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Predictive testing in non-small cell lung carcinoma
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Souhrn
Východiska: Prediktivní testování je u nemalobuněčného karcinomu plic (NSCLC) zásadní sou-
částí celého diagnostického procesu a nezbytným předpokladem správné léčby. Možnosti 
testování a spektrum vyšetřovaných markerů se však v souvislosti s rozvojem diagnostických 
a terapeutických možností mění a v praxi je tedy nutná pravidelná aktualizace stávajících gui-
delines. Cíl: Podat přehled aktuální problematiky prediktivního testování u NSCLC na moleku-
lární úrovni i s ohledem na hodnocení exprese PD-L1 vycházející z mezinárodních a národních 
guidelines. Shrnutí stávající situace prediktivního testování u NSCLC v ČR. Závěr: Prediktivní 
testování u NSCLC je součástí rutinní diagnostické praxe, zaznamenává však významný roz-
voj související s rozšiřováním diagnostických i terapeutických možností. Dosavadní převažující 
způsob sekvenčního testování jednotlivých markerů se stává vzhledem k narůstajícímu počtu 
potenciálních prediktorů nevýhodným a  jako vhodnější se ukazuje komplexní molekulární 
testování metodou sekvenování nové generace. Nezbytnou součástí prediktivního testování 
NSCLC je také imunohistochemické hodnocení exprese PD-L1.
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Summary 
Background: Predictive testing is a crucial part of the complete diagnostic process of non-small 
cell lung cancer (NSCLC) and a necessary requirement in order to determine proper course of 
treatment. However, the possibilities of testing and the spectrum of examined markers are 
quickly evolving as a result of the progress in diagnostic and therapeutic possibilities, and as 
such it is necessary to regularly update the current guidelines to achieve proper standards of 
care in routine practice. Purpose: To provide a complex overview of the current problematics 
of predictive testing in NSCLC at a molecular level, considering also the evaluation of PD-L1 ex-
pression based on the international and national guidelines. To summarize the current state of 
predictive testing employed in NSCLC in the Czech Republic. Conclusion: Predictive testing in 
NSCLC is a part of routine diagnostic practice; however, as a result of the expanding spectrum 
of diagnostic and therapeutic possibilities, it is undergoing significant development. The exis-
ting method of the sequential testing of individual markers is becoming unsuitable; given the 
increasing number of potential predictors and complex molecular testing, the use of new ge-
neration sequencing appears to represent a more suitable solution. The immunohistochemical 
evaluation of PD-L1 expression is also a necessary part of predictive testing in NSCLC. 
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Úvod
Karcinom plic je celosvětově nejčastější 
příčinou úmrtí na nádorová onemocnění 
a jeho 5leté přežití nedosahuje 20 % [1]. 
I přes špatnou prognózu se jedná o one-
mocnění, u  něhož dochází v  souvislosti 
s  novými terapeutickými možnostmi 
k zásadnímu zvýšení odpovědi na léčbu 
i prodloužení celkového přežití [2–5]. Pro 
správné využití nových léčebných modalit 
tzv. cílené léčby je však nutné komplexní 
prediktivní testování, které umožní výběr 
vhodné léčby. Toto prediktivní testování 
zahrnuje detekci řídicích („driver“) mutací 
či fúzí a v souvislosti s imunoterapií i sta-
novení exprese PD-L1. Skupina tzv. nema-
lobuněčných karcinomů plic (non-small 
cell lung cancer – NSCLC) je heterogenní 
a zahrnuje z definice všechny jiné histolo-
gické typy nádorů než malobuněčný kar-
cinom plic, problematika prediktivního 
testování je však do určité míry mezi růz-
nými typy NSCLC odlišná. Prediktivní tes-
tování u NSCLC je v současné době stan-
dardní součástí diagnostických postupů. 
Cílem následujícího sdělení je podat sou-
hrn problematiky prediktivního testování 
u  NSCLC na úrovni molekulárních změn 
i s ohledem na expresi tzv. programmed 
death-ligand 1 (PD-L1).

