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1. Seznam pouzitych zkratek

A

AAH

AC

AIS

ALCL

ALK

ATIC

ATP

BRAF

CCDC6

CDHR2

CDX2

CD5

CD30

CD56

CD74

CD117

CK

CK7

CK20

alanin

atypicka adenomatoidni hyperplazie

adenokarcinom (adenocarcinoma)

adenokarcinom in situ

anaplasticky velkobunécny lymfom (anaplastic large cell ymphoma)
anaplasticka lymfomova kinaza

5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP

cyclohydrolase

adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

v-raf murine sarcoma viral oncogene homologe B1
cystein

coiled-coil domain containing 6

cadherin-related family member 2

caudal type homeobox 2

cluster of differentiation 5

cluster of differentiation 30

cluster of differentiation 56 (neural cell adhesion molecule (NCAM))
cluster of differentiation 74

cluster of differentiation 117

cytokeratiny

cytokeratin 7

cytokeratin 20



CLTC

C-MET

CRC

CREB1

CTLA-4

DAB

DCTN1

DDR2

DFS

el4sm

EGFR

EGFR TKI

EML4

EQA

ER

ERBB2

ESP

EWSR1

EZR

FGFR1

tézky fetézec klatrinu (clathrin heavy chain)
cellular-mesenchymal to epithelial transition factor
kolorektalni adenokarcinom (colorectal adenocarcinoma)

CAMP (cyclic adenosine monophosphate) responsive element binding

protein 1

cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
diaminobenzidin

podjednotka 1 dynactinu (dynactin subunit 1)
discoidin domain-containing receptor 2

celkové bezpfiznakové preZiti (disease-free survival)

mutace vedouci k vynechani exonu 14 genu C-MET (exon 14 skipping

mutation)

receptor pro epidermalni rlstovy faktor (epidermal growth factor

receptor)

tyrosinkinazové inhibitory EGFR

echinoderm microtubule associated protein like 4
externi posouzeni kvality (external quality assessment)
estrogenovy receptor

gen kodujici tyrosin kinazovy receptor HER2 (Erb-B2 receptor tyrosine

kinase 2; Human epidermal growth factor receptor 2)

Evropska spolecnost patologie (European Society of Pathology)
EWS (Ewing sarcoma) RNA binding protein 1

ezrin

fibroblast growth factor receptor 1



FIG fused in glioblastoma

FISH fluorescencni in situ hybridizace
FUP Fingerlandlv ustav patologie

G glycin

Gab1 GRB2-associated-binding protein 1
GAP GTPase activating protein

GATA3 GATA vazajici protein 3 (GATA binding protein 3)
GCDFP15 gross cystic disease fluid protein 15

GDP guanosindifosfat (guanosine diphosphate)

GEF guanine nucleotide-exchange factor

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

Grb-2 growth factor receptor-bound protein 2

GTP guanosintrifosfat (guanosine triphosphate)

hCG lidsky choriovy gonadotropin (human chorionic gonadotropin)
HE hematoxylin-eosin

HER2 human epidermal growth factor receptor 2

HGFR hepatocyte growth factor receptor

HGF/SF hepatocyte growth factor / scatter factor
HIP1 huntingtin interacting protein 1

HMB45 human melanoma black 45

HNF4a hepatocytarni nuklearni faktor 4 alfa (hepatocyte nuclear factor 4 alpha)
HPV lidsky papilomavirus (human papillomavirus)
CHOPN chronicka obstrukéni plicni nemoc



IHC
IL-10
INF-y
KIF5B

KRAS

LCLC

LCNELC

LRIG3

MAPK
MIA
MSN
MUC2
NCOA4
NGS
NOS
NPM1
NSCLC
NUT
PAX8

PCR

imunohistochemie

interleukin-10

interferon-gamma

kinesin family member 5

kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

leucin

velkobunécny karcinom plic (large cell lung carcinoma)

velkobunécny neuroendokrinni karcinom plic (large cell neuroendocrine

lung carcinoma)

leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 3
methionin

mitogenem aktivovana protein kinaza (mitogen-activated protein kinase)
minimalné invazivni adenokarcinom

moesin

mucin 2

nuclear receptor coactivator 4

next-generation sequencing

blize nespecifikovany/nezarazeny (not otherwise specified)
nucleophosmin 1

nemalobuné&ny karcinom plic (non-small cell lung carcinoma)
nuclear protein in testis

paired box gene 8

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)



PD-1
PD-L1
PEC
PIK3CA
PLAP
PR
PSA

PSAP

gPCR

R

RAF
RANBP2
RET
ROS1

RT-PCR

SALL4
SCLC
SDC4
SHC

SHP-2

programmed cell death protein 1

programmed death-ligand 1

perivaskularni epiteloidni bunky (perivascular epithelioid cells)
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase

placentarni alkalicka fosfataza (placental alkaline phosphatase)
progesteronové receptory

prostaticky specificky antigen

prostaticka specificka kysela fosfataza (prostate specific acid

phosphatase)

kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase

chain reaction)

arginin

rapidly accelerated fibrosarcoma
RAN binding protein 2
rearranged during transfection
c-ros oncogene 1

polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci (reverse

transcription polymerase chain reaction)

serin

spalt-like transcription factor 4

malobunéc&ny karcinom plic (small cell lung carcinoma)
syndecan 4

src homology 2 domain-containing

src homology region 2 domain-containing phosphatase-2



SLC34AC
SqCLC
SQSTM1
T

TFG
TIL
TMA
TNF-a
TPM3
TPM4
TPR
TRIM33
TTF1
VEGF

WHO

solute carrier family 34, member 2

dlazdicobunéény karcinom plic (squamous cell lung carcinoma)
sequestosome 1

threonin

TRK-fused gene

tumor infiltrujici lymfocyty (tumor infiltrating lymphocytes)
tissue microarray

tumor necrosis factor-alpha

tropomyosin 3

tropomyosin 4

translocated promoter region

tripartite motif containing 33

thyroidalni transkrip&ni faktor 1

vascular endothelial growth factor

svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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2. Teoreticky uvod

Nadory plic a prudusek patfi celosvétové mezi nejCastéjSi novotvary, a to i
pfesto, Ze jejich incidence vlivem poklesu poc¢tu novych pfipadd karcinomu plic
v poslednich 20 letech klesa. Vyskytuji se v kazdém véku, v€etné détského, a jedna
se o Sirokou Skalu biologickych jednotek od zcela benignich nadorl, napf. plicniho
hamartomu, az po vysoce agresivni maligni tumory zastoupené napf. malobunénym
karcinomem. | pfes pomérné dobfe znamé etiologické faktory nej¢astéjSich zhoubnych
nadoru plic a pridusek, tj. karcinomu, se nedafilo jes$té donedavna léEbou vyraznéji
ovlivnit délku pFeziti pacientd. V posledni dobé byl vSak uc¢inén znacny pokrok na poli
diagnostiky i IéCby téchto nadorl, a to zejména v dusledku detailnéjSiho poznani
molekularni etiopatogeneze, coz nasledné vedlo k objevu celé fady novych Iéku pro
tzv. cilenou terapii zaméfenou proti konkrétnim genetickym poskozenim bunécné
DNA. V mikroskopické diagnostice se tak kromé& morfologické klasifikace nadoru
zaloZené na klasickém barveni hematoxylinem — eozinem, které je pro pfesnéjsi
zarazeni tumoru ve vétSiné pripadu nutné doplnit imunohistochemickym vySetfenim,
objevuji nové vyzvy v podobé prospektivniho skriningového vySetfovani tumorl za
uCelem zachytu pfipadl s prognosticky a prediktivné vyznamnymi zménami DNA.
Soucasné s rozvojem této tzv. personalizované mediciny, resp. terapie ,Sité na miru,
se v8ak v diagnostice nadoru plic objevuji nové problémy, jakymi jsou napf. volba
vhodnych skriningovych vySetfeni, dostupnost dostateCného mnozstvi materialu pro

stale narUstajici poCet vySetieni a také ekonomicka efektivita vySetfovacich postupu.
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2.1. Epidemiologie zhoubnych nadort plic

Incidence malignich nadori plic celosvétové narostla z 38,4 (na 100 000
obyvatel) v letech 1977 — 1981 az na 43,5 v letech 1987 — 1991 a poté opét poklesla
na 33,6 v letech 2006 — 2010. Jednotlivé varianty karcinomu plic pak dosahly svych
vrcholl  incidence v odliSnych obdobich. Nejprve kulminovala incidence
dlazdicobunééného karcinomu, a to v letech 1982 — 1986, poté malobunécného a
velkobunécného karcinomu v letech 1987 — 1991 a nejpozdéji dosahla vrcholu
incidence adenokarcinomu, a to v letech 1992 — 1996. Po pfechodném obdobi poklesu
je  nicméné v poslednich letech pozorovan opétovny narlst incidence
adenokarcinomu. Tento trend je teoreticky vysvétlovan zménami technologickych
postupl vyroby cigaret tak, aby bylo mnozstvi vdechovaného dehtu a nikotinu co
nejmensi, coz ale souCasné umoznuje vdechovani vétsiho objemu koufe, a tim
dochazi k prfesunu ukladani chemickych latek v ném obsazZenych z centralnich do
perifernich ¢asti plic, kde Casto adenokarcinom vznika. DalSim dUsledkem uprav
vyroby cigaret je zvySeni obsahu nitrosaminu specifickych pro tabak v cigaretovém

koufi, které vyvolavaji vznik pravé adenokarcinomu na zvifecich modelech (1).

Proporcionalni zastoupeni nej¢astéjSich histologickych typl karcinomu plic se
ve sledovanych obdobich (1977 — 1981 oproti 2006 — 2010) pomérné vyrazné zménilo.
Zastoupeni dlazdicobunééného karcinomu pokleslo z32 % na 20 %, zatimco u
adenokarcinomu doSlo k narGstu zméné nez 30 % na vice nez 40 %. Podil
malobunééného karcinomu poklesl ze 17 % na 13 % a velkobunétného karcinomu z
8 % na 2 %. Zmény ve vyvoji proporcionalniho zastoupeni jednotlivych histologickych
typu zC€asti souvisi také se zlepSenim diagnostiky a zavedenim imunohistochemie do
diagnostického algoritmu, coz vysvétluje vyrazny pokles proporcionalniho vyskytu

velkobunécného karcinomu (1).

Trendy vyvoje incidence malignich nadoru plic se navic liSi také v zavislosti na
pohlavi. U muzd dochazi od poloviny osmdesatych let 20. stoleti k jejimu poklesu,
zatimco u Zen je naopak od devadesatych let pozorovan jeji narust. Vrcholy incidence
jednotlivych variant nastaly u Zzen pozdéji nez u muzi. Pomér incidence malignich
nadorl plic mezi muzi a Zzenami pak za obdobi 1977 — 2010 poklesl z 2,8 na 1,3. Tento
pokles je patrny ve vSech variantach karcinomu plic, nejvice pak u dlazdicobunécného
karcinomu, ato z 5,0 na 2,1 (1).
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V Ceské republice &inila incidence (na 100 000 obyvatel) u zhoubného nadoru
prudusky a plice (C34) u muzl v letech 1996 — 2000 96,2, v letech 2001 — 2005 93,4
a v letech 2006 — 2010 91,5. U Zen byla incidence vyrazné nizSi a Cinila ve stejnych
¢asovych obdobich 24,1 (1996 — 2000), 28,7 (2001 — 2005) a 34,7 (2006 — 2010) (
Dusek L., Muzik J., Kubasek M., Kopitkova J., Zaloudik J., Vyzula R. Epidemiologie
zhoubnych nadort v Ceské republice [online]. Masarykova univerzita, [2005], [cit.
2016-6-29]. Dostupny z URL: http://www.svod.cz. Verze 7.0 [2007], ISSN 1802 — 8861
(www1)). Incidenci zhoubnych nadorti priidusky a plice v Ceské republice pfehledné

(na 100 000 obyvatel) znazorriuji tab. 1 a graf 1.

Tab. 1: Incidence zhoubnych nadort priidusky a plice v Ceské republice (na 100 000

obyvatel) ve vybranych obdobich

1996 — 2000 2001 — 2005 2006 — 2010
muzi CR 96,2 93,4 91,5
seny CR 241 28,7 34,7

Graf 1: Incidence zhoubnych nador( priidusky a plice v Ceské republice (na 100 000

obyvatel) ve vybranych obdobich

120,0
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V roce 2013 &inil zachyt zhoubnych nadori pradusky a plice v Ceské republice
celkem 6367 pfipadu, z toho 4351 u muzi a 2016 u Zen, coz predstavuje incidenci
84,3 u muzu a 37,7 u Zzen. V Kralovehradeckém kraji bylo ve stejném roce nahlaseno
celkem 388 pfipadl, z toho 269 u muzu a 119 u Zen, coz pfedstavuje incidenci 99,2

resp. 42,4 (www1).

U muzu byl v Ceské republice v roce 2013 nejvy$si zachyt zhoubnych nadorti
prudusky a plice (1030 pfipadu) ve vékové skupiné 65 — 69 let, coz predstavuje
incidenci 348,4; u Zzen byl nejvétsi zachyt (415 pfipadl) ve stejné vékové skupiné, coz

predstavuje incidenci 118,3 (www1).

Umrti v diisledku zhoubnych nadort pradusky a plice bylo v roce 2013 v Ceské
republice hlaseno u 3688 muzl, coz pfedstavuje umrtnost (na 100 000 obyvatel) 71,5
a 1592 u Zen, coz predstavuje umrtnost 29,8. U obou pohlavi byla umrtnost (870 muzu

a 353 zen) nejvysSi ve vékové kategorii 65 — 69 let (www1).

Vroce 2011 predstavovaly zhoubné nadory prudusky a plice z celkového poctu
malignit v Ceské republice (v&etné karcinomd in situ) 10,6 % u muzd a 5,0 % u Zen

(www1).
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2.2. Kilasifikace nadort plic

V souCasné dobé plati klasifikace nadorl plic v podobé, ktera byla schvalena
na Consensus and Editorial Meeting v Lyonu ve Francii (24. — 26. dubna 2014) (1). Jeji

graficky zpracovanou podobu podava tab. 2.

Tab. 2: WHO klasifikace nadort plic 2015

EPITELIALNI TUMORY

Adenokarcinomy 8140/3
Lepidicky adenokarcinom 8250/3
Acinarni adenokarcinom 8551/3
Papilarni adenokarcinom 8260/3
Mikropapilarni adenokarcinom 8265/3
Solidni adenokarcinom 8230/3
Invazivni mucinézni adenokarcinom 8253/3

SmiSeny invazivni mucindézni a nemucinézni adenokarcinom 8254/3
Koloidni adenokarcinom 8480/3
Fetalni adenokarcinom 8333/3
Entericky adenokarcinom 8144/3
Minimalné invazivni adenokarcinom

Nemucindzni 8250/2

Mucinézni 8257/3
Preinvazivni Iéze

Atypicka adenomatoidni hyperplazie 8250/0

Adenokarcinom in situ 8140/2

Nemucindzni 8410/2
Mucinézni 8253/2

Dlazdicobunééné karcinomy 8070/3
Rohovéjici dlazdicobunéény karcinom 8071/3
Nerohovéjici dlazdicobunécny karcinom 8072/3
Bazaloidni dlazdicobunécny karcinom 8083/3

Preinvazivni léze

Dlazdicobuné&cény karcinom in situ 8070/2

15



Tab. 2: WHO klasifikace nadort plic 2015 (pokracovani)

Neuroendokrinni tumory
Malobunécény karcinom
Kombinovany malobunécny karcinom
Velkobuné&cny neuroendokrinni karcinom
Kombinovany velkobunécny karcinom
Karcinoidy
Typicky karcinoid
Atypicky karcinoid
Preinvazivni |éze
Difuzni idiopaticka hyperplazie plicnich neuroendokrinnich bunék
Velkobunéény karcinom
Adenoskvamézni karcinom
Pleomorfni karcinom
Vietenobunéény karcinom
Obrovskobunécény karcinom
Karcinosarkom
Plicni blastom
Jiné a nezafazené karcinomy
Karcinom podobny lymfoepiteliomu
NUT karcinom
Tumory salivarniho typu
Mukoepidermoidni karcinom
Adenoidné cysticky karcinom
Epitelialni-myoepitelialni karcinom
Pleomorfni adenom
Papilomy
Dlazdicobunécny papilom
Exofyticky
Invertovany
Zlazovy papilom

SmiSeny dlazdicobunéény a Zlazovy papilom

8041/3
8045/3
8013/3
8013/3

8240/3
8249/3

8040/0
8012/3
8560/3
8022/3
8032/3
8031/3
8980/3
8972/3

8082/3
8023/3

8430/3
8200/3
8562/3
8940/0

8052/0
8052/0
8053/0
8260/0
8560/0
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Tab. 2: WHO klasifikace nadort plic 2015 (pokracovani)

Adenomy
Sklerdzujici pneumocytom 8832/0
Alveolarni adenom 8251/0
Papilarni adenom 8260/0
Mucinozni cystadenom 8470/0
Adenom ze slizni¢nich Zlazek 8480/0

MEZENCHYMALNI TUMORY

Plicni hamartom 8992/0
Chondrom 9220/0
PEComatdzni tumory
Lymfangioleiomyomatéza 9174/1
PECom, benigni 8714/0
Svétlobunécény tumor 8005/0
PECom, maligni 8714/3
Kongenitalni peribronchialni myofibroblasticky tumor 8827/1

Difuzni plicni lymfangiomatéza

Inflamatorni myofibroblasticky tumor 8825/1
Epiteloidni hemangioendoteliom 9133/3
Pleuropulmonalni blastom 8973/3
Synovialni sarkom 9040/3
Intimalni sarkom plicni arterie 9137/3
Plicni myxoidni sarkom s EWSR1-CREB1 translokaci 8842/3
Myoepitelialni tumory

Myoepiteliom 8982/0

Myoepitelialni karcinom 8982/3

17




Tab. 2: WHO klasifikace nadort plic 2015 (pokraCovani)

LYMFOHISTIOCYTARNI TUMORY

Extranodalni lymfom z marginalni zény asociovany se sliznici (MALT

lymfom) 9699/3
Difuzni velkobuné&ny B lymfom 9680/3
Lymfomatoidni granulomatoza 9766/1
Intravaskularni velkobunécny B lymfom 9712/3
Plicni histiocytéza z Langerhansovych bunék 9751/1
Erdheimova-Chesterova nemoc 9750/1
TUMORY EKTOPICKEHO PUVODU
Tumory ze zarode¢nych bunék
Teratom, zraly 9080/0
Teratom, nezraly 9080/1
Intrapulmonalni thymom 8580/3
Melanom 8720/3
Meningeom, bliZze nespecifikovany 9530/0
METASTATICKE TUMORY
CREB1 = CAMP (cyclic adenosine monophosphate) responsive element binding
protein 1; EWSR1 = EWS (Ewing sarcoma) RNA binding protein 1; NUT = nuclear
protein in testis; PEC = perivascular epithelioid cells; WHO = World Health

Organization
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2.3. Charakteristika zhoubnych nadoru plic

Vzhledem k rozsahu a rozmanitosti nadorQ, které se mohou v plicich vyskytnout,
predstavuje popis vSech typu pfili§ rozsahly vycet, ktery svou velikosti daleko
pfesahuje zamér této disertaCni prace. V nasledujicim textu bude proto blize
charakterizovana pouze skupina invazivnich malignich epitelialnich nadort dle
souCasné platné WHO klasifikace zroku 2015 (1), sdlrazem na skupinu

adenokarcinomu, ktera je hlavni skupinou vySetfovanych pfipadd v naSem souboru.

2.3.1. Adenokarcinomy
2.3.1.1. Obecna charakteristika adenokarcinomu plic

Invazivni adenokarcinom (AC) je definovan jako maligni epitelialni tumor se
Zlazovou diferenciaci, tvorbou hlenu nebo expresi pneumocytarnich marker(d. Na
zakladé prevazujiciho typu rustu jsou pak nadory ¢lenény do dalSich subtypu (1).
Hlavnim rizikovym faktorem vSech malignich epitelialnich nadoru plic je koufeni
cigaret. AC se vSak muze vyskytovat také u nekurakl, u kterych predstavuje
nejCastéjSi typ karcinomu plic. Kromé koufeni jsou jako rizikové faktory pro vznik AC
plic dale uvadény expozice jinym toxickym latkdm (napf. radonu, ionizujicimu zafeni,
azbestu Ci cigaretovému kourfi pfi pasivnim koureni) a pfitomnost chronického plicniho
onemocnéni (napf. plicni fibrézy, chronické obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) ¢&i
deficitu a-1 antitrypsinu) (1). Vzacné jsou pak popsany sestavy rodin s vrozenou
predispozici ke vzniku AC plic na podkladé zarodeCné mutace receptoru pro
epidermalni ristovy faktor (EGFR) (2-5) a genu kodujiciho tyrosin kinazovy receptor
HER2 (ERBB2) (6). VSechny podtypy invazivniho AC jsou nejCastéji lokalizovany na
periferii plice (7). Pokud se AC vyskytne centralné, jedna se nejcastéji o subtypy solidni
(33 %), mikropapilarni (25 %) &i acinarni (20 %) (8, 9). Makroskopicky maji invazivni
AC nejCastéji vzhled Sedobilého uzlu s centralnim vazivovym jizvenim, c&asto
s antrakotickou pigmentaci a vtazenim pleury (10). Pokud je na periferii nadoru
pritomna lepidicka slozka, mOze byt ohrani¢eni tumoru od okolniho plicniho
parenchymu neostré a v ¢erstvém nefixovaném materialu muze byt lepidicka slozka
mikroskopicky obtizné rozpoznatelna (1).
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2.3.1.2. Histologicka klasifikace adenokarcinomu plic

Mikroskopicky rozliSuje sou¢asna WHO Kklasifikace na zakladé prevazujiciho

typu rastu pét hlavnich, resp. nej¢astéji se vyskytujicich podtypl invazivniho AC plic.

Lepidicky AC (ICD-O 8250/3)

Tento podtyp je definovan rustem blandné vyhlizejicich nadorovych pneumocytd
(pneumocyta Il. typu nebo Clarovych bunék) na povrchu plivodnich alveolarnich sept
za souCasné pfritomnosti loziska jednoznacné invaze vétSiho nez 5 mm v nejvétSim
rozméru. Invaze je zde definovana jako nalez alespon jednoho z nasledujicich znaku:
1) pfitomnost jiného rustového vzoru nez lepidického (tj. acinarniho, papilarniho,
mikropapilarnino & solidniho); 2) pfitomnost myofibroblastického stromatu
obsahujiciho bunky invazivniho nadoru; 3) invaze nadoru na pleuru €i do cév

(lymfatickych a/nebo krevnich); a 4) Sifeni nadoru alveolarnimi prostory (1).

Acinarni AC (ICD-0O 8551/3)

Hlavni sloZzkou tohoto typu AC jsou kulaté Ci ovalné zZlazky s centralnim luminem
obklopenym nadorovymi bufikami (11-13). Zlazové struktury véak mohou byt tvofeny i
kulatymi solidnimi skupinami nadorovych bunék s centralni cytoplazmou a s periferné
ulozenymi jadry, bez patrného lumen. V nékterych pfipadech je pak mozna zaména
acinarniho typu rustu s lepidickym v kolabovanych alveolech. Pokud je vSak alveolarni
architektonika vymizela a/nebo je v septech pfitomno myofibroblastické stroma, je
tento rlst povazovan za acinarni. Kribriformni uspofadani je hodnoceno pouze jako
variantni rlistovy vzor vyskytujici se v ramci acinarniho AC i pfesto, Ze je spojovan

s horSi prognézou (14).
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Papilarni AC (ICD-O 8260/3)

Tento podtyp AC je definovan ristem nadorovych bunék radialné v okoli
centralniho fibrovaskularniho jadra (11-13). Je vSak potfeba odlisit tento typ rdstu od
tangencialné zachycené alveolarni stény s lepidicky rostoucim AC. Pokud jsou
alveolarni prostory €i nadorové aciny vyplnény papilarnimi strukturami, je tumor
klasifikovan jako papilarni AC, bez ohledu na pfitomnost &i nepfitomnost

myofibroblastického stromatu (1).

Mikropapilarni AC (ICD-O 8265/3)

Pfevazujicim rastovym vzorem tohoto typu AC jsou nadorové bunky tvofici
radialni shluky bez centralniho fibrovaskularniho jadra, tzv. ,florets®, které mohou byt
pritomny volné v alveolarnich prostorech nebo mohou byt pfipojeny k alveolarnim
septim (11-13). Nador muze také rust v podobé prstencitych Zlazovych utvard, které
tzv. ,plavou” v alveolarnich prostorech. Casta je vaskularni a stromalni invaze

nadorovych bunék a také mohou byt pfitomna psamomatdzni téliska (1).

