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Alterationen der anaplastischen Lym-
phomkinase (ALK) kommenbeica.3-4 %
der nichtkleinzelligen Lungenkarzinome
(NSCLC) vor. Durch die Zulassungen
des ALK (MET/ROSI1-)Inhibitors Cri-
zotinib (Food and Drug Administration
[FDA] 2011, European Medicines Agen-
cy [EMA] 2012) sowie des ALK/IGF1-
Inhibitors Ceritinib (FDA 2014, EMA
2015; Einsatz bei Tumorprogress un-
ter Crizotinib-Therapie) gehort der
Nachweis einer ALK-Aktivierung beim
fortgeschrittenen, nicht rein plattenepi-
thelialen NSCLC zum diagnostischen
Standard [1-4]. Die in den Zulassungs-
studien verwendete Nachweismethode
von ALK-Inversionen/-Translokationen
stellte die Fluoreszenz-in-situ-Hybridi-
sierung (FISH) dar und gilt bis dato als
Goldstandard [5, 6]. Dies spiegelt sich
auch im FDA-Zulassungstext des Medi-
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Stellungnahme der DGP und der
AG Thorakale Onkologie der AG
Onkologie/Deutsche Krebsgesell-
schaft e. V. zur ALK-Testung beim

NSCLC

Immunhistochemie und/oder FISH?

kaments wider. Die Medikamentengabe
ist in den USA an den Nachweis durch
einen spezifischen ALK-FISH-Test von
Abbott (,companion diagnostic test®)
gekoppelt [7].

Auf europiischer Ebene (EMA-Zu-
lassung) wird hingegen (lediglich) der
Nachweis eines ,fortgeschrittenen ALK-
positiven NSCLCs" verlangt [8]. Dies er-
moglicht methodische Flexibilitdt, birgt
somit aber Chance und Risiko zugleich.
So zeigte der Nachweis des ALK-Pro-
teins mithilfe der Immunhistochemie
(IHC) zu Beginn erfolgversprechende
Ansitze (monozentrisch) [9], die sich
allerdings zunichst nicht problemlos in
die Breite (multizentrisch) tbertragen
lielen (falsch-positive oder negative Er-
gebnisse) [10]. Ursachlich hierfiir ist das
relativ breite Spektrum an verfiigbaren
(und auch zur Anwendung kommenden)
Antikoérpern diverser Anbieter (unter-
schiedliche Klone, Verdiinnungen, De-
tektionssysteme und Firbeverfahren).
Die in der Zwischenzeit durchgefiihrten

multizentrischen Studien (Methodenva-
lidierung) beschreiben 2 Klone, welche
verléssliche Ergebnisse liefern und so-
mit auch fiir den diagnostischen Alltag
empfohlen werden kénnen [11, 12].

Im Rahmen der European Thoracic
Oncology Platform (ETOP) wurde der
5A4-Klon (Novocastra) validiert [11].
Die Auswertung erfolgt mit dem IHC-
Score (0-3). Mit diesem Ansatz konn-
te eine gute Vorauswahl ALK-positiver
Tumoren getroffen werden. Von 1281
Fillen waren 80 positiv (48-mal IHC1+,
10-mal IHC2+, 22-mal IHC3+), bei
28 Fillen (35 %) konnte eine ALK-Alte-
ration mittels FISH bestatigt werden. Die
Ubereinstimmung von IHC und FISH
lag bei Score 1 bei 4,2 %, bei Score 2
bei 60,0 % und bei Score 3 bei 90,9 %.
Es erscheint notwendig, bei Score 1 und
2 immer eine FISH anzuschlieflen (Si-
cherung der Diagnostik), wohingegen
eine starke Proteinexpression (Score 3)
durchaus als hinreichend aussagekraftig
und therapierelevant interpretiert wer-
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Tab. 1

Bedeutung
ALK-Ergebnis

Mogliche Ergebnisprofile bei eingesetzter validierter ALK-IHC und FISH und ihre

Bewertung/Interpretation

IHC—/FISH-

ALK-negativ

IHC—/FISH+ (FISH-Borderline)

Gute Datenlage [15-20, 22, 26, 27, 29]
Technisches FISH-Artefakt
ALK-negativ

IHC+/FISH- (FISH-Borderline)

Gute Datenlage [10, 23-28]
Technisches FISH-Artefakt

ALK-positiv
IHC+/FISH+ ALK-positiv
IHC—/FISH+ Schlechte Datenlage [17, 18, 30, 31]

Klinisch korrelierte NGS-Ergebnisse ausstehend
Fall-Kontroll-Studien fehlen

IHC+/FISH nicht auswertbar (materialbedingt)

ALK-positiv

rung, NGS Next Generation Sequencing.

von einer Therapie profitieren.