Molekulární testování 
u karcinomu plic
Standardem molekulárního testování by 
měla být detekce molekulárních aberací, 
pro které je dostupná schválená léčba, 
tedy zejména mutací receptoru epider-
málního růstového faktoru (epidermal 
growth factor receptor – EGFR) a přesta-
veb genů ALK a ROS1. V některých zemích 
je však dostupná i léčba cílící na jiné abe-
race, ať už standardně, nebo v rámci klinic-
kých studií – tyto aberace zahrnují zejména 
mutace BRAF, KRASG12C, MET (skipping mu-
tace exonu 14) či přestavby NTRK a RET. 
Problémem je však detekce těchto aberací 
v rutinní praxi. Prediktivní testování u kar-
cinomu plic vychází z doporučení Kolegia 
amerických patologů (CAP), Mezinárodní 
asociace pro výzkum rakoviny plic (IASLC) 
a Asociace molekulární patologie (AMP), 
které s mírnými modifikacemi přijala Ame-
rická společnost pro klinickou onkolo-
gii (ASCO). Toto doporučení je původně 
z roku 2013, v současné době je platné po 
revizi z roku 2018 [6–10]. 

Základní principy testování podle 
CAP-IASLC-AMP guidelines
Typ nádoru: jakýkoliv karcinom s kom-
ponentou adenokarcinomu, „neskva-
mózní“ NSCLC (v malých vzorcích tedy 
např. i nemalobuněčný blíže nespecifi-
kovaný karcinom), jakýkoliv NSCLC (tedy 
i  skvamózní) s  klinickými charakteristi-
kami svědčícími pro vyšší pravděpodob-
nost řídicí mutace (věk < 50 let, nekuřák 
či mírný kuřák atd.).

Charakter materiálu: bioptický ma-
teriál (resekční výkon, endoskopický 
vzorek), cytologický materiál (cytoblok, 
nátěr), cfDNA při primodiagnóze pouze 
v případě, že není dostupná tkáň; cfDNA 
u  detekce rezistentní mutace EGFR 
T790M (pokud je výsledek negativní, do-
poručuje se testování z tkáně). Cirkulu-
jící nádorové buňky se nedoporučují 
v žádné indikaci.

Spektrum vyšetřovaných molekulárních 
markerů: definovány jsou 3 skupiny.
•	 Nepodkročitelné minimum: EGFR, ALK 

a ROS1 (podle modifikace ASCO i BRAF, 
to však v ČR neplatí).

•	 Markery zahrnuté v  případě negativ-
ního výsledku EGFR, ALK, ROS1 a BRAF 
nebo primárně u multigenového tes-
tování – sekvenování nové generace 
(new generation sequencing – NGS): 
RET, MET, KRAS, HER2.

•	 Další markery: na všechny markery nad 
rámec uvedeného je dle tohoto guide-
line nahlíženo jako na výzkumné.
Metodika: jakákoliv molekulární me-

toda schopná detekovat nádorové 
buňky v zastoupení alespoň 20 % (pro 
detekci mutace EGFR T790M je to 5 %). 
Preferovány jsou multigenové NGS pa-
nely. U  ALK se imunohistochemické 
(IHC) vyšetření pokládá za alternativu 
vyšetření metodou fluorescenční in situ 
hybridizace (FISH), u hraničních nálezů 
je však nutné ověření metodou FISH.

