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Prohlášení o střetu zájmů:

Prohlašuji, že v souvislosti s příspěvkem, jehož jsem 
autorem, nejsem v žádném střetu zájmů.



Základní principy správného testování

• reprezentativní odběr 
(dostatečné množství tkáně)

• dodržení podmínek 
preanalytické fáze (typ a doba 
fixace)

• správné vyplnění průvodního 
listu (klinické údaje!)

• při cytologickém vyšetření 
odebírat materiál i na cytoblok

• postup dle guideline
(úsporná indikace IHC!)

• šetření tkáně na prediktivní 
testování



Základní principy správného testování

Prediktivní testování
• indikace dle konsenzu
• adekvátnost vzorku

– makrodisekce
– z celého skla 

(% nádorových buněk)

– ↓ % nádorových buněk může 
vést k falešně negativnímu 
výsledku

• zvýšení % nádorových buněk:
manuální
laserová mikrodisekce



Doporučené postupy pro histologické vyšetření karcinomů 
plic v ČR

+ aktualizované výstupy 
odborných společností

http://www.patologie.info/soubor/standardy/21-NSCLC_guideline_web.pdf
http://www.linkos.cz/informace-pro-praxi/modra-kniha/



Prediktivní vyšetření solidních nádorů 
v pneumoonkologii v ČR



Prediktivní vyšetření solidních nádorů 
v pneumoonkologii ČR

Nemalobuněčný karcinom plic -NSCLC 

EGFR

ALK

ROS1

PD-L1



• Mutace u 10-15 % NSCLC 
– častěji u nekuřáků, žen a mladších pacientů

• Cílená terapie inhibitory tyrozinkináz (TKI), tzv. anti-EGFR 
terapie 
– erlotinib, gefitinib, afatinib

• Prediktivní i prognostický  faktor 

• Vyšetření
– aktivačních mutací 

• většina aktivačních mutací je lokalizována v exonech 18-21, přičemž 80-90 
% mutací je v exonech 19 a 21, (delece v exonu 19 nebo bodové mutace 
L858R v exonu 21). specifické pro plicní adenokarcinomy

– rezistentní mutace 
• exon 20: T790M; S768I a inserce v exonu 20

EGFR



„Malé“ biopsie
• automaticky v době diagnózy

EGFR – algoritmus testování 

Adenokarcinomy, NSCLC spíše adenokarcinomy, NSCLC NOS, 
(adenoskvamózní karcinomy) 

Metoda 
• jakákoli validovaná 

– aktivační mutace vyskytující se s frekvencí  alespoň 1 % nádorových buněk
– resistentní mutace alespoň v 5 % nádorových buněk

Výsledek 
• komentář o charakteru a významu detekovaných mutací

Resekáty
• na žádost onkologa

Ostatní histologické typy
na žádost onkologa 



• volná cirkulující DNA (cfDNA) – predikce TKI u NSCLC

1. primární diagnostika nádorového onemocnění
• není dostupná DNA ze vzorku nádorové tkáně
• výsledek molekulárního vyšetření nebyl informativní

2. recidiva/progrese nádorového onemocnění
• odběr vzorku nádoru - obtížně proveditelný či nemožný
• resistenční mutace T790M

!!!! Negativní výsledek prí̌tomnost mutace v nádoru nevylučuje

EGFR - liquid biopsie - „tekutá biopsie“



• Translokace ALK je asociována zejména s plicními adenokarcinomy, 
s anaplastickým velkobuněčným lymfomem a se zánětlivým 
myofibroblastickým tumorem 

• U 3-7 % NSCLC (častěji u mladších pacientů, nekuřáků nebo 
bývalých mírných kuřáků)

• Inverze genu ALK → fúze s různými partnery 
– nejčastěji fúzní gen EML4/ALK 
– pro plicní adenokarcinomy téměř výhradně specifický

