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EKSPRESIJA | PROGNOSTICKI ZNACAJ LIGANDA PROGRAMIRANE CELIJSKE SMRTI
(PDL1) KOD KARCINOMA JAJNIKA

Sazetak

Uvod. Karcinom jajnika predstavlja relativno redak malignitet sa visokim mortalitetom. Nejasna
etiopatogeneza jedan je od razloga §to ciljana terapija joS uvek nije zauzela znacajno mesto u leCenju
ovih pacijentkinja.

Metod. Istrazivanje je kohortna studija u kojoj je analizirana ekspresija PD-L1 1 njen prognosticki
znacaj kod obolelih od karcinomom jajnika. Retrospektivni deo istrazivanja ukljucio je prikupljanje
demografskih podataka, informacija o klini¢ko-patoloskim karakteristikama tumora, nacinu lecenja 1
ishodu bolesti. Kod selektovanih pacijentkinja prospektivno je analiziran status PD-L1 receptora u tu-
morskom tkivu. Analizirana je ekspresija PD-L1 u uzorku, kao i njegova povezanost sa klinickopa-
toloskim karakteristikama tumora, odgovorom na primarni tretman i ishodom bolesti.

Rezultati. Ekspresija u ispitivanom uzorku bila je prisutna na 53% tumor infiltriSu¢ih limfocita (TIL),
40% tumor asociranih makrofaga 1 21% tumorskih ¢elija. Kod karcinoma ovarijuma tipl u FIGO stadi-
jumu III i IV primetna je nesignifikantno manja ekspresija PD-L1 na tumor infiltriSu¢im limfocitima 1
tumor infiltriSu¢im makrofagima. Ekspresija PDL-1 u tumorskim ¢elijama (32 (2) = 7,50, p =,024) bila
je statisticki znacajno povezana sa odgovorom na terapiju. Pokazana je marginalna znacajnost (LRT
(1) = 1,36, p <,05) u prezivljavanju pacijentkinja u odnosu na PD-L1 ekspresiju na tumorskim ¢elijama
sa protokom vremena.

Zakljucak. Ekspresija PD-L1 je najucestalija na tumor infiltriSu¢im limfocitima. Eskpresija PD-L1 na
tumorskim ¢elijama je znacajno pozitivno povezana sa odgovorom na standardnu terapiju. Sa protokom

vremena pracenja vecu verovatnocu prezivljavanja imaju pacijentkinje bez eksprimiranog PD-L1.
Kljuc¢ne reédi: karcinom jajnika, etiopatogeneza karcinoma, PD-L1 ekspresija, imunologija karcinoma
jajnika

Naucna oblast: medicina

UZa naucna oblast: Humana reprodukcija, perinatologija i neonatologija

UDK broj:




EXPRESSION AND PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF PROGRAMED CELL DEATH LI-
GAND (PDL1) IN OVARIAN CANCER

Abstract

Introduction. Ovarian cancer has relatively low incidence but high mortality. Undefined etiopathogen-
esis is one of the reasons that target treatment still did not take a significant place in ovarian cancer
treatment.

Methods. Research is a cohort study which analized PD-L1 expression and it’s prognostic role in ovar-
ian cancer patients. Retrospective part of the research included collecting demographic data of patients,
informations of clinical and pathological caracteristics of the tumor, implemented treatment and out-
come. PD-L1 receptor status in the tumor tissue was analyzed for the selected patients. Relation of PD-
L1 expression and clinical and pathological data was analyzed as well as the relation of PD-L1 expres-
sion with respond to standard treatment and outcome of disease.

Results. There was 53% tumor infiltrating lymphocytes (TIL) with PD-L1 expression, 40% tumor as-
sosiated macrophages and 21% tumor cells. Difference in PD-L1 expresion for ovarian cancer type 1
and 2 in advance stages ovarian cancer was insignificantly lower in type 1 for TIL and tumor assosiated
macrophages. There was statistically significant relation of PD-L1 expression on tumor cells and re-
spond to standar treatment (y2 (2) = 7.50, p = .024). Survival analysis showed marginally significance
(LRT (1) = 1,36, p <,05) benefit for patients without PD-L1 expression after two years follow up.
Conclusions. PD-L1 expression was most common on TIL. There was significant relation of PD-L1
expression on tumor cells and respond to standard treatment. After two years follow up there was high-

er survival probability for patients without PD-L1 expression.

Key words: ovarian cancer, cancer etiopathogenesis, PD-L1 expression, ovarian cancer immunology
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1.UvVOD

1.1. Epidemiologija karcinoma jajnika

Prema podacima Svetske Zdravstvene Orgnizacije (SZO) broj novoobolelih od karcinoma ovar-
jjuma 2020. godine bio je 313.959, §to ga Cini tre¢im po ucestalosti medu ginekoloskim malignitetima,
iza karcinoma grli¢a (604.100) i karcinoma tela materice (417.367). Iako tre¢i po ucestalosti, istie se
visokom stopom mortaliteta. Iste godine (2020.), mortalitet od karcinom jajnika iznosio je 207.252, §to
je vise od polovine dijagnostikovanih (1).

PetogodiSnje prezivljavanje obolelih od karcinoma jajnika je samo 30-40% (2). Vodec¢i faktor
loSe prognoze karcinoma jajnika jeste ¢injenica da je oko 75% novodijagnostikovanih u uznapredoval-
om stadijumu bolesti (International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) Il ili IV stadi-

jum) u vreme postavljanja dijagnoze (Tabela 1) (3).

Tabela 1. PetogodiSnje prezivljavanje obolelih od karcinoma jajnika prema FIGO stadijumu

FIGO stadijum | Il Il v

Petogodisnje

prezivljavanje (%) 89 71 41 20

Prema podacima Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER) samo 18%
novodijagnostikovanih sa karcinomom jajnika je u ranom stadijumu, kada je bolest ograni¢ena na
mesto primarnog ishodista. Prezivljavanje u ovoj grupi obolelih je oko 90%, dok je kod obolelih u uz-

napredovalom stadijumu, sa udaljenim metastazama, prezivljavanje znacajno losije (31,5%) (4).

1.2. Stadiranje karcinoma jajnika

Stadiranje karcinoma jajnika sprovodi se prema FIGO klasifikaciji (Tabela 2) (3).
Tabela 2. FIGO klasifikacija karcinoma jajnika (2018)

FIGO opis
stadijum



II

III

IA

IB

IC

ITA

I1B

II

III

IC1

IC2

IC3

IITA1

IIA1
(ii)

IITIA2

Tumor ograni¢en na jajnik ili jajovod

Tumor ogranicen na jedan jajnik, intaktne kapsule, ili jajovod, bez
malignih ¢elija na povrsini ili u ascitesu

Tumor ogranicen na oba jajnika intaktne kapsule, ili jajovod, bez
malignih ¢elija na povrsini ili u ascitesu

Tumor ograni¢en na jedan ili oba jajnika ili jajovoda sa slede¢im:

Hirursko rasipanje-

Ruptura kapsule preoperativno ili tumor na povrsini jajnika ili
jajovoda

Maligne cCelije u ascitesu ili lavatu

Tumor zahvata jedan ili oba jajnika ili jajovoda sa Sirenjem u karlici ili
peritonealni karcinom

Sirenje na druga pelviéna, intraperitonealna tkiva

Tumor zahvata jedan ili oba jajnika ili jajovoda, ili peritonealni
karcinom, sa citoloski ili histoloski potvrdenim Sirenjem na
peritoneum van male karlice i/ili metastaze i limfnim ¢vorovima

Samo pozitivni retroperitonealni limfni ¢vorovi (citoloski ili histoloski
potvrdeno)

Metastaze do 10 mm

Metastaze preko 10 mm

Mikroskopske ekstrapelvi¢ne peritonealne metastaze sa ili bez
pozitivnih limfnih ¢vorova

Makroskopske ekstrapelvi¢ne peritonealne metastaze najvece
dimenzije do 2 cm sa ili bez pozitivnih limfnih ¢vorova



obolelih od karcinoma jajnika posledica je ¢injenica da se radi o asimptomatskoj bolesti u ranim stadi-

jumima. Drugi razlog je nespecifi¢na simptomatologija u kasnijim stadijumima, koja neretko navodi na
ispitivanja patologije digestivnog trakta. Mali udeo karcinoma jajnika dijagnostikovanih u ranom stadi-
jumu ogranicava i moguénosti za razumevanje biologije, etiopatogeneza i biomarkera. I pored napretka
medicine, tehnologije i molekularne biologije, iskoraci u definisanju svih aspekata karcinoma jajnika su

jos uvek nedovoljni da bi se postigao krajnji cilj, a to je rana dijagnoza i adekvatno leCenje.

v

Kasno dijagnostikovanje kao jedan od osnovnih razloga visokog mortaliteta u populaciji

III

v

IV

1.3. Prognosticki faktori

relapsa sa protokom vremena bez obzira na terapijske modalitete (5). Razlika postoji, u pogledu inter-

Prirodni tok bolesti kada je u pitanju karcinom jajnika ide u pravcu skra¢ivanja intervala izmedu

Makroskopske ektrapelvi¢ne peritonealne metastaze nejvece dimenzije
preko 2 cm sa ili bez pozitivnih limfnih ¢vorova (ukljucujuci i
promene na kapsuli jetre 1 slezine, bez zahvatanja parenhima)

Udaljene metastaze

Pleuralne efuzije sa potvrdenom pozitivnhom citologijom

Metastaze parenhima i ekstraabdomialne metastaze (ukljucujuci

ingvinalne i limfne ¢vorove van abdomena)

vala do prve progresije bolesti, zavisno od inicijalnog lecenja.
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Slika 1. Prirodni tok karcinoma jajnika (izvor: Giornelli GH. Management of relapsed ovarian cancer: a

review. Springerplus. 2016 Jul 28;5(1):1197).

Klasi¢ni prognosticki faktori za karcinom jajnika se odnose na klini¢ke 1 patohistoloSke osobine
karcinoma, kao i1 serumski cancer antigen 125 (CA125) (6). Za razliku od drugih faktora, serumski
CA125 nema ulogu u ranom dijagnostikovanju bolesti. Njegova uloga je u periodu pracenja pacijentk-
inja nakon sprovedenog lecenja. Znacajni klini¢ko-patoloski faktori koji uti¢u na prognozu karcinoma
jajnika su FIGO stadijum bolesti, histoloski gradus tumora, tip sprovedenog operativnog zahvata, kao i
odgovor na hemioterapiju (6,7).

Kao sto je navedeno, petogodisSnje prezivljavanje se znacajno smanjuje sa FIGO stadijumom
bolesti, takode, uticaj ima i visoki histoloski gradus tumora. Vremenom se tip hirurSkog le¢enja, odnos-
no, postoperativni volumen rezidualnog tumora, izdvojio kao najznacajniji pojediani prognosticki fak-
tor (8). Du Bois i saradnici su jo§ 2009. godine prikazali znacaj rezidualnog tumora nakon operacije, sa
znacajno duzim prezivljavanjem bez progresije bolesti nakon kompletne resekcije (slika 2A). Medijana
prezivljavanja u grupi pacijentkinja kod kojih je postignuta kompletna resekcija je bila znacajno duza u
odnosu na grupu sa rezidualnim tumorom postoperativno (99,1 mesec (95% CI, 83,5 -), rezidualni tu-
mor 1-10 mm 36,2 meseca (95% CI, 34,6 - 39,4) i rezidualni tumor >10 mm 29,6 meseci (95% CI, 27,4
- 32,2)/(log rank test: P <.0001)) (slika 2B). Sa odrzavanjem navedenih razlika i kada se analiziraju
pojedinacni FIGO stadijumi (8).
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Slika 2A. PFS u odnosu na rezidualni tumor  Slika 2B. OS u odnosu na rezidualni tumor

(izvor: u Bois A, Reuss A, Pujade-Lauraine E, Harter P, Ray-Coquard I, Pfisterer J. Role of surgical
outcome as prognostic factor in advanced epithelial ovarian cancer: a combined exploratory analysis of
3 prospectively randomized phase 3 multicenter trials: by the Arbeitsgemeinschaft Gynaekologische
Onkologie Studiengruppe Ovarialkarzinom (AGO-OVAR) and the Groupe d'Investigateurs Nationaux
Pour les Etudes des Cancers de I'Ovaire (GINECO). Cancer. 2009;115(6):1234-44.)

1.4. Etiopatogeneza karcinoma jajnika
Mehanizam onkogeneze ostaje i dalje nedovoljno jasan iako su poznati faktori rizika koji se
dovode u vezu sa nastankom karcinoma jajnika, kao §to su pozitivna porodi¢na anamneza, genetske
mutacije (breast cancer geni 1 1 2 (BRCA1, BRCA2), mutacije povezane sa Lynch sindromom), pojava
drugih maligniteta (dojke, materice, debelog creva), endometrioza i nuliparitet (9,10).
Upravo je ovo razlog za postojanje brojnih hipoteza koje pokusavaju da objasne etiopatogenezu
karcinoma jajnika (10):
- hipoteza neprestane ovulacije, koja naglasava uticaj ponavljanih trauma na nivou epitela tokom peri-
oda ovulacije
- hipoteza retrogradne menstruacije, ukazuje na moguénost ektopi¢ne implantacije tkiva endometriju-
ma
- hipoteza stimulacije gonadotropinima hipofize sugerise da pod uticajem visokih nivoa gonadotropina
dolazi do stimulacije epitelnih ¢elija jajnika i povecanja broja mitoza i proliferacije epitela, te do
inkluzije epitelnih celija ka stromi, nakon ¢ega dolazi do maligne transformacije
- androgen/progesteron hipoteza definiSe protektivni uticaj progesterona, dok androgeni, koji su
povisSeni u postmenopauzi i kod gojaznih, imaju proonkogeni uticaj za karcinoma jajnika
- hipoteza strome jajnika, objasnjava nastanak karcinoma kao posledicu neadekvatne apoptoze teka i
granuloza ¢elija, te povisenih nivoa steroida, koji potom pozitivno uticu na nastanak karcinoma
- hipoteza inflamacija naglasava uticaj pelvi¢nih inflamatornih bolesti na nastanak karcinoma jajnika,

dok sa druge strane ligiranje jajovoda ima protektivni uticaj.

Detaljnijom analizom navedenih hipoteza, kao zajednicki faktor izdvaja se inflamacija (slika 3)

(10). Ovim se objasnjava i pik incidencije karcinoma jajnika koji je izmedu 65-70 godine, a ne u perio-

5



du intenzivnih ovulacija. Sa starenjem dolazi do promena na nivou ¢elije, koje imaju proinflamatorni
uticaj na okolinu. Radi se o takozvanom senescence stanju Celije, kada se dalja deoba ne moze nastaviti
ukoliko postoje ostecenja DNK celije (11).

Mehanizam bi se mogao tumaciti protektivno za nastanak karcinoma da nije poznato da ovakve
¢elije uti¢u na mikrokruzenje u proinflamatornom pravcu. Pojacana je produkcija proinflamatornih
citokina i hemokina, faktora rasta, proteaza i angiogenih faktora (11).

I druge hipoteze se preplicu sa inflamatornom hipotezom na razli¢ite nacine. Tako kod ovula-
torne hipoteze postoje inflamatorni faktori koji se oslobadaju nakon ovulacije i u toku reparacije usled
Cega se stvara velika koli¢ina citokina i enzima, kao Sto su prostaglandini, eikosanoidi, kolagenaze, in-
terleukini (IL), aktivatori plazminogena i drugi.

