czesci gardta lub krtani
(ICD-10 €01, €02, C03, C04, C05, C06, C09, C10,
C12, C13, C14, C32). Materiat do badania moze po-
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chodzi¢ z ogniska pierwotnego, wznowy, przerzutu
odlegtego lub przerzutu do weztéw chlonnych {3}.
Immunohistochemiczna ocene ekspresji PD-L1 wy-
konuje si¢ na skrawkach skrojonych z bloczkéw para-
finowych. W celu zapewnienia odpowiedniej jako$ci
materialu wycinki powinny by¢ utrwalone w 10%
zbuforowanej formalinie, natomiast czas utrwala-
nia powinien wynosi¢ migdzy 6 godzin a 72 godzi-
ny w zalezno$ci od wielko$ci materiatu. Z bloczka
parafinowego nalezy skroi¢ trzy preparaty niebar-
wione o grubo$ci 4-5 um, ktére nastepnie stuza do
wykonania barwienia hematoksylina-eozyna (H&E)
(ryciny 1A i 1C) (w celu potwierdzenia adekwatno-
$ci materialu), wykonania negatywnej kontroli oraz
badania immunohistochemicznego z PD-L1. Ocena
adekwatnos$ci materialu polega na potwierdzeniu
w preparacie co najmniej 100 zachowanych komérek
raka ptaskonablonkowego inwazyjnego. Przecigtnie,
pod powickszeniem 20X widocznych jest 2500 ko-
moérek raka plaskonablonkowego, jednak liczba ta
moze by¢ rézna w zaleznosci od podtypu raka i jego
morfologii. Istotne jest odrdznienie obszaru nowo-
tworu z rakiem nieinwazyjnym (w ktérym nie do-
konuje sie oceny PD-L1) od raka naciekajgcego. Na-
lezy unika¢ wyboru materiatu, w ktérym wstepuje
martwica [4].

Przed wdrozeniem oceny PD-L1 wskazane jest
przeprowadzenie walidacji przeciwciala w Zakla-
dzie Patomorfologii. W tym celu mozna wykorzy-
sta¢ preparaty kontrolne od producenta zawierajg-
ce linie komérkowe dodatnie i ujemne w badaniu
PD-L1, wewnatrzlaboratoryjna dodatnig i ujemna
kontrole tkankowa oraz dodatnia kontrole w mig-
datku podniebiennym (rycina 1D). Skrawki kon-
trolne z migdatka lub innych tkanek powinny by¢
stosowane kazdorazowo w wykonywanym procesie
barwienia. W migdatku w prawidlowo wykonanym
badaniu wystepuje intensywne zabarwienie blonowe
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w komoérkach nablonka krypt oraz stabe lub $rednie
blonowe zabarwienie makrofagéw centréw rozmna-
zania [4].

Obecnie do oceny ekspresji PD-L1 w raku plasko-

Ocena ekspresji PD-L1

Interpretacja barwienia immunohistochemicznego
PD-L1 powinna by¢ wykonana przez do§wiadczone-

nablonkowym glowy i szyi rekomendowane s3 dwa go patologa.
typy przeciwcial, tj. klon 22C3 pharmDx (Dako) (ryci- Ekspresja jest okreslana przy uzyciu lacznego wy-
na 1) oraz klon SP263 (Ventana) (ryciny 2B, D, E) [5].  jjku dodatniego (CPS).

& DAY S AT P A b 2, e A

Rycina 1. Ocena ekspresji PD-L1, klon 22C3. A) CPS = 22, stabo intensywny odczyn blonowy w komérkach raka, 20X.
B) CPS = 90, stabo i $rednio intensywny odczyn blonowy w komoérkach raka, 20X. C) CPS = 100, silnie intensywny
odczyn btonowy w komérkach raka, 20X. D) CPS = 50, odczyn dodatni w komérkach zapalnych (MICs), brak reakcji
w komorkach raka, 20X