– =˃ zvýšená exprese genu ALK - detekce IHC

• Cytogenetické vyšetření zlomu genu ALK - FISH

• Prediktivní faktor 
– crizotinib, ceratinib, alectinib, brigatinib…

ALK



„Malé“ biopsie
• adenokarcinomy, NSCLC spíše adenokarcinomy a NSCLC NOS

• automaticky v době diagnózy

Resekáty nebo ostatní histologické typy 
• na vyžádání onkologem 

kit

ALK – algoritmus testování

Metoda 
• IHC 

• (FISH)
• na vyžádání 

onkologem



• Přestavba onkogenu ROS1 - u 1-2 % NSCLC 
• Častěji u mladších pacientů, nekuřáků nebo bývalých mírných 

kuřáků, žen

• Pacienti s přestavbou ROS1 profitují ze stejné léčby, jako pacienti 
s přestavbou ALK

• Translokace - množství fúzních partnerů, TK doména zůstává 
zachována =˃ zvýšená exprese genu ROS1 - detekce IHC

• Cytogenetické vyšetření zlomu genu ROS1 - FISH 

• Prediktivní faktor (na cílenou terapii ALK inhibitory)

ROS1



• NSCLC 

• na vyžádání onkologa

• primárně metodou IHC

• Vsěchny IHC pozitivní výsledky musí být ověřeny
metodou FISH 

ROS1 – algoritmus testování



RET
HER2
MET
BRAF
KRAS
NTRK1
DDR2
NRG1 
FGFR1/3

Testování je možné ! ale v 
současné době v ČR nepatří
mezi rutinní prediktivní 
vysětření

Zdroj: Chan BA, Hughes BG. Transl Lung Cancer Res. 2015; 4:36-54

Testování dalších markerů



Testování prediktivních molekulárních markerů NSCLC 
doporučení ASCO-CAP-IASCL-AMP

Adenokarcinom nebo komponenta
Neskvamózní, NSCLC
NSCLC s klin. rysy susp. z driver mutace 

Všechny
EGFR, ALK, ROS1, BRAF

Větší panely nebo při negativitě 
RET, HER2, KRAS, MET

ASCO/CAP/IASCL/AMP guideline (3/2018)

CAP/IASLC/AMP guideline (11/2017)

Kalemkerian GP, et al. J Clin Oncol 36:911-919, 2018

Lindeman NI, et al. J Thorac Oncol 13:323-358, 2018



• Kódují receptory tropomyosin tyrosinkinázy TRKA, TRKB a TRKC

• Fúze genu NTRK u  <1% NSCLC 

• Cílená terapie inhibitory tyrozinkináz (TKI) (larotrectinib – TRKA/B/C, 
entrectinib –TRKA/B/C, ALK a ROS1)

• Klinické studie

Možnosti testování
• IHC 

– levné, ale nejsou definovány klony 
protilátek a algoritmy skórování

• FISH 
– drahé, nutné 3 sondy

• RT-PCR 
– středně drahé, ale nedetekuje neznámého fúzního partnera

• NGS (DNA, RNA) 
– drahé, v současné době nejsou schválené úhradové mechanismy 
– DNA – diskutabilní senzitivita (dlouhé introny – pokrytí)
– RNA – vysoká senzitivita, náročnost na RNA

NTRK

Farago AF, et al. JCO Precis Oncol 2018

Liu D, et al. Ther Clin Risk Manag 14:1247-1252, 2018



• inhibice kontrolních 
bodů imunitní reakce 
pomocí monoklonálních 
protilátek blokujících 
receptor PD-1, jeho 
ligand PD-L1 a receptor 
CTLA-4

• klinické studie

• první schválené 
protilátky proti PD-1 
pro léčbu NSCLC 
(nivolumab a 
pembrolizumab)

zdroj: Ribas A. N Engl J Med. 2012;366: 2517-9

Prediktivní diagnostika imunoterapie u 
plicních karcinomů



Prediktivní význam PD-L1

• PD-L1 - prediktivní biomarker napříč různými nádory
• Potvrzeno metaanalýzou (41 klinických studií, 6664 pacientů) se 

solidními tumory (28-8, 22C3, SP142, SP263 a 73-10)
• Největší efekt u NSCLC

Programmed Cell Death 1 (PD-1) Ligand (PD-L1) Expression in Solid Tumors As a 
Predictive Biomarker of Benefit From PD-1/PD-L1 Axis Inhibitors: A Systematic Review
and Meta-Analysis. Khunger, M. et al. JCO Precision Oncology 2017:1, 1-15 

