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Souhrn

Cilend terapie pfedstavuje v souc¢asné dobé jednu z moznych |écebnych strategii u plicnich
nador(. Jeji vysokd ucinnost spociva ve specifické inhibici cilové struktury, ktera je abnormalné
aktivovana v nadorové burice a hraje klicovou roli v onkogenezi. EML4-ALK fazni gen, ktery byl
poprvé popsan pred péti lety u pacientl s adenokarcinomem plic, mé prokazatelné onkogenni
potencidl, a je proto vhodnym kandidatem pro cilenou Ié¢bu. Tato prestavba vzniké v dGsledku
paracentrické inverze na kratkém raménku chromozomu 2 a vyskytuje se u 3-5 % pacientd
s nemalobuné¢nym karcinomem plic. Déle bylo identifikovano nékolik dalsich gend, které
mohou do fuze s genem ALK vstupovat: TGF, KIF5B a KLC1. Cilend inhibice konstitutivné akti-
vované ALK kinazy zprostifedkovana crizotinibem piinesla u pacientd pozitivnich na prestavbu
ALK genu vyraznou lé¢ebnou odpovéd (57 %) s minimalni toxicitou. Nicméné nedavno byla po-
psana ztrata odpovédi na lécbu crizotinibem v dusledku vzniku rezistentnich mutaci (C1156Y
a L1196M) v kindzové doméné fazniho proteinu. Tim se otevird prostor pro nové, vysoce spe-
cifické inhibitory, které budou schopné prekonat rezistenci mutovaného EML4-ALK. P¥i vybéru
vhodnych pacientl pro cilenou terapii hraje nezastupitelnou roli molekulérni diagnostika,
ktera nabizi pro detekci prestaveb genu ALK nékolik riznych metodik. S identifikaci novych ge-
netickych zmén asociovanych se vznikem nédoru a vyvojem novych molekuldrnich inhibitor(
se lé¢ba onkologickych pacientd stale vice posouva k individualizované terapii.
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Summary

Targeted therapy currently represents one of possible treatment strategies for lung cancer. High
efficacy is achieved by specific inhibition of the target which is abnormally activated in a tumor
celland plays a key role in oncogenesis. EML4-ALK fusion gene, first described five years ago in pa-
tients with lung adenocarcinoma, undoubtedly has oncogenic potential and represents a promis-
ing candidate for targeted therapy. EML4-ALK fusion occurs due to paracentric inversion in the
short arm of chromosome 2 and is detected in 3-5% of patients with non-small cell lung cancer.
Moreover, additional fusion partners of ALK gene have been identified: TGF, KIF5B and KLC]. Tar-
geted inhibition of constitutively activated ALK kinase mediated by crizotinib in patients posi-
tive for ALK gene rearrangements resulted in remarkable treatment response (57%) with minimal
toxicity. Nevertheless, loss of response during crizotinib treatment was reported recently due to
development of two resistant mutations (C1156Y and L1196M) within the kinase domain of the
fusion protein. Therefore, novel, highly specific inhibitors able to overcome resistance of mutated
EML4-ALK are needed. Molecular diagnostics plays an essential role in selection of suitable pa-
tients for targeted therapy and offers various methods for detection of ALK gene rearrangements.
Identification of tumor-associated genetic changes together with development of novel molecu-
lar inhibitors shifts the treatment of oncologic patients towards individualized therapy.
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targeted therapy - protein kinase inhibitors - crizotinib
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Uvod

