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1. BEVEZETES, IRODALMI HATTER

A c-erbB-2 (HER2, HER2/neu, ERBB-2) protoonkogén a 17-es
kromoszdéma hosszu karjan (17g12-21.32) helyezkedik el, és egy 185 kD
molekulatomegl transzmembran glikoproteint kdédol. A HER2 fehérje a
tirozin-kinaz tipusu novekedési faktor receptorok csalddjaba tartozik, de
mindmaig nem ismert 6nalld ligandja. Jelen irodalmi adatok szerint a
receptorcsaldd egyéb tagjaival heterodimert alkotva vesz részt olyan
extracellularis ligandokra adott sejtszintl valasz elinditdasaban, mint
példaul az epidermalis névekedés faktor.

Az eml6rakok 10-30%-dban a HER2 fehérje overexpresszidja,
valamint génamplifikacié is kimutathatd, ugyanis az ilyen tumorok kozel
90%-aban a fokozott fehérje expresszido hatterében HER2 génamplifikacio
all. Az immunhisztokémiailag (IHC) detektalhaté HER2 overexpresszio
emlorakok esetén nemcsak a betegség kimenetelét rontja, hanem hormon
terapiara és fluorouracyl alapu kemoterapiara rezisztenciat, anthracyclin
alapu kemoterapiara pedig fokozott érzékenységet hoz létre; a HER2
statusz igazi jelent6ségére azonban a trastuzumab (Herceptin), HER2
fehérje ellenes monoklonalis antitest megjelenése hivta fel a figyelmet. A
trastuzumab eredményesen alkalmazhaté a HER2 pozitiv emlérakok
tulnyomé tobbségében, azonban a terapidra vald alkalmassag eldontése
fontos kérdés nemcsak a kezelés magas koltsége, hanem lehetséges
mellékhatasai miatt is.

A HER2 statusz vizsgalatara a rutindiagnosztikaban legelterjedtebb

modszer az immunhisztokémia, mivel formalin fixalt, beagyazott



anyagokon egyszerlen Kkivitelezhetd6 és a vizsgalat koltségei is
alacsonyak. Az immunhisztokémia -mintegy szlr6vizsgalatként-
fokozott fehérje expressziot mutatd esetek kivalasztasara hasznalatos,
melyek valdszinlileg alkalmasak trastuzumab terapidra, amennyiben
tovabbi genetikai vizsgalatokkal a HER2 génamplifikacié igazolhatd. Mas
nézetek szerint erds immunhisztokémiai pozitivitas (3+) esetén genetikai
vizsgalat nélkul is megallapithaté a HER2 pozitivitas. Kereskedelmi
forgalomban hozzavetbleg hisz kilonb6z6 HER2 ellenes immunhisztokémiai
antitest létezik, melyek kozott taldlhatunk az irodalom altal pozitivan
jellemzett, az amerikai Elelmiszer és Gydgyszerigyi Hivatal (Food and Drug
Administration, FDA) altal bejegyzett Ugynevezett farmakodiagnosztikumokat,
és tobb alacsonyabb arfekvésl, altalaban kevésbé megbizhatd antitestet, mely
utébbiakat a rutindiagnosztikaban val6 alkalmazas elott validalni sziikséges.
Altaldnosan elfogadott antitest nem l|étezik, de vildgszerte a HercepTest
alkalmazasa terjedt el leginkabb.

A trastuzumab terapidra adott valasz el6rejelzésében a legelfo-
gadottabb eljaras a HER2 génamplifikacié kimutatdsa fluoreszcencia in
situ hibridizacidval (FISH). Az immunhisztokémia kevésbé megbizhato és
specifikus, mint a FISH, és egyes szerzok szerint az immunhisztokémiat
elhagyva az in situ hibridizacié o6nalléan is alkalmas a HER2 statusz
megallapitasara. A fluoreszcencia in situ hibridizacié azonban bonyolult-
sagat, mlszer- és koltségigényét figyelembe véve, egyeldore a fokozott

fehérje expressziét mutatd tumorok vizsgalatara korlatozodik.



