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SOUHRN

Cilem retrospektivni ¢asti studie bylo a) nalezeni optimalniho klonu imunohistochemické (IHC) protilatky proti ALK proteinu, ktery bude mit dostate¢nou senzi-
tivitu a specificitu, aby jej bylo mozné pouzit jako screeningové metody pfi vybirani piipadd nemalobunécéného karcinomu plic (NSCLC) pro nasledné testovani
prestavby genu ALK metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH) a b) zjisténi diagnostické vytéznosti,malych” biopsii, tj. endobronchialnich, transbron-
chialnich a transtorakalnich biopsii a cytoblokll pro vysetfeni prestavby genu ALK. Takto zjisténa optimalni IHC metodika detekce exprese ALK proteinu (klon
D5F3, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) byla nasledné ovérena v prospektivnim rutinnim vysetiovani pacientt s NSCLC. ALK status byl korelovéan
s morfologickym vzhledem tumort a s vybranymi klinickymi udaji.

V retrospektivni ¢asti studie bylo metodami IHC a FISH vysetfeno 170 pfipadd EGFR-nemutovanych NSCLC. V prospektivni ¢asti studie bylo IHC vysetieno 557
piipadi a FISH 76 pripadd NSCLC. Celkem bylo v retrospektivnim souboru nalezeno 8/154 (5,2 %) pfipadu s prestavbou genu ALK, pfi prospektivnim vysetiova-
ni pak 24/557 (4,3 %). Senzitivita a specificita zvolené IHC screeningové metody byly v retrospektivni ¢asti 100 % a 99 %, v prospektivni ¢asti pak 100 % a 80 %.
Diagnosticka vytéznost,,malych” biopsii se v retrospektivni ¢asti pohybovala v zavislosti na zvolené IHC varianté v rozmezi 74 - 80 %, v prospektivni ¢asti pak
¢inila 88 %. U zadného prospektivné vysetfovaného pfipadu s pozitivni prestavbou genu ALK nebyla detekovdna mutace EGFR. Vysoka diagnosticka vytéznost
vypovida o moznosti testovani ALK stavu i u“malych” biopsii. Prevalence 5,2 % v retrospektivni ¢asti (EGFR nemutovanych piipad) a 4,3 % v prospektivni ¢asti
(bez znalosti EGFR mutace), morfologicky vzhled tumort (solidni a acinarni typ, mucinézni ¢i alesporn parcialni hlenotvorba (extra- a/nebo intracelularni)), stej-

vs. 336 muzl a 197 zen) jsou v souladu s celosvétovymi Gdaji.
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Identification of an optimal algorithm for effective diagnostics of non-small cell lung cancer with
ALK gene rearrangement - implementation of the method and practical experiences with routine
diagnostics

SUMMARY

The aim of the retrospective part of the study was a) to select an optimal clone of immunohistochemical (IHC) antibody against the ALK protein with specificity
and sensitivity high enough to use this antibody as a screening method for selecting non-small cell lung cancer (NSCLC) cases for fluorescence in situ hybridi-
zation (FISH) testing of ALK gene rearrangement and b) to determine the diagnostic yield of “small” biopsies i.e. endobronchial, transbronchial and transtho-
racic biopsies and cytoblocks for ALK gene rearrangement testing. The best IHC method of ALK protein detection (clone D5F3, dilution 1:100, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) was then verified in prospective routine testing of patients with NSCLC. ALK status was correlated with tumor morphology and
clinical data.

In the retrospective part of the study, 170 EGFR-nonmutated cases of NSCLC were IHC and FISH tested. In the prospective part, 557 cases of NSCLC were tested
by IHC and 76 by FISH. There were 8/154 (5.2%) cases with ALK gene rearrangement detected in the retrospective part and 24/557(4.3 %) in the prospective
part. Sensitivity and specificity of the best IHC method were 100 % and 99 % in the retrospective part and 100 % and 80 % in the prospective part. The diagnos-
tic yield of “small” biopsies was between 74 - 80 % retrospectively, depending on IHC variant, and 88 % prospectively. No case with ALK gene rearrangement
detected prospectively had EGFR mutation. A high diagnostic yield confirms that ALK status testing can be used in this type of specimen. A prevalence of 5.2
% in the retrospective part (EGFR-nonmutated cases) and 4.3 % in the prospective part (without known EGFR mutation status), tumor morphology (solid and
acinar type, mucinous type or at least partial mucin production (extra- and/or intracellular) as well as lower average age and male/female ratio of patients with
ALK positive tumors in the prospective part (57.5 y vs. 65.2 y, 8 men and 16 women vs. 336 men and 197 women) are consistent with global data.
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Adenokarcinom je nejcastéjsim typem nemalobunééného
karcinomu plic (non-small cell lung cancer (NSCLC)) a predsta-
vuje vice nez 40 % vsech primarnich plicnich zhoubnych nadort
(1). Stavajici znalosti této pomérné heterogenni nadorové jed-
notky jsou vsak relativné omezené. V soucasné dobé stdle plati
morfologicka klasifikace plicniho adenokarcinomu, ktera rozli-
Suje nasledujici podtypy tohoto tumoru: lepidicky, acinarni, pa-
pilarni, mikropapildrni, solidni a ndsledujici varianty adenokarci-
nomu plic: invazivni mucinézni (véetné smiseného invazivniho
mucinézniho a nemucinézniho), koloidni, fetaIni a entericky (1).
Neméné dulezita je viak také molekularni klasifikace zaloZzend
na typu alterace rliznych onkogend, které se uplatriuji v karcino-
genezi (1-7). Tento ,molekularni” pfistup je zcela zdsadni zejmé-
na pro volbu optimalni systémové terapie (1,7,8).