Pfes intenzivni usili o zdokonaleni [é¢by
a véasnou diagnostiku zGstava karci-
nom plic v disledku vysoké incidence
spojené s vyraznou umrtnosti v popredi
zajmu nejen onkolog, ale téZ moleku-
larnich biologt a farmaceutickych firem.
Snahou novych terapeutickych pristupt
je prodlouzit prezivani pacientl s karci-
nomem plic, zkvalitnit jejich Zivot a mi-
nimalizovat vedlejsi Ucinky lécby. Vedle
standardnich Ié¢ebnych protokold, které
se opiraji o chemoterapii, radioterapii
a chirurgickou resekci, ziskava stale vice
prostoru i tzv. cilenad (nékdy téz biolo-
gicka) lé¢ba. Jak jiz z ndzvu vyplyva, tato
terapie je zamérena na konkrétni cilovou
strukturu (nukleovd kyselina, protein),
ktera hraje klicovou roli v onkogenezi,
rdstu nddoru ¢i jeho metastazovani. In-
hibici takového cile mlze byt nadorova
bunka vracena zpét do fyziologického
stavu, pfipadné v ni mohou byt aktivo-
vany procesy vedouci k vlastni destrukci,
tzv. programované bunécné smrti (apo-
ptdze). Obecné tedy dochdazi v nadorové
bunce k zablokovani abnormalné akti-
vovanych procesu, jako jsou rlst a dé-
leni buriky, motilita a vaskularizace, ¢i
naopak jsou uvolnény proteiny/geny
klicové pro kontrolu buné¢ného cyklu
a spusténi apoptdzy. Podani cilené tera-
pie mimo jiné vyzaduje molekularni dia-
gnostiku pacienta, kdy je nutné potvrdit
pfitomnost aktivované struktury, ktera
ma byt inhibovana. Molekularni gene-
tika ma tedy nezastupitelnou roli nejen
pfi hledani kandidatnich gend/protein(
Ucastnicich se onkogeneze, ale také na-
sledné pfi diagnostice a vybéru vhod-
nych pacientll pro konkrétni terapii.
Proto se v odborné literature stale vice
setkdvame s terminem terapie 3itd na
miru (tzv. tailored therapy) ¢i individua-
lizovana lécba.

Cilena lé¢ba je v souc¢asné dobé u plic-
nich nadord jiz rutinné pouzivana, a to
pfi inhibici intracelularni kindzové do-
mény receptoru pro epidermalni ras-
tovy faktor (epidermal growth factor
receptor — EGFR) pomoci tyrozinkinazo-
vych inhibitord (TKI) gefitinibu (Iressa,
Astra Zeneca, Velka Britanie) a erloti-
nibu (Tarceva, Roche, Svycarsko) [1-3].
Gefitinib je schvélen pro pacienty s po-
krocilym nemalobunéénym karcino-

mem plic (non-small cell lung cancer -
NSCLC), u nichz byla prokazéna aktiva¢ni
mutace v genu EGFR, nebot vykazuji vy-
raznou |écebnou odpovéd v porovnani
s pacienty s nemutovanou formou [4-7].
Studie dale potvrdily delsi prezivani
bez progrese (progression-free survival,
PFS) u pacientl s mutovanym EGFR |é-
¢enych v prvni linii gefitinibem oproti
skupiné pacient(, kterym byla podéna
standardni chemoterapie [5,8]. Druhym
z TKI pusobicim na EGFR je erlotinib,
ktery je nyni indikovén u pokrocilého
NSCLC bez ohledu na mutaéni status
EGFR. Nicméné neddavné studie proka-
zaly, ze l1é¢ba pomoci erlotinibu v prvni
linii pfinesla pacientdm s mutovanym
EGFR delsi PFS a omezila vyskyt toxic-
kych ucinkd oproti standardni chemo-
terapii, a to jak u asijské [9], tak evrop-
ské populace [10]. Do budoucna Ize tedy
ocekavat zménu v podavani erlotinibu,
ktery tak bude urcen pro lé¢bu pokroci-
Iého NSCLC v prvni linii u pacientl s mu-
tovanou formou EGFR, podobné jako ge-
fitinib. Vedle TKI zacilenych na EGFR je
u plicnich nador( dale schvalen bevaci-
zumab (Avastin, Roche, §V)'/carsko), ktery
tlumi abnormalné exprimovany vasku-
larni endotelovy rlstovy faktor (vascular
endothelial growth factor - VEGF) [11].
Molekuldrni inhibitory mohou byt poda-
vany jak v monoterapii, tak i v kombinaci
se standardni chemoterapii ¢i radiotera-
pii. Stale probihaji klinické studie, které
u plicnich karcinomU ovétuji ucinnost
fady dalSich preparatd z kategorie ci-
lené terapie. Nové je také vénovéna po-
zornost vysoce efektivnim inhibitordim,
které plsobi na nékolik rdznych cild sou-
casné (pfipadné kombinacim nékolika
rdznych inhibitor(), ¢imz dochazi k utlu-
meni vice procesu ¢i signalnich kaskad
najednou.

