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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADCC - antitest dependens cellularis citotoxicitas

ASCO - American Society of Clinical Oncologists

biotHER - biotinilalt trastuzumab

c-erbB2 - cellularis erythroblastos leukémia onkogén homolég-2
CISH - chromogen in situ hibridizacio

DAB - 5% 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid

DAPI - 4’,6-diamidin-2’-fenilindol-dihidroklorid

DCIS - ductalis carcinoma in situ

DNS - dezoxiribonukleinsav

EGF - epidermalis ndvekedési faktor

EGFR - epidermalis novekedési faktor receptor

ERBB2 - viralis erythroblastos leukémia onkogén homolég-2

FDA - Food and Drug Administration

FISH - fluoreszcencia in situ hibridizacio

HE - hematoxylin-eosin festés

HER1 - human epidermalis névekedési faktor receptor 1-es tipus
HER2 - human epidermalis névekedési faktor receptor 2-es tipus
HER3 - human epidermalis névekedési faktor receptor 3-as tipus
HER4 - human epidermalis névekedési faktor receptor 4-es tipus
IHC - immunhisztokémia

neu - neuro/glioblastoma eredetl onkogén

PCR - polimeraz lancreakcié

gPCR - kvantitativ polimeraz lancreakcio

RNS - ribonukleinsav

RT-PCR - reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakcio

SISH - silver-enhanced in situ hibridizacié

TMA - tissue microarray, szoveti microarray



1. BEVEZETES

Az emldrak vilagviszonylatban fontos morbiditasi tényezo.
Magyarorszagon a nok leggyakoribb daganata, amely hozzavetdleg 8000
Uj megbetegedést jelent évente, és Osszességében a nOk haldlozdsanak
mintegy 15.7%-at teszi ki. [1] Az eml6rak tekintetében a terdpias és
diagnosztikus lehet6ségeink igen el6rehaladottak, de tovabbra is kiemelt
fontossagu kutatasi iranyvonalat képviselnek.

Az emlOrakok pathologiai diagnosztikajaban a szdvettani tipus, a
TNM statusz, valamint a hisztoldgiai gradus megallapitasa mellett
rutinszerlen prognosztikai és kezelést befolyasold vizsgalatok végzendok,
mint példaul a p53 mutacié, a proliferaciés aktivitas vagy az 6sztrogén-,
progeszteronreceptor statusz immunhisztokémiai vizsgalata. Utobbi
rutinvizsgalatok kozé tartozik a HER2 (ERBB2, c-erbB2, neu) statusz
megallapitasa is, mely fontos terapids jelentdséggel bir.

Molekularis pathologiai megkozelités szerint az emlérakok atfogd
génexpresszids tanulmanyok alapjan feloszthatok kilonb6zd csoportokra.
Az Osztrogénreceptor pozitiv csoporton belil elkllonithetd az un. luminal
1-es, luminal 2-es és a luminal 3-as tipus, melyekre alapvetéen jobb
progndzis és hormonalis terapiara adott kedvezl valasz jellemz6. Az
O0sztrogénreceptor negativ tumorok tobbnyire rosszabb kimenetelliek és
kezeléslk is nehezebb. Ezen hormonreceptor negativ csoport tovabb
bonthatdé basal-like 1-es, basal-like 2-es valamint az ugynevezett HER2/

neu alcsoportokra. [2]



A HER2 fehérje egy 185 kD molekulasulyu, tirozin kinaz aktivitassal
bird, transzmembran ndvekedési faktor receptor, mely az I-es tipusu
tirozin-kinaz névekedési faktor receptorok csaladjaba tartozik. Génje a 17-
es kromoszéma hosszu karjan helyezkedik el (17g12-21.32), s genetikailag
kozelebb all az epidermalis ndvekedési faktor receptorhoz (EGFR, HER1),
mint a receptorcsalad egyéb tagjaihoz. [3] A jelenlegi ismeretiink szerint
in vivo 6nalld specifikus ligandja nincs, funkcidit a receptorcsalad egyéb
tagjaival (HER1, HER3 és HER4) képzett heterodimerek tagjaként fejti ki
olyan extracellularis fehérjékre adott cellularis valasz elinditéjaként, mint
példaul az epidermalis névekedési faktor (EGF). [4]

A HER2 bioldgiaja komplex; a heterodimertdl fiiggéen a HER2
szamos sejtfolyamatban vehet részt, gy a differenciacié elinditasaban,
mint a proliferacido fokozasaban; valamint fontos szerepe van a sejtek
tulélése, a sejtmotilitds és az invazid szabalyozasaban is. [5] A HER2
fehérje fokozott expresszidja, melynek hatterében 90%-ban gén-
amplifikacié all, elsdsorban a magasabb szdvettani gradusu, agresszivabb,
hamarabb metasztatizalé tumorokban figyelhet6 meg. A HER2 pozitiv
tumorok anthracyclin alapu kemoterapiara fokozott, mig fluorouracyl alapu
kemoterapias protokollokra csokkent érzékenységet mutatnak.

A HER2 gén az invaziv emlérakok 10-30%-aban amplifikalt. HER2
amplifikacié és overexpresszid gyakrabban figyelhet6 meg 2-es, 3-as
gradusu invaziv ductalis carcinomakban és high-grade in situ ductalis
carcinomakban (DCIS), ugyanakkor ritkan figyelhetd meg lobularis

carcinomakban (kivéve a lobularis carcinoma pleiomorph variansat). [5]



Az agressziv HER2 pozitiv emldrakok kezelésében forradalmi valtast
hozott, hogy 1998-ban az amerikai Elelmiszer- és Gyoégyszeriigyi Hivatal
(Food and Drug Administration, FDA) torzskdnyvezte a trastuzumabot
(Herceptin®), a HER2 extracellularis doménja elleni monoklonalis
antitestet, mint célterdpidas agenst. A trastuzumab egy egér-human
kiméra antitest, mely csupan 5%-ban tartalmaz egér eredetli fehérjét.
Hatasmechanizmusa szertedgazd; a p27 upregulacidja révén a sejtciklust
G1 fazisban leallitja, triggereli az antitest-dependens cellularis
stimulalja a funkcioképtelen HER2 homodimerek kialakuldsat és
részlegesen megel6zi a heterodimer formaciét, gatolja a posztreceptor
intracellularis jelatvitelt, gatolja az angiogén faktorok termelését és
szamos citotoxikus agens aktivitasat fokozza. [6]

A bioldgiai terapia eleinte attéttel rendelkezd, HER2 pozitiv
eml6rakok kezelésében bizonyult hatdsosnak mind 6nalléan, mind pedig
kombinaciékban alkalmazva. A legeffektivebb kombinacidé paclitaxellel
érhetd el, mely kombinaciét alkalmazva hosszabb tulélés és nagyobb
terapias valasz jelentkezik, mint a paclitaxel kemoterdpiat onalléan
alkalmazva. [7] A trastuzumab kezelés optimalis idotartama egyel6re nem
meghatdrozott, azonban megfeleld terapias valasz altalaban 9-12 hdnapon
at nyerhetd, utana szerzett rezisztencia alakulhat ki. Tébbnyire helytallé
megallapitas, hogy barmilyen terapias valasz csak azoktdl a tumoroktdl
varhatd, melyekben erés HER2 expresszido (3+) vagy még inkabb HER2

génamplifikacio igazolhatd. [8-12]



A trastuzumab alkalmazasa azonban szamos mellékhatdssal is bir,
melyek kozlul kiemelendd a cardiotoxicitas, kiléndsen doxorubicin vagy
paclitaxel egyulttes alkalmazasa mellett, s ezenfellil a kezelés koltségei
sem elhanyagolhatdak. [13] Erthetd tehat, hogy az emldrédkok pathologiai
diagnosztikdja soran egyik f6 célunk, hogy biztonsaggal meghatarozzuk,
melyik beteg esetében varhatd terapias elény a trastuzumab
alkalmazasatél. Ennek érdekében szamos vizsgalat folyt és folyik, id6rol
idére Uj mddszerek és ajanlasok jelennek meg, melyek alapjan a terapia-

kézpontu daganatdiagnosztika egyre korszerlibbé és megbizhatdbba valik.



