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1. Einleitung 

1.1 Epidemiologie und Subtypen des Lungenkarzinoms 

Im Jahre 2012 lag die Zahl der Neuerkrankungen an Krebs weltweit bei 14.1 Millionen 

Menschen [1]. Im selben Jahr verstarben 8.6 Millionen Menschen an einer 

Krebserkrankung [1]. Hierbei entfielen auf das Lungenkarzinom, welches die häufigste 

Krebserkrankung darstellt, 1.8 Millionen Neuerkrankungen (13% der weltweiten 

Krebsinzidenz) und 1.6 Millionen Todesfälle (20% der weltweiten Krebsmortalität) [1]. 

In Deutschland beliefen sich die Gesamtzahlen 2013 auf 482.470 

Krebsneuerkrankungen (Frauen: 229.920; Männer: 252.550), sowie 223.093 

Krebstodesfälle (Frauen: 101.779; Männer: 121.314). Bezogen auf das 

Lungenkarzinom waren dies im selben Jahr 53.500 Neuerkrankungen (Frauen: 

18.810; Männer: 34.690) und 44.848 Todesfälle (Frauen: 15.140; Männer: 29.708) 

[2,3].  

In den letzten 20 Jahren hat sich die diagnostische und therapeutische Betrachtung 

des Lungenkrebses grundlegend geändert [4,5,6]. War zunächst lediglich die 

Unterscheidung zwischen kleinzelligem (SCLC) und nicht-kleinzelligem 

Lungenkarzinom (NSCLC) im Rahmen des klinisch-therapeutisch Kontextes relevant, 

so definiert die aktuelle WHO-Klassifikation histomorphologische Subtypen, die unter 

Umständen gehäuft mit bestimmten molekularpathologischen Alterationen assoziiert 

sein können [4,5,6]. Als Haupttypen des NSCLC sind das Adenokarzinom (ca. 45%) 

und das Plattenepithelkarzinom (ca. 30%) mit ihren entsprechenden unterschiedlichen 

histologischen Wachstumsmustern oder Mischformen zu nennen, zusätzlich findet in 

letzter Zeit mehr und mehr der Begriff des nicht-plattenepithelialen (non-squamous) 

NSCLC Verwendung [4,5,6]. Das SCLC gehört in die Gruppe der neuroendokrinen 

Tumoren (mit dem typischen und atypischen Karzinoid, sowie dem großzelligen 

neuroendokrinen Karzinom) und macht ca. 15% der histologischen Subtypen aus 

[4,5,6]. 
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1.2 Zielgerichtete Therapiemöglichkeiten beim lokal fortgeschrittenen und 

metastasierten nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom  

Die Therapie des NSCLC basiert in Abhängigkeit des Stadiums im Wesentlichen auf 

Operation, Chemotherapie und Bestrahlung [3,6,7]. Circa 35-40% der Patienten 

werden im Stadium IV diagnostiziert [3,6,7]. Der Therapieansatz ist hier in der 

Mehrzahl der Fälle palliativ, allerdings gab es insbesondere beim Adenokarzinom der 

Lunge in den letzten Jahren nennenswerte therapeutische Fortschritte [3,4,6,7,8]. 

Neben den klassischen carboplatin- und cisplatinbasierten Chemotherapeutika, 

spielen zielgerichtete Therapien unter bestimmten Voraussetzungen mittlerweile eine 

immer größere Rolle [4,6,8]. Diese in der englischen (und teilweise auch deutschen) 

Literatur als „targeted therapies“ bezeichneten Medikamente werden prinzipiell 

hinsichtlich ihrer therapeutischen Angriffspunkte unterschieden: Monoklonale 

Antikörper, welche gegen einen bestimmten Rezeptor an der Zelloberfläche gerichtet 

sind, enden auf „mab“. Ein bekanntes Beispiel ist der HER2-Rezeptorblocker 

Trastuzumab (Herceptin) insbesondere im Rahmen der Therapie des Mamma- und 

Magenkarzinoms [3,4,8,9]. Medikamente, welche hingegen am intrazellulären 

Rezeptorabschnitt binden, werden als „small molecules“ bezeichnet. Die 

Wirkstoffnamen dieser Kinasehemmer enden auf „mib“ oder „nib“ [3,4,8,9].   

Beginnend in den Jahren 2003/2004 mit der Zulassung der ersten Inhibitoren gegen 

den epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR), Gefitinib (Iressa) und Erlotinib 

(Tarceva), durch die Food and Drug Administration (FDA) und im weiteren Verlauf 

durch die European Medicines Agency (EMA), sind aktuell eine Vielzahl von „small 

molecules“ in der Erst- und Zweitlinientherapie des lokal fortgeschrittenen und 

metastasierten NSCLC zugelassen [4,8,10]. Als weitere Zielstrukturen sind hier neben 

der anaplastischen Lymphom Kinase (ALK), mit welcher sich die vorliegende Arbeit 

beschäftigt, KRAS, ROS1, BRAF, MET, HER2 und in letzter Zeit insbesondere PD-L1 

zu nennen [4,7,8,10,11,12]. In den meisten Fällen wird der Nachweis der 

therapierelevanten Mutation am Tumorgewebe als Basis für eine Medikamentengabe 

gefordert [3,4,10,11]. Der stete Zuwachs an neuen therapierelevanten Markern stellt 

eine Herausforderung für die Routinediagnostik dar. Diese besteht im Wesentlichen 

darin, dass bei gleichbleibender (oftmals geringer) Menge an Tumorzellgehalt immer 

mehr immunhistologische und molekularpathologische Untersuchungen in den 

Routinealltag der pathologischen Institute integriert werden müssen [12,13,14]. Dieser 
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Sachverhalt soll in der vorliegenden Arbeit am Beispiel der ALK-Alteration im NSCLC 

verdeutlicht werden.  

 

1.3 Die Anaplastische Lymphom Kinase (ALK)  

Der ALK-Genlocus liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 (2p23) und umfasst 2 

lange Introns und 29 Exons [15,16]. Das humane ALK-Gen kodiert ein aus 1620 

Aminosäuren bestehendes ca. 180 kDa schweres Protein, welches nach 

posttranslationaler Modifikation ein Gewicht von ca. 220 kDa aufweist [17,18,19]. 

Ferner existiert ein 140 kDa ALK-Protein, welches möglicherweise durch 

Modifikationen der Extrazellularregion des 220 kDa ALK-Proteins gebildet wird und 

somit eine 80 kDa Einheit entstehen lässt, deren Funktion bisher unbekannt ist [18, 

20]. Der ALK-Rezeptor gehört zu den klassischen Rezeptor-Tyrosinkinasen und bildet 

zusammen mit dem Leukozyten Tyrosinkinase-Rezeptor die Untergruppe der Insulin-

Rezeptor Superfamilie [18,21]. Der ALK-Rezeptor ist aus einer extrazellulären 

Liganden-bindenden Domäne, einem transmembranären Abschnitt und einer 

intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne aufgebaut [22,23,24]. Gut untersucht ist die 

physiologische Aktivierung des ALK-Rezeptors im Rahmen der Embryogenese beim 

Säugetier [18]. Eine Rezeptoraktivierung führt zur Phosphorylierung und kann unter 

anderem durch PTN (Pleiotrophin), OSF-1 (Osteoblast-Specific Factor 1), HARP 

(Heparin Affinity Regulatory Peptide), HBNF (Heparin-Binding Neurothrophic Factor) 

oder MK (Midkine) erfolgen [18,25,26,27,28,29].  

Dem gegenüber steht eine Liganden-unabhängige, pathologische Aktivierung im 

Sinne einer Autophosphorylierung. Dieser können aktivierende Punktmutationen, 

Amplifikationen oder Genfusionen zu Grunde liegen [30]. Insbesondere letztere sind 

im medizinischen Kontext interessant. Ursächlich hierfür sind Inversionen oder 

Translokationen einzelner Chromosomenabschnitte [30]. In der Folge kommt es zur 

Aktivierung verschiedener Signalpfadkaskaden. Hier sind unter anderem RAS-ERK, 

JAK3-STAT3, PI3K-AKT, sowie PLC- zu nennen [18,30,31,32]. In der Folge kommt 

es zu Proliferation, Hemmung der Apoptose, Progression des Zellzyklus, sowie zu 

einer verbesserten Möglichkeit der Zellmigration [18,30,31,32].  

Die in vivo Funktion von ALK im Rahmen der Embryogenese wurde bisher am besten 

bei der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) untersucht. Es konnte gezeigt werden, 

dass ALK eine Aktivierung des ERK-Signalweges auslösen kann [33], sowie eine 
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wesentliche Rolle in der Entwicklung der viszeralen Muskulatur des Darmes spielt [34]. 

So schlüpfen aus ALK-defizienten Drosophila-Embryos „darmlose“ Larven, welche in 

der Folge versterben [34]. Bei Säugetieren übernimmt ALK eine Rolle in der 

Entwicklung und Funktion des Nervensystems, eine Hypothese die von der 

kontinuierlichen ALK mRNA-Expression im gesamten Nervensystem während der 

Embryogenese der Maus abgeleitet wird [17,35]. Beim Aspekt der Zellmigration im 

Rahmen der Entwicklung von Neuronenfortsätzen (Neuriten) erscheint der MAP-

Kinase-Signalweg von zentraler Bedeutung [20]. Bei der Maus verringert sich der 

Gehalt an ALK-Transkripten, sowie des ALK-Proteins nach der Geburt, das Minimum 

wird im Alter von drei Wochen erreicht und bleibt dann bei den erwachsenen Tieren 

konstant auf einem niedrigen Level erhalten [17]. Immunhistologische 

Untersuchungen an adultem humanen Gewebe konnten ebenfalls ein schwaches 

ALK-Muster im zentralen Nervensystem, vergleichbar zu dem in der Maus, 

nachweisen [36]. Ferner wurden ALK mRNA-Transkripte unterschiedlicher Länge 

(möglicherweise verschiedenen Splicing-Varianten entsprechend) in humanem 

Gewebe von Hoden, Prostata, Gehirn, Dünn- und Dickdarm nachgewiesen [37]. Dies 

favorisiert nachhaltig eine gewisse Rolle im Rahmen der embryologischen 

Entwicklung, allerdings fehlen bisher, darüberhinausgehende Arbeiten an humanem 

Gewebe.  

 

1.4 Die Anaplastische Lymphom Kinase (ALK) im Kontext des anaplastischen 

großzelligen Lymphoms (ALCL) sowie bei weiteren Erkrankungen 

1985 wurde ein neuer Subtyp des Non-Hodgkin-Lymphoms (NHL) beschrieben, dieser 

zeigte immunhistochemisch eine Expression des Oberflächenmarkers CD-30 (Ki-1) 

und wurde zunächst als Ki-1 positives anaplastisches großzelliges Lymphom (ALCL) 

bezeichnet [37,38]. Ende der 80iger Jahre konnte bei dieser Entität eine das ALK-Gen 

involvierende Translokation zwischen Chromosom 2 und 5 nachgewiesen werden 

[39,40]. Der entsprechende Fusionspartner Nucleophosmin (NPM) wurde 1994 

beschrieben [37]. Dieses sogenannte ALK-positive ALCL ist ein von den T-Zellen 

abgeleitetes CD30 positives NHL, welches insbesondere bei Kindern und jungen 

Erwachsenen auftritt [41]. Zumeist liegt die oben angesprochene Translokation 

zwischen den Chromosomenabschnitten 2p23 und 5q35 vor, welche das NPM-ALK 

Fusionsprotein entstehen lässt [41]. In der Zwischenzeit konnten zahlreiche weitere 
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Fusionspartner beschrieben werden, hier sind in erster Linie folgende zu nennen: 

ALO17, TFG, MSN, TPM 3 und 4, ATIC, MYH 9 und CLTC [18,41]. Das ALK-positive 

ALCL weist eine bessere Prognose als das ALK-negative auf, der entsprechende 

Nachweis (im Routinealltag zumeist Nachweis des Proteins) gehört zum 

diagnostischen Standard [41].  