Solidni AC (ICD-O 8230/3)

Hlavni sloZzkou takto definovaného AC jsou vétSinou vyrazné atypické
polygonalni nadorové buriky, které tvofi souvislé solidni shluky, postradajici
usporadani dle jinych rustovych vzorl AC, tj. lepidického, acinarniho, papilarniho €i
mikropapilarniho (11-13). Solidni AC musi byt odliSen od dlazdicobunétného a
velkobunééného karcinomu na zakladé prikazu alespon loziskové tvorby hlenu nebo
na zakladé alespon loziskové exprese pneumocytarnich marker(, tj. thyroidalniho
transkripéniho faktoru 1 (TTF1) a/nebo napsinu A (1). Tento subtyp je také
nejCastéjSim, u kterého je zjiStovana prestavba genu anaplastické lymfomové kinazy
(ALK) (15). Kromé vySe zminénych hlavnich podtypu AC, uznava soucasna WHO

klasifikace tumoru plic jesté d&tyfi dalsi vzacné varianty invazivniho AC.
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Invazivni mucinézni AC (ICD-O 8253/3)

Tato varianta byla dfive klasifikovana jako mucinézni bronchioloalveolarni
karcinom, ale vzhledem k odliSnym Kklinickym, zobrazovacim, patologickym a
genetickym nalezim byla nyni vyClenéna samostatné. Tato varianta ma silnou
tendenci k multicentrickému, multilobarnimu a oboustrannému vyskytu, coz muize
reflektovat snadné Sifeni dychacimi cestami. Makroskopicky je nador Spatné
ohraniCeny, mékky, bez centralniho jizveni a antrakotické pigmentace, nékdy se
dokonce muze projevovat disperznimi viceCetnymi uzliky, které mohou splyvat a
pfipominat lobarni pneumonii. Mikroskopicky je invazivni mucinézni AC tvofen
nejCastéji bunkami cylindrickymi a/nebo poharkovymi s vyraznou intracelularni
hlenotvorbou a s minimalnimi cytologickymi atypiemi. Nador roste nejCastéji lepidicky,
ale mohou byt pfitomny i ostatni rastové vzory, tj. acinarni, papilarni, mikropapilarni i
solidni. Pokud je v nadoru pfitomno vice nez 10 % nemucinézni slozky, je tento
klasifikovan jako smiseny invazivni mucinézni a nemucinézni AC (1). Také IHC profil
této varianty AC je odlisSny od klasického AC. Nador je typicky pozitivni pfi prikazu
cytokeratinu 7 (CK7) a cytokeratinu 20 (CK20) a negativni v TTF1 a napsin A (16-18).

Déale také cCasto exprimuje hepatocytarni nuklearni faktor alfa (HNF4a) (19).

Koloidni AC (ICD-O 8480/3)

Jedna se o nador svyraznou extracelularni tvrobou hlenu, ktera je
reprezentovana vznikem hlenovych ,jezirek", jez nahrazuji prostory puvodné vyplnéné
vzduchem. Nador je mékky, dobfe ohraniCeny a muze byt cysticky zménény. Nadorové
bunky jsou typicky zastizeny pouze v malém mnozZstvi v podobé vysokych
cylindrickych &i poharkovych bunék rostoucich lepidickym zpisobem. DalSim typickym
znakem bunék koloidniho AC je jejich velmi dobra diferenciace, coz mize Ccinit
diagnostické obtize pfi hodnoceni malych biopsii (1). V IHC vySetfeni je tento typ AC
pozitivni v prikazu stfevnich markerl jako caudal type homeobox 2 (CDX2), mucin 2
(MUC2) a CK20 (18).
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Fetalni AC (ICD-O 8333/3)

Jedna se o vzacny typ AC pfipominajici fetalni plici. Nadorové bunky obsahuiji
subnuklearni vakuoly bohaté na glykogen a luminalné/apikalné lokalizovana jadra a
jsou usporadany v komplexnich Zlazovych strukturach (1). U dobfe diferencovaného
(low-grade) fetalniho AC je patrna tvorba morul a jsou pfitomny pouze lehké jaderné
atypie, zatimco u nizce diferencovaného (high-grade) fetalniho AC se netvofi moruly,
jaderné atypie jsou napadnéjsi a Casto je nalezen prechod do bézného AC s loZisky
nekroz (20). IHC low-grade fetalni AC exprimuje TTF1, estrogenovy receptor (ER) B a
aberantné nuklearné (-catenin (21-23). Vice nez 90 % low-grade tumoru pak dale
exprimuje neuroendokrinni markery chromogranin A a/nebo synaptofyzin, na rozdil od
high-grade tumoru, u kterych je tato exprese pozorovana pouze u 50 % pfipadd. High
grade fetalni AC také Casto vykazuji expresi a-fetoproteinu, glypicanu 3
a spalt-like transkripéniho faktoru 4 (SALL4) (20, 24).

Entericky AC (ICD-O 8144/3)

Dle definice se jedna o AC, ktery morfologicky pfipomina AC vznikajici v tlustém
stfevé. Nékdy je téz oznaCovan jako plicni AC intestinalniho typu (1). Pfi stanoveni této
diagnozy je nutna pecliva korelace s klinickym nalezem se zamérfenim na vylouceni
primarniho karcinomu tlustého stfeva, protoze histologické i IHC rysy mohou byt u
obou téchto nadord zcela totozné (25). Tato varianta AC se vyskytuje nejCastéji
v podobé dobfe ohrani¢eného periferné rostouciho tumoru (26-28). Mikroskopicky
musi alespon 50 % tumoru vykazovat rustovy vzor podobny kolorektalnimu karcinomu
(acinarni a/nebo kribriformni a tubulo-papilarni). IHC exprese je variabilni a
v diferencialni diagnostice ¢asto nepfinosna, jelikoZ nékteré tumory mohou vykazovat
kompletni entericky profil (pozitivita CK20 a CDX2 a negativita CK7) (1).Dale se mohou
v primarnim AC plic vyskytnout svétlé buriky (,clear cells®) nebo buriky tvaru pecetniho
prstene (,signet ring cells®), které jsou vSak v souCasné dobé povazovany za
cytologické rysy a nikoliv za histologické subtypy (12, 13). Tyto buriky se nejCastéji
nachazeji v solidni slozce AC, ale mohou se vyskytnout i u vSech ostatnich subtypt
AC, a proto by nemély byt zahrnuty do ur€ovani pfevazujiciho subtypu (1). U nadorq,
ve kterych se vyskytuji bunky tvaru pecCetniho prstene, je literarné popisovan Castéjsi
vyskyt pfestavby genu ALK (15, 29).
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Do uplného vyctu klasifikace invazivniho AC plic je nutné doplinit jesté jednotku
minimalné invazivniho adenokarcinomu (MIA), ktery je definovan jako maly (< 3 cm)
solitarni AC s prevazné lepidickym typem rustu a invazi, ktera nepfesahuje 5 mm
v nejvétsim zastizeném rozméru (1). MIA je Castéji nemucinézni (ICD-O 8250/2),
vzacnéji muze byt i mucinézni (ICD-O 8257/3) nebo smisSeny (30-33). Tento tumor se
nachazi nejCastéji na periferii plice (34) a v pfipadé, Zze je kompletné resekovan, by
nemél recidivovat (10, 12, 30-32, 35). Invazivni sloZka je definovana jako ristovy typ
jiny nez lepidicky (tj. solidni, acinarni, papilarni a/nebo mikropapilarni) nebo jako
infiltrace nadorovych bunék do myofibroblastického stromatu. V pfipadé, Ze je
pfitomna invaze lymfatickych a/nebo krevnich cév a pleury, tumor obsahuje loZiska
nekrozy, nebo je patrné Sifeni tumoru dychacimi cestami je diagnéza MIA jiz vylou€ena
a jedna se o ,klasicky® invazivni AC (1). Vzhledem k tomu, Ze MIA pfedstavuje ¢asnou
formu invazivniho AC, mohou genetické alterace u néj zjisténé odhalit Casné zmény
sdruzené s invazi. Na preméné adenokarcinomu in situ (AlS) do MIA se podili snizeni
exprese genu TGFBR2 a naopak amplifikace gent PDCD6 a TERT (36, 37), spole¢né
s amplifikaci a mutacemi genu EGFR (38-40).

2.3.1.3. Preinvazivni |éze adenokarcinomu plic
Atypicka adenomatoidni hyperplazie (ICD-O 8250/0)

Atypickd adenomatodini hyperplazie (AAH) je mala (obvykle < 0,5 cm)
lokalizovana proliferace lehce az stfedné atypickych pneumocytl typu Il a/nebo
Clarovych bunék, které vystylaji plicni sklipky a nékdy také respiracni bronchioly.
VVzacné mohou byt pfitomny i nenapadné pseudopapily (12, 13, 41). Mezi bunkami
AAH naléhajicimi na bazalni membranu jsou patrné mezery (1). Burniky AAH
imunohistochemicky exprimuji TTF1 (42). Pfechod od AAH k AIS pfedstavuje
souvislou fadu morfologickych zmén (12, 13, 43, 44). V terminologii preinvazivnich lézi
je AAH protipdlem dlazdicobunééné dysplazie (1). V pfipadé AAH neni doporuéeno
uréovat stupen diferenciace (grading) (13). Jedna se vétSinou o nahodny nalez
v resekatech plic, s nejCastéjsi lokalizaci na periferii plice a subpleuralné (45, 46), ktery
se dle autoptickych studii nachazi u 2 — 4 % pacientl bez prikazu karcinomu plic (47,
48). Vyskyt AAH je vSak vySSi v resekatech od pacientu s karcinomem plic (az 19 %

u zen a 9,3 % u muzl), zejména pak s AC plic (az 30,2 % u zen a 18,8 % u muzl)
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(49). V pfipadé, ze je tato Iéze kompletné odstranéna, by neméla recidivovat (35, 50).
AAH je obtizné odlisit od reaktivni hyperplazie pneumocytl; na genetické urovni je
v8ak prokazan klonalni/neoplasticky puvod této l1éze (51, 52). Mutace genu Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) u 33 % a genu EGFR u 35 % pfipadd AAH
naznacuje, ze se jedna o ¢asnou zménu pfedchazejici vzniku periferniho AC plic (39,
53-55).

Adenokarcinom in situ

AIS je lokalizovany maly (< 3 cm) AC s rustem, ktery je strikin€ omezen na
nadorove bunky rostouci podél preexistujicich struktur plicniho sklipku (tj. lepidicky
rust), bez invaze krevnich a/nebo lymfatickych cév, pleury a vnitfniho prostoru plicniho
sklipku a bez souvislosti s jeho sténou. Nesmi byt pfitomny ani struktury papilarni Ci
mikropapilarni, ani S$ifeni nadorovych bunék dychacimi prostory. AIS je dale
rozdélovan na mucindézni a nemucindzni podtyp, pfi€emz druhy z uvedenych je
extrémné vzacny (1). Buriky AIS imunohistochemicky exprimuji TTF1 a napsin A (42).
NejcastéjSi lokalizaci AIS je plicni periferie, a to subpleuralné (45, 46). V pfipadé, ze
je tato léze uplné odstranéna, neméla by recidivovat (35, 50). AIS predstavuje
mezistupen mezi prekurzorovou AAH a invazivnim MIA. Vzhledem Kk relativné
nedavnému zavedeni diagnostickych kritérii pro tuto jednotku jsou data ohledné
molekularnich zmén jen omezena a ukazuji na pfitomnost mutace genu EGFR u 40 —
86 % pripadl, zatimco mutace genu KRAS byla zastizena pouze u 0 — 4 % pfipad
AIS (10, 56).

2.3.1.4. Diferencialni diagnostika adenokarcinomu plic a preinvazivnich lézi

V diferencialni diagnostice AC plic se velmi ¢asto uplatfiuje imunohistochemické
(IHC) vySetfeni, v jehoz ramci se v diagnostice AC plic nejCastéji pouzivaji markery
TTF1 a napsin A. TTF1 je pozitivni pfiblizné v 75 % invazivnich AC plic (57, 58),
pfiCemz pozitivita je Castéjsi v lepidickych a papilarnich oblastech, na rozdil od
prevazné solidné rostouciho AC (59). Byla také pozorovana korelace mezi TTF1
pozitivitou a pfFitomnosti mutace EGFR (60). Senzitivity TTF1 a napsinu A pro
diagnostiku AC jsou srovnatelné, ackoliv v nékterych studiich je popisovana lepsi

senzitivita TTF1 pro odliSeni AC od dlazdicobunéé&ného karcinomu plic (SqCLC) (61).
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TTF1 muze byt vSak také exprimovan v jinych plicnich nadorech, napf.
v malobunécném karcinomu plic (SCLC) a ve velkobunécném neuroendokrinnim
karcinomu plic (LCNELC). Dale je tento marker exprimovan v nadorech stitné zlazy a
v nékterych karcinoidech vyskytujicich se v nejriznéjSich anatomickych lokalizacich.
Napsin A mize byt také exprimovan i v mimoplicnich tumorech, napf. v karcinomu
z renalnich bunék (1) nebo ve svétlobunétném karcinomu ovaria, pfip. endometria
(62-65). Kodliseni AC plic a SqQCLC se také pouzivaji markery dlazdicobunécné
diferenciace — proteiny p63 a p40, pficemz v posledni dobé je upfednosthovan
zejména marker p40 vzhledem k vySSi specificité pro dlazdicobunécnou diferenciaci.

Exprese p63 je totiz v riznych studiich popisovana az u 30 % plicnich AC (57, 66, 67).

Diferencialni diagnostika zahrnuje C¢tyfi podoblasti: 1) odliSeni AC od ostatnich
primarnich plicnich nadoru plic, 2) odlieni vice€etnych primarnich synchronnich nebo
metachronnich karcinomU od intrapulmonalnich metastaz, 3) odliSeni primarniho AC
plic od metastazy AC z jiného primarniho loziska a 4) odliSeni reaktivnich zmén od

prekurzorovych, minimalné invazivnich a invazivnich forem AC (1).

ad 1) Nejvétsi a nejCastéjsi problém €ini odliseni AC od SqQCLC a LCNELC. Solidni AC
totiz mohou mit denzni eozinofilni cytoplazmu podobnou burfikdm SqCLC. Nizce
diferencované karcinomy, které mohou budit dojem dlazdicové morfologie ale
postradaji jednoznaéné diagnostické rysy této diferenciace (rohovéni, rohové ,perly,
dobfe patrné mezibunécéné spoje), mohou byt spravné diagnostikovany za pomoci IHC
s pouzitim TTF1 a nékterého z marker( dlazdicobunééné diferenciace jako napfiklad
proteinu p63 nebo jeho izoformy proteinu p40 (nékdy téZz oznaCovaného jako
deltaNp63) (66). Odliseni solidniho AC od LCNELC je vétSinou mozné na zakladé
kombinace morfologickych znaku neuroendokrinni diferenciace (organoidni ,hnizda“
bunék s perifernim palisadovanim, tvorba rozetovitych formaci, rozsahla nekrotizace,
napadna mitoticka aktivita) v kombinaci s IHC prikazem neuroendokrinnich markeru

(nejCasteéji synaptofyzinu, chromograninu a neural cell adhesion molecule (CD56)) (1).

ad 2) Vdiferencialni diagnostice viceCetnych primarnich synchronnich nebo
metachronnich AC od intrapulmonalnich metastaz napomaha podrobna histologicka
subtypizace a také popis dalSich morfologickych znaku, jako nékterych cytologickych

charakteristik (napf. pfitomnosti svétlobunéénych zmén a stupné atypii) a vzhledu
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nadoroveho stromatu (napf. desmoplazie, zanét) (1, 68). Role molekularniho testovani

v této problematice je nadéjna, avsak vyzaduje jesté dalSi podrobnéjsi studie (68-71).

ad 3) Plice jsou jednim zorgant nejCastéji postizenych metastazami (72-76).
V rozsahlé pitevni studii zemfelych s primarnim malignim tumorem byly prokazany
plicni metastazy u 10,7 % pfipadl, coz z plic Cinilo ¢tvrté nejCastéjSi misto vyskytu
metastaz, hned po regiondlnich a vzdalenych miznich uzlinach a jatrech (72).
Metastazy se nejCastéji prezentuji ve formé mnohocetnych uzlli, ¢asto postihujicich
obé plice, vzacnéji pak ve formé solitarniho loziska s nejCastéjSi lokalizaci na periferii
dolnich a stfednich plicnich poli (77-79). NejCastéji je postizen parenchym a pleura,
acCkoliv karcinomy prsu, ledviny, tlustého stfeva, endometria i dalSi tumory se mohou
vyskytnout ve formé izolované endobronchialni masy (73, 74, 76). K odliSeni
primarniho AC plic od metastazujiciho AC z jiné lokality pomaha predevsim pecliva
klinicko-patologicka korelace a IHC vysetieni, jelikoz histologicky vzhled obou téchto
jednotek je obdobny (1). VétSina primarnich plicnich AC (s vyjimkou mucinéznich
karcinomu) je pozitivni v priukazu TTF1, napsinu A a CK7, zatimco vétSina
.,mimoplicnich“ AC je TTF1 a napsin A negativni, s variabilni expresi CK7 (18, 80-82).
Karcinom tlustého stfeva je pozitivni v prikazu CK20 a CDX2, ale obvykle je negativni
v prukazu CK7, TTF1 a napsin A (80, 83). Karcinom prsu €asto exprimuje estrogenové
a progesteronové receptory, gross cystic disease fluid protein 15 (GCDFP15), GATA
vazajici protein 3 (GATA3) a mammaglobin, ale ne TTF1 (81, 84, 85). AC prostaty
pozitivné reaguje s prostatickym specifickym antigenem (PSA), s prostatickou
specifickou kyselou fosfatazou (PSAP) a/nebo exprimuje androgenni receptory (86-
88). Melanom je pozitivni v prikazu S100 proteinu, SOX10, human melanoma black
45 (HMB45) a melanu A, zatimco neexprimuje CK ani TTF1 (81). Bunky thymického
karcinomu vykazuji pozitivitu cluster of differentiation 5 (CD5), paired box gene 8
(PAX8) a cluster of differentiation 117 (CD117), ale jsou negativni v reakcis TTF1 (81,
89-91). Metastazy urotelialniho karcinomu mohou byt pozitivni s CK7, ale na rozdil od
AC plic navic vykazuji expresi GATA3 a/nebo uroplakinu 2 a uroplakinu 3 (92-95).
Metastazy tumor( ze zarode¢nych bunék vykazuji variabilni IHC pozitivitu s cluster of
differentiation 30 (CD30), ao-fetoproteinem, CK, SALL4, placentarni alkalickou
fosfatazou (PLAP) a B podjednotkou lidského choriového gonadotropinu (hCG) (81,
96-98). Samostatnou problematiku pak predstavuje odliSeni vzacnych variant AC plic

od metastaz, pfiCemz v této situaci jesté vice plati, Ze nenahraditelnou ulohu maji
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anamnéza a korelace s klinickym obrazem a nalezem na zobrazovacich metodach.
Invazivni mucindzni AC plic je nutné odliSit od metastatického mucinéznicho AC
pankreatu Ci ovaria, nebo nejlépe na zakladé korelace s klinickym a zobrazovacim
nalezem. Pankreatické mucindzni AC Ccastéji exprimuji CK20 a MUC2 (99).
Metastaticky kolorektalni AC (CRC) €asto exprimuje CDX2 a CK20, zatimco postrada
expresi CK7, ale vzacné muze také vykazovat pozitivitu v reakci s TTF1 (100). Fetalni
AC je nutné odliSit od vzacné se v plicich vyskytujici endometriézy na zakladé
malignich cytologickych ryst, Casté TTF1 exprese a chybéni charakteristického
endometrialniho stromatu, jehoz buriky exprimuji ER a progesteronové receptory (PR)
(1). Déle je nutné tento tumor odliSit od metastaz endometroidniho endometrialniho
AC, jednak korelaci s klinickym nalezem a také na zakladé chybéni exprese ER/PR a
PAX8 v burkach fetalniho AC (1). Entericky AC Ize povazovat za primarné plicni pouze
v pfipadé klinického vylou€eni primarniho tumoru gastrointestinalniho traktu, jelikoz
IHC profil obou tumord muze byt shodny, v€etné velmi vzacné exprese TTF1 burikami
CRC (100).

ad 4) AAH nesmi byt zaménéna s reaktivni pneumocytarni hyperplazii v dusledku
zanétu Ci fibrézy plicniho parenchymu, u které nejsou pfevazujicim rysem zmény
alveolarni vystelky a buriky jsou rozptyleny vice difuzné. Pro AAH je navic jeji vyskyt
v terénu intersticialni plicni fibrozy a zanétu pomérné netypicky (1). Odliseni AAH od
nemucinézniho AIS je obtizné. AIS je obvykle vétsi (> 5 mm), s pocetnéjsi
nahlou¢enou homogenni, kubickou ¢i cylindrickou buné€nou populaci. Lozisko AIS
vykazuje ostry a nahly pfechod do okolniho parenchymu, zatimco u AAH je patrny
pozvolny pfechod (1). Odliseni AIS (mucindézniho i nemucinézniho) od MIA je mozné
na zakladé nalezu pfipadného loziska pocinajici invaze. MIA se pak od invazivhiho AC
odliSuje velikosti invazivniho loziska (€ 5 mm) a pfitomnosti jednoznaéného ostrého
ohranieni. Jelikoz vétSina literatury tykajici se problematiky AIS a MIA popisuje
pfipady s velikosti tumoru mensi nez 2 — 3 cm, jsou zatim data o 100% celkovém
bezpfiznakovém preziti (disease-free survival, DFS) u téchto tumoru, které jsou mensi
nez 3 cm, nedostatecna, a proto je pfi této velikosti doporu¢ovano takové tumory

klasifikovat jako ,lepidicky predominantni AC, suspektni AIS/MIA* (1).
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2.3.1.5. Progndza adenokarcinomu plic a preinvazivnich |ézi

Stejné jako u ostatnich typd plicniho karcinomu Tumor Node Metastasis (TNM)
klasifikace (tab. 3) s naslednym rozdélenim do klinickych stadii podle rozsahu nadoru
(stage grouping) (tab. 4) a kvalita Zivota (performance status) vyznamné ovliviiuji volbu
|éCby a jsou silnym ukazatelem preziti. Celozivotni nekufactvi a Zenské pohlavi jsou,
nezavisle na stadiu onemocnéni, pozitivnimi prognostickymi faktory (1). Velikost
tumoru vétsi nez 2,5 cm, solidni a mikropapilarni typ rustu (9, 33, 56, 101, 102) a
hodnota maximalniho standardizovaného vychytavani vice nez 7 jsou prediktory
kratSiho DFS (1). Pfitomnost mikropapilarniho typu rdstu je negativnim prognostickym
znakem celkového preziti (overall survival) (101) a recidivy nadoru u pacientd
s omezenou resekci tumoru (103). Progndéza pro stadium | u AC s pfevazujicim
lepidickym typem rustu je vyborna (9, 10, 33, 102) a vétSina tumord, u kterych dojde
k recidivé, ma nékteré zrizikovych faktorli, jako napf. blizky vztah Kk okraji
u limitovanych resekci tumoru, pfitomnost mikropapilarni slozky nebo invazi do
krevnich cév a/nebo na pleuru (35). V nékterych studiich je tento prognosticky vztah
zachovan i v pokrocilejSich stadiich (102). Relativnhé dobra prognoza AC zastizenych
pfi skriningovém CT zobrazeni je dana zachytem Casnych stadii AC s pfiznivymi
histologickymi rysy (104). ACkoliv byly v jednotlivych studiich vySetfovany mnohé dalsi
klinické, biologické, radiologické a molekularni faktory vztahujici se k tumoriim, pouze
malé mnoZstvi z nich se ukazalo byt vyznamnymi v predikci odpovédi na zvolenou
lé€bu. AC s pfevazujicim solidnim a mikropapilarnim typem ristu Iépe odpovidaji na
I&éCbu cisplatinou (105). DalSi prognostické a prediktivni markery karcinomu plic budou

podrobnéji zminény v kapitolach 2.5. a 2.7.
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Tab. 3: TNM klasifikace karcinomu plic dle WHO klasifikace 2015

T — PRIMARNI TUMOR
TX Primarni tumor nelze posoudit, nebo tumor prokazany pfitomnosti
malignich bunék ve sputu nebo bronchialnim vyplachu, ale nezachycen
zobrazovacimi metodami nebo bronchoskopicky
T0 Neprokazany primarni tumor
Tis Karcinom in situ
T1 Tumor < 3 cm v nejvétSim rozméru, ohraniCeny plici nebo visceralni
pleurou, bez evidentni bronchoskopické invaze proximalnéji nez do
lobarniho bronchu, tzn. ne do hlavniho bronchu?
T1a Tumor < 2 cm v nejvétSim rozméru
T1b Tumor > 2 cm, ale < 3 cm v nejvétSim rozméru
T2 Tumor > 3 cm, ale < 7 cm, nebo tumor s nékterou z nasledujicich
vlastnosti (T2 tumory s témito vlastnosti jsou klasifikovany jako T2a
jestlize je jejich velikost <5 cm nebo pokud nemuze byt stanovena a T2b
jestlize je jejich velikost > 5 cm, ale <7 cm):
e Zahrnujici hlavni bronchus, = 2 cm distalné od kariny
e Invaduje do visceralni pleury
e Spojeny s atelektazou nebo obstrukéni pneumonii zasahuijici hilus,
ale nepostihujici celou plici
T2a | Tumor > 3 cm, ale <5 cm v nejvétSim rozméru
T2b Tumor > 5cm, ale <7 cm v nejvétSim rozméru
T3 Tumor > 7 cm nebo s invazi do nasledujicich struktur: hrudni sténa
(zahrnuje tumory plicniho hrotu), branice, brani¢ni nerv, mediastinalni
pleura, parietalni perikard; nebo tumory hlavniho bronchu < 2 cm distalné
od kariny, ale nezahrnujici karinu; nebo spojené s atelektazou nebo
obstrukéni pneumonii celé plice; nebo ohrani€eny uzel/uzly tumoru ve
stejném laloku jako primarni tumor
T4 Tumor jakeékoliv velkosti, ktery invaduje do nékteré z nasledujicich
struktur: mediastinum, srdce, velké cévy, pradusnice, zvratny laryngealni
nerv, jicen, télo obratle, karina; samostatny uzel/uzly tumoru v jiném
stejnostranném laloku nez primarni tumor
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Tab. 3: TNM klasifikace karcinomu plic dle WHO klasifikace 2015 (pokraCovani)

N — REGIONALNI LYMFATICKE UZLINY

NX Nelze posoudit postizeni regionalnich lymfatickych uzlin

NO Nenalezena metastaza v regionalnich lymfatickych uzlinach

N1 Metastaza ve stejnostrannych peribronchialnich a/nebo stejnostrannych
hilovych uzlinach, v€etné pfimého prorustani

N2 Metastaza ve stejnostrannych mediastinalnich a/nebo subkarinalnich
lymfatickych uzlinach

N3 Metastaza v druhostranné mediastinalni, druhostranné hilarni,

stejnostranné nebo kontralateralni skalenické nebo supraklavikularni

lymfatické uzliné/uzlinach.