2. CELKITUZESEK

Jelen dolgozatomban a HER2 diagnosztika korszerdlsitésének
lehetdségeit és ezek rutin alkalmazhatdsagardl szerzett tapasztalatainkat
kivanom ismertetni az alabbi pontok alapjan:
— szoveti microarray-ekbdl készult metszetek HER2 immunhisztokémiai
és fluoreszcencia in situ hibridizacids vizsgalatanak beallitasa,
— a fenti eljardsok rutindiagnosztikaban valdé alkalmazhatdésaganak
vizsgalata,
— 6 kilénbodzo, kereskedelmi forgalomban kaphaté HER2-ellenes
immunhisztokémiai antitest 6sszehasonlité vizsgalata,

— egy megfeleléen érzékeny és specifikus diagnosztikus algoritmus

ajanlasa az eml6rakok HER2 statuszanak rutinvizsgalatara.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.a. Széveti microarray-ek

Battifora “sausage block” (1986) és “checkerboard” (1990)
elnevezés(i multiblokkjai abban az idében még uttérd eljarasok voltak, de
egyes laboratériumokban mar akkor is hasznaltak immunhisztokémiai
antitestek tesztelésére. [14-15] Kononen és munkatarsai 1998-ban
hasznaltak el0sz6r a ‘tissue microarray’ (szOveti microarray, TMA)
elnevezést, mely azota is fennmaradt a multiblokkok egyezményes
neveként, barmilyen technikaval késziljenek is. [16]

A szoveti microarray technika azt jelenti, hogy egyetlen recipiens

paraffin blokkba szamtalan — 10-t6l akar 1000-ig — kdlénb6z6 donor-

blokkbdl szarmazé szovethengert épitiink be meghatarozott koordinatak
szerint egy erre alkalmas berendezéssel, s az igy elkészllt multiblokkbdl
készitett TMA metszeteken kivitelezhetOk ugyanazok a vizsgalatok,
amelyeket nagylemezes metszeteken végezhetiink. A szdvethengerek
atméréje 0.6 mm-t6l 3 mm-ig terjedhet a legdltalanosabban hasznalt
rendszerekben, s ez, valamint az egymashoz viszonyitott tavolsag
korlatain belll helyezhetliink el tetszOleges szamu szOvethengert a
recipiens blokkba. Egy recipiens blokkbol akar 100 metszet is készithetd, s
mivel parhuzamosan akar tobb egymassal identikus recipiens blokk is
épithetd, tovabb novelhetjik a készithetd metszetek szamat, mely szamos
parhuzamos immunhisztokémiai vagy in situ hibridizaciés vizsgalat
elvégzését és eredményeinek Osszevetését teszi lehetdvé. [17-18] A

szoveti microarray-ek alkalmazasa a fentieknek megfeleléen szamtalan



elénnyel bir. Atfogd vizsgdlatok esetén alkalmazasukkal csoékken az
elvégzend6 reakcidk szama, ami reagens- és idomegtakaritast jelent, s
természetesen elénydsen befolyasolja a koltségeket. [16-18] A szOveti
microarray-ek igazi jelent6sége azonban a standard korilmények
biztositdsaban rejlik, mely elengedhetetlen feltétel az 6sszehasonlitd
immunhisztokémiai és in situ hibridizacids vizsgalatok kivitelezésénél. [19]

Mivel a tumorok heterogenitasa régoéta ismert tény, szamos szerzo
foglalkozott a TMA-k reprezentativitasanak kérdésével. Fontos
tanulmanyukban Kononen és munkatdrsai ugyanolyan gyakorisagunak
talaltdk a HER2, a c-myc és a cyclin D1 expresszidt valamint a 17923
kromoszomalis régiéd amplifikaciéjat emlérakokbdl készilt szodveti
multiblokkokban, mint amit az irodalom alapjan vartak. [16] Ugyanezen
tanulmanyban tumor phenotypus és génamplifikacid kozotti ismert
Osszefliggéseket sikerllt megerdsitenitik. Hasonldé meggy6z6 érvekkel
szolgalt a microarray-ek megbizhatdsagaval kapcsolatban Nocito, valamint
Schraml kézleménye is. [20-21]

A fentiek alapjan azonban a TMA-k els6sorban a nagy szamok
torvénye szerint adnak megbizhaté eredményt. Mivel a szoveti
microarray-ek eredetileg tumorpopulaciok vizsgalatara lettek tervezve,
nem lehet elvarni, hogy egy 0.6 mm-es szovethengerekbdl készilt
metszet minden esetben megfeleléen reprezentadlja az eredeti daganatot,
s igy az egyes betegek szemszt6gébdl nézve a tévedések
elengedhetetlenek. Ez a tény a rutindiagnosztikdban megengedhetetlen.

Gancberg és munkatarsai a tumorok heterogenitasanak tényébdl kiindulva
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validaltak a HER2 génamplifikacié kimutatasat szoveti microarray-eken, és
mas, késObbi tanulmanyokkal o6sszhangban arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a TMA-k megbizhatdésagat a tumorok kilonbdz6 helyeirdl
szarmazd szovethengerek egyidejd vizsgalataval lehet noévelni. [22-24]
Masik lehet6ség a szovethengerek 0.6 mm-es atmérbdjének novelése. [25]
Kuraya és munkatarsai mas szemszogbdl kozelitették meg a
reprezentativitds kérdését. Elméletiik szerint a szoveti heterogenitas
szerepe hasonloképp jelentds egy hagyomanyos metszet térfogatat
viszonyitva a teljes tumor térfogatahoz, mintha a TMA core-t viszonyitjuk
a hagyomanyos metszethez. [26]

A szoveti microarray-ek mai napig tehat els6sorban a kutatdsban
kaptak kiemelked6 szerepet, azonban hasznalatuknak mas alternativait is
felvetették mar. Kay és munkatarsai TMA-kat hasznaltak a HER2
immunhisztokémia és fluoreszcencia in situ hibridizacié (FISH) intézeten
bellili és intézetek ko6zo6tti mindségellenbrzésére, standardizalasara.
Elképzelésiik szerint minden emldrakot beépitenek TMA-ba, azonban ezek
csupan a nagylemezes eredmények validaldsara és mas intézetek HER2
diagnosztikajanak kontrolldlasara szolgdlnak. Diaz és munkatarsai szintén
intézetek kozti 6sszehasonlitd vizsgalatrél szamolnak be microarray-ekkel
foglalkozé tanulmanyukban. [23] Gulmann és munkatarsai mini-TMA-kat
hasznaltak HercepTest-tel végzett immunhisztokémiai reakcidik belso
mindségi ellendrzésére. [27]

A szoveti microarray-ek igazi rutindiagnosztikai alkalmazhaté-

saganak vizsgalatat munkacsoportunkkal parhuzamosan, azonban tolink
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figgetlentl Sapino és munkatarsai végezték. [28] Tanulmanyukban 237
eml6rakos eseten nemcsak a HER2 fehérjét és gént, hanem az 6sztrogén-
€s progeszteronreceptor statuszt valamint a Ki-67 indexet is vizsgaltak
szOveti microarray-eken, és az igy kapott eredményeket 0sszevetve a vart
Osszefliggést talaltdk a gradus, a proliferaciés aktivitas, a hormonreceptor-
expresszid és a HER2 statusz kozott. Ezen tulmenden pilot study-ként 20
eset TMA-val nyert immunhisztokémiai és fluoreszcencia is situ
hibridizacidos eredményeit 6sszehasonlitva a hagyomanyos metszetek
eredményeivel szintén kivaldo egyezést tapasztaltak, ez azonban az

alacsony esetszam miatt statisztikailag nem tekintheté megbizhaténak.

3.b. Emlérakok HER2 diagnosztikaja

A HER2 statusz meghatarozasa nem csak prognosztikai, de terapias
szempontbdl is donté jelentéségl. Ahogy az 1. tablazatban lathato, a
HER2 vizsgalhaté mind DNS, mind RNS valamint fehérjeszinten, melyek
kozll a rutindiagnosztikaban az RNS alapu vizsgalatok egyel6re nem
terjedtek el.

Mai napig a HER2 diagnosztikaval foglalkoz6 intézmények szamara
az els6szamu eljaras a fehérje vizsgalata immunhisztokémiai reakcidval.
Az immunhisztokémia viszonylag koénnyen elvégezhetd, széles korben
hozzaférhet6 vizsgaldé mddszer, mely hozzavetdleg 25 éves multra tekint
vissza. Szamos el6nye mellett hatranyokkal is bir: a reakciék nemritkan

alacsony reprodukalhatésdaga az antitestek és a szovetfeldolgozasi
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technikak sokrétliségében rejlik, emellett nem elhanyagolhatd, hogy az

értékelés meglehetdsen szubjektiv.