Ferner können Alterationen des ALK-Gens bei den unterschiedlichsten Entitäten 

vorkommen und entsprechende Subtypen definieren. So weist das diffuse großzellige 

B-Zell-Lymphom (DLBCL) mit den Fusionsproteinen CLTC-ALK und NPM-ALK einen 

aggressiven klinischen Verlauf und ein schlechtes Therapieansprechen auf, 

wohingegen der inflammatorische myofibroblastische Tumor (IMT) mit seiner großen 

Anzahl an ALK-Fusionspartnern eine bessere Prognose als der ALK-negative IMT 

besitzt [18]. Neben diesen klassischen Fusionen, welche unter anderem auch beim 

Ösophagus-, Nierenzell-, Magen-, Mamma- und Ovarialkarzinom beschrieben wurden, 

können auch ALK-Punktmutationen oder Überexpressionen vorliegen [15]. Auch wenn 

die genaue Funktionsweise letzterer bislang noch nicht bekannt ist, kann sie unter 

anderem beim Neuroblastom, malignen Melanom, Rhabdomyosarkom und 

Glioblastom eine Rolle spielen [18,43,44]. Punktmutationen können hingegen im 

anaplastischen Schilddrüsenkarzinom, aber auch im Neuroblastom, IMT oder NSCLC 

vorkommen [15,18,31,42,43,44]. Während die ALK-Alterationen insbesondere in den 

zuletzt genannten Karzinomen teilweise lediglich Einzelfallbeschreibungen darstellen 

und bisher keinen Eingang in den klinischen Alltag erfahren haben, sollte mit der 

Beschreibung des ALK-positiven NSCLC ein bemerkenswertes therapeutisches 

Kapitel eingeleitet werden [45]. 

 

1.5 Die Rolle der Anaplastischen Lymphom Kinase (ALK) im nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinom (NSCLC) 

2007 wurde erstmals das Echinoderm Microtuble-Associated Protein-Like 4 (EML4) - 

ALK-Fusionsprotein im NSCLC beschrieben [45]. Mittlerweile wurden mindestens 15 

verschiedene EML4-ALK Varianten, sowie andere ALK-Fusionspartner detektiert 

[30,46,47,48,49,50]. Der Bruchpunkt im ALK-Gen ist weitestgehend konstant und 

involviert die in Exon 20 (seltener Exon 19 oder Intron 19) lokalisierte ALK-

Tyrosinkinase-Domäne, wohingegen die N-terminale Region hinsichtlich des 
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Bruchpunktes und somit des Partners variabel ist [30,48,49,50,51]. In der Folge eines 

solchen Bruchereignisses rückt der Fusionspartner (zumeist EML4 am 5`-Ende) an 

das ALK-Gen (am 3`-Ende) heran und fungiert als Promotor [15,18,30,31,32,49,50]. 

Die entstehenden Fusionstransskripte werden in chimäre Proteine translatiert und 

führen auf zytoplasmatischer Ebene nach Dimerisierung beziehungsweise 

Oligomerisierung zu einer dauerhaften Aktivität (Phosphorylierung), welche mittels der 

oben beschriebenen Signalpfadkaskaden (siehe Kapitel 1.3) ein entsprechendes 

Tumorwachstum induzieren kann [15,18,30,31,32,49,50]. In ca. 90% der EML4-ALK 

Fusionen, welche formal nicht das Produkt von Translokationen, sondern 

parazentrischer Inversionen auf Chromosom 2 darstellen, handelt es sich um die 

Varianten 1, 2 oder 3a/b [30,48,52]. Aber auch „echte“ Translokationen mit den 

Fusionspartnern TFG, KIF5B oder KLC1 wurden beschrieben [53,54].  

In Abhängigkeit der ethnischen Gruppe kommen ALK-Alterationen im Mittel bei ca. 2-

7% der Adenokarzinome der Lunge vor (häufigeres Auftreten bei Asiaten) 

[11,50,54,55]. Weltweit geht man insgesamt von ca. 45.000 Patienten aus, die jährlich 

an einem ALK-positiven Lungenkrebs erkranken, auf Deutschland bezogen sind dies 

ca. 2.000 Patienten pro Jahr [11,50,54,55,56,57,58,59]. Betroffen sind vor allem 

jüngere, nie- oder nicht-(mehr) rauchende Patienten [11,50,54,55]. Dies sollte jedoch 

kein alleiniges Auswahlkriterium für eine ALK-Testung darstellen, zumal auch Raucher 

oder junge Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom betroffen sein können 

[11,50,54,55,56,57,58,59]. 

Von der ersten Beschreibung im NSCLC im Jahre 2007 [45] bis zur Zulassung des 

ersten ALK(MET/ROS1) - Inhibitors Crizotinib (Xalkori) durch die FDA (2011) und EMA 

(2012) vergingen nicht einmal 5 Jahre [60,61]. Die zur Zulassung führende Studie 

zeigte ein verbessertes Ansprechen und Überleben (3.4 vs. 7 Monate) bei ALK-

positiven Patienten, die mit einem entsprechenden Inhibitor behandelt wurden [62,63]. 

In der Zwischenzweit wurden im klinischen Alltag Überlebensdaten von mehr als 19 

Monaten berichtet [64,65,66,67]. Mittlerweile stehen in der Rezidiv- bzw. 

Resistenzsituation, weitere ALK-Inhibitoren wie Ceritinib (Zykadia), Alectinib 

(Alecensa) oder Brigatinib (Alunbrig) zur Verfügung [8].  
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1.6 Möglichkeiten der ALK-Testung mittels Fluoreszenz in-situ Hybridisierung 

(FISH) und Immunhistologie (IHC) 

Die Methode der Wahl zur Beschreibung des ALK-Status (negativ oder positiv) in den 

zur Zulassung von Crizotinib führenden Studien war die Fluoreszenz in-situ 

Hybridisierung (FISH) [62,63]. Diese galt seitdem als diagnostischer Goldstandard und 

der FISH Assay von Abbott (Vysis LSI ALK Break Apart Rearrangement Pobe Kit; 

Abbott Molecular) wurde von der FDA im Zulassungstext entsprechend berücksichtigt 

[60].  

Bei der FISH-Untersuchung wird das ALK-Gen mittels zweier fluoreszierender Sonden 

flankiert (umspannt), eine rot bzw. orange fluoreszierende Sonde bindet im 3´Bereich 

(3´ALK probe SpectrumOrange), eine grün fluoreszierende Sonde im 5´Bereich 

(5´ALK probe SpectrumGreen) [68]. Bei nicht Vorhandensein eines ALK-Bruches 

liegen beide Sonden dicht nebeneinander bzw. übereinander und fluoreszieren orange 

(sogenanntes Fused Signal = FS). Im Falle einer Inversion oder Translokation kommt 

es zu einem Bruch innerhalb der ALK-Region, das grün markierte 5´Ende invertiert 

und wird somit vom rot markierten 3´Ende disloziert. Beide Markierungen liegen dann 

weiter voneinander entfernt, ein etwaiger Promotor ist nun näher an den 3´Bereich 

heranrückt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop stellt sich dies als sogenanntes Split 

Signal (SS) oder bei Verlust (Deletion) der 5´Region als sogenanntes Single Red 

Signal (SRS) dar. Bei einem SS entspricht der Abstand beider Signale mindestens 

dem Durchmesser von zwei Signalstärken (Abbildung 1) [62,68,69,70,71,72]. Im 

diagnostischen Alltag werden gemäß Hersteller zunächst mindestens 50 Tumorzellen 

ausgewertet, ein Fall gilt als ALK-negativ, wenn weniger als 5 von 50 Tumorzellen SS 

und/oder SRS aufweisen, hingegen als ALK-positiv, wenn mehr als 25 von 50 

Tumorzellen SS und/oder SRS aufweisen. Im Falle des Auftretens von ALK-positiven 

Mustern in 5 bis 25 Tumorzellen werden weitere 50 Tumorzellen von einer zweiten 

Person ausgewertet. Ein Fall gilt als ALK-positiv, wenn die Summe beider 

Auswertungen mindestens 15% alterierte Signale aufweist [62,68,69,70,71,72].  
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Abbildung 1: Beispiele der im Text erläuterten Signal-Muster bei der ALK-FISH. Der obere Zellkern 

weist ein Split Signal (SS), wie bei einer Inversion/Translokation, auf. Im unteren Zellkern stellen sich 

drei fusionierte Signale (FS) dar (a). Mehrere Zellkerne mit Single Red Signals (SRS), sowie einzelne 

FS (b).  

Nicht publizierte, eigene Originalabbildung, im Rahmen der Habilitation erstellt.  

 

 

Neben der hier beschriebenen Methode der FISH wurden weitere Nachweisverfahren 

beschrieben. Hier sind zunächst die Chromogene in-situ Hybridisierung (CISH) [73,74] 

und die Immunhistologie (IHC) zu nennen. Insbesondere letztere erschien zunächst 

eine deutliche Vereinfachung (Zeit- und Kostenaspekt) im Vergleich zur FISH 

darzustellen. In den Jahren zwischen der Erstbeschreibung der EML4-ALK Fusion im 

NSCLC und der Erstzulassung des ALK-TKI propagierten verschiedene 

Arbeitsgruppen einen vielversprechenden Einsatz der ALK-IHC im Routinealltag 

[70,75,76,77,78]. Hierbei gilt es festzuhalten, dass sich die einzelnen Arbeiten zum 

damaligen Zeitpunkt auf unterschiedliche auf dem Markt verfügbare Antikörper 

bezogen. Die Validierungen und Auswertungen erfolgten jeweils in einem Labor 

(„single-center“) [70,75,76,77,78]. In wie weit die entsprechenden Verfahren 

(Antikörper, Verdünnung, Detektionssystem) in der Breite, also in unterschiedlichen 

Laboren („multi-center“), verlässlich eingesetzt werden konnten, war zum damaligen 

Zeitpunkt unklar.  

