CONFERENCIA

EL QUE ENS CAL SABER DE PD-L1 EN

CITOLOGIA.

M. Carme Dinarés Fernandez; Irene Sansano Valero.
Servei d’Anatomia Patologica, Hospital Universitari Vall d'Hebron,; Barcelona

1.Introduccié

El desenvolupament d'un cancer no és un fenomen
que es doni de la nit al dia. En concret, per el cancer
de pulmd sabem que calen diferents factors i el risc
més gran perque es desenvolupi, amb diferéncia,
és el tabaquisme pero, ledat, l'exposicid al rado, la
contaminacié ambiental, l'exposicio laboral, el génere,
la raca i les malalties pulmonars preexistents també son
factors importants a tenir en compte. Tanmateix, no
totes les persones amb aquests factors de risc pateixen
un cancer de pulmo, i algunes sense cap factor de risc
conegut ho fan, cosa que indica la importancia de les
influéncies genetiques (1). Tots aquests factors actuaran
en la iniciacio, promocio i progressio de la neoplasia
que a nivell histologic esdevé evident en els canvis
que pateixen cél-lules i teixits com son: la hiperplasia,
displasia, carcinoma in situ (lesions pre invasives)
i el carcinoma invasor. Aixi doncs s'estableixen
com a lesions pre invasives de l'adenocarcinoma, la
hiperplasia adenomatosa atipica i 'adenocarcinoma in
situ i1 per el carcinoma escamos serien la displasia de
cel-lules escamoses i el carcinoma escamos in situ (2).

Els distintius de la génesis tumoral son les capacitats
adquirides de céllules, individuals o en grups,
necessaries per la transformaci®é en una entitat
maligna. Cada neoplasia les adquireix mitjancant
diferents mecanismes i en diferents moments durant
el curs evolutiu esglaonat del desenvolupament
tumoral. Aquestes habilitats han estat descrites per
Hanahan i Weinberg com: la insensibilitat als senyals

anticreixement, lautosuficiéencia en els senyals
de creixement, evasid de lapoptosi, el potencial
replicatiu il-limitat, langiogeéenesi sostinguda,

la invasio tissular i metastasi, la de modificar o
“reprogramar el metabolisme cellular” i levasio de la
destruccid pel sistema immune. A part d'aquestes, la
“Inestabilitat genomica’, és la base amb que els tumors
aconsegueixen dotar-se d'aquestes capacitats, i la
“inflamacid” les promou (3, 4). Aquest procés esta influit
per una complexa interacci¢ de genética, conducta i
factors ambientals, que poden augmentar el risc d'una
persona a desenvolupar cancer.
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L'heterogeneitat molecular és un esdeveniment
frequent en cancer i és responsable de diversos
problemes critics en el diagnostic 1 tractament
dels pacients oncologics. Els tumors pulmonars es
caracteritzen per tenir un alt grau d'heterogeneitat
molecular, associada a diferents mecanismes com la
genetica, l'epigeneética i la no genetica. Es reconeixen
diferents nivells dheterogeneitat en  cancer:
interpacients, que esta relacionada amb la genetica i
variacions fenotipiques, observades entre individus
amb el mateix tipus de tumor; intratumoral, que fa
referencia a la diversitat subclonal de cél-lules tumorals
observades dins d'un mateix tumor; i la intertumoral,
que és la diversitat entre tumor primari i les seves
metastasis (5).

El carcinoma de cel'lula no petita (NSCLC) és un dels
tumors amb major taxa de mutacions. Els estudis
de sequenciacié massiva (NGS) han demostrat un
ampli espectre d'alteracions genetiques en NSCLC i
un perfil genetic diferent segons el tipus histologic.
Una mutacid “driver” esta causalment relacionada
amb el desenvolupament del cancer i apuntar a un
“inhibidor” especific per a aquesta mutacid representa
generalment una estratégia terapéutica amb éxit.
Representen un punt clau en la génesis tumoral i el
tractament farmacologic amb inhibidors especifics.
En el NSCLC actualment es coneixen varies d'aquestes
alteracions genetiques que tenen un farmac diana
especific (6) (veure imatge 1). Per aquest motiu les
guies recomanen la identificacié de biomarcadors en
pacients amb NSCLC entre els quals hi trobem PD-L1.
Aquests biomarcadors essencials son: EGFR, ALK, ROS1,
BRAF V60OE, PD-L1, NTRK, RET, KRAS i MET (7).

