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1990 → 2019

 Existuje protinádorový imunitný dozor

 Objasnená molekulová podstata kontrolného 

mechanizmu

 Možnosti zasiahnuť terapeuticky na báze kontrolných 

bodov imunity (CTLA4, PD1, PD-L1)

 Možnosť liečiť široké spektrum nádorových ochorení
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James P.  Allison Tasuku Honjo

r. 2018 dostali Nobelovú cenu 

Medicína/ protinádorová imunita



PD-L1

 PD-L1 (programmed death-ligand 1, B7-H1, CD274) je transmembránový

proteín, viaže sa na PD-1 (programmed cell death protein -1)

 „Normálne“ bunky chránené pred deštrukciou rôznymi mechanizmami

 Aby neboli rozoznané ako cudzie – expresia PD-L1

 Ochrana pred autoimunitou

 Fyziologicky prítomné na imunokompetentných bunkách

 Proteíny tzv. kontrolných bodov imunity
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Nádorová bunka a imunitný dozor

 Nádorová bunka – schopná 
vymaniť sa spod kontroly IS 

 exprimuje inhibičné ligandy PD-L1
pre receptory na 
imunokompetentných bunkách

 neexprimuje MHC1

 znížuje expresiu kostimulačných
molekúl na APC, sekrécia 
imunosupresívnych cytokínov
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Imunoterapia – inhibítory „ check point“

 Po väzbe  PD-1 na PD-L1– inhibícia – blokácia 

protinádorovej imunity

 Umlčaná imunitná reakcia – dozor

 Koncept liečby inhibíciou kontrolných bodov imunity 

(„check-point inhibitors“)
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https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/immune-checkpoint-inhibitor



Imunoterapia „check point inhibítormi“
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Hľadanie vhodného 

prediktívneho 

BIOMARKERU pre liečbu 



Prediktívne biomarkery IT

 IHC stanovenie PD-L1 – rýchle, lacné, zvalidované (Cdx, 
pharma Dx) – mol. patológia

 IHC stanovenie deficitu MMR proteínov.......

 MSI – mikrosatelitová instabilita – genetická metóda 
(rtPCR, sekvenácie.... rôzne markery)

 TMB - TMB/L (tumor mutation burden/load) -NGS

 Neoantigen burden...komplex metodík

 Infiltrácia nádoru „immune cells“

 Iné.... POLE, JAK1/2 mutácie
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IHC expresia PD-L1 ako biomarker

 IHC stanovenie expresie PD-L1

 Hodnotenie na nádorových bunkách, ale aj 
imunokompetentných, tumor infiltrujúcich

 Problém!!!! 

 variabilita diagnostických IHC protilátok (rôzne klony)

 Použité rôzne platformy (farbiace automaty)

 Pre rôzne lieky indikované rôzne systémy

 Pre rôzne protilátky a systémy používané rozdielne 
hodnotiace systémy

 Pre rôzne nádory rôzne diagnostické, hodnotiace prístupy
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Variabilita diagnostických IHC protilátok 

(rôzne klony a platformy)

Klon diag. protilátky platforma

22C3 DAKO Autostainer Link48, DAKO

28-8 DAKO Autostainer Link48, DAKO

SP142 Ventana Ventana Ultra

SP263 Ventana Ventana Ultra

73-10 DAKO Autostainer Link48, DAKO
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www.nordiqc.org



Metodika stanovenia PD-L1
 Imunohistochemický dôkaz expresie PD-L1

 Použitie výlučne pharmDx/CDx kity na výrobcom validovanej 

platforme

 Dostupné aj protilátky neviazané na platformu a systém
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PD-L 1 IHC 22C3, DAKO

PD-L1 IHC SP263 Ventana

PD-L1 IHC SP142 Ventana



Pre rôzne terapeutiká indikované rôzne systémy

 Aktuálne – 1600 klinických štúdií PD1 a PD-L1 

 Cca 350 z nich používa IHC expresiu PD-L1 ako určujúcu pre 

voľbu terapie „check point“ inhibítormi

 ! Pre rôzne fázy ochorenia a liečby!

 Stále nie je „ definitívny marker“

 Testy nie sú uniformné
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Liek

Generický názov, fy

Terapeutický cieľ Prvé schválené Schválený diagnostický systém

Keytruda (pembrolizumab), 

Merck
PD-1 December 2014, Melanoma

22C3 (Dako)

IHC scoring: Tumor cell

membrane

Opdivo

(nivolumab), Bristol-Myers

Squibb

PD-1 Júl 2014, Melanoma

28-8 (Dako)

IHC scoring: Tumor cell

membrane

Tecentriq (atezolizumab), 

Genentech/Roche
PD-L1

Júl 2016, 

Urothelial carcinoma

SP142 (Ventana)

IHC scoring: Tumor cell

membrane, infiltrating immune

cells

Imfinzi

(durvalumab), AstraZeneca

PD-L1

Máj 2018,

Urothelial carcinoma

SP263 (Ventana)