Malou podskupinu adenokarcinomt plic predstavuji tumo-
ry, jejichz karcinogeneze je navozena flzi genu ALK s nékterym
z dalSich partneri (nejcastéji EML4, méné casto KIF5B, LKC1, TFG,
DCTN1, SQSTM1, TPR, HIP1) (9-14). Tato genova prestavba byla
poprvé popséna v roce 2007 (9) a jiz za pouhé 3 roky byla zve-
fejnéna prvni studie popisujici Uspésnou lé¢bu téchto nadoru
crizotinibem, coz je inhibitor ALK, c-MET a ROS1 (15-18). Tento
vysledek byl nasledné potvrzen nékolika dalsimi rozsahlymi stu-
diemi, které prokdzaly, Ze pacienti s prestavbou genu ALK, ktefi
jsou léc¢eni crizotinibem, maji vyrazné delsi dobu preziti (19-24).
Vzhledem k tomu, Ze prestavba genu ALK je popisovana dle sou-
casné platné WHO klasifikace u 4 - 5 % NSCLC (1), je nezbytné
nutné najit optimalni zplsob identifikace pacientl vhodnych
pro tuto cilenou [é¢bu v rutinni diagnostické praxi.

Jesté do nedavna byla 1écba crizotinibem indikovana pouze
u NSCLC s prestavbou genu ALK potvrzenou fluorescencni in
situ hybridizaci (FISH) (25). VytéZnost tohoto vysetfeni viak vel-
mi komplikuje skute¢nost, Ze vétsina nadoru je diagnostikova-
na v pozdnim stadiu, kdy chirurgickd lé¢ba jiz neni indikovana,
a tak jedinou tkani, kterd je pouzitelna k testovani, jsou malé
vzorky, ¢asto s limitnim mnozstvim nadorové tkdné (endobron-
chidlni, transbronchidlni a transtorakalni biopsie a cytobloky).
Tato tkan se navic nepouziva pouze pro mikroskopickou dia-
gnostiku (zaloZzenou na rutinnim barveni hematoxylinem-eo-
zinem a na imunohistochemickém vysetieni exprese marker(
dlazdicobunéc¢né ¢i Zlazové diferenciace), ale také na dalsi mo-
lekularni testovani prediktivnich marker(, zejména na detekci
mutaci genu kédujiciho receptor epidermalniho ristového fak-
toru (EGFR) (5,6).

Nejzésadnéjsimi problémy v prospektivnim testovani pre-
stavby genu ALK metodou FISH jsou: 1) dostupnost adekvat-
niho mnozstvi nddorové tkané (v pfipadé “malych biopsii), 2)
pfistrojova a personalni testovaci kapacita laboratore a 3) cena
testovani.

Vyse zminéné skutecnosti mohou potencidlné vést k omezeni
Siroké dostupnosti testovani a nasledné k omezeni Ié¢by ALK-
-inhibitorem. K odstranéni téchto problému vede alternativni
dvoustupriové testovani se screeningovym vyhledavanim po-
tencialné pozitivnich nadord pomoci imunohistochemie (IHC)
nasledované potvrzenim pozitivnich pfipadli metodou FISH.
Tento pfistup se jiz s Uspéchem vyuziva v rutinni diagnostice
prestavby genu ALK (26-28), stejné jako pfi vySetfovani jinych
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prognostickych a prediktivnich genetickych zmén, napf. ampli-

fikace genu HER2 u karcinomu prsu a zaludku (29,30). Dvoustup-

novy zplsob detekce vede ke zvyseni dostupnosti testovani, jeli-
koz IHC je standardné provadéna ve vétsiné laboratofi patologie.

Dany postup navic vyrazné snizuje nédklady na testovani, protoze

metodou FISH jsou ovéfovany pouze pfipady ,vytipované” po-

moci IHC. V tnoru 2016 doslo k upravé doporucenych postupd

Spoleénosti ¢eskych patologt CLS JEP pro testovani ALK pozitivi-

ty pro indikaci lé¢by crizotinibem a staci potvrzeni ALK pozitivity

pouze jednou z metod, tj. FISH nebo validovanou IHC (31).

Klicovym aspektem celého diagnostického algoritmu nicmé-
né zlistava dostate¢né vysoka senzitivita a specificita IHC detek-
ce ALK proteinu, coz je nutné individualné nastavit na kazdém
pracovisti v zavislosti na lokalnich podminkach, které jsou pravi-
delné ovérovany ucasti v systému kontroly kvality.

Cilem prace bylo:

1) v retrospektivni studii archivnich pfipadd adenokarcinomu
plic nalézt a) alespon jeden klon protilatky, ktery bude mit
dostatec¢nou senzitivitu a specificitu, aby jej bylo mozné po-
uzit jako screeningové metody pfi vyhledavani NSCLC pro
nasledné testovani ALK metodou FISH a b) analyza diagnos-
tické vytéznosti nadorové tkané pro vysetieni prestavby
genu ALK metodou FISH u,malych” biopsii,

2) v provedené prospektivni studii bylo provddéno IHC testo-
vani ALK pomoci metodiky vybrané na zakladé retrospek-
tivni studie v ramci rutinni diagnostiky pacientl s NSCLC.
Vysledky byly korelovany s morfologickym vzhledem tumo-
r0 a vybranymi klinickymi udaji.

