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1 Bevezetés

A Kozponti Statisztikai Hivatal halaloki statisztikai adatai szerint 2013-ban hazankban
126778 halaleset tortént, ebb6l 33274 daganatos megbetegedés kovetkeztében. Korabban az
emlorak volt a leggyakoribb daganatos halalok néknél, azonban 2003-6ta a tiidérak vezeti a
rangsort mindkét nemben. A daganatos halalozasban a masodik helyet a vastagbélrak foglalja
el. A harmadik helyen férfiaknal a prostata-, n6knél az emlérak all. Kb. 7000 diagnosztizalt
eset mellett az emlérak Magyarorszagon megkozelitéleg 2200 halalesetért felelds minden
évben.

A daganat diagnozisanak felallitasa és a kezelési terv elkészitése bonyolult algoritmusok
altal meghatarozott multidiszciplinaris folyamat. A diagnézis legtobbszor valamilyen
patologiai leleten alapszik.

A helyes diagnozis felallitasa céljabol patologiai modszerek gazdag tarhaza all
rendelkezésiinkre, mint példaul a citologia, a Kklasszikus szovettani vizsgalat,
immunhisztokémia ¢és molekularis vizsgalatok. Ezen moddszerek birtokaban meg kell
hatarozni a daganat méretét, a tobbgoctisag meglétét, a pontos szovettani tipust, a daganat
differencialtsagi fokat (gradus), a vér- és nyirokérben vald terjedést, a sebészi reszekcios
szélek allapotat, valamint a regionalis nyirokcsomok statuszat. Ezen feliil minden esetben
meg kell hatarozni a daganat proliferacios ratajat, a hormonreceptor és HER-2 statuszat,
valamint a daganat fontos prognosztikai informaciokkal birdé genetikai tulajdonsagait,
melyekre egyre nagyobb igény mutatkozik. A folyamat kivitelezésében nemzetkozi és hazai
ajanlasok vannak segitségiinkre, melyek valaszthato moédszereket tartalmaznak, igy rajtunk
all, hogy ezeket, avagy megfelel6 attekintés utan egy, az ajanlasban nem szereplé masik

metodust valasztunk.



Ertekezésemben két, a szakirodalomban nagy népszertiségnek 6rvendd, intenziven taglalt
témakorrel fogok foglalkozni: az emlérak HER-2 statuszanak in situ hibridizacioés modszerrel
torténd meghatarozasaval, illetve a 17-es kromoszoma poliszomidjanak jelentGségével a
HER-2 statusz meghatarozasban. Mindkét téma rendkiviil fontos szerepet tolt be az emldrak

progndzisanak meghatarozasaban ¢és a megfeleld terdpias modszer megvalasztasaban.

1.1 A HER2 statusz meghatarozasanak jelentosége

A HER-2 pozitiv emlédaganatokban HER-2 protein taltermelés mutathatd ki, mely
lényeges negativ prognosztikai jel, mivel ezek a daganatok gyorsabban nének, hamarabb
adnak tavoli attéteket, gyakrabban recidivalnak és a hagyomanyos terapias modszereknek
jobban ellenallnak. (1-3) A HER-2 pozitiv daganatok célzott trastuzumab (HERCEPTIN)
szovettani diagnoziskor, ha emlérak igazolodik a HER-2 tesztet rutinszeriien kell elvégezni
minden egyes esetben. Ennek gyakorlati jelent6sége egyre nagyobb a HER-2 pozitiv
emlérakok gyors felismerésében a klinikai kezelési gyakorlat megvaltozasaval. A modern
emlorak kezelésben, a személyre szabott kezelési mechanizmus meghatarozasaban az
aspiracios cytoldgiat jelentdsen hattérbe szoritotta a részletesebb informéciokkal biro core
biopszias mintavétel. Ennek eredményeképpen mar a kezelés megkezdése eldtt lényeges
informaciokkal birhatunk a daganatok biologiai viselkedése tekintetében és ez példaul a HER-
2 pozitiv emldrakok esetében is a kezelési terv megvaltoztatasaval jarhat. Egyre gyakrabban
dontiink HER-2 pozitiv emldrak esetén a primer szisztémas kezelés megkezdésérdl a miitéti

ellatas elott.



A hazai és nemzetkozileg is elfogadott protokoll szerint az elséként valasztanddo modszer
az immunhisztokémiai (IHK) vizsgalat, melyet harom Kkereszttel szokas értékelni. Az
immunhisztokémiai eredményeket az FDA altal jovahagyott ajanlas szerint négy csoportba
szokas osztalyozni, erésségiik szerint. (0, 1+, 2+, 3+) (16,17) A teszt 3+ esetén tekintendd
pozitivnak, illetve 0 vagy 1+ esetén negativnak. A 2+ es esetekben bizonytalan az eredmény,
igy ennek tisztazasa céljabol ujabb vizsgalatokat kell végezni, mely altalaban valamilyen in
situ  hibridizacios technika, ezzel kell feltarni az esetleges HER-2 génszakasz

sokszorozodasanak jelenlétét. (5)

Szamos in situ hibridizaciés modszer létezik, mint példaul chromogenic in situ
hibridizacio (CISH), metallographic in situ hibridizacié, gold-facilitated in situ hibridizacio
(GOLDFISH), silver in situ hibridizacio (SISH), de a leginkabb elterjedt manapsag a
fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH). A lehet6ségek boéséges tarhazaban szerepelnek a
dual-color in situ hibridizaciés modszerek (DISH) is, mint a dual-colour chromogenic in situ
hibridizacio, vagy a dual-colour dual-hapten brightfield in situ hibridizacio (DDISH). Ennek
hasznalataval megbizhatobb eredményekhez juthatunk, mivel egyidejiileg vizsgalhato a HER-
2 statusz és a 17-es poliszomia jelensége valamint a szoveti struktira, magasabb a térbeli
felbontasa, nem igényel specialis berendezést csak hagyomanyos fénymikroszkopot, magas
megbizhatosagu és jol reprodukalhato, illetve nem utolsd sorban koltséghatékonyabb is a
mindennapi gyakorlatban elterjedt FISH-sel szemben. (6,7) A mar emlitett multidiszciplinaris
dontések eldsegitésében, neoadjuvans kezelések indikalasaban jelenthet elényt a széles
korben elérhetd és gyorsabban kivitelezhetd uj in situ hibridizacios technika, hiszen jelenleg
2+, tehat bizonytalan immunhisztokémiai reakcié esetén gyakran mas intézetbe kell elkiildeni
az anyagot a FISH vizsgalat elvégzésére, ami jelentés idOveszteséget €s tobbletkoltséget

jelent.



A terapiat valamint a betegség kimenetelét nagymértékben meghataroz6 HER-2
génszakasz sokszorozodasa, ezaltal a HER-2 protein taltermelése nemcsak génamplifikacio,
hanem poliszomia kdvetkeztében is 1étrejohet. A HER-2 gén a 17-es kromoszoma hosszu
karjan, a centromer régié kozelében foglal helyet. Génamplifikacio esetében a HER-2-t
tartalmazé szakasz sokszorozodik meg, poliszomia esetében pedig a kromoszoémak szama
novekszik, vele egyiitt a centromer régiok és az annak kozelében 1évé HER-2 szakaszok
szama iS. (8) Génamplifikacié az emlérakos esetek kb. 20%-aban fordul el6, mig poliszomiat
az esetek egyharmadaban, 10% és 50% kozott mutattak ki attol fliiggden, hogy milyen
kritériumrendszert hasznaltak. (9) Ennek elkiilonitése végsd soron a beteg sorsat befolyasolja.
Egyrészt prognosztikai faktorként is értékelhetd, masrészt a gyogyszeres terapia
hatékonysagat is jelentésen meghatarozza. 17-es poliszomia esetén rosszabb prognézis
varhato (8) és a célzott trastuzumab kezelés is hatastalan marad, ami nem elhanyagolhato, a
terapiaval jaro jelentds citotoxicitas és a koltségek miatt. A poliszomia vizsgalatara szamos
modszer 1étezik: in situ hibridizacioé (ISH), spectral karyotyping (SKY), microarray analysis,
restriction fragment length polymorphism analysis (RFLP), aramlasi citometria stb. A
génamplifikacio és poliszomia elkiilonitése vagy két in situ hibridizacidés vizsgalat
Osszehasonlitasaval torténik, ahol az egyik esetben a HER-2 génszakasz fest6dik a masikban
pedig a 17-es kromoszéma centromer régidja, vagy dual-color in situ hibridizacios
modszerekkel lehetséges sokkal egyszeriibben, melynek 1ényege, hogy a kromoszoma
centromer régidja és a HER-2 gén kiilon, mas szinnel festddik, igy ezek aranyabol
megallapithatd, az amplifikacido és/vagy poliszomia jelenléte. Dolgozatomban emlérakos
esetek HER-2 statuszanak ujra osztalyozasat végeztem el, a 17-es poliszomia jelenlétének

figyelembevételével.