Sa druge strane, imuni odgovor se aktivira i kao odgovor na oStecenja nastalih prilikom rupture fo-
likula (10).

Hipoteza retrogradne menstruacije kao faktora u onkogenezi karcinoma ovarijuma, objasanjava
se takozvanom Fenton reakcijom na nivou jajovoda i jajnika, u kojoj ucestvuju metaboliti gvozda iz
menstrualne krvi bogate prostaglandinima i citokinima, a predstavlja oksidativni proces iz koga se
oslobadaju reaktivni hidroksilni radikali. Ovako nastali radikali mogu uticati na malignu transformaci-
ju. Navedeni mehanizam retrogradne menstruacije 1 oslobadanja proinflamatornih faktora tokom ovu-

lacije, gotovo su identi¢ni mehanizmu koji se opisuje kod hipoteze inflamacije jajovoda (10,11,12,13).
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Slika 3. Inflamacija kao zajednicki faktor u hipotezama o etiopatogenezi karcinoma jajnika

(izvor: Sa nchez-Prieto M, S anchez-Borrego R, Lubi an-Lo pez DM, P erez-Lo pez F. Etiopathogene-

sis of ovarian cancer. An inflamm-aging entity? Gynecologic Oncology Reports. 2022; 42, 101018)

Iako se inflamacija izdvojila kao zajednicki faktor u navedenim hipotezama jos uvek nije poz-

nat mehanizam etiopatogeneze karcinoma jajnika.

1.4.1 Dualisticki model

Prema novijim saznanjima karcinom jajnika se smatra heterogenom bolescu, sa razli¢itim
vrstama tumora, koji su specifi¢ni po svom bioloSkom ponasanju, klinickim i1 patoloskim karakteris-
tikama i etiopatogenezi. Napretkom morfoloskih i molekularnih istraZivanja razumevanje etiopato-
geneze karcinoma jajnika usmereno je ka dualisticlkom modelu, koji razlikuje dva tipa karcinoma jajni-
ka.

Tip 1 ukljucuje niskogradusni (low grade) serozni karcinom, low grade endometrioidni karci-
nom, karcinom svetlih ¢elija (clear cell), mucinozni i Brener-ov (tranzicioCelijski) karcinom. Karakter-
isticno za karcinom jajnika tip 1 jeste da se CeS¢e dijagnostikuje u ranoj fazi bolesti, kada je bolest jos
uvek ogranicena na jajnik. Druga vazna odlika ovog tipa karcinoma je evolucija od benignih cisti,
preko borderline (grani¢nih) tumora (16,17).

Suprotno karcinomu tip 1, karcinom jajnika tip 2 pokazuje agresivniju prirodu, bez definisanih
prekursora invazivne bolesti. Tumori tip 2 ¢eSée se dijagnostikuju u uznapredovalom stadijumu bolesti,
FIGO stadijum II1 i IV, a ¢ine ih visokogradusni (high grade) serozni karcinom, high grade endometri-
oidni, nedifirentovani karcinom, kao i karcinosarkomi, koji se svrstavaju u ovu grupu prema osobinama
epitelijalne komponente (18). Osim agresivnijeg bioloskog ponasanja i loSije prognoze karcinoma ja-
jnika tip2, oni ¢ine i veéinu, 68% svih karcinoma jajnika (19,20).

Tumori tip 1 pokazuju relativnu genetsku stabilnost i specificne mutacije zavisno od podtipa

tumora. Gotovo dve tre¢ine tumora imaju mutacije KRAS, BRAF 1 ERBB2. Suprotno, tumori tip 2



pokazuju ve¢u morfolosku homogenost kao grupe, ali genetsku nestabilnost, i znacajan procenat TP53
mutacija (slika 4), oko 80%, kao i visok proliferativni indeks Ki67 (50-75%) (17,19).

Mutacije tumor supresor gena BRCA1 (breast associated cancer) i BRCA2 su zastupljene kod
oko 90% hereditarnih karcinoma jajnika (17,19). Izvesna odstupanja pokazuje clear cell karcinom ja-
jnika, koji se ubraja u tip 1 karcinome po svojoj genetskoj stabilnosti, karakteristicnoj mutaciji PIKC3-

CA, prezentaciji u ranom stadijmu bolesti ali 4igh grade prezentaciji u vreme postavljanja dijagnoze

(17,19).

K-Ras pathway activation
TP53 mutation

Slika 4. Molekularni profil karcinoma jajnika

(izvor: Shih I, Wang Y, Wang T, The Origin of Ovarian Cancer Species and Precancerous Land-
scape.Am J Pathol. 2021; 191: 26e39)

Poslednjih godina su istrazivanja etiopatogeneze usmerena ka morfoloskim i imunohistohemi-
jskim karakteristikama, ¢ime je definisana i heterogenost high grade seroznih karcinoma. Uveden je
novi, detaljniji, protokol analize jajovoda i fimbrija, SEE-FIM (sectioning and extensive examination
of fimbria), kojim je imunohistohemijskom analizom definisano nekoliko entiteta: STIC (serous tubal
intraepithelial carcinoma), p53 signature, SCOUT (secretory cell outgrowth), serozne intraepitelne lezi-

je (STIL) (20,21).



Aktuelna istrazivanja naglasavaju znacaj STIC, koji je prethodno smatran metastazom karcino-
ma ovarijuma. Na osnovu molekularnih analiza pokazano je da su telomeraze kod STIC, kao rana
promena u karcinogenezi, krace u odnosu na telomeraze paralelnog high grade seroznog karcinoma
(HGSC), sto govori u prilog da je primarna promena nastala na samom jajovodu, nakon cega sledi
Sirenje bolesti invazijom mukoze i Sirenjem na jajnik, serozu creva, omentum i peritoneum po odvajan-
ju od epitela jajovoda (slika 5). Na osnovu ovih saznanja, moze se smatrati da je STIC prekursor

ve¢ine HGSC male karlice (20,21).
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Slika 5. Mehanizam nastanka STIC promene, Sirenje na tkivo jajnika 1 formiranje HGSC
(izvor: Shih I, Wang Y, Wang T, The Origin of Ovarian Cancer Species and Precancerous Land-
scape.Am J Pathol. 2021; 191: 26e39)

1.5. Osnovni principi dijagnostike i tretmana karcinoma jajnika

Standardni dijagnosticki postupci kada postoji sumnja na karcinom jajnika podrazumevaju pre-
gled abdomena 1 karlice, radioloSku i laboratorijsku obradu, odredivanje vrednosti tumor markera. U
indikovanim slu¢ajevima, mogu biti korisni dodatni pregledi, kao $to su endoskopski pregledi, procena
reproduktivnog statusa i po potrebi konsultacija endokrinologa i specijaliste infertiliteta. Svrha sprove-
denih analiza jeste procena statusa bolesnice i stadijuma bolesti, na osnovu ¢ega se moze doneti indi-

vidualizovana, multidisciplinarna odluka o inicijalnom tretmanu.



Jedno od prvih pitanja koja se namecu jeste operabilnost, odnosno moguénost kompletne resek-
cije. U tu svrhu u klini¢koj praksi se primenjuju matematicki modeli, kao §to su Fagotti skor i Sugar-
baker-ov peritonealni karcinomski indeks (PCI).

Fagotti indeks podrazumeva laparoskopsku procenu i bodovanje sedam parametara kao $to je
navedeno u tabeli 3. Kao grani¢na vrednost za operabilnost koristi se skor 8, u slu¢ajevima kada je skor
>8, smatra se da se radi o neoperabilnom statusu i leCenje se zapo€inje primenom hemioterapije (22).
Tabela 3. Fagotti skoring sistem

Fagotti indeks 0 2
Omental cake

Peritonealna karcinoza

Dijafragmalna karcinoza

Retrahovan mezenterijum

Infiltracija creva

Infiltracija Zeluca

Metastaze parenhima jetre

Total 0-14

0 - ne postoje promene; 2 - prisutne promene

Sugarbakerov skoring sistem se koristi u otvorenoj hirurgiji i razlikuje 13 segmenata koji se bo-
duju od 0 do 3, zavisno od veli¢ine opisane promene (slika 6). Postoje nesuglasice oko grani¢ne vred-

nosti, te se u literaturi mogu naci vrednosti od 10 do 25 (23).
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Svrha procene statusa bolesti 1 operabilnosti jeste postizanje kompletne citoredukcije, a znacaj
adekvatne preoperativne procene dobija na vaznosti kada znamo da je rezidualni volumen tumora najz-
nacajniji pojedinacni prognosticki faktor za karcinom jajnika (8). Trogodi$nje prezivljavanje kod kom-
pletne citoredukcije iznosi 72,4%, dok se znac¢ajno smanjuje kada postoji rezidualni tumor <1 cm
65,8% ili tumor veci od 1 cm 45,2% (24). Shodno ovome kod pacijentkinja sa uznapredovalom
boles¢u se primenjuje neoadjuvantna hemioterapija i “interval debalking” hirurSko lecenje (25).

Nakon operativnog lecenja 1 procene faktora rizika, u indikovanim slu¢ajevima primenjuje se
adjuvantni tretman. Prva linija adjuvantne terapije, kao i inicijalno lecenje kod neoperabilnih pacijentk-
inja, jeste kombinacija paclitaxela (175 mg/m2) i carboplatine (AUCS) (26,27,28). Bez obzira na dobar
odgovor na primenjenu terapiju kod 80% pacijentkinja se o¢ekuje recidiv bolesti, te petogodisSnje
prezivljavanje kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika iznosi 30-40% (27,2).

Druga linija leCenja zavisi od intervala nakon inicijalnog odgovora na terapiju, kojim razliku-
jemo platina senzitivne i platina rezistentne tumore (29). Kao prognosticki najlosija podgrupa izdvajaju
se platina refraktarni tumori, kod kojih do progresije bolesti dolazi tokom ili do mesec dana od sprove-

dene terapije (30). U tom slucaju druga linija terapije podrazumeva neplatinske preparate.
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Opisano je nekoliko mehanizama rezistencije na platinu i mozemo ih svrstati u epigenetske, koji
indirektno uticu na funkciju DNK, zatim razli¢iti mehanizmi popravke DNK, promene na nivou ¢eli-
jske membrane, koje uticu na ulazak leka u ¢eliju, kao i promene u tumorskom mikrookruZenju (slika

7)(30). Opisani mehanizmi su predmet istrazivanja aktuelnih studija usmerenih ka ciljanom tretmanu

karcinoma.
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Slika 7. Mehanizmi rezistencije karcinoma na platinske preparate

(Izvor: Havasi A, Cainap SS, Havasi AT, Cainap C. Ovarian Cancer-Insights into Platinum Resistance
and Overcoming It. Medicina (Kaunas). 2023 Mar 10;59(3):544. doi: 10.3390/medicina59030544.
PMID: 36984544; PMCID: PMC10057458.)

Intenzivna istrazivanja u oblasti karcinoma jajnika dovela su do izvesnih pomaka u njegovom
lecenju od kojih se izdvajaju uvodenje bevacizumaba u prvu liniju le€enja uz navedenu hemioterapiju,
kod visokorizi¢nih grupa (suboptimalno operisani u stadijumu III i stadijum IV) (31,32). Bevacizumab
pripada familiji vaskularnih endotelnih faktora rasta sacinjenoj od pet cirkuliSucih faktora, koji se vezu-
ju za tri vrste recetpora VEGFR1 (zaduzen za motilitet leukocita), VEGFR2 (ekspresija na endotelnu
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krvnih sudova), VEGF3 (ekspresija na endotelnu limfnih sudova). Uloga VEGF nije samo dobro poz-
nati efekti na neoangiogenezu, promena osmolarnosti i propustljivosti citostatika, nego i izmena tu-
morskog mikrookruzenja, §to zajedno ima posledicu na efekat primenjene hemioterapije (33).

Smanjenjem adhezivnih molekula na endotelu, onemogucena je propustljivost imunih ¢elija u
tumor, sa druge strane inhibitornim uticajem na T ¢elije 1 stinulacijom regulatornih T ¢elija, stvara se
imunosupresivno mikrookruzenje. Takode, u prilog ovome stoji i direktan uticaj na maturaciju dendri-
tickih ¢Celija, kao 1 povecana ekpresija molekula programirane ¢elijske smrti (PD-1), citotoksi¢ni T lim-
focit antigen (CTLA-4) na povrsini ¢elija. Jedan od primera medusobnog odnosa jeste i odnos vasku-
larnih endotelnih faktora rasta sa PD-1 (33). Sinhrona primena bevacizumaba sa hemioterapijom otvara
1 pitanje poterbe za redefinisanjem platina senzitivnosti.

Znacajan pomak u leCenju obolelih od karcinoma jajnika ucinjen je uvodenjem poli(ADP-ri-
boza) polimeraza (PARP) inhibitora, prvobitno kod bolesnica sa platina senzitivnim relapsom bolesti i
detektovanim BRCA mutacijama, kod kojih je uvodenjem postignuto prezivljavanje duze za 12,9
meseci (34). Nakon Cega je prema rezultatima SOLO1 studije uvedena terapija olaparibom i u prvoj
liniji leCenja (35). Prema rezultatima PAOLA1 studije u prvoj liniji leCenja kod pacijentkinja sa defek-
tom homologne rekombinacije (HRD) indikovana je primena kombinacije olapariba i bevacizumaba, s
obzirom na to da je pokazano duze petogodisnje prezivljavanje u ovoj grupi pacijentkinja (HR 0,62,
95% C10,45-0,85), kao 1 PFS (HR 0,41, 95% CI 0,32-0,54) (36). Kako su BRCA mutacije deo meha-
nizma homologne rekombinacije, kao 1 da su prisutne samo kod oko 15% karcinoma jajnika, ovim je
prosireno indikaciono polje na HRD pozitivne pacijentkinje kojih je kod karcinoma jajnika oko 50%. Iz
grupe PARP inhibitora u primeni su jo$ i rucaparib za platina senzitivne pacijentkinje sa BRCA mutaci-
jama ili sa genomskim gubitkom heterozigotnosti, kao potencijalnim faktorom HRD (37). Drugi agens
je niraparib, odobren za primenu kod platina senzitivnih karcinoma jajnika, nezavisno od BRCA ili
HRD statusa (38).

Celokupna onkologija ide u pravcu specifi¢ne, ciljane terapije. Kada je re¢ o karcinomu jajnika,
najvise ispitivana je blokada checkpoint inhibitora, prvenstveno PD-L1. Madutim, dosadasnje studije
su pokazale umeren odgovor na ovu vrstu tretmana.

Najznacajnije studije u ovom pravcu su pokazale umeren odgovor 8-11,5% (39,40). KEY-
NOTE-028 pokazala je prihvatljivu toksi¢nost primene pembrolizumaba kod PD-L1 pozitivnih pacijen-

tkinja sa karcinomom ovarijuma, sa jednim sluc¢ajem (3,8%) neZeljenih efekata gradus 3. Ispitana je
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ukupna stopa odgovora (ORR), duZina odgovora, PFS 1 OS. ORR je bio 11,5% (95% CI 2,4-30,2%), a
duzina odgovora kod ovih pacijentkinja je bila > 20,5 meseci (39). Nakon Keynote-028 usledila je
Keynote-100, studija faze II, koja je takode pokazala umeren odgovor (ORR 8%(95% CI 5,4-11,2)) na
monoterapiju pembrolizumabom, dok je kontrola bolesti postignuta kod oko 37% ispitivanih pacijentk-
inja. Sa nesto boljim odgovorom kod pacijentkinja u kohorti sa vise prethodnih linija hemioterapije.
Pomak je nacinjen u smislu procene predikcije na terapiju pembrolizumabom. Pacijentkinje sa CPS > 10

za PD-L1 su imale bollji odgovor (ORR 17,1% (95% CI 9,7-27,0) (40).