2.Patologia molecular en citologia, aspectes a
tenir en compte.

La majoria de pacients amb NSCLC reben el diagnostic
en estadis avangats i per aquest motiu, en molts casos,
es prefereix l'us de técniques minimament invasives
per obtenir una mostra del tumor, per aixd sovint la
base del diagnostic son mostres de citologia que jugara
un paper important en : diagnostic, pronostic, i en la
informacid de maneig de pacients.



Per tant, ens cal saber quin tipus de mostres citologiques
utilitzem, com les hem de processar, quins son els
factors pre-analitics que afecten els acids nucleics
i els resultats de les proves moleculars i quins son els
tests moleculars més adequats aplicables a mostres de
citologia (8).

Pel diagnostic de cancer de pulmo s'utilitzen dos tipus
de mostres citologiques:

o Citologia Exfoliativa: esput, bronc aspirat, rentat
bronc alveolar, raspallat bronquial i liquid pleural.

« Citologia per puncio aspiracié amb agulla fina (PAAF):
de lesions pulmonars, d'adenopaties mediastiniques
i para hilars i de lesions metastatiques (os, glandules
suprarenals, teixit subcutani, etc).

Un bon maneig en el processament d'aquestes mostres
ens permetra controlar les variables pre analitiques,
que tenen un efecte important de cara a l'obtencié de
bons resultats de les técniques complementaries com
les de biologia molecular. Cada tipus de processament
presenta uns avantatges i uns inconvenient alhora de
realitzar tests moleculars i s’han de coneixer per poder
escollir el tipus de mostra i processament més adequats
al test que vulguem utilitzar (8). Algunes guies ja
indiquen que els frotis directes assecats a l'aire o fixats
en etanol i la citologia en base liquida son adequats per
proves moleculars (9).

3.Que és PD-L1?

E1PD-L1 és un receptor transmembrana que de manera
fisioldgica actua com a punt de control immunitari per
prevenir atacs immunologics nocius als autoantigens
durant una resposta immune. Aixi doncs, la resposta
immune queda frenada per mecanismes de
senyalitzacio intracel-lulars que regulen negativament
les cellules immunes efectores induint la regressio
i esgotament de les cellules T. Aquesta proteina
s'expressa en molts tipus de cél-lules com, les cellules
presentadores d'antigens (APC), els limfocits T i B, els
monocits i les cel-lules epitelials (10).

PD-L1 s'activa en resposta a les citocines pro
inflamatories, aquestes cellules augmenten l'expressio
de PD-1. La unié de PDL1 a PD-1 activa la via de
senyalitzacio per sota del receptor de PD-1 a les cél-lules
T, inhibint aixi la proliferacié, generacio, alliberament i
citotoxicitat de citocines de cel-lules T (10).
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Regulant lexpressio PD-L1, alguns tumors utilitzen
d'aquesta via com a mecanisme per desactivar els punts
de control immunitari, per tant, escapar a les respostes
immunitaries antitumorals (10).

L'expressié de PD-L1 a la superficie cellular tumoral
esta subjecte a diversos processos biologics:

e Per induccid de l'expressio a través de les cellules T
que infiltren el tumor

e Manca d'expressio reactiva de PD-L1 per l'absencia
de celllules T

¢ Mecanismes genétics també poden determinar
l'expressio constitutiva de PD-L1.

¢ Esdeveniments genétics dins de les cél-lules tumorals
que impedeixen lexpressié de PD-L1 després de la
infiltracio de cel-lules T.

La presencia o abséncia de PD-L1 en les céllules
tumorals pot tenir diferents funcionalitats 1
implicacions terapéutiques segons el mecanisme
d'expressio subjacent. El desenvolupament d'inhibidors
del punt de control immunitari ha transformat el
paradigma del tractament dels cancers avancats en
molts tipus de tumors (10).