M — VZDALENE METASTAZY

MO Bez vzdalenych metastaz
M1 Vzdalené metastazy
M1a | Samostatny tumordzni uzel/uzly v kontralateralnim laloku; tumor
s pleuralnim uzlem nebo malignim pleuralnim nebo perikardialnim
vypotkem®
M1b | Vzdalené metastazy
Poznamky:

a) Neobvyklé povrchové Sifeni tumoru jakékoliv velikosti s invazivni slozkou omezenou

na sténu bronchu, ktery muize zasahovat proximalné do hlavniho bronchu, je

klasifikovan jako T1a.

b) Vétsina pleuralnich (a perikardialnich) vypotkl u pacientld s karcinomem plic je

zpusobena tumorem. Nicméné u malé Casti pacientl se opakovanym cytologickym

vySetfeni pleuralni (perikardialni) tekutiny nepodafi prokazat pfitomnost nadorovych

bunék a tekutina neni krvava ani se nejedna o zanétlivy exsudat. Pokud je po korelaci

s klinickym nalezem rozhodnuto, Zze vypotek neni spojen s nadorem, mél by byt

vypotek vylou€en ze stagingu a pfipad by mél byt klasifikovan jako MO.
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Tab. 4: Rozdéleni karcinomu plic do klinickych stadii dle WHO klasifikace 2015

Okultni karcinom X NO MO
Stadium O Tis NO MO
Stadium IA T1a NO MO
T1b NO MO
T2a NO MO
Stadium 1B T2a NO MO
Stadium 1A T1a N1 MO
T1b N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Stadium 11B T2b N1 MO
T3 NO MO
Stadium 1A T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Stadium 11IB T4 N2 MO
Jakékoli T | N3 MO
Stadium IV Jakékoli T | JakékoliN | M1a
Jakékoli T | JakékoliN | M1b
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2.3.2. Ostatni maligni epitelialni nadory plic

Vzhledem k zamysSlenému rozsahu kapitoly a pouze vzdalenému vztahu k tématu této
disertaCni prace budou v kratkosti zminény pouze tfi dalSi nejCastéjSi typy karcinomu

plic.
Dlazdicobunécny karcinom plic (ICD-O 8070/3)

SqCLC je maligni epitelialni tumor, ktery vykazuje rohovéni a/nebo mezibunécné
mustky, nebo se jedna o morfologicky nediferencovany NSCLC, ktery exprimuje IHC
markery dlazdicobunécné diferenciace. Na zakladé této definice jej Ize dale rozdélit na
tfi podskupiny: rohovéjici dlazdicobunéény karcinom (ICD-O 8071/3), nerohovéjici
dlazdicobunécény karcinom (ICD-O 8072/3) a bazaloidni dlazdicobuné&cny karcinom
(ICD-0 8083/3) (1). SQCLC je velmi silné spojen s koufenim cigaret (mnohem vice nez
AC plic) a vyvoj jeho incidence Uzce kopiruje zmény v kufackych zvycich (106). Stejné
jako u ostatnich typl karcinomu plic maze byt vznik SQCLC sdruzen i s profesionalnim
vystavenim plsobeni Skodlivych latek, pfiemz nejvétsi vztah je pozorovan k expozici
arzénu a jeho slouc¢eninam (107-110). Nékteré prace se také zabyvaji vztahem
karcinomu plic kinfekci lidskymi papilomaviry (HPV) (111, 112), ale zUstava
kontroverzni, zda jde skute¢né o vyznamny etiologicky faktor, nebot fada dalSich studii
s dusledné kontrolovanymi postupy HPV detekce a s vylou¢enim metastaz krénich a
orofaryngealnich  karcinomO  zpochybriuje tento vztah, pfingjmenSim v
zapadoevropské a severoamerické populaci (113-116). SqQCLC je agresivni tumor
s obdobnym Sifenim jako ostatni NSCLC a s ¢astym zakladanim vzdalenych metastaz
(1). SqQCLC nejcastéji vznika v oblasti hlavniho a lobarniho bronchu. Zhruba dvé tfetiny
pripadl vznikaji v centralni ¢asti plice a jedna tfetina na periferii (1). Diferencialni
diagnostika je SirSi u pfipadu, u kterych neni zachyceno rohovéni (tzv. ,malé biopsie®,
nerohovéjici a bazaloidni SqQCLC). V téchto pfipadech je nutné vyloucit zejména AC,
dlazdicobunécny papilom, metastazu urotelialniho karcinomu a prorastani thymického
dlazdicobunééného karcinomu. U bazaloidniho SqCLC je nutné vyloucCit jesté
LCNELC, adenoidné cysticky karcinom a NUT karcinom. U vSech SqCLC, vc€etné
rohovéjicich, je vzdy nutné vyloucit metastazu dlazdicobunééného karcinomu jiného
primarniho plvodu a také dlazdicobunénou metaplazii s cytologickymi atypiemi pfi

difuznim alveolarnim poskozeni (1).
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Neuroendokrinni tumory
Malobunéény karcinom plic (ICD-O 8041/3)

SCLC je maligni epitelidlni tumor, ktery je tvofen malymi burikami s minimalnim
mnozstvim cytoplazmy, nezietelnymi mezibunéCnymi hranicemi, jemné rozptylenym
zrnitym jadernym chromatinem, s nenapadnymi jadérky nebo jejich uplnym chybénim.
Bunky jsou kulaté, ovalné nebo vietenité. Napadnym znakem je tzv. modelovani jader.
Nekrdzy jsou typicky rozsahlé a mitoticka aktivita vysoka. VétSina SCLC exprimuje
neuroendokrinni markery. Jako kombinovany SCLC (ICD-O 8045/3) je oznacCovan
tumor, ktery ma kromé SCLC jesté dalSi histologickou slozku, ktera je nejCastéji
tvofena AC, SqCLC, velkobunéénym karcinomem (LCLC), LCNELC a méné casto
vietenobunénym anebo obrovskobunécnym karcinomem (1). SCLC predstavuje
celosvétové 13 % noveé diagnostikovanych pfipadl plicniho karcinomu a témér vSichni
pacienti s SCLC jsou silnymi kufaky (117). Ze vSech hlavnich typu karcinomu plic ma
SCLC nejsilnéjsi vztah ke koufeni cigaret; kuraci, ktefi koufi ekvivalent jedné krabicky
cigaret denné po dobu vice nez 30 let, maji 111nasobné vyssi riziko vzniku SCLC
v porovnani s nekuraky (118). NejsilngjSimi karcinogeny tabakového koufe, které
vyvolavaji vznik SCLC, jsou polycyklické aromatické uhlovodiky jako benzoapyren a
tabak specificky nitrosamin, znamy jako z nikotinu odvozeny (nicotine-derived)
nitrosaminoketon (119). DalSi rizikové faktory zahrnuji CHOPN (120) nebo astma
bronchiale (riziko 1,71x vys$s8i) (121). Vzacné se také SCLC muze vyvinout jako
sekundarni tumor u pacienti s AC plic s mutaci EGFR (122). Naopak za ochranny
faktor je povazovana hormonalni substitucni lécba (123). SCLC vznika nejCastéji
centralné v hlavnich dychacich cestach, ale v 5 % se mize objevit i na periferii plice
(124). Paraneoplastické pfiznaky se u tohoto karcinomu vyskytuji Castéji nez u
ostatnich histologickych typu karcinomu plic. Mezi nejCastéjSi patfi hyponatrémie,
Cushinglv syndrom, Lambertiv-Eatondv myastenicky syndrom, periferni neuropatie
nebo limbicka encefalopatie (1). SCLC ma velmi Spatnou prognézu, s pouze 10%
dvouletym prezitim u pfipadl s metastatickym onemocnénim a s 25% pétiletym
prezitim u pacientd bez metastaz v dobé diagnozy (125, 126). Median celkového
preziti je pouze 12,7 mésice (127), pfiCemz nebyl pozorovan zadny rozdil v délce
pfezivani mezi SCLC a LCNELC (128-130). Diferencialni diagnostika SCLC zahrnuje
predevsim LCNELC, typicky a atypicky karcinoid (obtizné zejména v malych biopsiich

s odbérovymi artefakty), zanétlivy/lymfoidni infiltrat, nadory =z rodiny Ewingova

34



sarkomu, primarni NSCLC a metastatické karcinomy (1, 131).
Velkobunécény neuroendokrinni karcinom (ICD-O 8013/3)

LCNELC je NSCLC, ktery vykazuje histologické rysy neuroendokrinni morfologie
(vCetné tvorby rozet a periferniho palisadovani) a ktery IHC exprimuje neuroendokrinni
markery. Jako kombinovany LCNELC (ICD-O 8013/3) je oznacovan LCNELC
s komponentou AC, SqQCC a/nebo vietenobunééného, pfip. obrovskobuné&ného
karcinomu. Stejné jako u SCLC, je hlavnim etiologickym faktorem LCNELC koufent;
vice nez 90 % pfipadu se vyskytuje u silnych kufakd (1). Tento tumor ma také
obdobnou molekularni charakteristiku jako SCLC a pravdépodobné vznika i ze stejné
progenitorové bunky, za kterou je na zakladé zvifecich modelld povazovana
pluripotentni Clarova burka (132, 133). Na rozdil od SCLC se vS8ak vyskytuje Castégji
na periferii plice (84 %) a v hornim laloku (63 %) (1). Tumor &asto invaduje do pleury,
hrudni stény a pfilehlych struktur (134). Také vyskyt paraneoplastickych pfiznaku je
v porovnani s SCLC nizsi. Kromé neuroendokrinni morfologie (organoidni uspradani,
trabekularni rist, rozetovité formace, periferni palisadovani, vysoka mitoticka aktivita
(v praméru 75 mitdz na 2 mm?) a rozsahlé mapovité nekrozy) je pro diagnézu LCNELC
vyZzadovano také potvrzeni neuroendokrinni diferenciace IHC markery jako jsou
synaptofyzin, chromogranin a CD56 (NCAM), pficemz staCi jednoznacna pozitivita
jednoho ze zminénych markerl ve vice nez 10 % nadorovych bunék (1). Diferencialni
diagnostika LCNELC zahrnuje SqCLC, atypicky karcinoid, bazaloidni SqQCLC, AC a

ostatni velkobunécné karcinomy s neuroendokrinni morfologii ¢i IHC profilem (1).
Velkobunécény karcinom (ICD-O 8012/3)

LCLC je nediferencovany NSCLC, ktery postrada cytologické, architektonické a IHC
znaky SCLC, AC nebo SqCLC. Pro stanoveni této diagndzy je nutné rozsahlé a
dikladné vysSetfeni tumoru z resekatu a nelze ji stanovit z ,malych biopsii“ nebo
WHO klasifikace zroku 2004 je nyni klasifikovana jako solidni AC nebo jako
nerohoveéjici SqQCLC na zakladé IHC vySetfeni a prukazu hlenotvorby. Dale byly z této
kategorie vyjmuty nékteré dalSi jednotky jako napf. bazaloidni karcinom (nyni zafazen
pod SqCLC) nebo LCNELC (nyni fazen mezi neuroendokrinni tumory) (1). Popsané
zmény se také odrazily v epidemiologii tohoto nadoru. V devadesatych letech

predstavoval LCLC 10 % ze vSech karcinoml plic (135). Nicméné recentni udaje
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z onkologického registru USA ukazuji, Ze relativni poCet nové diagnostikovanych
pripadl stazeny k véku poklesl za posledni tfi dekady z 9,4 % na 2,3 %, coz pravé
odrazi zmény v diagnostickém postupu diky zavedeni IHC detekce zlazovych a
dlazdicovych markert. V sou€asné dobé se jedna o diagnézu ,per exclusionem®, po
vylou€eni pfitomnosti slozky nékterého z ostatnich karcinoma plic (AC, SqCLC, SCLC,
LCNELC) (136-138). Prumérny vék pacientl v dobé diagnozy je okolo 60 let a jedna
se Castéji o muze. LCLC se vyskytuje typicky na periferii plice. Diferencialni
diagnostika je pomérné Siroka, na prvnim misté zahrnuje solidni AC, nerohovéjici
SqCLC a adenoskvamézni karcinom, pfip. karcinosarkom (1). V sou€asné dobé je
ovéfovana hypotéza, Ze LCLC s nulovym imunofenotypem (negativni TTF1, napsin A,
proteiny p63 a p40) pfedstavuje TTF1 (a napsin A) negativni AC, protoZze u 15 — 20 %
morfologickych AC je pozorovana nepfitomnost téchto markert, zatimco kompletni
chybéni proteinu p40 je u SQCLC velmi vzacné. Proto je TTF1/p40-negativni tumor
s nejvétsi pravdépodobnosti solidnim AC spiSe nez nerohovéjicim SqCLC. Toto
konstatovani je podpofeno studiemi mikroRNA, které navrhuji pfeklasifikovani
TTF1/p40-negativnich LCLC na AC (139). DalSim podpurnym argumentem je fakt, ze
LCLC s nulovym imunofenotypem maji podobné molekularni rysy jako solidni AC,

napf. vysokou frekvenci vyskytu KRAS mutace (137, 140).

Ostatni vzacné typy karcinomu plic jsou uvedeny v tabulce 2 v kapitole 2.2 a nebudou

zde jiz dale podrobnéji popisovany.
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2.4. Problematika diagnostiky a limitace tzv. malych biopsii a cytobloku

Za posledni dekadu byla objevena cela fada léCebnych cilt, diky nimz jiz
klasifikace karcinomu plic na SCLC a ,ostatni“ - NSCLC neni dostacujici. To vedlo
k naléhavé potfebé vytvoreni klasifikatniho systému pro tzv. malé biopsie
(endobronchialni a transtorakalni) a cytobloky (141). Takovy systém byl proto hlavni
novou soucasti IASLC/ATS/ERS klasifikace plicniho AC 2011 (13). Jelikoz jsou vSak

v s

stale vice nalézany terapeutické cile i mimo skupinu AC, je co nejpfesnéjSi diagnostika
pro mikroskopickou diagnostiku, ale také pro IHC a molekularni testovani se vztahem
k potencialni cilené IéCbé. Tento pfistup je obzvlasté dalezity u malych biopsii, protoze
okolo 70 % plicnich karcinomu je v dobé diagndzy jiz neoperovatelnych (1). Ackoliv
pfistup k diagnostice z malych vzorkd se vyrazné liSi mezi jednotlivymi laboratofemi,
byla na zakladé mezioborového konsenzu publikovana doporuceni pro béznou praxi

(12, 13), ktera jsou souhrnné popsana v nasledujicim odstavci.

NSCLC by v malych biopsiich a v cytologii mély byt blize klasifikovany jako AC nebo
SqCLC, kdykoliv je to mozné. Oznaceni NSCLC - blize nespecifikovany (not otherwise
specified — NOS) by mélo byt uzivano v co nejmensi mife a pouze pokud nelze stanovit
konkrétnéjsi diagndzu. Mélo by byt také v popisu vzorku zminéno, zda byla diagn6za
stanovena jiz na zakladé zakladniho barveni (HE) €i az za pomoci IHC. Termin
nedlazdicobunécny karcinom by nemél byt patology vibec pouzivan. Pokud jsou
k dispozici dalSi bioptické a/nebo cytologické vzorky z daného tumoru, mély by byt
vySetfovany spolec¢né, aby bylo mozné dosahnout maximalné mozné specifické a
konkordantni diagnézy. Terminy AlS a MIA pro |éze v malych biopsiich a cytologiich by
se nemély pouzivat. Pokud je neinvazivni ristovy vzor pfitomen v malém vzorku, mél
by byt hodnocen jako lepidicky zplsob rustu a obdobné, pokud cytologicky material
ma atributy AIS, mél by byt diagnostikovan jako AC s doprovodnym komentarem, ze
tento obraz mize odpovidat AlS, MIA nebo invazivnimu AC s lepidickym typem rUstu.
Pojem LCLC by nemél byt uzivan v kontextu malych vzorkd/cytologii a mél by byt
vyhrazen pouze pro resekaty, kde je mozné provést podrobné vysetreni celého tumoru
a vylouCit tak pfitomnost diferencované slozky. Nadory, které maji fokalné
sarkomatoidni rysy (vyrazny jaderny pleomorfismus, atypické obrovské mnohojaderné
buriky nebo vietenité buriky), by mély byt hodnoceny jako 1) AC, 2) NSCLC spiSe AC,
3) SqCLC nebo 4) NSCLC spiSe SqCLC. Vzdy by méla byt zminéna pfitomnost
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sarkomatoidni slozky a jeji blizSi popis. Exprese IHC markerd neuroendokrinni
diferenciace, napf. synaptofyzinu a chromograninu, by méla byt v diagnostice nador(
z malych vzorklli testovana pouze na zakladé morfologického podezieni na
neuroendokrinni diferenciaci nadorovych bunék v klasickém barveni hematoxylinem-

eozinem (1).
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2.5. Prognostické a prediktivni markery karcinomu plic

Mezi nejvyznamnéjSi prognostické faktory karcinomu plic patfi parametry
hodnocené v ramci TNM klasifikace (viz tab. 3, kapitola 2.3.1.5) a dale molekularné
biologické zmény posuzované na urovni genu a/nebo proteinu. Ackoli byly v literature
do souc€asné doby publikovany vysledky studia vice nez 100 prognostickych marker
(142, 143), které dilem pfispély k blizSimu porozuméni biologie tohoto nadorového
onemocnéni, vétsinu z nich nelze zatim vyuzit v rutinni terapeutické praxi (144).

Nezbytnou podminkou pro zakladni vybér léCby karcinomu plic je spravna
morfologicka diagnostika nadoru. V minulosti bylo u karcinomu plic postacujici
vzhledem k odliSné 1é¢bé diagnostikovat dany nador pouze jako nemalobunécny
karcinom plic (NSCLC) nebo SCLC, pficemz SCLC je Ié€en nejcastéji platinovymi
derivaty, cisplatinou nebo karboplatinou, v kombinaci s inhibitorem topoizomerazy
etoposidem (145). Dnes je v8ak nutné NSCLC jesté dale subklasifikovat
(zjednodusené) na SqCC, ktery je léCen platinovymi derivaty v kombinaci s tzv.
cytostatiky Ill. generace (napf. paklitaxelem, docetaxelem, vinorelbinem, pfipadné
gemcitabinem) a na AC, léCeny platinovymi derivaty kombinovanymi s antifolatovym

cytostatikem pemetrexedem (146, 147).

V souCasné dobé jsou jedinymi ,povinné“ vySetfovanymi prediktivnimi markery u
vybrané skupiny NSCLC mutace EGFR a prestavba ALK (144). U SCLC zatim nejsou

rutinné vySetfovany Zadné prognostické ani prediktivni markery (148).
EGFR (epidermal growth factor receptor)

Gen EGFR je lokalizovan na chromozomu 7p11.2-p12 a kdduje
transmembranovy tyrosinkinazovy receptor velikosti 170 kDa oznaCovany také jako
HER1 (149). Po navazani ligandu, kterymi jsou napf. epidermalni rustovy faktor (EGF),
transformujici ristovy faktor-alfa (TGF-alfa), amfiregulin nebo epiregulin, dochazi
k homodimerizaci nebo heterodimerizaci (napf. s HER2) receptoru, autofosforylaci
tyrosinovych zbytk( a aktivaci dvou hlavnich signalnich cest — RAS/MAPK a PI3K/AKT,
které vedou mj. ke zvySené proliferaci bunky (150). Aktivace EGFR je zpusobena bud
amplifikaci a/nebo zvySenou expresi, nebo jeho mutaci, pfipadné obéma genetickymi

alteracemi (149).
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ZvySena exprese EGFR byla prokazana u 60 % NSCLC, zejména u SqCLC,
kde dosahovala az 80 % (151). Amplifikace EGFR byla prokazana az u 60 % NSCLC,
pficemz obé zmény se Casto vyskytuji sou€asné (151-154). AcCkoliv byla zvySena
exprese EGFR plavodné uvadéna jako negativni prognosticky faktor (151, 155),
v metaanalyze 18 studii zahrnujici celkem 2972 pacientd nebyl prognosticky vyznam
této alterace prokazan (156). Pfitomnost zvySené exprese EGFR u SqQCLC je naopak
prediktivnim markerem léCebné odpovédi na necitumumab (157). Prognosticky a
prediktivni vyznam amplifikace a/nebo zvySeného poctu kopii EGFR je zatim sporny.
Zatimco v nékolika studiich byla zjiSténa souvislost mezi amplifikaci EGFR a IéCebnou
odpovédi na tyrosinkinazové inhibitory EGFR (EGFR TKI) (158-161), v dalSich
pracich, napf. Brugger et al. (162) a Hirsch et al. (163), jiz tyto vysledky prokazany
nebyly. Naproti tomu byla v metaanalyze zahrnujici 22 studii a 1821 pacientu IéEenych
EGFR TKI zjisténa souvislost mezi amplifikaci EGFR a celkovym pfezitim (p = 0,001),
dobou pfeZiti bez progrese (p < 0,001) a dobou do progrese (p = 0,020) (164).

Hodnoceni prognostické a prediktivni ulohy samotné amplifikace EGFR je vSak
metodicky velmi obtizné, nebot pfiblizné u poloviny pfipadl karcinomu plic s mutaci
EGFR je také soucasné prokazatelna amplifikace tohoto genu a vysledky tedy mohou
byt vyrazné zkreslené (153, 159, 165). V souCasné dobé neni testovani amplifikace

EGFR u karcinomu plic doporuceno (149).