ALK anaplastische Lymphomkinase, IHC Immunhistochemie, FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisie-

Bei eindeutiger IHC (- klar negativ, + klar positiv) kann ein sogenanntes FISH-Borderline-Ergebnis

vernachldssigt werden und die Klassifikation auf Basis der IHC erfolgen. Es erscheint praktikabel, eine
eindeutig positive ALK-IHC als ausreichend fiir die Therapieentscheidung heranzuziehen. Unklar ist,
ob IHC-negative Falle mit eindeutig positiver ALK-FISH-Alteration (nicht im Graubereich) Giberhaupt

den kann, auch wenn in der beschrieben
Studie bei 2 Fillen mit maximaler ALK-
Expression keine Alteration mittels FISH
detektiert werden konnte (moglicher-
weise falsch-negatives FISH-Ergebnis,
weitere Erlduterung s. unten).

Den zweiten im Rahmen der euro-
péaischen Harmonisierungsstudie vali-
dierten Ansatz stellt das D5F3-Opti-
view-System (Ventana) dar [12]. Der
Antikérper wurde an 40 ALK-FISH-
positiven Fillen validiert [13]; an 103
Fillen wurde ein entsprechender In-
terpretationsalgorithmus (sehr gute Re-
produzierbarkeit zwischen verschiede-
nen Auswertern) untersucht [14] und
abschlieflend der verldssliche multizen-
trische Einsatz nachgewiesen [12]. Der
wesentliche Unterschied zum oben ge-
nannten Ansatz beim 5A4-Klon besteht
in der bindren Auswertung (d.h. nega-
tiv oder positiv, kein Score). Trotz des
vermeintlich einfacheren Auswertesche-
mas wurden aber auch hier vereinzelt
heterogene (schwache) Farbemuster be-
obachtet (teils biologisch, teils bedingt
durch das spezifische Verstirkersystem),
welche eine weiterfithrende Transloka-
tionsanalyse (z.B. FISH) erforderlich
machten [12].

Viele weitere, teils vergleichende Ar-
beiten konnten den verlésslichen Einsatz
beider Klone bestdtigen [15-21]. Eine
sehr lesenswerte Ubersicht publizierten
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Hutarew et al. [20]. Ein ebenfalls vielver-
sprechender, noch nicht multizentrisch
validierter Antikorper, der kiinftig an
Bedeutung gewinnen konnte, ist der
1A4-Klon (Origene, Rockville), welcher
in ersten Untersuchungen vergleichbare
Ergebnisse zum D5F3-Optiview-System
lieferte [22].

Die ALK-IHC kann somit verlisslich
in der Diagnostik eingesetzt werden. Al-
lerdings muss festgehalten werden, dass
bei Kombination von IHC und Translo-
kationsanalysen gelegentlich diskrepante
Ergebnisse beobachtet werden (@ Tab. 1,
B Abb. 1).

Zur Abbildung noch folgende Erldu-
terung: Bei fraglicher ALK-Expression
(D5F3) sollte eine ALK-FISH durchge-
fihrt werden und die Gesamtbewertung
in Abhidngigkeit dieser erfolgen. Frag-
lich-positive Tumoren kénnen mit die-
sem IHC-Ansatz einerseits im Rahmen
eines heterogenen (jedoch biologischen)
Farbemusters entstehen, die konsekuti-
ve ALK-FISH ist dann positiv, anderer-
seits kann in einzelnen Fillen ein nicht
tumortypisches Fiarbemuster (,,stippled
staining pattern®) vorliegen, welches sich
durch das IHC-Verstérkersystem erklért
undkeinebiologische Positivitat darstellt,
diese Fille konnen/sollten bei Unklarheit
zur Absicherung mittels ALK-FISH un-
tersucht werden (das Ergebnis ist nega-
tiv). Da die biologische Wertigkeit einer

ALK-Expression (5A4) bei Score 1 und 2
aktuell unklar ist, sollten neben der ALK-
FISH ggf. weitere Untersuchungen sowie
klinische Daten fiir eine abschlieffende
Bewertung herangezogen werden.

