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1. Bevezetés

Az emldrak a harmadik leggyakoribb daganatos haldlok a n6k kérében. Magyarorszagon
megkozelitéleg 7000 diagnosztizalt eset mellett 2200-2400 halalesetért felel6s minden
évben. A daganat diagnoézisadnak felallitdsa és a kezelési terv elkészitése bonyolult
algoritmusok altal meghatarozott multidiszciplinaris folyamat. A diagnozis legtobbszor

valamilyen patoldgiai leleten alapszik.

A helyes diagnozis felallitisa céljabdl patologiai modszerek gazdag tarhaza All
rendelkezésiinkre, mint példdul a citolégia, a klasszikus szovettani vizsgdlat,
immunhisztokémia és molekularis vizsgalatok. Ezen modszerek birtokaban meg kell
hatarozni a daganat méretét, a tobbgdclisag meglétét, a pontos szdvettani tipust, a
daganat differenciadltsagi fokat (gradus), a vér- és nyirokérben val6 terjedést, a sebészi
reszekcids szélek allapotat, valamint a regiondlis nyirokcsomok statuszat. Ezen feliil
minden esetben meg kell hatarozni a daganat proliferacids ratajat, a hormonreceptor és
HER-2 statuszat, valamint a daganat fontos prognosztikai informaciékkal biré genetikai
tulajdonsagait, melyekre egyre nagyobb igény mutatkozik. A folyamat kivitelezésében
nemzetkozi és hazai ajanlasok vannak segitségiinkre, melyek valaszthaté mddszereket
tartalmaznak, igy rajtunk all, hogy ezeket, avagy megfelel¢ attekintés utan egy, az

ajanlasban nem szereplé masik metédust valasztunk.

A HER-2 pozitiv emld daganatokban HER-2 protein tultermelés mutathato ki, mely
lényeges negativ prognosztikai jel, mivel ezek a daganatok gyorsabban nének, hamarabb
adnak tavoli attéteket, gyakrabban recidivdlnak és a hagyomanyos terapias
modszereknek jobban ellenallnak. A HER-2 pozitiv daganatok célzott trastuzumab
(HERCEPTIN) terapiajanak bevezetésével, 1998-t6l sziikséges a HER-2 statusz
meghatarozasa. Az els6 szovettani diagnoziskor - ha emlérak igazolédik - a HER-2 tesztet

rutinszerlien kell elvégezni minden egyes esetben. Ennek gyakorlati jelent6sége egyre
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nagyobb a HER-2 pozitiv emlérakok gyors felismerésében a klinikai kezelési gyakorlat
megvaltozasaval. A modern emlérak kezelésben, a személyre szabott kezelési
mechanizmus meghatarozasaban az aspiracios citologiat jelent8sen hattérbe szoritotta a
részletesebb informaci6kkal biré core biopszias mintavétel. Ennek eredményeképpen
mar a kezelés megkezdése el6tt 1ényeges informacidkkal birhatunk a daganatok bioldgiai
viselkedése tekintetében és ez példaul a HER-2 pozitiv eml6rakok esetében is a kezelési
terv megvaltoztatasaval jarhat. Egyre gyakrabban dontiink HER-2 pozitiv eml6rak esetén
a primer szisztémas kezelés megkezdésérdl a miitéti ellatas elott.

A hazai és nemzetkozileg is elfogadott protokoll szerint az els6ként valasztand6 mdédszer
az immunhisztokémiai (IHK) vizsgalat, melyet harom kereszttel szokas értékelni. A teszt
3+ esetén tekintendd pozitivnak, illetve 0 vagy 1+ esetén negativnak. A 2+ esetekben
bizonytalan az eredmény, igy ennek tisztazasa céljabodl Gjabb vizsgalatokat kell végezni,
mely altaldban valamilyen is situ hibridizaciés technika, ezzel kell feltarni az esetleges

HER-2 génszakasz sokszorozodasanak jelenlétét.

Szamos in situ hibridizaciés modszer létezik, mint példaul chromogenic in situ
hibridizacié (CISH), metallographic in situ hibridizaci6, gold-facilitated in situ
hibridizacié (GOLDFISH), silver in situ hibridizaci6 (SISH), de a leginkabb elterjedt
manapsag a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH). A lehetdségek bdséges tarhazaban
szerepelnek a dual-color in situ hibridizaciés mddszerek (DISH) is, mint a dual-color
chromogenic in situ hibridizacié, vagy a dual-color dual-hapten brightfield in situ
hibridizacié (DDISH). Ennek hasznalataval megbizhatobb eredményekhez juthatunk,
mivel egyidejlileg vizsgalhat6 a HER-2 statusz és a 17-es poliszémia jelensége, valamint a
szoveti struktira, magasabb a térbeli felbontdsa, nem igényel specialis berendezést, csak

hagyomanyos fénymikroszképot, magas megbizhatosagu és jol reprodukalhato, illetve



nem utolsé sorban koltséghatékonyabb is a mindennapi gyakorlatban elterjedt FISH-sel

szemben.