Objev aktivujici mutace EGFR jako pozitivniho prediktivniho faktoru odpovédi
na lécbu EGFR TKI, resp. gefitinibem, byl publikovan v roce 2004 dvéma vyzkumnymi
skupinami — Lynch et al. (166) a Paez et al. (167). Aktivujici mutace EGFR, tj. takové
mutace, které vedou k aktivaci receptoru nezavisle na vazbé ligandu, se vyskytuji
v exonech 18, 19, 20 a 21, kodujicich intracelularni tyrosinkinazovou domeénu, kde je
vazebné misto pro adenosintrifosfat (ATP). Do sou€asné doby bylo popsano vice nez
3000 téchto somatickych mutaci. NejCastéji se jedna o delece v exonu 19 (del19E746-
A750) a o bodovou mutaci L858R v exonu 21, ktera vede k nahradé leucinu (L) na
pozici 858 argininem (R). Tyto dvé genetické alterace predstavuji dohromady pfiblizné
80-90 % vsech mutaci EGFR, pficemz kazda z nich se vyskytuje u 40-45% EGFR-
mutovanych nadora (153, 154, 168). Mezi méné Casto se vyskytujici aktivujici mutace
patfi napf. bodové mutace L861Q a L861R v exonu 21, substituce G719X v exonu 18,
pfi kterych je na pozici 719 glycin (G) nahrazen serinem (S), alaninem (A) nebo

cysteinem (C), a duplikace ¢&i inzerce v exonu 20 (154).
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Kromé aktivujicich mutaci EGFR, které jsou spojeny az se 70% mirou léCebné
odpovédi na terapii EGFR TKI (169), se mohou vyskytnout také mutace vedouci k
rezistenci na tuto terapii, k niz bohuzel dochazi u vétsiny pacientu jiz v prabéhu prvnich
12 mésicl po zahajeni |éCby (170). Mezi nejCastéjSi a nejlépe popsané rezistentni
mutace patfi bodova mutace T790M v exonu 20, ktera vede k nahradé threoninu (T)
na pozici 790 methioninem (M) (171, 172). Tato mutace byla prokazana jak u Sirokého
rozmezi 3-40 % pacientu jesté neléCenych TKI (tzv. de novo rezistence) (173-175), tak
az u poloviny pacientld plvodné s aktivujicimi mutacemi EGFR, u kterych doSlo
k progresi onemocnéni pfi Ié€bé EGFR TKI v dusledku objeveni se této sekundarni
mutace (tzv. ziskana rezistence) (176-178). Mutace T790M vede ke zvySené afinité
ATP k vazebnému mistu v tyrosinkinazové doméné, coz ma za nasledek, ze se EGFR
TKI prvni generace, jejichzZ mechanismem ucinku je reverzibilni kompetitivni inhibice
ATP, poté nemohou na toto vazebné misto navazat (179). Pro IéEbu karcinomu plic
s mutaci T790M je v souCasné dobé mozné vyuzit EGFR TKI tfeti generace
osimertinib, ktery se ireverzibilné vaze na EGFR s pfitomnosti nejen aktivacnich

mutaci, ale také pravé mutace T790M.

Karcinomy s mutaci EGFR se vétSinou vyskytuji u Zen, u nekufaku a u Asiatl a
Casto se histologicky jedna o adenokarcinom, resp. jeho varianty — zejména papilarni
a mikropapilarni. Prevalence mutovanych karcinomu je rasové, resp. geograficky
rozdilna; zatimco v Evropé je pfiblizné 10 % (180), tak ve vychodni Asii dosahuje az
30-50 % (181). Tyto epidemiologické charakteristiky vSak nelze pouzit jako spolehlivé
parametry pro vybér konkrétnich pfipadu karcinomd plic k testovani mutacniho statusu
EGFR (144). Je zajimave, Ze pacienti s EGFR-mutovanymi nadory maji lepSi
progndzu v porovnani s nemocnymi s karcinomy s nemutovanou formou tohoto genu,
a to bez ohledu na indikovany typ lécby (169).V sou€asné dobé je u kazdého
karcinomu plic, ktery je diagnostikovan jako ,AC“, ,NSCLC, spiSe AC* a ,NSCLC -
NOS)“ indikovano vySetfeni mutacniho statusu EGFR jako (nejlepSiho) prediktivniho
markeru lécby EGFR TKI, napf. gefitinibem, erlotinibem a afatinibem (149). K tomuto
uCelu se pouzivaji rizné modifikace polymerazové fetézové reakce (PCR), vCetné
kvantitativni PCR v realném c&ase (qPCR). Komeréné dostupné protilatky proti
mutované formé EGFR rozpoznavajici pouze varianty s deleci délky 15 kb v exonu 19,
resp. s bodovou mutaci L858R v exonu 21 zatim nejsou kvuli nizké senzitivité,

zejména pro zjistovani deleci v exonu 19, obecné doporu€ovany (182-184).
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ALK (anaplastic lymphoma kinase)
Viz kapitola 2.7.
ROS1 (c-ros oncogene 1)

Gen ROST1 je lokalizovan na chromozomu 6q21-q22 a koduje transmembranovy
tyrosinkinazovy receptor (zatim bez znamého ligandu) z insulinové rodiny, ktery ma
jednu z nejvétSich extracelularnich domén vramci vS8ech dosud znamych
tyrosinkinazovych receptorq, tvofenou vice nez 1800 aminokyselinami. Aktivace ROS1
je zpusobena fuzi tohoto genu s riznymi translokacnimi partnery, coz vede k aktivaci
signalnich cest PIK3/AKT a STAT (144). Translokace ROS1 se vyskytuje — kromé napf.
glioblastomu a cholangiocelularniho karcinomu (185) — také pfiblizné u 1-3,5% NSCLC
(186, 187), Castéji u adenokarcinomU, a vétSinou se jedna o mladsi nemocné a
nekufaky (188, 189). Rozdil v zastoupeni pohlavi zjistén nebyl (190). NejCastéjSimi
translokacnimi partnery ROS17 jsou FIG (fused in glioblastoma) (191), CD74 (cluster of
differentiation 74), SLC34AC (solute carrier family 34, member 2) (192), EZR (ezrin),
LRIG3 (leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 3), SDC4 (syndecan 4)
a TPM3 (tropomyosin 3) (186, 193). Nejcastéji se vyskytuje translokace CD74-ROS1.
K detekci translokace ROS1 Ize pouzit fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) nebo
metody zaloZzené na PCR. V sou€asné dobé se do bézné praxe zavadi dvoustupriovy
detekéni postup s uplatnénim IHC detekce exprese ROS1 proteinu jako prvni
skriningové vysetieni k selekci pfipadd vhodnych pro dalSi molekularné genetické
testovani (194), obdobné jako tomu je u testovani amplifikace genu ERBB2 u
karcinomu plic a zaludku, nebo prestavby genu ALK u NSCLC a jak ukazuje schéma
&.1 (Cernovska M., Dundr P., Finek J., Kolek V., Koubkova L., Mat&j R., Melichar
B.,Petruzelka L., Ryska A., Skfickova J., Ticha |., Zemanova M. Interdisciplinarni
konsenzus prediktivniho molekularné genetického vysetfovani u NSCLC 2016 [online],
[2016], [cit. 2016-19-12]. Dostupny z URL: http://www.patologie.info/soubor/

zpravy/480-Konsenzus+presentation.pdf (wwwz2))
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Schéma 1: VySetifovaci postup k zachytu pfipadl NSCLC s translokaci zahrnujici gen
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U pacientt sROS1 translokovanym karcinomem bylo zaznamenano
prodlouzeni doby preziti bez progrese pfi Ié€bé pemetrexedem (187, 195) a rovnéz
byla pozorovana odpovéd na léCbu crizotinibem, ackoliv na né&j vznika v pribéhu
terapie rezistence (196). Naopak, terapie EGFR TKI vedla u pacientl s ROS1

translokovanym nadorem ke zkraceni doby preziti bez progrese (187).
KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)

Gen KRAS je lokalizovan na chromozomu 12p12 a kéduje protein s GTPazovou
aktivitou, ktery ma — podobné jako dalSi Clenové této rodiny NRAS a HRAS -
vyznamnou Uulohu v pfenosu signalu v ramci aktivované drahy EGFR, jejimz
vysledkem je mj. proliferace a diferenciace buriky. EGFR aktivuje KRAS pomoci
proteini Grb-2 (growth factor receptor-bound protein 2) a GEF (guanine nucleotide-
exchange factor), které metabolizuji GDP (guanosindifosfat) na GTP
(guanosintrifosfat). Komplex GTP-KRAS nasledné aktivuje dalSi proteiny v signalni
cesté, napf. RAF (rapidly accelerated fibrosarcoma), a posléze je inaktivovan

hydrolyzou pomoci GAP (GTPase activating protein) (149).

Mutace KRAS jsou pfitomny v nékolika typech lidskych nadort, napf. u
karcinomu tlustého stfeva a pfiblizné u 15-25 % NSCLC (197). Ve vétSiné pfipadu se
jedna o bodové mutace v exonu 2 (kodony 12 a 13) a v exonu 3 (kodoén 61), které
vedou k rezistenci KRAS na hydrolyzu pomoci GAP, coz zpusobuje trvalou aktivitu
komplexu GTP-KRAS (149). Mutace KRAS se Castéji vyskytuji u pfislusnika
kavkazské rasy, muzi a kuraka (197, 198). Napf. v nedavné metaanalyze bylo
zjisténo, Ze mutace KRAS byly pfitomny u 26 % kufakl, ale pouze u 6 % nekufaku
(199). Mutace KRAS a mutace EGFR se vzajemné vylu€uji. K detekci mutaci KRAS
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se pouzivaji rizné modifikace PCR (198, 200).

Prognosticky vyznam mutaci KRAS u karcinomu plic je zatim nejasny. Ackoliv
ve studii Mascaux et al. (201) byl prokazan negativni prognosticky vyznam mutace
KRAS, zejména u adenokarcinomu, v dalSich studiich tento vysledek jiz potvrzen nebyl
(200, 202). Klinicky vyznam mutaci KRAS u NSCLC je ovSem v tom, Ze se jedna o
negativni prediktivni faktor odpovédi na |éCbu EGFR TKI. Napf. ve studii Mao et al.
(199) byla Ié€ebna odpovéd na EGFR TKI pozorovana pouze u 3 % pacientld s KRAS-
mutovanym nadorem v porovnani s 26 % pacientld s nemutovanou formou tohoto
genu. Vzhledem ke skuteCnosti, Ze mutace EGFR a KRAS se nevyskytuji sou€asné,
je vSak pfipadny pfinos vySetfovani mutacniho statusu KRAS u NSCLC nizky, protoze
terapie EGFR TKI je indikovana pouze u nemocnych s mutovanou formou EGFR
(149).

BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1)

Gen BRAF je lokalizovan na chromozomu 7q34 a kéduje
serinovou/threoninovou proteinkinazu, ktera se ucastni pfenosu signalu v cesté RAS-
RAF-ERK-MAPK. Mutace BRAF vedou k trvalé aktivaci této signalni cesty a vzajemné
se vylu€uji s mutacemi EGFR a RAS. U NSCLC byly mutace BRAF zjistény u 1-3 %
pfipadd, Castéji u adenokarcinomu. Na rozdil od mutaci EGFR se mutace BRAF
vyskytuji Castéji u kufakd nez nekufakd (203) a pfiblizné v poloviné pfipadd se jedna
o mutace jiného typu nez V600E, napf. L596V nebo G468A (204-205). K detekci
mutaci BRAF jsou pouzivany metody vyuzivajici PCR. Vzhledem k ¢astému vyskytu
non-V600E mutaci je pfipadné vyuziti imunohistochemické detekce specifickou
protilatkou rozpoznavajici pouze mutovanou formu V600E limitované (206). U BRAF-

mutovanych NSCLC byla pozorovana dobra lé¢ebna odpovéd na vemurafenib (207).
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C-MET (cellular-mesenchymal to epithelial transition factor)

Gen C-MET je lokalizovan na chromozomu 7931 (208) a ko&duje
transmembranovy tyrosinkinazovy receptor HGFR (hepatocyte growth factor
receptor), jehoz jedinym doposud znamym ligandem je HGF/SF (hepatocyte growth
factor / scatter factor). Po navazani ligandu dochazi k transfosforylaci tyrosinovych
zbytkua intracelularni ¢asti receptoru (209) a k aktivaci proteinu Grb-2, Gab1 (GRB2-
associated-binding protein 1) a SHC (Src homology 2 domain-containing) s naslednym
pfenosem signalu drahami MAPK, PI3K/AKT a STAT (210, 211). Aktivace C-MET
mulze byt zplsobena amplifikaci, zvySenou expresi nebo bodovou mutaci a vede

k trvalé aktivité HGFR nezavislé na vazbé ligandu (212-214).

Amplifikace C-MET byla prokazana u 3-21 % pacientl s NSCLC nelécenych
EGFR TKI a byla spojena s horSi prognézou (215, 216). SpiSe nez o amplifikaci
vlastniho genu se vSak ve vétsiné pfipadl jedna o polysomii chromozomu 7; neni tedy
prekvapenim, Zze u nékterych pfipadu byla souCasné pozorovana také amplifikace
EGFR, jehoZ lokus se nachazi na témZe chromozomu (149, 216, 217). K detekci

amplifikace C-MET lze pouzit in situ hybridizaci.

Klinicky vyznam amplifikace C-MET spocCiva vtom, Zze se jedna o jeden
z hlavnich mechanisma ziskané rezistence NSCLC léCenych EGFR TKI, ktery je
prokazatelny az u 20 % pacientd (212, 218, 219). V nékterych pfipadech byla
souCasné nalezena také rezistentni mutace T790M v exonu 20 EGFR (212).
V posledni dobé se objevuje Ffada praci, které se tykaji vyznamu mutaci vedoucich
k vynechani pfepisu exonu 14 (tzv. exon 14 skipping mutations — e14sm), které se
vyskytuji sou€asné s amplifikaci C-MET nebo bez ni (220-222). Jiz bylo popsano pres
100 rdznych typla e14sm (221). Vynechani prepisu exonu 14 ma za nasledek deleci
juxtamembranové domény proteinu MET, coz vede ke zvySenému pfenosu signalu
prostfednictvim MET receptorové drahy (223). Blokdda C-MET se tedy jevi jako
nadéjny zpusob |éCby rezistentnich nadoru. Za timto ucelem jsou v klinickych studiich
testovany C-MET TKI, napf. cabozantinib (224, 225), capmatinib (221) tivantinib (226)
a crizotinib (220, 225, 222), nebo monoklonalni protilatky proti C-MET, napf.
onartuzumab (227).
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HERZ2 (human epidermal growth factor receptor 2)

Gen HERZ2, také znamy jako ERBB2 nebo HERZ/neu, je lokalizovan na
chromozomu 17q11.2-q12 a kdduje transmembranovy tyrosinkinazovy receptor
s doposud neznamym ligandem, ktery vytvafi heterodimery s dalSimi ¢leny rodiny HER
proteint, napf. HER1 (EGFR), HER3 a HER4 (144). Amplifikace HERZ2 je pfitomna
priblizné u 20-25 % NSCLC (228) a na rozdil od negativniho prognostického vyznamu
zvysSeneé exprese HER2 zjisténé u adenokarcinomu, pfipadny prognosticky vyznam
amplifikace tohoto genu prokazan nebyl (229). U 1-2 % NSCLC, vétsinou
adenokarcinomu vznikajicich u Zen nekuracek, byly zjistény inzerce v exonu 20 (230,
231). Prediktivni vyznam amplifikace a/nebo mutace HERZ2 u karcinomu plic pro lécbu
trastuzumabem nebo dualnimi EGFR/HER2 TKI afatinibem a neratinibem zatim

zUstava nejasny (232, 233).
RET (rearranged during transfection)

Gen RET je lokalizovan na chromozomu 10q11.2 a koduje transmembranovy
tyrosinkinazovy receptor z rodiny glialnich neurotrofnich receptort (144). Translokace
RET byla zjisténa u 0,6-2 % NSCLC (186, 234, 235); vétSinou se jedna o mladSi
nemocné a nekufaky (234-236). Rozdil v zastoupeni pohlavi zjistén nebyl (237).
Mikroskopicky se ¢asto jedna o adenokarcinomy nebo o adenoskvamaozni karcinomy,
zejména solidné a kribriformné rostouci a s mucindzni slozkou (186, 237).
Translokacnimi partnery RET jsou zejména KIF5B (kinesin family member 5) (234),
CCDC6 (coiled-coil domain containing 6) (186), NCOA4 (nuclear receptor coactivator
4) (237) a TRIM33 (tripartite motif containing 33) (236). NejCastéjSi zménou je fuze
KIF5B-RET, ktera pfedstavuje pfiblizné 90 % vSech translokaci (236, 238). K prukazu
translokace RET lIze vyuZzit in situ hybridizaci. Ve studiich in vitro a na mysich byla
zjisténa senzitivita RET-translokovanych nadorl na sunitinib, sorafenib a vandetanib
(186, 234, 239). Vyuziti translokace RET jako prediktivnino markeru u NSCLC je

v souc¢asné dobé pfedmétem klinickych studii (144).
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DalSi prognostické a prediktivni markery

Mezi dalSi studované prognostické a prediktivni markery u NSCLC patfi
zejména FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) (240), DDR2 (discoidin domain-
containing receptor 2) (241) a PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase) (242). Alterace vSech téchto genu se Castéji vyskytuji u SqQCLC nez u AC.
Amplifikace FGFR1 je popisovana u 10-22 % SqCLC (240, 243-245), mutace DDR2 u
0,4-1 % SqCLC (241, 246) a mutace PIK3CA u 2-4 % SqCLC (242, 246). V soutasné
dobé probihaji klinické studie testujici terapeuticky ucinek ponatinibu (v zavislosti na
amplifikaci FGFR1) (247), dasatinibu (v zavislosti na mutaci DDR2) (248) a PI3K
inhibitord (v zavislosti na mutaci PIK3CA) (249).
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2.6. Dalsi moznosti cilené lecby karcinomu plic

Kromé mutaci, které se podileji na vzniku karcinomu plic a které mohou byt
potencialnim IéCebnym cilem, se objevuji i dalSi nové moznosti IéCby. Jednou z nich je
inhibice angiogeneze pomoci |éku blokujicich receptory pro angiogenni rastové
faktory, jakym je napf. nintedanib (250), nebo pomoci protilatek pusobicich jako
antagonisté receptorl rlastovych faktorl, jakym je napf. bevacizumab nebo
ramucirumab (251). Pro tuto Ié¢bu v8ak v sou€asné dobé nejsou znamy spolehlivé
prediktivni markery. DalSi |éCebnou metodou, ktera je v souCasné dobé v popredi
zajmu, je imunoterapie. Jde o bouflivé se rozvijejici léCebnou metodou, ktera u
nékterych zhoubnych nadord, vetné karcinomu plic, zaznamenala velmi dobré
terapeutické vysledky. Podminkou dalSiho rozvoje a rutinni indikace této 1€Cby je vSak
detailni porozuméni vztahu mezi nadorem a imunitnim systémem. KliCovym
poznatkem bylo rozpoznani dullezitosti tzv. imunitnich kontrolnich bodu (immune
checkpoints), coz jsou receptory tlumici aktivitu cytotoxickych T-lymfocytu. Pokud jsou
tyto receptory exprimovany na povrchu nadorovych bunék, mohou tyto buriky uniknout
dohledu imunitniho systému, ktery by je jinak rozpoznal a znicil. Jednim z principu
imunoterapie je tedy inhibice téchto receptord a obnoveni protinadorové aktivity
cytotoxickych T-lymfocytl (252). Prvnim receptorem exprimovanym T-lymfocyty, ktery
se podafilo vramci imunoterapie farmakologicky blokovat, napf. ipilimumabem a
tremelimumabem, byl CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) (253).
V soucCasné dobeé je velka pozornost vénovana dal$im inhibi¢nim receptordm, a to PD-
1 a jeho ligandu PD-L1, jejichZ problematika zde bude v kratkosti nastinéna i pfesto,
Ze pfimo nesouvisi s tématem této prace. Vzhledem k prediktivnimu vyznamu exprese
PD-L1, ktera klade dalSi pozadavky na dostupnost nadorové tkané a efektivitu
diagnostického procesu, povazujeme vSak za vhodné toto téma zde alespon kratce

zminit.
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PD-1 (Programmed cell death protein 1) a PD-L1 (Programmed death-ligand 1)

PD-1 (znamy téz jako CD279) je kddovan genem PDCD1, ktery je lokalizovan
na chromozomu 2q37.3 (254). Jedna se o transmembranovy receptor patfici
strukturalné do imunoglobulinové rodiny, ktery je exprimovan na povrchu T-lymfocytd,
regulacnich T-lymfocytl, B-lymfocytu, aktivovanych monocytd, dendritickych bunék a
pfirozenych zabije€l (natural killers) (255-257). Molekula PD-1 je tvofena
extracelularni domeénou IgV, transmembranovou domeénou a intracelularni doménou,
ktera obsahuje tzv. imunitni tyrosinovy inhibi¢ni motiv, jehoz funkci je — po navazani
ligandu na PD-1 — utlumeni aktivity bunky, resp. T-lymfocytu (258). Reakce je
zprostfedkovana inhibi¢ni fosfatazou SHP-2 (src homology region 2 domain-containing
phosphatase-2) (259).

Dvéma ligandy PD-1 jsou PD-L1 (znamy téz jako CD 274 a B7-H1) a PD-L2
(znamy téz jako CD273 a B7-DC) (260), které sdileji 37% sekven&ni homologii (261).
PD-L1 je kédovan genem CD274, ktery je lokalizovan na chromozomu 9p24.1 (262),
zatimco PD-L2 je kodovan genem PDCD1LGZ2 lokalizovanym v tésné blizkosti na
chromozomu 9p24.2. PD-L1 patfi strukturalné do transmembranovych proteint typu |
a jeho molekula sestava z extracelularni domény tvorené IgV, IgC a signalni sekvenci,
transmembranové domény a intracelularni domény. PD-L1 je za normalnich podminek
exprimovan burfikami srdecniho svalu, plic, placenty a jater, kde se vyznamné uplatriuje
pfi navozeni imunitni tolerance (256). Exprese PD-L1 muUze byt zvySena rdznymi
prozanétlivymi cytokiny, napf. INF-y (interferon-gamma), TNF-a (tumor necrosis factor-
alpha), VEGF (vascular endothelial growth factor), GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) a IL-10 (interleukin-10) (263). Kromé& vazby s PD-1, je
PD-L1 schopen také reagovat s CD80 na povrchu T-lymfocytu, a tak jinym zplsobem
zprostredkovat inhibi¢ni ucinek (264). Exprese PD-L1 byla zjist€éna u mnoha riznych
typu zhoubnych nadord, napf. u karcinomu plic (resp. NSCLC), prsu, ledviny,
mocového méchyfe, Zaludku a jater, u maligniho melanomu, u glioblastomu a u
hematologickych malignit (265-272). Exprese PD-1 byla naopak zjist€éna u tumor
infiltrujicich lymfocytl (tumor infiltrating lymphocytes (TIL)) (273, 274). Farmakologicky
je mozné kontrolni bod PD-1/PD-L1 blokovat bud na urovni PD-1, napf. nivolumabem,
pembrolizumabem nebo pidilizumabem, nebo na urovni PD-L1, napf. atezolizumabem,

avelumabem nebo durvalumabem (252).
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V dobé psani této dizertace (leden 2017) neni jeSté zcela dofeSena
problematika rutinniho testovani prediktivniho markeru kontrolniho bodu PD-1/PD-L1.
Zatimco pro indikaci inhibitord PD-1/PD-L1 u karcinomu ledviny a maligniho melanomu
neni testovani prediktivnhiho markeru v nadorové tkani vyzadovano, u karcinomu plic,
resp. NSCLC, je tomu naopak (275). Zatim jedinym obecné pfijatym prediktivnim
markerem kontrolniho bodu PD-1/PD-L1 je exprese PD-L1 v nadorové tkani zjisténa
pomoci imunohistochemie. Situaci vSak komplikuje skutecnost, Ze v klinickych studiich
testujicich ucinnost |éCby inhibitory PD-1/PD-L1 u NSCLC byly jednak pouzity razné
klony protilatky proti PD-L1 (napf. 28-8, 22C3, SP142), a jednak byla rizné definovana
pozitivita exprese PD-L1 nadorovymi bufkami (napf. 21 %, 25 %, = 10 %, = 50 %).
V nékterych studiich byla hodnocena pouze membranova exprese, vV jinych
membranova i cytoplazmaticka. Hodnoceni exprese PD-L1 v praxi rovnéz komplikuje
skuteCnost, ze tento marker neni exprimovan pouze nadorovymi bunkami, ale také
nenadorovymi elementy, napf. alveolarnimi makrofagy (276). Na zakladé dosavadnich
zkuSenosti byl v sou€asné dobé pfijat pro testovani PD-L1 konsenzus dohodnuty na
konferenci Mutation Day konané 2.12.2016, ve kterém je stanoveno, Zze exprese PD-
L1 se vySetfuje u vSech histologickych typld NSCLC pouze na vyzadani klinického
lékafe a Ze pro indikaci terapie léCivymi pripravky dostupnymi v soucasnosti
(nivolumab, pembrolizumab) neni nezbytné nutné pouzivat klony protilatek
dle pavodnich studii. V obou pfipadech Ize tedy pouzit jak klon 22C3, tak klon 28-8.