1.2 Célkituzések
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1.2.2

A dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacié (DDISH) és a
fluorescens in situ hibridizacié (FISH) mdédszerek osszehasonlitasa az
emlorak HER-2 amplifikacidjanak vizsgalataban

A HER-2 statusz in situ hibridizaciés technikakkal vald6 meghatarozasanak irodalmi

attekintése.

A dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacié (DDISH) és a fluorescens in

situ hibridizaci6 (FISH) modszerek eredményeinek dsszehasonlitasa.

A dual color dual hapten brightfield in situ hibridizaci6 (DDISH) hasznalataval

kapcsolatos tapasztalatok 6sszefoglalasa.

Az emlorakos betegek HER-2 statuszanak ujra osztalyozasa a 17-es

erer

Irodalmi attekintés: A 17-es poliszomia jelentésége a HER-2 status meghatarozasban.

Emlorakos betegek HER-2 statuszanak ujra osztalyozasa génamplifikacio és a 17-es
kromoszoma centromer regidjanak vizsgalataval, alternativ modszer alkalmazasaval,
mely terapias kovetkezményekkel jarhat és pontosithatja a bizonytalan esetek

megitélését.



2 lrodalmi attekintés

21 A HER-2 statusz in situ hibridizaciés technikakkal torténé
meghatarozasanak irodalmi attekintése

Az emldrak diagnosztikaja joval komplexebb folyamatta valt az elmult években. A
korisme intraoperativ megallapitasa helyett a multidiszciplinaris kézegben megvaldosuld
preoperativ/nonoperativ diagnosztika keriilt el6térbe. Egyre nagyobb hangsulyt kaptak azok a
prediktiv markerek (6sztrogénreceptor, progeszteronreceptor, HER-2, bazalis és proliferacios
markerek), melyek az emlérakok molekularis tipusat hatarozzak meg, segitséget nyujtva a
szisztémas kezelés megvalasztasaban, vagy a neoadjuvans kezelés indikaciojaban. (10)

Az epidermalis novekedési faktor receptor 2. tipusa (EGFR-2), mas néven: c-ERBB-2,
vagy HER-2/neu egy, a 17-es kromoszoma hosszt karjara (17q12) lokalizal6dé gén, melyet
1985-ben klonoztak elészor. (11) Terméke egy 185 kDa sulyt transzmembran lokalizacidju
tirozin-kinaz aktivitassal bir6 enzim, melynek sajat ligandjat a csalad tobbi tagjaval
ellentétben még nem sikeriilt azonositani. (12,13) A ligand kotédése aktivalja a receptort,
annak citoplazmatikus része foszforilalodik, a receptorcsalad egy masik tagjaval
osszekapcesolodik és a RAS jelatviteli Giton keresztiil a p13k uton beinditja a sejtproliferaciot,
valamint gatolja az apoptozist. (14) A gén megsokszorozddasa, amplifikacidja a fehérje
tiltermeléséhez vezet, aminek kovetkezményeként a sejtfelszinen nagy tomegben jelennek
meg a receptorok, mely immunhisztokémiai (IHK) reakcioval is kimutathato, ezaltal

mérhetové valik.

A HER-2 statusz meghatarozasa rutinszertien minden emlérakos esetben meg kell, hogy
torténjen. (5) A meghatarozas elsé vonalban immunhisztokémiai modszerrel torténik, mely
egy egyszerlien kivitelezhet6, a legtobb szovettani laborban rutinszertien végezhet6 folyamat.

Egy hazai felmérés - amely immunhisztokémiai reakciok értékelését hasonlitotta Ossze
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kiilonboz6 intézetek kozott - kimutatta, hogy Magyarorszagon az emlérakok HER-2-
pozitivitasi aranya szovettani laboratériumonként nagyon valtozo, és 0sszesitve a nemzetkdzi
irodalmi adatok also értéke koriil mozog (12% 3+ és 11% 2+ értékelést eset). A HER-2-
immunhisztokémia mindségellendrzése céljabol oOnkéntes részvételli, anonimma tett,
haromfordulds korvizsgalat eredményei alapjan a HER-2-statusz meghatarozasa csak
megfeleld6 mindségbiztositas mellett ad megbizhatd eredményeket, mert a kiértékelés
meglehetésen szubjektiv, a reprodukalhatosag alacsony, kivaltképp a bizonytalan 2+-es
esetekben. (15) Az FDA altal jovahagyott protokoll is a szubjektivitast probalja csokkenteni
azaltal, hogy a reakciokat négy csoportba osztalyozza erésségiik szerint, melyet keresztekkel
jelolink. (0, 1+, 2+, 3+) (16,17) Tobb esetben megfigyelték, hogy IHK vizsgalattal pozitiv
reakciot ado esetek egy része alacsony aranyban mutat osszefliggést a trastuzumab kezelés
hatékonysagaval. A jelenség azzal all osszefiiggésben, hogy a HER-2 fehérje felszaporodasat
nem csak a gén amplifikacidja okozhatja, hanem a 17-es kromoszéma poliszémiaja is, ahol a
kromoszoémak szamanak novekedésével egyiitt a HER-2-t kodold szakaszok szama is nd.
Ezzel magyarazhaté a génamplifikacié nélkiili, immunhisztokémiailag kimutathat6 fehérje
tultermelés. (18-22) Ezért a nemzetkozileg elfogadott és a hazai protokoll részeként is a
bizonytalan 2+ esetekben valamely in situ hibridizaciés modszerrel tovabbi vizsgalatot kell
végezni. A 2013-as ASCO/CAP ajanlas is tartalmazza, hogy akar ISH modszerek is
alkalmazhatok elsé valasztasként, s6t egyes szerzOk kifejezetten ezt ajanljak az IHK
szubjektivitasa és technikai nehézségei miatt, melyek kovetkeztében akar ugyanazon blokkok
ismételt vizsgalata is eltér6 eredményt mutathat. (80) Mindazonaltal az IHK olcsosaga és
technikai egyszertisége miatt nem szorulhat ki az elséként valasztandé modszerek koziil.

FISH esetében a fluoreszkalé jelet a daganatsejtekben direkt modon lehet szamolni.
Dual-color modszerrel pedig egyszerre festhet6 meg kiilon szinnel a 17-es kromoszoma

centromerje (CEP17) és a HER-2/neu gén lokusza. Sejtenként szamolva meghatarozhatd az
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egy kromoszomara, illetve egy sejtmagra esé gének szama. Ez a fajta kiértékelés nagyfokban
noveli az ISH technikdk objektivitasat és megbizhatosagat. (23,24) A FISH koltségei,
idoigényessége és technikai feltételei (fluoreszcens mikroszkép hasznalata) miatt tobb
patologiai laborban nem all rendelkezésre, emiatt szamos j ISH moédszer adott a HER-2
vizsgalatara, melyek megbizhatosagat, idéigényét, technikai feltételeit és nem utols6 sorban
arat néhany tanulmany igen intenziven targyalja. Az FDA altal jovahagyott scoring
rendszerben az immunhisztokémiailag 2+ erésségiinek, azaz bizonytalanul megitélhetének
vélt daganatokat tovabb kell vizsgalni valamely in situ hibridizaciés modszerrel. (FISH,
CISH, SISH, GOLDFISH) Az alternativ in situ hibridizacios modszerek konkordanciaja igen
kiemelkedd, gyakorlatilag valamennyi esetben 90% feletti. (30-33)

Az utobbi idében jelentek meg a dual-color brightfield in situ hibridizaciés technikak,
melyek technikailag egyszeriibbek, a scoring rendszerilk azonos a tobbi modszerével,
rovidebb a vizsgalati id6 és egyazon metszeten a szoveti struktura is vizsgalhato a HER-2
l6kuszok és a 17-es kromoszoma centromerje mellett. Ezen modszerek viszonylagosan tjnak
szamitanak, igy a patologiai laboratoriumok nem mindig rendelkeznek még a mindennapos
hasznalataval kapcsolatos megfelel6 mennyiségli tapasztalattal, de vizsgalatok szerint ezek az
eljarasok is magas konkordanciaval birnak (90% felett). Jelen munkamban is egy dual color
modszer validalasat végeztiik el, a dual-color dual-hapten brighfield in situ hibridizaciojét.
(DDISH) Ha a modszer megbizhatésaga megfelel, gazdasagosabba, gyorsabba és

hatékonyabba teheti a HER-2 statusz meghatarozasat emldrakok esetében.