MATERIAL A METODY
Retrospektivni ¢ast studie

V retrospektivni casti byla sestavena kohorta 170 pfipadd
¢astecné selektovanych primarnich adenokarcinomu plic (dia-
gndza potvrzena pozitivnim imunohistochemickym prikazem
TTF-1) konsekutivné diagnostikovanych v obdobi 1. 1. 2009 - 31.
12. 2012 na Fingerlandové ustavu patologie (FUP), Fakultni ne-
mocnice Hradec Kralové (119 pfipad() a na Oddéleni patologie
a molekuldrni mediciny Thomayerovy nemocnice v Praze (51
piipadd).

Ze souboru byly vyfazeny pfipady, u kterych byla prokézana
mutace genu EGFR, protoze dle soucasnych znalosti je pfitom-
nost mutace EGFR a zérovern prestavba genu ALK u adenokarci-
nomu plic extrémné vzacna (32) a prakticky se vzajemné vylu-
Cuji (tzv. exkluzivni mutace) (33). U kazdého pfipadu byly zazna-
mendany pohlavi a vék pacienta a podtyp karcinomu, pfipadné

Obr. 1. Inverze genu ALK (oddélené cervené a zelené signaly)
s EML4 jako fuznim partnerem (modré signaly), zvétseni 1000x.
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Obr. 2. Inverze genu ALK se ztratou intersticidlni DNA (samo-
statné cervené signaly, zelené signdly chybi) s Ucasti EML4 jako
fuznim partnerem (modré signély), zvétseni 1000x.

ndpadnd hlenotvorba patrna jiz v zakladnim HE barveni v > 10
% nadoru. Takto selektovany soubor nador( byl zpracovan me-
todou tissue microarray (TMA).

K detekci pfestavby genu ALK byla vyuZita metoda FISH s po-
uzitim sondy ZytoLight SPEC ALK/EML4 TriCheck Probe (Zytovi-
sion, Bremerhaven, Germany) a detekéniho systému ZytoLight
FISH-Tissue Implementation Kit (Zytovision) s doporucenym
standardnim postupem dle vyrobce. Kazdy vzorek byl hodno-
cen na fluorescen¢nim mikroskopu Nikon Eclipse 80i s pouzi-
tim 100x objektivu a smésného a samostatnych filtr(i (ZyBlue/
ZyGreen/ZyOrange; ZyBlue; ZyGreen; ZyOrange). Pozitivné byly
hodnoceny buriky s prestavbou genu ALK (nejcastéji inverze na
2. chromozému s genem EML4, méné Casto translokace genu
ALK s jinym fuznim partnerem z jiného chromozému) (obr. 1) a/
nebo s deleci 3" konce genu ALK (obr. 2), ostatni varianty byly
hodnoceny jako negativni (obr. 3). U kazdého pfipadu bylo
zhodnoceno minimalné 50 nadorovych bunék. Pfipad byl po-
vazovan za ALK FISH-pozitivni, pokud bylo = 15 % nadorovych
bunék hodnoceno jako pozitivni.

Obr. 3. Nadorové buriky bez prestavby genu ALK (Cerveny a ze-
leny signél v tésné blizkosti, absence nadpocetného modrého
signalu), zvétseni 1000x.

Nasledné byl kazdy pfipad vysetfen imunohistochemicky
tremi rdznymi klony protilatek proti proteinu ALK. Varianta 1:
klon D5F3, fedéni 1:100, Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA; varianta 2: . kombinovana” protilatka vznikla spojenim
klonu D5F3, fedéni 1:100, Cell Signaling Technology a polyklo-
nalni protiladtky ZAL4, fedéni 1:750, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA; varianta 3: klon 5A4, fedéni 1:20, Novocastra, Newcastle,
UK. Detekce v3ech tii protilatek byla provedena v pfistroji VEN-
TANA BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
USA) s pouzitim detekéniho kitu OptiView DAB IHC Detection
Kit (Ventana Medical Systems).

Vysledek imunohistochemické exprese proteinu ALK byl ne-
zavisle a bez znalosti vysledku FISH vysetfeni pfestavby genu
ALK posuzovéan nezdvisle dvéma hodnotiteli (TR, AR) semikvan-
titativni metodou nasledovné: 0 — negativni, 1 - slaba pozitivi-
ta patrnd pouze pfi velkém zvétseni 400x, 1-2 - slaba pozitivita
patrna pfi sttednim zvétseni 100x, 2 — slaba pozitivita patrna jiz
pfi malém zvétseni 40x, 2-3 - stiedné silna pozitivita, 3 - silna
pozitivita) (obr. 4A-F). Vysledky IHC vysetfeni pak byly porovna-

Obr. 4. Rozdilna intenzita exprese ALK proteinu v nddorovych burikdch (A intenzita 0+, B intenzita 1+, Cintenzita 1-2+, D intenzita 2+, E intenzita 2-3+, F inten-
zita 3+, klon D5F3, fedéni 1:100, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA, zvétSeni 400x).
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Obr. 5. Morfologické varianty s ¢astéjsim vyskytem prestavby
genu ALK; solidni tumor s morfologii bunék tvaru pecetniho
prstene (A, zvétseni 100x), acindrné rostouci adenokarcinom
s intra- i extracelularni hlenotvorbou (B, zvétseni 200x).