1. tablazat A HER2 statusz vizsgalati lehet6ségei

HER2 génamplifikacid (DNS)

Megnovekedett HER2 mRNS
transzkripcio (RNS)

HER2 protein overexpresszio
(fehérje)

fluoreszcencia in situ
hibridizacié (FISH)

chromogen in situ

reverz transzkriptaz -
polimeraz lancreakcié (RT-
PCR)

northern blot

immunhisztokémia (IHC)

western blot

hibridizacié (CISH)

polimeraz lancreakcié (PCR)

southern blot

Hozzavetbleg husz kereskedelmi forgalomban kaphatd és szamos
egyéb, sajat fejlesztésl antitest all jelenleg rendelkezésre, melyek ko6zil
egyik sem tekinthetdé standard eljarasnak, azonban a HercepTest
hasznalata a legelterjedtebb. Néhany primer antitest a HER2 fehérje
intracellularis doménjére specifikus (HercepTest, CB11, RM-4B5), masokat
az extrallularis domén ellen termeltek (TAB250, CBE356, CBE1l); az
antitestek lehetnek poliklonalisak (HercepTest=A0485),

illetve

monoklondlisak (CB11, RM-4B5); egérben, illetve Gjabban nyulban
eldallitottak. A legkorszer(ibb antitestek a nyulban termeltetett
monoklonalis antitestek, amit altaldban az irodalmi eredmények is
alatdmasztanak. [29]

Press és munkatarsai sokat citalt tanulmanyukban 117 ismert HER2
statusszal rendelkez6 esetet vizsgaltak és bemutattak, hogy a poliklonalis

R60 és a monoklonalis 10H8 antitestek a FISH-nél alig kisebb
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pontossaggal (97.4% vs. 96.6% és 95.7%) hatarozzak meg a HER2
statuszt, mig a jol ismert HercepTest és CB11 pontossaga 90% alatt
maradt. [30]

Ainsworth és munkatarsai a HercepTest-nél meggy6z6bbnek talaltak
az extracelluldaris domén specifikus, CBE356 elnevezés(i monoklonalis
antitestet, mind pontossag, mind szenzitivitds viszonylatdban. [31]
Jelentdségliiket kiemelendd, az amerikai FDA 1998-ban elsOként a
HercepTest-et, 2000-ben a Pathway CB1l1l-et majd 2007-ben a Pathway
RM-4B5-6t fogadta el és ajanlja a HER2 immunhisztokémiai vizsgalatok
megbizhatd kivitelezésének érdekében. Ezek az uUgynevezett
farmakodiagnosztikumok elsGsorban standarditdsukkal tlinnek ki a tobbi
antitest kozll. Birner és munkatarsai ezen antitestek megbizhatdsagat
bizonyitottak vizsgalatukkal, mivel ugy taldltdk, hogy az FDA altal
elfogadott HER2 IHC pontozdsi és tesztsémak jol korreldltak a FISH
eredményekkel. [32] Powell és munkatarsai a legutobb megjelent nyul
monoklonalis 4B5-r6l (Pathway RM-4B5) bizonyitottak, hogy magas
szenzitivitdsa és specificitdsa mellett, hasznalataval az eredmények
intézetek kozti reprodukalhatésaga is magas. [33]

A trastuzumab koétohelyére egyik extracellularis domén elleni
antitest sem specifikus, igy Bussolati munkacsoportja tanulmanyukban a
trastuzumab biotinilalt formajat (biotHER) hasznalta immunhisztokémiai
jeldlésre. Ugy taldltdk, hogy a biotHER FISH-t8l figgetlen, megbizhaté
tényez6 a trastuzumab terdpidra adott valasz predikciéjaban. Eredményeik

ellenére a biotHER jeldlés egyelore nem terjedt el. [34]
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Az immunhisztokémiai pozitivitas hatterében legtdbbszor
génamplifikacio all, és mivel az immunhisztokémia nem minden esetben
egyértelmd pozitiv vagy negativ, a HER2 statusz eldontésére legtobbszor a
HER2 gén vizsgalata is elengedhetetlen. A HER2 gén tdébb mddszerrel is
vizsgalhatd, melyek ko6zll a pathologiai diagnosztikdban a fluoreszcencia
in situ hibridizacié terjedt el leginkabb. A FISH magas specificitassal
rendelkezik és értékelése az immunhisztokémianal jéval objektivebb. Mind
kivitelezéséhez, mind értékeléséhez tapasztalat szikséges, a vizsgalat
idéigényes, valamint a koltségek is magasabbak, mint az imunhisztokémia
esetében, azonban néhany tanulmany alapjan a terapias valaszt
megbizhatobban jelzi elére, mint az IHC. [12]

A kereskedelmi forgalomban kaphato és legaltaldanosabban hasznalt
FISH kitek kozlul vannak ugynevezett dual-color kitek, melyek egyik
fluorochrom-mal a HER2 gént, egy masik fluorochrommal pedig a 17-es
kromoszomat jeldlik a sejtmagokon beltul (Vysis PathVysion, DAKO
PharmDX), és taldlhatunk uUgynevezett mono-color kiteket, melyek
kizardlag HER2 specifikus probat alkalmaznak (Ventana INFORM Her2/
neu). A PathVysion egyik elénye az INFORM Her2/neu-val szemben az,
hogy direkt jel6lt prébakat hasznal és igy csOkken a nem-specifikus
jelolodés, a masik elonye pedig, hogy a 17-es kromoszéma poliszomiaja
elklldnithetd a valodi HER2 amplifikaciotdl. Egyes szerz6k szerint a 17-es
kromoszdma poliszdmiaja nincs hatassal a HER2 expresszidéra, [9, 35-36]
mas tanulmanyok alapjan viszont a gyenge, esetenként erds HER2

expresszidért is felel6ssé tehetd az aneuszémia amplifikacié hianyaban.
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[37-39] Ennek figgvényében az immunhisztokémia mellett a csak a HER2
régiot vizsgald FISH megtévesztd lehet a pathologus szamara.

Szamos tanulmany foglalkozott a HER2 immunhisztokémiai és a
FISH eredmények Osszefliggésével, valamint azzal, hogy mely esetekben
szikséges a genetikai vizsgalat. [10, 24, 40] Az IHC-FISH 06sszefliggés az
atmeneti pozitivitast hordozé eseteknél (2+) a legkritikusabb kérdés, és
ezen esetek koOzott igen eltér6 aranyban fordul el6 génamplifikacid
(26%-83%) a relevans irodalom alapjan. [5] Mass és munkatarsai szerint
a standardizalt HercepTest immunhisztokémia alkalmazasa esetén csak a
kdzepesen pozitiv (2+) eseteket kell FISH-sel tovabb vizsgalni, [41] mig
Larsimont és munkatarsai egy magas szenzitivitasu IHC reakcioval minden
pozitiv esetet (1-3+) FISH vizsgalatnak vetnének ala. [40] Sauer és
munkacsoportja felvetik a FISH primer alkalmazasanak lehet6ségét az
immunhisztokémiat elhagyva. [10] Mass és munkatarsai masik
tanulmanyukban pedig megfogalmazzak, hogy adataik alapjan a FISH a
legoptimalisabb metdédus a trastuzumab terapiara vald alkalmassag
eldontésére. [12] Ezek ellenére az American Society of Clinical Oncology
(ASCO) 2007-es ajanlasa alapjan csak az IHC 2+-es esetek genetikai
vizsgalata kotelez6, és a 3+-es immunhisztokémia a terdpiara vald
alkalmassagot egyértelmiien meghatarozza. [42] (1. abra)

A teljesség kedvéért megemlitendd, hogy a HER2 gén vizsgalatara a
FISH helyett egyre elterjedtebben alkalmazzdk a chromogén in situ
hibridizaciot (CISH), valamint a leglUjabb in situ hibridizaciés eljarast, a

silver-enhanced in situ hibridizaciét (SISH). El6nylk, hogy kiértékelésik a
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1. abra Az eml6rakok HER2 diagnosztikus algoritmusa a 2007-es ASCO ajanlas alapjan

emlorak

TRASTUZUMAB

IHC, immunhisztokémia; FISH, fluoreszcencia in situ hibridizacio

fluoreszcens jelolés elhagyasa miatt nem igényel fluoreszcens
mikroszkdpiat, azonban jelentds hatranyuk, hogy a mono-color FISH-hez
hasonldan a 17-es kromoszoémardl nem szerezhetd informacid ugyanazon
metszetben. [43-44]

Az in situ hibridizaciés technikak f6 alternativaja a DNS alapu valds
ideji kvantitativ polimeraz lancreakcié (real-time gPCR), mely ugyan
folyadék alapu eljards, és mint ilyen a konvencionalis hisztopathologiai
mobdszerektdl tavol &ll, azonban kiemelkedd megbizhatdsaga,
reprodukalhatosaga és a vizsgalatok jéval alacsonyabb koltsége miatt
egyre nagyobb jelent6séggel bir. [45] Erre vonatkozdan sajat vizsgalataink
folyamatban vannak, azonban ezek részletes ismertetése meghaladna

jelen munka terjedelmét.
17



4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.a. Esetek kivalasztasa

A szoOveti microarray-ek validacios vizsgalatéahoz a 2005-2006-0s
években a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
Pathologiai Intézetében diagnosztizalt invaziv emlérakos esetek kozil 174
random kivalasztott beteg anyagat dolgoztuk fel.