Novija istrazivanja, kada je u pitanju terapija, usmerena su ka racionalnoj upotrebi kombinacije
terapijskih opcija. Studija faze 1I, MEDIOLA, pokazala je zna¢ajan ORR kod pacijentkinja sa platina
senzitivnim recidivom karcinoma ovarijuma i germinativnim BRCA mutacijama koje su primale dvo-
jnu terapiju olaparib i durvalumab (92,2% (95% CI 81,1-97,8)), sa kompletnim odgovorom kod 43,1%
pacijentkinja (41). U kohorti pacijentkinja kod kojih nisu detektovane germinativhe BRCA mutacije,
bolji odgovor je postignut kada je navedenoj kombinaciji lekova dodat i bevacizumab 74,2% (90% CI,
58,2-86,5) u odnosu na kohortu koja je primala samo dvojnu terapiju (28,1% (90% CI, 15,5-43,9)). S
obzirom na to da se radi o grupi pacijentkinja koje su primile viSe linija terapije, znacajno je da kombi-
nacija lekova nije pokazala nove toksi¢nosti vezano za trojnu terapiju. Ono $to je mozda i najveci ne-
dostatak ove studije, jeste Sto ne postoji kontrolna grupa pacijentkinja koje su dobijale samo olaparib,
¢ija efikasnost je pokazana u Solo3 studiji (84,6% u odnosu na 61,5% kod pacijentkinja koje su primale

hemioterapiju (OR 3,44 (95% CI 1,42-8,54)) (42).

Ne treba zanemariti ni ¢injenicu da postoje brojni kostimulatorni i koinhibitorni molekuli
(tabela 4) koji pojedinaéno ili u razli¢itim odnosima mogu uticati na izmene tumorskog mikrookruzenja
1 zahtevaju paznju pri analizi kako sa aspekta etipatogeneza, tako i ciljane terapije karcinoma

jajnika(43).

Tabela 4. Kostimulatorni i koinhibitorni molekuli u ginekoloskim malignitetima

Kostimulatorni mehanizmi Koinhibitorni mehanizmi
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TNF receptor superfamilija (CD27, 0X40,4- PD-1, TIM3(T cell immunoglobulin-3), TIGIT

IBB), CD40, GITR (glucocorcitoid-indiced (T cell immunoreceptor with immunoglobulin,

tumor necrosis factor receptor), ICOS ITIM (immunoreceptor tyrosine-based

(inducible co-stimulator/CD278), B7-H6 inhibitory motif) domen, LAG3 (Lymphocyte
activation gene-3), VISTA (V-type
immunoglobulin domain-containing
suppressor of T cell activation), B7-H3
(CD276) i B7-H4

1.6. Uloga imunog sistema u onkogenezi

Naznake da imunoloski odgovor zauzima zna¢ajno mesto u tretmanu malignih bolesti, postoje
jos iz perioda drevnog Egipta. ZabeleZeno je da kod pojedinih pacijeanata obolelih od maligne bolesti
moze do¢i do smanjenja tumora ukoliko je prisutna i infekcija, kao pokreta¢ imunog odgovora. U
Evropi su zabeleZeni pokusaji ciljanog unoSenja patogena u ovu svrhu. Jedan od prvih je Wilhelm
Busch, koji je pacijenta sa dijagnostikovanim uznapredovalim sarkomom inficirao streptokokom
(Streptococcus pyogenes), nakon ¢ega je zabelezeno smanjenje tumora ali sa letalnim ishodom u
narednim danima (44). Ovakav primer oslikva upravo vaznost balansa imunog odgovora ali i tok-
si¢nosti primenjenih agenasa.

Brojne su studije koje istrazuju Siroko polje imunologije karcinoma jajnika. Onkogeneza za
imunoloski sistem pojedinca predstavlja nastanak neoantigena i ocekivano bi bilo da nenarusen imuni
sistem prepozna i eliminiSe ovako nastale antigene.

Medutim, u nastanku tumora znacajnu ulogu ima izbegavanje imunog odgovora. Da bismo
razumeli mehanizam izbegavanja imunog odgovora, potrebno je da poznajemo normalan imunoloski
odgovor i njegove mehanizme ogranicavanja, imunologiju i biologiju tumora, kao i njihov medusobni
odnos.

Osnovna uloga imunog sistema jeste odbrana organizma, uz prepoznavanje i toleranciju sop-

stvenih antigena. Razlikujemo urodeni i ste€eni imuni odgovor (44).
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Kao prva linija odbrane od patogena ukljucije se urodeni imuni odgovor, sa svojim celularnim 1
humoralnim komponentama. Odlikuje ga primitivniji, promptan ali ne i visokospecifi¢an odgovor na
patogene. Komponente urodenog imunog sistema ¢ine fagociti, NK (natural killer) ¢elije, granulociti i
sistem komplemenata. SteCeni imuni odgovor je, za razliku od urodenog, precizniji, antigen specifi¢an i
zahteva vreme. SteCeni imuni odgovor se ostvaruje posredstvom T ¢elija, kojim se ostvaruje celijski
odgovor i B ¢elija, koje produkcijom antitela ¢ine humoralnu komponentu ste¢enog imunog odgovora.
Znacajna karakteristika ste€enog imuniteta je stvaranje takozvanih “imunoloskih sinapsi” i imunoloska
memorija (44).

Da bi doslo do pokretanja imunog odgovora potrebno je prvo da se ostvari kontakt sa
antigenom. Ovo se deSava stvaranjem imunoloskih sinapsi na nivou T ¢elijskih receptora i antigen
prezentujuéih ¢elija (APC) (slika 8), koje pomo¢u glavnog kompleksa histokompatibilnosti (MHC -
major histocompatibility complex) na svojoj povrsini prezentuju “pripremljene” antigene. Dalji tok ide
u praveu aktivacije T éelijskog odgovora i zavisi od vrste APC, odnosno, da li se u kompleksu nalaze
profesionalne ili neprofesionalne APC. Profesionalne APC nakon fagocitoze antigena isti prezentuju i
ostvaruju sinapse sa CD4+ pomoénim T éelijama (Th) 1 pomoéu MHC klase 11 (slika 8). APC koje ko-
riste MHC klase I prezentuju antigene CD8+ T ¢elijama (citotoksicne T ¢elije), Sto za posledicu ima

produkciju citokina (TNFa, IFNy) i interleukina 2 (IL-2) (44,45).
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Slika 8. Aktivacija T éelija posredstvom APC u praveu T helper ili citotoksi¢nih T éelija

(izvor: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4d/Antigen_presentation.svg)

Sinapsa sama za sebe nije dovoljna da bi doslo da aktivacije T ¢elija. Aktivacija se deSava kao
posledica kostimulatornih signala izmedu CD80 (B7-1) i CD 86 (B7-2) na APC i CD28 na T ¢eliji, §to
rezultuje fosforilacijom immune receptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs).

Tek nakon opisane fosforilacije T ¢elijskih receptora, dolazi do pokretanja kaskadnih signala i
produkcije citokina kao sekundarnih ¢elijski glasnika, koji imaju efektornu ulogu u ¢elijskoj apoptozi.
Opisani mehanizam je stimulatorni i nije jedinstven, poznati su brojni signalni putevi izmedu APC i T
¢elija.

Poznato je, takode, da je ekspresija receptora na povrsini T ¢elija regulisana i da raste u
odredenim stanjima, kao §to je inflamacija i prisustvo neoantigena.

U regulaciji imunog odgovora znacajnu ulogu imaju i inhibitorni mehanizmi, kao i njihova
ravnoteZa sa opisanim stimulatornim mehinizmima. Osnovna uloga inhibitora jeste imuna tolerancija,
¢ime se sprecava dejstvo imunog odgovora na sopstvene ¢elije (centralna tolerancija) i nastanak au-
toimunih bolesti, tolerancija fetusa kao semialogena, kao 1 antigena iz digestivnog trakta (periferna tol-
erancija). Osim opisane tolerancije, znacajno mesto zauzima i ograni¢avanje inflamatornog odgovora.

Ovo se ostvaruje na razli¢itim nivoima. Jedan vid imune tolerancije je negativna selekcija u
timusu 1 koStanoj srzi, eliminacijom autoreaktivnih T i B limfocita. Sa druge strane inhibitorni meha-
nizmi ostvaruju se i na nivou imunih sinapsi, negativnim kostimulatornim molekulima poznatim i kao
imunoloske kontrolne tacke (immune checkpoint), kao $to su PD-1, CTLA4, TIM-3, BTLA, VISTA,
LAG-3. Njihova ekspresija se deSava pod dejstvom oslobodenih citokina, Sto zahteva izvestan vremen-
ski interval nakon stimulacije T ¢elije (slika 9) (45). 1z ove grupe receptora najvise je ispitivan protein
programirane ¢elijske smrti 1 (PD-1) ili CD279 (47). PD-1 je transmembranski receptor tip I iz grupe
imunoglobulina 1 nije isklju¢ivo vezan za T ¢elije, njegova ekspresija zabeleZena je i na B ¢elijama,
dendriti¢nim ¢elijama (DC), tumor infiltriSu¢im limfocitima (TIL) (46,47). Uticaj na T ¢elijski odgovor
ostvaruju na periferiji (46). Nakon aktivacije T limfocita i oslobadanja citokina u tkivima dolazi do ek-
spresije liganda PD-1 (PDL-1 (B7-H1 1 CD274), za koji se vezuje PD-1 protein sa povrSine T ¢elija i

potom pokrece kaskadni mehanizam inhibicije 1 ograni¢avanja imunog odgovora, kao i1 produkcije in-
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terleukina 10 (IL-10) u samom tumoru. Ovim mehanizmom se sprec¢ava eliminacija tumora posre-
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Slka 9. Mehanizam regulacije checkpoint inhibitora u iunom odgovoru (povecana ekspresija usled
prisustva proinfilamatornih faktora u tokivu)
(izvor: Pardoll DM. The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy. Nat Rev Cancer.

2012;12(4):252-64.)

Inhibitorni efekat PD-1 ostvaruje se i vezivanjem za druge molekule prisutne na povrsini T ¢eli-
ja, za koje PD-1 ima afinitet, kao Sto je protein B7-1 (CD80), PDL-2 (B7-DC; CD273) te tako dodatno
utice na negativnu regulaciju T ¢elija (45,47). Takode, pove¢anom diferencijacijom CD4+ T ¢elija ka
regulatornim T ¢elijama (Treg) (CD4+Foxp3+), kao posledica vezivanja PD-1 1 PDL-1 u prisustvu
CD3 1 TGF-f, stvara se 1 odrZzava imunosupresivno okruzenje koje pogoduje prezivljavanju i progresiji
tumora. Odrzavanje Foxp3 ekspresije ostvaruje se inhibicijom Akt-mammalian target of rapamycin
(mTOR) signala i pove¢anom aktivnos¢u fosfataza i tenzin homologa (PTEN) (45,46,47). Ovim
se potvrduje da uticaj PDL-1 nije ograni¢en samo na direktnu inhibiciju T ¢elijskog odgovora, nego 1
indirektno, uticajem na povisenu ekspresiju Treg. Podatak da je ekspresija PDL-1 znacajno veca u tu-
morskom u odnosu na druga tkiva, za razliku od kostimulatornih mehanizama koji nisu u toj meri
naglaSeni, govori u prilog ulozi ”checkpoint” mehanizama u imunoj toleranciji 1 vaznosti studija koje

ispituju dejstvo checkpoint inhibitora u terapiji karcinoma (47).

18



Do sada su opisana dva moguc¢a mehanizma regulacije ekspresije PDL-1 na tumorskim ¢elija-
ma: urodeni i steceni (slika 10). Kada su signali koji dovode do ekspresije PDL-1 ve¢ postojeci onko-
geni signalni putevi, koji su nezavisni od proinflamatornog mikrookruzenja tumora (TME), govorimo o
urodenim mehanizmima rezistencije. Opisan je uticaj aktivacije Akt i STAT3 (signal transduser and ac-
tivator of transcription 3) na povisenu ekspresiju PDL-1. Sa druge strane TME, na prvom mestu proin-
flamatorni citokini oslobodeni iz efektornih T ¢elija, stvaraju uslove za povisenu ekspresiju PDL-1 u

tumorskom tkivu i ¢ine mehanizam adaptilne rezistencije (45).
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Slika
10. Mehanizmi izbegavanja imunog odgovora na nivou tumora (gornja Sema urodeni, donja Sema

steCeni mehanizmi)

(izvor: Pardoll DM. The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy. Nat Rev Cancer.

2012;12(4):252-64.)

Opisani mehanizmi ¢ine deo mikrookruzenja tumora (TME), koje je sa¢injeno kako od samih

karcinomskih, tako i od okolnih neizmenjenih ¢elija 1 predstavlja dinamicku sredinu ¢ije su kompo-

nente 1 njihov medusobni odnos premet brojnih aktuelnih studija u onkologiji.
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Nekarcinomsku ¢elijsku komponentu ¢ine imune ¢elije mijeloidne loze (tumour associated
macrophages (TAM), myeloid-derived suppressor cells (MDSC), tumour associated neutrophils
(TANSs)), tumor infiltriSuéi limfociti (TIL) i1 druge ¢elije limfoidne loze. Neimune ¢elije (mezotelne
¢elije, CAF (cancer associated fibroblast), epiermalne ¢elije) su takode vazan deo TME 1 zajedno sa
imunim ¢elijama stvaraju imunosupresvino okruzenje koje pogoduje prezivljavanju i progresiji karci-
noma jajnika (48).

Kako bi se ostvario uzajamni uticaj neophodna je medusobna komunikacija elemenata TME,
koja je posredovana medijatorima: citokini, faktori rasta, proinflamatorni faktori i enzimi, koji zajedno
sa elementima strome (ekstracelijski matriks, fibroblasti, krvni i limfni sudovi, nervi, ¢elije krvi),

formiraju TME karcinoma jajnika.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Odrediti ekspresiju PD-L1 receptora u tumorskom tkivu karcinoma jajnika kod bolesnica u

FIGO stadijumu IIT 1 IV
2. Uporediti ekspresiju PD-L1 receptora kod razli¢itih tipova karcinoma jajnika
3. Ispitati povezanost ekspresije PD-L1 receptora i odgovora na standardnu terapiju

4. Ispitati povezanost eskpresije PD-L1 i vremena do progresije bolesti

21



3. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je kohortna studija u kojoj je analizirana ekspresija PD-L1 i njen prognosticki
znacaj kod obolelih od karcinomom jajnika. Istrazivanje je sprovedeno kod bolesnica le€enih na Odel-
jenju ginekologije Klinike za operativnu onkologiju Instituta za onkologiju Vojvodine u periodu

2012-2016. godine.