(www2).
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2.7. Charakteristika genu ALK a problematika jeho detekce u karcinomu

plic

Gen ALK je lokalizovan na kratkém raménku 2. chromozomu (2p23.2-p23.1) a
koduje ALK protein (znamy téz jako ALK tyrozin kinazovy receptor nebo CD246), ktery
patfi do rodiny inzulinovych receptorut. Tento protein obsahuje extracelularni doménu,
hydrofobni uUsek odpovidajici transmembranové oblasti a intracelularni kinazovou
doménu. ALK je pfechodné exprimovan v urcitych oblastech centralniho a periferniho
nervoveho systému a hraje dalezitou roli pfi vzniku a diferenciaci nervového systému.
Pfenasi signaly ligandu na bunéfném povrchu prostfednictvim specifické aktivace
protein kinazy aktivované mitogenem (MAPK), jejimz prostfednictvim podporuje
proliferaci a uplatriuje antiapoptoticky ucinek na nervové bunky (Lancet D., Safran M.,
Rosen N. et al.: GeneCards [online]. Weizmann Institute of Science, [1996], [cit. 2016-
19-12]. Dostupny z URL: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?id_type
=hgnc&id=427. Verze 4.3.3 [2016] (www3)).

NejcastéjSi zménou genu ALK u ruznych druht nadord jsou chromozomaini prestavby,
c0Z ma za nasledek vytvofeni vice typu fuznich gend, napf. ALK (chromozom 2) /
EML4 (echinoderm microtubule associated protein like 4 ) (chromozom 2), ALK /
RANBP2 (RAN binding protein 2) (chromozom 2), ALK / ATIC (5-aminoimidazole-4-
carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase) (chromozom 2),
ALK / TFG (TRK-fused gene) (chromozom 3), ALK / NPM1 (nucleophosmin 1)
(chromozom 5), ALK / SQSTM1 (sequestosome 1) (chromozom 5), ALK / KIF5B
(chromozom 10), ALK / CLTC (clathrin heavy chain) (chromozom 17), ALK / TPM4
(tropomyosin 4) (chromozom 19), a ALK/ MSN (moesin) (chromozom X)(www3). Dalsi
popsanou alteraci genu ALK je amplifikace, ktera byva pozorovana napf. u
neuroblastomu (277) &i karcinomu plic a jejiz prognosticky a/nebo prediktivni vyznam

zUstava zatim nejasny (278).

Patologicky vyznam genu ALK byl vubec poprvé rozpoznan u anaplastického
velkobunécného lymfomu (ALCL), ktery byl popsan roku 1985 (279) a u kterého byla
Ctyfi roky poté zjisténa translokace t(2;5)(p23;q35), specificka pravé pro tento tumor
(280). Vroce 1994 bylo nasledné prokazano, Ze tato translokace ma za nasledek
spojeni Casti genu NPM1 z chromozému 5 s ¢asti genu ALK z 2. chromozému za

vzniku jedineéného chimérického NPM-ALK proteinu (281). V navaznosti na toto

51



zjisténi byly vyvinuty protilatky specifické pro ALK kinazu (282, 283); nepfitomnost
exprese této molekuly u normalnich lymfoidnich bunék vté dobé znamenala, Ze
pozitivni reakce proti ALK proteinu je v podstaté specificka pro t(2;5)(p23;q35).
Dulezitou vyjimku predstavoval vzacny velkobunéény B-lymfom, ve kterém je ALK
protein syntetizovan v celé délce (284). DalSim vyzkumem vSak bylo zjisténo, Ze
prfestavba nebo zvySena exprese genu ALK se podili na vzniku celé fady dalSich
tumorll, mezi néz patfi napf. familiarni forma neuroblastomu (285), inflamatorni
myofibroblasticky tumor (286), glioblastoma multiforme (287), inflamatorni karcinom
prsu (288), karcinomy ledviny (vznikajici u dospélych (289) i u déti (290)),
dlazdicobunécény karcinom jicnu (291), AC tlustého stieva (292) nebo anaplasticky
karcinom §titné Zlazy (293). Také u malé podskupiny AC plic je jejich karcinogeneze
navozena fuzi genu ALK s nékterym z dalSich partner( (nejCastéji EML4, méné Casto
KIF5B, CDHRZ2 (cadherin-related family member 2), TFG, DCTN1 (podjednotka 1
dynactinu), SQSTM1, TPR (translocated promoter region), HIP1 (huntingtin interacting
protein 1)) (294-299). Pfestavba zahrnujici gen ALK u nador plic byla poprvé popsana
v roce 2007 (294) a jiz za pouhé 3 roky poté byla zvefejnéna prvni studie popisujici
uspésnou IéCbu téchto nadoru crizotinibem, coz je inhibitor ALK, c-MET a ROS1 (300-
303). Tento vysledek byl nasledné potvrzen nékolika dalSimi rozsahlymi studiemi, které
prokazaly, ze pacienti s pfestavbou genu ALK, ktefi jsou IéCeni crizotinibem, maji
vyrazné lepSi prognozu (304-309). Ve studiich I/Il faze byl crizotinib spojen s mirou
objektivni odpovédi 61 % a medianem preziti bez progrese 9,7 mésice (305). Jesté
pusobivéjSich vysledku pak bylo dosazeno v randomizované studii faze 11l (PROFILE
1007), ve které byl crizotinib porovnavan s chemoterapii u pacientl, u kterych doslo
k progresi onemocnéni v pribéhu standardni chemoterapie. Lé¢ba crizotinibem byla
spojena s mirou objektivni odpovédi 65 % (ve srovnani s mirou 20 % u chemoterapie)
a s medianem preziti bez progrese 7,7 mésice (ve srovnani s 3,0 mésice u
chemoterapie) (307). V soucasné dobé Ize v 1éEbé karcinomu plic s pfestavbou genu
ALK kromé crizotinibu pouzit také novéjSi ALK inhibitory, kterymi jsou ceritinib,

alectinib, brigatinib a lorlatinib (310).

Vzhledem k tomu, Ze pfestavba genu ALK je popisovana dle soucasné platné WHO
klasifikace u 4 — 5 % NSCLC (1), je nezbytné nutné najit optimalni zplsob vybéru
pacientl vhodnych pro tuto cilenou lIé€bu v rutinni diagnostické praxi. Jelikoz genetické

prestavby zahrnuji velké chromozomalni inverze a translokace (jak ukazuje
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schéma 2), je FISH metodou volby pro zachyceni vSech prestaveb zahrnujicich gen

ALK a detekce pomoci zlomovych sond se stala ,zlatym standardem® (311).

Schéma 2: Nemutovany gen ALK a rGzné typy jeho fuze u plicnich karcinomt. Tmavé
modré oblasti u fuznich partner( predstavuiji coiled-coil domény, oranzova u genu ALK
transmembranovou doménu a cervené kinazovou doménu (pfevzato a upraveno
z Tsao et al. IASLC Atlas of ALK Testing in Lung Cancer, 2013 (311) ).
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Jesté donedavna byla [éCba crizotinibem indikovana pouze u NSCLC s pfestavbou
genu ALK potvrzenou fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) (312). Toto vySetfeni je
vS§ak mozné pouze ve specializovanych laboratofich a neni Siroce dostupné a je také
pomérné nakladné. Jeho vytéZnost je navic velmi komplikovana skutecnosti, ze
vétSina nadoru je diagnostikovana v pozdnim stadiu, kdy chirurgicka 1é¢ba jiz neni
indikovana, a tak jedinou tkani, ktera je pouzitelna k testovani jsou endobronchialni a

transtorakalni biopsie a cytobloky s velmi omezenym mnoZstvim nadorové tkané. Tato
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tkan se navic nepouziva pouze pro mikroskopickou diagnostiku (zaloZenou na rutinnim
barveni hematoxylinem-eozinem a na [IHC vySetfeni exprese markerQ
dlazdicobunécéné ¢i zZlazové diferenciace), ale také na dalsi molekularni testovani

prediktivhich markeru, zejména na detekci mutaci genu EGFR (313, 314).

VySe zminéné skuteCnosti mohou potencialné vést k omezeni dostupnosti testovani a
nasledné k omezeni |éCby ALK inhibitory. K odstranéni téchto problému vede
alternativni dvoustupnoveé testovani se skriningovym vyhledavanim potencialné
pozitivnich nadort pomoci IHC, nasledované potvrzenim pozitivnich pfipadi metodou
FISH. Tento pfistup se jiz s uspéchem vyuZziva v rutinni diagnostice prognostickych a
prediktivnich genetickych zmén, napf. amplifikace genu HERZ2 u karcinomu prsu a
Zaludku (315, 316). Dvoustupriovy zpusob detekce vede ke zvySené dostupnosti
testovani, jelikoz IHC je standardné provadéna ve vétsiné laboratofi patologie. Dany
postup navic vyrazné snizuje naklady na testovani, protoze metodou FISH jsou
ovéfovany pouze pfipady ,vytipované“ pomoci IHC. Vzhledem k pomérné nizkému
vyskytu prestavby genu ALK u NSCLC by byl dvoustupriovy zplsob detekce velmi
vhodny i v tomto pfipadé, a proto se timto smérem vydala fada vyzkumu (15, 317,
318), vCetné naSi prace, ktera byla v regionalnich podminkach prvnim takovym
badatelskym pocinem. Vysledky retrospektivni ¢asti nasi studie, stejné jako fady jinych
studii (tab. 16), potvrdily vhodnost IHC detekce jako skriningové metody vyhledavani
NSCLC s prestavbou genu ALK a vedly k zavedeni dvoustupriového testovani
s definitivnim potvrzenim vybranych pfipadd metodou FISH (311). V dalSich studiich,
které se vénovaly konkordanci IHC a FISH (319) byla pozorovana prakticky ve vSech
pfipadech 100 % senzitivita, stejné tak jako v nasi studii, coz vedlo k dalSimu posunu
diagnostického algoritmu do souéasné podoby, ktera je v CR platna od Gnora 2016 a
ktera stanovuje, Ze pro indikaci 1é€by ALK inhibitory staci potvrzeni ALK pozitivity
pouze jednou z metod, tj. FISH nebo validovanou IHC, jak ukazuje schéma 3 (www2)
(320).
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Schéma 3: VySetfovaci postup k zachytu pfipadi NSCLC s translokaci zahrnujici

gen ALK (pfevzato a upraveno z www2)
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Klicovym aspektem celého diagnostického algoritmu nicméné zlstava volba vhodné
protilatky, ktera bude v danych podminkach (pfistrojové vybaveni laboratore,
pouzivany detekéni systém) mit dostateCné vysokou senzitivitu a specificitu detekce
ALK proteinu u NSCLC, coz je nutno individualné nastavit na kazdém pracovisti.

V dobé zahajeni naseho projektu (polovina roku 2013) bylo jiz z fady studii znamo
(viz tabulka 5), Ze Siroce rozSifeny klon ALK1 (Dako, Dansko), ktery je bézné
vyuzivan k detekci exprese ALK proteinu v hematopatologii (zejména u ALCL), neni
vhodny pro zjistovani exprese tohoto markeru u NSCLC, protoze vykazuje nizkou

“wv s

senzitivitu (321) aze vhodneJS|m| kandldaty jsou hony 5A4 a D5F3, které vykazuji

Vv,
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Tab. 5: Porovnani klonl protilatek pouzivanych pfi IHC detekci proteinu ALK u NSCLC
IASLC Atlas of ALK Testing in Lung Cancer, 2013 (311) ).

(pFevzato a upraveno z Tsao et al.

studie pocet klon detekcEni/ skore standard | IHC IHC
vzorkul protilatky | amplifikacni senzitivita | specificita
(% ALK+) systém VS. VS.
standard | standard
Takeuchi | 21 (52%) | 5A4 IEP Ovs. + RT-PCR | 100% 100%
etal., 5A4 EnVision+ 27% 100%
2009 ALK1 IAEP 100% 100%
ALK1 EnVision+ 9% 100%
SP8 IAEP 20% 100%
SP8 EnVision+ 100% 18%
Rodig 239 (4%) | ALK1 EnVision+ Ovs. + FISH 40% 100%
etal., ALK1 Amplifikace 80% 100%
2010 tyramidu
Mino- 37 (59%) | ALK1 EnVision+ Pozitivni | FISH 67% 97%
Kenudson D5F3 >2,7 100% 99%
etal.,
2010
Murakami | 3612 (5%) | ALK1 ABC Ovs. + RT-PCR/ | 81% 100%
etal., 5A4 EnVision FISH 100% 100%
2011 FLEX+
Conklin 377 (3%) | 5A4 IAEP 0,1+, 2+ | FISH 100% 62,5%
etal., ALK1 EnVision ¢i 3+ 66% 100%
2013 FLEX+
ALK1 ADVANCE 60% 87,5%
5A4 ADVANCE 100% 87,5%
D5F3 ADVANCE 100% 75%
Selinger 594 ALK1 EnVision 0,1+, 2+ | FISH 100% 99%
etal., (11%) FLEX+ Ci 3+
2013 5A4 UltraView a 100% 98%
UltraView
amplifikace
D5F3 OptiView a 100% 99%
OptiView
amplifikace

aPocet vzorkl pro testovani s klonem protilatky DSF3 byl 356. EnVision, EnVision FLEX+ a ADVANCE
jsou produkty firmy Dako. UltraView (Universal DAB Detection Kit), OptiView (DAB IHC Detection Kit)

amplifikani kity jsou produkty firmy Ventana Medical Systems, Inc. ABC = avidin biotin complex
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Proto byly do nasi studie vybrany klony 5A4 (Novocastra, Newcastle, UK) a D5F3 (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA), které byly nejCastéji pouzivany v tehdy
publikovanych studiich. Dale byla do studie jeSté zafazena polyklonalni protilatka ZAL4
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), ktera vyzaduje stejnou pfipravu tkané na IHC detekci
jako nami zvoleny klon D5F3 a umoznuje tak vytvofeni ,kombinované® protilatky, ktera
by teoreticky méla mit stejnou Ci jeSté vySSi senzitivitu nez samotny klon D5F3. Klon
D5F3 od firmy Ventana (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) nebyl do studie
zarazen i pfesto, ze detekce antigenu byla provedena na pfistroji stejného vyrobce a
to z davodu, Ze tento klon nebyl v dané dobé (2013) schvalen pro pouziti na daném
typu automatu (VENTANA BenchMark ULTRA).

K prukazu prestavby genu ALK lze vyuzit metody FISH, PCR s reverzni transkripci
(RT-PCR) a/nebo masivné paralelni sekvenovani (next-generation sequencing — NGS)
(319). K potvrzeni a definitivnimu ur€eni ALK statusu metodou FISH byla na naSem
pracovisti zvolena sonda ZytoLight SPEC ALK/EML4 TriCheck Probe (Zytovision,
Bremerhaven, Némecko) a detekéni systém ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit
(Zytovision) (blizSi popis viz kapitola 4), jelikoz v pfipadé nejCastéji se vyskytujici
pfestavby (inverze EML4-ALK), u které vznika diagnostické uskali v podobé malé
vzdalenosti oddélenych signall, tato sonda umozrniuje problém vyfesit souc¢asnou
detekci nadpocetného signalu, ktery vznikne zlomem genu EML4 (viz schéma 4). To
je vyhoda oproti ,klasickym“ zlomovym sondam, jakou je napf. prvni komeréni sonda
vyvinuta k detekci prestavby genu ALK - Vysis ALK break-apart Probe (Abbott
Molecular, Des Plaines, IL, USA), u kterych tato moznost chybi (322).
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Schéma 4: Znazornéni rozlozeni signall genu ALK a EML4 na 2. chromozomu a

v jadife nadorové burky bez prestavby (leva €ast) a s inverzi EML4-ALK (prava Cast)

EML4-ALK
INVERZE

_>

Cerveny (oranzovy) signal = telomericka ¢ast genu ALK s tyrozinkinazovou aktivitou,
zeleny signal = intersticialni (centromericka) ¢ast genu ALK (neaktivni), modry

signal/modré signaly = gen EML4 (respektive po inverzi dvé jeho rozlomené ¢asti)
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3. Cile disertacni prace

1) V retrospektivni studii archivnich pfipadd AC plic:

a) nalézt alespon jeden IHC postup detekce proteinu ALK, ktery bude mit
dostate€nou senzitivitu a specificitu, aby jej bylo mozné pouzit jako skriningové
metody pfi vyhledavani NSCLC pro nasledné testovani prestavby genu ALK
metodou FISH,

b) analyzovat diagnostickou vytéZnost nadorové tkané pro vySetieni prfestavby
genu ALK metodou FISH u ,malych® biopsii (endobronchialni a transtorakalni

biopsie, cytobloky),

c) testovat homogenitu ALK statusu v nadorové tkani a zjistit tak miru rizika

chyby odbéru pfi diagnostikovani ,malych® biopsii.
2) V prospektivni studii pfipadi NSCLC plic:

a) provést IHC testovani exprese proteinu ALK pomoci metodiky vybrané na
zakladé vysledku retrospektivni studie v ramci rutinni diagnostiky NSCLC,
b) korelovat vysledky ALK statusu karcinomu plic u ¢eské populace s udaji ze

zahraniénich studii.
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4. Material a metodika

4.1. Retrospektivni cast studie

4.1.1. Charakteristika souboru

V retrospektivni Casti studie byl sestaven soubor 170 pfipadu primarnich AC plic
(diagndza potvrzena pozitivnim IHC prikazem TTF 1) konsekutivné diagnostikovanych
v obdobi 1. 1. 2009 - 31. 12. 2012 na Fingerlandové Ustavu patologie (FUP), Fakultni
nemochice Hradec Kralové (119 pfipadl) a na Oddéleni patologie a molekularni

mediciny Thomayerovy nemocnice v Praze (51 pfipadu).

Z tohoto souboru byly vyfazeny pfipady, u kterych byla prokazana mutace genu EGFR,
protoZe podle sou€asnych znalosti je sou€asna pfitomnost mutace EGFR a pfestavby
genu ALK u AC plic extrémné vzacna (323) a prakticky se vzajemné vyluCuji (tzv.
exkluzivni mutace) (324). U kazdého pfipadu byly zaznamenany pohlavi a vék
pacienta, typ karcinomu / podtyp AC a pfipadna napadna hlenotvorba patrna jiz
v zakladnim HE barveni ve vice nez 10 % nadorové tkané. Takto vybrany soubor
nadoru byl zpracovan metodou slozeného tkanoveho bloku (tissue microarray - TMA),
ktera umoznuje spojenim vice vzorku tkané odebranych z riznych nadoru (ij. od vice
nemocnych) do jednoho bloku vySetfit vice pfipadu soucasné pfi pouziti primarni
protilatky a detekCnich reagencii potfebnych pouze pro jedno sklo, ¢imz se vyznamné

snizuji naklady na vysetfeni.
4.1.2. Tissue microarray

Pomoci kovové jehly o vnitfnim prdméru 1,7 mm byly u kazdého pfipadu vyvrtany
z nahodnych mist nadoru 2 valecky tkané, které byly pomoci této jehly pfeneseny a
vsazeny do predpfipraveného (pfedvrtaného) parafinového blo¢ku, jak nazorné
ukazuje schéma 5 a obr. 3 v kapitole 10. Jako negativni kontrola byly pouZzity vzorky
zdravé jaterni tkané ziskané z bézného bioptického provozu. Dva vzorky z kazdého
pfipadu byly pouZzity za uCelem posouzeni pfipadné tkanové heterogenity prestavby

genu ALK, resp. exprese ALK proteinu.
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Schéma 5: RozlozZeni tkanovych vzorkl ve slozeném bloku vyrobeném metodou
TMA.

HOO®E
HOO®E
HOO®OE®®
PEOOOE®
HOODHEE)
HOEHEHEE

K = kontrolni tkan (jatra), VXa/VXb = vzorky ze dvou rliznych mist jednoho nadoru
4.1.3. Imunohistochemické vySetfeni

Z kazdého ze slozenych blokU byly ukrojeny 4 sériové fezy o tloustce 2 yum a ususeny
v laboratofi pfi pokojové teploté po dobu nejméné jedné hodiny. Nasledné byl vzdy
jeden z ezl obarven standardni HE technikou. Na zbylych tfech fezech byla
provedena detekce zvolenych primarnich protilatek proti ALK proteinu (podrobny
postup rozepsan v tabulkach 6, 7 a 8) v pfistroji VENTANA BenchMark ULTRA
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) s pouzitim detek&niho kitu OptiView
DAB IHC Detection Kit (Ventana Medical Systems). Jako chromogen byl ve vSech
pfipadech pouzit diaminobenzidin (DAB).
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Tab. 6: Popis IHC vySetfeni zvolenou primarni protilatkou (varianta 1)

Primarni protilatka:

Klon D5F3 - fedéni 1:100 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)

Proces: cas
1. Zahfivani skel na 60°C + inkubace 4 min
2. Zahfivani skel na 72°C
3. Zahfivani skel na 100°C, aplikace kondicionéru CC1 + inkubace 40 min
4. Ochlazeni skel na 37°C
5. Rucni pfidani primarni protilatky + inkubace 40 min
6. Zakryti, jedna kapka OV HQ UNIV LINKR + inkubace 12 min
7. Zakryti, jedna kapka OV HRP MULTIMER + inkubace 12 min
8. Aplikace jedné kapky HEMATOXYLIN II, zakryti + inkubace 4 min
9. Aplikace jedné kapky BLUING REAGENT, zakryti + inkubace 4 min

Tab. 7: Popis IHC vySetfeni zvolenou primarni protilatkou (varianta 2)

Primarni protilatka:
,Kombinovana“ protilatka vznikla spojenim klonu D5F3 - rfedéni 1:100 (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA) a polyklonalni protilatky ZAL4 -
redéni 1:750 (Invitrogen, Carilsbad, CA, USA)
Proces: cas
1. Zahfivani skel na 60°C + inkubace 4 min
2. Zahfivani skel na 72°C
3. Zahfivani skel na 100°C, aplikace kondicionéru CC1 + inkubace 32 min
4. Ochlazeni skel na 37°C
5. Rucni pfidani primarni protilatky + inkubace 32 min
6. Zakryti, jedna kapka OV HQ UNIV LINKR + inkubace 12 min
7. Zakryti, jedna kapka OV HRP MULTIMER + inkubace 12 min
8. Aplikace jedné kapky HEMATOXYLIN II, zakryti + inkubace 4 min
9. Aplikace jedné kapky BLUING REAGENT, zakryti + inkubace 4 min
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Tab. 8: Popis IHC vySetfeni zvolenou primarni protilatkou (varianta 3)

Primarni protilatka:

Klon 5A4 - fedéni 1:20 (Novocastra, Newcastle, UK)

Proces: cas
1. Zahfivani skel na 60°C + inkubace 4 min
2. Zahfivani skel na 72°C
3. Zahfivani skel na 100°C, aplikace kondicionéru CC1 + inkubace 48 min
4. Ochlazeni skel na 37°C
5. Ruéni pfidani primarni protilatky + inkubace 56 min
6. Zakryti, jedna kapka OV HQ UNIV LINKR + inkubace 12 min
7. Zakryti, jedna kapka OV HRP MULTIMER + inkubace 12 min
8. Aplikace jedné kapky HEMATOXYLIN II, zakryti + inkubace 4 min
9. Aplikace jedné kapky BLUING REAGENT, zakryti + inkubace 4 min

Vysledek imunohistochemické exprese proteinu ALK byl nezavisle a bez znalosti
vysledku FISH vySetfeni pfestavby genu ALK posuzovan dvéma hodnotiteli (TR, AR)
semikvantitativni metodou nasledovné: 0 — negativni, 1 — slaba pozitivita patrna pouze
pfi velkém zvétSeni 400x, 1-2 — slaba pozitivita patrna pfi stfednim zvétSeni 100x, 2 —
slaba pozitivita patrna jiz pfi malém zvétSeni 40x, 2-3 — stfedné silna pozitivita patrna
jiz pfi malém zvétSeni 40x, 3 — silna pozitivita patrna jiz pfi malém zvétSeni 40x (obr.
4 az 10 v kapitole 10). Vysledky IHC vySetfeni byly poté porovnany se ,zlatym
standardem® FISH vySetfeni a byla spocitana senzitivita a specificita u jednotlivych
variant. Optimalni IHC varianta byla nasledné aplikovana v rutinnim vySetfovani

pacientl s NSCLC od 1. 1. 2014 v ramci prospektivni ¢asti studie.
4.1.4. FISH vySetfeni

Pro FISH vySetfeni byly zhotoveny fezy podle nasledujiciho postupu uvedeného
v tabulce 9.
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Tab. 9: Popis FISH vySetfeni