Az immunhisztokémiai antitestek 6sszehasonlitd vizsgalatdhoz az
eseteket tovabbiakkal egészitettiik ki, és igy 6sszesen 199 beteg anyagat
vontuk be a tanulmanyba.

A paraffin blokkokat és a meglév6 haematoxylin-eosin (HE) festett
és immunhisztokémiai metszeteket kigyUjtottik, s a meglévd diagndzist
ellendriztiik: 174 esetben invaziv ductalis carcinoma, 24 esetben invaziv
lobularis carcinoma és 1 esetben mucinosus carcinoma volt a diagnozis. A
betegek adatait tablazatba foglaltuk, a blokkokbdl széveti microarray-eket

készitettink.

4.b. Széveti microarray-ek

A szoveti microarray-eket Kononen és munkatarsai eredeti leirdsa
alapjan készitettlik, az akkori lehet0ségeink korlatai miatt sziikségszerd(
modositasokkal. [16] A haematoxylin-eosin festett metszeteken
reprezentativ terlleteket vizallé tintaval jeloltiink. A megfeleld blokkok
ezen terileteirdl 3 mm vastag szovethengereket emeltiink ki a pécsi
Hisztopatholdgia Kft. altal gyartott ‘Manual tissue puncher’ szerkezettel. A

szovethengereket elore elkészitett, 24 lyukkal rendelkez6, standard
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méretl recipiens blokkba helyeztik a koordinatdkat rogzitve. A szoveti
microarray-ek validacids vizsgalataihoz készilt multiblokkokba minden
esetbdl egy, majd az Ujonnan készllt multiblokkokba tumoronként kettod,
kilébnbdz6 helyrél szarmazd szoévethengert épitettiink be, hogy
minimalizaljuk a tumorheterogenitds kedvezo6tlen hatdsat. [22] Minden
multiblokkba atlés elrendezésben jelolohengereket (maj- vagy |ép szbvet)
helyeztliink, hogy megkonnyitsiik a késObbi mikroszkdépos orientaciét. A
kész multiblokkokat olvasztott paraffinba (T: 56 °C) helyeztiik 0.5-1 perc
erejéig, hogy a szovet-paraffin atmenet kozti rés beolvadjon, és a metszés

soran ne veszitsiink szévethengereket. (2. abra)

2. abra Kézi szoveti microarray épit6 berendezés és multiblokk

Hogy az el6kezelési-festési |épések soran a TMA core-ok ne
sodrddjanak le, az elkészilt 4 pym vastag metszeteket szilanizalt, adheziv
targylemezekre vittik fel. Minden multiblokkbdl els6ként HE festett
metszet készllt, melyen felmértiik, melyik TMA core nem tartalmaz

értékelheté mennyiségl tumorszévetet. Ebben az esetben Uj
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szovethengert épitettiink be az adott tumor valamely blokkjabdl egy

masik multiblokkba. (3. abra)

3. abra Szoveti microarray részlet (haematoxylin-eosin festés) A1, A2, Bl1-eml6rak, B2-

1 2

jelz6anyag (maj)

4.c. Immunhisztokémia

Hat kilonbdz0 antitesttel és immunhisztokémiai kittel végeztiink
immunhisztokémiai reakcidkat a TMA-kbdl késziilt metszeteken. A
felhasznalt antitestek gyartdk alapjan csoportokba rendezve a kovetkezék
voltak: NCL-CB11, NCL-CBE1, NCL-CBE356 (Novocastra, Newcastle upon
Tyne, UK), Pathway CB11, Pathway RM-4B5 (Ventana Medical Systems
Inc, Tucson, AZ, USA), valamint a HercepTest (Dako, Glostrup, Denmark)
farmakodiagnosztikai kit. Ezek kdzll a szoveti microarray-ek validalasahoz
az NCL-CB11 és a HercepTest reakciékat mind hagyomanyos metszeteken,

mind pedig szoveti microarray metszeteken elvégeztik. A tobbi
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immunhisztokémiai reakciét csak TMA-kbol készlilt metszeteken végeztik
el. Az immunhisztokémiai reakciokat a gyartd altal ajanlott protokoll
alapjan készitettilk, automatizaltan, pozitiv és negativ kontroll mellett.
Részletes informacié a protokollokrél és az antitestekrdl a 2. tablazatban

talalhato.

2. tablazat Hasznalt immunhisztokémia antitestek és metodika

Antitest (higitas) Forgalmazd Antigén feltaras Kromogén | Automatizalas
NCL-CB11 (1:40) Novocastra PH:6 Citrat puffer 3 DAB Nexes
kukta
Pathway CB11 pH:6 Citrat puffer 3'
(RTU) Ventana Kukta DAB Nexes
pH:7.2 Citrat puffer DAKO
HercepTest (RTU) DAKO (0.1 mol/L) 40' 95C DAB -
g/ Autostainer
vizfirddben
NCL-CBE356 (1:40) Novocastra nem szlikséges DAB Nexes

pH:6 Citrat puffer 3'

NCL-CBE1 (1:15) Novocastra kukta DAB Nexes
Pathway RM-4B5 pH:6 Citrat puffer 3'
(RTU) Ventana Kukta DAB Nexes

DAB, 5% 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid kromogén oldat; Nexes, Ventana Nexes
(Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA); DAKO Autostainer (DAKO, Glostrup,

Dania); RTU, ready-to-use - hasznalatra kész allapotban

A reakcidk értékelésénél a Sapino és munkatarsai altal kidolgozott
pontozasi rendszert hasznaltuk. [46] Az immunhisztokémiai metszeteket
két biraldo egymastdl fliggetlenil értékelte a membran pozitivitas jellege és
intenzitdsa alapjan. Ha a tumorsejtek tobb mint 10%-a gyenge vagy
kozéper6s és komplett membranpozitivitast mutatott: a reakcidt
kozepesen pozitivnak (2+), ha a tumorsejtek tobb mint 10%-a erds és
komplett membranpozitivitdst mutatott: a reakciét erés pozitivnak (3+)
mindsitettik. Ha a membranpozitivitas hianyzott (0), vagy a tumorsejtek

kevesebb mint 10%-aban volt jelen (1+): a reakciot negativnak vettik. Az
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aspecifikus cytoplasmaticus pozitivitast minden esetben figyelmen kivil

hagytuk a reakciok értékelésénél.

4.d. Fluoreszcencia in situ hibridizacid

A szilanizalt targylemezen levd 4 um-es metszeteket deparaffinaltuk
(xylol - 3x10 perc) és dehidraltuk (abszolut alkohol - 2x5 perc), majd a
sejtek el6kezelése kovetkezett a Paraffin Pretreatment Kit II-vel (Vysis,
Des Plaines, IL, USA), a gyarto altal ajanlott protokoll szerint (0.2 M-os
HCI - 20 perc; desztviz - 3 perc; 2xSSC - 3 perc; Pretreatment Solution -
80°C, 20 perc; desztviz - 3 perc). Ezutdan a szoveteket enzimatikusan
emésztettiilk (Proteinase K - 37°C, 5 perc). Ezt kovetOen felvittiink a
metszetekre 6sszesen 7 pl ‘spectrum orange’ jelolt HER2 specifikus probat
specifikus probat (PathVysion HER-2/neu DNA Probe Kit, Vysis, Des
Plaines, IL, USA), majd a genomikus DNS-t a prébaval egyltt
denaturaltuk 90°C-on 10 percig. A fluoreszcensen jel6lt probakat 16 éran
keresztil, 37°C-on hibirdizaltuk a genomikus DNS-hez. Mind a
denaturacio, mind pedig a hibridizacié ThermoBrite (Vysis, Des Plaines, IL,
USA) félautomata FISH berendezésen kerilt kivitelezésre. Masodik nap
reggel poszthibridizacios mosast kdvetéen a metszeteket 4’,6-diamidin-2’'-
fenilindol-dihidrokloriddal (DAPI, Vysis, Des Plaines, IL, USA)
hattérfestettik. A metszeteket 4 °C-on 1 6ran at taroltuk, majd
fluoreszcens mikroszkép (Olympus BX51, Lake Success, NY, USA)

segitségével értékeltlik. Tizszeres objektivvel és DAPI filterrel a TMA core-
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okat beazonositottuk, majd 100x-os, immerzids nagyitassal vizsgaltuk a
tumorsejteket tripla savszUlrd (DAPI/Orange/Green) segitségével. Negyven
sejtmagon bellli narancssarga (HER2) és zo6ld (CEP17) szignalt 6sszeadva
atlagot vontunk, majd kiszamoltuk a HER2/CEP17 hanyadost.