Testování exprese PD-L1
Testování exprese PD-L1  je v současné 
době standardní součástí prediktivní 
diagnostiky karcinomu plic a  je dopo-
ručováno u všech subtypů pokročilých 
NSCLC (stadium III a  IV). Podle guide-
lines Národní onkologické sítě (NCCN) 
a Evropské společnosti pro klinickou on-
kologii (ESMO) by mělo být vyšetření 
provedeno před nasazením 1. linie léčby 

u pacientů s metastatickým NSCLC s ne-
gativním či neznámým výsledkem testo-
vání EGFR, ALK a ROS1 [11–13]. S ohledem 
na přesný algoritmus a  indikaci testo-
vání se v praxi přístup v jednotlivých ze-
mích může lišit a  jednoznačná závazná 
pravidla v mezinárodních guidelines ak-
tuálně nejsou definována. V  některých 
zemích (vč. ČR) je však problematika ře-
šena na úrovni národních guidelines, či 
jsou tyto guidelines, jako v případě CAP, 
v přípravě [14]. Technické a další aspekty 
testování PD-L1  jsou v  literatuře široce 
diskutovány s ohledem na všechny fáze 
procesu zahrnující typ materiálu, fixaci, 
klon testující protilátky, užití detekčního 
systému a  srovnání mezi jednotlivými 
klony, minimální množství nádorových 
elementů, způsob hodnocení, interpre-
taci a externí kontrolu kvality. Problema-
tika je s  ohledem na zmíněné aspekty 
široká, nad rámec sdělení a recentně je 
shrnuta v  přehledu publikovaném Ko-
misí pro patologii při IASLC [15]. 

Základní aspekty testování PD-L1
Požadavky na pracoviště provádějící 
testování: podle mezinárodních dopo-
ručení se musí jednat o pracoviště akre-
ditované podle normy ISO:15198  se 
standardizovanou procedurou testování 
PD-L1  a  zavedeným systémem interní 
i externí kontroly kvality. S ohledem na 
to, že vyšetřování exprese PD-L1 je me-
todicky poměrně náročné, je za zásadní 
a  nutnou součást diagnostiky poklá-
dána participace v mezinárodních pro-
gramech externí kontroly kvality. V ČR je 
stejně jako molekulární testování i testo-
vání exprese PD-L1 prováděno v síti tzv. 
referenčních laboratoří pro prediktivní 
diagnostiku fungujících v  rámci praco-
višť patologie zařazených do této sítě.

Testování je možné z  malých bio
ptických vzorků, resekátů a  s  určitými 
omezeními i z cytologických materiálů, 
je-li k dispozici cytoblok. V případě ma-
lých vzorků a  resekátů je doporučo-
váno dodržet minimální dobu fixace 
6, resp. 24  hodin a  maximální dobu fi-
xace 48–72  hodin. Dle dostupných 
údajů prodloužená doba fixace nic-
méně neovlivňuje expresi PD-L1. Důle-
žité je správné fixativum, za které lze po-
kládat hlavně 10% pufrovaný formalin, 
i  když u  SP263  je alternativně udáván 



Prediktivní testování u nemalobuněčného karcinomu plic

Klin Onkol 2021; 34(Suppl 1): S29– S34 S31

Jana Evangelisty Purkyně (ČLS JEP) [17], 
České onkologické společnosti (ČOS) 
ČLS JEP [18] a v Modré knize [19]. Algo-
ritmy testování a  spektrum analyzova-
ných markerů jsou pravidelně aktuali-
zovány na jednání mezi plátci a zástupci 
SČP a ČOS ČLS JEP (schéma 1) [20]. Po-
slední aktualizace je z  5. 3. 2020  [21]. 
Souhrnně je aktuálně platný algoritmus 
prediktivního testování u  NSCLC v  ČR 
následující:

EGFR – u morfologicky definovaných 
subtypů (adenokarcinom či jeho kom-
ponenta, NSCLC spíše adenokarcinom, 
NSCLC NOS) z malých bioptických vzorků 
automaticky (reflexně) v době stanovení 
diagnózy, u jiných histologických typů či 
u resekátu na žádost onkologa.

ALK – u  morfologicky definovaných 
subtypů (stejných jako u EGFR) automa-
ticky v době stanovení diagnózy. Vyšet-
ření se provádí imunohistochemicky, 
případy hodnocené jako 3+ jsou pozi-
tivní a neověřují se metodou FISH. Pří-
pady hodnocené jako 0  jsou negativní 
a neověřují se metodou FISH, ostatní pří-
pady (1+, 2+) jsou nejisté a  ověřují se 
metodou FISH. 