Fazni gen EML4-ALK

V roce 2007 byla japonskymi autory po-
prvé popsana fuze genu ALK (anaplastic
lymphoma kinase) s genem EML4 (echin-
oderm microtubule associated protein
like 4) u pacientt s NSCLC [12]. EML4
gen je lokalizovan na kratkém raménku
chromozomu 2 (2p21) a kéduje protein,
ktery je sméfovan do cytoplazmy, kde
hraje dulezitou roli pfi spravném uspo-
radani mikrotubullG. Nezastupitelna

Uloha EML4 proteinu pfi mitotickém dé-
leni byla potvrzena in vitro experimenty,
v nichz byl EML4 gen vyfazen z funkce
pomoci siRNA inhibice, coz ve vysledku
vedlo k celkovému poklesu poctu bunék
a nizsimu prolifera¢nimu indexu [13].
ALK gen se nachazi na 2p23 a kéduje
transmembranovy receptor s tyrozinki-
nazovou aktivitou, ktery patii do super-
rodiny receptord pro inzulin. Za fyzio-
logickych podminek je ALK exprimovan
v neuronech specifickych oblasti mozku
(thalamus, stfedni mozek, ¢ichovy bul-
bus). Funkce tohoto proteinu u ¢lovéka
neni dosud znama, avsak predpoklada
se jeho Ucast pfi diferenciaci nervovych
bunék vzhledem k jeho vysoké expresi
v ¢asné embryogenezi v nervovém sys-
tému [14]. Dale bylo prokazano, ze ak-
tivace ALK kinazy, at uz v disledku na-
vazani ligandu, nebo patologické flze,
vede ke snizeni apoptézy. Fuze genu
ALK byla poprvé popsana u anaplastic-
kého velkobunéc¢ného lymfomu (ana-
plastic large-cell lymphoma - ALCL),
kde byl jako fuzni partner detekovan
gen NPM (nukleofosmin) [15]. Pfestavby
ALK genu jsou déle uvadény v souvis-
losti s inflamatornim myofibroblastic-
kym tumorem [16], difuznim velkobu-
né¢nym B lymfomem [17] a novéji také
u nékterych epitelidlnich nadord, jako
jsou karcinomy ledviny [18], prsu a tlus-
tého stfeva [19] ¢i NSCLC [12]. Nedavno
byly u neuroblastomu detekovany am-
plifikace genu ALK ¢i missence mutace
v kindzové doméné vedouci ke zvyseni
kindzové aktivity proteinu [20]. Vyse
uvedené pfiklady poukazuji na dulezi-
tou roli mutovaného genu ALK v onko-
genezi solidnich nadora.

Geny EML4 a ALK jsou shodné lo-
kalizovany na 2p, avsak lezi v opacné
orientaci a vzdalenost mezi nimi cini
12 megabazi (Mb). Fuzni gen EML4-ALK
je proto dlsledkem malé paracentrické
inverze inv(2)(p21p23). Ackoli mohou
vznikat rzné varianty, vzdy je soucasti
fuzniho proteinu intracelularni kinazova
doména proteinu ALK (tedy gen ALK
je pfitomen v rozsahu exont 20-29).
Naopak transmembranova a extrace-
luldrni doména pochdzi z genu EMLA4.
Jeho amino-terminalni zasadita (basic)
doména (izoelektricky bod pfi pH 10,2),
obsazena ve vsech fuznich variantach,
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Tab. 1. Pfehled jednotlivych variant fizniho genu EML4-ALK u pacient(i s NSCLC. Nazvoslovi oznacuje pismenem E gen EML4, pis-
menem A gen ALK, jednotliva ¢isla za témito pismeny odpovidaji pfislusnym exontim. Upraveno podle [21].

EML4-ALK varianty u NSCLC Frekvence varianty
E13; A20 E13; A20 (varianta 1), E13;ins69 A20 33