Retrospektivni deo istrazivanja ukljucio je prikupljanje demografskih podataka, informacja o
klini¢ko-patoloskim karakteristikama tumora, nac¢inu lecenja i ishodu bolesti. Podaci su prikupljani iz
istorija bolesti u informacionom sistemu Instituta (BIRPIS). Klinicko-patoloske karakteristike tumora
ukljucene u analizu bile su patohistoloski (PH) tip tumora, FIGO stadijum bolesti u trenutku postavl-
janja dijagnoze, histoloski gradus, status limfovaskularne invazije. Dijagnoza karcinoma jajnika
postavljena je patohistoloSkom analizom materijala dobijenog biopsijom tumora ili analizom nakon
operativnog lecenja u Institutu za onkologiju Vojvodine. Za odabrane pacijentkinje prikupljeni su po-
daci o vrsti primarnog tretmana (operativno leCenje ili hemioterapija), kao 1 odgovoru na sprovedeno
lecenje. Hirursko leCenje je definisano kao kompletna resekcija (bez rezidualnog tumora), optimalna
resekcija (rest tumora do 1 cm), suboptimalna resekcija (rest tumora veéi od 1 cm i eksplorativna
hirurgija u cilju PH verifikacije tumora). Odgovor na hemioterapiju procenjivan je prema Response
Evaluation Criteria in Solid Tumours (RECIST kriterijumu) (49). Podaci o toku i progresiji bolesti su
takode prikupljeni iz BIRPIS-a. Progresija bolesti je definisana na osnovu radioloski potvrdene progre-

sije. Podaci o toku bolesti prikupljeni su za petogodiSnji period.

Kriterijumi za ukljucivanje u analizu:

1. Bolesnice starije od 18 godina

2. Histoloski dokazan karcinom jajnika

3. Dostupni podaci o toku bolesti za period od 5 godina
4. Dostupnost histoloskih uzoraka

5. Adekvatnost uzorka za analizu PD-L1 statusa
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Kriterijumi za iskljuCivanje iz analize:

1.Bolesnice sa sinhronim malignim tumorom druge lokalizacij
2.Raniji malignitet ukoliko je od istog proteklo manje od pet godina
3.Nedostupni podaci o toku bolesti za period od 5 godina

4 Nedostupni histoloski uzorci

5.Neadekvatni histoloski uzorci za analizu PD-L1 statusa

Kod ovako selektovanih pacijentkinja prospektivno je analiziran status PD-L1 receptora u tu-
morskom tkivu. Analiza ekspresije PD-L1 je vrSena od strane patologa sluzbe za patolosko-anatomsku i
laboratorijsku dijagnostiku Instituta za onkologiju Vojvodine u Sremskoj Kamenici. Kori§éeni su
prethodno fiksirani preparati formalinom i ukalupljeni u parafin. Uzorci su seceni na 4-5 pm. Po
pripremi preparata bojenje je vrSeno primenom antitela PD-L1 IHC Dako 22¢3. PD-L1 pozitivno bo-
jenje definisano je ukoliko je membrana tumorske ¢elije delom ili ¢itavom cirkumferencijom obojena,
nezavisno od intenziteta. Analizirana je ekspresija na ¢elijskoj membrani tumorskih ¢elija, tumor infil-
triSucih limfocita i tumor infiltriSu¢ih makrofaga. Interpretacija je podrazumevala ekspresiju pojedi-

nacno 1 u vidu skoring sistema, Tumor proportion score (TPS) 1 Combined positive score (CPS):
TPS= PD-L1 pozitivne tumorske ¢elija/ukupan broj tumorskih ¢elija x 100

CPS = broj PD-L1 pozitivne Celije (tumorske Celije, limfociti, makrofagi)/ukupan broj vijabilnih tu-

morskih ¢elija x 100

Analizirana je ekspresija PD-L1 u uzorku, kao i njegova povezanost sa klinickopatoloskim

karakteristikama tumora, odgovorom na primarni tretman i ishodom bolesti.

Analiza podataka primenjena nad kategorijalnim varijablama je sprovedena primenom frekven-
cijskom metoda i Pirsonovog %2 testa. Frekvencijski metod je primenjen sa ciljem da se utvrdi frekven-
cija 1 procenat kategorija pojedinacnih varijabli. Pirsonov 2 test je primenjen sa ciljem da se utvrdi

povezanost izmedu kategorija dve varijable.
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Rezultati analize prezivljavanja su predstavljeni u kontekstu Kaplan-Majer krive prezivljavanja
1 Koksovog modela proporcionalnih hazarda. Ukupan period pracenja pacijentkinja iznosio je 5 godina

od postavljene dijagnoze.

Sve statisticke analize su sprovedene u programima SPSS for Windows v25 (IBM Corp., 2017)
1 R for Windows v4.2.1. (R Core Team, 2022) (50,51). Rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
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4. REZULTATI

Ispitivanu grupu pacijentkinja sa karcinomom jajnika Cinile su pacijentkinje starije Zivotne dobi. Pik
incidencije zabeleZen je u intervalu od 71 do 75 godina starosti, kako u celokupnom uzorku, tako i u
podgrupi pacijentkinja kod kojih je analiziran PDL status. U odnosu na starost, ispitanice su imale na-
jcesée od 71 do 75 godina (24,66% - ceo uzorak i 26,32% - poduzorak kojem je odreden PDL status) ili
od 66 do 70 godia (17,81% 1 21,05%). NeSto manji procenat €inila je podgrupa u starosnoj dobi od 61
do 65 godina (13,7% 1 13,16%). Prosecna starost na nivou celog uzorka iznosila je 65,89 godina (SD =
11,23) dok je na nivou poduzorka ispitanica kojima je odreden PDL iznosila 66,39 godina (SD = 9,25).
Klini¢ke karakteristike celokupnog uzorka i poduzorka ispitanica kod kojih je analiziran PD-L1 status

su gotovo identecine i predstavljene su Tabelom 5 za celokupan uzorak.

Vecina ispitanica je imala tumore visokog histoloSkog gradusa (78,1% 1 78,95%) 1 sa prisutnom
limfovaskularnom invazijom (84,90% na nivou celog uzorka 1 85,70% u poduzorku). Nakon analize
stadijuma bolesti evidentno je da su znacajnu veéinu u ispitivanom uzorku ¢inili uznapredovali stadi-
jumi bolesti (83,60% 1 84,21%), FIGO stadijum III i IV. Isti odnos postojao je i kada su poredeni tu-
mori tip 1 1 tip 2. U celokpnom uzorku ces¢e su dijagnostikovani tumori tip 2 u odnosu na tip 1

(83,60% vs. 16,40%), kao 1 u poduzorku u kom je analiziran PD-L1 status (84,21% vs. 15,79%).

Daljom obradom dostupnih podataka nakon definisanja osnovnih karakteristika uzorka, anal-
izirali smo 1 vrstu primarnog tretmana, kao i odgovor na standardnu hemioterapiju. Kod 37% (36,84%
u podgrupi) pacijentkinja dijagnoza je potvrdena biopsijom, dok je kod preostalih sprovedeno primarno
hirurSko lecenje 1 to kod 1,40% kompletna resekcija, kod 17,80% optimalna resekcija 1 kod 34,20%
suboptimalna resekcija. Komparabilne podatke smo dobili i u podgrupi, bioptirano je 36,84% pacijen-
tkinja, kompletna resekcija nije postignuta ni kod jedne pacijentkinje, optimalna resekcija je postignuta
kod 21,05% 1 suboptimalna kod 31,58% pacijentkinja. Kod 7 (9,60%) odnosno 4 (10,53%) pacijentkin-
je nedostaje podatak o vrsti hirurSkog zahvata. Prema standardnom protokolu pacijentkinje su u prvoj
liniji primile platina baziranu terapiju (taxol i carboplatina). U celokupnom uzorku i poduzorku vecina
pacijentkinja je imala platina senzitivnu bolest (72,60% 1 76,32%), nezavisno od primarnog tretmana

(operativno lecenje ili primarno hemioterapija). Kompletan odgovor na terapiju zabeleZzen je kod
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67,10% 1 71,05% pacijentkinja, kod 4,10% 1 5,26% odgovor na terapiju je bio parcijalan, dok je kod
20,5% 1 13,16% postojala progresija bolesti u toku terapije. Samo kod jedne pacijentkinje iz grupe sa
postignutim odgovorom na terapiju zabeleZena je progresija unutar 6 meseci, dok je preostalih 53 ispi-

tanica (72,60%) imalo platina senzitivan odgovor.

Prosec¢no vreme bez progresije bolesti za celokupan uzorak ispitanica iznosilo je 13,96 (SD =
15,08), dok je prosec¢an PFS za grupu ispitanica kod kojih je analiziran PD-L1 bio 14,56 (SD = 15,35).
Kada je analiziran PFS u odnosu na gradus, najve¢i broj ispitanica ima visok gradus i bile su platina
senzitivne (53,42% 1 57,89%) ali povezanost izmedu PFS i1 gradusa nije statisticki znacajna ni na
celokupnom uzorku (%*(1) = 1,36, p =,243) ni u poduzorku u kom je odreden PD-L1 (¥*1) = 1,26, p =,
6006).

Tabela 5. Klinicke karakteristike celog uzorka.

Varijabla Kategorija F %
Do 40 2 274
0d 41 do 45 0 0.00
0d 46 do 50 4 548
0d 51 do 55 6 822
Starost 0d 56 do 60 9 1233
(godine) 0d 61 do 65 10 13.70
0d 66 do 70 13 17.81
0d 71 do 75 18 24.66
0d 76 do 80 4 548
Preko 80 7 9.59
FIGO Lill 12 16,40
stadijum iV 61 83,60
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Tip karcinoma
ovarijuma

Gradus

Operacija

Odgovor na
terapiju platinom

Odgovor
na terapiju

Gradus 1 PFS

Tip 1
Tip 2

Nizak
Visok

Nedostaje

Nije bilo operacije
Kompletna resekcija
Optimalna resekcija
Suboptimalna resekcija

Nedostaje podatak

Platina senzitivne

Platina rezistentne

Kompletan
Parcijalni odgovor
Progresija bolesti

Nedostaje

Nizak gradus - platina senzitivne
Nizak gradus - platina rezistentne
Visok gradus - platina senzitivne

Visok gradus - platina rezistentne

Nedostaje (Gradus i/ili PFS)

Nije prisutna

12
61

13

57

27

13

25

53

20

49

15

11

39
18

16,40
83,60

17,80
78,10
4,10

37,00
1,40
17,80
34,20
9,60

72,60

27,40

67,10
4,10
20,50
8,20

15,06
2,73
53,42
24,65
4,10

9,60

27



Limfovaskularna

. L. Prisutna 62 84,90
invazija

Nedostaje podatak 4 5,50

4.1. Ekspresija PD-L1

Ekspresija PD-L1 na tumor infiltriSu¢im limfocitima (TIL), tumor asociranim makrofagima
(TAM) i tumorskim éelijama (TC;TPS) je prikazana garfikonom 1. U nagem uzorku ekspresija PD-L1
bila je najizraZenija na tumor infiltruSu¢im limfocitima (Grafikon 1a), kod 53% ispitanica. Nadeno je
da 18% ima ekspresiju manju od 1, 32% vecu od 1 a manju od 10 1 3% ima ekspresiju ve¢u od 10. Ek-
spresija PD-L1 na tumor asociranim makrofagima (Grafikon 1b) je zabelezena kod 40% ispitanica. U
11% uzoraka ekspresija na tumor asociranim makrofagima bila je manja od 1, u 24% vec¢a od 1 a manja
od 10 1 u 5% uzoraka ekspresija je bila vec¢a od 10. Ekspresija PD-L1 na tumorskim ¢elijama (Grafikon
l¢) je bila prisutna kod 21% ispitanica, od toga 11% sa ekspresijom manjom od 1, 5% vecom od 1 a

manjom od 10 1 u 2% uzoraka ve¢om od 10.

Kada se dobijeni rezultati sagledaju pojedinacno, primetno je da je ekpresija PD-L1 u veéem
stepenu prisutna na tumor infiltriSu¢im limfocitima (53%) i tumor asociranim makrofagima (40%) nego

na tumorskim ¢elijama (21%).

Grafikon 1. Ekspresija PD-L1 na tumor infiltriSu¢im limfocitima, tumor asociranim makrofagima i tu-
morskim ¢éelijama
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Grafikon la. Ekspresija PD-L1 na
tumor infiltriSu¢im limfocitima

3%

Grafikon 1b. Ekspresija PD-L1 na
tumor infiltriSu¢im makrofagima

Nema
Ima <1
Ima >1
Ima>10

Nema
Ima <1
Ima >1
Ima >10
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Grafikon 1c. Ekspresija PD-L1 na
tumorskim ¢elijama

Nema
Ima <1
Ima >1
Ima >10

Inicijalno je odredena eksprescija, a potom 1 intenzitet ekspresije na tumorskim ¢elijama, tumor
infiltriSu¢im limfocitima i tumor asociranim makrofagima. Gornjim delom Grafikona 2 je predstavljen
ukupan broj ekspresija PD-L1. Najmanje je ispitanica kod kojih je ispoljena ekspresija na sve tri vrste
¢elija (10,5%), dok je relativno ujednacen broj ispitanica (oko 30%) kod kojih nije ispoljena ni na jed-
noj ili na jednoj ili dve vrste (Grafikon 2a). Grafikonom 2b je predstavljen intenzitet ekspresije PD-L1
za sve ispitivane celije. PD-L1 nije izrazen kod skoro dve tre¢ine uzoraka na svim ispitivanim ¢elijama
(62,3%). U uzorku je bila najucestaliji intenzitet ekspresije >1 (20,2%) i <1 (13,2%), dok je ekspresija
PD-L1 preko 10 (4,4%) bila najmanje zastupljena.

Grafikon 2. Broj ekspresija i intenzitet ekspresija PD-L1.
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Grafikon 2a. Broj ekspresija
PD-L1

Nula
Jedna
Dve
Tri

28.9474

Grafikon 2b. Intenzitet
ekspresije PD-L1

Nema
Ima <1
Ima >1
Ima >10

Sa ciljem da se odgovori na prvi cilj istrazivanja - Odrediti ekspresiju PD-L1 receptora u tu-
morskom tkivu karcinoma jajnika kod bolesnica u FIGO stadijumu III i IV, sproveden je ve¢i broj anal-
iza, Ciji rezultati su predstavljeni tabelama 6 do 8. Tabelom 6 su predstavljeni rezultati povezanosti
izmedu PD-L1 ekspresije i FIGO stadijuma. Obrazac dobijenih rezultata je prilicno dosledan, odnosno
ekspresija PD-L1 je bila manje izrazena u FIGO I i II stadijumu u odnosu na FIGO III i IV stadijum, ali
intenzitet povezanosti ove dve varijable nije dovoljno snazno izrazen da bi bio statisticki znacajan kada
je re¢ o ekspresiji PD-L1 u tumor infiltriSu¢im limfocitima (¥ (1) = 1,06, p = ,302), u tumor infil-
triSu¢im makrofagima (2 (1) = 0,11, p =,737) 1 u tumorskim ¢elijama (¥ (1) = 1,90, p =,168). Upotre-
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bom CPS takode nije zabelezena statisticki znac¢ajna povezanost sa FIGO stadijumom (y2 (1) = 1.21, p

= 258).

Tabela 6. Povezanosti izmedu PD-L1 ekspresije 1 FIGO stadijuma.