27. odsati prebytecné DAPI kolem kryciho skla filtraCnim papirem

FISH sonda:
ZytoLight ® SPEC ALK/EML4 TriCheck™ Probe (Zytovision, Bremerhaven,
Némecko)
Proces: cas
A. Zhotoveni fezu
1. parafinové fezy o tloustce 2um pfipravené na pozitivné nabitém
skle (skla dodavana komeréné) - inkubace v termostatu pfi 60°C 2h
B. Odparafinovani
2. zahfati vzorkd na vyhfivané plotné hybridizéru pfi 70°C 10 min
3. 2x xylen (vzdy novy) po 10 min
4. Cisty alkohol 2x 100%, 90%, 70% po 5 min
5. destilovana H20 2x po 2 min
C. Predpfriprava preparatui
6. inkubace v citratovém pufru (PT 1) pfi 98°C 15 min
7. destilovana H20 2x 2 min
8. vysuseni na vzduchu
9. aplikace pepsinu na preparaty ve vlhké komurce pfi 37°C 5 min
10. promyti SSC pufrem (WB 1) 5 min
11. destilovana H20 1 min
12. dehydratace 70%, 90%, 100% cistym alkoholem po 1 min
13. okapani a vysuSeni na vzduchu
D. Hybridizace (v zatemnéné mistnosti)
14. aplikace sondy 10 pl
15. pfilozeni kryciho skla
16. oblepeni (lepidlem Chemopren)
17. denaturace pfi 75°C v hybridizéru 10 min
18. vychladnuti skel pfi pokojové teploté
19. hybridizace pfi 37°C pfes noc
20. vyjmuti skel z hybridizéru, mechanické odstranéni lepidla,
odstranéni kryciho skla namoc&enim do pufru A (WB 2) pfedem
zahratého na 37°C 1-3 min
21. promyti v pufru A (WB 2) pfi 37°C 2x po 5 min
22. dehydratace 70%, 90%, 100% cCistym alkoholem po 1 min
23. vysuSeni na vzduchu
E. Detekce
24. aplikace DAPI 30 pl
25. pfilozeni kryciho skla
26. inkubace ve tmé 15 min
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Kazdy preparat byl hodnocen na fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse 80i
S pouzitim 100x objektivu a smésného a samostatnych filtra
(ZyBlue/ZyGreen/ZyOrange; ZyBlue; ZyGreen; ZyOrange). Pozitivné byly hodnoceny
buriky s pfestavbou genu ALK (nejCastéji inverze na 2. chromozomu s genem EML4,
méné Casto translokace genu ALK s jinym fuznim partnerem z jiného chromozomu),
ktera je dle doporuCeni vyrobce pro hodnoceni charakterizovana jako oddéleny
Cerveny a zeleny signal, mezi nimiz je vzdalenost minimalné 2x vétsi nez je pramér
nejvétsiho signalu a/nebo oddéleny Cerveny a zeleny signal s jakoukoliv vzdalenosti a
zaroven s pritomnosti nadpocetného modrého signalu (obr. 12 v kapitole 10). Druhym
pozitivné hodnocenym nalezem byla delece intersticialni ¢asti genu ALK, ktera je
charakterizovana pfitomnosti nadpocCetného Cerveného signalu (chybéni zeleného
signalu), sou€asné s pfitomnosti nadpocetného modrého signalu (obr. 13 v kapitole
10). Obé vySe zminéné varianty jsou pfehledné vyobrazeny na schématu €. 6. Ostatni
pocCetni a pozi€ni varianty signalt byly hodnoceny jako negativni. U kazdého pfipadu
bylo nejprve zhodnoceno 50 nadorovych bunék, a pokud bylo pfitomno 20 a vice
pozitivné hodnocenych bunék, byl pfipad celkové hodnocen jako ALK FISH pozitivni.
V ostatnich situacich bylo zhodnoceno dalSich 50 bunék a pfipad byl povazovan za

ALK FISH-pozitivni, pokud bylo = 15 % nadorovych bunék hodnoceno jako pozitivni.
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Schéma 6: Vyrobcem doporuCeny postup interpretace signalu pro sondu ZytoLight ® SPEC ALK/EML4 TriCheckTM Probe
(Zytovision, Bremerhaven, Némecko)

Prvotni vysetfeni s pouzitim dvou filtra (zeleny/oranzovy)

1 | 1
gzni zeleny a oranzovy zeleny a oranzovy _
si nZélz fau:n; > 2 fuzni signal ve signal ve 2 1faznisignal a
sgmo)s’tatn y signaly vzalenosti vzilenosti > 2 2 1 samostatny
zeleny signa'yl 21-<2 velikosti signalu oranZovy signal

velikosti signédlu

ALK ALK burnka s ALK ALK
negativni burika negativni burika neurcitym ALK pozitivni bunka pozitivni bunka

Posouzeni vzajemné lokalizace modrého a oranzového signalu (modry filtr)

A 4 A 4
1 modry signal v Zzadny modry
blizkosti signal v blizkosti
samostatného samostatného
oranzového oranzového

ALK ALK
pozitivni bunka negativni bunka

1 modry signal v
blizkosti samostatného
oranZového potvrzuje

EML4/ALK inverzi

dva lokusy
EML4/ALK
bez prestavby

66



4.2. Prospektivni ¢ast studie

V prospektivni  ¢asti studie byly primarni plicni karcinomy bezvybérové
diagnostikované v resekatech i ,malych® biopsiich v obdobi 1. 1. 2014 — 31. 5. 2016
na FUP jako AC, NSCLC - spide AC a NSCLC - NOS, nejprve testovany IHC variantou
3 (klon 5A4) do 27. 11. 2015, kdy doSlo ze strany vyrobce k ukonceni dodavek
protilatky. Po tomto datu pokraCovalo testovani IHC variantou 1 (klon D5F3), ktera
méla v retrospektivni ¢asti srovnatelnou senzitivitu a specificitu. K dalSimu vySetfovani
metodou FISH (sonda ZytoLight SPEC ALK/EML4 TriCheck Probe) pak byly vybrany
pfipady, u kterych byla zjisténa jakakoli intenzita exprese ALK pfi IHC vySetfeni (1+ a
vice) a také IHC negativni pfipady (0+), které dle epidemiologickych a morfologickych
charakteristik statisticky signifikantné Castéji vykazuji ALK pFestavbu, tj. acinarni a
invazivni mucindzni typy a AC s prokazanou hlenotvorbou (obr. 1 a 2, kapitola 10),
nadory u ,mladsich® pacientd (do 50 let) a zaroven nekufaku (1). U kazdého pfipadu
byly zaznamenany pohlavi a vék pacienta a podtyp AC, pfipadné napadna hlenotvorba
patrna jiz v zakladnim HE barveni ve vice nez 10 % nadorové tkané. Nasledné byla
opét stanovena senzitivita a specificita IHC vySetifeni v porovnani s vysledkem FISH.
Paralelné s vySetfenim stavu ALK byly prospektivni pfipady testovany na mutaci genu
EGFR (vCetné vySetfeni cytologickych pfFipadu, u kterych se testovani ALK

neprovadélo).
4.3. Statistické zpracovani dat

Ke statistickému zhodnoceni byl pouzit program NCSS 8 (NCSS, Keysville, Utah,
USA). Pro zakladni statisticky popis souboru byla pouzita deskriptivni statistika.
K analyze distribuce dat byl pouZit omnibus test normality. Pro porovnani jednotlivych
skupin byl pouzit Fischertv pfesny test, neparovy dvouvybérovy T-test a chi-kvadrat

test. Za statisticky vyznamnou byla povazovana hladina vyznamnosti p < 0,05.
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5. Vysledky

5.1. Retrospektivni ¢ast studie

5.1.1. Deskriptivni charakteristiky souboru

V retrospektivni ¢asti studie bylo celkem vySetfeno 170 pfipadud. V souboru bylo 123

resekatt a 47 ,malych* biopsii. IHC detekce variantou 1 nebyla provedena u souboru

malych biopsii pro ubytek tkané predchozimi vySetfenimi.

5.1.2. Exprese ALK IHC a vysledky FISH vySetieni v retrospektivni ¢asti

Tab. 10: ALK-negativni pfipady - retrospektivni ¢ast (n = 162)

intenzita intenzita intenzita o L

pFipad v vék typ- typ nidoru hleno- | IHC 1: V. HC 2_. V. HC 3f V. ozt

Cislo (r.) | materialu tvorba | (hodnotitell/ | (hodnotitell/ | (hodnotitell/ —

hodnotitel2) | hodnotitel2) | hodnotitel2)

1 M [64] R S 0/0 0/0 1/1 0
2 Z |62 R SIL 0/0 1/1 0/0 3
3 Z |71 R L 0/0 0/0 0/0 4
4 M [62] R SIL 0/0 0/0 0/0 0
5 Z |71] R L/MU + 0/0 0/0 0/0 N
6 M [59] R SIL 0/0 0/0 0/0 0
7 M [54] R P 0/0 0/0 0/0 2
8 M [70] R A 3/3 3/3 3/3 4

amplif.
9 M [61] R P 0/0 0/0 0/0 0
10 | M |64 R S 0/0 0/0 0/0 N
11 Z |70 R L 0/0 0/0 0/0 7
12 Z |73 R | AC+sark 0/0 0/0 0/0 8
13| M |60 R S 0/0 0/0 0/0 2
14 Z |53] R S 1/1 0/0 0/0 0
15 | M [53] R L/P 0/0 0/0 0/0 3
16 | M |54 R L 0/0 0/0 0/0 0
17 | z |73] R S 0/0 0/0 0/0 N
18| M |61 R L 0/0 0/0 0/0 2
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Tab. 10: ALK-negativni pripady - retrospektivni ¢ast (n = 162) (pokraCovani)

intenzita

intenzita

intenzita

% FISH

pripad bohlavi vék typ' N hleno- | IHC 1: V. IHC 2: V. IHC 3: V. hozit
Cislo (r.) | materialu tvorba | (hodnotitell/ | (hodnotitell/ | (hodnotitell/ S
hodnotitel2) | hodnotitel2) | hodnotitel2)
19| M [70] R S 0/0 0/0 0/0 4
20| Z |64| R L 1/1 1/1 0/0 3
21| M [69] R S 0/0 0/0 0/0 8
22 | M |60] R S 0/0 0/0 0/0 0
23 | M [69] R S 0/0 0/0 0/0 1
24 | 7 |56] R S 0/0 0/0 0/0 2
25 | M [68] R L + 0/0 0/0 0/0 4
26 | Z |51] R S/IP 0/0 0/0 0/0 0
27 | M |77] R SIAIP 0/0 1/1 0/0 1
28 | Z |63] R S 0/0 0/0 0/0 4
29| Zz |74] R S 0/0 0/0 0/0 6
30 | M [59] R S/P 0/0 0/0 0/0 0
31 | M [56] R S 0/0 0/0 0/0 2
32| M |[57] R S 0/0 0/0 0/0 4
33| M [62] R AIP 0/0 0/0 0/0 5
34 | M [78] R S 0/0 0/0 0/0 4
35 | Z |69 R A 0/0 0/0 0/0 7
36 | M |[70] R SIAIL 0/0 0/0 0/0 8
37 | Z |67 R A 0/0 0/0 0/0 0
38 | M [65] R S 0/0 0/0 0/0 N
39 | M |63] E N X 0/0 0/0 1
40 | M [74] E N X 0/0 0/0 0
41 | M [81] E N X 0/0 0/0 2
42 | 7z |62] R A 0/0 0/0 0/0 2
43 | Z |74| E N X N/N N/N N
44 | Z |67| R L + 0/0 0/0 0/0 1
45 | M |60] R S + 0/0 1/1 1/0 5
46 | M |69 E N + X 0/0 0/0 5
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Tab. 10: ALK-negativni pripady - retrospektivni ¢ast (n = 162) (pokraCovani)

intenzita

intenzita

intenzita

% FISH

pripad bohlavi vék typ' N hleno- | IHC 1: V. IHC 2: V. IHC 3: V. hozit
gislo (r.) | materialu tvorba | (hodnotitel1/ | (hodnotitel1/ | (hodnotitel1/ bundk
hodnotitel2) | hodnotitel2) | hodnotitel2)
47 | M |65 E N X 0/0 0/0 2
48 | M |72] E N X 0/0 0/0 7
49 | M |56] R L 1/1 2/1 2/0 4
50 | Z |59| R L 0/0 0/1 0/0 3
51| M |71] R MP 0/0 1/1 1/0 1
52 | M [71] E N + X N/N N/N N
53| M |79] E N X N/N N/N N
54 | M |65] R N 0/0 0/0 0/0 2
55 | M |63] E N X 0/0 0/0 0
56 | M |76] E N X 0/0 0/0 5
57 | Z |62| R N 0/0 0/0 0/0 8
58 | M [69] R SIMP 1/1 2/1 2/1 2
50 | Zz |65] R P/MP 0/0 0/0 0/0 2
60 | M [62] R S 0/0 0/0 0/0 N
61 Z |65 E N X 0/0 0/0 7
62 | M |60] E N + X 0/0 0/0 3
63 | M |67 E N + X N/N N/N 3
64 | M [80] E N X N/N N/N N
65 | Z |59| E N X 0/0 0/0 1
66 | M |66 R L 0/0 0/0 0/0 6
67 | M [61] E N + X 0/0 0/0 8
68 | Z |58| E N + X 0/0 0/0 0
69 | M [49] E N + X 0/0 0/0 0
70| M [63] E N X 0/0 0/0 11
71| M |66] R MP 0/0 0/0 0/0 3
72| M |64] E N X 0/0 0/0 2
73 Z |75/ E X 0/0 0/0 2
74 | Z |67 R S 0/0 0/0 0/0 3
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Tab. 10: ALK-negativni pripady - retrospektivni ¢ast (n = 162) (pokraCovani)

intenzita

intenzita

intenzita

% FISH

pripad pohlavi vék typ' N hleno- | IHC 1: V. IHC 2: V. IHC 3: V. hozit
gislo (r.) | materialu tvorba | (hodnotitel1/ | (hodnotitel1/ | (hodnotitel1/ bundk
hodnotitel2) | hodnotitel2) | hodnotitel2)

75| Z |50 E N X 1/1 1/1 3
76 | M |64] E N X 0/0 0/0 3
77 | M |65] E N X 1-2/1 1/1 2
78 M |75] R L 0/0 0/0 1/0 3
79 | Z |74] E N X 0/0 0/0 2
80 | M [77] R MP 0/0 0/0 0/0 2
81 Z |61 E N X 0/0 0/0 10
82| Z |68 R 0/0 0/0 1/0 2
83| Z |68 R MP 0/0 0/0 0/0 3
8 | M |63] E N X N/N N/N

85 | M |68 E N X 0/0 0/0 2
86 | M |65 E N X 0/0 0/0 10
87 | M |70] E N X 0/0 0/0 2
88 | Z |55 R L 0/0 0/0 0/0 4
89 | M |60 E N X 1/1 N/N N
90 | M [64] R S 0/0 0/0 0/0 1
91 | M |64] R L 0/0 1/1 1/1 8
92| M [76] R L 0/0 0/0 0/0 0
93 | M [68] R P 0/0 0/0 0/0 5
94 | M |63] E N X 0/0 N/N 2
95 | M |65] R P 0/0 0/0 0/0 5
9% | M |79] E N X N/N N/N N
97 | M [63] R S 0/0 1/1 0/0 6
98 | M |63] E N X N/N N/N 2
9 | M [68] E N X N/N N/N N
100 M [67]| E N X 1/1 0/0 2
101 M [58] R A 0/0 0/0 0/0 2
102 M |63] E N X 0/0 0/0 8
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Tab. 10: ALK-negativni pripady - retrospektivni ¢ast (n = 162) (pokraCovani)

intenzita

intenzita

intenzita

% FISH

pripad bohlavi vék typ' N hleno- | IHC 1: V. IHC 2: V. IHC 3: V. hozit
gislo (r.) | materialu tvorba | (hodnotitel1/ | (hodnotitel1/ | (hodnotitel1/ bundk
hodnotitel2) | hodnotitel2) | hodnotitel2)

103| M |61] E N X 1/1 0/0 6
104 M [59]| E N X N/N N/N N
105 M [73] E N X 0/0 0/0 2
106 | M |57] E N + X 0/0 0/0 2
107 | Z |53]| E N X 0/0 0/0 9
108| z |76] E N X 0/0 0/0 4
109 M 40| E N X 0/0 0/0 7
10| M |64| E N X 0/0 0/0 2
M| Z |70 R S 0/0 1/1 0/0 2
12| Z |73| R P 0/0 0/0 1/1 6
13| M |68 R L 0/0 0/0 0/0 2
14| Z |66 R A 0/0 0/0 0/0 4
115 M [74] R A 0/0 0/0 0/0 2
16| Z |75 R S 0/0 0/0 0/0 6
117 | M |54 R A 0/0 0/0 0/0 5
118 M [66] R A 0/0 0/0 0/0 4
19| M [55] R A N/N N/N N/N N
120 M [71] R S 0/0 0/0 0/0 4
121 M |54 R A 0/0 0/0 0/0 6
122 M [71] R A 0/0 0/0 0/0 8
123 M [73] R S 0/0 0/0 0/0 9
124 Z |63| R A 0/0 0/0 0/0 3
125 z |72| R P 0/0 0/0 0/0 2
126 | Z [58]| R A 0/0 0/0 0/0 4
127| Z |57| R P 0/0 0/0 0/0 4
128| Z |74| R S 0/0 0/0 0/0 11
129 7 |76] R A 0/0 0/0 0/0 4
130 Z |58 R S 0/0 0/0 0/0
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Tab. 10: ALK-negativni pripady - retrospektivni ¢ast (n = 162) (pokraCovani)

intenzita

intenzita

intenzita

% FISH

pripad pohlavi vék typ' N hleno- | IHC 1: V. IHC 2: V. IHC 3: V. hozit
gislo (r.) | materialu tvorba | (hodnotitel1/ | (hodnotitel1/ | (hodnotitel1/ bundk
hodnotitel2) | hodnotitel2) | hodnotitel2)
131 Z |65| R P 0/0 0/0 0/0 2
132 7 [57| R SIA 0/0 0/0 0/0 0
133 M [67| R A 0/0 1/1 0/0 3
134| z |77 R A 0/0 0/0 0/0 5
135| M 63| R A 0/0 1/1 0/0 3
136 | Z |50 R A 0/0 0/0 0/0 1
137 | M [76] R S 0/0 0/0 0/0 3
138| Z |65| R A 0/0 0/0 0/0 6
139 Z |69 R L 0/0 1/1 0/0 3
140 M [67| R A 0/0 0/0 0/0 2
141 M [68| R SIA 0/0 0/0 0/0 2
142 | 7z |64 R MU + 0/0 0/0 0/0 2
143| Z |75 R S 0/0 0/0 0/0 1
144 | 7 [53| R A 0/0 0/0 0/0 4
145 M [69| R SIA 0/0 0/0 0/0 0
146 | M [63| R A 0/0 1/1 0/0 1
147 | M [70] R A 0/0 0/0 0/0 N
148 M [72] R A 0/0 0/0 0/0 0
149 M [64| R A 0/0 1/1 0/0 3
150 M [63] R A N/N 2/1 0/0 2
151 | Z |63| R S 0/0 0/0 0/0 4
152 M [73] R P 0/0 0/0 0/0 11
153| z |76| R P 0/0 0/0 0/0 2
154 | Z |74] R A N/N N/N N/N 4
155| 7 [63| R P 0/0 0/0 0/0 0
156 | M [69| R A 0/0 0/0 0/0 0
157 | Z |72] R A 0/0 0/0 0/0 1
158 | Z |66 R P 0/0 0/0 0/0 1

73




Tab. 10: ALK-negativni pripady - retrospektivni ¢ast (n = 162) (pokraCovani)

intenzita intenzita intenzita

% FISH

pripad vek typ hleno- IHC 1. v. IHC 2. v. IHC 3. v. )
pohlavi typ nadoru . . i pozit.
Cislo (r.) | materialu tvorba | (hodnotitell/ | (hodnotitell/ | (hodnotitell/ —
hodnotitel2) | hodnotitel2) | hodnotitel2)

159 M |58 R S 1/1 0/0 0/0 0
160 zZ |77 R L 0/0 0/0 0/0 6
161 M |66 R AC+sark 0/0 0/0 0/0 2
162 | Z |65| R S 0/0 0/0 0/0 3

M = muz, Z = Zena, E = endobiopsie, R = resekat, A = acinarni, AC = adenokarcinom,
L = lepidicky, MP = mikropapilarni, MU = mucindzni, N = nehodnoceno, P = papilarni,
S = solidni, sark = sarkomatoidni rysy, X = vySetfeni neprovadéno, amplif. =
amplifikace EML4/ALK

Tab. 11: ALK-pozitivni pfipady - retrospektivni ¢ast (n = 8)

ptipad - vék typ typ hleno I:Z:'::; typ prestavby | % pozitivnich EMLa

gislo (r) | materialu | nadoru | tvorba e genu ALK bunék
1 M [80| R S 2-3 | 43 +
2 Z |51 R A + 2-3 D 26 -
3 M [78] E+R P + 2 | 62 +
4 zZ |71 R P + 3 D 50 -
5 Z |59 R A 2 | 47 +
6 M [49] R A 1-2 | 36 +
7 M [56| E S + 3 | 68 +
8 M [67] R S + 2 | 46 +

M = muz, Z = Zena, E = endobiopsie, R = resekat, A = acinarni, P = papilarni,

S = solidni | = inverze, D = delece intersticialni (centromerické) €asti genu ALK
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5.1.3. Porovnani vysledk( IHC exprese jednotlivych variant

Tab. 12: Senzitivita a specificita jednotlivych variant IHC detekce exprese proteinu

ALK dle hodnotitelt a dvou rozdilnych prahd pozitivity

hodnotitel | varianta 1 | varianta 1 | varianta 2 | varianta 2 | varianta 3 | varianta 3
1 SN SP SN SP SN SP
1+ 100 % 95.0 % 100 % 86.2 % 100 % 925 %
(7/7) (114/120) (8/8) (150/174) (8/8) (148/160)
12 + 100 % 99.1 % 88,9 % 96,8 % 100 % 98,7 %
(7/7) (114/115) (8/9) (150/155) (8/8) (148/150)
hodnotitel | varianta 1 | varianta 1 | varianta 2 | varianta 2 | varianta 3 | varianta 3
2 SN SP SN SP SN SP
1+ 100 % 95,8 % 100 % 86,2 % 100 % 95,5 %
(7/7) (114/119) (8/8) (150/174) (8/8) (148/155)
10 + 100 % 99,1 % 88,9 % 99,3 % 100 % 99.3
(7/7) (114/115) (8/9) (150/151) (8/8) (148/149)

SN = senzitivita, SP = specificita
1 + = pfipady IHC hodnoceny jako 1+ a vice by byly ovéfeny FISH

1-2 + = pfipady IHC hodnoceny jako 1-2+ a vice by byly ovéfeny FISH

5.1.4. Statistické zhodnoceni vysledku retrospektivni ¢asti

IHC vySetfeni variantou 1 bylo hodnotiteiné u 120/123 (97,6 %) resekatd (3x
nepfitomnost nadorové tkané), variantou 2 bylo hodnotitelné u 121/123 (98,4 %)
resekatu (2x nepfitomnost nadorové tkané) a u 37/47 (78,7 %) malych biopsii (10x
nepritomnost nadorové tkané). Varianta 3 byla hodnotitelna u 121/123 (98,4 %)
resekatl (2x nepfitomnost nadorové tkané) a u 35/47 (74,5 %) malych biopsii (12x
nepfitomnost nadorové tkang). FISH vySetfeni bylo hodnotitelné u 116/123 (94,3 %)
resekatl (pfiCiny nehodnotitelnosti: 6x nepfitomnost signald, 1x nepfitomnost
a u 38/47 (80,9 (pfiCiny
nehodnotitelnosti: 1x nepfitomnost signald, 8x nepfitomnost (vykrojeni) nadorové

tkang).

(vykrojeni) nadorové tkané) %) malych biopsii
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Celkové bylo v souboru nalezeno 8/154 (5,2 %) pfipadld s prestavbou genu ALK.
Relativni poc€et pozitivnich bunék u ALK FISH-pozitivnich pfipadd byl v priméru 47,3
1 13,4 % (median 46,5 %, rozmezi 26,0 — 68,0 %), zatimco u negativnich pfipadl byl
3,3 £ 2,7 % (medidn 3 %, rozmezi 0 — 11,0 %) (p < 0.00001)(graf 2). Do hrani¢ni
kategorie pfipadd s 10 — 20 % pozitivnich bunék spadalo 5/170 pfipadu (2,9 %).
Celkem byla nalezena 6x (75%) inverze genl ALK/EML4 a 2x delece intersticialni
(centromerické) ¢asti genu ALK. Gen EML4 byl fuznim partnerem v 6/8 (75 %) pfipada.
V zadném z hodnocenych pfipadl nebyly zaznamenany rozdily v expresi ALK
proteinu ani ve FISH vySetfeni pfestavby genu ALK mezi dvéma vzorky ze stejnych

nadoru.