ROS1  – u  morfologicky definova-
ných subtypů (stejných jako u EGFR) au-
tomaticky v  době stanovení diagnózy. 
Vyšetření se provádí imunohistoche-
micky, případy hodnocené jako 0  jsou 
negativní a neověřují se metodou FISH, 
všechny ostatní případy (1+, 2+, 3+) je 
nutné ověřit metodou FISH na žádost 
onkologa před nasazením cílené léčby.

ností aktuálně dostupné léčby. Obecně 
platí, že v  rámci registračních studií 
bylo prováděno hodnocení TPS (nebo 
TC a  IC) s klinicky relevantními cut-offs 
pro pembrolizumab  ≥  1  %  (pozitivní) 
a  ≥ 50  %  (vysoce pozitivní) (kit 22C3) 
a < 1 %, ≥ 1 %, ≥ 5 % a ≥ 10 % (nivolu-
mab, kit 28-8). U  kitu SP263  (který má 
v Evropě CE-IVD pro durvalumab, pem-
brolizumab a  nivolumab) jsou cut-offs 
dle příslušného léku < 1 %, ≥ 1 %, ≥ 5 %
, ≥ 10 %, ≥ 25 % a ≥ 50 %. U kitu SP142 je 
hranice pozitivity u NSCLC TC3 (≥ 50 %), 
pokud není přítomna, tak se hodnotí IC 
(hranice pozitivity je IC3, tj. ≥ 10 %).

Reportování nálezu: v  každém ná-
lezu by měla být kromě způsobu hodno-
cení (TPS, TC/ IC) a výsledku s uvedením 
procentuální pozitivity se zohledněním 
klinicky relevantních cut-offs uvedena 
i  použitá protilátka (případně typ sta-
novení) a okomentována reprezentativ-
nost vzorku s ohledem na splnění kvan-
titativního limitu a dalších aspektů.

Prediktivní testování 
u nemalobuněčného karcinomu  
plic v ČR
V ČR je prediktivní testování obecně rea-
lizováno v  síti tzv. referenčních labo-
ratoří, které fungují v  rámci vybraných 
pracovišť patologie (tab. 1). Celkově se 
jedná o  11  laboratoří, jejichž aktuální 
seznam a spektrum jimi vyšetřovaných 
markerů jsou dostupné i např. na webo-
vých stránkách Společnosti českých pa-
tologů (SČP) České lékařské společnosti 

i zinkový formalin. Při fixaci v alkoholo-
vých fixativech dochází ke ztrátě exprese 
PD-L1  a  tato fixativa nelze využít, což 
může být problematické zejména u ně
kterých typů cytologických vzorků fixo-
vaných v alkoholu. Pro testování lze pou-
žít i archivní materiál, na obecné úrovni 
se však nedoporučuje použití vzorků 
tkáně fixovaných formalinem a zalitých 
do parafinu, které jsou starší než 3 roky. 
V  případě cytologických vzorků je tes-
tování exprese PD-L1 na obecné úrovni 
možné u  materiálu z  cytobloku i  z  cy-
tospinu, nutná je však důkladná validace 
a uvědomění si limitů tohoto testování 
(v rámci registračních studií nebylo tes-
tování z  cytologických vzorků valido-
váno)  [16]. Jako minimální množství je 
u všech vzorků pro stanovení skóre ná-
dorového podílu (tumor proportion 
score – TPS) doporučováno 100  nádo-
rových buněk, při stanovení TC/ IC po-
mocí protilátky SP142  pak 50  nádoro-
vých buněk.