2.2 lrodalmi attekintés: A 17-es poliszomia jelentésége a HER-2 statusz
meghatarozasban
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Az emldkarcindma prognozisanak megitélésében és a megfeleld kezelési terv
elkészitésében nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a daganat HER-2 statuszanak meghatarozasa,
(38-40) mely az emlédaganatok kb. 20%-aban mutat taltermelést. (41,42) A célzott
trastuzumab (HERCEPTIN) kezelés hatékonysaga szoros osszefiiggést mutat a daganat HER-
2 statuszaval. A trastuzumab egy humanizalt monoklonalis antitest a HER-2 protein ellen,
betegeknek. (43-47) Mindezeken tal a trastuzumab kezelés igen koltséges és nem
elhanyagolhat6 veszélye a cardiotoxicitas, melyet a kezelt betegek 1-4%-aban figyeltek meg.
(48) Ebbdl is lathatd, hogy a HER-2 meghatarozas kulcsfontossagu 1épése az emlérakok
sikeres kezelésének, azonban megfigyeltek olyan eseteket, melyekben immunhisztokémiailag
kimutathaté volt a HER-2 tultermelés, de a daganat mégsem reagalt kell6képpen a
gyogyszeres kezelésre. Ennek hatterében az allt, hogy a HER-2 fehérje taltermelése nem csak
génamplifikacio utjan johet 1étre, hanem poliszomia Gtjan is. Génamplifikaci6é soran a 17-es
kromoszoma hosszu karjan a HER-2-t tartalmazo6 génszakasz sokszorozddik meg. Poliszémia
esetén pedig a 17-es koromoszomak szama nd, ezzel egyiitt pedig a rajtuk 1évé HER-2-t
tartalmaz6 szakaszok szama is. Ez okozza a jelenséget, miszerint immunhisztokémiailag
kimutathaté egyértelmii 3+ HER-2 fehérje tultermelés mellett negativ fluoreszcens in situ
hibridizaciés eredmény sziiletik. (49-54) Ezekben az esetekben a 17-es kromoszoma
szamanak novekedéséhez emelkedett ERBB2 protein szint kapcsolodik, de ERBB2
génamplifikacio nélkiil. Ugyanakkor egy belga tanulmany altal talalt poliszomias esetek
kizardlag bizonytalan (2+) IHC fest6dést mutattak.(73) Ezen felil olyan esetekrdl is
beszamoltak, melyekben 17-es poliszomias IHK 3+, FISH negativ daganatok reagaltak
trastuzumab kezelésre. (55) Osszességében elmondhatjuk, hogy a 17-es poliszomidval bird
esetek nagy részében nem figyelhetd6 meg génamplifikacio, ami arra utal, hogy a

génamplifikacio és a poliszomia keletkezési mechanizmusa egymastol fiiggetlen. (50)
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Lényeges tehat elkiiloniteni a 17-es kromoszoma poliszomidjat és a HER-2
génamplifikaciot, ami legegyszeriibben a HER-2/neu génszakaszok szamanak és a 17-es
(56,57) A HER-2/CEP17 arany vizsgalatara alkalmasak az tgynevezett dual-color is situ
hibridizaciés technikak, melyekben kiilon szinnel festddik a HER-2 génszakasz és a 17-es
kromoszdma centromer régioja, igy ezek aranyabol kovetkeztethetiink az esetleges poliszomia
és/vagy génamplifikacio jelenlétére. A gyogyszeres kezelésen tul ez azért is fontos, mert a 17-
es poliszomias emldrakok rosszabb prognoézist szavatolnak. A rosszabb prognézis azzal
magyarazhatd, hogy a 17-es kromoszéma aneuploiditasa genetikai instabilitasnak tekinthetd,
mely hozzajarul az emlérak kialakulasahoz a genetikai hibak felhalmozasan keresztiil. (70)
fgy szamos tanulmany adatai szerint magasabb nukleéris atipia, magasabb aranyt limfogén
metasztazis, magasabb nyirokcsomo érintettség, emelkedett proliferacios index, és magasabb
Nottingham Prognosztikus Index (NPI) tarsul azon emlérakokhoz, melyekben a 17-es
kromoszoma poliszomiaja kimutathatd, ezaltal alacsonyabb talélési id6. (71-74) Egy
tanulmany ellentmond a fent emlitetteknek, mivel Torrisi és munkatarsai (65) szerint az
amplifikacio nélkiili 17-es poliszomia nem értékelhetd rossz prognosztikai faktorként.

Bizonyos esetekben, amikor a CEP17 ¢és a HER-2 jel is magas aranya in situ
hibridizacios vizsgalomodszerrel, nem mindig jelent 17-es kromoszdéma poliszomiat. Az ilyen
esetekben az emelkedett HER-2 és CEP17 jel a két génszakasz (a HER-2 és a centromer
régid) koamplifikacidja miatt jon létre, ily modon alpozitiv eredményt hozva poliszomiara.
Alternativ 17-es kromoszoma probak alkalmazasaval bizonyitottak - mint példaul SMS
(Smith-Magenis syndrome, 17p11.2) és RARA (retinoic acid receptor, 17921.2) -, hogy a
CEP17 eltérések hatterében gyakran (55,5%) a centromer régié amplifikacioja all. Ennek
fényében a valddi poliszomia és a HER-2/CEP17 koamplifikacio elkiilonitése rendkiviil

fontos a HER-2 statusz helyes meghatarozasa céljabol, ezért sokan az egyes alternativ 17-es
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kromoszéma probak, illetve HER-2 és ezek (HER-2/RARA és HER-2/SMS) aranyainak
vizsgalatat tartjdk kivanatosabbnak, hogy pontosabb képet kapjanak az adott eset
génstatuszarol. (4,75)

A Klinikai gyakorlatban egyre nagyobb sziikség van a poliszomia szlirésére emlérakok
esetén, mivel jelentdsen befolyasolja a valasztando kezelést, a progndzist és végsé soron a

rrrrr

végeztem el a 17 kromoszoma poliszomidjanak figyelembevételével.
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3 Anyag és modszer

3.1 Anyag és médszer a dual-color dual-hapten brightfield in situ
hibridizacié (DDISH) validalasaban

3.1.1 A tumoros mintak kivalasztasa

2010 és 2011 kozott diagnosztizalt 105 invaziv eml6rakos beteget valasztottunk Ki a
vizsgalatra. Valamennyi esetben a miitéti preparatumbol paraffinos blokkok alltak
rendelkezésre, mely a bevalaszthatosag elofeltétele volt. A rendelkezésre allo paraffinos
blokkokbol késziilt metszetek alapjan valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatnak alavetett, tumort
tartalmazé részeket. A korabban késziilt hematoxilin-eosin (HE) metszeteket és az
immunreakciokat valamennyi esetben patologus vizsgalta feliil és ellendrizte a korabbi
diagnodzis helyességét. A munka soran a mintakat kodokkal jeldltiik, hogy a mindenkori
orvosi etikai szabalyzatban foglaltaknak megfeleléen a mintak kapcsan a betegeket

azonositani ne lehessen.

3.1.2 Fluoreszcens in situ hibridizacio

A metszeteket xilolban deparaffinaltuk és etanolban rehidraltuk. A targylemezeket
Paraffin Treatment 1l kittel (Abbot-Vysis, Downers Grove, IL, USA) kezeltiik a hasznalati
utmutaté szerint. Roviden: a lemezeket 6 percig proteaz-K oldattal kezeltik 37 °C-0s
vizfiirdében. Oblités és levegén torténd szaritast kovetden 10 pl probat tettiink mindegyik
lemezre. Fedés és gumi tomitével vald lezaras utan a metszeteket 5 percig 73 °C-on
denaturaltuk, majd ezt kovetden egy éjszakan at 37 °C-on hibridizaltuk. A hibridizaciot
StatSpin® Thermobrite hibridizaciés késziilékkel végeztiik (Abbott-Vysis, Downers Grove,
IL, USA). A metszetek hibridizaci6 utani mosasat kovetéen 20 pl 4,6-diamino-2-

phenilindollal (DAPI) festettiik.
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3.1.3 Dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacié (DDISH)