FIGOIiIll FIGOIIilIV
(N=06) (N=132)

N % N %
Nema 4 66,67 14 43,75
I k 2 1 2
Ekspresija PD-L1 ma (ukupno) 33,33 8 56,25
u tumor infiltriSu¢éim <1 2 33,33 5 15,63
limfocitima -1 0 0,00 12 37.50
>10 0 0,00 1 3,13
Nema 4 66,67 19 5938

Ima (uk 2 3333 13 40,63
Ekspresija PD-L1 ma (ukupno) , ,

u tumor infiltriSu¢éim <1 1 16,67 3 9,38
makrofagima >1 0 000 9 2813
>10 1 16,67 1 3,13
Nema 6 100,00 24 75,00
Ima (ukupno) 0 0,00 8 25,00
Bkspresija PD-LT 0 000 4 12,50
u tumorskim ¢elijama
>1 0 0,00 2 6,25
>10 0 0,00 2 6,25
<1 4 11,42 12 34,28
CPS
>1 2 571 17 48,57
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Povezanost tipa karcinoma ovarijuma sa ekpresijom PD-L1 je prikazana tabelom 7 za sve FIGO
stadijume 1 tabelom 8§ za FIGO stadijum III i IV. Kada je re¢ o FIGO stadijumu I i II, ekspresija PD-L1
u tumor infiltriSué¢im limfocitima bila je manje izraZena kod karcinoma ovarijuma tip 1 (32 (1) = 1,50, p
=,221) dok je ekspresija PD-L1 u tumor infiltriSu¢im makrofagima bila slabije izrazena u karcinomu
ovarijuma tip 2 (%2 (1) = 0,37, p =,540). U ranim stadijumima karcinoma ovarijuma ekspresija PD-L1
na tumorskim ¢elijama nije bila izrazena ni u tipu 1 ni u tipu 2 (usled ¢ega nije bilo mogucée proceniti
vrednost y2 testa). Povezanost izmedu tipa karcinoma ovarijuma i ekspresije PD-L1, bez obzira na
FIGO stadijum, prikazana je tabelom 7. Karcinom ovarijuma tip 1, u odnosu na karcinom ovarijuma tip
2 imao manje izrazenu ekspresiju u tumor infiltriSu¢im limfocitima (y2 (1) = 1,06, p =,302), tumor in-
filtriSu¢im makrofagima (y2 (1) = 0,11, p =,737) kao i u tumorskim ¢elijama (y2 (1) = 0,08, p = ,774),
ali intenzitet povezanosti nije bio dovoljno veliki da bi se mogao smatrati statisti¢ki znac¢ajnim. Takode,
ni CPS nije statisti¢ki znacajno povezan sa tipom karcinoma ovarijuma (y2 (1) = 0.054, p = .817), bez

obzira o kojem FIGO stadijumu je rec.

Tabela 7. Povezanost tipa karcinoma ovarijuma sa ekpresijom PD-L1.

Karcinom ovarijauma Karcinom ovarijauma

tip [ (N = 6) tip I (N = 32)
N % N %

Nema 4 66.67 14 43.75

Ekspresija PD-L1 Ima (ukupno) 2 33.33 18 56.25

u tumor infiltriSu¢im <1 0 0.00 7 21.88
limfociti

tmiocttima >1 2 33.33 10 3125

>10 0 0.00 1 3.13

Nema 4 66.67 19 59.38

Ekspresija PD-L1 Ima (ukupno) 2 33.33 13 40.63

u tumor infiltriSu¢im <1 1 16.67 3 9.38

krofagi
fakrotagima >1 | 16.67 8 25.00
>10 0 0.00 2 6.25
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Nema 5 83.33 25 78.13

Ima (ukupno) 1 16.67 7 21.88
Ekspresyja PD-LT ) 0 0.00 4 12.50
u tumorskim ¢elijama

>1 1 16.67 1 3.13

>10 0 0.00 2 6.25

<1 3 8,57 13 37,14
CPS

> 3 8,57 16 45,71

Kada je re¢ o FIGO stadijumu III 1 IV, ekspresija PD-L1 u tumor infiltriSu¢im limfocitima je

bila manje izraZzena kod karcinoma ovarijuma tip 1 (y2 (1) = 0,07, p =,788), kao i ekspresija PD-L1 u
tumor infiltriSuéim makrofagima (32 (1) = 0,46, p = ,469). Ekspresija PD-L1 u tumorskim ¢éelijama je

bila podjednako izraZena i1 kod karcinoma ovarijuma tipa 1 i kod tipa 2 (¥2 (1) = 0,00, p = 1,000).

Tabela 8. Povezanost tipa karcinoma ovarijuma sa ekpresijom PD-L1 u FIGO stadijum III i IV.

Karcinom ovarijjauma Karcinom ovarijauma

tipI (N=4) tip IT (N = 28)
N % N %
Nema 2 50,00 12 42,86
Ima (ukupno) 2 50,00 16 57,14
Ekspresija PD-L1
u tumor infiltriSu¢im <1 0 0,00 5 17,86
limfocitima
>1 2 50,00 10 35,71
>10 0 0,00 1 3,57
Nema 3 75,00 16 57,14
Ekspresija PD-L1 Ima (ukupno) 1 25,00 12 42,86
u tumor infiltriSu¢im <1 0 0,00 3 10,71

34



makrofagima

>1 1 25,00 8 28,57

>10 0 0,00 1 3,57

Nema 3 75,00 21 75,00

Ima (ukupno) 1 25,00 7 25,00
Bkspresija PD-LT -~ 0 0,00 4 14,29
u tumorskim c¢elijama

>1 1 25,00 1 3,57

>10 0 0,00 2 7,14

<1 2 6,90 2 6,90
CPS

>1 10 34,48 15 51,72

Kada smo analizirali ekspresiju PD-L1 u odnosu na histoloske karakteristike tumora dobili smo
sledece rezultate. Za poredenje ekspresije PD-L1 receptora i gradusa, primenjena su tri y2 testa. Rezul-
tati su predstavljeni tabelom 9. Visok gradus ¢eSce je bio pracen prisustvom ekspresije PD-L1 u tumor
infiltriSu¢im limfocitima, dok je nizak gradus bio pra¢en odsustvom ekspresije PD-L1, i ove razlike su
bile statisticki marginalno znacajne (y2 (1) = 3,76, p = ,052). Nisu identifikovane statisticki znacajne
razlike u gradusu 1 ekpresiji PD-L1 kada je re¢ o ekspresiji PD-L1 u tumor infiltriSu¢im makrofagima
(2 (1)= 1,85, p=,174) kao i kada je re¢ o ekspresiji PD-L1 u tumorskim ¢elijama (32 (1) = 2,06, p =,
151). Medutim, kada smo koristili CPS zabeleZena je statisticki znacajna povezana sa gradusom (2 (1)
=7.071, p = .008), pri ¢emu je CPS znacajno ceSce izraZena preko 1 kod visokog, a u odnosu na nizak

gradus.

Tabela 9. Povezanost ekspresije PD-L1 1 gradusa.

Gradus - nizak Gradus - visok

N % N %

Nema 5 13,89 12 3333

Ekspresiia PD-L1 u Ima (ukupno) 1 2,78 18 50,00

35



it

tumor infiltriSuéim <1 1 2,78 5 13,89

limfocitima
>1 0 0,00 12 33,33
>10 0 0,00 1 2,78
Nema 5 13,89 16 44,44

I k 1 2 14
Ekspresija PD-L1 u ma (ukupno) ;78 38,89

tumor infiltriSuéim <1 1 2,78 3 8,33
makrofagima -1 0 0.00 9 25.00
>10 0 0,00 2 5,56
Nema 6 16,67 22 61,11
Ima (ukupno) 0 0,00 8 22,22
Ekspresija PD-L1u —_, 0 000 4 1Ll
tumorskim ¢elijama
>1 0 0,00 2 5,56
>10 0 0,00 2 5,56
<1 5 14,29 10 28,57
CPS
>1 0 0,00 18 51,43

Sa ciljem da se ispita povezanost izmedu ekspresije PD-L1 receptora i prisustva limfovasku-
larne invazije, primenjena su tri x2 testa. Rezultati su predstavljeni tabelom 10. Rezultati ukazuju na
zakljucak da ekspresija PD-L1 u tumor infliltriSu¢im limfocitima (%2 (1) = 2,69, p = ,101), tumor infil-
triSu¢im makrofagima (y2 (1) = 1,48, p =,223) 1 u tumorskim ¢elijama (y2 (1) = 0,65, p = ,419) nije sta-
tisticki znacajno povezana sa prisustvom limfovaskularne invazije. Ekspresija CPS-a je statisticki mar-
ginalno znacajno povezana sa prisustvom limfovaskularne invazije (¥2 (1) = 2,045, p =,085). Kod oso-
ba koje imaju CPS ve¢i od 1, LVI je marginalno znacajno ¢e$¢e prisutan, u odnosu na ispitanike koji
imaju ekspresiju CPS manji od 1.

Tabela 10. Povezanost izmedu ekspresije PD-L1 receptora 1 prisustva limfovaskularne invazije.
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Limfovaskularna invazija

Nije

prisutna Prisutna

N % N %

Nema 2 588 13 3824
Ekspresija PD-L1 Ima (ukupno) 0 0,00 19 55,88
u tumor infiltriSu¢im <1 0 000 6 17,65
limfocitima

>1 0 000 12 3529

>10 0 000 1 2,94

Nema 2 588 18 5294
Ekspresija PD-L 1 Ima (ukupno) 0 0,00 14 41,18
u tumor infiltriSu¢im <1 0 000 3 8,82
makrofagima >1 0 000 9 2647

>10 0 000 2 5,88

Nema 2 588 24 70,59

Ima (ukupno) 0 0,00 8 23,53
Ekspresija PD-LT 0 000 4 11,76
u tumorskim ¢éelijama

>1 0 000 2 5,88

>10 0 000 2 5,88

<1 2 645 11 3548
CPS

>1 0 0,00 18 58,06

Sa ciljem da se odgovori na tre¢i cilj istrazivanja - Ispitati povezanost ekspresije PD-L1 recep-

tora 1 odgovora na standardnu terapiju, primenjeno je nekoliko ¥2 testova. Tabelom 11 predstavljena je
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povezanosti ekspresije PD-L1 receptora i odgovorom na terapiju, kod standardno primenjivane terapije

(taxol i carboplatina). Rezultati ukazuju na zakljucak da ekspresija PD-L1 u tumor infliltriSu¢im lim-

focitima (2 (2) = 2,43, p =,296) i tumor infiltriSu¢im makrofagima (32 (2) = 1,19, p =,551) nije znaca-

jno povezana sa odgovorom na standardu terapiju. S druge strane, ekspresija PDL-1 u tumorskim ¢eli-

jama (¥2 (2) = 7,50, p = ,024) jeste statisticki znacajno povezana sa odgovorom na terapiju. Kod kom-

pletnog odgovora na terapiju je ¢eS¢a bila prisutna ekspresija PD-L1, kod parcijalnog odgovora na ter-

apiju je ekspresija ili odsustvo ekspresije jednako ucestalo, dok je kod progresije bolesti ceS¢e belezeno

odsustvo ekspresije PD-L1. CPS nije statisticki znac¢ajno povezana sa odgovorom na standardnu terapi-

ju (2 (1)=3.16, p = .205).

Tabela 11. Povezanosti ekspresije PD-L1 receptora i odgovora na standardnu terapiju.

Kompletan Parcijalan Progresija
N % N % N %
Nema 10 3226 1 323 4 12,90
Ekspresija PD-L1 u Ima (ukupno) 14 45,16 1 323 1 323
t}ll’l’lOI‘ ¥r%ﬁltrlsuc1m <1 3968 0 000 1 323
limfocitima
>1 10 3226 1 323 0 0,00
>10 1 323 0 0,00 0 0,00
0,00 0,00 0,00
Nema 13 4194 1 323 4 1290
I k 11 3548 1 323 1 323
Ekspresija PD-L1 u ma (ukupno) ’ ’ ’
tumor infiltriSué¢im <1 3 968 1 323 0 0.00
makrofagima
>1 8 2581 0 0,00 0 0,00
>10 0 000 O 000 1 3,23
0,00 0,00 0,00
Nema 18 58,06 0 0,00 5 16,13
Ima (ukupno) 6 1935 2 645 0 0,00
Ekspresija PD-L1 u
tumorskim ¢éelijama <1 3968 1 323 0 0,00
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> 2 645 0 0,00 0 0,00

>10 1 323 1 323 0 0,00

<1 1 31,43 0 0,00 3 8,57
CPS

>1 15 42,86 2 5,71 1 2,86

Sa ciljem da se odgovori na pitanje povezanosti ekspresije PD-L1 i vremena do progresije
bolesti, sprovedena je korelaciona analiza. Tako rezultati ukazuju na odsustvo znacajnih razlika izmedu
ekspresije PD-L1 u tumor infliltriSu¢im limfocitima r = -0,194, p = ,243), tumor infiltriSu¢im
makrofagima (r = -0,114, p = ,496) i u tumorskim ¢elijama (r = -0,234, p =,158) sa PFS-om, primetna

je ocekivana i dosledno dobijene negativna korelacija izmedu ove dve varijable.

Sa ciljem da se ispita povezanost izmedu ekspresije PD-L1 receptora i vrste sprovedene op-
eracije, primenjena su tri x2 testa. Rezultati su predstavljeni tabelom 12. Rezultati ukazuju na zakljucak
da ekspresija PD-L1 u tumor infliltriSu¢im limfocitima (y2 (2) = 2,62, p = ,270), tumor infiltriSu¢im
makrofagima (2 (2) = 0,59, p =,746) i u tumorskim c¢elijama (¥2 (2) = 3,27, p =,195) nije statisticki
znacajno povezana sa vrstom operacije. CPS nije statisticki znacajno povezan sa tipom sprovedene op-

eracije (42 (2) = 2.04, p = .359).

Tabela 12. Povezanosti ekspresije PD-L1 receptora 1 vrste sprovedene operacije.

Bez Optimalna Suboptimalna
operacije  resekcija resekcija

N % N % N %

Nema 6 1765 6 17,65 5 14,71

Ekspresija PD-L1 u Ima (ukupno) 8 2353 2 588 7 20,59

tumor infiltriSuéim

. - <1 4 11,76 0 0,00 3 8,82
limfocitima

>1 3 882 2 588 4 11,76

>10 1 294 0 0,00 0 0,00
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Nema 9 2647 6 17,65 7 20,59

Ima (uk 5 1471 2 58 5 14,71
Ekspresija PD-L1 u ma (ukupno) 7 , ’

tumor infiltriSué¢im <1 1 294 0 0,00 ) 5,88
makrofagima
>1 3 882 2 588 2 5,88
>10 1 294 0 0,00 1 2,94
Nema 11 32,35 8 23,53 8 23,53

Ima (ukupno) 3 882 0 0,00 4 11,76
Ekspresija PD-L1 u

tumorskim ¢éelijama <1 1295 0 000 2 5,88
>1 2 58 0 000 O 0,00
>10 0 000 0 000 2 5,88
<1 7 228’5 4 12,90 4 12,90
CPS 19.3
>1 6 5’ 2 6,45 8 25,81

4.2.Analiza prezivljavanja

Kaplan — Majer kriva prezivljavanja, za sve ispitanice, prikazana je Slikom 11. Na osnovu dobi-
jenih rezultata, zakljuceno je da je petogodi$nje prezivljavanje 40% u ispitivanom uzorku. Kada je
napravljen presek prezivljavanja nakon dve godine od postavljanja dijagnoze u naSem uzorku 50% ispi-

tanica sa karcinomom ovarijuma ne prezivljava duze od 48 meseci.
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Slika 11. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja za celokupan uzorak.

Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na gradus je predstavljena slikom 12. Grupa ispi-
tanica sa niskim gradusom ima znatno viSu verovatnocu prezivljavanja tokom celokupnog perioda
pracenja, u odnosu na grupu ispitanica sa visokim gradusom. Razlike u verovatnoci prezivljavanja su
upecatljivo razli¢ite do 48 meseca prac¢enja. Rezultati Koksovog modela proporcionalnih hazarda

ukazuju na zakljucak da je model marginalno statisticki znacajan (LRT (1) = 3,04, p =,08).
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Slika 12. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na gradus.

Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na FIGO stadijum je predstavljena slikom 13.
Grupa ispitanica koje su u FIGO stadijumu I i II imaju maksimalnu verovatnocu prezivljavanja tokom

perioda pracenja, dok verovatnoca prezivljavanja kod grupe ispitanica koje su u FIGO stadijumu III i
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IV opada sa protokom vremena. Kod ove grupe ispitanica, verovatnoc¢a prezivljavanja od 50% se javlja
od 36 do 48 meseca pracenja. Rezultati Koksovog modela proporcionalnih hazarda ukazuju na za-

kljucak da je model statisti¢ki znacajan (LRT (1) = 12,06, p =,001).

10 |
FIGO =Ludijurr: 1i 1]
on - GO =lwdj
.
& L 116G s aclijues 111y
%
= 06
o>
<
c
r 04
- — T—
e
02 -
00
1 ] I I |
0 u 20 AL 4u ) B0

Vreme (IMeses |
Slika 13. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na FIGO stadijum.

Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na LVI je predstavljena slikom 14. Grupa ispitan-
ica kod koje LVI nije izrazen imaju maksimalnu verovatno¢u prezivljavanja tokom perioda praéenja,
dok verovatnoc¢a prezivljavanja kod grupe ispitanica kod koje LVI jeste opada sa protokom vremena.
Kod ove grupe ispitanica, verovatnoca prezivljavanja od 50% se javlja od 36 do 48 meseca pracenja.
Rezultati Koksovog modela proporcionalnih hazarda ukazuju na zaklju¢ak da je model statisticki

znacajan (LRT (1) = 4,28, p =,04).
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Slika 14. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na LVI.

Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na tip karcinoma je predstavljena slikom 15.
Grupa ispitanica kod koje je prisutan karcinom ovarijuma tip 1 ima vise izrazenu verovatnocu prezivl-
javanja tokom perioda pracenja u odnosu na grupu kod koje je prisutan karcinom ovarijuma tip 2.
Verovatnoca preZivljavanja od 50% kod grupe sa karcinomom ovarijuma tipa 1 je prisutna od 48 mese-
ca do kraja perioda pracenja, dok je kod grupe sa karcinomom ovarijuma tip 2 prisutna tokom 48 mese-
ca prac¢enja. Rezultati Koksovog modela proporcionalnih hazarda ukazuju na zaklju¢ak da model nije

statisticki znacajan (LRT (1) = 0,55, p =,50).
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Slika 15. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na tip karcinoma.

Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na PFS je predstavljena slikom 16. Grupa ispitan-
ica koje su platina senzitivne imaju znacajno viSu verovatnocu prezivljavanja u odnosu na grupu ispi-
tanica koje su platina rezistentne, tokom celokupnog perioda pracenja. Grupa ispitanica koje su platina
senzitivne imaju verovatnocu prezivljavanja veéu od 50% tokom celokupnog perioda pracenja, dok
grupa ispitanica koje su platina rezistentne imaju verovatnocu prezivljavanja manju od 50% tokom 12
meseca pracenja. Rezultati Koksovog modela proporcionalnih hazarda ukazuju na zakljucak da je

model statisticki znac¢ajan (LRT (1) = 13,42, p =,001).
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Slika 16. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na PFS.

Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na ekspresiju PD-L1 na tumor infiltriSu¢im lim-
focitima je predstavljena slikom 17. Ispitanice kod kojih PD-L1 u TIL nije izraZen imaju bolju prog-
nozu prezivljavanja do 48 meseca u odnosu na ispitanice kod kojih je ekspresija PD-L1 u TIL izraZena.
Nakon 48 meseci, verovatnoca prezivljavanja obe grupe ispitanica je gotovo identi¢na. Rezultati
Koksovog modela proporcionalnih hazarda ukazuju na zaklju¢ak da model nije statisticki znacajan

(LRT (1) = 0,08, p <,05).
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Slika 17. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na ekspresiju PD-L1 na tumor infiltriSu¢im

limfocitima.

Kaplan — Majer kriva preZivljavanja u odnosu na ekspresiju PD-L1 na tumor asociranim
makrofagima je predstavljena slikom 18. Ispitanice kod kojih PD-L1 u TAM nije izraZen imaju gener-
alno loSiju prognozu prezivljavanja tokom perioda pra¢enja od 60 meseci, u odnosu na ispitanice kod
kojih ekspresija PD-L1 u TAM jeste izrazena. Rezultati Koksovog modela proporcionalnih hazarda

ukazuju na zaklju¢ak da model nije statisticki znacajan (LRT (1) = 1,03, p <,05).
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Slika 18. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na ekspresiju PD-L1 na tumor asociranim

makrofagima.
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Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na ekspresiju PD-L1 na tumorskim c¢elijama je
predstavljena slikom 19. Obe grupe ispitanica imaju gotovo identi¢nu verovatnocu prezivljavanja do 48
meseca pracenja. Nakon 48 meseca pa do kraja pracenja, vecu verovatnocu prezivljavanja imaju ispi-
tanice kod kojih ekspresija PD-L1 u TC nije izraZena, u odnosu na grupu ispitanica kod kojih je ova
ekspresija izrazena. Rezultati Koksovog modela proporcionalnih hazarda ukazuju na zakljucak da je

model marginalno statisticki znac¢ajan (LRT (1) = 1,36, p <,05).
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Slika 19. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na ekspresiju PDL-1 na tumor infiltriSu¢im

makrofagima.

Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na ekspresiju predstavljenu CPS prikazana je
slikom 20. Ispitanice kod kojih je CPS manji od 1 imaju podjednaku verovatnocu prezivljavanja nakon
perioda od 48 meseci, kao i1 tokom celokupnog perioda pracenja, u odnosu na grupu ispitanica ¢ija je
ekspresija CPS veci od 1. Rezultati Koksovog modela proporcionalnih hazarda ukazuju na zakljucak da

model nije statisti¢ki znacajan (LRT (1) = 0,08, p <,05).
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Slika 20. Kaplan — Majer kriva prezivljavanja u odnosu na CPS



5. DISKUSIJA

Ispitivanu grupu pacijentkinja sa karcinomom jajnika u nasem uzorku dominantno su ¢inile
ispitanice starosti od 66 do 75 godina, §to je koherentno sa podacima iz literature o piku incidencije
(52,53). Pocetkom proslog veka primecen je porast incidencije karcinoma jajnika kao rezultat so-
cioekonomskog razvoja i promene trenda pariteta, nakon c¢ega se, krajem devedesetih, belezi njen pad
(54). Razloge za negativan trend incidencije mozemo pripisati kako dostupnosit informacija, prven-
stveno o faktorima rizika, tako 1 znacaju evaluacije povecane upotrebe oralnih kontraceptiva i njihovom
dugoro¢nom, onkogenom potencijalu prevashodno u oblasti karcinoma dojke (52). Rezultat navedenih
saznanja bila je racionalnija upotreba kontraceptiva u navedenom periodu u populaciji menopauzalnih
Zena, te smanjenje rizika za nastanak karcinoma jajnika u ovoj grupi (55). Suprotno, u mladoj popu-
laciji su oralni kontraceptivi definisani kao protektivni faktori, medutim, ucestalost pojave drugih, do-
datnih, faktora rizika, kao $to su gojaznost, metabolic¢ki sindrom i nuliparitet, odloZene prve trudnoce 1
manji broj ostvarenih trudno¢a, dominantnije uticu na nastanak karcinoma jajnika, te se ne belezi
sinhroni pad incidencije u ovoj populaciji (52). Navedene ¢injenice nam ukazuju na trend porasta inci-
dencije karcinoma jajnika u mladoj populaciji, te potrebu za dodatnim naporima da se ove pacijentkinje

odrzavaju u stabilnom statusu bolesti duzi vremenski period.

Nedostatak adekvatnog skrininga i rane dijagnostike i danas predstavlja najznacajniji negativan
prgnosticki faktor. I pored pokusaja da se identifikuju markeri za rano otkrivanje, u trenutku postavljan-
ja dijagnoze preko 60% pacijentkinja su u uznapredovalom stadijumu bolesti, sa udaljenim metastaza-
ma (56,57,58,59). U ispitivanom uzorku zna¢ajnu vec¢inu (83,6%) su Cinile pacijentkinje sa uznapre-
dovalim FIGO stadijumom (III i IV). Ve¢i procenat uznapredovalog stadijuma bolesti mozemo objasni-
ti ve¢im udelom karcinoma tip 2. Shodno njihovom agresivnijem bioloSkom ponasanju i kasnijem
otkrivanju. U ovoj grupi pacijentkinja o¢ekivano je visi procenat (preko 75%) bolesnica sa uznapre-

dovalim stadijumumom bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze(60,61).
U ispitivanom uzorku najzastupljenija ekspresija PD-L1 je bila na TIL (53%), dok je u tu-

murskim ¢elijama ekspresija bila prisutna samo kod 21%. U literaturi se moZze naci Sirok raspon ek-

spresije PD-L1 kod karcinoma jajnika. Sli¢éno nasim rezultatima u studiji Eymerit-Morin 1 sar.
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prikazane su relativno niske vrednosti ekspresije PD-L1 na tumorskim ¢elijama (14-28%) uz znacajnu
heterogenost u ekspresiji zavisno od koris¢enih antitela i nacina interpretacije (62). NeSto visi procenat
1 ¢eS¢e prisutnu ekspresiju na ¢elijskoj membrani izneli su Drakes i sar. (33%). U studiji Wang i sar.
kao 1 u naSem istrazivanju, detektovana ekspresija PD-L1 na ¢elijskoj membrani, shodno njithovom bi-
oloSkom znacaju u odnosu na prisustvo u citoplazmi (63). Ispitano je 107 pacijentkinja sa high grade
seroznim karcinomom (HGSC) ovarijuma, a ispitivane su tumorske ¢elije i limfociti. U navedenoj
studiji bojenje je vrSeno upotrebom monoklonskog antitela za PD-L1, klon EIL3N. Ono §to ovu studiju
dodatno razlikuje od naSeg istrazivanja jeste tumacenje ekspresije PD-L1 u vidu komparacije sa ek-
spresijom na placenti (63). Rezultati su predstavljeni kao kao negativna, slaba, umerena i ista ili jaca
ekspresija od one na placenti. U ispitanom uzorku pozitivna ekspresija PD-L1 na tumorskim ¢elijama
je detektovana, priblizno naSim rezultatima, kod 24,30% pacijentkinja, ali je ekspresija na TIL bila
znacajno niza 15,89% (63). Prema klini¢ko-histoloskim karakteristikamah navedeni uzorak je uporediv
sa naSim ispitanicama, te se u tom pogledu ne namece jasan odgovor za ovakvu razliku. Sa druge strane
kori$¢eno antitelo (E1L3N) i interpretacija rezultata bi mogli biti uzrok razli¢itim rezultatima, S$to za-
hteva dodatne analize. I u studiji Eymerit-Morin 1 sar. uoc€ena je razlika (oko 14%) izmedu rezultata
dobijenih upotrebom razlicitih antitela (E1L3N 1 QR1) (62). Uportebom E1L3N detektovana je veca
senzitivnost u vidu ¢eS¢e detektovanih ekspresija preko 10% ali su se QR1 klon i CPS u odnosu na TPS

pokazali kao bolji izbor za evaluaciju PD-L1 statusa kod pacijentkinja obolelih od karcinoma ovariju-

ma (62).

Za razliku od navedenih studija, postoje i one sa znacajno viSim vrednostima ekspresije PD-L1.
Xue 1 saradnici su prikazali ekspresiju PD-L1 od 44,16% (64). Za razliku od prethodnih studija 1 naseg
istrazivanja ovde je ekspresija detektovana na membrani tumorskih ¢elija ali 1 u citpolazmi. Takode, za
razliku od vecine drugih studija, ovde je koriS¢ena deskriptivna metoda procene ekspresije, takozvani
H-skor metod (64). Sli¢ne vrednosti ekspresije PD-L1 prikazane su i u studiji Alwosaibai i saradnika,
gde je ekspresija bila 47,8%, sa izdvajanjem seroznog karcinoma (ekspresija 51,35%) (65). Sa druge
strane, Jovanovi¢ i saradnici su prikazali visoku ekspresiju (preko 70%), kao i zna¢ajnu razliku u odno-

su na neinvazivne tumore (p<0,001) (66).

Kada napravimo razliku u detekciji na razli¢itim ¢elijama, slicno naSim rezultatima, u jednoj od

studija pokazano je takode da je najniza ekpresija na tumorskim ¢elijama. Ekpresija PD-L1 bila je na-
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jznacajnija na makrofagima kao i u studiji Webb i sar., dok je PD-1 gotovo isklju¢ivo bio prisutan na
limfocitima (67,63). lako razli¢iti u pogledu vrste, navedeni rezultati, kao i rezultati na nasem uzorku
usmeravaju na znacaj imunih ¢elija i mikrookruZenja tumora, u odnosu na dosadasnja ispitivanja koja
su bila usmrena vise ka samim tumorskim ¢elijama. Takode, razlike u vrsti ¢elija na kojim se detektuje
prisustvo PD-L1 zahteva detaljnije analize vremenskog intervala pojave PD-1 1 PD-L1 na njithovoj
povrsini. Prednost naSeg istraZivanja jeste $to su analizirani uzorci u najve¢em procentu pacijentkinje
kod kojih prthodno nije sprovedena ni jedna vrsta sistemske terapije. Potencijalni znacaj same infil-
tracije 1 eventualno promena u njihovom nivou u razli¢itim fazama bolesti i1 leCenja, takode bi potvrdili
znacaj navedenog odnosa TIL i ekspresije PD-L1. Ne smemo zanemariti ni uticaj razli¢itih faktora tu-

morskog mikrookruzenja, koji modeliraju ekspresiju i funkciju PD-L1.