ny s vysledky FISH vysetteni a statisticky analyzovany. Optimalni
IHC varianta pak byla aplikovana v rutinnim prospektivnim vy-
Setfovani pacienti s NSCLC od 1. 1. 2014.
Prospektivni ¢ast studie

V prospektivni casti byly primarni plicni karcinomy kon-
sekutivné diagnostikované v resekatech i ,malych” biopsiich
v obdobi 1. 1. 2014 - 31. 5. 2016 na FUP jako adenokarcinom,
NSCLC - spiSe adenokarcinom a NSCLC- blize nespecifikovany,
nejprve testovany IHC variantou 3 (klon 5A4) do 27. 11. 2015,
kdy doslo ze strany vyrobce k ukon¢eni dodavek protilatky. Po

tomto datu pokracovalo testovani IHC variantou 1 (klon D5F3),
kterd méla v retrospektivni ¢asti srovnatelné vysledky. K dal-
$imu vysetfovani metodou FISH (sonda ZytoLight SPEC ALK/
EMLA4 TriCheck Probe) pak byly vybrany pfipady, u kterych byla
zjisténa jakakoliv intenzita exprese ALK pfi IHC vy3etfeni (1+
a vice) a také IHC negativni pfipady (0+), které dle epidemiolo-
gickych a morfologickych charakteristik statisticky signifikant-
né castéji vykazuji ALK prestavbu, tj. acinarni a invazivni mu-
cindzni typy a adenokarcinomy s prokazanou hlenotvorbou,
nadory u ,mladsich” pacientl (do 50 let) a zaroven nekurakd
(obr. 5A, B) (1). U kazdého ptipadu byly zaznamenény pohlavi
a vék pacienta a podtyp karcinomu, pfipadné napadnd hle-
notvorba patrna jiz v zakladnim HE barveni v > 10 % néadoru.
Nasledné byla opét stanovena senzitivita a specificita IHC vy-
Setfeni v porovnani s vysledkem FISH. Paralelné s vysetfenim
stavu ALK byly prospektivni pfipady testovany na mutaci genu
EGFR (v¢etné vysetieni cytologickych pfipadd, u kterych se tes-
tovani ALK neprovadélo).

Ke statistickému zhodnoceni byl pouzit program NCSS 8
(NCSS, Keysville, Utah, USA). Pro zakladni statisticky popis sou-
boru byla pouzita deskriptivni statistika. K analyze distribuce dat
byl pouzit omnibus test normality. Pro porovnani jednotlivych
skupin byl pouzit Fischer(iv pfesny test, neparovy dvouvybéro-
vy T-test a chi-kvadrat test. Za statisticky vyznamnou byla pova-
Zovana hladina vyznamnosti p < 0,05.

VYSLEDKY
Retrospektivni ¢ast studie

V retrospektivni ¢asti studie bylo celkem vysetfeno 170 pfi-
padu. V souboru bylo 123 resekatli a 47 ,malych” biopsii. FISH
vysetieni bylo hodnotitelné u 116/123 (94,3 %) resekatl (pficiny
nehodnotitelnosti: 6x absence signéll, 1x absence (vykrojeni)
nadorové tkané) a u 38/47 (80,9 %) malych biopsii (pficiny ne-
hodnotitelnosti: 1x absence signald, 8x absence (vykrojeni) na-
dorové tkané).

IHC detekce variantou 1 nebyla provedena u souboru ma-
lych biopsii pro umenseni tkdné predchozimi vysetienimi. IHC
vysetfeni variantou 1 bylo hodnotitelné u 97,6 % (120/123) re-
sekatl (3x absence nadorové tkéné), variantou 2 bylo hodnoti-
telné u 98,4 % (121/123) resekatl (2x absence nadorové tkané)
au 78,7 % (37/47) malych biopsii (10x absence nadorové tkane).
Varianta 3 byla hodnotitelna u 98,4 % (121/123) resekatu (2x ab-
sence nadorové tkané) a u 74,5 % (35/47) malych biopsii (12x
absence nadorové tkané).

Tabulka €. 1. Senzitivita a specificita jednotlivych variant IHC detekce exprese proteinu ALK dle hodnotiteld a dvou rozdilnych praht

pozitivity.

92

hodnotitel 1

varianta 1 SN varianta 1 SP varianta 2 SN varianta 2 SP varianta 3 SN varianta 3 SP
1+ 100 % (8/8) 94,7 % (107/113) 100 % (10/10) 86,0 % (148/172) 100 % (10/10) 92,4 % (146/158)
1-2 + 100 % (8/8) 99,1 % (107/108) 90,0 % (9/10) 96,7 % (148/153) 100 % (10/10) 98,7 % (146/148)
varianta 1 SN varianta 1 SP varianta 2 SN varianta 2 SP varianta 3 SN varianta 3 SP
1+ 100 % (8/8) 95,5% (107/112) 100 % (10/10) 86,0 % (148/172) 100 % (10/10) 95,4 % (146/153)
1-2 + 100 % (8/8) 99,1 % (107/108) 90,0 % (9/10) 99,3 % (148/149) 100 % (10/10) 99,3 (146/147)
SN = senzitivita, SP = specificita
IHC = imunohistochemie, FISH = fluorescencni in situ hybridizace
1+ = pripady IHC hodnoceny jako 1+ a vice by byly ovéreny FISH
1-2 + = pfipady IHC hodnoceny jako 1-2+ a vice by byly ovéreny FISH
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Tabulka €. 2. ALK-pozitivni pfipady - retrospektivni ¢ast.