Bemerkung zur FISH-Auswertung:
Laut Hersteller sollen 50 Tumorzellen
ausgewertet werden, in dann unklaren
Fillen, d.h. ALK-positive Muster in
5-25 der Tumorzellen, entsprechend
10-50 %, sollen nochmals 50 Tumorzel-
len von einer zweiten Person ausgewertet
werden. Ein Fall gilt als ALK-positiv
wenn die Summe beider Auswertun-
gen mindestens 15 % alterierte Signale
aufweist  (http://www.abbottmolecular.
com/static/cms_workspace/pdfs/US/
Vysis_ALK_FISH_Probe_Kit_PILpdf).
Da die meisten Studien sich auf den
15 %-,,cut-off “ beziehen, findet dieser in
O Abb. 1 Verwendung.

So konnten Fallberichte bzw. klei-
nere Fallserien die ALK-Alteration bei
entsprechenden  IHC+/FISH--Tumo-
ren mithilfe der reversen Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
oder des Next Generation Sequencing
(NGS) bestitigen und das Ansprechen
auf ALK-Inhibitoren dokumentieren
[23-25]. Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass derartige Fille aufgrund
technischer (zumeist nicht biologischer)
Gegebenheiten nicht verldsslich mit
FISH detektiert werden konnen, da die
Anzahl der positiven ALK-Signale in ei-
nem sogenannten Graubereich (um den
»cut-oft“ von 15%) liegt [10, 26, 27].
Insbesondere im Rahmen der biopti-
schen Diagnostik (wenige Tumorzellen)
wird diese Konstellation eher beobach-
tet; hier sollte ein etwaiges eindeutiges
Ergebnis einer validierten IHC fiir die
Therapieplanung herangezogen werden
[28].

Problematischer hinsichtlich der the-
rapeutischen Konsequenz konnen hin-
gegen Tumoren mit ALK-ITHC-/FISH+-
Profil sein. Ahnlich wie bei den oben
beschriebenen IHC+/FISH--Tumoren
handelt es sich hierbei jedoch zumeist
um Fille, deren FISH-Ergebnis im Be-
reich der ,cut-off“ liegt (z.B. wenige
Prozentpunkte oberhalb) [15-20, 22,
26, 27, 29]. Die Uberlegung, dass es
sich hier um Falle mit unklarer biologi-
scher Wertigkeit handelt (falsch-positive
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Abb. 1 A Interpretationsalgorithmus der ALK-Testung in Abhdngigkeit von der Methodik und vom IHC-Klon (D5F3, 5A4).
[ltalicJALK anaplastische Lymphomkinase, [Italic]IHC Immunhistochemie, [Italic]FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung,
[ItalicINGS Next Generation Sequencing. [Italic]*Bei Einsatz der beiden IHC-Ansatze sollte jeweils das in den Validierungsstu-
dien beschriebene Protokoll bzgl. Verdiinnung, Detektions- und Verstarkersystem verwendet werden [11-13]. Es sei darauf

verwiesen, dass die ETOP-Gruppe hier auch die Méglichkeiten eines manuellen Farbeansatzes beschreibt

FISH?), unterstreichen die Arbeiten von
Ilie et al. [15, 16]. Diese beschreiben
5 Patienten mit knapp iiber dem ,cut-
oft“ liegenden ALK-FISH-positiven Tu-
moren; alle Tumoren wiesen mithilfe
validierter IHC (D5F3-Optiview) keine
Expression des entsprechenden Proteins
auf. Lediglich 3 dieser Fille sprachen
(unterschiedlich gut) auf Crizotinib an,
diese 3 zeigten interessanterweise eine
zusitzliche MET-Uberexpression. Die
MET-Uberexpression bietet in diesem
Kontext eine mogliche Erkldrung fir
den ALK-unabhingigen Therapieerfolg
des urspriinglich als MET-Inhibitor ent-
wickelten Crizotinib. Zu vergleichbaren
Schlussfolgerungen kommen weitere
Arbeiten [17, 18], die tiber falsch-posi-
tive FISH-Ergebnisse bei negativer IHC
(5A4 Novocastra, D5F3 Optiview Ven-
tana) mit Raten von 13,8 % (4/29) und
13,3 % (2/15) berichten, abrundend do-

kumentiert durch einen Patienten mit
Borderline-positiver ALK-FISH (18 %
alterierte Signale), negativer IHC und
ohne Therapieansprechen [17]. Demge-
geniiber beschreiben Cabillic et al. [29],
dass ca. 25 % aller ALK-positiven Fille
nicht erkannt werden wiirden, falls man
sich in der Diagnostik lediglich auf eine
der beiden Methoden stiitzen wiirde. In
dieser Arbeit wurde jedoch keiner der
oben beschriebenen validierten IHC-
Ansitze verwendet, sodass die Arbeit
keine Schlussfolgerungen in Bezug auf
die diagnostische Praxis erlaubt und
daher nicht entsprechend interpretiert
werden sollte.