E6; A20 E6a/b; A20 (varianta 3a/b) 29

E20; A20 E20; A20 (varianta 2), E20; ins18A20 9

E14; A20 E14;ins11del49A20 (varianta 4°), E14; del12A20 (varianta 7) 3

E18; A20 E18; A20 (varianta 5') 3

E15; A20 E15del19; del20A20 (varianta 4) 2

E2; A20 E2; A20 a E2;ins117A20 (varianta 5a/b) 2

E17; A20 E17;ins 68A20 1

dosud nezndmé 19

poskytuje dle in vitro experimentd nové
vzniklému proteinu dostatecny onko-
genni potencidl [12]. Predpoklada se, ze
hraje dulezitou roli pfi dimerizaci pro-
teinu, a umoziuje tak autofosforylaci ki-
nazovych domén. EML4 byva pfitomen
v rlzné délce, pficemz dosud deteko-
vané zlomy nastdvaji za exony 2, 6, 13,
14,15,17,18 a 20 [12,21-24]. Pfehledny
vycet jednotlivych variant EML4-ALK
proteinu vcetné jejich pomérového za-
stoupeni u NSCLC uvadi tab. 1. Vari-
anta E13;A20 (pismena symbolizuji
nazvy fazujicich gend, ¢isla oznacuji
pfislusné exony), zndma téz pod na-
zvem varianta 1, patii spolu s variantou
E6a/b;A20 (varianta 3a/b) mezi nej-
Castéji detekované (33 % a 29 %) [23].
Gen EML4 neni jedinym faznim partne-
rem ALK, ktery byl dosud u NSCLC po-
psan. V roce 2007 byla identifikovana
pfestavba s genem TGF (transforming
growth factor) [25], o dva roky pozdéji
pak fuze s KIF5B (kinesin family mem-
ber 5B) [26]. Neddvno byla u NSCLC ob-
jevena nova prestavba genu ALK, ten-
tokrat s genem KLCT (kinesin light
chain 1) [27]. Existence rGznych variant
fuzniho genu EML4-ALK i rdznych part-
nerskych gend, které mohou do fuze
vstupovat, klade vysoké pozadavky na
detekéni techniky. Tato problematika
bude déle v textu detailné feSena.
Pfrestavba genu je jednim z hlavnich
mechanizm, kterym bunka ziska on-
kogenni charakter. Na zakladé in vitro
a in vivo experimentl bylo opakované
potvrzeno, Ze vyse popsané genetické
aberace na 2p, které postihuji gen ALK,
maji transformacni potencial [12,21,24].

Soda et al pokracovali dale v prikazu
onkogenni transformace bunék vlivem
EML4-ALK kinazy a pfipravili transgenni
mysi, které exprimuji EML4-ALK fazni
gen pfimo v epitelidlnich burikach plic,
nikoli v3ak v ostatnich tkanich. U viech
testovanych jedincd byla kratce po na-
rozeni béhem nékolika tydnl potvrzena
pfitomnost adenokarcinomu v plicich
na obou stranach [28].

V rozporu s vyse uvedenymi expe-
rimenty je hypotéza publikovand ve
studii Perner et al, kterda nepoklada
prestavbu genu ALK za pocatec¢ni uda-
lost vedouci k nddorové transformaci
bunky [29]. Tento nazor je podpofen
vysledky cytogenetickych analyz, kdy
u pozitivnich vzorkd nebyl fazni gen
EML4-ALK (ptipadné amplifikace ALK
¢i EML4) detekovan vzdy ve viech na-
dorovych burkach, ale byl pfitomen
u 50-100 % nadorovych bunék. Dru-
hym, vice pravdépodobnym vysvét-
lenim muze byt vlastni heterogenita
nadoru, a tedy soucasna pfitomnost né-
kolika rGznych klond.

Dale bylo testovéno, zda je EML4-ALK
fazni gen specificky pouze pro NSCLC,
¢i zda je pfitomen také u jinych nado-
rovych onemocnéni (akutni myelo-
idni leukemie, kolorektélni karcinom,
gastrointestinalni karcinom, karcinom
prsu, malobunéc¢ny karcinom plic,
non-Hodgkinovy lymfomy aj.). Ackoli
nékolik nezavislych studii potvrdilo,
ze EML4-ALK je vysoce specificky pro
NSCLC [12,21,30], nedavno publikované
vysledky dokladaji, Ze se tento fizni gen
vyskytuje u karcinomu ledvin [18], kolo-
rekta i prsu [19].

Klinicko-patologické
charakteristiky pacientt s fiznim
genem EML4-ALK

Pfitomnost fuzniho genu EML4-ALK byla
poprvé popsana u 6,7 % (5/75) pacientl
s NSCLC z Japonska [12]. Obdobné frek-
vence bylo dosazeno i v dalsich stu-
diich, v nichz byl fuzni gen detekovan
u < 8 % pacientd s NSCLC [22,29,31-34].
Tato z molekularné-genetického hle-
diska jasné vymezend skupina ma i své
klinické charakteristiky: adenokarci-
nom [21,22,31] a absence koufeni, pfi-
padné slabé koufeniv minulosti (< 10 ba-
lickh cigaret/rok a ukoncené koureni
pfed = 1 rokem) [12,23]. Vy3e uvedena
kritéria vSak charakterizuji také pacienty,
ktefi ve svém genomu nesou aktivacni
mutace v genu EGFR a jsou vhodnymi
kandidaty pro terapii gefitinibem. Nic-
méné studie Shaw et al poukazala na
zjevny vékovy rozdil mezi skupinou pa-
cientl s prestavbou ALK a pacientl
s aktivacnimi mutacemi v EGFR (vé-
kovy primeér 52 let vs 66 let) [35]. Déle
bylo pozorovano, ze pfitomnost fuzniho
genu EML4-ALK se vylucuje s aktiva¢nimi
mutacemi v genech EGFR a KRAS, ¢imz
vznikd v rdmci NSCLC novd, samostatna
podskupina pacientt [12,31,33,35]. Nic-
méné byly popsany i vyjimky, které jsou
v rozporu s vyse uvedenymi klinickymi
charakteristikami: skvamozni abronchio-
-alveoldrni karcinom [12,35], pacient
silny kufék ve véku 76 let [33] ¢&i sou-
casny vyskyt fuzniho genu s aktivacni
mutaci v KRAS (G12C) [32] nebo v EGFR
(2235-2249 del15 v exonu 19) [36]. Né-
které prace pak upozornujiina dalsikrité-
ria, jako jsou vyssi stadium onemocnéni
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a histologicky nalez solidniho karci-
nomu s prstencitymi burikami (signet-
-ring cells) [33,35].