A terapiat valamint a betegség kimenetelét nagymértékben meghataroz6 HER-2
génszakasz sokszorozodasa, ezaltal a HER-2 protein tultermelése nemcsak
génamplifikacid, hanem poliszomia kovetkeztében is l1étrejohet. A HER-2 gén a 17-es
kromoszoma hosszu karjan, a centromer régié kozelében foglal helyet. GEnamplifikacio
esetében a HER-2-t tartalmazé szakasz sokszorozddik meg, poliszomia esetében pedig a
kromoszémak szama novekszik, vele egylitt a centromer régiok és az annak kozelében
1év6 HER-2 szakaszok szama is. Génamplifikacio az eml6rakos esetek kb. 20%-aban fordul
el6, mig poliszomiat az esetek egyharmadaban, 10% és 50% kozott mutattak ki attol
fliggben, hogy milyen kritériumrendszert hasznaltak. Ennek elkiilonitése végsé soron a
beteg sorsat befolyasolja. Egyrészt prognosztikai faktorként is értékelhet6, masrészt a
gyogyszeres terapia hatékonysagat is jelent6sen meghatarozza. 17-es poliszémia esetén
rosszabb prognoézis varhaté és a célzott trastuzumab kezelés is hatastalan marad, ami
nem elhanyagolhatd, a terapiaval jard jelentds citotoxicitas és a koltségek miatt. A
poliszomia vizsgalatara szamos modszer létezik: in situ hibridizacié (ISH), spectral
karyotyping (SKY), microarray analysis, restriction fragment length polymorphism
analysis (RFLP), aramlasi citometria stb. A génamplifikacio és poliszomia elkiilonitése
vagy keét in situ hibridizacios vizsgalat 6sszehasonlitasaval torténik, ahol az egyik esetben
a HER-2 génszakasz festddik a masikban pedig a 17-es kromoszdma centromer régioja,
vagy dual-color in situ hibridizaciés modszerekkel lehetséges sokkal egyszerlibben,
melynek lényege, hogy a kromoszéma centromer régioja és a HER-2 gén kiilon, mas
szinnel festédik, igy ezek aranyabdl megallapithat6, az amplifikacié és/vagy poliszémia
jelenléte. Dolgozatomban eml6rakos esetek HER-2 statuszanak ujra osztalyozasat

végeztem el, a 17-es poliszomia jelenlétének figyelembevételével.
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2. Célkitiizések

2.1. A dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizdcio (DDISH) és a fluorescence in situ

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

situ hibridizacié (FISH) médszerek eredményeinek 6sszehasonlitasa.

2.1.2. A dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacié (DDISH) hasznalataval

kapcsolatos tapasztalatok 6sszefoglalasa.

2.2. Az emldrdkos betegek HER-2 stdtuszanak ujra o0Sztalyozasa a 17-es kromoszoma

erer

2.2.1. Irodalmi attekintés: A 17-es poliszdmia jelentésége a HER-2 status

meghatarozasban.

2.2.2. Emldrakos betegek HER-2 statuszanak 6sszehasonlitasa génamplifikacio- ésa 17-
es kromoszoma centromer régiojanak vizsgalataval, alternativ mddszer
alkalmazasaval, mely terapids kovetkezményekkel jarhat és pontosithatja a

bizonytalan esetek megitélését.



3. Anyag és modszer

3.1. Anyag és médszer a dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacio (DDISH)

validalasaban
3.1.1. A tumoros mintak kivalasztasa

2010 és 2011 kozott diagnosztizalt 105 invaziv emlérakos beteget valasztottunk ki a
vizsgalatra. Valamennyi esetben a miitéti preparatumbol paraffinos blokkok alltak
rendelkezésre, mely a bevalaszthatosag el6feltétele volt. A rendelkezésre allé paraffinos
blokkokbdl késziilt metszetek alapjan valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatnak alavetett
tumort tartalmazo részeket. A korabban késziilt hematoxilin-eosin (HE) metszeteket és
az immunreakciékat valamennyi esetben patolégus vizsgalta feliil, és ellendrizte a
korabbi diagndzis helyességét. A munka soran a mintdkat kédokkal jeloltiik, hogy a
mindenkori orvosi etikai szabalyzatban foglaltaknak megfeleléen a mintdk kapcsan a

betegeket azonositani ne lehessen.
3.1.2. Fluoreszcens in situ hibridizacio

A metszeteket xilolban deparaffinaltuk és etanolban rehidraltuk. A targylemezeket
Paraffin Treatment II kittel (Abbot-Vysis, Downers Grove, IL, USA) kezeltiik a hasznalati
utmutatd szerint. Roviden, a lemezeket 6 percig proteinaz-K oldattal kezeltiik 37 2C-os
vizfiirdében. Oblités és levegén torténd szaritast kovetden 10 ul dual-color prébat
(PathVysion, Vysis) tettiink mindegyik lemezre. Fedés és gumi tomitével vald lezaras utan
a metszeteket 5 percig 73 2C-on denaturaltuk, majd ezt kovetden egy éjszakan at 37 2C-
on hibridizaltuk. A hibridizaciot StatSpin Thermobrite hibridizacios késziilékkel végeztiik
(Abbott-Vysis, Downers Grove, IL, USA). A metszetek hibridizaci6é utani mosasat kovetéen

20 pl 4,6-diamino-2-phenilindollal (DAPI) festettiik.