Auf den deutschsprachigen Raum bezogen können solche Fragestellungen im 

Rahmen von Ringversuchen beantwortet werden. Grundsätzlich geht es darum eine 

verlässliche Diagnostik in der Breite durch die regelmäßige Teilnahme an solchen 

Qualitätssicherungsverfahren mit etwaiger Zertifizierung des Teilnehmers zu 

gewährleisten. 
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1.7 Die Bedeutung von Ringversuchen im Rahmen der Qualitätssicherungs-

Initiative Pathologie (QuIP) 

Die Deutsche Gesellschaft für Pathologie (DGP) und der Berufsverband Deutscher 

Pathologen (BDP) haben im Jahre 2004 die Qualitätssicherungs-Initiative Pathologie 

(QuIP) gegründet. Diese stellt im Rahmen von Ringversuchen eine externe 

Qualitätssicherung im Bereich der diagnostischen IHC und Molekularpathologie sicher 

[79,80,81]. Hierbei soll in der Pathologie die Möglichkeit gewährleistet werden, Qualität 

und Reproduzierbarkeit von Labor- und Auswerteleistungen anhand externer 

Standards zu überprüfen [79,80,81]. Die Ringversuche reichen von klassischen 

immunhistologischen Nachweisen (z.B. Ki-67, Östrogen-/Progesteron-Rezeptor, 

HER2) über PCR-basierte Nachweise (z.B. RAS-, EGFR-Mutationen oder HPV und 

TBC) bis hin zu Auswertungen mittels in-situ Hybridisierung (z.B. HER2-Amplifikation, 

BCL6-, c-MYC/IGH- oder IGH/BCL2- Translokationen) [79,80,81]. 

Die quantitative oder semiquantitative Auswertung erfordert eine Standardisierung der 

Verfahren, um eine Reproduzierbarkeit auch bei dezentraler Durchführung zu 

gewährleisten. Die Versuche werden in regelmäßigen Abständen (in der Regel alle ein 

bis zwei Jahre) durchgeführt, die teilnehmenden pathologischen Institute und Praxen 

müssen für eine Zertifizierung eine bestimmte Anzahl an Fällen korrekt beurteilen. Die 

Durchführung (Inhalt, Fallzahl, Logistik, Kriterien des Bestehens) wird von den 

sogenannten Panelinstituten (pro Ringversuch 2-3 Referenzpathologien) gemeinsam 

mit dem Referenzinstitut für Bioanalytik (RfB) oder der QuIP betreut [79,80,81]. Die 

Anforderungen an die entsprechenden Panelinstitute sind eine ausreichende 

Frequenz an eigenen Untersuchungen hinsichtlich des jeweiligen Markers, sowie 

wissenschaftliche Vorarbeiten auf dem entsprechenden Gebiet [79,80,81]. 

Die DGP und die QuIP führen in ihrer häufig zitierten Stellungnahme aus: 

„Am 11. Februar 2016 wurde die Qualitätssicherungs-Initiative Pathologie 

QuIP GmbH gegründet und inzwischen in das Handelsregister eingetragen 

(HRB 175419 B). Ziel des Übergangs in eine andere Rechtsform ist die 

Professionalisierung des Betriebs und die Vereinfachung der Zusammenarbeit 

mit der Industrie“ [79,80,81]. 

Eine entsprechende Akkreditierung der QuIP nach DIN EN ISO/17043 wird angestrebt 

[79,80,81]. Ringversuche werden nicht nur auf nationaler Ebene, sondern auch auf 

europäischer Ebene durchgeführt (EQA: external quality assessment) [82,83]. Im Juni 

 
9



 

 
 

2014 vereinbarten die DGP und die ESP (European Society of Pathology) die 

Ringversuche der jeweiligen anderen Fachgesellschaft anzuerkennen. Die Zertifikate 

tragen die Unterschriften beider Fachgesellschaften [84]. 

 

1.8 Zielstellung 

Im Rahmen der Arbeiten, welche der vorliegenden Habilitationsschrift zu Grunde 

liegen, haben wir zunächst ein retrospektives Lungentumorkollektiv 

zusammengestellt, um unter anderem geeignete Fälle für einen ALK-Ringversuch zu 

identifizieren. In der Vorbereitung eines solchen Ringversuches haben die beteiligten 

Panelinstitute die multizentrische Reproduzierbarkeit der FISH überprüft, die IHC 

vergleichend gegenübergestellt und etwaige diagnostische Fallstricke identifiziert. Im 

nachfolgenden Ringversuch, welcher die flächendeckende diagnostische Güte der 

ALK-Testung sicherstellen sollte, konnten sich die teilnehmenden Institute 

zertifizieren. Zusätzlich sollten vergleichende Erkenntnisse hinsichtlich der 

unterschiedlichen Nachweisverfahren, Antikörper und Sonden gewonnen werden. 

Diese Daten nahmen wir zum Anlass die IHC zunächst unizentrisch und dann 

multizentrisch im Rahmen einer europäischen Harmonisierungsstudie zu validieren. 

Die abschließende detaillierte Betrachtung der ALK-FISH Daten an 753 NSCLC hatte 

es zum Ziel etwaige Schwächen der FISH zu analysieren, um das Risiko von 

Fehlklassifikationen zu reduzieren bzw. um aufzuzeigen wann der Goldstandard FISH 

nicht mit der gebotenen Sicherheit als alleiniges diagnostisches Testverfahren 

eingesetzt werden sollte. 
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2. Eigene Arbeiten 

2.1 Vorbereitung eines ALK-Ringversuches (interner Paneltest): Verlässlichkeit 

der ALK-Testung mittels FISH, diagnostische Fallstricke und die (vorläufige) 

Bedeutung der ALK-IHC 

Literatur: Maximilian v. Laffert, Arne Warth, Roland Penzel, Peter Schirmacher, 

Danny Jonigk, Hans Kreipe, Hans-Ulrich Schildhaus, Sabine Merkelbach-Bruse, 

Reinhard Büttner, Simone Reu, Rosi Kerler, Andreas Jung, Thomas Kirchner, 

Cornelius Wölfel, Iver Petersen, Regulo Rodriguez, Wolfram Jochum, Holger Bartsch, 

Annette Fisseler-Eckhoff, Erika Berg, Dido Lenze, Manfred Dietel, Michael Hummel.  

Anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene rearrangement in non-small cell lung cancer 

(NSCLC): results of a multi-centre ALK-testing.  

Lung Cancer 2013; 81: 200-206  

doi: 10.1016/j.lungcan.2013.04.015. Epub 2013 May 10. PMID: 23669200 [85]. 
 

https://doi.org/10.1016/j.lungcan.2013.04.015 

 

Seit der Zulassung von Crizotinib gehört die ALK-Testung zum diagnostischen 

Standard beim NSCLC [11]. Während die FDA zum damaligen Zeitpunkt (2011) auf 

die zur Medikamentenzulassung führenden Studien Bezug nahm und die FISH als 

companion diagnostic (CDx) festlegte, ist der EMA-Zulassungstext (2012) 

methodenoffen verfasst [60,61]. Es wird lediglich der Nachweis von ALK-Positivität 

gefordert, ein spezifischer Test wird nicht vorgegeben [61]. Im Rahmen der 

Vorbereitung eines ALK-Ringversuches, der die Güte der ALK-Diagnostik in der Breite 

im Rahmen der QuIP gewährleisten sollte, haben wir zunächst einen tissue micro array 

(TMA)-basierten internen ALK-Paneltest (acht Institute für Pathologie) durchgeführt. 

Ziel war es, geeignete Fälle auszuwählen, sowie die multizentrische 

Reproduzierbarkeit der Testung zu überprüfen. Da zum damaligen Zeitpunkt eine 

relativ gute Konkordanz von ALK-FISH und ALK-IHC von verschiedenen 

Arbeitsgruppen beschrieben wurde [75,76,77,78], führten die acht Institute neben der 

FISH auch eine Testung mittels IHC durch. Weil Ringversuche prinzipiell 

methodenoffen gestaltet werden, wurden keine Vorgaben zu etwaigen Sonden oder 

Antikörpern gemacht. Die einzelnen Teilnehmer untersuchten an den ihnen 

zugesandten TMA-Leerschnitten zehn gut charakterisierte Adenokarzinome der Lunge 
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(5x ALK-FISH-positiv, 5x ALK-FISH-negativ) bezüglich Ihres ALK-Status. Neben der 

Frage nach Negativität oder Positivität mittels IHC und FISH sollte der prozentuale 

Anteil an SS und/oder SRS pro Fall dokumentiert werden. Hervorzuheben ist hierbei 

ein Tumor mit (gemäß Vortestung) SS in circa 20% der Tumorzellen. Es handelt sich 

folglich um einen ALK-positiven Tumor mit Bruchsignalen in der Nähe des definierten 

15% Cutoffs für ALK-FISH-Positivität (siehe auch Einleitung 1.6). Bei diesem Fall 

konnte vorab mittels RT-PCR eine EML4-ALK Fusionsvariante 1 nachgewiesen 

werden.  

Die einzelnen Ergebnisse der Teilnehmer wurden zentral (in Berlin) gesammelt, 

ausgewertet und im Verlauf bei einem gemeinsamen Treffen diskutiert. Es zeigte sich, 

dass die FISH als Methode der Wahl zur ALK-Testung insgesamt gut geeignet ist. Vier 

der fünf ALK-negativen Fälle konnten sicher als solche klassifiziert werden. 

Schwierigkeiten ergaben sich lediglich bei einem Fall. Hierbei handelte es ich um ein 

Karzinom mit einem hohen extrazellulären Gehalt an Muzin. Dies kann zu einer 

starken Autofluoreszenz führen, welche die Auswertung erschweren bzw. unmöglich 

machen kann. Im Routinealltag muss in solch einem Fall die FISH wiederholt werden 

(z.B. an einem anderen Tumorblock mit weniger Muzingehalt).  

Vier der fünf positiven Fälle konnten ebenfalls verlässlich mittels FISH ausgewertet 

werden. Ausgenommen hiervon war der oben beschriebene Tumor mit SS in ca. 20% 

der Tumorzellkerne. Dieser Fall wurde von drei der acht teilnehmenden Institute als 

ALK-negativ diagnostiziert (folgende SS-Werte wurden angegeben: 0%, 10%, 13%). 

Zwei der fünf Teilnehmer, die diesen Fall als positiv klassifizierten, gaben alterierte 

Signale in genau 15% der Zellkerne an, also exakt die Cutoff-Grenze. Die weiteren 

drei Institute zählten Bruchsignale in 20%, 30% und 34% der Tumorzellkerne. Auf den 

klinischen Alltag bezogen hätte dies bedeutet, dass der betroffene Patient, je nachdem 

wo die Diagnostik stattgefunden hätte, in drei von acht Zentren keinen ALK-TKI 

verschrieben bekommen hätte. 

Ebenso problematisch für den diagnostischen Alltag und gleichsam überraschend, 

waren die äußerst heterogenen IHC-Ergebnisse. Es zeigte sich, dass eine verlässliche 

multizentrische Diagnostik ohne entsprechende vorherige Validierung der Methodik 

nicht möglich erschien. Lediglich ein Teilnehmer konnte bei allen fünf ALK-FISH-

positiven Fällen eine Proteinexpression (und dies teilweise äußerst schwach) 

nachweisen. Die Ursache dieser heterogenen IHC-Ergebnisse lag darin begründet, 

dass die Teilnehmer die handelsüblichen, teilweise in Publikationen beschriebenen 
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Antikörper-Klone verschiedenster Anbieter mit unterschiedlichen Verdünnungen und 

Detektionssystemen verwendeten. Insgesamt wurde auf vier verschiedene Anbieter 

(Cell-Signaling, Dako, Novoastra, Ventana), beziehungsweise auf drei 

unterschiedliche Klone (ALK-1, D5F3, 5A4) zurückgegriffen.  