Diagnostické testy pro detekci
prestaveb genu ALK

Ackoli jsou prestavby genu ALK zndmy
jiz nékolik let, nebyla dosud stanovena
zadnd diagnosticka metoda, ktera by
slouzila jako zlaty standard. Pfehled
v soucasné dobé nejvice pouzivanych
metodickych postupld pouzivanych
u NSCLC nabizeji nasledujici odstavce.

FISH

Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH)
vyuziva pro detekci inv(2)(p21p23)
tzv. break-apart sondy. Ty jsou navrzeny
do 3’konce ALK a jeho centromerické
oblasti a jsou znaceny odlisnymi fluores-
cencénimi barvami (¢ervenou a zelenou).
V pfipadé, Ze je ve vySetfovaném materi-
alu gen ALK neporusen, je v mikroskopu
patrny Zluty signal, nebot obé préby se
nachazeji v tésné blizkosti a jejich fluo-
rescence se prekryva. Pokud v3ak nastal
zlom v genu ALK a v dlsledku inverze
doslo k prostorovému rozdéleni genu,
tedyimist pro hybridizaci sond, bude sig-
nal zkazdé préby detekovan samostatné
(zvlast cerveny a zeleny) [33,35,37,38].
Dalsi, méné pouzivanou variantu FISH
(tzv. fussion assay) predstavuje hybri-
dizace fluorescencné znacenych préb
v podobé umélych bakteridlnich chro-
mozomuU (bacterial arteficial chromo-
somes - BAC), které obsahuji DNA
sekvence odpovidajici genlim ALK
a EML4 [22,24]. | v tomto pfipadé jsou
préby znaceny fluorescené¢nimi bar-
vami s odliSnym emisnim spektrem: ALK
(Cervend barva), EML4 (zelend barva).
Jsou-li barevné signaly v mikroskopu se-
parované, jedna se o nemutovany vzo-
rek, nebot za fyziologickych podmi-
nek lezi mezi obéma geny 12Mb DNA.
Pokud vsak dochazi k jejich prekryvu,
je zfejmé, Ze nastala paracentrickd in-
verze vedouci ke vzniku EML4-ALK. Pozi-
tivita ALK+ na zakladé FISH je stanovena,
pokud je ve vySetfovaném vzorku dete-
kovano >15 % pozitivnich nddorovych
bunék ze viech hodnocenych (zpravidla
ze 100 bunék) [33,35,37,38]. Vysledky
FISH analyz opakované potvrdily, ze
kromé prestaveb genu ALK dochazi také

k nartstu poctu kopii genti ALK a EML4 ¢i
k amplifikaci celé oblasti zahrnujici 2p21
a2p23[29,37].