Az eseteket ‘nem amplifikaltnak’ tartottuk, ha a hanyados 1.8 vagy
az alatti volt és ‘amplifikaltnak’, ha 2.2 feletti. Ha hanyados a 1.8 és 2.2
kozotti volt, Ujabb 20 sejtmagon bellli jeleket adtunk &ssze és a
hanyadost Ujraszamoltuk. Ha a sejtmagokon bellli CEP17 jelek szama
atlagosan 1.5 és 2.5 kozott volt a 17-es kromoszéma szamot normalisnak
vettik (diszomia), 1.5 vagy az alatt monoszémiat, 2.5 felett poliszomiat

véleményeztink. (4. abra)

4 abra. A HER2 gén/17-es kromoszdoma dual-color fluoreszcencia in situ hibridizacios
vizsgalata

A - nem amplifikalt, diploid tumor; B - poliszdmia; C - low grade amplifikacid; D - high
grade amplifikacio
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4.e. Statisztikai elemzés

A hagyomanyos metszeteken kivitelezett NCL-CB11 és HercepTest
IHC reakcidkat 0sszevetve a TMA metszetek NCL-CB11 és HercepTest IHC
reakcidoinak eredményével kiszamoltuk az immunhisztokémiai
konkordancidkat. Az egyes csoportokat mindemellett 6sszevetettiik a FISH
eredményekkel.

A tovabbiakban, a FISH eredményeket alapul véve, egyenként
kiszamoltuk a 6 kilénb6z0 immunhisztokémiai antitesttel végzett reakcid
szenzitivitasat, szelektivitasat, pozitiv és negativ prediktiv értékét (PPV és
NPV) valamint pontossagat. A szamitasokat kétféleképp végeztiik: az elso
esetben az immunhisztokémiai eredmények dichotomizaldasakor a 2+-es
eseteket is pozitivnak tekintettlik, a masodik esetben pedig csak a 3+-es
eseteket vettliik pozitivhak. A 0 és 1+-es IHC reakcidk mindkét esetben
negativnak szamitottak. A FISH eredmények dichotomizaldsakor a
diszomias, nem amplifikalt eseteket a 17-es kromoszéma aneuszémiaval
(monoszdmia, poliszomia) rendelkezd esetekkel egyltt ‘FISH negativnak’
tekintettilk, mivel mostandig ezen tumorok trastuzumab valaszkészsége
nem bizonyitott. [9] Kizardlag a tényleges HER2 amplifikaciét vettik “FISH

pozitivnak” (gradustél fuggetlenl).
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5. EREDMENYEK
5.a. Széveti microarray-ek validalasa

Az antigén feltarasi, elOkezelési, emésztési és mosasi Iépések folytan
a TMA core-ok 10.2%-a sodrddott le a metszetekrdl.

A 3. tablazatban a 174 eset nagylemezes immunhisztokémiai (NCL-
CB11) adatai és a TMA metszetekbdl készllt immunhisztokémiai (NCL-
CB11) eredmények Osszevetése lathatd a megfeleld FISH eredmények
figgvényében.

A 91/174 (52%) hagyomanyos modon kivitelezett immunhiszto-
kémiaval negativ eset kozil 86 (94.5%) a TMA metszeteken is negativnak
bizonyult. Ezek ko6zll 83 eset nem mutatott amplifikaciot FISH-sel, két
esetben HER2 génamplifikacio, egy esetben a 17-es kromoszoma
aneuszémiaja volt igazolhaté. A négy (4.4%) HER2 2+-es eset kozil
harom diploid nem amplifikalt tumor volt, a fennmaradd egy esetben
aneuszomiat talaltunk. A 91-bdl az egyetlen TMA metszeten 3+-es eset
FISH-sel diploid, nem amplifikalt tumor volt.

Meglehetésen nagyszamu, 49/174 (28%) 2+-es esetet talaltunk a
hagyomanyos metszeteken, melyek kozil 40 (81.7%) TMA-kon is 2+-es
reakciét adott, és ezen belll nyolc esetben HER2 génamplifikaciét is
sikerllt kimutatni. Tovabbi hét eset IHC negativ volt, kett6 pedig 3+-es
volt a szOveti microarray-eken, és egyikilk sem hordozott sem gén-

amplifikaciét, sem pedig a 17-es kromoszdma aneuszomiajat.
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3. tablazat Hagyomanyos immunhisztokémiai adatok (NCL-CB11) dsszehasonlitasa a szoveti
microarray metszeteken kapott immunhisztokémiai (NCL-CB11) és fluoreszcencia in situ
hibridizacios eredményekkel

Hagyomanyos IHC IHC szoveti microarray- FIuore_szc_e|_1c’ia_i’n situ
en hibridizacio
86 Diploid, nem amplifikalt | 83
HER2 negativ o Diploid, amplifikalt 2
(94.5%) T
Aneuszomia 1
Diploid, nem amplifikalt 3
HER2 negativ 91 HER2 2+ 4 (4.4%) Diploid, amplifikalt 0
Aneuszdmia i |
Diploid, nem amplifikalt 1
HER2 3+ 1 (1.1%) Diploid, amplifikalt 0
Aneuszomia 0
Diploid, nem amplifikalt 7
HER2 negativ| 7 (14.3%) Diploid, amplifikalt 0
Aneuszomia 0
40 Diploid, nem amplifikalt | 32
HER2 2+ 49 HER2 2+ o Diploid, amplifikalt 8
(81.7%) r—
Aneuszomia 0
Diploid, nem amplifikalt 2
HER2 3+ 2 (4%) |Diploid, amplifikalt o
Aneuszomia 0
Diploid, nem amplifikalt 2
HER2 negativ| 3 (8.8%) |Diploid, amplifikalt 0
Aneuszomia 1
Diploid, nem amplifikalt 2
HER2 3+ 34 HER2 2+ 2 (5.9%) Diploid, amplifikalt 0
Aneuszémia 0
29 Diploid, nem amplifikalt 7
HER2 3+ 5 Diploid, amplifikalt 21
(85.3%) —
Aneuszomia 1
Osszesen 174 174 174

IHC, immunhisztokémia; TMA, sz6veti microarray

A fennmaradd 34/174 (20%) eset a hagyomanyos metszeteken 3+-
es pozitivitast mutatott, ezen belll 29 (85.3%) TMA-kon is 3+-es volt,
kettdé (5.9%) immunhisztokémiailag 2+-es és harom (8.8%) IHC negativ
volt. Utébbi harom esetbdl egynél aneuszdémiat talaltunk és a masik kettd
sem mutatott génamplifikaciét. Amig a kettdé 2+-es esetbdl egyik sem volt
amplifikdlt, a 29 3+-es esetbd6l 21 hordozott génamplifikaciét és egy

esetben aneuszomiat lattunk.
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HercepTest-et haszndlva a hagyomanyos és a TMA metszeteken
végzett immunhisztokémiai reakcidk részben mas eredményeket hoztak,

melyeket a 4. tablazatban foglaltunk 6ssze.

4, tablazat Hagyomanyos immunhisztokémiai adatok (HercepTest) dsszehasonlitdsa a szoveti
microarray metszeteken kapott immunhisztokémiai (HercepTest) és fluoreszcencia in situ
hibridizacios eredményekkel

IHC szOveti microarray-|  Flyoreszcencia in situ
éen hibridizacié
) 114 Diploid, nem amplifikalt | 1
HER2 negativ (92.7%) Diploid, amplifikalt
Aneuszémia
Diploid, nem amplifikalt
HER2 negativ 123 HER2 2+ | 7 (5.7%) |Diploid, amplifikalt
Aneuszdmia
Diploid, nem amplifikalt
HER2 3+ 2 (1.6%) |Diploid, amplifikalt
Aneuszémia
Diploid, nem amplifikalt
HER2 negativ|5 (16.1%) |Diploid, amplifikalt
Aneuszémia
25 Diploid, nem amplifikélt
HER2 2+ 31 HER2 2+ (80.7%) D|p|0|d,,an:1pllf|kalt
Aneuszomia
Diploid, nem amplifikalt
HER2 3+ 1 (3.2%) |Diploid, amplifikalt
Aneuszémia
Diploid, nem amplifikalt
HER2 negativ| 2 (10%) |Diploid, amplifikalt
Aneuszémia
Diploid, nem amplifikalt
HER2 3+ 20 HER2 2+ 2 (10%) |Diploid, amplifikalt
Aneuszémia
Diploid, nem amplifikalt
HER2 3+ 16 (80%) |Diploid, amplifikalt
Aneuszémia

Hagyomanyos IHC
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Osszesen 174 174
IHC, immunhisztokémia; TMA, széveti microarray
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Negativ reakciot 123 eset (123/174, 71%) mutatott a nagy
metszeteken, melyek kozlul 114 (92.7%) TMA metszeteken is hasonldan
viselkedett. Ezek kozil két eset mutatott HER2 amplifikaciot, tovabbi két
tumor esetén pedig a 17-es kromoszéma aneuszomidja volt megalla-

pithat6o. Hét eset (5.7%) — kettében a HER2 génamplifikaciéval —

27



immunhisztokémiailag 2+-es volt TMA metszeteken, tovabbi két eset
pedig IHC 3+, mely utébbiak koézil egy génamplifikaciét is hordozott.