Els farmacs d'immunoterapia bloquegen la unio de les
proteines del punt de control amb les seves proteines
associades, evitant la inactivacid de les cellules T 1
permetent-les actuar enfront les cel-lules canceroses
per eliminar-les. Des del 2011 la FDA ha aprovat
diversos farmacs dirigits a PD-1 o PD-L1: Ipilimumab
(2011) per tractar el melanoma com a inhibidor de
CTLA 4 (Bristol-Myers Squibb) i Pembrolizumab (2014)
primer anticos anti-PD-1, (Merck) per al melanoma
metastatic. Alguns d'aquests nous farmacs bloquegen
PD-1 (Pembrolizumab, Nivolumab, Cemiplimab) metres
que altres inhibeixen PD-L1 (Atezolizumab, Avelumab,
Durvalumab) (10).

4.Com es valora PD-L1?

La immunoterapia és molt cara i pot tenir efectes
secundaris importants, per aquest motiu és
imprescindible avaluar lexpressid¢ de PD-L1 tumoral
abans de l'inici del tractament ja que només els pacients
amb una alta expressido tumoral de PD-L1 poden
beneficiar-se del seu Us.
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Per predir quin pacient pot ser tributari d'aquest
tractament es valora l'expressio de la proteina PD-
L1 en cellules tumorals o immunitaries resultant
un biomarcador predictiu de la sensibilitat a la
immunoterapia. La immunohistoquimica és lunica
técnica ampliament disponible, practica i econdmica
per estudiar l'expressié PD-L1 tumoral.

S'utilitzen diferents plataformes
immunohistoquimiques amb diversos anticossos PD-
L1 per avaluar l'expressio de PDL1 a cel-lules tumorals,
cellules inflamatories intratumorals o ambdues. Els
assaigs registrats a la FDA van utilitzar quatre anticossos
diferents de PD-L1 (22C3, 28-8, SP263, SP142),
disponibles com a kits preempaquetats per utilitzar-los
amb la seva plataforma aprovada (Dako i Ventana). (11,
12, 13)

Les condicions pre analitiques optimes requerides en la

mostra per tal que els resultats de la prova siguin fiables
es troben recollides a la taula 1.

Parametre

La positivitat de PD-L1 es valora segons el percentatge
d'expressio en cel-lules tumorals viables i es considera
positiu quan s'observa expressid de membrana
citoplasmatica (parcial lineal o circumferencial) amb
qualsevol intensitat (10).

5.PD-L1 en citologia.

Hi ha varies publicacions en la literatura que fan
referencia a PD-L1 en citologia (11, 14-17). En la majoria
d'elles es fa referencia al 1'us del bloc cellular com a
mostra citologica y es fan revisions i recomanacions de
les fases pe analitica, analitica i post analitica per a la
optimitzacié dels resultats.

5.1. Consideracions de la fase pre-analitica.

No hi ha estudis que demostrin que el diametre de
les agulles afecti significativament l'adequacitat de
la mostra per fer el PD-L1. Es fa emfasis en l'us de la
valoracio in situ de les puncions (ROSE) per augmentar
el rendiment de la mostra aspirada pel PD-L1.

Condicions Optimes

Tipus de mostra

Preparacio
Temps d'isquémia freda < 30 minuts

Fixador

Ratio Fixador/Teixit 10:1

Temps de fixacio

Temps de emmagatzematge per talls
en blanc

Temps de emmagatzematge per blocs
de parafina

Condicions d'emmagatzematge per

talls en blanc i blocs de parafina humitat.

Representacio de cel-lules tumorals

Menys de 2 mesos.
Acceptable > 12 mesos a 2°2C-89C.

Menys de 3 anys
Acceptable fins a 5 anys

Biopsia petita, peca reseccio, bloc cellular.
PD-L1 pot validar-se en mostres de citologia.

Seccions de 3-5 micres muntades en portaobjectes pretractats.

Formol tamponat al 10%

6-48 hores per biopsies petites i blocs cel-lulars.

24-48 hores per peces de reseccio (acceptable fins 72 hores).

En un lloc apartat de la lum, la calor (temperatura recomanable de 22C-82C) ila

>100 cellules tumorals

Taula 1. Condiciona pre analitiques optimes per la immunohistoquimica de PD-L1. Taula adaptada de Lantuejoul S. Journal of Thoracic Oncology

15,4: 499-519 (12)
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La taxa d'adequacié de mostres citologiques és
generalment >80% i ocasionalment <70% (15). Les
mostres citologiques més utilitzades son el bloc cel-lular
seguit de frotis directes (sense tenyir, assecats a l'aire o
fixats en alcohol), cito spins i extensions de citologia
liquida.