A DDISH teljesen automatizalt folyamat, melyet Roche Diagnostics BenchMarkXT™
késziilék segitségével végeztiink (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) a hasznalati
utmutat6 szerint. Tomoren: a metszeteket deparaffinaltuk, ezutan két ciklusban 8 és 12 percig
citrat pufferben (pH 6) kezeltiik 90 °C-on majd ezt kdvetden proteaz 3-mal kezeltiik 16 percig.
Haptén jel6lt probat, dinitrophenol (DNP) jelolt HER-2 probat és digoxigenin (DIG) jelolt 17.
kromoszoma centromer sprcifikus probat alkalmaztunk. A probat és a mintat 80 °C-on 20
percig denaturaltuk, amit 6 oras hibridizacié kovetett 44 °C-on. A jelek detektalasat egymas
utan végeztiik el a 17. kromoszoéma centromer és HER-2 lokusznal egyarant. Mosast kovetéen
a HER-2 szignalt 20 perces nyul anti-DNP monoklonalis antitesttel torténé inkubacié utan
HRP-konjugalt kecske, nyul-ellenes antitesttel kezeltiik 16 percig, majd eziist-detektalasi
reakciot hasznaltunk, (silver, hydrogquinone and hydrogene peroxide) mely fekete szinii jelet
eredményezett. A 17. kromoszoma centromerjét egér anti-DIG monoklonalis antitesttel
kezeltiik 20 percig, majd alkalikus foszfataz-konjugalt kecske, egér ellenes antitesttel 24
percig, végiil Fast Red/Napthol detektalasi reakciot alkalmaztunk, mely piros szignalt
eredményezett. A targylemezekre par csepp csapviz tartalmu tisztitoszer keriilt, majd harom
oblités tortént ultratiszta vizzel. Ezutan 15 percig 37 °C-on szaritottuk, végiil DePeX-el
fedtiik. (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) Minden mintaban 30 kiilonallo,
fedésben nem 1évé sejtmagot vizsgaltunk meg, a HER-2/CEP17, a HER-2 és a Chrl7.
szignalok szamanak meghatarozasara. A SISH szignalokat referencia jel hasznalataval
becsiiltik meg. HER-2 amplifikaci6 szempontjabol negativnak tekintettilk az esetet, ha a
HER-2/CEP17 arany kevesebb mint 1,8 volt, illetve 2,2 {616tt pozitivnak. Bizonytalan

esetekben, azaz 1,8 és 2,2 kozotti értékeknél jabb 20-40 sejtet vizsgaltunk meg, melyek
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alapjan Gjra szamoltuk az eredményt. Ha a 17. kromoszoma sejtenkénti szdmanak atlaga 2,5

folott volt, poliszomiat allapitottunk meg.

3.1.4 Statisztikai analizis

Konkordancia korrelacios egyiitthatok (RC) és Bland-Altman-féle 95%-0s egyezési
hatarok kiszamitasanak segitségével értékeltiik az eljarasok kozotti egyezést, a folytonos
valtozoként kifejezett eredményekre vonatkozoan. (76-78) Az adathalmaz centrumanak
megjelenitéséhez az atlagok metszéspontjdn a szordsok hanyadosanak megfeleld
meredekséggel athalado egyenest, azaz redukalt fétengelyt alkalmaztunk. A kategorikus
kimenetelek kozti egyezést Kappa-statisztikaval vizsgaltuk, bootstrap-alapt, tehat az
osztalyok szamanak megfeleléen analitikus eljarassal képezve annak konfidencia-

intervallumat. (CI) (79)

3.2 Anyag és médszer az emlérakos betegek HER-2 statuszanak ujra
osztalyozasa soran

3.2.1 Betegek kivalasztasa

405 emlérakos beteget valasztottunk ki, mely eseteket a Debreceni Egyetem Orvos- és
Egészségtudomanyi Centrum Patologiai Intézetében diagnosztizaltak. Az Osszes esethez
tartozo korabbi FISH-lelet rendelkezésre allt. A tumoros mintak az esetek nagy tobbségében
szoveti microarray blokkokban (TMA) voltak vizsgalva, melyeket el6zdleg FISH segitségével
teszteltiink. A fennmarado esetekben hagyomanyos blokkokbol tortént a meghatarozas. A
TMA blokkokbdl és a tobbi blokkbol hagyomanyos metszeteket huztunk le feliiletkezelt
targylemezekre. A korabbi hematoxilin-eosin (HE) metszeteket és az immunfestéseket

minden esetben patologus vizsgalta feliil.
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3.2.2 Fluoreszcens in situ hibridizacio

A mintak FISH vizsgalata a kovetkezOképp zajlott: a TMA és hagyomanyos metszetet
xilolban deparaffinaltuk és etanolban rehidraltuk. A targylemezeket a Vysis altal gyartott
Paraffin Petreatment Il Kkittel kezeltiikk (Vysis, Downers Grove, IL, USA) a hasznalati
utasitasok szerint. Roviden: a lemezeket 37 °C-os vizfiirdében 6-10 percig proteaz-K oldattal
kezeltiik. Oblités és levegdn torténd szaritas utan 10 pl dual-color probat (PathVysion, Vysis)
tettlink mindegyik lemezre. Fedés és gumitomldvel valo lezaras utan a metszeteket 73 °C-on 5
percig denaturaltuk és éjszaka 37 °C-on hibridizaltuk. A hibridizacio utan a metszeteket
mostuk, majd 20 ul DAPI-val (4,6-diamino-2-phenilindol) festettikk. A FISH szignalokat
Olympus BX51-es fluorescence mikroszkoppal azonositottuk. A filterpart a PathVysion
kithez optimalizaltuk. A HER-2 16kusz specifikus azonosito jel és a centromer azonosité jel
aranyat (HER-2/CEP17) tumoronként 60 tumorsejten, 100-szoros immerzids nagyitassal
szamoltuk le. Pozitiv HER-2 amplifikacionak tartottuk, ha a HER-2 szignal és a 17-
kromoszoma aranya 2,2 vagy annal tobb volt, mig negativ eredményt 1,8 alatti értéknél
allapitottunk meg. Bizonytalan esetekben - amikor az arany 1,8 és 2,2 kozotti érték volt -
tovabbi 20-40 sejtet vizsgaltunk meg és ennek megfeleléen értékeltiik Gjra az eredményt. Ha a

17. kromoszoma sejtenkénti szamanak atlaga 2,5 folott volt poliszomiat allapitottunk meg.
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4 Eredmények

4.1 Eredmények a dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacié
(DDISH) validacios vizsgalata soran

4.1.1 Fluoreszcens in situ hibridizacio

A HER-2 FISH analizis a PathVysion segitségével valamennyi emlérakos esetben
sikeres volt. Technikai hibabdl kifolyolag egy esetet sem kellett kizarnunk a vizsgalatbol. A
festddés és a szignal mindsége kivald volt. PathVysion reagenssel 71 esetben nem volt

amplifikacio, mig 28 esetben pozitiv reakciot lattunk.

4.1.2 Dual-color dual-hapten in situ hibridizacié (DDISH)

A DDISH protokoll moédositasa a protokoll optimalizacié soran minimalis hatassal
volt az eredményekre. A protokoll szerint 16 perces protedz emésztés és 72 °C-0S mosas
szikkséges. Ezutan 8 mintaban nem lattunk piros szignalt. Az el6kezelési modositasok
elvégzése utan az ismételt hibridizacioval 6 mintara csokkent a piros szignalok hianya. Ezeket
a mintakat a vizsgalatbol kizartuk. Ezen inadekvat hibridizaciok a fixalas és az eldkezelés
kovetkezményei lehetnek, mely felhivja a figyelmet arra, hogy a DDISH ezen eljarasokra
érzékenyebb lehet, mint a FISH. A fixalas 6nmagaban befolyasolja az immunhisztokémiai
vizsgalatok eredményét, de a molekularis vizsgaltokét is. Ezért is — valamint a neoadjuvans
terapia meghatarozasanak megkonnyitésére - javasolt a core biopszias anyagon végezni a
HER-2 meghatarozast. Mivel centralizaltan torténd vizsgalatokrol van szd, kiilonbozo
mintavételi intézetekbdl, kiilonboz6é pathologidkrol szarmaznak a mintdk, igy kiillonbozd a
fixalasi id6, tarolas, szallitas koriilményei. Emiatt mas-mas elokezelés kellene, de az
automatizalas miatt nem teljesen lehetséges, csak egy, a mintdk nagy részére optimalis

elokezelés. FISH esetén nem okoz problémat, hogy fedné egymast a két kiilonbozo szinii
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reakcio, mivel kiilon sziirével vizsgaljuk a zold és a piros jeleket. DDISH-nél viszont nincs
szlir6, tehat itt el6fordulhat, hogy a cluster-szerti amplifikacio lefedi a centromer specifikus
(piros) jelet, igy az nem lathato. (1. abra) DDISH-el 75 esetben nem lattunk amplifikaciot és

24 esetben kaptunk pozitiv reakciot.
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1.4bra HER-2 DDISH-el. Az 6sszecsapzodott, amplifikalt HER-2 szignalok ,.elfedik™ a piros jeleket

4.1.3 A két préba osszehasonlitasa

A kiilonb6z6 reakcidk szubjektiv megitélés mellett hasonlé mértékben voltak
értékelhetéek. A HER-2/CEP17 aranyt folytonos valtozoként vizsgaltuk. 99-bél 4 minta
mutatott eltérést a FISH eredményekhez képest. Ez a négy minta negativ volt DDISH-el
vizsgalva. (1. tablazat) A konkordancia korrelacios egyiitthatd (RC) kozel tokéletes egyezést
mutatott a HER-2/CEP17 aranyok vizsgalata soran PathVysion és DDISH moédszerek esetén.
(RC=0.959, P<0.0001) A redukalt fétengelyt abrazold grafikonrdl is hasonld eredmény volt

leolvashatd, miszerint a foétengely a tokéletes konkordanciat jelolo egyenes kozvetlen
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szomszédsagaban haladt. A két modszer egyezésének mértéke Kappa statisztikaval igen

jelentds, 95.9%. (Kappa=0.8712, P<0.0001) (2. abra)

FISH nem FISH

amplifikalt | amplifikalt | Osszesen
DDISH nem amplifikalt 71 4 75
DDISH ampilifikalt 0 24 24
Osszesen 71 28 99

1.tablazat Dual-color dual-hapten in situ hibridizacio (DDISH) és fluorescence in situ hibridizacio
(FISH) eredmények 6sszefoglalasa.
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2.abra FISH és DDISH soran talalt HER2/CEN17 hanyadosok konkordanciaja

4.2 Eredmények az emlorakos betegek HER-2 statuszanak ujra osztalyozasa

soran

Munkamban 405 emldrakos eset HER-2 statuszanak ujra osztalyozasat végeztem el a

17-es kromoszéma poliszoOmidjanak figyelembevételével.