3.1.3. Dual-color dual-hapten in situ hibridizacié (DDISH)

A DDISH teljesen automatizalt folyamat, melyet Roche Diagnostics BenchMarkXT™
késziilék segitségével végeztiink (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) a hasznalati
utmutato6 szerint. Tomoren, a metszeteket deparaffinaltuk, ezutan két ciklusban 8 és 12
percig citrat pufferben (pH 6) kezeltiik 90 2C-on majd ezt kovetéen proteinaz 3-mal
kezeltiik 16 percig. Haptén jel6lt probat, dinitrophenol (DNP) jelolt HER-2 probat és
digoxigenin (DIG) jeldlt 17. kromoszéma centromer specifikus prébat alkalmaztunk. A
probat és a mintat 80 2C-on 20 percig denaturaltuk, amit 6 6ras hibridizacié kovetett 44
2C-on. A jelek detektalasat egymas utan végeztiik el a 17. kromoszdéma centromer és HER-
2 lékuszndl egyarant. Mosast kovetéen a HER-2 szignalt 20 perces nyudl anti-DNP
monoklondlis antitesttel torténd inkubacié6 utan HRP-konjugdalt kecske, nytl-ellenes
antitesttel kezeltiik 16 percig, majd eziist-detektalasi reakciét hasznaltunk, mely fekete
szind jelet eredményezett. A 17. kromoszoma centromerjét egér anti-DIG monoklonalis
antitesttel kezeltiik 20 percig, majd alkalikus foszfataz-konjugalt kecske, egér ellenes
antitesttel 24 percig, végul FastRed/Napthol detektalasi reakciét alkalmaztunk, mely
piros szignalt eredményezett. A targylemezekre par csepp csapviz tartalmu tisztitoszer
keriilt, majd harom o6blités tortént ultratiszta vizzel. Ezutan 15 percig 37 2C-on
szaritottuk, végiil fedtiik. Minden mintaban 30 kiil6nallo, fedésben nem 1évé sejtmagot
vizsgaltunk meg, a HER2/CEP17 hanyados, illetve a HER2 és a 17. kromoszdma szignalok
szamanak meghatarozasara. A SISH szignalokat referencia jel hasznalataval becsiiltiik
meg. Negativnak, HER-2 nem amplifikaltnak tekintettiik az esetet, ha a HER2/CEP17
arany kevesebb, mint 1,8 volt, illetve pozitivnak tekintettiink egy esetet, amikor ez a
hanyados 2,2 folott volt. Bizonytalan esetekben, azaz 1,8 és 2,2 kozotti értékeknél tujabb
20-40 sejtet vizsgaltunk meg, melyek alapjan Ujra szamoltuk az eredményt. Ha a 17.
kromoszoéma sejtenkénti szamanak atlaga 2,5 f6lott volt, poliszémiat allapitottunk meg.
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3.1.4. Statisztikai analizis

Konkordancia korrelaciés egytitthatok (RC) és Bland-Altman-féle 95%-0s egyezési
hatarok kiszamitasanak segitségével értékeltiik az eljarasok kozotti egyezést, a folytonos
valtozoként Kkifejezett eredményekre vonatkozéan. Az adathalmaz centrumanak
megjelenitéséhez az atlagok metszéspontjan a szorasok hanyadosanak megfelel6
meredekséggel athalad6 egyenest, azaz redukalt fétengelyt alkalmaztunk. A kategorikus
kimenetelek kozti egyezést Kappa-statisztikaval vizsgaltuk, bootstrap-alapu, tehat az
osztalyok szamanak megfeleléen analitikus eljarassal képezve annak konfidencia-

intervallumat. (CI)

3.2. Anyag és médszer az emlorakos betegek HER-2 statuszanak ujra osztalyozasa

soran

3.2.1. Betegek kivalasztasa

405 ismert HER2 statuszu emlérakos beteget valasztottunk ki. Az 6sszes esethez tartozo
korabbi FISH lelet rendelkezésre allt a patoldgia adatbazisaban. A tumoros mintak az
esetek nagy tobbségében szoveti multiblokkokban (TMA) voltak vizsgalva, melyeket
elozoleg FISH segitségével teszteltink. A fennmarad6 esetekben hagyomanyos
blokkokbdl tortént a meghatarozas. A TMA blokkokbdl és a tobbi blokkb6l hagyomanyos

metszeteket huztunk le feliiletkezelt targylemezekre.

3.2.2. A fluoreszcens in situ hibridizacio értékelése



A filterpart a PathVysion kithez optimalizaltuk. A HER2 l6kusz specifikus azonosito jel és
a centromer azonosito jel aranyat (HER2:CEP17) tumoronként 60 tumorsejten, 100-
szoros immerzios nagyitassal szamoltuk le. Pozitiv HER2 amplifikacionak tartottuk, ha a
HER2 szignal és a 17. kromoszéma aranya 2,2 vagy annal tobb volt, mig negativ
eredményt 1,8 alatti értéknél Aallapitottunk meg. Low-grade (LG) amplifikaciét
allapitottunk meg, ha az arany 4 alatt volt és a 4, vagy az e folotti aranyt high-grade (HG)
amplifikacionak tekintettiik. Bizonytalan esetekben - amikor az arany 1,8 és 2,2 kozotti
érték volt - tovabbi 20-40 sejtet vizsgaltunk meg és ennek megfelel6en értékeltiik djra az

eredményt.
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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 hibridizacié

A HER-2 FISH analizis a PathVysion segitségével valamennyi eml6rakos esetben sikeres
volt. Technikai hibabdl kifolydlag egy esetet sem kellett kizarnunk a vizsgalatbdl. A
fest6dés és a szignal mindsége kivalé volt. PathVysion reagenssel 71 esetben nem volt

amplifikacié, mig 28 esetben pozitiv reakciét lattunk.
4.1.2. Dual-color dual-hapten in situ hibridizacio (DDISH)

A DDISH protokoll médositasa a protokoll optimalizacié soran minimalis hatassal volt az
eredményekre. A protokoll szerint 16 perces proteaz emésztés és 72 2C-os mosas
szlikséges. Ezutan 8 mintdban nem lattunk piros szignalt. Az el6kezelési mdodositasok
elvégzése utan az ismételt hibridizacioval 6 mintara csokkent a piros szignalok hianya.
Ezeket a mintakat a vizsgalatbdl kizartuk. DDISH-el 75 esetben nem lattunk amplifikaciot

és 24 esetben kaptunk pozitiv reakciot.
4.1.3. A két vizsgalati médszer dsszehasonlitasa

A Kkiilonb6zd reakcidk szubjektiv megitélés mellett hasonlé mértékben voltak
értékelhetéek. A HER-2/CEP17 aranyt folytonos valtozéként vizsgaltuk. 99-bdl 4 minta
mutatott eltérést a FISH eredményekhez képest. Ez a négy minta alnegativ volt DDISH-el
vizsgalva. A konkordancia korrelacios egyiitthatd (RC) kozel tokéletes egyezést mutatott
a HER-2/CEP17 aranyok vizsgalata esetén PathVysion és DDISH modszerek esetén.
(RC=0.959, P<0.0001) A redukalt fétengelyt abrazolé grafikonrdl is hasonlé eredmény

volt leolvashato, miszerint a fétengely a tokéletes konkordanciat jel6l6 egyenes kozvetlen
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szomszédsagaban haladt. A két mddszer egyezésének mértéke Kappa statisztikaval igen