Imunohistochemické protilátky: 
jako optimální je udáváno použití kli-
nicky validovaných kitů PD-L1  IHC 
22C3  PharmDx assay (Agilent Tech-
nologies, USA) pro pembrolizumab, 
PD-L1 IHC 28-8 PharmDx assay (Agilent 
Technologies, USA) pro nivolumab, VEN-
TANA PD-L1  (SP263) assay (Roche Dia
gnostics, USA) pro pembrolizumab, ni-
volumab a  durvalumab a  VENTANA 
PD-L1 (SP142) (Roche Diagnostics, USA) 
pro atezolizumab. Tyto kity jsou však ve 
srovnání s testy vyvinutými v laboratoři 
(laboratory developed test – LDT) ná-
kladné a v  reálné praxi je jejich využití 
v  mnoha zemích limitované, zejména 
s ohledem na dostupné úhradové me-
chanizmy. V praxi lze tedy při důkladné 
validaci použít i LDT. Na podkladě čet-
ných studií se ukázalo, že protilátky 22C3, 
28-8  a  SP263  jsou srovnatelné a  tyto 
klony lze při stanovení TPS využít zamě-
nitelně. Naopak SP142 má s ohledem na 
TPS nižší senzitivitu a měla by být ome-
zena na testování týkající se predikce od-
povědi na léčbu atezolizumabem.

Hranice pozitivity: s ohledem na roz-
dílné hranice pozitivity („cut-offs“) 
a  způsob hodnocení pro různé prepa-
ráty a linie léčby by mělo hodnocení ex-
prese PD-L1  pokrývat všechny klinické 
potřeby vycházející zejména z  mož-

Tab. 1. Seznam referenčních laboratoří pro vyšetřování prediktivních markerů. 

AeskuLab Patologie, Laboratoř Praha

Bioptická laboratoř s. r. o., Plzeň

CGB Ostrava

Fingerlandův ústav patologie, FN Hradec Králové

Laboratoře Agel, Nový Jičín

Oddělení onkologické patologie, MOÚ Brno

Referenční laboratoř LF UP, Olomouc

Ústav patologie, 1. LF UK a VFN v Praze

Ústav patologie a molekulární medicíny, 2. LF UK a FN Motol, Praha

Ústav patologie a molekulární medicíny, 3. LF UK a FTN, Praha

Ústav patologie, FN Brno
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(jeho úhrada), kvalita materiálu a  testů 
(nedostatečný počet nádorových buněk, 
špatná kvalita tkáně, nedostatečná sen-
zitivita či selhání testu, nízká kvalita la-
boratoře), dostupnost testování, znalost 
o možnostech testování (třetina respon-
dentů si nebyla vědoma existence re-
centních guidelines!) a  doba odezvy. 
S  ohledem na překážky v  testování se 
jako nejvíce problematické jevily náklady 
na testování, kdy celosvětově nejčastěj-
ším způsobem úhrady byla přímá platba 
pacientem (63 %), následovaná úhradou 
z veřejné (státní) podpory (kam lze zařa-
dit i veřejné zdravotní pojištění) (40 %), 
podporou farmaceutických společností 
(29  %) a  soukromým zdravotním pojiš-
těním (16 %). Celkově je však tato data 
obtížné aplikovat na konkrétní zemi, 
jednalo se o opravdu široký přehled, ve 

těchto postupů do praxe je naprosto 
zásadní, naráží však na nejrůznější pro-
blémy. Zajímavé jsou výsledky recentní 
dotazníkové studie IASCL, do které se za-
pojilo 2  537  respondentů ze 102  zemí. 
Na obecné úrovni je podle tohoto pře-
hledu celkově prediktivní testování pro-
vedeno u  méně než 50  % pacientů 
s  NSCLC, u  kterých by provedeno být 
mělo. Nespokojenost s prediktivním tes-
továním vyjádřilo množství respondentů 
mezi žadateli o testování, ale i mezi těmi, 
kdo testy provádějí a  interpretují. Stíž-
nosti zahrnovaly zejména nesrozumitel-
nost výsledku (37 % respondentů), kva-
litu vzorků (23 % respondentů mělo více 
než 10 % vzorků nevhodných na predik-
tivní testování), dlouhou dobu odezvy 
a další [23]. Jako největší překážky v tes-
tování byly vnímány náklady na testování 

PD-L1 – vyšetření se provádí automa-
ticky v době diagnózy u všech subtypů 
NSCLC.