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass  

 

a.) der mittels dieser Arbeit geplante erste ALK-Ringversuch TMA-basiert 

durchgeführt werden kann, 

b.) die dort eingesetzte, zur Zertifizierung führende Methode ISH-basiert sein 

sollte,  

c.) die bis dato noch nicht gut in der Literatur beschriebenen Fälle mit ALK-Brüchen 

knapp um den 15% Schwellenwert aufgrund der Interpretationsschwierigkeiten 

(falsch negativ) zunächst nicht für Ringversuche geeignet sind,  

d.) die IHC als Basistest für eine Zertifizierung im Rahmen eines Ringversuches, 

zumindest zum damaligen Zeitpunkt (noch) nicht geeignet war. 

 

Es wurde beschlossenen die ALK-IHC im sich anschließenden Ringversuch fakultativ 

abzufragen, um weitere Erkenntnisse über die verschiedenen Klone und deren 

Anwendungen zu erlangen. Hinsichtlich der Tumoren nahe des Schwellenwertes, in 

der vorliegenden Arbeit als „Borderline“-Fall bezeichnet, sollte sich in der Folge die 

Frage nach deren Häufigkeit und klinischen Bedeutung stellen. 
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2.2 Durchführung des ersten ALK-Ringversuches in Deutschland, Österreich 

und der Schweiz: Flächendeckende zertifizierte ALK-Diagnostik, sowie 

Rückschlüsse für den künftigen Routinealltag 

Literatur: Maximilian von Laffert, Roland Penzel, Peter Schirmacher, Arne Warth, 

Dido Lenze, Michael Hummel, Manfred Dietel. 

Multicenter ALK Testing in Non–Small-Cell Lung Cancer: Results of a Round Robin 

Test.  

J Thorac Oncol 2014; 9:1464–1469 

doi: 10.1097/JTO.0000000000000307. PMID: 25170635 [86]. 
 

https://doi.org/10.1097/JTO.0000000000000307 

 

Diese Arbeit beschreibt die Durchführung des ersten ALK-Ringversuches in 

Deutschland, Österreich und der Schweiz. Basis waren 10 Adenokarzinome der Lunge 

(5x ALK-negativ; 5x ALK-positiv). Diese waren teilweise Bestandteil des unter 2.1 

beschriebenen, vorbereitenden Paneltests. Vorab erfolgte die erneute Testung aller 

eingeschlossenen Fälle am Flächenschnitt und am TMA durch die beiden 

hauptverantwortlichen Institute des Panels (Berlin und Heidelberg). Gemäß dieser 

Validierung wurden lediglich Karzinome mit einem eindeutig negativen oder positiven 

ALK-Status eingeschlossen (SS/SRS < 4% oder >40%). 

60.4% (32/53) der Teilnehmer konnten sich in diesem ISH-basierten Ringversuch 

zertifizieren. Hierbei war es unerheblich ob die Untersucher auf die Methode der FISH 

oder CISH zurückgriffen. Gleichwertig waren ebenso die verschiedenen Sonden der 

einzelnen ISH-Anbieter (Abbott, Kreatech, Zytovision). Bezogen auf die als positiv 

gewerteten Tumorzellen innerhalb eines Falles zeigte sich interessanterweise eine 

hohe Variabilität. So wurde ein und derselbe ALK-negative Fall von unterschiedlichen 

Auswertern mit 0% bis 13% SS/SRS klassifiziert, bei einem ALK-positiven Fall lagen 

die Werte gar zwischen 15% und 95%. 

Die bereits in der Vorbereitung dieses Ringversuches gewonnen vorläufigen 

Erkenntnisse hinsichtlich der Heterogenität der ALK-IHC wurden nachhaltig bestätigt. 

Lediglich 5.7% (2/35) der Teilnehmer, die eine IHC durchgeführt haben, hätten alle 

fünf ALK-positiven Fälle als solche identifiziert. Hierbei zeigten sich die Klone D5F3 

(Ventana) und 5A4 (Novocastra) als möglicherweise vielversprechend für den Einsatz 

in der Routinediagnostik.   
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Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass auch Fälle mit einem, gemäß Vortestung, 

eindeutigen ALK-Status sehr heterogene Ergebnisse hinsichtlich der ausgewerteten 

SS/SRS-Prozentzahlen liefern können. Dies konnte auch bei Teilnehmern beobachtet 

werden, deren TMA-Schnittebenen nur wenige Mikrometer auseinanderlagen. Ein 

biologisches Phänomen (Tumorheterogenität) scheint somit weniger wahrscheinlich, 

als ein technisches bzw. auswertungsbasiertes. Diese Variabilität kann zumindest 

teilweise durch die Zuhilfenahme einer entsprechenden Software und/oder durch 

Workshops ausgeglichen werden [87]. Ferner zeigte diese Arbeit die Notwendigkeit 

der Harmonisierung der IHC-basierten ALK-Diagnostik. 
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2.3 Parallele ALK-, ROS1- und MET- Testung im NSCLC mit Fokus auf die ALK-

IHC und FISH  

Literatur: Philipp Jurmeister, Dido Lenze, Erika Berg, Stefanie Mende, Frank Schäper, 

Udo Kellner, Hermann Herbst, Christine Sers, Jan Budczies, Manfred Dietel, Michael 

Hummel, Maximilian von Laffert.  

Parallel screening for ALK, MET and ROS1 alterations in non-small cell lung cancer 

with implications for daily routine testing. 

Lung Cancer 2015; 87:122-129 

doi: 10.1016/j.lungcan.2014.11.018. Epub 2014 Dec 6. PMID: 25534130 [88]. 
 

https://doi.org/10.1016/j.lungcan.2014.11.018 

 

Der ALK-TKI Crizotinib wurde ursprünglich als MET-Inhibitor entwickelt und zeigt 

zusätzliche Wirksamkeit bei ROS1-alterierten NSCLC [89,90,91,92]. Aus diesem 

Grunde haben wir in der vorliegenden Arbeit ein nicht-vorselektiertes 

Lungenkrebskollektiv, bestehend aus 473 Fällen (335 Adenokarzinome, 108 

Plattenepithelkarzinome, 7 adeno-squamöse Karzinome, sowie 23 nicht genauer 

spezifizierbare NSCLC) zusammengestellt und TMA-basiert hinsichtlich aller drei 

genannter Marker untersucht. Die Auswertung erfolgte bezüglich ALK und MET mittels 

IHC und FISH, die ROS1-Testung erfolgte mittels FISH. Hierbei konnten wir 

nachvollziehend beschreiben, dass 2.6% bzw. 1.3% der Adenokarzinome ALK- bzw. 

ROS1-Alterationen aufweisen [76,77,78]. MET-Alterationen ließen sich hingegen bei 

10.6% der Adenokarzinome und 5% der Plattenepithelkarzinome nachweisen [93,94]. 

Der bereits oben erwähnte ALK-Klon D5F3 (Ventana Optiview-System) bestätigte in 

allen Fällen das Ergebnis der ALK-FISH. Hierunter fielen auch zwei „Borderline“-Fälle 

mit SS/SRS in 18% bzw. 20% der Tumorzellkerne. Ferner ließ sich ein ALK-IHC-

positiver Fall nachweisen, welcher auch nach mehrfacher Wiederholung weder mittels 

FISH, noch mittels RT-PCR ausgewertet werden konnte. Ein solcher Sachverhalt stellt 

zwar eine Einzelfallsituation dar, zeigt jedoch die Notwendigkeit neben der FISH auf 

eine weitere verlässliche diagnostische Option zurückgreifen zu können. Hinsichtlich 

MET zeigten ca. 10% der Fälle ein diskordantes Ergebnis mittels IHC und FISH. Es 

stellt sich die Frage ob künftig die Proteinexpression oder die Amplifikation klinisch 

bedeutsamer sein wird. Bezüglich eines etwaigen diagnostischen Algorithmus 
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erscheint es interessant, dass kein Fall eine synchrone ALK-, ROS1- und MET- FISH-

Positivität aufwies. 
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2.4 Multizentrische Implementierung der ALK-IHC in den diagnostischen 

Routinealltag 

Literatur:  Maximilian von Laffert, Arne Warth, Roland Penzel, Peter Schirmacher, 

Keith M. Kerr, Göran Elmberger, Hans-Ulrich Schildhaus, Reinhard Büttner, Fernando 

Lopez-Rios, Simone Reu, Thomas Kirchner, Patrick Pauwels, Katja Specht, Enken 

Drecoll, Heinz Höfler, Daniela Aust, Gustavo Baretton, Lukas Bubendorf, Sonja 

Stallmann, Annette Fisseler-Eckhoff, Alex Soltermann, Verena Tischler, Holger Moch, 

Frederique Penault-Llorca, Hendrik Hager, Frank Schäper, Dido Lenze, Michael 

Hummel, Manfred Dietel. 

Multicenter immunohistochemical ALK-testing of non-small-cell lung cancer shows 

high concordance after harmonization of techniques and interpretation criteria. 

J Thorac Oncol 2014; 9:1685-1692  

doi: 10.1097/JTO.0000000000000332. PMID: 25436802 [95].  
 

https://doi.org/10.1097/JTO.0000000000000332 

 

Aufbauend auf den vorangestellten Ergebnissen haben wir in dieser Arbeit die Validität 

der ALK-Testung mittels IHC (D5F3 Optiview System) in einem multizentrischen 

Ansatz untersucht. Europaweit führten 16 Institute für Pathologie eine TMA-basierte 

ALK-Testung bei 15 Fällen durch. Hierbei durfte lediglich die oben genannte IHC, nicht 

die FISH für die Bewertung des ALK-Status herangezogen werden. Bei den 

ausgewählten Fällen handelte es sich hinsichtlich des ALK-Status um im Vorfeld gut 

charakterisierte Tumoren (siehe unter anderem Arbeiten unter Kapitel 2.1, 2.2 und 

2.3). Neben sieben eindeutig ALK-FISH-negativen und fünf eindeutig positiven Fällen, 

wurden zwei „Borderline“-Fälle (wie oben beschrieben), sowie eine ALK-positive 

Zelllinie (H2228) ausgewählt. Maßgeblich waren Harmonisierung von Methodik und 

Auswertung (Interpretation der ALK-IHC). Basierend auf 50 Testfällen erhielten alle 

Teilnehmer zunächst eine webbasierte Schulung hinsichtlich der immunhistologischen 

Auswertemodalitäten (negativ vs. positiv). Die Teilnehmer führten dann die Färbungen 

auf vergleichbaren Plattformen (Färbeautomaten) mittels eines an ein biotinfreies 

Verstärkersystem gekoppelten Antikörpers durch.  

Alle 16 Teilnehmer konnten die sieben ALK-negativen Fälle als solche klassifizieren. 