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

4.2. Eredmények az emlérakos betegek HER-2 statuszanak ujra osztalyozasa soran

A 405 eml6rakos eset HER-2 statuszanak ujra osztalyozasa soran a HER-2 lokuszok
sejtenkénti szama 6 folott volt, ugy HER-2 pozitivnak tekintettiik. Amennyiben viszont a
l6kuszok szama 6 vagy attél kevesebb volt, az esetet negativnak véleményeztiik. A 405
megvizsgalt esetbdl 143 mutatott amplifikaciot és 243 pedig negativnak bizonyult az
alkalmazott FISH médszerekkel. Osszesen 19 (4,69%) ellentmonddasos eset fordult el,
amibdl 5 (1,23%) eredetileg nem mutatott amplifikacidt, de a HER-2 lokuszok sejtenkénti
szama 6 folott volt. Ennek megfeleléen Ujra osztalyoztuk 6ket, mint HER-2 pozitiv
eseteket. Ezen feliil 14 esetben (3,46%) eredetileg amplifikacié volt kimutathat6 6, vagy

az alatti HER-2 lokusz szdmok mellett.
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5. Megbeszélés

5.1. A dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacio (DDISH) validacios

vizsgalata
Eml6érakok esetében a patolégiai diagnosztikus lehetségek egyre gazdagabb tarhaza all
rendelkezésiinkre, mely miatt a folyamat joval Osszetettebb lett az elmult évek soran.
Kiemelkedden fontos szerepet kaptak az emlérakok molekuldris tipusat meghatarozo
tényez6k, mint példaul az Osztrogénreceptor, progeszteronreceptor, HER-2 statusz,
bazalis és proliferaciés markerek. Ezek segitségével atfogobb képet kaphatunk az egyes
daganatok tulajdonsagairdl, igy téve konnyebbé a megfeleld terapias modszer
megvalasztasahoz sziikséges dontések meghozatalat. Ezek kozott a HER-2 statusz még
inkabb kiemelkedik, mivel a HER-2 pozitiv daganatokban a tilzott HER-2 fehérje termelés

ellen célzott trastuzumab (HERCEPTIN) kezelés alkalmazhaté.

Az epidermalis n6vekedési faktor receptor 2. tipusa (EGFR-2), mas néven: c-ERBB-2, vagy
HER-2/neu gén amplifikacidja, a HER-2 fehérje tultermeléséhez vezet, mely kiilonb6z6
modszerekkel kimutathaték. A mindennapi gyakorlatban az immunhisztokémia (IHK)
terjedt el, valdszinilileg azert, mert a vizsgalat paraffinos blokkon kivitelezhetd és
illeszkedik a rutin patolégiai munkafolyamatokba. Az immunhisztokémiai eredményeket
az FDA altal jovahagyott protokoll szerint négy csoportba szokas osztalyozni, er6sségiik
szerint, melyet keresztekkel jeloliink. (0, 1+, 2+, 3+) 0 és 1+ esetén a minta negativnak
tekintend6. A 3+-es esetek pozitivnak véleményezhet6k. A 2+-es esetek megitélése
bizonytalan, mivel beszamoltak olyan esetekrdl, ahol az immunhisztokémiai reakcio
pozitivitdsa mellett a daganat célzott trastuzumab kezelésre adott valasza nem volt
megfelel6. Ennek hatterében az allt, hogy bizonyos esetekben a HER-2 génszakasz
megsokszorozodasa nem amplifikdcié atjan jon létre, hanem a 17-es kromoszoma

poliszomiaja révén, ami azt jelenti, hogy tobb 17-es kromoszoéma van jelen a sejtben,
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ezaltal tobb a HER-2-t k6dol6é gén szakasz és az immunhisztokémiailag kimutathaté
fehérjék mennyisége, ily médon hamisitva meg az immunhisztokémai eredményeket.
[lyenkor a HER-2 statusz pontos feltarasdnak és az esetleges génamplifikacié
kimutatasanak céljabdl tovabbi vizsgalatokat kell végezni, mely altalaban valamilyen in
situ hibridizadciés moddszer. A mindennapokban leginkabb elterjedt mddszer a
fluorescence in situ hibridizaci6é (FISH), mely paraffinos széveti blokkbdl kivitelezhetd és
szintén jol illeszkedik a rutin patoldégiai diagnosztikdba, azonban a vizsgalatok
kiértékeléséhez fluoreszcens mikroszkop is szlikséges. Az immunhisztokémiai vizsgalatot
el6szliré tesztként lehet alkalmazni, mivel Her-2 pozitiv 34-es esetekben 89-100%-ban,
negativ 0, illetve 1+ esetekben 92-98%-ban mutattak egyezést FISH vizsgalattal az
osszehasonlit6 elemzések alapjan, mig bizonytalan 2+ esetekben csak 23-25%-aban volt
kimutathaté génamplifikdcié. Manapsag szamos in situ hibridizaciés modszer 1étezik,
melyek hatékonysagat és megbizhat6sagat a szakirodalom igen intenziven targyalja.
Izgalmas 0j tertletként bukkantak fel az ugynevezett dual-color in situ hibridizacids
modszerek, melyek segitségével d6sszetettebb képet kaphatunk az egyes daganatok HER-
2 statuszarol. A dual-color modszerek lényege, hogy egyszerre jelzi kiilon szinnel a 17-es
hogy valddi génkdpia szam megsokszorozodasrol, génamplifikaciorol, vagy 17-es
kromoszéma szdmanak megsokszorozédasarol, poliszémiarél van-e szo6. Ez kiemelkedd
fontossagu lehet a megfelel6 terapids mddszer megvalasztasdban, ugyanis 17-es
poliszOmia esetén a daganat nem fog kell6képpen reagalni a célzott trastuzumab
terapiara, ugyanakkor a beteget feleslegesen tessziik ki jelent6s mellékhatasoknak, mint
példaul a kardiotoxicitas. Szamos dual-color médszer létezik, dolgozatomban a dual-color
dual-hapten brightfield in situ hibridizacié (DDISH) validalasat végeztem el, melynek

soran a fluoreszkalo festékkel direkt jel6lt DNS probak alkalmazasaval, a HER-2 génkopia