A HercepTest-tel csupan 31/174 (18%) eset volt 2+-es a hagyo-
manyos metszeteken; ebbdl a 31-b6l 25-6t (85.7%) TMA-kon is 2+-es
pozitivitas jellemezte, egyet (3.2%) pedig 3+-es. Az 0Osszesen 26
konkordans eset kozll kilenc mutatott génamplifikaciot és mind az 5
(16.1%) diszkordans eset diploid, nem amplifikalt tumor volt.

A hagyomanyos reakcidéval 20 esetben lattunk 3+ pozitivitast,
melyek kozul 16 TMA alkalmazasaval is ugyanezt az eredményt hozta
(16/20, 80%), amelyekbdl 15 FISH-sel génamplifikaciot, egy eset pedig a
17-es kromoszdma aneuszomiajat mutatta. Két eset (10%) minddssze
mérsékelt pozitivitast mutatott (2+) TMA-kon, melyek kozill csak az egyik
volt amplifikalt, szintén két eset (10%) pedig IHC negativ volt a szoveti
microarray-eken. Utdébbiak kozlil egyik sem mutatott HER2
génamplifikaciot, és csak az egyik hordozott 17-es kromoszdoma

aneuszomiat.

5.b. A HER2 diagnosztikaban hasznalatos immunhisztokémiai antitestek
0sszehasonlitasa szoveti microarray-eken

Az antigén feltarasi, el6kezelési, emésztési és mosasi |épések
kapcsan a core-ok hozzavetbleg 8%-a sodrodott le a TMA metszetekrol.

A hat antitesttel kapott immunhisztokémiai eredmények a

fluoreszcencia in situ hibridizacio fliggvényében a 5. tablazatban lathatok.
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5. tablazat A hat kilonb6z6 immunhisztokémiai antitesttel kapot eredményeink a
fluoreszcencia in situ hibridizacios adatok fliggvényében 199 eseten vizsgalva

NCL-CB11 Pathway CB11 NCL-CBE356
0 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ 3+
HER2 FISH
nem 32 77 50 5 74 66 20 1 75 57 31 2
amplifikalt
HERZFISH | oy 5 471 2 5 152 0 6 16
amplifikalt

Osszesen 32 78 55 22|75 68 25 16 | 77 57 37 18

% 17.1 41.7 29.4 11.8|40.8 37 13.6 8.69(40.7 30.2 19.6 9.52
NCL-CBE1 HercepTest Pathway RM-4B5
0O 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ 3+ | 0 1+ 2+ 3+
HER2 FISH
nem 50 77 34 2 97 50 24 2 (134 14 3 1
amplifikalt
HER2 FISH
amplifikalt 0 4 4 14 0 0 7 17 3 1 3 13

Osszesen 50 81 38 16|97 50 31 119|137 15 6 14

% 27 43.8 20.5 8.65|49.2 25.4 15.7 9.64|79.7 8.72 3.49 8.14

IHC, imunhisztokémia; FISH, fluoreszcencia in situ hibridizacio

IHC 3+-es pozitivitast 8.14-11.76%-ban észleltliink, antitesttdl
figgden. A 2+ és 3+-es esetek egylttesen mintegy 11.63-41.18%-ot
tettek ki. NCL-CB11-gyel taldltunk a legmagasabb és az RM-4B5-tel
legalacsonyabb aranyban 2-3+-es eseteket. A 199 esetbdl dsszesen 25
mutatott HER2 génamplifikacidot. Egyedil a HercepTest esetében nem
észleltink HER2 génamplifikdciét THC negativ esetek kozott, a
legmagasabb szamban (4 eset) pedig az NCL-CBE1 és a Pathway RM-4B5
antitestekkel talaltunk ilyen eseteket.

A 6 kilonb6z6 immunhisztokémiai eljaras specificitasat,
szenzitivitasat, pozitiv és negativ prediktiv értékét, valamint szamitott

pontossagat a 6. és 7. tablazatban foglaltuk 6ssze — az alapjan, hogy a
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2+ és 3+ eseteket egyltt vagy csak a 3+-es eseteket tekintettliik IHC

pozitivnak.

6. tablazat Az immunhisztokémia antitestek jellemz6i a 2+ és 3+-es eseteket
pozitivként értékelve

NCL-CB11{Pathway CB11{NCL-CBE356|NCL-CBE1|HercepTest|Pathway RM-4B5
Specificitds | 66.46% 89.96% 80.49% 77.91% 84.97% 97.36%
Szenzitivitas| 95.65% 86.96% 91.67% 81.81% 100.00% 80.00%
PPV 28.57% 48.78% 40.74% 33.33% 48.00% 80.00%
NPV 99.09% 97.90% 98.51%  96.95% 100.00% 97.36%
Pontossag 70.05% 86.96% 80.21% 78.38% 86.80% 95.34%

PPV, pozitiv prediktiv érték; NPV, negativ prediktiv érték

Az els6 megkozelités szerint a legmagasabb szenzitivitdsa és negativ
prediktiv értéke a HercepTest-nek volt; mindkettd 100%, mivel nem volt
alnegativ eset. A szenzitivitas szempontjabol a masodik az NCL-CB11
(95.65%) volt, mig a legalacsonyabb értéket a Pathway RM-4B5 mutatta
(80%). A negativ prediktiv érték tekintetében a masodik ugyancsak az
NCL-CB11 (99.09%) volt, amely kevesebb, mint egy szazalékkal maradt el
a HercepTest-t6l és még az NCL-CBE1 negativ prediktiv értéke is majdnem
elérte a 97%-ot (96.95%).

A Pathway RM-4B5 mutatta a legmagasabb specificitast (97.36%), a
Pathway CB11 86.96%-0s specificitdsanal pedig alig volt alacsonyabb a
HercepTest 84.97%-0s értéke. Ezen szamitasaink alapjan az NCL-CB11
volt a legkevésbé specifikus (66.46%) jelzdje a HER2 génamplifikacidonak.

Meglehetdsen alacsony pozitiv prediktiv értéket talaltunk minden
immunhisztokémiai antitest esetében, melyek kozoétt a Pathway RM-4B5
80%-0s értéke kiemelkedd. A sorrendben ezt koévetdé Pathway CB1l1-et

mar 48.78%, az NCL-CB11-et pedig 28.57% jellemezte.
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Osszesitve, a legmegbizhatdbb eredményeket a Pathway RM-4B5-tel
értik el (95.34%), melyet csokken6 sorrendben a Pathway CB11 kovetett
(86.96%). A legkisebb pontossaggal az NCL-CB11 volt jellemezheto
(70.05%).

7. tablazat Az immunhisztokémia antitestek jellemzdi a 3+-es eseteket pozitivként
értékelve

NCL-CB11|Pathway CB11 NCL-CBE356|NCL-CBE1 HercepTest(Pathway RM-4B5
Specificitas | 96.95% 99.38% 98.78%  98.77%  98.84% 99.34%
Szenzitivitas| 73.91% 65.22% 66.67% 63.63% 70.83% 65.00%
PPV 77.27% 93.75% 88.89% 87.50% 89.47% 92.86%
NPV 96.36% 95.24% 95.32%  95.27% 96.06% 95.56%
Pontossag 94.11% 95.11% 93.23% 94.59% 95.43% 95.35%

PPV, pozitiv prediktiv érték; NPV, negativ prediktiv érték

A masodik megkozelités soran, amikor a 2+-es eseteket negativnak
tekintettiik, figyelemre méltd valtozasokat tapasztaltunk az antitestek
sorrendjében, ami annak készonhetd, hogy a 2+-es esetek kozel 90%-a
nem hordozott HER2 génamplifikcidt. Osszességében elmondhatd, hogy
az antitestek specificitasa, pozitiv prediktiv értéke és pontossaga altalaban
nott, mig a szenzitivitasuk és a negativ prediktiv értékiik csdkkent.