IHC scoring: Tumor cell

membrane

Bavencio

(avelumab), Merck KgAa/Pfizer

PD-L1

September 2018, Merkel cell

carcinoma, RCC *

2020 Urotelial ca

SP263,73-10 (Dako)

[Research Use Only]

IHC scoring: Tumor cell

membrane

Libtayo

(cemiplimab-rwlc), 

Sanofi/Regeneron

PD-1

2018

Lokálne pokročilý SCC kože

neurčený
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Snaha o zjednotenie

 Porovnávacie štúdie základných diagnostických IHC esejí testovania expresie PD-L1 proteínu 

- projekt Blueprint 1, 2A a 2B (2017,2018) 

 Tím odborníkov IASLC (International Association for the Study of Lung Cancer) testovanie 

vzoriek, rôzne typy nádorov, ako sa líši  IHC expresia/farbenie v jednotlivých systémoch

 Hodnotenie nádorových aj imunokompetentných buniek

 VÝSLEDOK

 Zhoda v 3 z 5 esejí – 22C3, 28-8, SP263

 73-10 ↑senzitivita a naopak SP142↓senzitivita
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Klon diag. protilátky platforma liek nádor

22C3 DAKO Autostainer Link48,

DAKO

pembrolizumab NSCLC, Uroteliálny ca, ca žalúdka, GEJ, 

melanóm, ca cervixu, Hodgkin ly, skv.ca 

hlavy a krku, TNB ca

28-8 DAKO Autostainer Link48,

DAKO

nivolumab NSCLC, Uroteliálny ca, Hodgkin ly, 

skv.ca hlavy a krku, ca oblička, pečeň, 

KRC MSI-H, melanóm

SP142 Ventana Ventana Ultra atezolizumab NSCLC, Uroteliálny ca, TNB ca

SP263 Ventana Ventana Ultra durvalumab

nivolumab

pembrolizumab

NSCLC, Uroteliálny ca, skv.ca pľúc

73-10 DAKO Autostainer Link48,

DAKO

avelumab Merkel cell ca, RCC v kombo, Phase III 

žalúdok ca
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Aké sú možnosti u UC
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Jiang DM, Sridhar SS. Prime time for immunotherapy in advanced urothelial cancer. Asia-Pac J Clin Oncol.2018;14:24–32.



Skórovacie systémy a hodnotenie NSCLC 

 Rôzne pre rôzne systémy

 Hodnotíme pozitivitu len na nád.bb, len na 

imunokompetentných/tumor infiltrujúcich bb, aj aj –

pomerovo, skorovacím systémom, percentuálnym 

hodnotením
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Klon diag. protilátky platforma nádor Hodnotenie expresie PD-L1

22C3 DAKO

pembrolizumab

Autostainer Link48,

DAKO

NSCLC TPS = počet pozit.TCs/

celkový počet „viabilnýchTCs

X100%

SP142 Ventana

Atezolizumab

Ventana Ultra NSCLC 2.línia ≥ 50% TCs, alebo ≥10% ICs, 

˂10%,50%

SP263 Ventana

Durvalumab

Nivolumab

pembrolizumab

Ventana Ultra NSCLC 2.línia

NSCLC 2.línia

>1% TCs

≥ 1%, ≥ 5%, ≥ 10% TCs

73-10 DAKO Autostainer Link48,

DAKO

NSCLC 1. aj 

2.línia

≥ 50% TCs

>1% TCs



Skórovacie systémy a hodnotenie UC

Klon diag. Protilátky/ 

liečivo 

Platforma Hodnotenie

PD-L1 expresie

Schválené

22C3 DAKO

Pembrolizumab

Autostainer Link48,

DAKO

CPS≥ 10 FDA

EMA

SP142 Ventana

Nivolumab

Ventana Ultra IC aj TC

≥ 1%

≥ 5%

FDA

EMA

SP142 Ventana

Atezolizumab

Ventana Ultra IC ≥ 5% FDA

EMA

SP263 Ventana

Durvalumab

Ventana Ultra TC or IC≥25% FDA

73-10 DAKO

Avelumab

Autostainer Link48,

DAKO

Na SK liečba bez 

testovania ,TC≥5%

FDA
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Stanovenie CPS skóre pre PD-L1

 Pre pembrolizumab – UC, aca žalúdok, cervix, GEJ.

 CPS = celkové pozitívne skóre

počet PD-L1 pozitívnych buniek 

(TCs, makrofágy, tu.infiltr. lymf.)

CPS =  --------------------------------------------- X 100 %  

celkový počet „viabilných“ TCs

 Výsledok CPS 0 – 100 (cut-off ≥ 10)
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www.agilent.com/en-us/e-learning-dako-products.