Az eredeti FISH leletek

rendelkezésre alltak, melyeket minden esetben patologus vizsgalt feliil. Ha a HER-2 lokuszok

sejtenkénti szama 6 folott volt, igy HER-2 pozitivnak tekintettiik. Amennyiben viszont a
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lokuszok szama 6 vagy attol kevesebb volt, az esetet negativnak véleményeztiik. A 405
megvizsgalt esetbol 143 mutatott génamplifikaciot és 243 pedig negativnak bizonyult az
alkalmazott FISH modszerekkel. Osszesen 19 (4,69%) ellentmondasos eset fordult eld,
amibdl 5 (1,23%) eredetileg nem mutatott amplifikaciot, de a HER-2 lokuszok sejtenkénti
szama 6 f6lott volt. Ennek megfeleléen tjra osztalyoztuk ¢ket, mint HER-2 pozitiv eseteket.
Ezen feliil 14 esetben (3,46%) eredetileg amplifikacio volt kimutathato 6, vagy az alatti HER-

2 lokusz szamok mellett. (2. tablazat)

Eredmények a HER2/CEP17
arany figyelembevételével

Amplifikalt Nem amplifikalt

Amplifikalt 143 (35,31%) 5 (1,23%)

Eredmények a HER2 jelek

0, 0,
cayedilli értekelésével  Nem amplifikale 1+ (3:46%) 243 (60,00%)

2. tablazat Her-2 statusz a CEP17 szignalok figyelembevételével és anélkiil
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5 Megbeszélés

5.1 A dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacio (DDISH)
validacids vizsgalata

Emldrakok esetében a diagnosztikai lehetdségek egyre gazdagabb tarhaza all
rendelkezésiinkre, mely miatt a folyamat joval Osszetettebb lett az elmult évek soran.
Kiemelked6en fontos szerepet kaptak az emldrakok molekularis tipusat meghatarozo
tényezOk, mint példaul az 6sztrogénreceptor, progeszteronreceptor, HER-2 statusz, bazalis és
proliferaciés markerek. Ezek segitségével atfogobb képet kaphatunk az egyes daganatok
tulajdonsagair6l, igy téve konnyebbé a megfeleld terapids modszer megvalasztasahoz
sziikséges dontések meghozatalat. (10) Ezek kozott a HER-2 statusz még inkabb kiemelkedik,
mivel a HER-2 pozitiv daganatokban a talzott HER-2 fehérje termelés ellen célzott
trastuzumab (HERCEPTIN) kezelés alkalmazhato.

Az epidermalis novekedési faktor receptor 2. tipusa (EGFR-2), mas néven: c-ERBB-2,
vagy HER-2/neu génjének amplifikacidja a HER-2 fehérje taltermeléséhez vezet, mely
kiilonboz6 modszerekkel kimutathato. A mindennapi gyakorlatban az immunhisztokémia
(IHK) terjedt el, valoszintlileg azért, mert a vizsgalat paraffinos blokkon kivitelezhet6 és
illeszkedik a rutin patologiai munkafolyamatokba. Osszehasonlité elemzések alapjan
elmondhatjuk, hogy az immunhisztokémiailag HER-2 negativ (0, 1+) tumorok FISH
vizsgalattal 92-98%-ban nem mutattak ki génamplifikaciot. Hasonld eredmények sziilettek
HER-2 pozitiv (3+) daganatok esetén is, ahol 89-100%-ban mutattak ki egyezést a két
vizsgalomodszer kozott. A bizonytalanul megitélheté esetekben (2+) mar csak a daganatok
23-25%-aban mutathato ki génamplifikacio. (25-29) Ez az, ami miatt lehetévé valt, hogy az
immunhisztokémiai reakciokat eldsziir tesztként lehessen alkalmazni a daganatok HER-2

statuszanak meghatarozéasa soran.
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A 2+-es esetek megitélése bizonytalan, mivel beszamoltak olyan esetekrol, ahol az
immunhisztokémiai reakcio pozitivitasa mellett a daganat célzott trastuzumab kezelésre adott
valasza nem volt megfelelé. Ennek hatterében az allt, hogy bizonyos esetekben a HER-2
génszakasz megsokszorozodasa nem amplifikacid utjan jon 1étre, hanem a 17-es kromoszoma
poliszomiaja révén, ami azt jelenti, hogy tobb 17-es kromoszoma van jelen a sejtben, ezaltal
tobb a HER-2-t kodold gén szakasz és az immunhisztokémiailag kimutathatd fehérjék
mennyisége, Ily moédon hamisitva meg az immunhisztokémai eredményeket. (18-22) llyenkor
a HER-2 statusz pontos feltarasanak és az esetleges génamplifikacio kimutatasanak céljabol
tovabbi vizsgalatokat kell végezni, mely altalaban valamilyen in situ hibridizacios modszer. A
mindennapokban leginkabb elterjedt modszer a fluorescens in situ hibridizacié (FISH), mely
szintén paraffinos szoveti blokkbdl kivitelezhetd és szintén jol illeszkedik a rutin patologiai
diagnosztikaba, azonban a vizsgalatok kiértékeléséhez fluoreszcens mikroszkop is sziikséges.
Manapsag szamos in situ hibridizacios modszer 1étezik, melyek hatékonysagat és
megbizhatosagat a szakirodalom igen intenziven targyalja. 1zgalmas 1j teriiletként bukkantak
fel az ugynevezett dual-color in situ hibridizacios modszerek, melyek segitségével
Osszetettebb képet kaphatunk az egyes daganatok HER-2 statuszardl. Ezek a modszerek
teljesen automatizaltak, nem igényelnek specialis technikai felszerelést, a scoring rendszeriik
megegyezik a tobbi modszerével, kevesebb id6 alatt juthatunk eredményhez, nem beszélve
arrol, hogy koltséghatékonyabb a FISH-hez képest és a patologusoknak is id6t sporol azaltal,
hogy egyazon mintaban a szoveti struktira mellett szamolhaté a HER-2 16kuszok és a 17-es
kromoszéma centromerje. Ezzel pontos informaciot kapunk a génamplifikacio és/vagy
poliszomia jelenlétérdl. A mintakban hosszli szobahdmeérsekletli tarolas esetén sem csokken
szamottevOen a jelintenzitds. Mindazonaltal a dual-color modszerek viszonylagosan wjnak
szamitanak, igy a patologiai laboratoriumok nem mindig rendelkeznek még a mindennapos

hasznalataval kapcsolatos megfelelé mennyiségii tapasztalattal. Ugyanakkor ezek az eljarasok

25



IS magas konkordanciaval birnak (90% felett), buktatojukat ugyanaz képezi, mint a tobbi in
situ hibridizaciés mddszernél: a szovetminta el0készitése soran az emésztés. Ha ez nem
megfeleléen torténik a reakci6 nem lesz értékelhets. (7,34-37) Ezen modszerrel
elkiilonithetjiik, hogy valodi génkopia szam megsokszorozodasrol, génamplifikaciorol vagy
17-es kromoszoma szamanak megsokszorozodasarol, poliszomiarol van-e szo. (3. és 4. abra)
Ez kiemelked6 fontossagt lehet a megfeleld terapias modszer megvalasztasaban, ugyanis 17-
es poliszomia esetén a daganat nem fog kelldképpen reagalni a célzott trastuzumab terapiara,
ugyanakkor a beteget feleslegesen tessziik ki jelentdés mellékhatasoknak, mint példaul a
kardiotoxicitas. (48) Szamos dual-color modszer 1étezik, dolgozatomban a dual-color dual-
hapten brightfield in situ hibridizacio (DDISH) validalasat végeztem el, mely soran a
fluoreszkalo festékkel direkt jelolt DNS probak alkalmazasaval a HER-2 génkdpia szam ¢€s a
szakirodalombol kideriil, egy igen elterjedten hasznalt, bevett moddszer, viszont magas
koltsége, idoigényessége, egyéb technikai feltételei miatt a legtobb patologiai laborban a
berendezések ilizemeltetése ¢€s karbantartasa miatt nem fenntarthatd vagy nem all
rendelkezésre. llyen forman joggal meriil fel a kérdés, hogy egy alacsonyabb koltségi,
gyorsabban, egyszertibben kivitelezhetd6 modszer adhat-e ugyanolyan megbizhatd és jo

eredményeket?
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3.abra Hat, vagy feletti HER-2 képiaszam ellenére HER-2 nem amplifikaltnak mindsitett esetek a
szokatlanul magas CEP17 szam miatt, mely poliszémia jele (a,b,e-h, j);