Vyhodou FISH pti pouziti break-apart
préb je schopnost detekovat viechny
mozné prestavby genu ALK, tedy nejen
ty, do nichz vstupuje jako partner EMLA4.
Na druhou stranu v3ak nedokaze rozlisit
mezi jednotlivymi variantami daného
fuzniho genu ¢i urcit konkrétniho fuz-
niho partnera. Déale FISH umoznuje pra-
covat s archivnimi vzorky ve formé para-
finovych blockd, v nichz je tkan fixovana
formalinem (formaline fixed paraffin
embedded - FFPE). Tento material neni
naopak pfili§ vhodny pro jiné metody,
které jsou citlivé na kvalitu nukleovych
kyselin. V dusledku fixace formalinem
jsou totiz vodikové vazby v nukleovych
kyselindch naruseny, dochazi k dezinte-
graci dvouvlaknovych struktur, ¢imz je
celkové snizena jejich stabilita, a mohou
vznikat kovalentni vazby mezi bazemi
nukleovych kyselin a formaldehydem.
Za ucelem standardizace protokolu je
jisté vyhodou i komeréni dostupnost
ALK break-apart préb v podobé dia-
gnostickych souprav (Vysis ALK Break
Apart FISH ProbeKit, Abbott Molecular,
USA). Uskali FISH pti detekci EML4-ALK
flze spociva v jejim hodnoceni, nebot
inverze postihuje relativné kratky Usek
DNA (12Mb) a separace fluorescenc-
nich signald sond nemusi byt vzdy zcela
zietelna. Vzorek mize byt pak chybné
oznacen jako negativni, ackoli jiné me-
tody poskytnou jednoznaéné pozitivni
vysledek [33].

RT-PCR a jiné PCR techniky

Reverzni transkripce (RT) s néaslednou
amplifikaci pomoci polymerazové re-
tézové reakce (polymerase chain reac-
tion — PCR) predstavuje rychlou a velmi
citlivou metodu pro detekci fuznich
gend. Templatem pro RT je RNA, kterd
je reverzni transkriptdzou pfepisovana
do komplementarni DNA (cDNA), a ta
posléze slouzi jako vstupni material pro
vlastni amplifikaci. cDNA oproti DNA ne-
obsahuje introny, ale pouze kdédujici sek-
vence (exony), a tak cely fuzni gen do-
sahuje velikosti pouze nékolika set bazi,
a proto mlze byt pomoci této metody
testovan. Jelikoz se geny EML4 a ALK
nachdzeji na 2p v opacné orientaci, je

zfejmé, Ze primery navrzené pro RT-PCR
neposkytnou zadny specificky produkt,
bude-li templatem RNA bez fazniho
genu. Jak bylo zminéno vyse, EML4-ALK
existuje v nékolika rlznych variantach,
proto musi PCR probihat jako multiplex,
tj. s nékolika sadami vhodnych par{ pri-
merU, nebo v nékolika samostatnych re-
akcich, tak aby byly viechny varianty
potencidlné zachytitelné [21,22,34]. Ma-
ximalni efektivnosti Ize pak dosdhnout
metodou skenovani exonl (exon scan-
ning), kdy pro prvnich 22 exonli genu
EML4, které mohou vstupovat do fuze,
je navrzen vzdy jeden primer, pficemz
druhy primer lokalizovany v genu ALK
je pro viechny reakce univerzalni [39].
Pro vlastni detekci amplifikovanych frag-
mentl slouZi gelova elektroforéza, at uz
v podobé agarézovych gell, nebo s vy-
uzitim pfistroje Bioanalyzer 2100 (Agi-
lent Technologies, USA). Je-li jeden z pri-
merd znacen fluorescencni barvou, lze
produkty amplifikace separovat s vyssi
pfesnosti pomoci kapilarni elektrofo-
rézy [39]. Na zakladé velikosti PCR pro-
duktl je dale mozné rozlisit jednotlivé
varianty fazniho genu, pfipadné dete-
kovat nové, dosud nepublikované va-
rianty. Vzhledem k moznosti kontami-
nace je nutné pozitivni vysledek vzdy
potvrdit nezavislou metodou, napt. pfi-
mym sekvenovanim.

Nevyhodou RT-PCR je skute¢nost, ze
vychdzime z pfedem navrzenych krat-
kych sekvenci DNA (oligonukleotido-
vych primer0), které vymezuji Usek
RNA/cDNA pro vlastni analyzu fuzniho
genu. Dalsi uskali této metody pred-
stavuje vlastni manipulace s RNA, kterd
s sebou pfindsi vysoké naroky na kvalitu
materidlu a jeho zpracovani (RNA snaze
podléha degradaci v porovnani s DNA).
Tento problém je obzvlasté tézko resi-
telny, nebot vétsina bioptickych vzorkd
se uchovava ve formé FFPE. RNA extra-
hovana z fixovaného materialu je silné
degradovand v porovnani s RNA izolova-
nou z nativni tkané (tyto materidly jsou
v analyze proto vice upfednostriovany).
Oproti ostatnim technikdm dosahuje
RT-PCR vysoké citlivosti, a proto je
vhodna i v situacich, kdy je v materi-
alu nizké zastoupeni nddorovych bunék
nebo klon nesouci pfestavbu genu ALK
predstavuje v nadoru minoritni popu-
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laci. V soucasné dobé Ize diagnostikovat
EML4-ALK fuzni varianty na bazi RT-PCR
pomoci komeréniho setu vyvinutého
spole¢nosti Response Genetics (USA).