14



szam és a 17-es kromoszoma centromer régioéjanak aranyat is vizsgaltuk. A FISH, mint a
nemzetkozi szakirodalombol kideriil, egy igen elterjedten hasznalt, bevett modszer,
viszont magas koltsége, iddigényessége, egyéb technikai feltételei miatt a legtobb
patolégiai laborban a berendezések {lizemeltetése és karbantartdsa miatt nem
fenntarthato, vagy nem all rendelkezésre. [lyen forman joggal meriil fel a kérdés, hogy egy
alacsonyabb koltségli, gyorsabban, egyszerlibben kivitelezhet6 moddszer adhat-e
ugyanolyan megbizhaté és j6 eredményeket? A dual-color mddszerek nagy el6nye, hogy
scoring rendszeriilk gyakorlatilag megegyezik a tobbi modszerével, teljesen
automatizaltak, nem igényelnek kiilon6sebb technikai berendezést, kevesebb id6 alatt
tobb informaciot kapunk a HER-2 lokuszok és a centromer régiok festédése és ezek
aranyainak értékelése kapcsan és nem utolsé sorban koéltséghatékonyabbak is a FISH
vizsgalathoz képest. Tovabbi nagy el6nye, hogy hosszi szobahémérsékletii tarolas esetén
sem csokken szamottevéen a jelintenzitas, tehat egy-egy problémas eset elgvételekor is
megbizhaté informaciokhoz juthatunk. A dual-color mddszerek konkordanciaja
kiemelked6 90% folotti. Ha a modszer megbizhatésdga megfeleld, gazdasagosabba,
gyorsabba és hatékonyabba tehetné a HER-2 statusz meghatarozasat eml6rakok

esetében.

A dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacié médszert a HER-2 génkopia szam
meghatarozasara optimalizaltak, mely mellett az adatok a 17-es kromoszéma centromer
régiok szama (CEP17) alapjan korrigalhatdk. A vizsgalat soran az excitacids és emisszios
hullamhosszok ugyanazzal a szlir6parral detektalhaték, melyeket a PathVysion kithez
fejlesztettek ki. Ezek mellett azt tapasztaltuk, hogy a dual-color dual-hapten brightfield in
situ hibridizacié soran konnyen értékelhetd, szép, egyértelm jeleket kaptunk. A HER-2
és CEP17 szamok és a HER-2/CEP17 arany alapjan kalkulalt konkordancia korrelacids
koefficiens majdnem tokéletes egyezést mutatott a két vizsgalat kozott. Ezen tdl Kappa
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statisztika soran, kategorizalt valtozokkal hasonlé eredményt kaptunk. Az értékelés soran
8 mintaban nem lattunk piros szignalt. Az el6kezelési mddositasok elvégzése utan az
ismételt hibridizaciéval 6 mintara csokkent a piros szignalok hianya. Ezeket a mintakat a
vizsgalatbol kizartuk. DDISH-el 75 esetben nem lattunk amplifikaciét és 24 esetben
kaptunk pozitiv reakciét. A 99 megvizsgalt esetbdl 4 volt, melynek amplifikacids statusza
eltért a két mddszer kozott. 4 esetben DDISH-sel dlnegativ eredményt kaptunk. Mivel idealis,
100%-0s biztonsagu vizsgalat nincs, altalaban a ,gold standardként” aposztrofalt
PathVysion FISH eredményeit alapul véve hatarozzak meg az 0j mobdszerek
hasznalhatésagat, értékét. Ez alapjan eredményeink szerint a DDISH mddszer magas
specificitast (100%), szenzitivitast (85,8%), magas pozitiv (100%) és negativ prediktiv
értéket (94,7%) mutatott. Az immunhisztokémia és a FISH eredményeket dsszevetve
hasonlé eredményeket kapunk, igy elmondhatjuk, hogy a HercepTest megkdzelitdleg
hasonlé pontossagra képes.

A DDISH koltséghatékonysaga abban all, hogy - bar a préba koltsége alig kisebb a FISH-
hez képest - nem igényel igen koltséges fluorescens mikroszkdpot, révidebb az
inkubaciés ideje, teljesen automatizdlt a folyamat. Tovabbi elény, hogy egyazon
metszeten a szoveti struktura is vizsgalhat6, konnyebben, rovidebb id6 alatt tanulhat6
meg, igy mind ezek jelent6s munkaid4- és humanerdforras megtakaritast jelentenek
annak anyagi vonzataval egyiitt (sajnos ez Magyarorszagon még nem meghatarozo
szempont). Tekintettel az archivalhatdsagra, ez szintén koltség-megtakaritast jelent, mert

nem kell ismételni a vizsgalatot, ellentétben a FISH-sel.

5.1.1. Uj megallapitasok a validaciés vizsgalat soran
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A Dual-color dual-hapten brightfield in situ hibridizacié (DDISH) megbizhat6an
alkalmazhaté a klinikai gyakorlatban.
e Magas konkordancidval bir a hagyomanyos FISH vizsgalattal dsszehasonlitva,

mind az amplifikaci6 azonositadsdban, mind az amplifikdci6 mértékének

meghatarozasaban.

e A standard probakhoz hasonlé6 ardnyban mutat amplifikaciét az

immunhisztokémiailag pozitiv és negativ eml6érakokban.
e A mddszer kisebb technikai hatteret igényel a FISH-hez viszonyitva.

o Jelentds mértékdl koltségmegtakaritast lehet elérni az alkalmazasaval, illetve

emellett tobb informacidt is kapunk az adott daganat genetikai tulajdonsagairdl.