mm typ nadoru | hlenotvorba | intenzita IHC | typ prestavby genu ALK | % pozmvmch bunék | EML4

M 80 AC - solidni -

z 51 AC-acinarni  + 2-3
M 78 AC - papilarni  + 2
z 71 AC - papilari  + 3
Z 59  AC-acinarni - 2
M 49 AC-acinarni - 1-2
M 56 AC - solidni + 3
M 67 AC - solidni + 2

M = muz, Z = Zena, AC = adenokarcinom, IHC = imunohistochemie

| =inverze, D = delece 3" konce genu ALK

D 26 =

| 62 4
D 50
| 47
| 36
| 68
| 46

+ o+ o+ o+

hlenotvorba = hlenotvorba patrnd jiz v zakladnim HE barveni'v > 10% nddoru

Tabulka €. 3. ALK-pozitivni pfipady - prospektivni ¢ast.

AC - mucinézni

YA 53 AC - mikropapilarni +
z 53 AC - mikropapilarni +
Z 53 AC - solidni -
M 42 spise AC - solidni =
5 64 glicclﬁ,:; sarkomatoidnimi

z 54 AC - mikropapilarni +
M 59 AC - acinarni -
M 37 spise AC - solidni -
z 33 AC - acinarni +
M 36 AC - solidni +
M 68 AC - acinarni -
z 71 AC - mikropapilarni -
M 53 AC - solidni =
Z 44 AC - solidni -
z 73 AC - acinarni -
z 80 spise AC - solidni -
z 38 AC - solidni +
z 73 AC - solidni -
z 58 spise AC - solidni -
z 64 spise AC - solidni -
M 66 AC - acindrni +
z 67 AC - mucinézni +
A 73 AC - mucinézni +

w w w w

N N N N W W NN W NN W NN W w w

Now oy
w N

3

| 50

| 46 +
56 +
60 =

= O

D 60 N

46
61
78
96
56
53
70 +
44 .

32 =

38 =

30 +
26 =

64

50

80 =

_UU__
+ 0+ o+ o+ o+

=S99 |= (== |3 e |=]=

90 +
60 +
| 48 +

M = muz, Z = Zena, AC = adenokarcinom, NSCLC = nemalobunéény karcinom plic

IHC = imunohistochemie

| =inverze, D = delece 3" konce genu ALK, T = translokace, N = nehodnotitelné

hlenotvorba = hlenotvorba patrnd jiz v zdkladnim HE barveni' v > 10% nddoru

Celkoveé bylo v souboru nalezeno 5,2 % (8/154) pfipadt s pre-
stavbou genu ALK. Senzitivity a specificity jednotlivych IHC vari-
ant jsou uvedeny v tabulce (tab. 1) zvlast pro kazdého hodnoti-
tele, vzdy ve dvou moznostech podle nastaveni prahu citlivosti
IHC detekce.
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Relativni pocet pozitivnich bunék u ALK FISH-pozitivnich pfi-
padu byl v prméru 47,3 + 13,4 % (median 46,5 %, rozmezi 26,0
- 68,0 %), zatimco u negativnich ptipadud byl 3,3 + 2,7 % (median
3 %, rozmezi 0 - 11,0 %) (p < 0,00001). Celkem byla nalezena 6x
(75%) inverze genli ALK/EML4 a 2x delece 3" konce genu ALK.
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Gen EML4 byl faznim partnerem v 6/8 (75 %) pfipadi. Podrob-
néjsi klinicko-patologické Udaje k pozitivnim pfipadiim jsou
uvedeny v tabulce (tab. 2).

Soubor pacientl s ALK-pozitivnim nddorem sestaval z 5 muzu
a 3 zen, soubor pacientd s ALK-negativnim nadorem sestéval
ze 101 muzd a 61 Zen. V zastoupeni pohlavi nebyl zjistén mezi
témito skupinami statisticky vyznamny rozdil (poméf muzi/zeny
1,7 vs.1,7) (p = 0,99).

Primérny vék pacient s ALK pozitivnim nadorem byl 63,9
+ 11,9 let (median 63,0 let; rozmezi 49,0 — 80,0 let) v porovnani
$ 65,5 + 7,3 lety (median 65,0 let; rozmezi 40,0 - 81,0 let) u paci-
entd s ALK negativnim nadorem. Primérny vék obou skupin se
statisticky vyznamné nelisil (p = 0,54).

S ohledem na histologicky typ ALK-pozitivniho nadoru se
v souboru vyskytly tyto varianty: solidni 3x, acinarni 3x a papi-
larni 2x. Napadna hlenotvorba (extra- ¢i intracelularni) patrnd
jiz v zakladnim HE barveni v > 10% nadoru byla pozorovana u 5
pfipadd.