A két CB11 antitestet jellemezte a legmagasabb szenzitivitdas és NPV
(NCL-CB11 - 73.91% és 96.36%), valamint specificitds és PPV (Pathway
CB11 - 99.38% és 93.75%). A masodik legmagasabb specificitast és
pozitiv prediktiv értéket a Pathway RM-4B5 mutatta (99.34% és 92.86%),
a legalacsonyabbat pedig az NCL-CB11 (96.95% és 77.27%). A
HercepTest lett a masodik legszenzitivebb (70.83%) és masodik
legnagyobb negativ prediktiv érték(i (96.06%) immunreakcié. A
legalacsonyabb szenzitivitasa az NCL-CBE1 antitestnek lett (63.63%), a

legkisebb NPV-je pedig a Pathway CB11 kitnek (95.24%). A legmagasabb
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pontossag ezuttal a HercepTest-et jellemezte (95.43%), mely kicsivel
meghaladta az els6 szamitasunk soran a Pathway RM-4B5-tel elért
legmagasabb pontossagot. Csak a 3+-es eseteket véve pozitivnak a
masodik legmegbizhatdbb antitest a Pathway RM-4B5 lett (95.35%), a
legkevésbé pontos pedig az NCL-CBE356 (93.23%).

Immunhisztokémiai mikrofotografidkon a hat kiilonb6zd antitesttel

végzett reakcidok kozti kilénbséget demonstraltuk az 5. abran.
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174

5. abra 1+, 2+ és 3+-es immunhisztokémiai reakcidk a kilénb6z6 antitestekkel

A - NCL-CB11, B - NCL-CBE356, C - HercepTest, D - Pathway RM-4B5, E - Pathway

CB11, F - NCL-CBE1 (20x)

FreIn

i B

a

et -
. ¢ oo
s A, e it |
=

-

BT ¥

LIS ;W!...&n_f?t. L

33



6. MEGBESZELES

Az emldrakok pathologiai diagnosztikajanak elengedhetetlen része a
HER2 statusz meghatarozdsa, mely kiemelt prognosztikai és fdleg
célterapias jelent6ésége miatt fontos, hogy standardizalt, megbizhaté és
koltséghatékony mododon toérténjen. A standardizalds validalt
immunhisztokémiai antitestek haszndlata és meghatarozott protokollok
szigoru betartdsa mellett tovabb noévelheté szbveti microarray-ek
alkalmazasaval. Munkacsoportunk elsé célja az volt, hogy bizonyitsuk a
TMA-k alkalmazhatésagat a rutin HER2 diagnosztikaban.

SzOveti microarray-eket kutatdsi céllal szamos csoport alkalmazott
és alkalmaz kdlonb6zd immunhisztokémiai és in situ hibridizacios
vizsgalatok nagy vizsgalati anyagon torténé elvégzéséhez, azonban a
tumorheterogenitasbdl adédo kétes megbizhatdésag miatt TMA-kat a rutin
diagnosztikdban eddig nem hasznaltak. Kutatécsoportunkkal parhuzamo-
san, de flggetlendl Sapino és munkatarsai végeztek ilyen iranyu
vizsgalatokat, azonban minddssze 20 eset immunhisztokémiai és FISH
O0sszehasonlitasat végezték el. [28] Vizsgalataink elsé részében 174
emlérakos eset hagyomanyos moddon és szdveti microarray-eken
szimultan kivitelezett immunhisztokémiai 6sszehasonlitdsa tortént, mely
eredményeket szoveti microarray-eken végzett FISH eredményekkel
vetettlik Ossze. Mind az NCL-CB11 antitesttel, mind pedig a HercepTest
farmakodiagnosztikummal végzett IHC vizsgalatok soran magas korrelacio
volt megfigyelhet6é a HER2 negativ (94.5% és 92.7%), a HER2 2+-es

(81.7% - 2+ és 4% - 3+; 80.7% - 2+ és 3.2% - 3+) valamint a HER2
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3+-es eseteknél (5.9% - 2+ és 85.3% - 3+; 10% - 2+ és 80% - 3+).
Amennyiben a TMA-kon végzett FISH eredmények az immunhisztokémia
alapjan varttal nem egyeztek, a genetikai vizsgalat eredményét minden
esetben megerdsitettiik hagyomanyos maddon kivitelezett fluoreszcencia in
situ hibridizaciéval. Eredményeink alapjan megallapithaté, hogy az
altalunk hasznalt szoéveti microarray-ek megfelel6 megbizhatésag mellett
alkalmazhatdk a rutindiagnosztikaban.

A microarray-ek validalasa soran 3 mm atmérdéjli szovethengerekbdl
tumoronként csupan egyet épitettink be TMA-ba, azonban a
megbizhatdsag minden bizonnyal tovabb ndvelhetd, ha tumoronként tébb
kilonb6z6 helyrél szarmazé szovethengert hasznalunk. [22]

Mindazonaltal elgondolkoztatd, hogy amennyiben egy core-biopszia
immunhisztokémai és FISH eredményeit reprezentativnak tekintjik a
tumor egészére vonatkozdan, akkor a kell6éen vastag, szimpla hengerekbdl
allé szoveti microarray-eket is megbizhaténak kellene tekintenlnk.

A fluoreszcencia in situ hibridizaciéos vizsgalatok koltségeinek
csokkentése és a reakciok egységes korilményeinek megteremtése
mellett a sz6veti microarray-ek tovabbi el6nye, hogy a FISH metszetek
mikroszkdpos értékelése gyorsabb, hiszen csupan el6re kivalasztott,
idealis, nem atfedo tumorsejtekben gazdag teriileteket kell attekintenlnk.
A TMA technika lehetséges hatranyai kozott felmertlhet, hogy plusz
lépések beiktatasa miatt a leletatfutasi id6 szamottevéen megndhet,
azonban tapasztalataink szerint, amennyiben megfeleld szamu emldrakos

eset vizsgalata zajlik, a multiblokkok épitése nem jelent tébblet energia-
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és id6 raforditast, ami szamottevéen befolydasolna a diagnosztika
sebességét.

A microarray-ek validadlasa soran az NCL-CB11 jelzésl antitesttel
meglep6en magas aranyban taldltunk HER2 2+-es eseteket (28%), ezért
a vizsgalatokat megismételtiik egy FDA mindsitett farmakodiagnosz-
tikummal is. A HercepTest alkalmazasa mellett 17.8%-ban taldltunk
kdozepesen pozitiv eseteket, amely a korabbi irodalmi adatokkal jobban
egyezik, mig a nagylemezes és TMA metszeteken végzett immunhiszto-
kémia konkordancidja jelentésen nem valtozott. [11, 22, 25, 28, 31,
47-48] A HER2 ellenes antitestek 6sszehasonlitdsa soran szintén kevesebb
volt a 2+-es esetek szama HercepTest-tel, mint NCL-CB11l-el, mely
alatamasztja, hogy az eltérés az antitestek kilénbdzoségében rejlik.

Minden esetet genetikailag is megvizsgalva taldltunk olyan
tumorokat, melyekben az er6s HER2 expresszié hatterében nem allt
génamplifikacid, vagy épp ellenkez6leg HER2 génamplifikacié mellett nem
volt szignifikans protein expresszid. Az ilyen diszkordans esetekben a
fluoreszcencia in situ hibridizaciét hagyomanyos nagylemezes maddszerrel
is megismételtik, és kivétel nélkil a TMA-val azonos eredményt kaptunk.
A fenti eltérés oka intracellularis, vélhetéleg fokozott vagy csokkent, a
receptor internalizaciojat okozo folyamat lehet, melynek tovabbi vizsgalata
fontos kérdésekre adhat valaszt akar a trastuzumab hatékonysagaval
kapcsolatban is. [49-50]

Az NCL-CB11 antitesttel 3+-es esetek 62-66%-a volt csak

amplifikalt, mig HercepTest-tel ez az arany 80-89% volt. Az irodalomban
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kilonb6z6 antitesteket véve alapul 3+-es esetek tekintetében az IHC-FISH
konkordancia 55.6-100%-ig terjed, mely alapjan elfogadhaték az
eredményeink, azonban ez a széles variancia megkérddjelezi az
immunhisztokémia megbizhatésagat. [5, 24-25, 31, 46, 51-57] Tobbek
kozott ezen megfontolasbdl végeztik el hat kilonbdz6, egyenként igéretes
HER2 ellenes immunhisztokémiai antitest 6sszehasonlité vizsgalatat.

Harom FDA 4&ltal elfogadott farmakodiagnosztikai kit (HercepTest,
Pathway CB11 és Pathway RM-4B5), két kilénb6zd extracellularis domén
elleni antitest (NCL-CBE1 és NCL-CBE356) és az intézetlinkben régéta
hasznalatos intracelluldaris domén specifikus NCL-CB11 antitest
eredményeit hasonlitottuk 0Ossze 199 emldrakos eseten, és a FISH
eredényeket alapul véve jellemeztik oket.