En referéncia al bloc cellular, la varietat de metodes
amb que es preparen, pot afectar el rendiment de la
immunohistoquimica de PD-L1 i es recomana que
el fixador d'eleccidé per aquesta mostra sigui el formol
tamponat al 10%. D'altra banda, no hi ha estudis que
analitzin la viabilitat de la ICC PD-L1 en mostres
citologiques antigues (14).

5.2. Consideracions de la fase analitica

Es considera que una mostra és adequada per realitzar el
PD-L1 quan presenta un minim de 100 cel-lules viables
i ben conservades. Els estudis han demostrat que les
taxes de concordancga varien de forma directament
proporcional a la cel-lularitat present dels exemplars de
citologia (11).

La valoracio del resultat i els sistemes de puntuacio son
iguals als del PD-L1 en biopsies pero els estudis que
exploren l'efecte dels diferents clons en la interpretacio
de PD-L1 en citologia son limitats (11).

Com a controls positius externs la placenta i les
amigdales son els teixits més comunament utilitzats
tot i que alguns investigadors utilitzen linies cel-lulars
comercials mentre es desenvolupen protocols per
expressio de PD-L1 en mostres citologiques.

La variabilitat entre observadors és generalment
més gran en mostres citologiques que en bidopsies
petites i peces de reseccié quirurgica. Aquest resultat
suggereix que la interpretacié¢ de PD-L1 en mostres
citologiques és més dificil. Les principals dificultats
poden atribuir-se a que en les extensions citologiques
hi haura més tincié inespecifica de fons; més dificultat
en diferenciar les cellules tumorals de les benignes,
inclosos els macrofags; i que la disposicid cel-lular sol
ser més discoshesiva. Tot aix0 fa que es requereixi una
experiencia considerable i una formacioé especialitzada
per decidir si una mostra citologica és adequada per
valoracio de PD-L1 (11).

En quan a la correlacié cito-histologica, els estudis
han demostrat una correlacié molt variable (53-100%) i
nomeés estan fets en mostres de bloc cel-lular. Algunes
de les consideracions a tenir en compte en relacio a
aquests resultats son la heterogenicitat intratumoral,
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la variabilitat en la cel-lularitat i la preséncia de major
nombre de grups cellulars tridimensionals en les
mostres de citologia. La reproductibilitat intra i inter
observador, malgrat és bona, només s’ha avaluat en
mostres de bloc cel-lular (11).

5.3. Consideracions de la fase post analitica

Els estudis que analitzen limpacte real de la analisis
de PD-L1 sobre mostres de citologia amb el seu “cut-
off”, en qualsevol farmac d'immunoterapia, i la seva
correlacié amb els resultats clinics son limitats (11).

Per casos NSCLC, UAssociacid Internacional per a
UEstudidel Cancer de Pulmo (IASCL) requereix protocols
en mostres de citologia que estiguin totalment validats i
sotmesos a mesures de control de qualitat (15).

CONCLUSIONS

Les mostres de citologia (frotis, bloc cel-lular, citologia
liquida) sén fonts valuoses per a técniques auxiliars
sempre que es faci una validacié acurada de les mostres.
So6n una font fiable per a l'analisi immunohistoquimic
de PD-L11iqueda demostrat per la remarcable adequacio
de la mostra i la taxa de concordanca observada entre
les mostres citologiques i histologiques.

A més a més, el fet que els fixadors citologics no
comprometin la tincié de PD-L1 demostra encara mes
la utilitat de les mostres citoldogiques per a les proves de
PD-L1 en la practica clinica habitual.

Malgrat tot, hi ha alguns reptes que encara shan
d'abordar com: proporcionar programes de formacié
per garantir l'avaluacié de ladequacid i la gestio
adequada de les mostres; validar i estandarditzar
els protocols de processament de  mostres
citologiques entre els laboratoris i establir directrius
d'estandarditzacio per a la prova PD-L1 de mostres de
citologia que abordin parametres pre analitics, analitics
i post analitics.

Finalment, no es pot subestimar el valor de l'experiencia

dedicada en la interpretacid del diagnostic en la
citologia i de PD-L1 en mostres citologiques. B
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