Prospektivni ¢ast studie

V prospektivni ¢asti studie bylo vySetfeno IHC celkem 557 pfi-
padu. K testovani metodou FISH bylo vybrano 76 ptipadd. ALK
pozitivnich ptipadd bylo 24 coz je 4,3 %. Podrobnéjsi klinicko-
-patologické udaje k pozitivnim ptipaddm jsou uvedeny v ta-
bulce (tab. 3). Relativni pocet pozitivnich bunék u ALK FISH-po-
zitivnich pfipadd byl v prdméru 57,1 + 18,1 % (median 56,0 %,
rozmezi 26 — 96,0 %), zatimco u negativnich pfipadt byl 3,0+ 2,5
% (median 2,0 %, rozmezi 0 - 10,0 %) (p < 0,00001). Celkem byla
nalezena 12x inverze genl ALK/EML4, 7x delece 3" konce genu
ALK a 5x translokace genu ALK. Gen EML4 byl fuznim partnerem
v 14/24 (58 %) pripadl. Senzitivita IHC vy3ettenibyla 100 %, spe-
cificita vzhledem k rozsifeni testovani nad ramec indikace stano-
vené v retrospektivni ¢asti, s cilem maximalné omezit moznost
faleSné negativity (tj. navic byly testovany i pfipady IHC nega-
tivni (0+), které dle epidemiologickych a morfologickych cha-
rakteristik Casté&ji vykazuji ALK prestavbu — acinarni a invazivni
mucinézni typy a adenokarcinomy s prokézanou hlenotvorbou,
nadory u ,mladsich” pacientd (do 50 let) a zaroven nekufakud),
byla 31,6 %. Pri aplikaci plvodnich kritérii z retrospektivni ¢asti
studie by senzitivita zUstala 100 % a specificita se zvysila na 80
%. Celkem bylo FISH vysetifeno 43 malych vzorkd (41 jehlovych
biopsii a 2 cytobloky) s diagnostickou vytéznosti 88,4 % (u 5 pfi-
padl nebylo mozné stanovit ALK status v dlisledku chybéni na-
dorové tkané umensenim vzorkd predchozimi vysetfenimi) a 33
resekatll s diagnostickou vytéznosti 100 %.

Soubor pacientll s ALK-pozitivnim nadorem se sestaval z 8
muzl a 16 zen, soubor pacientll s ALK-negativnim nadorem
sestaval z 336 muzl a 197 Zen. V zastoupeni pohlavi byl zjis-
tén mezi témito skupinami statisticky vyznamny rozdil (pomér
muzi/zeny 0,5 vs. 1,7) ((p = 0,0034).

Pramérny vék pacientt s ALK pozitivnim nadorem byl 57,5 £
13,6 let (median 58,5 let; rozmezi 33 - 80 let) v porovnani s 65,2
+ 8,9 lety (median 65 let; rozmezi 36 — 88 let) u pacient s ALK
negativnim nadorem. Primérny vék pacientl v téchto dvou
skupinéch se statisticky vyznamné lisil (p = 0,0052).

S ohledem na histologicky subtyp ALK-pozitivhiho nadoru
se v souboru vyskytly tyto varianty s prevazujicim typem rlistu:
solidnim 11x, acinarni 5x, mikropapildrni 4x, mucinézni 3x a 1x
NSCLC se sarkomatoidnimi a AC rysy. Napadna hlenotvorba (ex-
tra- ¢i intraceluldrni) patrnd jiz v zakladnim HE barveniv > 10%
nadoru byla pozorovana u 10 pfipadd.

Mutace genu EGFR byla vy3etfena u 636 pfipadd (557 reseka-
th a ,malych” biopsii a 79 cytologickych pfipad(, u kterych se
testovani ALK neprovadélo), z toho bylo 63 (9,9 %) pozitivnich,
pficemz u zddného pfipadu s pozitivni pfestavbou genu ALK ne-
byla detekovéana mutace EGFR.
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DISKUZE

Pro spravné IHC hodnoceni exprese ALK je klicova volba
metody detekce proteinu, tedy klonu primarni protilatky a de-
tekéniho systému. V retrospektivni ¢asti nasi studie jsme proto
testovali nejcastéji uzivané komeréné dostupné klony primarni
protilatky pouzité v predchozich studiich (34). Z vysledk( uve-
denych v tabulce 1 vyplyva, Zze testované varianty se od sebe
mirné lisi svoji senzitivitou i specificitou. Pfi nastaveni prahu cit-
livosti IHC detekce na hodnotu 1+ je senzitivita viech tfi variant
(varianta 2 (D5F3, Cell Signaling + ZAL4, Invitrogen) u obou hod-
notitelQ). Pfi nastaveni prahu citlivosti IHC detekce na hodnotu
1-2+ z(stava senzitivita 100 % u variant 1 (D5F3, Cell Signaling)
a 3 (5A4, Novocastra), a to pfi zvyseni specificity minimalné na
hodnotu 98,7 % (varianta 3 (5A4, Novocastra) u hodnotitele 1).
Jako nejlepsi screeningova metoda se tedy jevi IHC detekce
variantou 1 (D5F3, Cell Signaling) pfi nastaveni prahu citlivosti
1-2+, kde senzitivita je 100 % a specificita je 99,1 %. Varianta 3
(5A4, Novocastra) s prahem citlivosti 1-2+ vsak vykazuje velmi
podobné, dostacujici vysledky s hodnotami senzitivity 100 %
a specificity 98,7 %. Tyto zavéry jsou v souladu s dal3imi studiemi
zabyvajicimi se IHC detekci exprese ALK u NSCLC, které potvrzuji
vhodnost obou nami vybranych klond protilatek (34). Celkové
bylo zjisténo 5,2 % (8/154) pfipadl s prestavbou genu ALK, coz
se blizi k horni hranici podilu ALK-pozitivnich piipadd uvadé-
nych v jinych studiich (34). Toto mdze byt zplisobeno vyfazenim
pfipadl s mutaci EGFR z testovani.