Vedle bézné PCR, ktera navazuje na
RT, je mozné pro detekci genu EML4-ALK
pouzit amplifikaci v realném case
(tzv. real-time PCR) s vyuzitim specific-
kych fluorescencnich sond pro detekci.
Technologii real-time PCR vyuziva napf.
AmoyDx EML4-ALK fusion gene detec-
tion kit (Amoy Diagnostics, Cina) ¢i firmy
Applied Biosystems Life Technologies
(USA) a Lab21 (USA).

PCR techniky s naslednou sekvenaci
maji svou nezastupitelnou roli pfi hle-
déni konkrétnich zlomovych mist v in-
tronech fizovanych gend nebo pfiiden-
tifikaci novych fuznich variant. Déle je
Ize vyuzit pro urceni fuznich partneri
genu ALK v situacich, kdy FISH ¢ imuno-
histochemie prokazou pozitivitu, avsak
RT-PCR navrzena pro EML4-ALK fazi
poda negativni vysledek. RT-PCR je pro
tyto Ucely, kdy zndme pro amplifikaci
pouze &ast sekvence pochazejici z genu
ALK, modifikovédna a probiha jako RA-
CE-PCR (rapid amplification of cDNA
ends) [18,27,36] nebo inverzni PCR [26].

IHC

Imunohistochemie (IHC) je rutinné po-
uzivanou technikou v laboratofich
ustavll patologie, a proto by mohla byt
vhodnou screeningovou metodou pro
detekci EML4-ALK proteinu. Princip IHC
spociva v detekci cilového proteinu na
FFPE fezech pomoci specifické proti-
latky. Zakladnim pfedpokladem je fakt,
ze v bunkach karcinomu plic je deteko-
vatelnd exprese kinazy ALK pouze v pfi-
padé, Zze dochazi k prestavbé genu ALK.
Ackoli je na trhu k dispozici nékolik IHC
testd pro stanoveni ALK+ u ALCL, je-
jich pouziti se ukdzalo jako nevhodné
pro vzorky NSCLC. Srovnavaci analyza
10 ALK+ vzork( identifikovanych na za-
kladé FISH poukazala na nedostate¢nou
citlivost (4/10 pozitivnich) pouzité proti-
latky ALK1 (Dako, Glostrup, Dansko). Ani
modifikace protokolu ve smyslu ampli-
fikace signdlu, kterd pfinesla jisté zlep-
$eni, nebyla viak dostacujici (8/10 po-
zitivnich) [33]. Dalsi porovnani metodik
FISH a IHC (opét s protilatkou ALK1) uka-
zalo obdobné vysledky: senzitivita 90 %

a specificita 97,8 % [38]. Divodem to-
hoto neuspéchu je nizsi hladina exprese
proteinu ALK u plicnich nador( pozitiv-
nich na prestavbu genu ALK v porov-
nani s Urovni exprese ALK u ALCL [40].
Nicméné nedavno publikovana stu-
die, kterd pouzivd novou monoklonalni
protilatku D5F3 (Cell Signaling Techno-
logy, Inc., USA) vazici se s vysokou spe-
cificitou na ALK, doklada, ze IHC muze
byt u NSCLC vysoce citlivou metodou ru-
tinné uzivanou pro diagnostiku presta-
veb genu ALK [40]. Ve spornych pfipa-
dech, kdy je barveni slabé ¢i lokélni, by
jako konfirmacni metoda mohla poslou-
Zit FISH ¢i RT-PCR.

ALK cilena terapie

Rada experimentd prokazala, e kinaza
EML4-ALK plsobi u NSCLC onkogenné,
a proto predstavuje vhodnou strukturu
pro cilenou [é¢bu pomoci kindzovych in-
hibitord na bazi malych molekul. U¢in-
nost ALK inhibitor( (WHI-P154, TAE684,
PF-02341066) byla v prvé radé ovérena
pokusy in vitro, pficemz doslo k omezeni
rdstu bunék exprimujicich EML4-ALK
a poklesu urovné fosforylace kinazy
ALK [12,22,41]. Navazujici in vivo testy
prokazaly jednoznacny lécebny efekt
ALK inhibitor(, nebot u EML4-ALK
transgennich my3i doslo k ome-
zeni rdstu nadoru, a dokonce i k jeho
regresi [22,28,41].