Zahteve 1 poteSkoce u pogledu detekcije 1 interpretacije ekspresije mozemo sagledati na primeru
revijalnog ¢lanka, u kom je opisan raspon ekspresije PD-L1 od 16-86%, kao 1 Sest razli¢itih antitela u
sedam analiziranih studija, takode sa razli¢itim grani¢nim vrednostima (68). Navedene razlike u ek-
spresiji PD-L1 u razli¢itim studijama mogu se tumaciti sa mnogo aspekata. Kao bitne karakteristike
izdvajaju se nestandardizovani postupci kako u detekeiji, tako 1 u interpretaciji ekspresije PD-L1 kod
karcinoma jajnika. U studijama su koriS¢ena razli¢ita antitela: QR1 1 EIL3N 22C3, SP263 1 SP142
(62,64,69,70,71). Na primeru studije Munari i saradnika moze se uvideti znac¢aj koris¢enih antitela i
platformi ali 1 iskustva patologa (69). Analizom podudaranja nivoa ekspresije PD-L1 koriS¢enjem ra-
zlic¢itih antitela (22C3 1 SP263) kod nemikrocelularnog karcinoma pluca, na gotovo 200 uzoraka (69).
Zabelezena je razlika u korist SP263 antitela, sa kojim je identifikovano oko duplo vise PD-L1 pozi-
tivnih uzoraka. Razlika u detekciji, u istoj studiji, postojala je €ak i kada su ispitivaci koristili antitela sa
kojima imaju viSe iskustva (69). Opisane karakteristike se ne mogu koristiti kod ostalih maligniteta bez

prethodne verifikacije njihovog znacaja.

Nedostatak ovakvih istrazivanja jeste podatak o jasnom klinickom znacaju ekspresije merene
razliitim antitelima i na razli¢itim ¢elijama, bilo da se radi o primarnom ili sekundarnom tumoru.
Danas je poznato da PD-L1 status nije uvek presudan parametar u donosenju odluke kada je re¢ o
uvodenju terapije u razli¢itim malignitetima (72). Ovim se akcenat stavlja na kritickom koriséenju do-
bijenih podataka, $to moZemo videti i na primeru malignog melanoma, s obzirom na to da se i kod PD-

L1 negativnih tumora belezi odgovor na terapjiu PD-L1 inhibitorima (73). Sli¢cno je 1 kod karcinoma
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endometrijuma, gde PD-L1 ekspresija nema prediktivni znacaj i nije povezana sa odgovorom na ciljanu

terapiju (74).

Navedeno nam ukazuje da moramo razmisljati o vrsti ispitivanog maligniteta, nac¢inu detekcije 1
interpretacije nalaza. Za izvestan broj maligniteta jasno su definisani skoring sistemi i prihvaéena ra-
zlicita antitela, kao §to su TPS uz koris¢enje 22C3, SP263 1 SP142 kod karcinoma pluca, za urotelijalne
i karcinome glave i vrata se preporu¢uju CPS sa 22C3 i SP263 klonovima, dok je imune éelije (IC)
skor sa SP142 klonom prihvatljiv za sve navedene malignitete (71). Kada se govori o karcinomu ovari-

juma, jo$ uvek ne postoji standardizovan pristup ni jasno definisan znacaj PD-L1.

Razlike u dobijenim rezultatima moramo sagledati 1 kroz mogu¢nost modifikacije samog re-
ceptora i njegovog liganda ali i okoline, koja se pokazala kao znacajan faktor kako (48). Opravdanje za
ovakav stav nalazimo u ranijim studijama koje su se bavile strukturom i signalnim putevima. U jednoj
od njih je pokazano da je za aktivaciju signalnog puta PD-1 neophodno vezivanje razli¢itih formi in-
tracelularnih proteina za specifi¢ni deo citoplazmatskog repa ovog receptora (ITSM (imunoreceptor
tirozin-kinaza motif)), kao i da je neophodnan signal susednih stimulatornih receptora (CD3 ili CD28)
(75). Razlog za ovakvo sadejstvo nije jasan ali se pretpostvlja da je neophodna ili blizina navedenih
kostimulatornih receptora ili se njthovom aktivacijom oslobadaju faktori koji su intracelularno

neophodni za uspostavljanje signalnog puta PD-1 (75).

U literaturi je opisan i efekat razlicitih liganda, prvenstveno B7-1 (CD80). Ovaj ligand ostvaruje
stimulatorni efekat na imuni odgovor vezivanjem za CD28, za koji ima najvec¢i afinitet, dok svoj in-
hibitorni efekat ostvaruje vezivanjem za CTLA-4 ali sa znacajno manjim afinitetom. U studiji Butte 1
saradnika je opisana interreakcija B7-1 sa PD-L1, a blokada ovakve interreakcije je moguca upotrebom
monoklonski antitela za specifi¢ne epitope receptora i u pogledu blokade PD-1/PD-L1 i B7-1/PD-L1 sa
izvesnim preklapanjem (76). Nije jasan mehanizam 1 odnos vezivanja B7-1 za CD28, CTLA4 ili PD-
L1. I ako je pokazan i pozitivan odnos ushodne regulacije receptora PD-L1 u prisustvu CD28, 1 dalje

nije poznat tacan mehanizam i medusubni odnos nvedenih ¢injenica (76).

Iznete Cinjenice predstavljaju samo deo sloZzenog procesa, koji na svakom koraku moze biti ra-
zli¢ito regulisan 1 dati razlicit krajnji odgovor. Jedna od studija koja nas upucuje na znacaj medusobnog

odnosa 1 dinamickog procesa unutar tumorskog mikrookruzenja je studija Aust i saradnika koji su
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tokom komparacije PD-L1 ekspresije na tumorskim ¢elijama u primarnom tumoru i metastatkim im-
plantima uocili nekoliko specifi¢nosti (77). Jedna od njih je visa ekspresija u primarnom u odnosu na
metastatski tumor kod high grade seroznih karcinoma ovarijuma (75% primarni tumor, 40% metastats-
ki implanti) i ekspresija PD-L1 iskljuc¢ivo u prisustvu TIL (77). Zanimljiv je 1 podatak da postoji poziti-
van trend ekspresije PD-L1 kod rekurentne bolesti u odnosu na primarnu (77). Tako je u celokupnom
uzorku inicijalno ekspresija bila 19,4% u primarnom tumoru i 17,9% u metastatskim implantima, dok
je u prvoj i drugoj rekurenciji ekspresija bila znacajno visa (I 37,5%, II 55,6%) (77). Kada je u pitanju
regulacija PD-L1 ekspresije opisana je pozitivna korelacija sa genima MHC I klase, kao i negativna
korelacija sa NK ¢elijama (77). Navedeni rezultati ukazuju na znac¢aj tumorske mikrosredine i slozenost
procesa inicijacije 1 odrzavanja imunog odgovora organizma, kao i progresije bolesti, koji zahtevaju
dalja, sloZenija istrazivanja, kako bismo imali uvid u tok boleti i potencijalno ciljana mesta regulacije

na koja bismo mogli uticati.

Ako razmisljamo o pravilnom uzorkovanju tumora 1 preciznijoj dijagnostici, napomenuc¢emo samo da
su od znacaja rezultati studija koje ukazuju da se viSa ekspresija nalazi u invazivnim delovima tumora.
Tako je u rezultatima Wang i sar kod PD-L1 pozitivnih pacijentkinja c¢eS¢e belezen uznapredovali stadi-
jum bolesti (p=0,023), a pozitivnost je ¢eS¢e detektovana u invazivnim segmentima tumora (63). Anal-
izom mesta detekcije PD-L1 Jovanovi¢ i sar. dosli su do istih rezultata, da je ekpresija ¢esce prisutna u
invazivnim delovima tumora, u odnosu na centralne (p< 0,001) (66). Ovi rezultati jos viSe dobijaju na
vaznosti kada znamo da se u praksi dijagnostika karcinoma ovarijuma postavlja biopti¢kim uzorcima,

te je od znacaja njihovo pravilno uzorkovanje zbog veli¢ine samog preparata te potrebe za preciznoScu.

Dodatna pitanja postavljaju se kada se uzme u obzir poreklo uzorka, i to ne samo lokalizacija
unutar samog tumora, kao $to je prethodno navedeno, nego i1 primarni tumor u odnosu na metastatske
promene. Ovo je analizirano u studiji Parvathareddy i sar. Ukojoj je kod 194 pacijentkinje sa karci-
nomom ovarijum poredena PD-L1 ekspresija u primarnom 1 metastatskom tumoru (78). Ekspresija u
primarnom tumoru zabeleZena je kod 32,5% pacijentkinja, Sto se statisticki znacajno razlikovalo od
metastatskih promena (45,9%) (78). Neslaganje u nalazima primarnih i metastatskih promena postojalo
je kod 34% pacijentkinja. Ovakve razlike mozemo opravdati samom heterogenos¢u kako primarnog

tako 1 metastatskog tumora ali 1 poreklom metastaza i naCinom Sirenja karcinoma ovarijuma, koji i
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danas nije u potpunosti jasan. Svakako, u budu¢nosti ne bismo trebali zanemariti ove razlike, kao

racionalno opravdanje za rali€it pristup kod recidiva bolesti.

Znacaj ekpresije PD-L1 kod obolelih od karcinoma ovarijuma ispitivali smo analizom
povezanosti sa klinicko-patoloskim karakteristikama ispitanica. U ispitivanom uzorku iako ¢esce

prisutna ekspresija u uznapredovalim u ondosu na pocetne stadijume bolesti, ova razlika nije bila statis-
ticki znacajna. Izazovi sa kojima smo se susreli u ovom istrazivanju delom su razlog za heterogenost

podataka i u dosadasnjim istrazivanjima. Tako je, u studiji Xue i sar. nadena pozitivna povezanost PD-
L1 ekspresije i Figo stadijuma bolesti (p=0,026) (79). Pacijentkinje sa viS§im stadijumom bolesti (Figo
[T 1 IV) su ¢esce imale visoku ekspresiju PD-L1 (79). Do istih zaklju€aka, kada je u pitanju Figo stadi-
jum dosli su 1 Wang 1 sar. (p=0,023) (63). Za razliku od navedenih rezultata Darkes 1 saradnici su izneli
suprotne vrednosti (80). U njihovoj studiji kori§¢eno je ab205921 antitelo, a u grupi sa ranim stadiju-
mom bolesti (Figo stadijum I i II) je ¢eS¢e detektovana visa ekspresija PD-L1 (22%), u odnosu na 4,3%
u Figo stadijumu II1 1 IV (80). U rezultatima studije Xue i sar. povezanost sa drugim klinickim ili pa-
toloskim parametrima nije zabelezena (79). Zbog malog uzorka i njegove heterogenosti, a sa druge
strane slicne karakteristike unutar podgrupa tumora u dualnom modelu, analizirali smo odnos PD-L1
ekspresije u odnosu na tip1 1 tip2 tumora. Iako ¢eS¢e prisuta na imunim ¢elijama u tipu 2, navedene raz-

lika je bila nesignifikantna. U skladu sa iznetim Cheng 1 saradnici su zabelezili znacajno viSu ekspresiju
kod HGSC u odnosu na ostale tumore (58% u odnosu na 38%, p<0,05) (68). Eymerit-Morin i sar. anal-

izirali su ekspresiju kod razlicitih histoloskih tipova karcinoma ovarijuma i za razliku od navedenih
rezultata pokazano je da je najznacajnija kod clear cell karcinoma 29,6% (81). Razlika u ekspresiji PD-
L1 u odnosu na histoloski tip pokazana je u jo§ ve¢em procentu (44%) kod MSS clear cell karcinoma u
studiji Xiao i sar. (82). Navedena studija je primarno ispitivala odnos MMR statusa, TIL i PD-L1 ek-
spresije. Pokzano je da su tumori sa deficijentnim mismatch repair mehanizmom (MMRd) znacajno
¢esce bili infiltrovani CD3* TIL (p = 0.0493), kao 1 CD8+ TILs (p =0.0212) (82). Takode, postojala je
znacajnija ekspresija PD-L1 na imunim ¢elijama u MMRd tumorima u odnosu na tumore sa o¢uvanim
MMR mehanizmom (MMRp) (p = 0,0049) (82). Rezultati studije sugeriSu da MMRd tumori verovat-
no prave imunogeno mikrookruzenje stavarju¢i neoantigene u velikom broju. Suprotno ovome Webb 1
sar. izneli da je upravo kod clear cell karcinoma ekspresija bila najniza (16,2%) (83). U literaturi se

cesce srecu studije koje su opisale visu ekspresiju kod HGSC, sto je i navelo da istrazivanja idu u ovom
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pravcu, te da se izvestan broj studija zasniva upravo na ovoj grupi pacijentkinja (65,66,84). Jedna od
retkih studija u kojoj je pokazana veza PD-L1 ekspresije sa klinicko-patoloskim parametrima jeste
studija Kim 1 sar. koji su u svojoj studiji ispitivali PD-L1 na razli¢itim ¢elijama: stromalnim TIL, tu-
morskim ¢elijama 1 intraepitelnim TIL, koriste¢i SP263 klon (Ventana AZ) (84). Najznacajnija ekspre-
sija PD-L1, kako na celokupnom uzorku, tako i izdvojeno kod HGSC, bila je na stromalnim TIL
(16,9% u celokupnom uzorku, 20,7% kod HGSC) (84). Pokazana je statisticki znacajna povezanost ek-
spresije na stromalnim TIL sa histoloSkim tipom (p = 0,015), rezidualnim tumorom (p = 0,001), gradu-
som (p <0,001), kao 1 nuklearnim gradusom (p < 0,001) (84). Kod HGSC ekspresija na stromalnim
TIL bila je povezana sa tumorskim gradusom (p=0,003) i nuklearnim gradusom (p <0,001) (84). Ovo je
delimicno u skladu sa dobijenim rezultatima, s obzirom na to da je prikazan pozitivan odnos CPS i
gradusa tumora. Sa druge strane ekspresija PD-L1 na tumorskim ¢elijama ni u jednoj histoloSkoj formi
karcinoma ovarijuma nije bila povezana sa bilo kojim ispitivanim kliniko-patoloskim parametrom (84).
Webb i saradnici takode iznose povezanost ekspresije PD-L1 i gradusa (P = 0.011), kao i u studiji
Drakes i sar. (p=0,40) (83,80). U odnosu na imune ¢elije u tumoru, TAM su bili ¢es¢e PD-L1 pozitivni
u odnosu na tumorske ¢elije kojih je bilo samo 13,2% (83). Znacajno za razumevanje toka ekspresije 1
uloge u imunom odgovoru kod karcinoma ovarijuma jeste i to da nije zabalaeZen ni jedan uzorak sa

PD-L1 pozitivnim tumorskim ¢elijama, kod kojih su TAM bili PD-L1 negativni (83).

Trenutna saznanja o onkogenezi i toku sa velikom sigurno$¢u ukazuju da je izolovano posma-
tranje pojedinacnih faktora TME insuficijentno. Ovakvi podaci sugeriSu da je TME jedan dinamicki
kontinuum, koji zahteva sloZenija ispitivanja. Najcesce ispitivan odnos faktora tumorskog
mikrookruzenja je odnos TIL i PD-L1. U jednom od studija koje su analizirale ovaj odnos kod pacijen-
tkinja sa PD-L1 pozitivnim TIL ¢eS¢e je beleZena pozitivna ekspresija PD-L1 na tumorskim ¢elijama (p
<0,001) (63). Visi nivo CD3+1 CD8* 1 TIL su se pokazali kao nezavisni pozitivni prognosticki faktor
(63). Takode, pacijentkinje sa viS§im vrednostima intraepitelnih CD8* TIL 1 negativnim PD-L1 su imale
najduzu medijanu ukupnog prezivljavanja (p<0.001) (63). Najcesce ispitivan odnos PD-L1 na imunim
¢elijama, podrazumevao je analizu TIL i TAM. Jedna od ovakvih studija anlizirala je znacaj ekpresije
na PD-1 1 PD-L1 na limfocitima i makrofagima, kao i njihov uticaj na prezivljavanje (85). U studiju su

ukljucene samo pacijentkinje sa HGSC ovarijuma, njih 130. Kao i u prethodno navedenoj studiji, a za
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razliku od nasih rezultata imune celije koje su pokazale najvisu ekspresiju PD-L1 na makrofagima, dok

je ekpresija PD-1 bila najznacajnija na limfocitima (85).