K dispozici jsou i pravidelně aktualizo-
vané národní guidelines (Nádory plic – 
doporučený postup pro bioptické vyšet-
ření), které se zaměřují na problematiku 
bioptické diagnostiky nádorů plic kom-
plexně a jejichž součástí je i algoritmus 
prediktivního testování. Tyto guidelines 
jsou volně dostupné na webových strán-
kách SČP [22]. 

Diskuze
Prediktivní testování je u  NSCLC stan-
dardní a  zcela nezbytnou součástí dia
gnostického procesu. Postupy, které se 
algoritmům a  indikacím tohoto testo-
vání věnují, jsou dostupné a měly by být 
všeobecně známé  [6,9]. Implementace 

Schéma 1. Algoritmus prediktivního testování u nemalobuněčného karcinomu plic v ČR.
EGFR – receptor pro epidermální růstový faktor, NOS – jinak nespecifikováno, NSCLC – nemalobuněčný karcinom plic, PD-L1 – program-
med death ligand 1
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možnosti využití metody NGS v rutinní 
prediktivní diagnostice u  onkologicky 
nemocných pacientů probíhají jednání 
s  plátci, která by měla být finalizována 
v průběhu roku 2021.

Závěr
Prediktivní testování je nezbytnou sou-
částí diagnostiky, bez které není správná 
léčba pacientů s karcinomem plic možná. 
V  ČR je testování ze strany odborných 
společností i  plátců věnována značná 
pozornost a testování probíhá v souladu 
s mezinárodními i národními doporuče-
ními. Na národní úrovni je testování zajiš-
ťováno v síti tzv. referenčních laboratoří 
v  rámci vybraných pracovišť patologie. 
Kromě prediktivního testování zaměře-
ného na konkrétní geny (ať už na úrovni 
DNA a RNA, nebo na úrovni exprese pří-
slušných proteinů detekovatelných imu-
nohistochemicky) je poměrně recentně 
součástí prediktivního testování i testo-
vání exprese PD-L1, které je metodicky 
relativně komplikované a  od vyšetřu-
jící laboratoře vyžaduje přesnou validaci 
metody, pravidelnou účast v  progra-
mech externí kontroly kvality a na úrovni 
odborných společností kontinuální jed-
nání zaměřená na implementaci nových 
poznatků a indikací do praxe. I přes vše 
výše uvedené nadále zůstává skupina 
pacientů, u kterých nejsou všechna po-
třebná vyšetření provedena. Důvodů je 
celá řada, jejich podrobný rozbor je nad 
rámec tohoto sdělení. U části pacientů 
je k dispozici tkáň, která umožní stano-
vení diagnózy, pro prediktivní vyšetření 
je však nedostatečná (ať už kvůli kvanti-
tativnímu limitu, nízké kvalitě DNA/ RNA 
či charakteru odběru – to se týká ze-
jména cytologických nátěrů, u  kterých 
není současně dostupný materiál na cy-
toblok). S ohledem na budoucí vývoj lze 
očekávat rozšíření prediktivního testo-
vání o další markery a širší využití me-
tody NGS v  rutinní praxi, to je však te-
prve předmětem jednání s plátci.
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Tab. 2. Seznam navrhovaných mar-
kerů pro komplexní molekulární tes-
tování u nemalobuněčného karci-
nomu plic.

Mutace Fúze

EGFR MTOR ALK

KRAS NF1 ROS1

BRAF ATM NTRK1

MET HER2 NTRK2

RET PIK3CA NTRK3

PTEN STK11 RET

ARAF KEAP1 MET

MAP2K1 DDR2 FGFR1

ALK NTRK1 FGFR2

CDK12 NTRK2 FGFR3

CDKN2A NTRK3 NRG1

FGFR1 NRAS NUTM1

FGFR2 TP53

FGFR3
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