Sechs der acht ALK-positiven Fälle wurden von allen Teilnehmern als ALK-positiv 

identifiziert. Hierbei muss besonders hervorgehoben werden, dass diese sechs 
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Tumoren die beiden „Borderline“-Fälle enthielten. Letztere zeigten eine kräftige 

zytoplasmatische Expression des ALK-Proteins in (fast) allen Tumorzellen und 

konnten somit eindeutig und problemlos als positiv identifiziert werden. Die weiteren 

zwei der acht ALK-positiven Fälle wiesen hingegen bei fünf Instituten ein heterogenes, 

etwas abgeschwächtes, teils punktförmiges („stippled“) Färbemuster auf. Die 

entsprechenden Teilnehmer wiesen darauf hin, dass sie ein solches Färbemuster im 

Routinealltag als „fraglich positiv“ einschätzen würden und unter diesen Umständen 

zwingend eine weitere Methode der ALK-Testung (FISH, RT-PCR) anschließen 

würden.  

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass nach Harmonisierung der 

Interpretationsmodalitäten und der Methodik eine multizentrische, also 

flächendeckende, IHC-basierte ALK-Testung verlässlich in den Routinealltag integriert 

werden kann. Dies erscheint insbesondere hilfreich im Rahmen der Detektion 

sogenannter „Borderline“-Fälle. Die Ergebnisse demonstrieren einerseits, dass bei 

einer eindeutig-kräftigen und zytoplasmatisch positiven Färbung das alleinige IHC-

Ergebnis als Grundlage für die konsekutive TKI-Gabe ausreichen kann, andererseits, 

dass es durchaus Färbemuster gibt bei denen eine weitere Testung mittels einer 

zusätzlichen Methode angeschlossen werden muss.  
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2.5 Die Frequenz von ALK-FISH-„Borderline“-Fällen und der Umgang mit diesen 

im diagnostischen Alltag 

Literatur: Maximilian von Laffert, Albrecht Stenzinger, Michael Hummel, Wilko 

Weichert, Dido Lenze, Arne Warth, Roland Penzel, Hermann Herbst, Udo Kellner, 

Philipp Jurmeister, Peter Schirmacher, Manfred Dietel, Frederick Klauschen. 

ALK-FISH borderline cases in non-small cell lung cancer: Implications for diagnostics 

and clinical decision making. 

Lung Cancer 2015; 90:465-471  

doi: 10.1016/j.lungcan.2015.09.022. Epub 2015 Oct 23. PMID: 26547803 [96]. 
 
https://doi.org/10.1016/j.lungcan.2015.09.022 

 

Die bisherigen Arbeiten konnten aufzeigen, dass die ALK-Testung mittels ISH bei 

eindeutig positiven und negativen Fällen im deutschsprachigen Raum gewährleistet 

werden kann (60% der Teilnehmer zertifizierten sich im ersten ALK-Ringversuch 2013, 

hinsichtlich des zweiten Ringversuches im Jahre 2014 siehe Diskussion). Ferner kann 

die IHC nach entsprechender Validierung den Testalgorithmus sinnvoll ergänzen, in 

bestimmten Fällen sogar die ISH ersetzen. Unklar blieb bis dato jedoch, welche 

Bedeutung den Fällen mit SS/SRS im Bereich des 15% Cutoffs („Borderline“-Intervall 

bzw. Graubereich) zukommt.  

Dieser definierte Schwellenwert leitet sich unter anderem von der Beobachtung ab, 

dass Split Signale in bis zu 11% der Zellkerne bei ALK-negativen Tumoren und im 

gesunden Lungengewebe nachgewiesen werden können [69,71,72,97]. Ferner konnte 

gezeigt werden, dass ca. 8.5% der Lungenkarzinome ALK-SS in 10-15% der 

Tumorzellkerne aufweisen [98]. Diese Daten nahmen wir zum Anlass, um unser unter 

Kapitel 2.3 beschriebenes Kollektiv zu erweitern und einen speziellen Fokus auf 

Lungenkarzinome mit SS/SRS zwischen 10% und 20% zu legen. Hierbei berechneten 

wir zusätzlich die Wahrscheinlichkeit, einen Fall, der in diesem Graubereich liegt, als 

falsch positiv oder falsch negativ zu klassifizieren.  

94.3% (710/753) der untersuchten NSCLC lagen außerhalb des hier definierten ALK-

FISH Graubereiches (SS/SRS <10% oder >20%). Mittels der oben beschriebenen 

validierten ALK-IHC zeigte sich in all diesen Fällen ein konkordantes Ergebnis. 5.7% 

(43/753) aller Tumoren wiesen ALK-Alterationen zwischen 10% und 20% auf. In drei 

von diesen Fällen (14%,18% und 20% SS/SRS) konnte mittels IHC das ALK-Protein 
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nachgewiesen werden. Unter der Annahme einer starren 15% Cutoff-Linie, wären in 

der vorliegenden Arbeit sechs Patienten als IHC/FISH diskordant eingestuft worden 

(5x FISH+/IHC-; 1x FISH-/IHC+). Während die IHC auf zytoplasmatischer Ebene das 

aktivierte ALK-Protein nachweist, bildet die FISH Umlagerungen auf DNA-Ebene ab 

und lässt etwaige posttranslationale Modifikationen außer Acht. Nimmt man nun an, 

dass das biologisch und therapeutisch relevante Ereignis mittels einer gut validierten 

IHC abgebildet werden kann, hätten im Falle einer nur auf einer FISH basierenden 

ALK-Testung in der vorliegenden Kohorte fünf Patienten gegebenenfalls 

fälschlicherweise einen ALK-TKI bekommen, während dieser einem Patienten 

vorenthalten worden wäre. 

Ferner haben wir, in Relation zur Gesamtzahl an ausgewerteten Tumorzellen, getestet 

mit welcher Wahrscheinlichkeit ein ALK-positiver Fall mit SS/SRS im Bereich von 15-

20% als negativ (also falsch negativ) und ein ALK-negativer Fall mit SS/SRS im 

Bereich von 10-14% als positiv (also falsch positiv) fehlklassifiziert wird. Ein konkretes 

Beispiel: Ein Tumor mit 20% ALK-alterierten Signalen wird mit einer 

Wahrscheinlichkeit von 26% als falsch negativ klassifiziert, wenn 30 Tumorzellen 

ausgewertet werden. Diese Wahrscheinlichkeit sinkt in Anhängigkeit der untersuchten 

Tumorzellkerne (n=50, 100, 200) auf 19%, 8% bzw. 2%. Hierbei ist zu berücksichtigen, 

dass im diagnostischen Alltag oftmals Tumorbiopsien mit einem nur geringen 

Tumorzellgehalt untersucht werden können [84,99]. Vor diesem Hintergrund erscheint 

es sinnvoll bei der Interpretation der ALK-FISH einen Graubereich (SS/SRS 10-20%) 

zu definieren. Unter dieser Maßgabe kann die Wahrscheinlichkeit eines falsch 

positiven oder negativen FISH-Ergebnisses bei einer Auswertung von mindestens 100 

Tumorzellen unter 1% gehalten werden. Fälle innerhalb des „Borderline“-Intervalls 

sollten mittels einer weiteren Methode (z.B. wie hier vorgeschlagen mit der IHC) 

hinsichtlich des ALK-Status untersucht werden. 
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3. Diskussion 

Die Frequenz der ALK-positiven NSCLC (nicht-squamöser Typ, zumeist 

Adenokarzinome) variiert hinsichtlich verschiedener Ethnien und wird in Europa mit 2-

7% angegeben [11,50,54,55]. Die unter Abschnitt 2.3 beschriebene Häufigkeit von 

2.6% fällt in dieses Intervall. Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass sich 

das untersuchte Kollektiv aus Operationsmaterial zusammensetzte, da wir unter 

anderem das Ziel verfolgt haben, für die durchgeführten Ringversuche ausreichend 

Tumorgewebe zu gewinnen. Für diesen Zweck ist mittels Biopsie gewonnenes 

Material nicht geeignet. Da Resektionen von Lungentumoren in der Regel in relativ 

frühen Stadien erfolgen, handelt es sich bei operativen Tumorpräparaten der Lunge 

zumeist um niedrigere Tumorstadien, bei denen in den allermeisten Fällen (noch) 

keine Fernmetastasierung vorliegt. Interessehalber haben wir eine retrospektive 

Analyse der letzten 250 auf ALK untersuchten Lungenkarzinome in unserem Institut 

durchgeführt (Zeitraum 2015-2017, Biopsien, zumeist Stadium III/IV). Die Frequenz 

ALK-positiver Lungenkarzinome lag hier bei 7.6% (19/250).  

Die Anzahl der an der Biopsie zu testenden Biomarker wird künftig weiter zunehmen. 

Die prozentuale Häufigkeit der einzelnen prädiktiven Marker wird dabei im niedrigen 

einstelligen Prozentbereich liegen. Vor diesem Hintergrund erscheint es praktikabel, 

je nach Materialbeschaffenheit, auf unterschiedliche Methoden zurückgreifen zu 

können. Die hier vorgestellten Arbeiten befassen sich mit der Frage nach methodisch-

validen, sowie in der Zusammenschau zeit- und auch kostensparenden Ansätzen zur 

ALK-Testung im NSCLC.  

IHC und FISH wurden vergleichend gegenübergestellt und auf etwaige Fallstricke der 

jeweiligen Methoden hingewiesen. Diesbezüglich sind in erster Linie zu nennen:  

 

a.) FISH-„Borderline“-Fälle  

b.) ein mögliches schwaches immunhistologisches Färbeprofil im Sinne eines 

sogenannten „stippled staining pattern“  

c.) diskordante Ergebnisse mittels IHC und FISH 

 

 

 

 
57



 

 
 

3.1 Flächendeckende Qualität der ALK-Testung nach zwei Ringversuchen 

In der Zwischenzeit wurde nach dem oben beschriebenen internen (2012) und dem 

ersten externen Ringversuch (2013) ein zweiter Ringversuch (2014) durchgeführt. Ein 

weiterer ist für das Jahr 2018 geplant. Die Zertifizierungsrate von 60.4% im ersten 

externen Ringversuch erscheint zunächst niedrig. Diese ist jedoch vergleichbar mit 

den Ergebnissen anderer erstmalig durchgeführter Ringversuche. So lag die 

Erfolgsquote im ersten ALK-Qualitätstest in Italien bei 70.2% (26/37) [100]. Beim 

ersten externen PD-L1 Ringversuch (IHC-basiert) im NSCLC lag die 

Zertifizierungsrate bei 72.3% (60/83) [101]. Es zeigt sich, dass einerseits der Art der 

Testmethode, andererseits der Erfahrung des Auswertenden (diagnostische Anzahl im 

Routinealltag) eine wesentliche Bedeutung zukommt. Dies wird ferner verkompliziert, 

wenn das zu testende Ereignis, wie bei den ALK-Alterationen, ein relativ seltenes 

darstellt. In unseren eigenen, den Ringversuch vorbereitenden FISH-Untersuchungen 

haben wir den ersten ALK-positiven Fall (erst) nach 250 untersuchten Fällen detektiert.  

Betrachtet man die Durchfallraten in den nachfolgenden Ringversuchen, so zeigt sich 

ein Lerneffekt. Beim zweiten PD-L1-Ringversuch lag eine moderate Verbesserung vor, 

76.6% (72/94) der Teilnehmer konnten sich zertifizieren [102]. Beim zweiten 

italienischen ALK-Qualitätszirkel lag die Quote bei 86.4% (32/37) [101] und in dem von 

uns 2014 durchgeführten zweiten ALK-Ringversuch bei 92.5% (37/40) [Daten nur 

teilweise in 84 publiziert]. Hierbei ist darauf hinzuweisen, dass bei letzterem 

insbesondere Teilnehmer zur Anmeldung aufgefordert wurden, welche sich im ersten 

Durchgang nicht zertifiziert hatten.  