Aktuell noch schwierig zu beantwor-
ten ist die Frage, wie mit den sehr sel-
tenen Fillen umgegangen werden muss,
die ein eindeutig positives FISH-Ergeb-
nis (also deutlich oberhalb des ,,cut-off )
und eine negative IHC aufweisen. Hier

gibt es bisher keine entsprechende kli-
nische Datenlage, auch wenn erste Ar-
beiten davon ausgehen, dass moglicher-
weise keine Transkription oder Trans-
lation des ALK-Fusions-Gens stattfindet
[30-32]. Zukiinftige, NGS-basierte, kli-
nische Fallbeobachtungsstudien kénnen
helfen, ein diesbeziigliches Statement zu
formulieren [25, 32, 33].

Insgesamt scheinen die berichteten
IHC-/FISH+-Tumoren in Bezug auf den
FISH-,cut-off“ iberwiegend grenzwer-
tige Fille darzustellen, bei denen die
ALK-Expression zumindest nicht belegt
werden kann. Zwar ist es bei alleiniger
Anwendung der FISH im Sinne der Zu-
lassungskriterien formal korrekt, diese
Fille als positiv zu werten, es empfiehlt
sich jedoch, insbesondere aufgrund der
obenbeschriebenenklinischen Daten, im
Grenzbereich der FISH-Positivitit von
10-20 % [27] eine zusitzliche validierte
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ALK- (und ggf. MET-)IHC durchzu-
fithren (@ Abb. 1), insbesondere wenn
valide therapeutische Alternativen zur
ALK-Inhibitor-Therapie bestehen. Um-
gekehrtspricht die Summe der bisherigen
Ergebnisse nicht gegen einen validier-
ten immunhistologischen Ansatz, da
der therapeutische Erfolg bei eventuell
~verpassten’, grenzwertig FISH-positi-
ven Fillen zumindest fraglich erscheint.
Weitere Untersuchungen dieses grenz-
wertigen Kollektivs sind erforderlich,
um eine eventuelle Anpassung des ,cut-
oft“ zu prifen [25, 32, 33].

Die Datenlage hinsichtlich der frag-
lich positiven ALK-Expression (Score 1
und 2 beim 5A4-Ansatz) und ihrer bio-
logischen Wertigkeit bleibt zundchst un-
klar [11, 34, 35]. Ein Teil dieser Fille
(insbesondere Score 2) scheint eine bio-
logische Realitit darzustellen. Eine ALK-
FISH-Untersuchung ist in diesen Fillen
jedoch unerlisslich, es empfiehlt sich ggf.
eine weitere Validierung mit NGS-Analy-
sen an dafiir spezialisierten Zentren [32,
33], insbesondere falls das FISH-Ergeb-
nis ebenfalls nicht eindeutig sein sollte.

Zusammenfassung

Zusammenfassend ergibt sich aufgrund

der bisherigen Studienlage folgende Stel-

lungnahme (@ Abb. 1):

== Mit den ALK-Inhibitoren Crizotinib
und Ceritinib sind derzeit 2 ALK-
Inhibitoren von der EMA zugelassen,
deren Einsatz den Nachweis einer
ALK-Aktivierung im Tumorgewebe
erfordern. Fiir den diagnostischen
Nachweis stehen als validierte Nach-
weisverfahren FISH und THC (in
einzelnen Zentren zusitzlich NGS-
basierte Verfahren) zur Verfiigung.
Gemifl EMA-Zulassungstext stellt
die ALK-IHC ein der FISH zumindest
gleichwertiges Nachweisverfahren
dar.

== Fiir die diagnostische ALK-IHC
stehen derzeit 2 validierte Antikorper
(5A4 und D5F3) zur Verfiigung,
die gemidf3 den oben beschriebenen
Validierungsstudien (Verdiinnung,
Detektions- und Verstarkersystem)
eingesetzt werden kénnen und ein
differenziertes Vorgehen erfordern.
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== Bei Einsatz des D5F3-Antikorpers
(Optiview, Ventana) ist es vertretbar,
zweifelsfrei positive Fille auch ohne
weitere FISH-Analytik als ALK-po-
sitiv zu berichten und hiermit eine
ALK-Inhibitor-Therapie zu ermogli-
chen. Bei fraglichen Fillen sollte eine
FISH-Analytik angeschlossen werden
und der Fall nur bei FISH-Positivitit
(= 15%) als ALK-positiv berichtet
werden.