A relative alacsony HER-2 kopiaszam ellenére a szintén alacsony (kb. 1) CEP17 szam miatt (mely
monoszomia kdvetkezménye lehet) amplifikaltnak mindsitett esetek (c,d,i)

A dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacios modszert a HER-2 génkopia
szam meghatarozasara optimalizaltak, mely mellett az adatok a 17-es kromoszéma centromer
régiok szama (CEP17) alapjan korrigalhatok. A vizsgalat soran az excitacios és emisszios
hullamhosszok ugyanazzal a szirOparral detektalhatok, melyeket a PathVysion kithez
fejlesztettek ki. Ezek mellett azt tapasztaltuk, hogy a dual-color dual-hapten brightfield in situ
hibridizacié soran konnyen értékelhetd, szép, egyértelmii jeleket kaptunk. Az értékelés soran
8 mintaban nem lattunk piros szignalt. Az el6kezelési modositasok elvégzése utan az ismételt
hibridizacidval 6 mintara csokkent a piros szignalok hianya. Ezeket a mintakat a vizsgalatbol
kizartuk. DDISH-el 75 esetben nem lattunk amplifikaciot és 24 esetben kaptunk pozitiv
reakciot. A 99 megvizsgalt esetbdl 4 volt, melynek amplifikacios statusza eltért a két modszer
alapjan. 4 esetben DDISH-sel alnegativ eredményt kaptunk. Alpozitiv eredményiink nem volt.
Mivel idealis, 100%-0s biztonsagu vizsgalat nincs, altalaban a ,,gold standardként”

aposztrofalt PathVysion FISH eredményeit alapul véve hatarozzak meg az j modszerek
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hasznalhatosagat, értékét. Ez alapjan eredményeink szerint a DDISH modszer magas
specificitast (100%), szenzitivitast (85,8%), magas pozitiv (100%) és negativ prediktiv értéket
(94,7%) mutatott. A HER-2 és CEP17 szamok és a HER-2/CEP17 arany alapjan kalkulalt
konkordancia korrelacios koefficiens majdnem tokéletes egyezést mutatott a két vizsgalod
modszer kozott. Ezen tul Kappa statisztika soran, kategorizalt valtozokkal hasonld eredményt
kaptunk.

A DDISH koltséghatékonysaga abban all, hogy — bar a proba koltsége alig kisebb a
FISH-hez képest — nem igényel igen koltséges fluorescens mikroszkopot, rovidebb az
inkubacios ideje, teljesen automatizalt a folyamat. Tovabbi elény, hogy egyazon metszeten a
szoveti struktara is vizsgalhatd, konnyebben, rovidebb id6 alatt tanulhaté meg, igy mind ezek
jelentds munkaid6- és humaneréforras megtakaritast jelentenek annak anyagi vonzataval
egyiitt (sajnos ez Magyarorszagon még nem meghatarozo szempont). Tekintettel az
archivalhatosagra, ez szintén koltség-megtakaritast jelent, mert nem kell ismételni a

vizsgalatot, ellentétben a FISH-sel.
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4.abra Poliszomia jelensége magas sejtenkénti CEP17 (z61d) és Her-2 (piros) szignalokkal

5.1.1 Uj megallapitasok a validaciés vizsgalat soran

Ezekbdl az eredményekbdl a kovetkez6 megallapitasokra jutottunk:

- A Dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacié (DDISH) megbizhatdan

alkalmazhato a klinikai gyakorlatban, mert

o magas konkordancidval bir a hagyomanyos FISH vizsgalattal
Osszehasonlitva, mind az amplifikdcid6 azonositasaban, mind az

amplifikaciéo mértékének meghatarozésaban.

o a standard probakhoz hasonlé aranyban mutat amplifikaciot az

immunhisztokémiailag pozitiv és negativ emlérakokban
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- amddszer kisebb technikai hatteret igényel a FISH-hez viszonyitva.

- jelentés mértékii koltségmegtakaritast lehet elérni az alkalmazasaval, illetve

emellett tobb informaciot is kapunk az adott daganat genetikai tulajdonsagairol.

5.2 A 17-es kromoszéma centromer régio vizsgalatanak jelentosége az
emlorakok HER-2 statuszanak meghatarozasaban - eredmények
megbeszélése

A HER?2 pozitiv emlédaganatok célzott terapiajaként alkalmazott trastuzumab kezelés
magas koltségekkel jar és nem elhanyagolhaté mellékhatasa a kardiotoxicitas, amit a kezelt
betegek 1-4%-aban figyeltek meg. (48) Az immunhisztokémiailag pozitiv (3+) esetekben
FISH vizsgalattal nem mindig mutathatdé ki HER-2 amplifikacio. Ennek oka a 17-es
kromoszdma poliszomiajanak jelensége. Amikor a 17-es kromoszoma hosszt karjan a HER-2
lokusz (g21) megsokszorozodik valodi génamplifikaciorol beszéliink. Azonban ha a 17-es
kromoszomak szama né és ez altal a HER-2 lokuszok szama is, poliszomia all fenn. Ezekben
az esetekben immunhisztokémiailag pozitiv FISH eredmények sziiletnek és az irodalmi
adatok alapjan ezek a daganatok nem rendelkeznek megfeleld terapias valasszal trastuzumab
kezelésre. (49-54) A koltségek és a kardiotoxikus mellékhatasok, valamint a leghatékonyabb
kezelés megvalasztasa miatt is lényeges a poliszémia elkiilonitése a génamplifikaciotol.
Szdmos tanulmény vizsgdlja a 17-es poliszomia jelenségét ¢&s jelentOségét, eltérd
esetben. A kérdés az, hogy hany CEP17 jel/sejtmag-tol beszéliink poliszomiarol. Bizonyos
vizsgalatok szerint relative gyakorinak mondhat6 a 17-es poliszomia, az emlorakos esetek 3-
46%-aban észlelhetd. (58-69) Vizsgalatunk idején messze nem volt egységes a poliszomia
kvantitativ definicidja, szamos tanulmany sziiletett, melyek kiilonb6z6 értékeket hasznaltak
2,1 és 4 kozott, igy ennek kovetkeztében illetve a kritériumok kiilonbozésége folytan

alakulhatott ki az a helyzet, hogy a poliszomia eléfordulasa ilyen tag hatarok kozott
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mozoghatott. Tanulmanyunkban 2,5-6s értéket hasznaltunk, de azoéta talan a >3 CEP17
jel/sejtmag kopiaszam mellett alakul ki a legnagyobb konszenzus. Valojaban a munkam soran
alkalmazott besorolasi kritériumokat nem befolyasolta, hogy az eset poliszomianak bizonyult-
e vagy sem, igy az eredményeinket sem valtoztatna meg egy masik hatarérték valasztasa.
Citogenetikai analizis hianyaban ISH analizis soran észlelt CEP17 szignalok szama
hasznalatos a 17-es kromoszoma-szam meghatarozasara. Ugyanakkor nem egyértelmd,
mekkora szignal-szamnal kell a hatart meghuzni. Még bizonyitottan diszomids mintak is
eltérhetnek az idealis 2-t61, melynek oka metszési artefaktum, G2 fazisu sejtek jelenléte és
kromoszoéma instabilitds lehet. Altalanos konszenzus nincs, de nagy kohort tanulmanyok
manapsag a 3 vagy a feletti jelszamot hasznaljak.