Zusammenfassend haben sich in Deutschland, Österreich und der Schweiz nach 

Durchführung eines internen Paneltests, sowie nach zwei externen Ringversuchen 

insgesamt 71 Institute für Pathologie bezüglich der ALK-Testung (ISH-basiert) 

zertifiziert. Dies unterstreicht die universitäre und außeruniversitäre diagnostische 

Güte im deutschsprachigen Raum. 

 

3.2 Nachweis von ALK-Alterationen mittels ISH (FISH und CISH) 

Die Ringversuchsdaten beschreiben insgesamt eine robuste Testsituation mittels ALK-

ISH. Hinsichtlich der Einzelfallanalyse der ALK-positiven Fälle zeigten sich allerdings 

deutliche Schwankungen bezüglich der Anzahl an absoluten Bruchsignalen. So 
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wurden von den unterschiedlichen Auswertern in ein und demselben Fall Split Signale 

zwischen 15% und 95% angegeben. Diese Unterschiede wurden auch bei 

Teilnehmern beobachtet, deren Gewebeschnitte nur wenige Mikrometer voneinander 

entfernt waren. Vergleichbare Varianzen im Rahmen anderer Ringversuch (z.B. 

Nachweis genomischer Veränderungen bei Non-Hodgkin-Lymphomen mittels ISH) 

sind bekannt: Die Schwankungsbreite der angegeben alterierten Signale lag innerhalb 

eines Tumors bei der Myc/IgH-Translokationsanalyse zwischen 52% und 87%, bei 

IgH/Bcl2 zwischen 35% und 94%, bei der Myc-Bruchpunktanalyse zwischen 35% und 

94% und bei Bcl6 zwischen 25% und 90% [103]. Es sei darauf hingewiesen, dass die 

Signalabstände bei den genannten Translokationen in der Regel größer sind als jene 

bei den ALK-Alterationen, da letztere zumeist parazentrische Inversionen darstellen 

[45,54,85]. Insgesamt spielen bei der Bewertung eines Bruchsignales 

interpretatorische und technische Aspekte eine entscheidende Rolle [104]. So kann es 

hinsichtlich der Beurteilung eines Bruchsignales als echten Bruch erhebliche 

Varianzen geben. Generell stellt sich die Frage, ob der Durchmesser eines etwaigen 

Bruches mehr, weniger oder genau zwei Signalstärken beträgt. Dieses 

dreidimensionale (3D) Phänomen in einer zweidimensionalen (2D) Bildgebung sicher 

zu detektieren, kann insbesondere dann problematisch werden, wenn die 

Bruchsignale nur knapp zwei Signalstärken auseinanderliegen. Bei diesen subtilen 

Bruchereignissen können zusätzlich eingesetzte Bildanalyseverfahren hilfreich sein 

[87].  

Etwaige Fehlinterpretationen können ferner durch die Dicke des zu untersuchenden 

Paraffinschnittes entstehen. Diese sollte mindestens vier Mikrometer betragen. Bei 

dünneren Schnitten können sogenannte „Pseudo“-SRS auftreten. Hierbei handelt es 

sich um schnittbedingte Phänomene bei denen lediglich die 3´Region und nicht die 

5´Region des ALK-Gens einer Tumorzelle „angeschnitten“ wird [persönliche Erfahrung 

aus der Diagnostik, sowie Diskussionsgegenstand im Rahmen des Workshops der 

internationalen Akademie für Pathologie - „Theorie und Praktikum: Molekulare 

Pathologie“- Teilnahme 04.-06. September 2014]. Berücksichtigt man diese Aspekte 

und unterstützt die ISH-Auswertung mittels zusätzlicher Interpretations-Workshops 

und Bildanalyseverfahren, können entsprechende Fehlinterpretationen reduziert, 

jedoch nicht komplett vermieden werden [87]. Problematisch ist dies allerdings erst 

dann, wenn Fehlinterpretationen einzelner Bruchsignale (echter vs. falscher Bruch) in 

der Summe zur Fehlklassifikation eines gesamten Tumors führen (ALK-negativ vs. 
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positiv). Bei eindeutig positiven Fällen fällt demgegenüber weniger ins Gewicht, ob 

dieser nun z.B. 70% oder 80% an alterierten Signalen aufweist. Es handelt sich bei 

diesen Werten nicht um eine absolute biologische Abbildung der ALK-Alterationen. 

Dies belegen Untersuchungen, welche zeigen konnten, dass das Therapieansprechen 

ALK-positiver NSCLC auf den Inhibitor unabhängig von der Gesamtzahl der Brüche 

ist [97,98]. Es geht also letztendlich um die Frage, ob eine echte biologische Positivität 

vorliegt. Problematisch für die Interpretation wird dies, wenn die Auswertung der ISH 

Werte knapp ober- oder unterhalb des diagnostischen Schwellenwertes von 15% 

liefert. Ein falsch positives oder falsch negatives Ergebnis kann dann nicht mit der 

gebotenen Sicherheit ausgeschlossen werden. Bei diesen potentiell unkorrekt 

klassifizierten Fällen handelt es sich um einen nicht zu vernachlässigenden Anteil. So 

waren es in unserem Kollektiv immerhin ca. 6% der NSCLC, welche Brüche im Intervall 

zwischen 10% und 20% aufwiesen. In der Literatur wird der Anteil der 

Lungenkarzinome mit Bruchsignalen im Intervall zwischen 10% und 15% sogar mit 

8.5% ausgewiesen, dem gegenüber stehen Bruchsignale in bis zu 11% der Zellkerne 

des normalen (gesunden) Lungenparenchyms [69,71,97]. Letzteres untermauert, dass 

es sich bei ALK-positiven Tumoren mit Bruchsignalen nahe des Schwellenwertes um 

ein technisches Dilemma handelt. Ferner zeigen die Daten zur Proteinexpression 

mittels validierter IHC eine Expression des ALK-Proteins in (fast) allen Tumorzellen 

[95]. Somit ist es insbesondere bei ALK-FISH „Borderline“ Ergebnissen unerlässlich 

auf eine weitere Testoption (z.B. IHC) zurückzugreifen.  

Zusätzlich stellt sich die Frage in wie weit die Wahl der ALK-Sonde einen Einfluss auf 

die Auswertung hat. Die Ringversuchsdaten zeigen, dass neben der gängigen FISH-

Sonde von Abbott, welche von der FDA empfohlen bzw. vorgeschrieben wird [60], 

auch weitere im Handel erhältliche (kostengünstigere) Sonden anderer Anbieter 

(Kreatech, Zytovision) verlässlich zur Detektion von ALK-Brüchen eingesetzt werden 

können [86]. Dies ist auch für die CISH zutreffend, welche im Rahmen der beiden 

externen Ringversuche und in weiteren Studien vergleichbare Ergebnisse zur FISH 

lieferte [73,74,86,105]. Derartige Erkenntnisse sind für eine gute flächendeckende 

diagnostische Versorgung unerlässlich, zumal nicht erwartet werden kann, dass jede 

pathologische Einrichtung auf kostenintensive und technisch aufwendige Verfahren 

wie die Fluoreszenzmikroskopie zurückgreifen kann. Im Gegensatz zur FDA fordert 

die EMA, wie in der Einleitung beschrieben, lediglich den Nachweis von „ALK-

positiven“ Tumoren. Dieser Sachverhalt stellt einerseits eine Chance dar und wird gut 
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im Rahmen der prinzipiell methodenoffen gestalteten Ringversuche abgebildet. Er 

stellt jedoch andererseits auch ein gewisses Risiko dar, da theoretisch auf alle 

verfügbaren Methoden zurückgegriffen werden kann. Im Vorfeld ist aus diesem 

Grunde eine entsprechende Validierung der Methoden unabdingbar. Dies zeigen 

insbesondere die immunhistologischen Daten der hier vorgestellten Arbeiten. 

 

3.3 Nachweis von ALK-Alterationen mittels IHC 

Einzelne Arbeiten zeigten zunächst erfolgversprechende Ergebnisse beim Nachweis 

von ALK-Alterationen mittels IHC [70,76,77,78]. Hierbei handelte es sich um 

monozentrische Ansätze, die sich allerdings zunächst nicht problemlos in die Breite 

(multizentrisch) übertragen ließen (falsch positive oder negative Ergebnisse). So 

zeigten sich im Rahmen der Ringversuche äußerst heterogene immunhistologische 

Ergebnisse [85,86]. Ursache hierfür war das relativ breite Spektrum an verfügbaren 

Antikörpern diverser Anbieter (unterschiedliche Klone, Verdünnungen und 

Detektionssysteme). Lediglich die nachstehend genannten IHC-Klone, Verdünnungen 

und Detektionssysteme lieferten in beiden Ringversuchen verlässliche Ergebnisse 

hinsichtlich der Proteinexpression:  

 

a.) D5F3 (Ventana); bereits vom Hersteller vorverdünnt (ready to use); Detektion: 

Optiview (Ventana)  

b.) D5F3 (Cell Signaling); Verdünnung: 1:250; Detektion: EnvisionFlex (Dako) 

c.) 5A4 (Novocastra); Verdünnung: 1:10; Detektion: Optiview (Ventana)  

d.) 5A4 (Novocastra); Verdünnung: 1:10; Detektion: BOND III (Leica)  

e.) 5A4 (Zytovision); Verdünnung: 1:15; Detektion: EnvisionFlex (Dako) 

 

In der Zwischenzeit konnte der verlässliche Einsatz der oben genannten Klone mittels 

multizentrischer Studien beschrieben werden [95,106].  

„Im Rahmen der European Thoracic Oncology Platform (ETOP) wurde der 5A4-

Klon (Novocastra) validiert [106]. Die Auswertung erfolgt mittels IHC-Score (0–

3). Mit diesem Ansatz konnte eine gute Vorauswahl ALK-positiver Tumoren 

getroffen werden. Von 1281 Fällen waren 80 positiv (48× IHC1+; 10× IHC2+; 

22× IHC3+), bei 28 Fällen (28/80: 35%) konnte eine ALK-Alteration mittels FISH 

bestätigt werden. Die Übereinstimmung von IHC und FISH lag bei Score 1 bei 
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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 anzuschließen (Sicherung der 

Diagnostik), wohingegen eine starke Proteinexpression (Score 3) durchaus als 

hinreichend aussagekräftig und therapierelevant interpretiert werden kann, 

auch wenn in der beschriebenen Studie bei zwei Fällen mit maximaler ALK-

Expression keine Alteration mittels FISH detektiert werden konnte“ [107]. 