== Bei Einsatz des 5A4-Antikorpers
(Novocastra) scheint es gerecht-
fertigt, 3+-Fille auch ohne weitere
FISH-Analytik als ALK-positiv zu
berichten. Bei einem IHC-Score von
2+ und 1+ sollte eine FISH-Analytik
nachgeschaltet werden; nur im Falle
eines dann positiven FISH-Ergeb-
nisses ist es derzeit vertretbar, den
Fall als ALK-positiv zu bezeichnen.
Es ist allerdings aktuell unklar, ob
z. B. Patienten mit IHC2+/FISH--
Tumoren von einer Therapie profi-
tieren konnten. Somit sollten bei der
Bewertung derartiger Fille insbeson-
dere auch klinische Uberlegungen
(z. B. Alter, Raucherstatus) und wei-
tere Testergebnisse (z. B. MET-THC,
NGS) beriicksichtigt werden.

== Erfolgt die ALK-Testung primér als
FISH-Untersuchung, empfiehlt es
sich, im Grenzbereich des ,,cut-off
(15 %; = 5 %) eine zusitzliche ALK-
Immunbhistologie durchzufithren
(ggf. auch zusitzliche Durchfithrung
einer MET-THC oder NGS), um
das Ergebnis abzusichern. Es bleibt
jedoch festzuhalten, dass alle Falle
mit einer FISH-Positivitit formal
korrekt als ALK-positiv berichtet
sind.

Fazit fiir die Praxis

== Die vorliegenden Ergebnisse eta-
blieren die Immunhistologie als
valides diagnostisches Verfahren zur
Bestimmung des ALK-Status.

= Weitere qualitdtssichernde Maf3nah-
men sollten die praktische Anwen-
dung begleiten.

== Zukiinftige Ringversuche im Rah-
men der QuiP (Qualitatssicherungs-
initiative Pathologie), welche die
diagnostische Verlasslichkeit in der

Breite sicherstellen, werden neben
der validierten IHC und FISH auch die
Wertigkeit des NGS priifen miissen.
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Gleiche Mutationen bei
schwangerschaftsbedingter
Herzschwiache und Herzmus-
kelerkrankung

Die schwangerschaftsbedingte Herzschwa-
che (peripartale Kardiomyopathie,

PPCM) weist ahnliche klinische Merkmale
auf wie die hdufig auftretende Herzmuskel-
erkrankung (idiopathische dilatative Kar-
diomyopathie, iDCM), die durch Mutatio-
nen in zahlreichen Genen verursacht wird.
Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Hilfiker-Klei-
ner, Klinik fiir Kardiologie und Angiologie
der Medizinischen Hochschule Hannover
(MHH), konnte nun gemeinsam mit Wis-
senschaftlern von der University of Penn-
sylvania, USA, zeigen, dass bei etwa 20 %
der PPCM-Patientinnen dhnliche Mutatio-
nen wie bei deriDCM auftreten. Insgesamt
identifizierten die Forscher dabei in 8 Ge-
nen Mutationen, die auch charakteristisch
fiir die iDCM sind.

Beide Erkrankungen gehen mit einer dhnli-
chen Form der Herzschwéche einher.Im Ge-
gensatz zur iDCM ist die Ursache fiir die PP-
CM aber bisher unbekannt. PPCM tritt ohne
Vorwarnung im letzten Schwangerschafts-
monatoderinden ersten Monaten nach der
Geburt auf. Binnen weniger Wochen kann
diese Erkrankung zum schweren Herzver-
sagen und sogar zum Tode fiihren. Eine von
1500 bis 2000 Schwangeren ist betroffen.
Rechtzeitig erkannt st die Herzschddigung
der PPCM-Patientinnen in der Regel mit
Medikamenten behandelbar. Diese Frau-
en haben haufig eine schlechtere Prognose
als PPCM-Patientinnen ohne genetische
Vorbelastung. Daher kann das Wissen um
die Mutationen dem Arzt helfen, friihzei-
tig die richtige Therapie fiir die Patientin zu
wahlen.

Ware JS, Li J, Mazaika E. et al. (2016) Shared
Genetic Predisposition in Peripartum and
Dilated Cardiomyopathies. N Engl J of Med.
374:233-241

Quelle: Medizinische Hochschule
Hannover
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