5.2. A 17-es kromoszoma centromer régio vizsgalatanak jelentosége az emlérakok

Her-2 statuszanak meghatarozasaban.

A HER-2 amplifikdci6 az emlédaganatok 20-30%-aban vezet a HER-2 fehérje
tultermeléshez, mely a sejtfelszinen megjelenik. Az immunhisztokémiailag pozitiv (3+)
esetekben FISH vizsgalattal nem mindig mutathato ki Her-2 amplifikacid. Ennek okaa 17-
es kromoszoma poliszomiajanak jelensége. Amikor a 17-es kromoszéma hosszu karjan a
Her-2 lokusz (17q12) megsokszorozddik, valédi génamplifikaciérol beszéliink. Azonban
ha a 17-es kromoszémak szama nd és ezaltal a HER-2 lokuszok szama is, poliszémia all
fenn. Ezekben az esetekben immunhisztokémiailag pozitiv, FISH negativ eredmények
szlletnek és az irodalmi adatok alapjan ezek a daganatok nem rendelkeznek megfeleld
terdpids valasszal trastuzumab kezelésre. A koltségek és a kardiotoxikus mellékhatasok,
valamint a leghatékonyabb kezelés megvalasztdsa miatt is lényeges a poliszémia
elkilonitése a génamplifikaciotél. Szamos tanulmany vizsgalja a 17-es poliszomia
jelenségét és jelentdséget, eltér6 eredményekkel. Ennek hatterében a poliszdmia

definiciojanak meghatarozasa all a legtobb esetben. A kérdés az, hogy hany CEP17
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jel/sejtmag-t6l beszéllink poliszoémiarol. Bizonyos vizsgalatok szerint relative gyakorinak
mondhat6 a 17-es poliszédmia, az emldrakos esetek 3-46%-aban észlelhetd. Vizsgalatunk
idején messze nem volt egységes a poliszdmia kvantitativ definiciéja, szamos tanulmany
sziiletett, melyek kiilonb6z6 értékeket hasznaltak 2,1 és 4 kozott, igy ennek
kovetkeztében illetve a kritériumok kiilonb6zdsége folytan alakulhatott ki az a helyzet,
hogy a poliszémia el6fordulasa ilyen tag hatarok k6zott mozoghatott. Tanulmanyunkban
2,5-0s értéket hasznaltunk, de azota talan a =3 CEP17 jel/sejtmag kopiaszam mellett
alakul ki a legnagyobb konszenzus. Val6jaban a munkdm soran alkalmazott besorolasi
kritériumokat nem befolyasolta, hogy az eset poliszomidnak bizonyult-e vagy sem, igy az

eredményeinket sem valtoztatna meg egy masik hatarérték valasztasa.

A nemzetkdzi irodalom szerint a poliszomias esetek nagy részében nem figyelhet6 meg
génamplifikacié, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a két genetikai jelenség keletkezési
mechanizmusa nem megegyezd. Mindazonaltal 17-es poliszémia emlérakok esetében
rosszabb prognozist jelent, mivel a 17-es kromoszéma aneuploiditasa egy genetikai
instabilitasnak tekinthetd, mely hozzajarul az eml6rak kialakuldsahoz a genetikai hibak
felhalmozasan keresztiil. Ebbdl kifoly6lag szdmos tanulmany adatai szerint magasabb
nuklearis atipia, magasabb aranyu limfogén metasztazis, emelkedett proliferacios index
és magasabb Nottingham Prognosztikus Index (NPI) tarsul azon emldrakokhoz,
melyekben a 17-es kromoszéma poliszémiadja kimutathatd, ezaltal alacsonyabb tulélési
id6. A poliszémia kimutatdsara szdmos mddszer létezik, azonban manapsag legjobban
elterjedt, valamely in situ hibridizacids technika, mely a 17-es kromoszéma centromer
ugynevezett dual-color in situ modszerek is, melyek 1ényege, hogy egyszerre festik kiilon
szinnel a 17-es kromoszéma hosszu karjan a HER-2-t k6dol6 szakaszt (piros) és a 17-es

V4
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vizsgadlhassuk a HER-2 és CEP17 aranyokat, egy sejtmagon belil. A nemzetkozi
irodalomban szamos ajanlast talalunk, hogy hany jel/sejtmag esetén beszélhetiink
génamplifikaciorol, vagy poliszomiarol. Génamplifikaciot altalaban 6 jel/sejtmag folott
véleményeziink. Poliszémia esetén nincs egyértelmii allasfoglalds, azonban a 4
jel/sejtmag, illetve e folotti egy altalanossagban elfogadott és hasznalt érték. E definicio
szerint a vizsgalatok soran relative gyakorinak mondhaté a 17-es poliszomia, az
eml6rakos esetek 3%-46%-ban észlelhet6. A vizsgalat buktatoja, hogy ritka esetekben a
HER-2 génszakasz és a 17-es kromoszéma centromer régidjanak koamplifikaci6ja all
fenn, ami azt jelenti, hogy egy dual-color in situ médszerrel magas CEP17 és Her-2 szamot
latunk, amibdl poliszomiara kovetkeztetnénk, azonban mindkét génszakasz valédi
amplifikaciéjardl van szd. Ilyen forman hibas eredményeket kaphatunk. A probléma
megoldasara alternativ 17-es kromoszéma prébakat fejlesztettek ki, mint példaul SMS
(Smith-Magenis syndrome, 17p11.2) és RARA (retinoic acid receptor, 17q21.2), melyek

hasznalataval biztonsdgosabban megitélhet6 az adott daganat génstatusza.