Letzteres stützt die oben genannten Überlegungen technisch bedingter falsch 

negativer FISH-Ergebnisse [95,96,107]. Einen weiteren Ansatz der verlässlichen ALK-

IHC-Testung haben wir im Rahmen der „Europäischen Harmonisierungsstudie“ (siehe 

2.4) mittels des D5F3-Optiview Systems (Ventana) beschrieben [95]. Vor 

Durchführung dieser Studie wurde der Antikörper vorab an 40 ALK-FISH-positiven 

Fällen validiert [108], sowie an 103 Fällen ein entsprechender 

Interpretationsalgorithmus (sehr gute Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen 

Auswertern) etabliert [109]. Der wesentliche Unterschied zu dem oben genannten 

Ansatz beim 5A4 Klon besteht in einem binären Auswerteschema, d.h. es erfolgt 

(gemäß Hersteller) eine Bewertung als negativ oder positiv (kein Score) [110]. 

Obgleich ein vermeintlich einfacheres Auswerteschema vorliegt wurden auch hier 

vereinzelt Fälle mit heterogenem und schwachem Färbemuster beobachtet, welches 

eine weiterführende Analyse (z.B. FISH, CISH, RT-PCR) erforderlich macht [95]. Viele 

weitere Arbeiten und Validierungsstudien konnten den verlässlichen Einsatz beider 

Klone bestätigen [111,112,113,114,115,116,117,118,119]. Ein weiterer potentiell 

verlässlicher Antikörper stellt der 1A4-Klone (Origene) dar, dieser lieferte 

vergleichbare Färbeergebnisse zum D5F3 Optiview System [120].   

Neben der Überprüfung und Darstellung der diagnostischen Güte, können 

Ringversuche somit ebenfalls dazu dienen, Erkenntnisse hinsichtlich weiterer 

diagnostischer Optionen zu erlangen. Der für 2018 geplante Ringversuch wird zeigen, 

in wie weit diese IHC-Ansätze mittlerweile in der Breite verlässlich eingesetzt werden. 

 

3.4 ALK-diskrepante Fälle mittels IHC und ISH 

In der Mehrzahl der Fälle können somit validierte IHC und ISH gut zur Bestimmung 

des ALK-Status eingesetzt werden. Dennoch beschreiben einzelne Arbeiten 

Fehlklassifikationen in bis zu 25% der Fälle, falls nur eine der beiden Testmethoden 

angewendet werden würde [121]. Fasst man die oben genannten Kriterien zusammen, 
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muss man bei der Bewertung solcher Zahlen allerdings auf zwei wesentliche Aspekte 

achten:  

 

a) Welcher IHC-Klon wurde eingesetzt?  

b) Wie viele der diskrepanten Fälle liegen im ALK-FISH „Borderline“ Intervall?  

 

In der oben zitierten Arbeit [121] wurden 3244 NSCLC vergleichend mittels FISH und 

IHC untersucht. Bei letzterer wurde der 5A4 Klon von Abcam eingesetzt. Dieser zeigte 

in unseren Ringversuchen nur mäßige Erfolge, teilweise mit nur sehr schwachen 

Färbemustern und wurde bisher nicht in einem multizentrischen Ansatz validiert [86]. 

Hinzu kommt, dass in der genannten Arbeit [121] 31% (36/116) der FISH-positiven 

Fälle mittels IHC-negativ waren. Von diesen lagen 55.6% (20/36) im „Borderline“-

Bereich (15-20%) und zeigten interessanterweise ein heterogenes 

Therapieansprechen [121].  

Betrachtet man in der Literatur hingegen insbesondere jene Arbeiten, welche auf 

validierte IHC-Testverfahren zurückgriffen, zeigt sich eine sehr gute Übereinstimmung 

mit den FISH-Ergebnissen [69,95,106,116,117,118,119,120]. Dennoch wird man in 

der täglichen Routine, auch nach methodischer Harmonisierung, immer wieder Fälle 

mit einem diskrepanten ALK-Status nachweisen können. Die möglichen 

Konstellationen haben wir in einer gemeinsamen Stellungnahme der Deutschen 

Gesellschaft für Pathologie und der AG Thorakale Onkologie der Arbeitsgemeinschaft 

Onkologie/Deutsche Krebsgesellschaft e.V., deren Empfehlungen zur ALK-Testung 

Eingang in die S3 Leitlinie gefunden haben [3], zusammengefasst und entsprechend 

kommentiert [107]. Rein prinzipiell können demnach folgende diagnostisch 

problematische ALK-Konstellationen vorliegen: 

 

1. IHC-positiv/FISH-negativ bzw. „Borderline“-negativ.  

2. IHC-negativ/FISH-„Borderline“-positiv.  

3. IHC-negativ/FISH-positiv.  

 

Bei der weiterführenden Interpretation solcher Befundkonstellationen ist der Einsatz 

zusätzlicher Verfahren notwendig. In erster Linie sind hier PCR-basierte Verfahren 

bzw. das Next Generation Sequencing (NGS) zu nennen.  

 

 
63



 

 
 

3.5 Interpretation diskordanter ALK-Pattern und Stellenwert des Next Generation 

Sequencing (NGS)  

Sowohl hinsichtlich IHC-positiver/FISH-negativer bzw. „Borderline“-negativer Fälle 

[96,99,104,122,123,124,125,126], als auch hinsichtlich IHC-negativer/FISH 

„Borderline“-positiver Fälle [96,104,111,112,113,114,115,116,117,120,121,125,127] 

existiert in der Literatur eine gute Datenlage. Hier sind insbesondere die bereits oben 

beschriebenen technischen Aspekte der FISH als ursächlich für die diskrepanten 

Ergebnisse zu nennen [104]. Dies wird gut durch Fallberichte und kleinere Fallserien 

untermauert. So konnte bei IHC-positiven/FISH-negativen Patienten einerseits mittels 

RT-PCR ein Fusionstranskript nachgewiesen werden, andererseits das Ansprechen 

auf einen ALK-TKI dokumentiert wurden [122,123,124,125]. Weiterhin konnte an 

einem Kollektiv von 1070 Patienten gezeigt werden, dass 35% der biologisch ALK-

positiven NSCLC mittels FISH als negativ fehlklassifiziert werden [126]. Neben den 

oben beschriebenen methodisch-technischen Artefakten, welche eben auch bei den 

klassischen EML4-ALK Varianten zu Interpretationsschwierigkeiten führen können, 

sind hier ebenfalls die weniger klassischen ALK-Fusionspartner, die unter Umständen 

nur einen sehr kurzen Genabschnitt in die Inversion miteinbeziehen, zu nennen. 

Beschrieben wurde in der hier zitierten Arbeit z.B. die EIF2AK4-ALK Fusion [126]. Das 

betroffene Fragment zwischen Intron 19 des ALK-Gens und Intron 16 des 

benachbarten CLIP4-Gens umfasst lediglich 94 kb, dies entspricht 94.000 

Nukleotiden. Im Vergleich hierzu sind die flankierenden Sonden im 3´-Bereich (300 kb) 

und 5´-Bereich (442 kb) deutlich größer. Eine sattgehabte Inversion verändert den 

Abstand beider Sonden zueinander somit nicht nennenswert (zumindest nicht 

sichtbar) [126]. Die betroffenen DNA-Abschnitte liegen folglich zu dicht 

nebeneinander. Der Bruch kann somit nicht mittels der handelsüblichen Sonden 

detektiert werden. Demgegenüber stehen allerdings klassische EML4-ALK Varianten 

(zum Beispiel Variante 1) [85,128], die eigentlich problemlos detektiert werden sollten, 

allerdings immer wieder mittels FISH nicht sicher erkannt werden. Dies liegt in den 

bereits oben beschriebenen technischen Artefakten (2D-3D Phänomen, siehe 

Abbildung 2), sowie etwaiger unterschiedlicher Interpretationen des Auswerteres 

begründet.  
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Abbildung 2: Darstellung etwaiger Unterschiede von Signalabständen bei Split Signalen (SS) in der 

Projektion auf die zweite Dimension (2D), modifiziert nach Savic und Bubendorf [129]. In der 

dreidimensionalen Darstellung (3D) umfassen die SS-Abstände mindestens 2 Signaldurchmesser. 

Hinsichtlich der 2D-Projektion kann es passieren, dass sich eindeutige Splits (≥ 2 SS) als subtilere 

Signale darstellen. Hier liegen die SS-Abstände teilweise deutlich unter dem Durchmesser von 2 

Signalstärken (siehe FISH-Bilder auf der rechten Seite). 

Nicht publizierte, eigene Originalabbildung, im Rahmen der Habilitation erstellt.  

 

 

Bei den IHC-negativen/FISH-„Borderline“-positiven Fällen ist das FISH-Ergebnis, 

insofern eine validierte IHC durchgeführt wurde, zu vernachlässigen 

[111,112,113,114]. Recht ausführlich konnte dies bei fünf Patienten mit diskrepantem 

ALK-Profil beschrieben werden [111,112]. Die IHC (5x negativ) wurde mittels des 

validierten D5F3-Klons (Ventana) durchgeführt, die FISH lieferte klassische 

„Borderline“-Werte (15%, 15%, 17%, 17%, 18%). Interessanterweise zeigten zwei der 

fünf Patienten ein Ansprechen auf Crizotinib. Weiterführende Untersuchungen (MET- 

und ROS-IHC) konnten bei eben diesen beiden Patienten den Nachweis der 
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immunhistochemischen MET-Positivität erbringen und den Therapieerfolg über diese 

diagnostische Achse erklären. Formal waren also alle fünf Tumoren ALK-negativ 

[111,112]. Uns liegen aktuell an der Charité klinisch-therapeutische Daten zu vier 

Lungenkrebs-Patienten mit ALK-FISH-Ergebnissen im "Borderline"-Intervall vor (alle 

mit negativer IHC). Keiner dieser vier Patienten zeigte ein Ansprechen auf einen ALK-

TKI (Publikation in Vorbereitung). Dies zeigt einmal mehr, dass bei einem im 

Graubereich liegenden ALK-FISH-Ergebnis die Klassifizierung des Falles in erster 

Linie auf dem Boden einer gut validierten IHC erfolgen sollte. Dies gilt umso mehr, 

wenn bei der FISH materialbedingt weniger als 50 Tumorzellen ausgewertet werden 

können [96,99]. 

Weniger eindeutig ist hingegen die Datenlage bezüglich IHC-negativer und mittels 

FISH eindeutig positiver Tumoren (Bruchsignale deutlich über dem Schwellenwert). 

Lediglich einzelne Fälle wurden bisher beschrieben [125,130,131,132]. Soweit 

untersucht und dokumentiert konnte bei diesen weder ein Fusionstranskript noch ein 

adäquates Therapieansprechen nachgewiesen werden [125,130,131,132]. Wir selbst 

konnten in der Zwischenzeit drei solcher Fälle detektieren, leider ohne klinisch-

therapeutische Daten. Interessanterweise zeigten zwei von diesen in der FISH ein 

SRS-Muster. Mittels NGS konnte bei allen dreien kein ALK-Fusionstranskript oder eine 

entsprechende ALK-Fusionsvariante nachgewiesen werden [133]. Das Auftreten 

dieser Konstellationen scheint allerdings gehäuft mit SRS-Mustern vergesellschaftet 

zu sein [125]. Neben möglichen qualitativen Aspekten im Sinne von Über- oder 

Unterfixierung des Gewebes werden echte biologische Ursachen diskutiert. So kann 

zwar eine Deletion im Bereich der 5´Region des ALK-Gens vorliegen, eine konsekutive 

Transkription und Translation bleibt aber aus (sogenanntes nicht-produktives 

Rearrangement) [125]. Klinische Fall/Kontrollstudien werden künftig helfen diese 

Überlegungen zu untermauern.  