Hodnotenie expresie PD-L1 
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Nádorové bunky TCs

Imunitné bunky ICs
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dMMRP a MSI

 strata expresie „mismatch repair proteins“(dMMR) 

 IHC stanovenie

 MLH1, PMS2, MSH6, MSH2

 Kolorektálny ca, endometriálny karcinóm, ca prostaty ? –

benefit z liečby „check point“ inhibítormi

 dMMRP /MSI-H zväčša aj ↑TMB

 dMMRP koreluje s MSI- H
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Le et al., 2017, Science. 2017 Jul 28; 357(6349): 409–413. http://doi: 10.1126/science.aan6733

MLH1 - PMS2 -

MSH2 + MSH6+



MSI

 Mikrosatelitová instabilita vedie k dMMRP

 MSS alebo MSI-H

 Metódy PCR, sekvenačné

 Rôzne markery sledovania (NR21, NR22, NR24, BAT25, BAT26)

 Idylla (ACVR2A, BTBD7, DIDO1, 

 MRE11, RYR3, SEC31A, SULF2 - ≥2mut pozit. MSI-H)
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TMB - mutačná nálož

 TMB – množstvo/počet somatických mutácií v kódujúcich 
oblastiach nádoru (počet mutácií/Mb)

 počet mutácií/ 1Mb......... 1milión nukleotidov

 NGS analýza – celogenómová WGS

 celoexómová WES

 cielená na určité gény a oblasti (panel based TMB)

 Nevýhody: veľké množstvo dát – potreba selekcie relevantných, 
časovo náročné, vysoká cena analýzy, nejasné a neuniformné 
hodnotenie cut-off

 vysoká TMB je charakterizovaná >10 mut/Mb (>20 mut/Mb )


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TMB a neoantigény

 TMB vysoko variabilná v rôznych typoch nádorov

 Vysoká TMB potvrdená v NSCLC, melanómoch, 

uroteliálnych ca, dMMRP/MSI-H kolorektálnych ca

 - benefit z terapie „check point“ inhibítormi

 Všeobecne pacienti s nádormi dMMRP/MSI-H aj vysoká 

TMB profitujú z terapie „check point“ inhibítormi

 TMB - ↑ produkcia neoantigénov – stimulácia ID 
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Fancello, L., et al. ,J Immunother Cancer. 2019 Jul 15;7(1):183. doi: 10.1186/s40425-019-0647-4.
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Tumor mutational burden quantification from targeted gene panels: major advancements and 

challenges

Fancello, L., et al. ,J Immunother Cancer. 2019 Jul 15;7(1):183. doi: 10.1186/s40425-019-0647-4.

https://jitc.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40425-019-0647-4


Limitácie testovania

 Sampling – problém malé biopsie (bs, core-cut)

 Dynamika PD-L1 expresie v rámci imunity

 Kvalita spracovania vzorky

 Informácia o vyšetrovanej vzorke a pacientovi

 Technické, prístrojové vybavenie, cena a dostupnosť 

vyšetrenia, čas
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NSCLC

Adenokarcinóm, 
N.O.S.

Adenoskvamózny
karcinóm

Skvamocelulárny
karcinóm

EGFR mut. 
analýza

ALK IHC

Mutácia 
EGFR

Bez 
mutácie 

EGFR (WT)

ALK IHC 
pozit.

FISH ALK, ROS1

ALK, ROS1 
FISH pozit.

ALK, ROS1 
FISH negat.

Ak je pacient mladý, 
nefajčiar s limitovanou 

vzorkou, zvážiť 
vyšetrenie  mut. EGFR, 

ALK príp. ROS1

PD-L1 
IHC

PD-L1 
IHC

TPS ≥ 1%
TPS ≥50%
TPS ˂50%



Záver pre laboratórium

 Používať  CompanionDx, Complementary, CE IVD testy

 Ak iné opatrne s hodnotením a indikáciou liečby

 Report – akú protilátku, test a platformu používame

 - aký skórovací systém používame

 Optimálny algoritmus – hlavne malé vzorky BS, core-cut

 Poznať pozadie testovania a liečby
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Záver

 Imunoterapia- efektívna liečba širokého spektra agresívnych nádorov

 Optimálna a dostupná voľba metodiky, eseje, protilátky, platformy, správny hodnotiaci systém

 Report – akú metodiku, test a platformu používame

 - aký skórovací systém používame

 Multidisciplinárny prístup 

 Medzinárodné kontroly kvality, centrá pre testovanie

 Aktuálne možnosti 

 Pan biomarkerTMB?? 

 - perspektívny biomarker

 - „Treshold“?WGS, WES, panel?
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HNSCC- PD-L1, CPS

Esofagus SCC- PD-L1, CPS

GEJ- PD-L1, CPS

Žalúdok- PD-L1, CPS

TNB ca prsník- PD-L1, CPS

NSCLC- PD-L1, TPS

CRC a Endometrialny ca- dMMRP/MSI

Uroteliálny ca- PD-L1, CPS

Cervix- PD-L1, CPS



ĎAKUJEM ZA POZORNOSŤ

ESO Tour, 13.10.2020
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