A nemzetkozi irodalom szerint a poliszomias esetek nagy részében nem figyelheté meg
génamplifikacio, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a két genetikai jelenség keletkezési
mechanizmusa nem azonos. Génamplifikacié soran az érintett — jelen esetben HER-2 —
génszakasz megsokszorozodasaval allunk szemben, mig poliszémia esetén az egész -
esetiinkben 17. — kromoszéma sokszorozodik meg, beleértve a centromer régiot és a HER-2
16kuszt is. Valodi amplifikacioval nem jard, poliszomias tumorok Klinikai tulajdonsagai,
lefolyasa inkabb a HER-2 negativ tumorokhoz teszi hasonlatossa ezeket a daganatokat.
Mindazonaltal 17-es poliszémia emlérakok esetében rosszabb prognoézist jelent, mivel a 17-es
kromoszoma aneuploiditasa genetikai instabilitasnak tekinthetd, mely hozzéajarul az emlérak
kialakulasahoz a genetikai hibak felhalmozasan keresztiil. (70) Ebbdl kifolyolag szamos
tanulmany adatai szerint magasabb nuklearis atipia, magasabb aranya limfogén metasztazis,
magasabb nyirokcsomo érintettség, emelkedett proliferacios index és magasabb Nottingham
Prognosztikus Index (NPI) tarsul azon emlérakokhoz, melyekben a 17-es kromoszoma
poliszomiaja kimutathat6, ezaltal alacsonyabb talélési id6. (71-74) A poliszomia kimutatasara

szamos modszer létezik, azonban manapsag legjobban elterjedt valamely in situ hibridizacios
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crer

kromoszoémak szamar6l. Léteznek erre a célra tigynevezett dual-color in situ modszerek is,
melyek lényege, hogy egyszerre festik kiilon szinnel a 17-es kromoszoéma hosszu karjan a
lehet6séget ad arra, hogy egyiitt, aranyaiban vizsgalhassuk a HER-2 és CEP17 jeleket egy
sejtmagon beliil. A nemzetkdzi irodalomban szamos ajanlast talalunk, hogy hany jel/sejtmag
esetén beszélhetiink génamplifikdciorol vagy poliszomidrol. Génamplifikaciot éaltaldban 6
jel/sejtmag folott véleményeziink. A vizsgalat buktatdja, hogy bizonyos esetekben a HER-2
jelenti, hogy egy dual-color in situ médszerrel magas CEP17 és HER-2 szamot latunk, amibdl
poliszomiara kovetkeztetnénk, azonban mindkét génszakasz valodi amplifikacidjardl van szo.
Ilyen forman hibas eredményeket kaphatunk. Egy tanulmanyban array komparativ genomikus
hibridizacié (aCGH) segitségével 17. kromoszoma poliszomias eseteket vizsgaltak. 18 esetbdl
egynél tudtak kimutatni a teljes kromoszoéma duplikaciot, a tobbi esetben a pericentromerikus
regi6 valamilyen tobblete okozta a centromer-jel sokszorozodast.(75) Hasonld eredményre
jutott egy 97 esetet vizsgald masik tanulmany is. Ugyancsak a probléma megoldasara
hasznalatosak az alternativ 17-es kromoszéma probak, mint példaul SMS (Smith-Magenis
syndrome, 17pl11.2) és RARA (retinoic acid receptor, 17921.2), melyek hasznalataval
biztonsagosabban megitélhetd az adott daganat génstatusza.

Maganak a poliszomianak illetve a poliszomias esetek HER-2 statuszanak a megitélése
igen nehéz feladat. Ebben nytjt segitséget az a 2014-ben megjelent konszenzusos javaslat,
mely poliszomia (CEP17-jel sokszorozodas) esetén — az altalunk alkalmazott modszerhez
hasonldoan — csak a HER-2 jelszamot veszi figyelembe és 6 vagy a felett pozitivitast
véleményez.(81) Eszerint amennyiben a CEP17 szam magas, akkor a HER-2 kopiaszam

alapjan 4/sejtmag alatt nem amplifikalt, 6/sejtmag vagy e felett amplifikalt a HER-2 statusz.
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A két érték kozotti HER-2 szam esetén — amennyiben korabban nem tortént — IHK vizsgalat
javasolt és az ismert osztalyozas szerinti besorolas. Tovabbra is bizonytalan — IHK-val 2+ -
esetekben a klinikumban egy masik szdveti blokk vizsgalata javasolt immunhisztokémiaval.
Amennyiben az azonos eredményt hoz, akkor negativnak kell tekinteni az esetet. Kutatasi
vizsgalat esetén az alternativ 17-es kromoszoéma probak ISH vizsgalata (SMS, RARA) vagy
molekularis kariotipizalas javasolt.

Dolgozatomban emlédaganatok HER-2 statuszanak ujra osztalyozasat végeztem el a
17-es kromoszoma poliszomiajanak figyelembevételével. Az Gjraosztalyozasnal csak a HER-
2-jelek szamat vettiikk figyelembe a besorolasnal, igy a 405 esetbdl mindossze 19 esetben
talaltunk eltéré eredményeket. 5 esetben (1,23%) a HER-2 amplifikacio indokoltta tette volna
a célzott biologiai kezelést, 14 esetben (3,46%) viszont atsorolasunk értelmében a

trastuzumab terépia felesleges lehetett.

5.2.1 Eredményeink Kklinikai validalasa, a betegek utankovetése

A 19 ellentmondasos esetet két csoportra bontva vizsgaltuk a daganatok jellemzoit
illetve az egyes esetekben alkalmazott kezeléseket — kiilonds tekintettel a Herceptin
indikacidjara — és a betegség kimenetelét, a betegek tulélési adatait. Egy esetet kivéve — mely

invaziv lobularis karcinomanak bizonyult — valamennyi betegnek invaziv duktalis daganata

volt.

KOR OE/PR

(év) | G | pT |pN |pM| (%) |MIB-1| IHK | HER2 |CEP17| H/C
1 53 3 2 o 0O |90/80| 10% | 2+ 6,8 6,3 1,07
2 56 3 |1b]| O 0O | 70/20| 5% 3+ 7,4 8,3 0,89
3 63 2 2 o O | 50/5 | 30% | 3+ | 12,2 11,7 1,04
4 | a9 2 2 2 O [40/40| 30% | 3+ 15 12 1,25
5 76 2 |1b| O 0 0/0 10% | 3+ | 13,2 10,1 1,3

3.tablazat Pozitivként Ujraértékelt betegek adatai (G:gradus, OE:6sztogén, PR:progeszteron, IHK:
immunhisztkémia, H/C:HER-2/CEP17 arany)
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Kemo- | Hormon

HER2 | CEP17 | H/C [Herceptin| th. th. Irradiacié | DFS 0S EXIT
1| 68 6,3 | 1,07 IGEN + + + 9év | 9év -
2| 74 8,3 |0,89 NEM - + + 7 év | 7 év [IGEN/m.ok
31122 | 11,7 | 1,04 IGEN + - 6 h6 | 14 hé IGEN
4 [ 15 12 1,25 NEM + + N.A. [ N.A. N.A.
5

+ |+ |+

13,21 10,1 | 1,3 NEM

+

2év | 2 év |IGEN/m.ok

4.tablazat Pozitivként ujraértékelt betegek utankovetése (N.A.:nincs adat, m.ok:mas ok miatt)

A 3. és 4. tdblazatban Osszefoglalva lathatok az Ujraértékelésnél HER-2 pozitivnak
véleményezett esetek. Az eredetileg negativ (HER-2/CEP17 arany <1,8) statuszt 6 feletti
HER-2 jelszam miatt modositottuk pozitivra. 4 betegrél sikeriilt adatokat gyiijteni. Erdekes
modon az eredeti besorolas ellenére 2 beteg részesiilt Herceptin kezelésben, egyik esetben a
3+ immunhisztokémiai lelet volt a kezelés indoka, ez a beteg jelenleg is daganatmentes,
egyediil 6 van életben ebbdl a csoportbol. A masik esetben az igen magas (12 feletti) HER-2
kopiaszam volt az indoka a kezelésnek, ezt a beteget igen rapid lefolyasu betegség miatt 14

honappal késobb elvesztettiik. Az 5 éves talélés 75%-0s (3/4).

Az 5. és 6. tablazatban foglaltam 6ssze azokat az eseteket, amelyeknél az eredetileg
pozitiv (HER-2/CEP17 arany >2,2) értékelést modositottuk negativra a HER-2<6 kopiaszam
miatt. A 11 esetrdl sikeriilt az adatokat begyijteni. Koziilik — a pozitiv HER-2 statusz
ellenére — csak 4 beteg részesiilt Herceptin kezelésben. Ennek hatterében tobb okot is sikertilt
azonositani: a daganatok korai stadiuma (trastuzumab kezelés nélkiil csak tovabbi 3 beteg
kapott kemoterapiat), a betegek kora, gyenge altalanos allapota és a mintavételek, miitétek
idopontjaban érvényes finanszirozasi kornyezet (egyedi elbiralas alapjan) mind hozzajarult
ahhoz, hogy csak a betegek bizonyos hanyada részesiilt anti-HER-2 kezelésben. 6 beteget
veszitettlink el, 3 esetben daganatmentes allapotban mas betegség vezetett halalhoz. Az 5 éves

tulélés 82%-0s (9/11), az atlagos tulélés kozel 7 év (6 év 10 ho).
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KOR OE/PR |MIB- HER2/