Bei den nicht auf einen ALK-TKI ansprechenden Tumoren in den FISH-basierten 

Zulassungsstudien könnte es sich also neben "Borderline"-Fällen auch um Tumoren 

mit eben solchen nicht-produktiven Rearrangements gehandelt haben [62,63]. Die 

diesbezüglich verfügbaren Daten zur Proteinexpression sind leider äußerst spärlich 

[62,63,134]. Auf die Möglichkeit falsch positiver ALK-FISH Fälle in der oben zitierten 

Arbeit [62] wurde allerdings unlängst hingewiesen [134]. So zeigten in dieser Arbeit 

[62] 46 von 82 Patienten ein partielles Therapieansprechen, einer von 82 Patienten 

eine komplette Remission. Dies entspricht einem Gesamttherapieansprechen von 
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57%. Bezieht man sich allerdings nur auf die Daten, die mittels IHC und/oder RT-PCR 

generiert wurden, liegt die Rate des Therapieansprechens bei immerhin 81% (22/27 

Patienten) [134].  

In einer aktuellen Arbeit (submitted) haben wir insgesamt 25 Fälle mittels NGS 

bezüglich des ALK-Status untersucht und hierbei insbesondere einen Fokus auf 

diskrepante Fälle gelegt [133]. Die Tumoren mit konkordantem ALK-Pattern (IHC-

negativ/FISH-negativ; IHC-positiv/FISH-positiv) spiegelten erwartungsgemäß das 

jeweilige Ergebnis auf RNA-Ebene wieder. Hinsichtlich der diskordanten IHC- und 

FISH-Ergebnisse stützten die NGS-Daten das jeweilige Ergebnis der 

immunhistologischen Untersuchungen. Im Einzelnen zeigten diese Fälle die folgenden 

Ergebniskonstellationen: 

 

4x IHC-negativ / FISH-„Borderline“-negativ / NGS-negativ   

5x IHC-negativ / FISH-„Borderline“-positiv / NGS-negativ   

3x IHC-negativ / FISH-positiv / NGS-negativ   

2x IHC-positiv / FISH-„Borderline“-positiv / NGS-positiv   

 

Ferner wurde ein Fall untersucht, welcher mittels IHC ein unklares und unspezifisches 

Färbemuster aufwies. Dieses Expressionsmuster machte zur Absicherung eine 

weitere Untersuchung notwendig. Die FISH lieferte hierbei ein Ergebnis im 

„Borderline“-Intervall und war somit wenig hilfreich für die Gesamteinschätzung. Mittels 

NGS konnte kein Fusionstranskript und keine Fusionsvariante nachgewiesen werden. 

In der Zusammenschau war der Einsatz der NGS-Methode als weiteres Verfahren 

notwendig, um das fragliche Färbemuster aufzuklären. Mit IHC und/oder FISH alleine 

wäre dieser Fall nicht sicher zu klären gewesen. Ähnliches untermauern rezente 

Einzelfallberichte [128]. Insgesamt zeigt dies die Notwendigkeit unter bestimmten 

Umständen auf weitere Methoden wie z.B. RT-PCR oder NGS zurückgreifen zu 

können [128,135,136,137]. Hierbei sollte ein aus drei oder mehr Methoden 

bestehender diagnostischer Algorithmus weniger das Ziel sein, als vielmehr die 

Möglichkeit genutzt werden, zusätzliche Daten bezüglich der unterschiedlichen 

Fusionsvarianten zu generieren, um diese künftig in den Kontext eines etwaig 

unterschiedlichen Therapieansprechens setzen zu können [135,138]. So wurde jüngst 

berichtet, dass Lungentumoren mit einer EML4-ALK Fusionsvariante 3 einen 
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aggressiveren Verlauf, sowie ein frühes Versagen der Therapie (Chemotherapie, 

Bestrahlung, TKI) aufweisen können [139].    

Zusammenfassend zeigen diese Überlegungen, dass zukünftig neben der 

immunhistologischen ALK-Analyse die Bedeutung des NGS zunehmen wird bzw. zum 

aktuellen Zeitpunkt bereits zugenommen hat, wohingegen die ISH vergleichsweise in 

den Hintergrund rücken könnte [128,135,136,140]. Der bereits weiter oben 

angesprochene und für 2018 geplante ALK Ringversuch wird diese Aspekte 

berücksichtigen. Die genannten Methoden (validierte IHC, ISH, NGS) werden 

vergleichend gegenübergestellt werden können. In der Folge sollten weiterführende, 

multizentrisch basierte Rückschlüsse hinsichtlich des diagnostischen Algorithmus 

gewonnen werden können. Allerdings kann es in der Routine immer wieder 

vorkommen, dass aufgrund eines geringen Tumorzellgehaltes (vereinzelt liegende 

Zellen) lediglich eine Methode durchgeführt werden kann (Abbildung 3). 

 

 

 

Abbildung 3: 55-jähriger Patient mit einem hepatisch metastasierten NSCLC (Typ Adenokarzinom). 

Die Lebermetastase (a) wurde mittels Biopsie im Randbereich getroffen (kleiner Tumorzapfen im Gefäß 

mit Stern markiert). Tiefere Stufen (b) zeigen abschnittsweise ein Adenokarzinominfiltrat mit nukleärer 

Positivität für TTF1 (Sterne). Aufgrund des spärlichen Tumorzellgehaltes konnte lediglich eine ALK-IHC 

durchgeführt werden (c). Diese zeigte eine eindeutige zytoplasmatische Positivität in den wenigen 

Tumorzellen. In einer probatorisch durchgeführten FISH waren keine Karzinomzellen mehr 

nachweisbar. Die Therapieentscheidung für den ALK-TKI wurde auf Basis der IHC getroffen. 

Nicht publizierte, eigene Originalabbildung, im Rahmen der Habilitation erstellt.  
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3.6 Rückschlüsse und Ausblick für weitere eigene Arbeiten 

In den hier vorgestellten Arbeiten haben wir uns dem Nachweis von ALK-Alterationen 

im NSCLC auf verschiedenen Ebenen genähert. Zu Beginn ließen die Schwankungen 

der ALK-FISH-Ergebnisse innerhalb eines Tumors auch an die Möglichkeit einer 

Heterogenität im biologischen Sinne denken, zumal die Heterogenität verschiedener 

Alteration (Mutationen, Deletionen, Amplifikationen) in Lungentumoren ein aktuelles 

Thema und zurzeit frequentiert untersuchtes Gebiet darstellt [141].  

Die weiteren Untersuchungen zeigten allerdings, dass es sich bei den intratumoralen 

heterogenen ALK-FISH-Ergebnissen in erster Linie um eine technische und nicht um 

eine biologische Heterogenität handelt. Allerdings können selten Konstellationen 

vorliegen, bei denen sich FISH-basiert ein eindeutiges Rearrangement in der ALK-

Region nachweisen lässt, jedoch in der Folge weder Transkript noch finales 

Strukturprotein im Sinne eines aktivierten Rezeptors nachweisbar sind (sogenanntes 

nicht-produktives Rearrangement).  

Die hier angedeuteten Überlegungen bezüglich potentiell möglicher Diskrepanzen 

zwischen den auf DNA-Ebene nachweisbaren und den auf Proteinebene letztendlich 

nicht umgesetzten Ereignissen (vom Gen zum Phän) versuchen wir aktuell 

weiterführend zu beleuchten. Hierzu untersuchen wir vergleichend unterschiedliche 

Regionen innerhalb einzelner Lungentumoren (Frischgewebe). Einerseits werden 

diese unterschiedlichen Regionen mittels NGS (Comprehensive Cancer Panel) 

hinsichtlich des Vorkommens bekannter genetischen Alterationen untersucht, 

andererseits erfolgt vergleichend die Massenspektrometrie-basierte Bestimmung des 

Phosphoproteoms in diesen Tumorregionen. Der Vergleich der verschiedenen Areale 

innerhalb eines Tumors (räumliche Ausprägung) mittels beider Methoden (DNA-

basiert vs. Protein-basiert) soll dabei helfen, weitere funktionelle Einblicke in einzelne 

Signalpfadkaskaden zu erlangen.   
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4. Zusammenfassung 

Im aktuellen Zeitalter der zielgerichteten Krebstherapien müssen sich pathologische 

Institute in regelmäßigen Abständen auf immer wieder neu zu testende prädiktive 

Biomarker einstellen. Das bedeutet, dass potentielle Testverfahren validiert werden 

müssen, sowie der Nachweis der entsprechenden diagnostischen Güte im Rahmen 

von Ringversuchen gezeigt werden muss. Je seltener das zu testende Ereignis bei der 

entsprechenden Erkrankung vorkommt, umso schwieriger wird die Gesamtsituation. 

Dies erfordert institutsübergreifende Kooperationen.  

In der vorliegenden Arbeit konnten wir den Stellenwert der Ringversuche am Beispiel 

der ALK-Alterationen im NSCLC herausarbeiten. Wir konnten zeigen, dass der 

diagnostische Goldstandard (FISH) unter gewissen Umständen kritisch betrachtet 

werden muss. Hinsichtlich der in den Ringversuchen eingesetzten ISH-Verfahren 

(FISH und CISH), sowie bezüglich der verschiedenen Sonden unterschiedlicher 

Anbieter zeigten sich keine Vor- oder Nachteile. Die Daten zeigen weiterhin, dass nur 

bestimmte Antikörper-Klone nach Harmonisierung der Methodik im immunhistologisch 

diagnostischen Alltag verlässlich eingesetzt werden können. Dieser Ansatz ist nicht 

nur zeit- und kostensparend, sondern verbessert zusätzlich die diagnostische 

Sicherheit insbesondere bei den „Borderline“-Fällen.  

Bisherige und zukünftig NGS-basierte Daten werden dabei helfen, die IHC nicht nur 

als Screening-Methode, sondern gegebenenfalls als „stand-alone“ Test zu etablieren. 

Dennoch, in immunhistologisch unklaren Fällen sollte mindestens eine weitere 

Methode (ISH, NGS) angewendet werden können. Hierbei ist das Wissen um deren 

Vor- und Nachteile und der damit verbundenen Ergebnisinterpretation entscheidend. 

In der Folge wird die FISH, welche die Methode der Wahl in den zur 

Medikamentenzulassung führenden Studien war, möglicherweise an ihrer zentralen 

Bedeutung verlieren. Begründet ist dies nicht nur in etwaigen technischen Artefakten, 

auch wirtschaftliche Argumente (Kosten, technischer und zeitlicher Aufwand, 

Bearbeitungszeit) spielen letztendlich eine Rolle. Ein Screening aller Lungenkrebsfälle 

mittels FISH ist nicht in jeder Institution umzusetzen, mittels IHC ist dies leichter 

möglich. Ferner erlauben es die zur Verfügung stehenden NGS-Panel neben ALK 

weitere Marker wie z.B. ROS1 parallel mit zu testen, um eine qualifizierte 

Entscheidung für eine optimale Therapie zu ermöglichen. 
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