Rycina 2. Przyklady ekspresji PD-L1, klon SP263 w raku krtani (A, B) i raku jezyka (C-E). A) Rak plaskonablonkowy
krtani, H&E, 40 X. B) Ekspresja PD-L1 w raku krtani, klon SP263, CPS = 70, 40 X. C) Rak plaskonablonkowy jezyka,
H&E, 10X. D) Ekspresja PD-L1 w raku jezyka, klon SP263, kontrola pozytywna w utkaniu migdatka, 0,26X. E) Eks-
presja PD-L1 w raku jezyka, klon SP263, CPS = 90, 20X
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Laczny wynik dodatni (CPS) jest obliczany na pod-
stawie liczby komérek PD-L1 dodatnich, czyli komé-
rek nowotworowych raka ptaskonablonkowego nacie-
kajacego i komoérek jednojadrzastych, bezposrednio
zwigzanych z odpowiedzig na nowotwér limfocytéw
i makrofagéw, w obrebie gniazd nowotworowych
i przylegajacego podscieliska w tym samym polu wi-
dzenia 20X co guz, podzielonej przez catkowitg liczbe
zywych komérek nowotworowych, a nastepnie po-
mnozona przez 100. Nalezy podkresli¢, ze komorki za-
palne zlokalizowane w pewnej odleglosci od komoérek
nowotworowych nie sg brane pod uwage. Inne typy
komérek (np. plazmocyty, granulocyty kwasochlonne,
komérki wielojadrzaste) nie sag uwzgledniane. Nato-
miast wielojadrowe komorki raka, ktére wykazuja blo-
nowe zabarwienie, sg uwzgledniane w liczniku. Eks-
presja PD-L1 w obszarach raka plaskonablonkowego
przedinwazyjnego (in situ), obszarach martwiczych lub
komoérkach mezenchymalnych podscieliska nie powin-
na by¢ oceniana {4].

W ocenie ekspresji komoérek raka bierze sie pod
uwage odczyn btonowy o kazdej intensywnosci (1+,
2+, 3+), ktéry moze by¢ kompletny lub cze$ciowy,
linearny lub ziarnisty. Jezeli z odczynem blonowym
wspolistnieje odczyn cytoplazmatyczny, to powinien
by¢ intensywniejszy. Komorki raka wykazujace wy-
tacznie odczyn cytoplazmatyczny powinny by¢ wyta-
czone z liczenia [4].

Ocena ekspresji limfocytéw i makrofagdéw uwzgled-
nia zaréwno odczyn cytoplazmatyczny, jak i blonowy
o kazdej intensywnosci. Dodatnie jednojadrowe ko-
morki zapalne, ktére towarzyszg rakowi zn situ lub
dysplazji nablonka czy zmianom lagodnym, nalezy
wykluczy¢ z sumowania.

Dodatnie komérki nowotworowe,
limfocyty i makrofagi

CPS = X 100

Wszystkie zywe komorki

NOWOtworowe

Wynik powyzszego réwnania jest doktadna wartoscig
liczbowa, przy czym maksymalna warto$¢ to CPS = 100.
Ekspresja PDL1 (CPS > 1) jest wykorzystywana
do kwalifikacji pacjenta do leczenia pierwszego rzutu
pembrolizumabem w nawrotowym i przerzutowym
raku plaskonablonkowym regionu glowy i szyi.
ELaczny wynik dodatni jest raportowany wedlug
trzech mozliwych kategorii:
® CPS < 1: brak ekspresji PDL1 (ujemny),
® CPS > 1: ekspresja PDL1 (dodatni),
® CPS > 20: ekspresja PDL1 (dodatni).
Poziom ekspresji PDL1 CPS > 20 moze by¢ intere-
sujacy dla lekarzy prowadzacych leczenie.
Oprécz kategorii w rozpoznaniu patologicznym na-
lezy poda¢ dokladna warto$¢ liczbowa, poniewaz kate-
gorie i wskazania moga ulec zmianie w przyszlosci [6].
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Raport patologiczny oceny PD-L1 w raku ptasko-
nablonkowym regionu glowy i szyi powinien zawie-
ra¢ dane kliniczne pacjenta, potwierdzenie obecno-
$ci 100 komérek raka w badanym materiale, rodzaj
klonu uzytego przeciwciala, rodzaje zastosowanych
kontroli, typ oceny z klinicznym punktem odciecia
i wartos$¢ absolutng CPS {7].

Podsumowanie

1. W obrebie regionu glowy iszyioceng PD-L1 wyko-
nuje si¢ w raku plaskonablonkowym jamy ustne;j,
ustnej i krtaniowej czeSci gardia oraz krtani na
zlecenie Kklinicysty (dotychczas nie ma wytycz-
nych, zeby ocenia¢ PD-L1 w kazdym nowo roz-
poznanym raku ptaskonablonkowym).

2. Patolog potwierdza rozpoznanie i obecno$¢ w pre-
paracie minimum 100 komorek raka ptaskona-
btonkowego inwazyjnego.

3. Do oceny ekspresji PD-L1 mozna uzy¢ klonu
22C3 pharmDx (Dako) lub SP263 (Ventana).

4. Blonowa ekspresja PD-L1 komoérek raka oraz blo-
nowa i/lub cytoplazmatyczna ekspresja komérek
immunologicznych sa oceniane jako dodatnie.

5. Wynik oceny podawany jest w CPS.

6. Wynik dodatni to CPS > 1.
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