(év) |gradus| pT | pN [pM| (%) 1 |IHK | HER2 |CEP17|CEP17
1| 44 3 ib| o | o| o/0 |35%|3+| 59 [ 25 [ 2,36
2 | 60 2 1b| 1 | o | 50/0 [15%| 2+ | 4,7 [ 2,1 | 2,24
3 | 57 2 2| o|o| oo |20%]| 3+ 48 | 2,1 | 2,28
4 | 61 3 1c| 2 | o| o0 [10%]| 2+ | 52 [ 1,8 [ 2,88
5| 57 3 ib| o | o| o/0 |20%| 3+ | 5,4 [ 2,0 [ 2,7
6 | 78 2 1a| o | o | 80/60 | 5% | 3+ | 5,15 | 1,95 | 2,64
7 | 77 2 1c| o | o |70/65| 3% | 3+ [ 40 | 1,8 | 2,22
8 | 69 2 1c| o | o | 80/0 [30%| 2+ | 49 | 2,1 | 2,33
9 | 76 3 2| o | o|70/70|30%]| 2+ | 54 | 2,0 [ 2,7
10 | 48 2 2| o|o| s0/0 |15%]| 2+ [ 46 | 2,0 [ 2,3
11| 78 2 2| o | o|70/70|50%]| 3+ [ 5.8 | 2,1 [ 2,76
12 | 35 3 1c| o | o | 80/70 |15% | 2+ | 4,4 [ 1,9 [ 2,31
13 | 65 3 1c| 2 | o |80/70 [15% | 2+ | 5,4 | 2,1 | 2,57
14 | 61 2 1c| o | o | o/80 |[15%| 2+ | 4,7 [ 2,1 [ 2,23

5.tablazat Negativként Gjraértékelt esetek betegadatai

HER2/ Kemo |Hormon

HER2|CEP17|CEP17 [Herceptin| th. th. Irradiacio DFS oS EXIT
1159 2,5 | 2,36 IGEN + - + 8 év 8 év -
2147 21 | 224 | IGEN + + + N.A. N.A. N.A.
3|48 2,1 | 2,28 IGEN + - + 2 év 8 év -
4152 18 [ 288 | IGEN + - + 3év |4év6hd IGEN
5154 /| 20 | 2,7 NEM + - + 9 év 9 év -
6 [5,15] 1,95 | 2,64 NEM - + + 6 év 6 év | IGEN/m.ok
71 4,0 1,8 | 2,22 NEM - + + 5 év 2 ho[5 év 2 hd| IGEN/m.ok
8149 21 |233| NEM - + + N.A. N.A. N.A.
9| 54 2,0 2,7 NEM - + - 4év |4év3ho IGEN
10| 4,6 2,0 2,3 NEM - + + 8 év 8 év -
1158 | 21 [ 2,76 | NEM - + - 5 év 2 h6|5 év 2 hé| IGEN/m.ok
12( 44 [ 1,9 [ 231 | NEM + N.A. + N.A. N.A. N.A.
13| 54 | 2,1 | 2,57 NEM + + + 3 év 8 év IGEN
14| 4,7 2,1 | 2,23 NEM - + + 9 év 9 év -

6.tablazat Negativként Gjraértékelt betegek utinkovetése

Az clébbiekben részletezett betegadatok még nem keriiltek publikalasra.

Természetesen mar a Kis esetszam is alkalmatlanna teszi az adatokat barmilyen kovetkeztetés
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levonasara, de az esetek és az alkalmazott kezelések heterogenitasa ezt nem is indokolja. Egy
nagyobb esetszamon végzett, prospektiv, randomizalt vizsgalat adhat valaszt arra a kérdésre,
hogy az tjraosztalyozassal klinikailag bizonyithatéan - a betegségmentes és teljes talélést
figyelembe véve - nyernek-e a betegek részben a hatasos terapia alkalmazasaval, részben a

felesleges terapia mellékhatasainak elkeriilésével.

A vizsgalat elvégzése altal a HER-2 statusz pontosabb megitélését tettiink lehet6vé,
mely hozzajarul a sikeres célzott terapiak kivitelezéséhez. Eredményeink fényében
megvizsgaltuk a 19 ellentmondasos eset kortorténetét, azonban a fentiek miatt

kovetkeztetések levonasara nem vallalkoztunk.

5.2.2 Uj megallapitasok a HER-2 statusz tijra osztilyozasa soran

Az eredményekbdl az alabbi megallapitasokra jutottunk:
A HER-2 génstatusz pontosabb meghatarozasaban jelentGs szerepe van a részletesebb 17-es
kromoszdma centromer régi6 vizsgalatoknak, mert:
- a célzott terapia sikerességének érdekében elengedhetetlen a fals pozitiv és fals
negativ eredmények kisziirése.
- avizsgalattal a 17-es poliszomia altal okozott fals pozitiv eredmények kiszlirhetok.
- a fals negativ eredmények feltarhatok, igy a betegek szamara engedélyezik a célzott

terapiat, mely gyogyulasuk kulcsfontossagti momentuma.
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6 Osszefoglalas

Az emlérakok kezelésének sikeres megtervezéséhez ¢és kivitelezéséhez elengedhetetlen
fontossagl a daganat genetikai tulajdonsagainak, ezen beliill a HER-2 statuszanak feltarasa.
Dolgozatomban az emlérak kezelését alapvetden meghatarozo HER-2 expresszio
meghatarozasanak technikaival foglalkoztam.

Az els6 részben a FISH vizsgalat keriilt 6sszehasonlitasra egy Gn. dual-color médszerrel,
a DDISH-sel. A validacios vizsgalat soran azt tapasztaltuk a statisztikai analizis alapjan, hogy
a DDSIH magas konkordanciaval bir, tehat a két modszer megbizhatosaga kozel azonos, igy a
dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacié alacsony ara, kisebb technikai hattere
miatt megfelelé alternativa lehet olyan laborok szamara, ahol FISH vizsgalat nem all
rendelkezésre.

A masodik részben az emldérakok HER-2 statuszanak meghatirozasat megnehezitd
genetikai jelenséggel a 17-es kromoszoéma poliszomiajaval foglalkoztam. Ha a 17-es
kromoszomak szama megsokszorozodik és ezzel egyiitt a HER-2-t kodolo szakaszok szama
is, az FISH vizsgalattal alpozitiv eredményt adhat. Dolgozatomban emlédaganatok HER-2
statuszat osztalyoztam ujra a HER-2/CEP17 arany figyelembevételével. A statisztikai analizis
fényében elmondhatjuk, hogy a két vizsgalomodszer érzékenysége eltér, igy van
1étjogosultsaga a CEP17-et vizsgald modszereknek a HER-2 statusz meghatarozasaban.

Dolgozatomban az emlddaganatok HER-2 statuszanak meghatarozasaval kapcsolatos

hasznosithato tapasztalatokat foglaltam 6ssze.
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Summary

Exploration of the genetic profile of an individual tumour, including determination of
its HER2 status, is essential for the successful design and implementation of therapy in breast
cancer. The present dissertation deals with techniques used for the determination of HER2
expression, a factor playing a key role in the choice of therapy in breast cancer.

In the first part, the FISH assay is compared with DDISH, a so-called dual colour
technique. In the validation study, DDISH has been shown to have high concordance in the
statistical analysis, suggesting similar reliability for the two methods. Therefore, it has been
concluded that owing to its lower price and less demanding technical background dual-colour
dual-hapten in situ hybridisation can be a suitable alternative for laboratories where FISH is
not available.

The second part of the paper deals with chromosome 17 polysomy, a genetic
phenomenon complicating HER2 status determination in breast cancer. Multiplication of
chromosomes 17, with a resulting increase in the number of HER2 coding sections, may yield
false-positive results by the FISH test. In the present study, the HER2 status of mammary
tumours was reclassified, with the HER2/CEP17 ratio taken into consideration. On the basis
of the statistical analysis it can be concluded that the use of CEP17 testing in HER2
determination is justified as the sensitivity of the two techniques is different.

Relevant experiences with HER2 status determination in breast cancer are summarised.

Keywords: breast cancer, HER2 status, amplification, polysomy
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8 Targyszavak

Targyszavak:
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FISH vizsgalat

Validécios vizsgalat
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Dual-colordual-hapten brightfield in situ
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9 Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom témavezetOmnek, Dr. Szollési Zoltannak, aki utmutatasaval,
értékes tanacsaival és a patologiai vizsgalatok koordinalasaval segitette jelen értekezés és az
alapjaul szolgald kozlemények megirasat, publikaciojat.

Halasan k6szonom Prof. Dr. Szant6é Janos és az Onkologiai Tanszék tdmogatasat, mely
nélkiil munkank nem johetett volna létre.

Kiilon koszonet illeti Dr. Kovacs Judit féorvos asszonyt, aki lehetové tette, hogy a
vizsgalatok patoldgiai jellegli kérdéseit osztalyan tisztazzuk.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Damjanovich Laszl6 intézetvezetének, aki lehet6vé tette,
hogy munkamat a Sebészeti Intézetben végezhessem.

Végiil, de nem utolsésorban halas vagyok csaladomnak, hogy rendiiletleniil igyekeznek

munkamhoz nyugodt, szeret6 hatteret biztositani, mely felbecsiilhetetlen.
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