Graf 2: Porovnani percentualniho poctu pozitivnich bunék mezi ALK FISH-pozitivnimi

a ALK FISH-negativnimi pfipady v retrospektivni ¢asti studie
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Soubor pacientd s ALK-pozitivnim nadorem sestaval z5 muzd a 3 Zen, soubor
pacientld s ALK-negativnim nadorem sestaval ze 101 muzd a 61 zen. V zastoupeni
pohlavi nebyl zjistén mezi témito skupinami statisticky vyznamny rozdil (pomér
muzi/Zeny v pozitivnhim vs. negativnim souboru 5:3 vs. 101:60, tj. 1,7:1 vs. 1,7:1) (p =
0,99).
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Primérny vék pacientl s ALK pozitivnim nadorem byl 63,9 + 11,9 let (median 63,0 let;
rozmezi 49,0 — 80,0 let) v porovnani s 65,5 + 7,3 lety (median 65,0 let; rozmezi 40,0 —
81,0 let) u pacientd s ALK negativnim nadorem. Prumérny vék obou skupin se

statisticky vyznamné nelisil (p = 0,54).

S ohledem na histologicky typ ALK pozitivnich nadort se v souboru vyskytly tyto
varianty: solidni 3x, acinarni 3x a papilarni 2x. Napadna hlenotvorba (extra- ¢i
intracelularni) patrna jiz v zakladnim HE barveni ve vice nez 10% nadoru byla

pozorovana u 5 z téchto pfipada.
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5.2. Prospektivni ¢ast studie

5.2.1. Deskriptivni charakteristiky souboru

V prospektivni Casti studie bylo vySetfeno IHC celkem 557 pfipadl. K testovani
metodou FISH bylo vybrano celkem 76 pfipadu, pfi€emz pouze 30 z nich splfovalo
kritéria pro FISH testovani stanovena v retrospektivni ¢asti (IHC pozitivita 1-2 a vysSi).
Ve zbylych 46 pfipadech se jednalo o nadory, které byly IHC velmi slabé pozitivni (1+)
a dale také nadory IHC negativni (0+), které dle epidemiologickych a morfologickych
charakteristik Castéji vykazuji ALK pfestavbu — acinarni a invazivni mucinozni typy a
AC s prokazanou hlenotvorbou, nadory u ,mladsich® pacientu (do 50 let) a zaroven
nekufaku. Cilem tohoto kroku bylo maximalné omezit moznost faleSné negativity

vySetfeni a proveérit optimalnost nastaveného prahu citlivosti IHC detekce.

5.2.2. Exprese ALK IHC a vysledky FISH vySetieni v prospektivni ¢asti

Tab. 13: Souhrnny piehled ALK IHC-negativnich pfipadu, které nebyly dale
vySetfovany FISH

pocet pfipadu muzi zeny IHC
481 306 175 negativni u vSech
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Tab. 14: Prfehled ALK FISH-negativnich pfipadl, které byly ovéfovany FISH

v prospektivni ¢asti (n = 52)

pfipad vék typ hleno- | intenzita % FISH
Cislo | pohlavi | (r.) materidlu | typ nadoru | tvorba IHC | pozitivnich bun&k
1 Z 57 E AC+sark 1 2
2 M 62 R A 2 2
3 M 61 R A 2 2
4 M 65 E S + 0 2
5 M 84 E SIMP 1 0
6 M 70 E S 0 3
7 Z 70 CB N 1 N
8 Z 78 CB P 1 2
9 M 50 E N 1 6
10 Z 59 E P 1 7
11 M 63 E A 1 N
12 M 59 E AC+sark 1 4
13 M 60 R S 0 5
14 M 76 E L 1 2
15 Z 65 R S 2 2
16 M 59 E N 0 9
17 M 69 E N 0 3
18 Z 51 R AC+sark + 0 5
19 Z 61 E S 0 2
20 M 62 R AIP 1 1
21 M 72 E SIA 1 1
22 M 78 R S 1 5
23 Z 40 E N 0 2
24 M 64 E L 0 4
25 M 69 E L 1 4
26 Z 68 E S 1 10
27 Z 69 E N 1 2
28 M 74 R S 1 0
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Tab. 14: Pfehled ALK FISH-negativnich pfipadl, které byly ovéfovany FISH

v prospektivni ¢asti (n = 52) (pokracovani)

pfipad vék typ hleno- | intenzita % FISH
Cislo | pohlavi | (r.) materidlu | typ nadoru | tvorba IHC | pozitivnich bun&k
29 Z 72 R SIMP 1 1
30 Z 63 E N 1 N
31 Z 67 R ADSK 0 3
32 Z 54 R SIMP 1 2
33 M 55 E A 1 2
34 M 58 R S + 1 N
35 M 62 R MP + 1 2
36 Z 61 E L 1 6
37 M 68 R S 1 0
38 Z 54 R MP 0 0
39 M 52 R S 1 2
40 Z 54 R AC+sark 0 0
41 Z 78 R AIMP 1 5
42 M 60 R S 0 1,5
43 Z 61 E A 2 9
44 M 64 E S 0 2
45 Z 52 R S 2 8
46 M 67 E S 1 N
47 M 74 E N 1 0
48 M 74 E S 0 2
49 M 70 R S 1 2
50 M 69 E S 1 2
51 Z 64 R A 1 4
52 Z 56 E N 0 2

M = muz, Z = Zena, E = endobiopsie, R = resekat, CB = cytoblok, A = acinarni,
AC = adenokarcinom, sark = sarkomatoidni rysy, L = lepidicky, MP = mikropapilarni,

N = nelze stanovit, P = papilarni, S = solidni, ADSK = adenoskvam&zni karcinom
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Tab. 15: Pfehled ALK FISH-pozitivnich pfipadl v prospektivni ¢asti (n = 24)

p;::g;d pohlavi: | vek magFr)iélu nz;gllgru :/Ict)errgc; intlel_r;(z:ita tygepr:ssj\i\i/?y %psji;tg/l?ich Eilee)
1 M |67 R MU + 3 D 77 -
2 Z |53| E MP + 3 | 50 ;
3 Z |53 E+R MP + 3 | 46 "
4 Z |53 R S 3 D 56 +
5 M |42 R S 3 T 60 -
6 Z |64 E  |AC+sark 3 D 60 N
7 Z |54 E MP + 3 | 46 +
8 M |59 E A 3 | 61 +
9 M |37 E S 2 | 78 A
10 Z |33 R A + 3 D % n
11 M |36 R S + 2-3 D 56 -
12 M |68 E A 3 | 53 "
13 z |71 E MP 2 | 70 A
14 M |53 E S 3 T 44 -
15 Z |44 R S 3 D 32 -
16 Z |73 E A 2-3 T 38 -
17 Z |80 E S 2 | 30 +
18 Z |38 E S + 2 T 26 -
19 zZ |73 R S 2 | 64 +
20 Z |58 E S 1-2 D 50 N
21 Z |64 E S 2-3 T 80 -
22 M |66 R A + 3 | 90 +
23 zZ |67 R MU + 2 | 60 +
24 z |73 R MU + 3 | 48 +

M = muz, Z = Zena, E = endobiopsie, R = resekat, A = acinarni, S = solidni,
AC = adenokarcinom, sark = sarkomatoidni rysy, MP = mikropapilarni,
MU = mucindzni, N = nelze hodnoatit, | = inverze, D = delece intersticialni (centromerické) ¢asti

genu ALK, T = translokace
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5.2.3. Statistické zhodnoceni vysledku prospektivni ¢asti

Celkem bylo v prospektivni Casti studie 24/557 ALK pozitivnich pfipadd, coz
predstavuje 4,3 %. Procento pozitivnich bunék u ALK FISH-pozitivnich pfipadu bylo v
pruméru 57,1 + 18,1 % (median 56,0 %, rozmezi 26,0 — 96,0 %), zatimco u negativnich
pfipadu bylo 3,0 £ 2,5 % (median 2,0 %, rozmezi 0 — 10,0 %) (p < 0.00001)(graf 3).
Do hrani¢ni kategorie pfipadi s 10 — 20 % pozitivnich bunék spadal 1/76 pfipadu
(1,3 %). Celkem byla nalezena 12x inverze gent ALK/EML4, 7x delece intersticialni
(centromerické) ¢asti genu ALK a 5x translokace genu ALK. Gen EML4 byl fuznim

partnerem ve 14/24 (58 %) pripada.

Graf 3: Porovnani percentualniho poctu pozitivnich bunék mezi ALK FISH-pozitivnimi

a ALK FISH-negativnimi pfipady v prospektivni ¢asti studie
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Senzitivita IHC vySetfeni byla 100 %, specificita, vzhledem k rozSifeni testovani nad
ramec indikace stanovené v retrospektivni ¢asti (viz kapitola 5.2.1.), byla 31,6 %. P¥i
aplikaci puvodnich kritérii z retrospektivni ¢asti studie by senzitivita zUstala 100 % a

specificita by se zvySila na 80,0 %. Celkem bylo FISH vySetfeno 43 malych vzork(
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(41 jehlovych biopsii a 2 cytobloky) s diagnostickou vytéznosti 88,4 % (u 5 pfipadu
nebylo mozné stanovit ALK status v dusledku chybéni nadorové tkané ubytkem vzorkud

predchozimi vySetfenimi) a 33 resekatu s diagnostickou vytéznosti 100 %.

Soubor pacient s ALK pozitivnim nadorem sestaval z 8 muzd a 16 zen, soubor
pacientl s ALK negativnim nadorem sestaval z 336 muzu a 197 Zen. V zastoupeni
pohlavi byl zjistén mezi témito skupinami statisticky vyznamny rozdil (pomér muzi/zeny

v pozitivnim vs. negativnim souboru 8:16 vs. 336:197, tj. 1:2 vs. 1,7:1) (p = 0,0034).

Pramérny vék pacientd 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 pacientd s ALK negativnim nadorem. Primérny vék pacientd v téchto dvou

skupinach se statisticky vyznamné lisil (p = 0,0052).

S ohledem na histologicky subtyp ALK-pozitivnhiho nadoru se v souboru vyskytly tyto
varianty s prevazujicim typem rastu: solidni 11x, acinarni 5x, mikropapilarni 4x,
mucinézni 3x a AC se sarkomatoidnimi rysy 1x. Napadna hlenotvorba (extra- Ci
intracelularni) patrna jiz v zakladnim HE barveni v > 10% nadoru byla pozorovana u

10 pfipadu.

Mutace genu EGFR byla vySetfena u 636 pfipadl (557 resekatl a ,malych® biopsii a
79 cytologickych pfipadu, u kterych se testovani ALK neprovadélo), z toho bylo 63 (9,9
%) pozitivnich, pficemz u Zadného pfipadu s pozitivni pfestavbou genu ALK nebyla

detekovana soucasné mutace EGFR.
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6. Diskuze

V dobé zahajeni naseho vyzkumu (polovina roku 2013) jiz existovala fada praci, které
se zabyvaly stanovenim podilu ALK pozitivnich karcinomd u jednotlivych podtyp(
NSCLC za pouziti raznych detekénich postupu. Souhrnny pfehled téchto praci a
dosazenych vysledkl je uveden v tabulce 16. V pribéhu naseho vyzkumu byla
publikovana fada dalSich studii, které poukazuji také na geografické rozdily ve vyskytu
ALK pozitivnich NSCLC, jak ukazuje tabulka 17. Oba souhrny budou diskutovany

v dalSim textu.

Pro spravné IHC hodnoceni exprese ALK je kliCova volba metody detekce proteinu,
tedy klonu primarni protilatky a detekéniho systému. Z nasich vysledk( uvedenych v
tabulce 12 vyplyva, Ze testované varianty se od sebe mirné liSi svoji senzitivitou i
specificitou. Pfi nastaveni prahu citlivosti IHC detekce na hodnotu 1+ je senzitivita
2 (D5F3, Cell Signaling + ZAL4, Invitrogen)) u obou hodnotiteld. Pfi nastaveni prahu
citlivosti IHC detekce na hodnotu 1-2+ zUstava senzitivita 100 % u varianty 1 (D5F3,
Cell Signaling) a varianty 3 (5A4, Novocastra), a to pfi zvySeni specificity minimalné
na hodnotu 98,7 % (varianta 3 (5A4, Novocastra) u hodnotitele 1). Jako nejvhodné;si
skriningovd metoda se v podminkach naseho pracovisté tedy jevi IHC detekce
variantou 1 (D5F3, Cell Signaling) pfi nastaveni prahu citlivosti 1-2 +, kde senzitivita je
100 % a specificita 99,1 %. Varianta 3 (5A4, Novocastra) s prahem citlivosti 1-2 + vSak
vykazuje prakticky stejné, dostalujici vysledky s hodnotami senzitivity 100 % a
specificity 98,7 %. Tyto zavéry jsou v souladu s dalSimi studiemi zabyvajicimi se IHC
detekci exprese ALK u NSCLC, které potvrzuji vhodnost jak klonu D5F3 (321, 325,
326), tak i klonu 5A4 (15, 317, 327-329). Velmi podobné vysledky dosazené pro oba
klony svédCi pro jejich vzajemnou zastupitelnost. Tento poznatek byl potvrzen ve
vétsiné srovnavacich studii obou protilatek (330-336) a v bézné praxi jej Ize uplatnit
napf. pfi vypadku dodavky protilatky nebo pfi podezfeni na snizenou kvalitu protilatky
(nevhodny transport &i uskladnéni). Pokud se v nékterych studiich objevil rozdil
v senzitivité a specificité mezi témito klony, jednalo se spiSe o dlisledek kombinace
primarni protilatky s pro ni ,nevhodnym® detekénim systémem, nez o ,selhani“ daného
klonu, jelikoz pfi zméné detekéniho systému byly jiz vysledky obou klon( srovnatelné
(330, 335).
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Tab. 16: Prehled publikovanych studii na téma: Testovani pfestavby genu ALK u karcinomu plic do roku 2013 (pfevzato a upraveno

z Tsao et al. IASLC Atlas of ALK Testing in Lung Cancer, 2013 (311) )

. pocet . pocet . pocet ; pocet pocet pocet ; pocet .
) . pocet pocet pocet pocet pocet vybér
studie zemeé metoda (%) (%) (%) (%) NSCLC, (%) (%) L
NSCLC* AC SCC ADSC NECa pacientl
ALK+ ALK+ ALK+ ALK+ ostatni ALK+ ALK+
Rikova . 4
Cina RT-PCR 103 - - - - - - - - - -
et al., 2007 (4%)
Soda 5 2 1
Japonsko | RT-PCR 75 20 11 2 0 42 0 0 0
et al., 2007 (6,7%) (10,0%) (9,1%)
Koivunen et 8 8
USA/Korea | RT-PCR 305 208 88 0 9 0 0 0 0 0
al., 2008 (2,6%) (3,8%)
Perner USA FISH/RT- 603 16
etal., 2008 | Svycarsko | PCR (2,7%)
Shinmura RT-PCR/ 2
Japonsko 77 50 2 (4,0%) 20 0 3 0 4 0 0 0
et al., 2008 Gen Seq (2,6%)
NE Ca
RT-PCR/
Takeuchi et 11 11 zahrnuty
Japonsko | FISH/ 340 253 71 0 7 0 9 0 24 0
al., 2008 (3,2%) (4,3%) SCLC +
Gen Seq
LCNEC

* Mimo neuroendokrinnich karcinomd (NE Ca); NSCLC = nemalobunécny karcinom plic, AC = adenokarcinom, SCC = dlazdicobunécny karcinom, ADSC =

adenoskvamézni karcinom, SCLC = malobunéény karcinom plic, LCNEC = velkobuné¢ny neuroendokrinni karcinom, RT-PCR = polymerazova fetézova reakce

s reverzni transkripci, FISH = fluorescencni in situ hybridizace, Gen seq = genové sekvenovani
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Tab. 16: Prehled publikovanych studii na téma: Testovani pfestavby genu ALK u karcinomu plic do roku 2013 (pfevzato a upraveno

z Tsao et al. IASLC Atlas of ALK Testing in Lung Cancer, 2013 (311) ) (pokraCovani)

; pocet ; pocet ; pocet ; pocet pocet pocet ; pocet

) . pocet pocet pocet pocet pocet . L

studie zemeé metoda (%) (%) (%) (%) NSCLC, (%) (%) | vybér pacientl
NSCLC* AC SCC ADSC NECa
ALK+ ALK+ ALK+ ALK+ ostatni ALK+ ALK+
Boland IHC/ 5 5 ]
etal., USA FISH/ 335 185 150 0 0 0 0 0 0
2009 RT-PCR (1,8%) (2,7%) (0,7%)
Martelli RT-PCR/
Italie/ 9 3 4 2
etal., . FISH/ 120 63 48 2 7 0 0 0
2009 Spanélsko HC (7,5%) (4,8%) (8,3%) (100%)
Rodig
IHC/ 20 20
etal, USA 358 358 0 0 0 0 0 0 0 0
2009 FISH (5,6%) (5,6%)
Shaw 19 18 ] nekufaci/lehci
etal., USA FISH 141 130 2 0 4 5 0 0 0 kuraci, Asiati,
(13,5%) (12,8%) (25%)
2009 Zeny
Takeuchi IHC/ RT- 4 4
etal., Japonsko | PCR & 130 130 0 0 0 0 0 0 0 0
2009 FISH (3.1%) (3.1%)
Wong
. 13 11 2

etal., Cina RT-PCR 266 209 34 0 0 0 23 0 0
2009 (4,9%) (5,3%) (8,7%)

IHC = imunohistochemie

86




Tab. 16: Prehled publikovanych studii na téma: Testovani pfestavby genu ALK u karcinomu plic do roku 2013 (pfevzato a upraveno

z Tsao et al. IASLC Atlas of ALK Testing in Lung Cancer, 2013 (311) ) (pokraCovani)

; pocet ; pocet ; pocet ; pocet pocet pocet ; pocet .
) . pocet pocet pocet pocet pocet vybér
studie zeme metoda (%) (%) (%) (%) NSCLC, (%) (%) L
NSCLC* AC SCC ADSC NECa pacient(
ALK+ ALK+ ALK+ ALK+ ostatni ALK+ ALK+
Jokoiji 8 8
etal., Japonsko IHC 254 254 0 0 0 0 0 0 0 0
(3,1%) (3,1%)
2010
Sakairi
IHC/ FISH 7 7
et al., Japonsko 109 82 18 0 0 0 9 0 0 0
& RT-PCR (6,4%) (8,5%)
2010
Salido 3 3
etal., Spanélsko | FISH/ IHC 107 69 30 0 0 0 8 0 0 0
(2,8%) (4,3%)
2010
SunY 3 3
etal., Cina RT-PCR 52 52 0 0 0 0 0 0 0 0 Nekufraci
(5,8%) (5,8%)
2010
Takahashi
RT-PCR/ 5 5
et al., Japonsko 313 211 75 0 0 0 27 0 0 0
Gen seq (1,6%) (2,4%)
2010
Zhang X
. RACE/ 12 10 2
et al,, Cina 103 62 29 0 0 12 0 0 0
2010 RT-PCR (11,7%) (16,1%) (6,9%)

RACE = rychla amplifikace cDNA
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Tab. 16: Prehled publikovanych studii na téma: Testovani pfestavby genu ALK u karcinomu plic do roku 2013 (pfevzato a upraveno

z Tsao et al. IASLC Atlas of ALK Testing in Lung Cancer, 2013 (311) ) (pokraCovani)

; pocet . pocet . pocet ; pocet pocet pocet ; pocet .
) . pocet pocet pocet pocet pocet vybér
studie zeme metoda (%) (%) (%) (%) NSCLC, (%) (%) L
NSCLC* AC SCC ADSC NECa pacient(
ALK+ ALK+ ALK+ ALK+ ostatni ALK+ ALK+

Paik et al., 28 27 1

Korea IHC/ FISH 735 395 292 0 0 0 48 0 0
2011 (3,8%) (6,8%) (2,1%)
Yietal., 10 10

USA FISH/ IHC 101 101 0 0 0 0 0 0 0 0 Nekuraci s AC
2011 (9,9%) (9,9%)
An et al,, . RACE- 15 10 4 1

Cina 239 130 97 - - 12 0 0
2012 PCR (6,3%) (7,7%) (4,1%) (8,3%)
Dai et al., 49

USA FISH 1387 - - - - - - - - - -
2012 (3,7%)
Jinetal., 10 9 1

Korea RT-PCR 167 121 46 0 0 0 0 0 0
2012 (6,0%) (7,4%) (0,2%)
McLeer-

29 29
Florin et al., | Francie IHC/ FISH 441 441 0 0 0 0 0 0 0 0
(6,6%) (6,6%)

2012
Murakami RT-PCR/ 31 30 1

Japonsko 811 713 52 8 0 38 0 0 0
etal, 2012 IHC/ FISH (3,8%) (4,2%) (1,9%)
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Tab. 16: Prehled publikovanych studii na téma: Testovani pfestavby genu ALK u karcinomu plic do roku 2013 (pfevzato a upraveno

z Tsao et al. IASLC Atlas of ALK Testing in Lung Cancer, 2013 (311) ) (pokraCovani)

; pocet . pocet ; pocet ; pocet pocet pocet ; pocet
) . pocet pocet pocet pocet pocet . L
studie zeme metoda (%) (%) (%) (%) NSCLC, (%) (%) | vybér pacientd
NSCLC* AC SCC ADSC NECa
ALK+ ALK+ ALK+ ALK+ ostatni ALK+ ALK+
EGFR wild-
type nebo
Park et al., IHC/ 25 17 8
Korea 258 182 0 0 0 0 76 4 0 neodpovidajici
2012 FISH (9,7%) (9,3%) (10,5%) ; ]
na pfedchozi
EGFR terapii
Zeny,
Shaozang . 8 5 1 2 nekufaci/lehci
Cina RT-PCR 102 73 14 14 1 0 0 0
etal, 2012 (7,8%) (6,2%) (7,1%) (14,3%) kufaci a/nebo
AC
Wang Z . FISH/ 11 10 1
Cina 113 95 18 0 0 0 0 0 0
etal., 2012 IHC (9,7%) (10,5%) (5,6%)
EGFR wild-
Wu et al,, RT-PCR/ 39 39
Thajsko 116 116 0 0 0 0 0 0 0 0 type, pleuralni
2012 FISh (34%) (34%) .
vypotek
Yang IHC/ 34 34
USA 300 300 0 0 0 0 0 0 0 0 Nekufaci
et al,, 2012 FISH (11,3%) (11,3%)
Zhang Y j RACE- 15 15 Zeny
Cina 349 349 0 0 0 0 0 0 0 0 o
etal., 2012 PCR (4,3%) (4,3%) nekuracky

EGFR = epidermal growth factor receptor
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Tab. 16: Prehled publikovanych studii na téma: Testovani pfestavby genu ALK u karcinomu plic do roku 2013 (pfevzato a upraveno

z Tsao et al. IASLC Atlas of ALK Testing in Lung Cancer, 2013 (311) ) (pokraCovani)

pocet pocet pocet pocet pocet pocet pocet
) pocet pocet pocet pocet pocet i
studie zeme metoda (%) (%) (%) (%) NSCLC, (%) (%) | vybér pacientl
NSCLC* AC SCC ADSC NECa
ALK+ ALK+ ALK+ ALK+ ostatni ALK+ ALK+
Gainor 75
USA FISH 1683 - - - - - - - - - -
etal., 2013 (4,4%)
LiYetal., . RT-PCR/ 7 5 2
Cina 99 79 7 0 0 0 13 0 0
2013 IHC (7,1%) (6,3%) (15,4%)
Minca IHC/ 32
USA 249 - - - - - - - - - -
etal., 2013 FISH (12,8%)
Shol let al., IHC/ 12 12
USA 186 186
2013 FISH (6,5%) (6,5%)
IHC/
To et al., . 22 22
Cina (HK) | FISH/ 373 373 0 0 0 0 0 0 0 0
2013 (5,9%) (5,9%)
RT-PCR
RT-PCR/
Zhang Y-G | | 20 19 1
Cina IHC/ 469 341 112 0 4 0 12 0 0
etal., 2013 (4,2%) (2,6%) (8,3%)
FISH
Zhouetal., | | ARMS 28 25 2 1
Cina 488 349 101 18 20 0 0 0
2013 RT-PCR (5,7%) (7,2%) (2,0%) (5,6%)
662 444 18 7 17
Celkem 12665 6775 1411 78 376 28 0
(5,2%) (6,6%) (1,3%) (9,0%) (4,5%)

ARMS = amplifikaéni refrak&ni mutaéni systém
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Tab. 17: Souhrn publikovanych studii na téma: Testovani pfestavby genu ALK u
karcinomu plic od roku 20132 (upraveno a pfevzato z Tsao et al. IASLC Atlas of ALK
Testing in Lung Cancer, 2016 (319)).