Diagnosticka vytéznost vysetfeni stavu ALK se lisi u resekatl
a malych biopsii. U resekatl je diagnostickd vytéznost velmi
dobra - 94,3 % pfi vySetieni FISH a minimalné 97,5 % pfi IHC
vysetieni, zatimco u malych biopsii je nizsi — 80,9 % u vysSetieni
FISH a minimalné 74,5 % u IHC vysetieni. Pfi¢cinou nevysetfitel-
nosti u véech malych biopsii byla absence nddorové tkané v du-
sledku umenseni vzorku pfedchozimi vysetfenimi.

Intenzita IHC barveni byla témér vzdy homogenni v celé na-
dorové populaci, a to jak v resekatech, tak i v malych biopsiich,
coz umoznuje spolehlivou diagnostiku exprese ALK i z malych
biopsii bez rizika faleSné negativity v dusledku heterogenity
nadorové populace. Tento zavér podporuji i nase dva pozitivni
pfipady zjisténé v resekdtu a zaroven v malé biopsii od téhoz pa-
cienta, kde IHC detekce obou vzorkd byla shodné pozitivni. Dale
se v souboru vyskytl jeden pfipad, ktery byl FISH pozitivni, avak
IHC detekce byla ve v3ech tfech variantach negativni. Nasled-
nym podrobnym zkouménim daného pfipadu bylo zjisténo, ze
vysetfovand tkan byla nejprve zpracovana v ramci peroperacni
biopsie zmrazovaci technikou a az dodate¢né zpracovana kla-
sickou technikou se zalitim do parafinu. Proto byl vysetien jiny
vzorek nadoru od téhoz pacienta, ktery nebyl zmrazen, a v tom-
to pripadé jiz byla IHC detekce ve vsech variantach pozitivni. Byt
se jednd pouze o jediny pfipad, Ize z néj vyvodit,,opatrny” zavér,
Ze tkan zpracovana zmrazovaci technikou nemusi byt vhodna
pro IHC detekci, aviak pro vysetteni FISH je dostacujici.

Ve vétsiné piipadl (kromé jednoho s IHC pozitivitou 1-2+)
nadory s prestavbou genu ALK vykazovaly siln&jsi IHC pozitivi-
tu (2+ a vice), zatimco FISH negativni pfipady byly bud' IHC ne-
gativni (0+), nebo byla pozorovana pozitivita na spodni hranici
prahu citlivosti (1 + a 1-2 +). Vyjimkou byl jeden FISH negativni
pfipad, ktery vykazoval ve viech tfech IHC variantach silnou po-
zitivitu (3 +). Pfi FISH vy3etfeni byla viak v nddoru jako vedlejsi
nalez detekovéana vysoka amplifikace genu EML4, jejiz vyznam
je nespecificky a neni jasné, zda by tento nalez mohl byt pfici-
nou falesné pozitivity IHC hodnoceni.

Primérny procentudlni pocet pozitivnich bunék se u ALK FIS-
H-pozitivnich a FISH-negativnich pfipadu statisticky signifikant-
né lisil, a to jak v retrospektivni ¢asti (3 % (0 — 11 %) u negativ-

CESKO-SLOVENSKA PATOLOGIE 1 2017



nich pripadl oproti 47 % (26 — 68 %) u pozitivnich pfipadl; p <
0,00001), tak v prospektivni ¢asti studie (3 % (0 — 10 %) u nega-
tivnich pripad( oproti 57 % (26 — 96 %) u pozitivnich pfipadd;
p < 0,00001). Tento ndlez svédci o jednoznacné interpretovatel-
nosti vysledkd FISH vysetieni pfi pouziti prahu 15 % pozitivnich
bunék pro definici ALK pozitivniho pfipadu, ktery je v soucasné
dobé aplikovana u vétsiny sond (34). Nejcasté&jsim typem pozi-
tivni prestavby genu ALK byla inverze s Gcasti fuzniho partnera
EML4, coz je v souladu s dosavadnimi poznatky (1).

V prospektivni ¢asti studie bylo diagnostikovano 24/557 (4,3 %)
pfipadud s pozitivni prestavbou genu ALK, coz je v souladu s do-
sud publikovanymi vysledky, které se pohybuji u rozsahlejsich
studii v rozmezi 3 - 6 % (34). Nizsi podil ALK-pozitivnich pfipadt
v porovnani s retrospektivni ¢asti studie pak potvrzuje vliv ¢as-
tecné selekce souboru s vyfazenim EGFR mutovanych piipadi
v retrospektivni ¢asti. V Zadném ze 46 pripadd, které byly tes-
tovany FISH i pfesto, Ze nespliiovaly IHC kritéria (pozitivita IHC
1+, IHC negativni pfipady 0+) nebo které dle epidemiologic-
kych a morfologickych charakteristik statisticky castéji vykazuiji
ALK prestavbu, nebyla nalezena prestavba genu ALK, coz svéd¢i
pro dostate¢nou senzitivitu zvolené metody IHC detekce. Dia-
gnosticka vytéznost malych biopsii 88,4 % (u 5 pfipadl nebylo
mozné stanovit ALK status v dUsledku chybéni nadorové tkéné
umensenim vzork{ pfedchozimi vysetfenimi) je vysoka a potvr-
zuje zavéry retrospektivni ¢asti o moznosti testovani ALK statusu
i u,malych” biopsii. U Zadného pfipadu s pozitivni pfestavbou
genu ALK nebyla detekovana mutace EGFR, coz je v souladu s do-
sud zndmymi zavéry (33).