Prognosticki znacaj ekpresije PD-L1 analiziran je u studijama razli¢itog dizajna. Kada je anal-
izirano ukupno prezivljavanje u studiji Kim 1 sar., samo visoka ekspresija PD-L1 u stromalnim TIL je
pokazala pozitivnu povezanost sa boljim ukupnim prezivljavnjem (p = 0,02) u celokupnom uzorku
(84). Navedeno ovu studiju razlikuje 1 po znacaju ekspresije PD-L1 na TIL, tako 1 njithov prognosticki
znacaj. Jedan od osnovnih nedostataka ove studije je dug vremenski period (1998-2013.) iz kog su
pacijentkinje uklju€ene u studiju, te moguce razli€it pristup u lecenju i ishodu ovih pacijentkinja nezav-
isno od prognostickih parametara. U studiji Darkes 1 sar., iako startno nije postojala razlika, prognostic-
ki PD-L1 pozitivna podgrupa je pokazala bolje prezivljavanje sa duzim protokom vremena od postavl-
janja dijagnoze (80). Opisane razlike iako bez statistic¢ke zna¢ajnosti zahtevaju dalju evaluaciju. Jedna
od studija pokazala benefit u prezivljavanju (p=0,02) u grupi visoke ekpresije PD-L1 na makrofagima,
Sto je u skladu sa zabeleZenim odnosom u naSim rezultatima iako nismo uspeli da dokazemo znacaj
ovog odnosa (85). Kao §to se moZze videti iz prethodnog teksta, u studijama koje ispituju znacaj PD-L1
ekpresije naglaSava se prognosti¢ki znacaj kombinovanih parametara, pa tako je 1 ovde postojao veci
znacaj od pojedinacnih parametara kombinacija visokih vrenodsti, u ovom slu¢aju PD-L1 1 PD-1,u
odnosu na niske (HR 0,36 (0,17-0,79), p = 0.01) (85). U analizi prezivljavanja u nasSem uzorku prezen-
tovana je samo marginalno znacajno duze prezivljavanje u grupi pacijentkinja koje su imale eksprimi-
ran PD-L1 na tumorskim ¢elijama i to nakon dve godine prac¢enja. Analize Xue i sar. ukazale su na
znacajno krace ukupno prezivljavanje kod pacijentkinja sa visokom ekpresijom PD-L1 (log-rank
X?=12,25, p=0,0005, HR=2,689, 95% CI 1,400-5,163) (64). Ovde je ponovo pokazan prognosticki poz-
itivna veza TIL 1 OS. Kod vi$e infiltracije TIL ukupno prezivljavanje je iznosilo 71,4 meseca, za raz-
liku od niZe infiltracije, kada je OS bilo 49,8 meseci (p=0,09). U istoj studiji, ispitan je i odnos TIL i
PD-L1 ekspresije 1 pokazano da su pacijentkinje sa visokom ekspresijom TIL i niskom ekspresijom
PD-L1 imale znac¢ajno bolje ukupno prezivljavanje (p=0,001) (64). Ova Cinjenica zahteva dodatne anal-
ize medusobnog odnosa TIL i PD-L1, s obzirom na to da je visoka ekspresija PD-L1 u istoj studiji bila
¢eSc¢e prisutna kod visih stadijuma bolesti. Takode, definisanjem vremenskog intervala i sleda pojave
jednih 1 drugih, te moguce i razlicitih signalnih puteva pod uticajem TME, razumeli bismo njihov pravi

znacaj u karcinogenezi i toku bolesti. Od koristi bi bila analiza unutar visokorizi¢ne grupe pacijentkin-
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ja, ¢ime bi se dobio odgovor na realniji odnos PD-L1 i prezivljavanja, §to je u znacajnom broju studija

bilo tesko izvodljivo kako zbog malog uzorka, tako i heterogenosti.

Na iznetim podacima se vide ograni¢enja ovog istrazivanja veli¢inom uzorka, te nedovoljnom
snagom statisti¢kih testova da se dokaze povezanost. Sa druge strane izneti rezultati pruzaju uvide i
smernice za dalja istrazivanja. Takode, u medicinskim istrazivanjima, razlika izmedu statisticke 1 klin-
icke znacajnosti se ne sme zanemariti. Statisticka znacajnost odnosi se na verovatnoc¢u da su rezultati
dobijeni slu¢ajno, dok klinicka zna€ajnost razmatra prakticnu vaznost i primenljivost rezultata. lako
statistiCka znacajnost ostaje klju¢ni element kvantitativnih istraZivanja, klinicka relevantnost i pri-

menljivost rezultata su od sustinske vaznosti.

Prema dosadasnjim istrazivanjima jos$ uvek nije identifikovan prediktivni i prognostic¢ki znacaj
ekspresije PD-L1 kod karcinoma ovarijuma. Razlog ovome mozemo traziti upravo u spomenutom,
malom uzorku vecine studija. Ovome doprinosi i relativno niska ekpresija ali i nepotpuno poznavanje
strukturnih 1 funkcionalnih karakteristika signalnog puta, u kom ucestvuje PD-L1, kao 1 njegovog

odnosa sa faktorima iz mikrookruzenja.

Kada je definisan odnos PD-L1 i TIL moze se naslutiti da inflitracija TIL prethodi PD-L1 ekspresiji, s
obzirom na to da nije zabeleZen ni jedan slu¢aj HGSC bez TIL, koji je bio PD-L1 pozitivan. Opisana je
1 kvantitativna razlika kada su u pitanju PD-L1 pozitivni uzorci, kod kojih je gustina CDS8 TIL bila veca
u odnosu na PD-L1 negativne (83). Upravo razumevanje odnosa PD-L1 i TIL je doprineo da nastanu
klasifikacije tumorskog mikrookruZenja. Teng i sar. su klasifikovali karcinome u Cetiri tipa na osnovu
infiltracije T ¢elija 1 odnosa sa ekspresijom PD-L1 (86). Tabelom 13 su prikazani tipovi mikrookruzen-

jainavedeni odnosi PD-L.1 1 TIL.

Tabela 13. Klasifikacija TME (86)

Tip TME PD-L1 TIL
| + +
I - -

1 + =
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U studiji Webb i saradnika najcesce zabelezen odnos bio je sa pozitivnim TIL i PD-L1 (tip I)
57,4% i sa oba negativna parametra 51,1% (tip II) (83). Kao razlog ovakvom odnosu namece se visoka
imunogenost shodno karakteristikama tumora, kao 1 moguce biolosko ponsanje i tok bolesti. Prognos-
ticki znacaj PD-L1 pokazan je samo kod HGSC (HR = 0,4864; 95% CI = 0,3206-0,7378; P = 0,0007)
(83). Medutim, prema TME klasifikaciji tip I i tip II su se izdvojili kao prognosticki bolji (HR 0,2191,
95% C1 0,06664 - 0,7207) (83). Iznetim rezultatima stavljen je akcenat na medusobni odnos PD-L1 1
TIL kao prognostickim parametrima kod karcinoma ovarijuma i opravdanost za buduca istrazivanja u
ovom pravcu ali se i dalje ne moze zakljuciti tacan mehanizam na modeliranje imunog odgovora kod
karcinoma ovarijuma. Potvrda za ovo vidi se 1 na primeru, u ovom pravcu najvise ispitanog, malignog
melanoma, koji ima najvecu zastupljenost I (oko 38%) 1 I (oko 41%) tipa karcinoma, sa boljom prog-
nozom i o¢ekivano dobrim odgovorom na monoterapiju checkpoint inhibitorima kod tipa I, gde je

odgovor T infiltriSu¢ih limfocita modeliran pod dejstvom PD-L1 (86).

Aktuelni su razli¢iti pokusSaji definisanja tumorskog mikrookruzenja i medusobnog odnosa po-
jedinacnih faktora. Tako je u metaanalizi Wanga, u kojoj nije definisana znacajna veza PD-L1 1 klin-
ickopatoloskih parametara, kao ni prognosticka uloga, pokazano da se ovaj odnos razlikuje kada je u
pitanju iRNK, ¢ija ekpresija je povezana sa kra¢im PFS (87). Alwosaibai i sar. su svoju studiju zasno-
vali na ulozi stem ¢elija i njithov odnos sa ekspresijom PD-L1 (88). Ponovo se susre¢emo sa razliitim
metodama detekcije PD-L1 1 grani¢nim vrednostima. U navedenoj studiji je koriS¢eno monokolnsko
antitelo za PD-L1 22C3, za karcinomske stem ¢elije koriS¢eni su markeri CD44 i LGRS, koji su
pokazali znacaju ekspresiju kod seroznog karcinoma (p=0,006(CD44) i p=0,6(LGRS)) (88). Kompara-
cija odnosa PD-L1 statusa i TIL 1 ovde je ukazala na znacajnu pozitivhu povezanost, narocito sa CD8
kao markerom ali nije utvrden njihov medusobni odnos osim pretpostavke da visoka ekspresija moguce
ima za posledicu znacajnu infiltraciju limfocita u tumor (88). Analizom odnosa karcinomskih stem ¢eli-
jai1PD-L1 ekspresije zabeleZena je znacajna ushodna regulacija CD44 i umerena za LGRS kod PD-L1
pozitivnih pacijentkinja (88). Prgnosticki ekspresija CD44 je bila povezana sa boljom prognozom

(HR=1,6, 95% CI 0,7-3,7), kao i negativni nalazi PD-L1 (HR=2,4, 95% CI 0,74-7,9)(88).
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Navedene studije sa svim svojim prednostima i manama samo su joS jedan dokaz koliko je
Siroko i neispitano podrucje karcinoma ovarijuma. Studije u kojima je pokuSana implementacija check-

opint inhibitora u terapiji karcinoma ovarijuma nisu dale o¢ekivane rezultate.

Prethodno sprovedena KEYNOTE-028 pokazala je prihvatljivu toksi¢nost primene Pembrolizumaba
kod PD-L1 pozitivnih pacijentkinja sa karcinomom ovarijuma, sa jednim slu¢ajem (3,8%) neZeljenih
efekata gradus 3 ali je odgovor na terapiju bio slab (39). Ispitana je ukupna stopa odgovora (ORR),
duzina odgovora, PFS i OS. ORR je bio 11,5% (95% CI 2,4-30,2%), a duzina odgovora kod ovih paci-
jentkinja je bila > 20,5 meseci (39).

Nakon Keynote-028 usledila je Keynote-100, studija faze II, koja je takode pokazala umeren odgovor
(ORR 8%(95% CI 5,4-11,2)) na monoterapiju Pembrolizumabom (40). Kontrola bolesti je postignuta

kod oko 37% ispitivanih pacijentkinja (40). Sa nesto boljim odgovorom kod pacijentkinja u kohorti sa
viSe prethodnih linija hemioterapije. Pomak je nacinjen u smislu procene predikcije na terapiju Pem-

brolizumabom. Pacijentkinje sa CPS > 10 za PD-L1 su imale bollji odgovor (ORR 17,1% (95% CI1 9,7-
27,0) (40).

Novija istrazivanja, kada je u pitanju terapija usmerena su vise ka racionalnoj upotrebi kombi-
nacije terapijskih opcija. Studija faze II, MEDIOLA, pokazala je zna¢ajan ORR kod pacijentkinja sa
platina senzitivnim recidivom karcinoma ovarijuma i germinativnim BRCA mutacijama koje su pri-
male dvojnu terapiju olaparib i1 durvalumab (92,2% (95% CI 81,1-97,8)), sa kompletnim odgovorom
kod 43,1% pacijentkinja (41). U kohorti pacijentkinja kod kojih nisu detektovane germinativne BRCA
mutacije, bolji odgovor je postignut kada je navedenoj kombinaciji lekova dodat 1 bevacizumab 74,2%
(90% CI, 58,2—86,5) u odnosu na kohortu koja je primala samo dvojnu terapiju (28,1% (90% CI, 15,5—
43.,9)) (41). Nisu zabelezene nove toksi¢nosti vezano za trojnu terapiju. Ono $to je mozda i najveci ne-
dostatak ove studije, jeste Sto ne postoji kontrolna grupa pacijentkinja koje su dobijale samo olaparib,
¢ija efikasnost je pokazana u Solo3 studiji (84,6% u odnosu na 61,5% kod pacijentkinja koje su primale
hemioterapiju (OR 3,44 (95% CI 1,42-8,54)) (41,42). Za razliku od navedenih studija, u Javelin Ovari-
an 200 nije dokazana znacajna razlika u terapiji avelumabom u odnosu na monoterapiju pegilovanim

lipozomalnim doksorubicinom (89).
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Aktuelna istrazivanja ukazuju na znacaj kombinacije lekova, kao $to je uticaj oSte¢enih DNK na

vedi broj neoantigena i efikasnost checkpoint inhibitora (90).

Nova istrazivanja u oblasti tumorskog mikrookruzenja i razumevanje signalnih puteva i nji-
hovog medusobnog odnosa doprinece boljem razumevanju patogeneze ali i usmeriti istraZivanja u

oblasti ciljane terapije karcinoma ovarijuma.

59



6. ZAKLJUCCI

1. Ekspresija u ispitivanom uzorku bila je prisutna na 53% TIL, 40% tumor asociranih makrofaga 1
21% tumorskih ¢elija. U grupi pozitivnih ispitanica, za sve ispitivane Celije, ekspresija je najcesce

bila 1-10.

2.S obzirom na to da u pocetnim stadijumima bolesti nije zabeleZena ekspresija PD-L1 na tumorskim
¢elijama, moguce je da do ekspresije dolazi u kasnijem toku bolesti, nakon pokretanja imunog

odgovora.

3. Ako je inicijalno PD-L1 eksprimiran samo na imunim ¢elijama, te nakon aktivacije imunog odgovo-
ra i na tumorskim ¢elijama, moZzemo zakljuciti da je niza ekspresija na imunim ¢elijama kod karcinoma
tip 1 potencijalno povezana sa prirodom ovih karcinoma. Takode, karcinomi tip 2 stvaraju imunogeno

okruZzenje produkcijom velikog broja neoantigena i time dodatno pokre¢u imuni odgovor.

4. Veza izmedu ekspresija PD-L1 na tumorskim ¢elijama i odgovora na terapiju mogla bi se pripisati

gore navedenim ¢injenicama da su ovo tumori koji su agresivnijeg bioloskog ponasanja, pa tako i inici-

5. U pogledu prezivljavanja, rezultati nam ukazuju na marginalnu znacajnost povezanosti PD-1 nega-
tivnih pacijentkinja i duzeg prezivljavanja. Ako se osvrnemo na tip tumora koji su ¢esce bili PD-L1
pozitivni, upravo njihova agresivna priroda bi mogla da bude odgovor na ovakav ishod, te se navedeno

ne moze bezrezervno pripisati PD-L1 ekspresiji.

Iako dosadasnje studije nisu opravdale primenu checkpoint inhibitora kod karcinoma ovarijuma,
ovakva istrazivanja nam daju dodatni uvid u njegovu etiopatogenezu i u buduc¢nosti potencijalno deo

odgovora na pitanja kako o toku bolesti, tako 1 mogucoj pimeni ciljane terapije.
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