Magdanak a poliszoémidnak illetve a poliszomias esetek HER2 statuszanak a megitélése igen
nehéz feladat. Ebben nyujt segitséget az a 2014-ben megjelent konszenzusos javaslat,
mely poliszémia (CEP17-jel sokszorozddas) esetén - az altalunk alkalmazott médszerkez
hasonléan - csak a HER2 jelszamot veszi figyelembe és 6 vagy a felett pozitivitast
véleményez.(81) Eszerint amennyiben a CEP17 szam magas, akkor a HER-2 képiaszam
alapjan 4/sejtmag alatt nem amplifikalt, 6/sejtmag vagy e felett amplifikalt a HER-2
statusz. A két érték kozotti HER-2 szam esetén - amennyiben korabban nem tértént - IHK
vizsgalat javasolt és az ismert osztalyozas szerinti besorolas. Tovabbra is bizonytalan -
IHK-val 2+ - esetekben a klinikumban egy masik szoveti blokk vizsgalata javasolt

immunhisztokémiaval. Amennyiben az azonos eredményt hoz, akkor negativnak kell
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tekinteni az esetet. Kutatasi vizsgalat esetén az alternativ 17-es kromoszéma prébak ISH

vizsgalata (SMS, RARA) vagy molekularis kariotipizalas javasolt.

Dolgozatomban emlddaganatok HER-2 statuszanak ujra osztalyozasat végeztem el, a 17-
es kromoszoma poliszémidjanak figyelembevételével. A megvizsgalt 405 emlédaganatos
eset rutin FISH vizsgalatat ellendriztik, illetve elvégeztiik a centromer régiok vizsgalatat
is. Osszesen 143 (35,31%) mutatott amplifikaciét mindkét vizsgalomodszerrel és 243
(60,00%) negativ esetet regisztraltunk. Mindossze 19 esetben talaltunk eltérd
eredményeket, ahol 5 eset (1,23%) mely eredetileg nem mutatott amplifikaciot 6 folotti
HER-2 szignallal, ezeket tUjra osztalyoztuk, mint HER-2 amplifikalt eseteket. 14 esetet
(3,46%) soroltunk at a HER-2 negativ esetekhez, mely eredetileg amplifikaciét mutatott
6 alatti HER-2 szignal mellett. Ez azt jelenti, hogy a betegek 1,23%-a nem kapott bioldgiai
kezelést, bar indokolt lett volna és 3,46%-ban valdszinlileg hatastalan volt az egyébként
engedélyezett és alkalmazott anti-HER-2 kezelés. A vizsgalat elvégzése altal a HER-2
statusz pontosabb megitélését tettiink lehet6vé, mely nagyban hozzajarul a sikeres célzott

terdpiak kivitelezéséhez.

Az ellentmondasos eseteket két csoportra osztva vizsgaltuk. 5 esetben az eredetileg
negativ (HER-2/CEP17 arany <1,8) statuszt 6 feletti HER-2 jelszdm miatt mddositottuk
pozitivra. 4 betegrél sikeriilt adatokat gyiijteni. Erdekes médon 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 csoportbél. A masik esetben az igen magas (12 feletti) HER-2 képiaszam volt az
indoka a kezelésnek, ezt a beteget igen rapid lefolyasu betegség miatt 14 honappal késdbb
elvesztettiik. Az 5 éves tulélés 75%-os (3/4).

A masik csoportban (14 eset) az eredetileg pozitiv (HER-2/CEP17 arany >2,2) értékelést

modositottuk negativra a HER2<6 koépiaszdm miatt. 11 esetrdl sikeriilt az adatokat
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begyjteni. Koziilik - a pozitiv HER-2 statusz ellenére - csak 4 beteg részesiilt Herceptin
kezelésben. Ennek hatterében tobb okot is sikeriilt azonositani: a daganatok korai
stadiuma (trastuzumab kezelés nélkiil csak tovabbi 3 beteg kapott kemoterapiat), a
betegek kora, gyenge altalanos allapota és a mintavételek, miitétek idépontjaban
érvényes finanszirozasi kornyezet (egyedi elbiralas alapjan) mind hozzajarult ahhoz,
hogy csak a betegek bizonyos hanyada részesiilt anti-HER-2 kezelésben. 6 beteget
veszitettiink el, 3 esetben daganatmentes allapotban mas betegség vezetett halalhoz. Az
5 éves tulélés 82%-os (9/11), az atlagos tulélés kozel 7 év (6 év 10 ho).

Az el6bbiekben részletezett betegadatok még nem Kkeriiltek publikaldsra. Természetesen
mar a kis esetszam is alkalmatlanna teszi az adatokat barmilyen kovetkeztetés
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 tjra osztalyozassal klinikailag bizonyithat6éan - a betegségmentes és
teljes tulélést figyelembe véve - nyernek-e a betegek részben a hatasos terdpia

alkalmazasaval, részben a felesleges terapia mellékhatdsainak elkertilésével.

5.2.1. Uj megallapitasok a HER-2 statusz tijra osztilyozasa soran

A HER-2 génstatusz pontosabb meghatarozasaban jelentds szerepe van arészletesebb 17-

es kromoszéma centromer régio vizsgalatoknak.

e A célzott terapia sikerességének érdekében elengedhetetlen a fals pozitiv és fals

negativ eredmények kiszlirése.

e A vizsgalattal a 17-es poliszomia altal okozott fals pozitiv eredmények

kiszlirhet6k.
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e A fals negativ eredmények feltarhatok, igy a betegek szamara engedélyezik a

célzott terapiat, mely gydgyulasuk kulcsfontossagi momentuma.
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6.  Osszefoglalas

Az emlérakok kezelésének sikeres megtervezéséhez és kivitelezéséhez elengedhetetlen
fontossagi a daganat genetikai tulajdonsagainak, ezen beliil a HER-2 statuszanak
feltarasa. Dolgozatomban az emldrak kezelését alapvetéen meghataroz6 HER-2

expresszié meghatarozasanak technikaival foglalkoztam.