| v tomto souboru nadory s pfestavbou genu ALK vykazovaly
silngjsi IHC pozitivitu (2+ a vice), kromé jednoho s IHC pozitivi-
tou 1-2 +, zatimco FISH negativni pfipady byly bud IHC nega-
tivni (0 +), nebo byla pozorovana pozitivita na spodni hranici
prahu citlivosti (1 + a 1-2 +). V péti pfipadech pak byla hodno-
cena exprese proteinu ALK 2+ a nasledné FISH vysetieni bylo
negativni, bez vedlejsich nélezl (napf. amplifikace apod.). Tento
jev je v literature vysvétlovan komplexni pfestavbou genu ALK,
kterd neni detekovatelnd metodou FISH (ale Ize ji odhalit napf.
metodou sekvenovani nové generace ¢i RNA in situ hybridizaci)
a také nizkou frekvenci prestavby genu ALK v nadorovych bun-
kach s naslednym prenosem flzniho proteinu intercelularni ko-
munikaci i do bunék bez pfestavby genu ALK (35,36).

V zastoupeni pohlavi nebyl v retrospektivni ¢asti studie na-
lezen statisticky vyznamny rozdil mezi sledovanymi skupinami
(poméf muzi/zeny 1,7 vs. 1,7; p = 0,99), coz mUze byt disledkem
malého poctu pozitivnich pfipadl (8 ptipadd). V prospektivni
casti studie byl nalezen statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni
pohlavi (pomé&F muzi/zeny 0,5 vs. 1,4; p = 0,048); ALK pozitivni
tumor se vyskytl 2x castéji u Zen (16 pfipad(l) nez u muz{ (8 pfi-
padd), coz je v souladu se sou¢asnymi poznatky (1,34).

Primérny vék pacientl s ALK pozitivnim nadorem (58 let)
a ALK negativnim nddorem (64 let) se statisticky vyznamné lisil
pouze v prospektivni ¢asti studie (p = 0,014). Absence rozdilu

v retrospektivni ¢asti studie (64 let u ALK-pozitivnich nadort
oproti 66 letm u ALK-negativnich nadord; p = 0,54) Ize opét
pfisoudit malému poctu pozitivnich pfipadd. Alespon z nalezu
v prospektivni ¢asti Ize tedy konstatovat, ze se ALK pozitivni
nadory vyskytuji v priméru u mladsich pacientd, nicméné
vzhledem k velmi Sirokému vékovému spektru a vékovému
prekryvu obou skupin pacientll v nasem souboru nelze tdaj
o véku vyuzit v selekci jednotlivych pacientl vhodnych pro
testovani prestavby genu ALK. Oba tyto zavéry potvrzuje i fada
predchozich studii (1).

S ohledem na histologicky typ ALK-pozitivniho nadoru se
v celém nasem souboru nejcastéji vyskytovaly nddory s preva-
Zujicim solidnim typem rlstu (14x), nasledované nadory s aci-
narnim typem rastu (8x). Mucindzni typ nebo c¢astecna hle-
notvorba (extra- a/nebo intracelularni) byla pozorovéna u 15
pfipadl. Z uvedenych nalezll vyplyva relativné tzky vztah ALK
pozitivnich nador(l k prevazné solidnimu ¢i acindrnimu typu
rdstu a k hlenotvorbé (mucinézni typ rdstu ¢ ndpadnd hle-
notvorba patrna jiz v zakladnim HE barveni v > 10% nadoru),
ktery je v souladu s dosavadnimi poznatky (1,37). Aviak vzhle-
dem k tomu, Ze tyto nddory mohou vykazovat témér jakoukoliv
morfologii, nelze s ohledem na jejich nizkou prevalenci pouzit
morfologickd kritéria pro selekci jednotlivych pfipadli vhod-
nych pro testovéani pfestavby genu ALK v disledku rizika vy-
razného snizeni senzitivity vysetieni. Navic u nékterych vzorkg,
napf. cytoblokll nebo endobiopsii nelze v nékterych pripadech
morfologicky typ nadoru urcit viibec nebo muze byt v odebra-
né tkani zastizen pouze minoritni rlistovy vzorec.

Zavérem je mozné konstatovat, Ze byla nalezena screenin-
gova IHC metoda vhodnd pro detekci exprese ALK proteinu
u NSCLC, kterd byla ovérena i v rutinnim testovani a nasledné
zavedena do bézné diagnostické praxe. Testovani ALK statusu je
mozné provadét i na ,malych” biopsiich tj. endobronchialnich,
transbronchidlnich a transtorakalnich biopsii a cytoblocich s do-
state¢nou diagnostickou vytéznosti. Dale Ize také upozornit na
moznost fale3né negativity IHC detekce ALK proteinu u tkani,
které byly nejprve zpracovany zmrazovaci technikou.
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