Dosud postoupil do klinickych stu-
dii jediny preparat, a tim je crizotinib
(PF-02341066, Pfizer, USA). Jednd se
o kompetitivni kindzovy inhibitor, ktery
se vaze do ATP vazebného mista ki-
nazy ALK.Tim je znemoznéna vazba ATP,
a proto nemuze dojit k autofosforylaci
kindzovych domén. Crizotinib byl p0-
vodné pfedstaven jako inhibitor kindzy
MET, teprve dodatec¢né byla zjisténa také
jeho ucinnost pfi tlumeni kindzové akti-
vity ALK. Prvni klinickd studie u pacient(
s NSCLC pozitivnich na prestavbu genu
ALK pfinesla velmi povzbudivé vysledky:
z 82 pacientl vykazalo 57 % c&astec¢nou
nebo kompletni l1é¢ebnou odpovéd
a u dalsich 33 % pacientl bylo onemoc-
néni vyhodnoceno jako stabilni [42]. Cri-
zotinib (pfi davce 250 mg 2x denné)
byl dobfe tolerovan s minimem vedlej-
Sich ucinkd, které, pokud se vyskytly,
byly prevazné gastrointestinalni povahy.

V soucasné dobé probiha randomizo-
vana klinicka studie tieti faze, v niz je po-
rovnavana ucinnost a bezpecnost |é¢by
crizotinibem s konvenéni chemoterapii
(pemetrexed ¢i docetaxel). Bezpecnost
a protinadorova aktivita u pacientl s po-
kro¢ilym NSCLC bude dale hodnocena
v pfipravované klinické studii druhé faze.

Ackoli byla zaznamendna vyrazna lé-
¢ebna odpovéd na podavani crizotinibu
u EML4-ALK pozitivnich pacient(, Uspés-
nost l1é¢by nemusi mit trvaly charakter.
Podobné jako pfi uziti TKI cilenych na
EGFR[43], mlzZe seivtomto piipadé vyvi-
nout rezistence [44]. Po Uspésné pétimé-
si¢ni terapii crizotinibem byl u EML4-ALK
pozitivniho pacienta s plicnim adeno-
karcinomem pozorovén opétovny rust
nadoru a zmnozZeni pleuralniho vypotku.
Molekuldrni analyza odhalila pfitomnost
dvou de novo mutaci v genu ALK, které
jsou pfi¢inou vzniku substituci C1156Y
a L1196M lokalizovanych v kindzové do-
méné. In vitro experimenty jednoznac¢né
prokazaly vliv obou mutaci na pokles
citlivosti vUci crizotinibu. Leucin v po-
zici 1196 utvaii za fyziologickych podmi-
nek dno ATP vazebného mista, a proto
zaména za metionin s objemnym po-
strannim fetézcem (pfi mutaci L1196M)
mUZe pfimo branit ve vazbé ALK inhi-
bitoru. Substituce L1196M korespon-
duje pozi¢né se zaménou T790M v EGFR
u pacientl s NSCLC zpUsobujici ob-
dobné rezistenci vici erlotinibu ¢i gefiti-
nibu. Proto byly v preklinickych studiich
pfedstaveny nové preparaty cilené na
ALK kinazu (NVP-TAE684, AP26113 [45]
a CH5424802 [46]), které dokazou pre-
konat rezistenci na podkladé mutace
L1196M.

Zavér

EML4-ALK fazni gen reprezentuje
u NSCLC dalsi z genetickych marker(,
a definuje tak konkrétni skupinu pa-
cientd vhodnych pro 1é¢bu pomoci inhi-
bitor( ALK kinazy. Jelikoz jsou prestavby
genu ALK u NSCLC relativné vzacné (cca
3-5 %), je mozné pacienty selektovat
na zakladé klinicko-patologickych cha-
rakteristik (adenokarcinom, lehky kufak
¢i nekurdk), a obohatit tak vysetfrovany
vzorek pacientl pred vlastnim diagnos-
tickym testem. Vzhledem k absenci mu-
taci v genech EGFR a KRAS je dadle mozné
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vysetiovat fuze ALK genu pouze u pa-
cientll s nemutovanou variantou genl
EGFR a KRAS. Uspé$na identifikace onko-
gennich pfic¢in plicniho karcinomu spolu
s vyvojem cilenych inhibitor umozriuje
individualizovany pfistup v 1é¢bé spo-
jeny s vyraznym zlepSenim kvality Zivota
a delSim prezivanim pacient(.
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