Minden antitesttel talaltunk 3+ pozitivitast génamplifikacié nélkiil,
mely alapjan indokoltnak tartjuk a 3+-es esetek genetikai vizsgalatat
rutinszerlen elvégezni. Szamos szerz0 szerint mind a 2+ és 3+-es esetek
in situ hibridizacids vizsgalatat célszer(i elvégezni, mas forrasok alapjan
viszont a 3+ erdsségl immunhisztokémiai pozitivitds dnmagaban HER2
pozitivnak tekinthet6. [6, 8, 11, 42, 53, 58-60] Ezen elvek alapjan az
immunhisztokémiai eredmények dichotomizalasat kétféleképpen
végeztik: az egyik esetben a 2+-es eseteket is, mig a masik esetben csak
a 3+-es eseteket tekintettiik IHC pozitivnak.

Habar Ainsworth és munkatarsai korabban kozolt eredményei
alapjan mast vartunk, a két extracellularis domén elleni antitest (NCL-

CBE1 és NCL-CBE356) vizsgalatunk soran nem valtotta be a hozzajuk
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flzott reményeinket. [31] Mind a membranfestddés gyenge mindsége,
mint pedig a jelentds hattérreakcié nehezitette a metszetek értékelését,
és sem szenzitivitasukkal, sem specificitasukkal nem t(intek ki a tobbi
antitest kozll. Ezek alapjan alkalmazasukat a rutindiagnosztikaban csak
alapos intézeti validalast kdvetéen javasoljuk.

A legigéretesebb a vizsgalt antitestek kozill a Pathway RM-4B5 volt,
mely szintén FDA altal elfogadott farmakodiagnosztikum, és Powell és
munkatarsai szerint megbizhatéan alkalmazhaté a HER2 diagnosztikaban.
[33] Eredményeink alapjan a pontossaga kiemelked6 volt, ugyanakkor
szenzitivitdsa elmaradt a HercepTest érzékenységétdl. Megemlitenénk,
hogy agressziv antigén feltarasi Iépések a membranfestédés mindségét és
igy az érzékenységet nem javitottdk, viszont a primer antitest kissé
automatizalt korilmények kozott azonban 32 percnél hosszabb
inkubaciora nincs lehet6ség, igy az 0Osszehasonlitdshoz az eredeti
eredmeényeket vettiik alapul.

Ha az immunhisztokémiaval azon 2-3+-es eseteket valasztjuk ki,
melyeket tovabbi DNS szint( vizsgalatnak vetink ala, akkor a
diagnosztika megbizhatésdga szempontjabdl a legfontosabb tulajdonsag
az IHC szenzitivitasa. Ilyen tekintetben a HercepTest-et és az NCL-CB11-et
kiemelked6nek taldltuk, hiszen az elébbinek a 2-3+-es eseteket tekintve
volt (100%), az utdbbinak pedig a 3+-es eseteket pozitivhak véve volt
(73.91%) a legmagasabb az érzékenysége. Fontos tulajdonsag tovabba a

specificitas, kilondsen, ha a 3+-es eseteket nem vizsgaljuk genetikailag.
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Legmagasabb specificitast a Pathway RM-4B5 és a Pathway CB11 mutatott
a 2-3+ és a 3+-es eseteket tekintve. A legkdnnyebben értékelhetd
membranfestédést a HercepTest és a Pathway CB11 farmakodiagnosz-
tikumok biztositottak.

Az immunhisztokémia szenzitivitdsa noévelhetd, amennyiben
parhuzamosan egy masik antitesttel is végzink vizsgdlatot és a DNS
szintl vizsgalatot csak akkor hagyjuk el, ha mindkét immunhisztokémiai
reakcié negativ. Ez utobbi nézetlinket Sapino és munkatarsai is
megerdsitették. [46] A két immunhisztokémiai reakcidhoz eredményeink
alapjan a HercepTest-et és valamelyik CB11 jelzés( antitestet ajanljuk.

Osszefoglalva az eml8rdkok HER2 diagnosztikdja koltség-
hatékonysagi szempontokat is figyelembe véve az alabbi algoritmus
alapjan végezhetd6 legmegbizhatéobban. (6. abra) Minden emldrakot
hagyomanyos nagy-lemezes mddszerrel immunhisztokémiailag vizsgalunk,
mely szolgaltat egy kozelitd eredményt. Ehhez a leggazdasagosabb és
mégis szenzitivnek mondhaté NCL-CB11 antitestet ajanljuk. Ezutan
minden emlorakot szoveti microarray-be épitiink be, és TMA metszeten
elvégzliink egy masodik immunhisztokémiai reakciot a legmegbizhatobb
HercepTest-tel, valamint fluoreszcencia in situ hibridizaciot valamely dual-
color FISH kittel. Ha nincs ellentmodas az immunhisztokémia és a FISH
kozott, akkor az eredményeket elfogadjuk, ellentétes esetben a FISH-t
hagyomanyos nagylemezes moddszerrel megismételjik, és ezt az
eredményt tekintjik véglegesnek. Ilyen mdédon minimalisra csékkenhetjik

a FISH pozitiv esetek “elkallédasat”, és a szbdveti microarray-ekkel kapott
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minden lehetséges fals eredményt kisz(irink, mindezt a jelenlegi

algoritmusnal joval koltséghatékonyabb és megbizhatébb modon.

6. abra Az eml6rakok HER2 diagnosztikus algoritmusa

HER-2 pozitiv

TMA IHC/FISH
HercepTest

hagyomanyos IH C
NCL-CB11

FISH

HER-2 negativ

IHC, immunhisztokémia; FISH, fluoreszcencia in situ hibridizacio; TMA, szbveti
microarray
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7. 0SSZEFOGLALAS

Az emldérakok modern pathologiai diagnosztikajanak szerves részét
képezi a HER2 statusz megallapitdsa, melynek nemcsak a progndzis,
hanem a valasztandd terapia szempontjabdl is nagy jelentésége van. A
nehezen kezelhetd, rossz progndzisi HER2 pozitiv emldorakok esetében
azonban lehetéség van a trastuzumab monoklonalis antitest
alkalmazasara. A HER2 statusz meghatdrozasa hagyomanyosan
immunhisztokémiai (IHC) és fluoreszcencia in situ hibridizacidos (FISH)
lépésekkel zajlik, melyek megbizhatdé eredményt akkor szolgaltatnak, ha a
reakciok standard koérilmények kozott kertlnek kivitelezésre.

Célkitlizéslink kozott az egységes kdrnyezetet megteremté szoveti
microarray-ek rutin HER2 diagnosztikdban vald alkalmazhatdésaganak
vizsgalata, valamint hat kllonb6z6 kerekedelmi forgalomban kaphatd,
HER2 ellenes immunhisztokémiai antitest (HercepTest, NCL-CB11, NCL-
CBE1, NCL-CBE356, Pathway CB11, Pathway RM-4B5) 6sszehasonlitasa,
és végll egy megbizhatd és koltséghatékony HER2 diagnosztikus
algoritmus kidolgozasa szerepelt.

A szoveti microarray-ek validalasat 174 emldrdkos eset hagyo-
manyos és microarray-ekkel kapott immunhisztokémiai eredményeinek
0sszehasonlitasaval végeztik, majd az adatokat Osszevetettik a
microarray-eken végzett fluoreszcencia in situ hibridizacié ereményeivel. A
tovabbiakban 199 szoveti microarray-ekbe épitett eml6rakos eset FISH
adatait alapul véve, a hat kilonb6zd antitesttel végzett immunhiszto-

kémiai reakcidk eredményeibdl szamitottuk ki az egyes antitestek
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szenzitivitasat, specificitdsat, pozitiv és negativ prediktiv értékét valamint
pontossagat.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az altalunk hasznalt
szbveti microarray-ek megbizhatdéan alkalmazhaték az emlérakok rutin
HER2 diagnosztikdjaban mind immunhisztokémiai, mind pedig FISH
vizsgalatok Kkivitelezésére. Tapasztalatainkat Osszesitve a vizsgalt
antitestek kozll a legmegfelel6ébbnek a HercepTest bizonyult, azonban az
immunhisztokémia érzékenységének fokozasara egy masik antitesttel
(NCL-CB11) parhuzamosan végzett IHC reakcid elvégzését is javasoljuk.
Szoveti microarray-ek hasznalataval a fluoreszcencia in situ hibridizacio
minden eseten elvégezhetd, és igy minimalizalhaté a nem overexpresszalt
FISH pozitiv tumorok elvesztése. Amennyiben er6s fehérje overexpresszid
mellett a génamplifikacid microarray-eken nem igazolhatd, a genetikai
vizsgalat eredményét hagyomanyos, nagylemezes FISH-sel sziikséges

megerositeni.
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