Ale ! reálná predikabilita – problematická 

• Heterogenní a dynamická exprese PD-L1

• Technické rozdíly a variabilní naprahování esejí

– Nádorové buňky - 22C3, 28-8, SP263, 73-10

– Nádorové i imununitní buňky - SP142



The PD-L1 Immunohistochemistry Biomarker: Two Steps Forward, One Step Back? Kerr 
KM. J Thorac Oncol. 2018 Mar;13(3):291-294. 



Heterogenní exprese PD- L1

• 241 pacientů – adenokarcinom 
– 5 x  TMA (1 mm)

• Práh pozitivity 
– 1% - 68% PD-L1 pozitivita 

40% - heterogenita
– 10% - 54% PD-L1  pozitivita 

32% - heterogenita
– 50% - 38% PD-L1  pozitivita 

22% - heterogenita

• 26.5% pacientů by mohlo být v malých biopsiích falešně negativních 

– při cut off 50% (a až 55.5% při cut off 1%) 

Comprehensive Assessment of PD-L1 Staining Heterogeneity in Pulmonary 
Adenocarcinomas Using Tissue Microarrays: Impact of the Architecture Pattern and the 
Number of Cores. Gagné A et al. Am J Surg Pathol. 2018 May;42(5):687-694.





Testujeme - NSCLC (u všech histologických typů) 
• primodiagnóza - reflexně
• rebiopsie – na žádost onkologa

• dle konsenzu
▪ relevantní protilátky klonů - 22C3 a 28-8 
▪ Nivolumab, pembrolizumab

• minimálně 100 vitálních nádorových buněk

• materiál - bioptický odběr případně cytoblok (ze solidní tkáně) 

x NE –výpotek/jiná tekutina ani cytologické nátěry

http://www.patologie.info/soubor/standardy/28-Konsenzus_RL_k_metodice_testovani_PD-L1.pdf

PD-L1 v ČR

http://www.patologie.info/soubor/standardy/28-Konsenzus_RL_k_metodice_testovani_PD-L1.pdf


Jak hodnotíme

TPS (Tumor Proportion Score) 
= % vitálních nádorových buněk, které vykazují parciální 
či kompletní membránovou pozitivitu jakékoli intenzity

• PD-L1 negativní nádor = TPS < 1 %
• PD-L1 pozitivní nádor = TPS ≥ 1 %. 

Závěr ve formátu:
PD-L1 (klon) - Negativní – exprese PD-L1 zastižena v < 1 % nádorových buněk
PD-L1 (klon) - Pozitivní – exprese PD-L1 zastižena v XY % nádorových buněk



Shrnutí
• Přesná klasifikace karcinomů plic spolu s hodnocením molekulárních 

(genetických) a cytogenetických změn má zásadní význam při 
optimalizaci léčebné strategie. 

• Rozšiřování terapeutických možností však klade stále větší požadavky 
na počet hodnocených markerů včetně prediktorů, což však může 
narážet na limity dané často malým množstvím nádorové tkáně, která 
je pro příslušná vyšetření k dispozici. 

Adenokarcinomy, NSCLC, spíše 
adenokarcinomy a NSCLC, NOS

Ostatní nádorové typy

"malé biopsie" resekáty "malé biopsie"/resekáty

EGFR automaticky v době dg. na vyžádání na vyžádání

ALK automaticky v době dg. na vyžádání na vyžádání

ROS1 na vyžádání na vyžádání na vyžádání

NSCLC (u všech histologických typů) Ostatní nádorové typy/recidiva

PD-L1 primodiagnóza - reflexně na vyžádání

Prediktivní testování