Az els6 részben a FISH vizsgalat kertilt 6sszehasonlitasra egy un. dual-color médszerrel,
a DDISH-sel. A validacios vizsgalat sordn azt tapasztaltuk a statisztikai analizis alapjan,
hogy a DDSIH magas konkordanciaval bir, tehat a két mdédszer megbizhatdsaga kozel
azonos, igy a dual-color dual-hapten in situ hibridizaci6é alacsony ara, kisebb technikai
hattere miatt megfeleld alternativa lehet olyan laborok szamara ahol FISH vizsgalat nem

all rendelkezésre.

A masodik részben az emlérakok HER-2 statuszanak meghatdrozasat megnehezitd
genetikai jelenséggel a 17-es kromoszoma poliszémiajaval foglalkoztam. Ha a 17-es
kromoszémak szama megsokszorozodik és ezzel egyiitt a HER-2-t kddol6 szakaszok
szama is, az FISH vizsgalattal alpozitiv eredményt adhat. Dolgozatomban eml6daganatok
HER-2 statuszat osztalyoztam ujra a HER-2/CEP17 arany figyelembevételével. A
statisztikai analizis fényében elmondhatjuk, hogy a két vizsgalomodszer érzékenysége
eltér, igy van létjogosultsaga a CEP17-et vizsgald6 modszereknek a HER-2

meghatarozasban.

Dolgozatomban az emlédaganatok HER-2 statuszanak meghatarozasaval kapcsolatos

hasznosithatd tapasztalatokat foglaltam 6ssze.
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7.  Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom témavezetémnek, Dr. Szo6ll6si Zoltannak, aki utmutatasaval,
értékes tanacsaival és a patoldgiai vizsgalatok koordinalasaval segitette jelen értekezés
Halasan koszonom Prof. Dr. Szant6 Janos és az Onkoldgiai Tanszék tdmogatasat, mely
nélkiill munkank nem johetett volna létre.

Kilon koszonet illeti Dr. Kovacs Judit f6orvos asszonyt, aki lehet6vé tette, hogy a
vizsgalatok patolodgiai jellegli kérdéseit osztalyan tisztazzuk.

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

Végiil, de nem utolsésorban halds vagyok csalddomnak, hogy rendiiletleniil igyekeznek

munkamhoz nyugodst, szeretd hatteret biztositani, mely felbecsiilhetetlen.

24



("; DEBRECENI EGYETEM [I /A
3 EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR DD‘

Nyilvantartasi szam:  DEENK/244/2016.PL
Targy: PhD Publikécios Lista

Jelolt: Késa Csaba
Neptun kéd: GB63HJ
Doktori Iskola: Klinikai Orvostudoményok Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Késa, C., Kardos, L., Kovéacs, J., Sz6llési, Z.: Comparison of dual-color dual-hapten brightfield in

situ hybridization (DDISH) and fluorescence in situ hybridization in breast cancer HER2
assessment.

Pathol. Res. Pract. 209 (3), 147-150, 2013.

DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.prp.2013.01.006
IF: 1.562

2. Egervéri, K., Késa, C., Szollési, Z.: Impact of chromosome 17 centromere region assessment on
HER?2 status reported in breast cancer.
Pathol. Res. Pract. 207 (8), 468-471, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/.prp.2011.05.008
IF:1.213

Tovabbi kozlemények

3. Lazér, G., Bursics, A, Farsang, Z., Harsanyi, L., Késa, C., Maradz, R., Méatrai, Z., Paszt, A,,
Pavlovics, G., Tamas, R.: lll. Emlérak Konszenzus Konferencia: az emlérak korszer( sebészi
kezelése.

Magyar Onkol. 60, 194-207, 2016.

4. Késa, C., Garami, Z., Dinya, T., Fulop, B.: Az invazivités prediktiv faktorai hengerbiopsziaval in
situ ductalis carcinomanak diagnosztizalt emlédaganatokﬁan.
Magyar Seb. 65 (4), 216-219, 2012. ’
DOI: http://dx.doi.org/10.1556/MaSeb.65.2012.4.8

5. Garami, Z., Szluha, K., Késa, C., Fulop, B, Lukacs, G.: A lokalis recidiva eléforduldsa
emlémegtartasos m(itéteink utan. [
Magyar Seb. 59, 179-183, 2006.

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. & Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok@]lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

25



13
}

(’/,; DEBRECENI EGYETEM

f
D EGYETEMI £ES NEMZETI KONYVTAR [IDD‘

/i

/|

6. Garami, Z., Benkd, K., Késa, C., Fulop, B, Lukacs, G.: A mammografias emléraksz(irés hatésa a
tumorméretre, a hénalji nyirokcsomo statuszra és a szévettani anaplézia fokara.
Magyar Seb. 59, 383-387, 2006.

7. Damjanovich, L., Késa, C., Bartha, |.: A herediter nonpolyposis colon carcinoma felismerésének
gyakorlati jelentésége = The importance of the recognition of hereditary nonpolyposis colon
carcinoma.

Magyar Seb. 54 (2), 88-90, 2001.

8. Kincses, Z., Kanyari, Z., Asztalos, L., Késa, C., Bodrogi, P., Balazs, G.: A vastagbél diverticulitisek
sebészi kezelése.
Magyar Seb. 54, 84-85, 2001.

9. Bartha, I., Damjanovich, L., Késa, C., Németh, A.: Enterovaginalis sipoly kezelése mucous
fistulaval.
Magyar Seb. 54 (2), 86-87, 2001.

10. Szegedi, Z., Késa, C.: A peritoneovenosus (Denver) shunt alkalmazasa az ascites sebészi
kezelésben.
Magyar Seb. 49, 195-202, 1996.

A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora: 2,775
A ko6zI6 folydiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgal6é kézleményekre):
2,775

A DEENK a Jelolt altal az iDEa Tuddstérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriai
ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2016.10.04.

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. & Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 39. & Tel.: (52) 410-443
E-mail: publikaciok@]lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu

26