. pocet Y . o kritéria
studie zeme eioealy pracovist metoda Sl el /o vybéru
studie " pacientu ALK+ ALK+ L.
ve studii pacientd
Asie
Hong et al., =, 2012-
2014 Cina 2014 1 FISH 1016 94 9,2 NSCLC
Serizawa et al., 2011- RT-PCR/
2014 Japonsko 2013 1 IHC/FISH 411 12 29 AC
Kim et al., 2014 Korea 22%1113- vice FISH/IHC 510 47b 9,2 NSCLC
=, 2012-
Fu et al., 2015 Cina 2013 1 FISH 487 44 9,0 NSCLC
Doval et al., . 2010-
2015 Indie 2014 1 FISH 500 15 3,0 AC
EGFR-
. 2011- . IHC .
Hsu et al., 2015 Thajsko 2013 vice (D5F3) 295 29 9,8 chX(tg/pe
Zheng et al., -, 2007- RT-PCR/
2016 Cina 2013 1 FISH 1407 74 5,3 AC
2006-
Lee et al., 2016 Korea 2014 1 IHC/FISH 4870 281 5,8 NSCLC
Australie
sgfgrs etal, Victoria NA 1 FISH 429 3 07 NSCLC
Evropa
;'(‘)‘:irew etal, | Rakousko NA 1 IHC/FISH 303 14 4,6 AC
. . 2007-
Alietal., 2014 Italie 2013 1 FISH 523 20 3,8 NSCLC
. = . 2010- .
Vidal et al., 2014 | Spanélsko 2014 vice FISH 1092 35 3,2 NSCLC
Barlesi et al, . 2012- .,
2016 Francie 2013 vice FISH 8134 388 2.1 NSCLC
Scarpino et al EGFR-
P v Italie NA 1 FISH/IHC 637 47 4,7 wild-type
2016
AC
Severni Amerika
Gainor et al., 2009-
2013a USA 2012 3 FISH 1683 75 4,5 NSCLC
Sacher et al., 2002- FISH/IHC/
2016 USA 2014 1 NGS 1783 84 4,7 NSCLC
2009- NSCLC
Kris et al., 2016 USA 2012 vice FISH 1007 80 79 kromé
SqCLC
Celkem 25 087 1342 5,3

aZahrnuty pouze skriningové studie obsahujici vétSi mnozstvi vzorku (>250 pacient(l). U jasné
se prekryvajicich studii byly pouzity pouze ty s nejaktualngjSimi a nejvétSimi datovymi
soubory.® Znac¢ny rozdil mezi pocty ALK-pozitivnich pfipadl vySetfenych metodami FISH (47)
a IHC (29).
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Pro hodnoceni vysledku IHC detekce exprese ALK se vétSinou pouZziva, podobné jako
v nasi studii, semikvantitativni systém hodnoceni intenzity exprese (nejCastéji
v rozmezi 0 + az 3 +), jehoz ur€itou nevyhodou je nutnost stanoveni prahu pozitivity a
také interindividualni variabilita pfi hodnoceni. Jistou alternativou je certifikovany kit
firmy Ventana vyuZivajici klon D5F3 v kombinaci s detekénim systémem OptiView, u
kterého se pfi hodnoceni exprese ALK pouZziva binarni systém (negativni vs. pozitivni)
(VENTANA ALK Scoring Interpretation Guide for non-small cell lung carcinoma
(NSCLC) [online]. [2012], [cit. 2017-06-02]. Dostupny z URL:
https://www.uclad.com/newsletters/ALK-LUNG-IHC-INTERPRETATION-GUIDE.pdf

(www4)). Jednoznacna interpretace vysledku barveni je hlavni vyhodou této metody. |
pfi uziti certifikovaného kitu vSak existuje mala skupina pfipadu, které nelze pfesné
klasifikovat (tzv. nejednoznacné pripady, viz schéma 3 na str. 57), byt tato podskupina
je podstatné mensi, nez skupina slabé&/sporné pozitivnich pfipadd pfi uziti
semikvantitativniho hodnoceni. Za dalSi nevyhody tohoto systému je mozné povazZovat
naroky na konkrétni pristrojové vybaveni laboratofe (barvici automat firmy Ventana) a
také o jeden rad vysSi cenu detekEniho kitu. Hodnoceni exprese ALK pomoci tohoto
kitu nebylo mozné do nasi studie zaradit i pfesto, ze detekce antigenu byla provedena
na pfistroji od tohoto vyrobce (Roche), a to ztoho duvodu, Ze v dobé, kdy byla
realizovana retrospektivni ¢ast studie (2013), nebyl tento kit pouzitelny na nejnoveéjsim

typu automatu, kterym je vybaveno nase pracovisté (VENTANA BenchMark ULTRA).

Celkové bylo v retrospektivni ¢asti nasi studie zjisténo 8/154 (5,2 %) pfipadl
s pfestavbou genu ALK. Tato hodnota patfi spiSe k t€m vySSim a blizi se k horni hranici
podilu ALK-pozitivnich pfipadu uvadénych v jinych studiich (viztab. 16 a 17), coz mlze
byt zplUsobeno relativné malou velikosti souboru pozitivnich pfipadl, navic

v kombinaci s vyfazenim pfipadd s mutaci EGFR z testovani.

Diagnosticka vytéznost vysSetfeni stavu ALK se v retrospektivni Casti liSila mezi
resekaty a malymi biopsiemi. U resekatl je diagnosticka vytéznost velmi dobra: 94,3
% pfi vySetfeni FISH a minimalné 97,5 % pfi IHC vySetfeni, zatimco u malych biopsii
je nizsi: 80,9 % u vySetfeni FISH a minimalné 74,5 % u IHC vySetfeni. Pfi¢inou
nevysetfitelnosti u vSech malych biopsii byla nepfitomnost nadorové tkané v dusledku
redukce vzorku pfedchozimi vySetfenimi. | pfes tento rozdil je mnozstvi hodnotitelnych
malych biopsii dostateCné pro ploSné testovani exprese ALK proteinu v bézné praxi.

Nas zavér vSak neni mozné porovnat s jinymi studiemi, jelikoz v nam znamé literature
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Udaj o diagnostické vytéznosti vzorka (hlavné malych biopsii) chybi.

Intenzita IHC exprese ALK u pfipadl v retrospektivni ¢asti studie byla témér vzdy (s
vyjimkou nekrotickych oblasti a okrskl s preanalytickym poSkozenim tkané)
homogenni v celé nadorové 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 disledku heterogenity nadorové populace. Tento zavér podporuji
shodné nalezy IHC i FISH vySetfeni v obou nahodné vybranych vzorcich tkané
z kazdého tumoru v ramci sloZzeného bloku, a to ve vSech vySetfenych pfipadech. Dale
je tento fakt podporen i zachytem dvou pozitivnich pfipadud zjisténych v resekatu a
zaroven v malé biopsii od téhoz pacienta, kde IHC detekce obou vzorkl byla shodné
pozitivni. V tomto ohledu naSe vysledky nekoresponduji s vysledky recentnich praci,
ve kterych je uvadéna (velmi vzacné) intratumoralni heterogenita ALK
exprese/prestavby, a to ve vazbé na rizné morfologické typy rustu nadorovych bunék
vramci jednoho AC (337, 338). Rozpor Ize vysvétlit jednak doposud popsanou
vzacnosti tohoto fenoménu a také faktem, ze v naSem souboru byly pfitomny vzdy
pouze 2 vzorky z kazdého tumoru, které navic ve vétsiné pfipadu vykazovaly i stejny

rustovy typ nadoru, coz snizuje moznost zachytu pfipadné heterogenity.

Déle se v naSem souboru vyskytl jeden pfipad, ktery byl ALK FISH pozitivni, av8ak
IHC detekce byla ve vSech tfech variantach negativni. Naslednym podrobnym
zkoumanim daného pfipadu bylo zjisténo, Ze vySetfovana tkan byla nejprve
zpracovana v ramci peroperacni biopsie zmrazovaci technikou a az dodate¢né také
klasickou technikou se zalitim do parafinu. Proto byl vySetfen jiny vzorek nadoru od
téhoz pacienta, ktery nebyl zmrazen, a v tomto pfipadé jiz byla IHC detekce ve vSech
variantach pozitivni. Byt se jedna pouze o jediny pfipad, Ize z néj vyvodit ,opatrny“
zavér, ze tkan zpracovana zmrazovaci technikou nemusi byt vhodna pro IHC detekci,
avsak je dostacujici pro vySetfeni FISH. Tuto skute¢nost je vhodné zminit ve vysledku
pfi skriningovém vySetfeni exprese ALK proteinu a je-li to mozné, radéji pro vysSetieni
vybrat vzorek, ktery nepro$el mrazenim. Vzhledem k tomu, Ze se na naSem pracovisti
od doby pozorovani tohoto pfipadu jiz nevyskytl dalsi pfipad, ktery by byl vySetifen
zmrazovaci technikou a zaroven byl ALK pozitivni, nebylo mozné vliv zmrazeni tkané
na expresi ALK proteinu ovéfit. Ani v dostupné literatufe nebyl zatim tento fenomén

popsan.
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Ve vétSiné pripadl (kromé jednoho s IHC pozitivitou 1-2 +) nadory s prestavbou genu
ALK vykazovaly silné&jsi IHC pozitivitu (2+ a vice), zatimco FISH negativni pfipady byly
bud IHC negativni (0 +), nebo byla pozorovana pozitivita na spodni hranici prahu
citlivosti (1 + a 1-2 +). Vyjimkou byl jeden FISH negativni pfipad (pfipad 8 v tab. 10),
ktery vykazoval ve vSech tfech IHC variantach silnou pozitivitu (3 +). Pfi FISH vySetfeni
byla vSak v nadoru jako vedlejSi nalez detekovana vysoka amplifikace gend ALK a
EML4 (obr. 14 v kapitole 10), jejiz biologicky vyznam je zatim nejasny a pro indikaci
IéCby inhibitory ALK irelevantni, ackoliv se recentné objevuji publikace pojednavajici o
mozném vyznamu amplifikace genu ALK jako vhodného cile pro terapii inhibitory druhé
generace (339). Tento nalez mohl byt pfi€inou faleSné pozitivity IHC hodnoceni.
V literatufe je pozitivni vztah mezi amplifikaci genu ALK a zvySenou expresi jeho

proteinu jiz popsan (277, 278).

Pramérny procentualni pocet pozitivnich bunék se u ALK FISH-pozitivnich a ALK
FISH-negativnich pfipadl statisticky signifikantné liSil, a to jak v retrospektivni ¢asti
(3% (0 — 11 %) u negativnich pFipadl oproti 47 % (26 — 68 %) u pozitivnich pfipadud; p
< 0,00001), tak v prospektivni ¢asti studie (3% (0 — 10 %) u negativnich pfipadd oproti
57 % (26 — 96 %) u pozitivnich pfipadd; p < 0,00001). Tento nalez svédCi o
jednoznacné interpretovatelnosti vysledktd FISH vySetfeni pfi pouziti prahu 15 %
pozitivnich bunék pro definici ALK pozitivniho pfipadu, ktery je v souCasné dobé
aplikovan u vétSiny sond (311). Do kategorie hrani¢nich vysledk( s pozitivitou
10 — 20 % bunék spada podle riznych studii 5 — 10 % pfipadl (278, 319, 322, 340).
V naSem souboru to bylo 2,9 % pfipadu v retrospektivni Casti a 1,3 % pfipadd
v prospektivni ¢asti. Vyrazné mensi podil hrani¢nich pfipadu si vysvétlujeme pouzitim
zvolené sondy, ktera v pfipadech ucasti genu EML4 jako fuzniho partnera umoznuje
jednoznacné interpretovat i buriky s hrani¢ni vzdalenosti signali bud jako pozitivni

nebo negativni.

NejCastéjSim typem pozitivni pfestavby genu ALK byla inverze s ucasti fuzniho

partnera EML4, coz je v souladu s dosavadnimi poznatky (1, 311, 319).

V prospektivni ¢asti studie bylo diagnostikovano 24/557 (4,3 %) pfipadd s pozitivni
pfestavbou genu ALK, coz je v souladu s dosud publikovanymi vysledky, které se
pohybuji v rozmezi 2,1 — 4,7 % v evropské populaci (319) (tab. 17). Nizsi podil ALK-

pozitivnich pfipadl v porovnani s retrospektivni ¢asti studie pak nejspiSe souvisi s
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Castecnou selekci souboru s vyfazenim EGFR mutovanych pfipadl v retrospektivni
¢asti. V zadném ze 46 pripadd, které byly testovany FISH i pfesto, Ze nesplfiovaly IHC
kritéria (pozitivita IHC 1+, IHC negativni pfipady 0+) nebo které dle epidemiologickych
a morfologickych charakteristik statisticky Castéji vykazuji ALK pFestavbu, nebyla
nalezena prestavba genu ALK, coz svédCi pro dostateCnou senzitivitu zvolené metody
IHC detekce. SouCasné ztohoto nalezu vyplyva, ze samotné epidemiologické
charakteristiky pacienta ani morfologické rysy nadoru nelze vyuzit pro spolehlivy vybér
pfipadl pro naslednou ALK analyzu. Diagnosticka vytéZnost malych biopsii 88,4 % (u
5 pfipadd nebylo mozné stanovit ALK status v dusledku chybéni nadorové tkané
redukci vzorkl pfedchozimi vySetfenimi) je vysoka a potvrzuje zavéry retrospektivni

¢asti o moznosti testovani ALK statusu i u ,malych” biopsii.

U zadného pfipadu s pozitivni prestavbou genu ALK nebyla detekovana mutace
EGFR, coz je v souladu s dosud znamymi zaveéry, které popisuji souasny vyskyt obou
mutaci zcela raritné, pfiCemz se nejspiSe jedna o dvoji populaci nadorovych bunék
s rozdilnou mutaci nez o ,skuteCnou“ koincidenci téchto mutaci v ramci jedné
nadorove bunky (323, 324, 338).

| v prospektivnim souboru vykazovaly nadory s prestavbou genu ALK silngjsi IHC
pozitivitu (2+ a vice), kromé jednoho s IHC pozitivitou 1-2 + (pfipad 20 v tab. 15),
zatimco FISH negativni pfipady byly bud IHC negativni (0 +), nebo byla pozorovana
pozitivita na spodni hranici prahu citlivosti (1 + a 1-2 +). V péti pfipadech (€. 2, 3, 15,
43 a 45 v tab. 14) pak byla hodnocena exprese proteinu ALK 2+ a nasledné FISH
vySetfeni bylo negativni, bez vedlejSich nalezd (napf. amplifikace apod.). Tento jev je
v literatufe znam jiz od roku 2012 (15) a v nékterych publikacich je vysvétlovan jednak
komplexni pfestavbou genu ALK, ktera neni detekovatelnd metodou FISH, ale Ize ji
odhalit napf. metodou NGS ¢€i RNA in situ hybridizaci (341, 342), a jednak nizkou
frekvenci prestavby genu ALK v nadorovych burikach, s naslednym pfenosem fazniho
proteinu intercelularni komunikaci i do bunék bez pfestavby genu ALK (343). V dalSich
studiich je tento fenomén spojovan s malym mnozstvim nadorovych bunék ve vzorku
a s pritomnosti reaktivnich (nenadorovych) bunék, které jsou chybné interpretovany

jako nadorové (344).
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V zastoupeni pohlavi nebyl v retrospektivni ¢asti studie nalezen statisticky vyznamny
rozdil mezi sledovanymi skupinami (pomér muzi/zeny v pozitivnim vs. negativnim
souboru 1,7 :1,7; p = 0,99), coz mlze byt disledkem malého poctu pozitivnich pfipadud
(8 pripadud). Naproti tomu v prospektivni ¢asti studie byl nalezen statisticky vyznamny
rozdil v zastoupeni pohlavi (pomér muzi/Zzeny v pozitivnim vs. negativnim souboru 0,5
:1,7; p = 0,0034). ALK pozitivni tumor se vyskytl 2x €astéji u zen (16 pfipadd) nez u

muzU (8 pfipadd), coz je v souladu se sou€asnymi poznatky (345-347).

Primémy vék pacientd s ALK pozitivnim nadorem (58 let) a s ALK negativnhim
nadorem (64 let) se statisticky vyznamné liSil pouze v prospektivni ¢asti studie (p =
0,014). Nepfitomnost rozdilu v retrospektivni ¢asti studie (64 let u ALK-pozitivnich
nadorl oproti 66 letim u ALK-negativnich nadoru; p = 0,54) Ize opét pfisoudit malému
poctu pozitivnich pfipadl. Pfinejmensim z nalezu v prospektivni ¢asti studie Ize tedy
konstatovat, Ze se ALK pozitivni nadory vyskytuji v praiméru u mladSich pacientu,
nicméné vzhledem k velmi Sirokému vékovému spektru a vékovému prekryvu obou
skupin pacientld v naSem souboru nelze udaj o véku vyuzit pfi vybéru jednotlivych
pacientd vhodnych pro testovani prestavby genu ALK. Oba tyto zavéry potvrzuje i fada
predchozich studii (1, 319, 345-347).

S ohledem na histologicky typ ALK-pozitivniho nadoru se v celém naSem souboru
nejCastéji vyskytovaly nadory s pfevazujicim solidnim typem ristu (14x), nasledované
nadory s acinarnim typem rastu (8x). Mucindzni typ nebo ¢astecna hlenotvorba (extra-
a/nebo intracelularni) byla pozorovana u 15 pfipadl. Z uvedenych nalezt vyplyva
relativné uzky vztah ALK pozitivnich nadoru k pfevazné solidnimu &i acinarnimu typu
ristu a k hlenotvorbé (mucinézni typ rastu ¢i napadna hlenotvorba patrna jiz
v zakladnim HE barveni v > 10% nadoru, event. pfitomnost bunék tvaru pecetniho
prstene), coz je v souladu s dosavadnimi poznatky (1, 348-350). Av8ak vzhledem
k tomu, Ze tyto nadory mohou mit témér jakoukoliv morfologii, nelze s ohledem
na jejich nizkou prevalenci pouzit morfologicka kritéria pro selekci jednotlivych pfipadud
vhodnych pro testovani prestavby genu ALK v dUsledku rizika vyrazného snizeni
senzitivity vySetfeni. Navic u nékterych vzorkl, napf. cytoblokll nebo endobiopsii,
nelze v nékterych pfipadech morfologicky typ nadoru urcit viibec nebo muze byt

v odebrané tkani zastizen pouze minoritni ristovy vzorec.
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V souvislosti s ALK pozitivnimi nadory je v literatufe velmi dobfe popsan také jejich
Castéjsi vyskyt u nekufakd (1, 319, 330, 346, 347, 351). Tento parametr nebyl do
naseho vyzkumu zahrnut proto, Ze naSe studie byla primarné zaméfena na metodicka
uskali pfi vyhledavani ALK pozitivnich pfipadd a zejména proto, Zze FUP slouzZi jako
referenéni laboratof, do které pfichazi vzorky z velkého mnoZstvi pracovist a

dohledani tohoto udaje u v8ech pacientl by bylo velmi obtizné.
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7. Zavéry prace

1. Byl vytvofen a studovan soubor NSCLC, ktery je svym rozsahem piné
srovnatelny se studiemi jinych autorl zabyvajicich se problematikou efektivniho
zachytu NSCLC s prestavbou genu ALK. Vysledky této studie potvrdily pozorovani
jinych autord a nastinily mozna uskali tohoto vySetfeni, ktera nebyla dosud
publikovana. Hlavnim pfinosem je pak aplikace ziskanych vysledku v rutinni bioptické
praxi na pracovisti autora a jejich opakované uspésné ovéfeni v ramci mezinarodniho
programu externiho posouzeni kvality (External Quality Assessment (EQA))

organizovaného Evropskou spole€nosti patologie (ESP).

2. Byly nalezeny dvé srovnatelné skriningové IHC metody vhodné pro detekci
exprese ALK proteinu u NSCLC, které byly prospektivné ovéreny v rutinnim testovani

a nasledné zavedeny do bézné diagnostické praxe.

3. Testovani ALK statusu je mozné provadét i na ,malych® biopsiich, tj.
endobronchialnich, transbronchialnich a transtorakalnich biopsiich a cytoblocich,

s dostateCnou diagnostickou vytéznosti.

4. VSechny vySetfené pfipady vykazovaly homogenitu nadorové populace
pfi IHC i FISH vySetfeni, coz umozniuje spolehlivou diagnostiku exprese ALK i z malych

biopsii, bez rizika faleSné negativity v dusledku heterogenity nadorové populace.

5. Diagnosticky prah = 15 % FISH pozitivnich bunék pro ALK pozitivitu je
jednoznacné interpretovatelny pfi pouziti sondy detekujici soucasné prestavbu genu

ALK a pfipadnou ucast genu EML4.

6. NejCastéjSim typem pozitivni pfestavby genu ALK byla inverze s ucasti
fuzniho partnera EMLA4.

7. U zadného pfipadu s pozitivni prfestavbou genu ALK nebyla detekovana
mutace EGFR.
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8. Vék a pohlavi pacientt s ALK pozitivnim nadorem v naSem souboru (Castéjsi
vyskyt u mladSich pacientl a u Zen) odpovida dosud publikovanym epidemiologickym
udajim.

9. NejCastéjSim histologickym typem ALK pozitivniho nadoru byl v nasem
souboru karcinom se solidnim nebo acinarnim typem rustu a s napadnou

hlenotvorbou. | tento zavér je v souladu s dosud publikovanymi vysledky.

10. Zcela novym a klinicky vysoce relevantnim poznatkem je moznost falesné
negativity IHC detekce ALK proteinu u tkani, které byly nejprve zpracovany zmrazovaci

technikou. Tato skute€nost nebyla zatim v literatufe popsana.
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Obr. 1.: Morfologicka varianta adenokarcinomu plic s CastéjSim vyskytem pFestavby

genu ALK — solidni tumor s morfologii bunék tvaru pecetniho prstene (zvétSeni 100x).

Obr. 2.: Morfologicka varianta adenokarcinomu plic s ¢astéjSim vyskytem prestavby
genu ALK — acinarné rostouci adenokarcinom s intra- i extracelularni hlenotvorbou

(zvétSeni 200x).
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Obr. 3.: Histotopogram sloZeného bloku technikou TMA (zvétSeni 10x).

Obr. 4.: Detail na sousedni fezy dvou nadoru, vlevo negativni (intenzita 0+), vpravo
pozitivni (intenzita 2+) (zvétSeni 50x).
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Obr. 5.: Intenzita exprese ALK proteinu v nadorovych bunkach - intenzita 0+ (klon

D5F3, fedéni 1:100, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), (zvétSeni 400x).

Obr. 6.: Intenzita exprese ALK proteinu v nadorovych burfkach - intenzita 1+ (klon

D5F3, fedéni 1:100, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), (zvétSeni 400x).

141



Obr. 7.: Intenzita exprese ALK proteinu v nadorovych burikach - intenzita 1-2+ (klon

D5F3, fedéni 1:100, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), (zvétSeni 400x).

Obr. 8.: Intenzita exprese ALK proteinu v nadorovych burikach - intenzita 2+ (klon

D5F3, fedéni 1:100, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), (zvétSeni 400x).
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Obr. 9.: Intenzita exprese ALK proteinu v nadorovych burikach - intenzita 2-3+ (klon

D5F3, fedéni 1:100, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), (zvétSeni 400x).

Obr. 10.: Intenzita exprese ALK proteinu v nadorovych burikach - intenzita 3+ (klon

D5F3, fedéni 1:100, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), (zvétSeni 400x).
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Obr. 11.: Nadorové bunky bez prestavby genu ALK (Cerveny a zeleny signal v tésné
blizkosti nebo se pFekryvajici za vzniku Zlutého signalu; absence nadpocetného

modrého signalu), (zvétseni 1000x).

Obr. 12: Inverze genu ALK (oddélené Cervené a zelené signaly) s EML4 jako fuznim

partnerem (modré signaly), (zvétSeni 1000x).
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Obr. 13: Inverze genu ALK se ztratou intersticialni DNA (samostatné Cervené signaly,
zelené signaly chybi) s u€asti EML4 jako fuznim partnerem (modré signaly), (zvétSeni

1000x).

Obr. 14: Amplifikace genu ALK (Cerveny a zeleny signal v tésné blizkosti nebo se
prekryvajici za vzniku Zlutého signalu) a EML4 (modré signaly), (zvétSeni 1000x).
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