Mind a fluoreszcencia in situ hibridizacié, klléndosen pedig az
immunhisztokémiai vizsgadlatok megbizhaté kivitelezéséhez elenged-
hetelen feltétel az egységes, standard kortlmények biztositdsa. Ehhez
egyrészt validalt, megbizhatd antitestek, diagnosztikai kitek hasznalata és
szigoru protokollok betartdasa sziikséges, de szOveti microarray-ek (tissue
microarray, TMA) alkalmazasaval tovabb fokozhatjuk a reakciéo koril-
mények egységességét. Szoveti microarray multiblokkok épitése soran
tumorszovetet tartalmazé paraffin blokkokbdl szarmazo, 0.6-3 mm
atmérdjli, reprezentativ szévethengereket épitiink Ugynevezett recipiens
blokkokba, és az igy kapott multiblokkbdl készilt metszeteken minden
szOovethenger atmetszete jelen van. A multiblokkok metszetein mind
immunhisztokémiai, mind pedig in situ hibridizacidos vizsgalatok kivitelez-
hetok, mégpedig a hagyomanyos metodikanal egységesebb korilmények
kozott, és nem utolsé sorban alacsonyabb kéltségek mellett.

Battifora és munkacsoportja “sausage block” és “checkerboard”
elnevezésli kezdetleges multiblokkjai utan 1998-ban irt Kononen és
munkacsoportja eldszor szoveti microarray-ekrél. Az elnevezés ekkor
honosodott meg, és azdta szamos szerz0 alkalmazta a szoveti microarray-
eket a kutatdsban és szamolt be eldnyeikrél. Statisztikai sokasagok
vizsgalatakor tobbek is ugyanazokat az aranyokat és 0Osszefliggéseket
taldltak TMA-k alkalmazasaval, mint amelyek korabban hagyomanyos
moddszerrel megallapitasra kerlltek, azonban a tumorok heterogenitasabdl
kovetkezOen az egyes esetek szintjén el6fordulhatnak tévedések. Nem

varhato el ugyanis egy 0.6 mm atmérojd szévet-hengert6l, hogy minden



esetben megfeleléen reprezentalja a méreteiben azt joval meghaladé tumort,
azonban a rutindiagnosztikaban ezek a tévedések megengedhetetlenek.
Néhanyan korabban beszamoltak arrdl, hogy széveti microarray-ek
megbizhatdéan alkalmazhaték IHC és FISH vizsgalatok eredményeinek
intézeten bellli és intézetek kozti validalasban, azonban a rutindiagnosztikai

felhasznalasrél egyedil Sapino és munkacsoportja irt.

2. CELKITUZESEK

Célkitlzéseink kozott els6ként az altalunk hasznalt szdveti
microarray-ek validalasa és rutindiagnosztikai megbizhatdésaganak
vizsgalata szerepelt. Ezutan hat kilénb6z6 HER2 ellenes immun-
hisztokémiai antitest 0szehasonlitd vizsgalatat végeztik el emlorakokbdl
készllt szoveti microarray-eken, melyek kozil négy antitest a HER2
fehérje intracellularis doménjére (NCL-CB11, Pathway CB11, HercepTest,
Pathway RM-4B5) és ketto pedig a HER2 fehérje extracellularis doménjére
volt specifikus (NCL-CBE356, NCL-CBE1). A tumorokhoz tartozé FISH
eredményeket alapul véve jellemeztik az antitesteket.

Végul adataink alapjan célunk volt egy HER2 diagnosztikus
algoritmus kidolgozasa, mellyel megbizhatébban és koltséghatékonysag

szempontjabdl is kedvezdbben végezheto a HER2 statusz megallapitasa.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.a. Esetek kivalasztasa

A szoveti microarray-ek validacios vizsgalatahoz a 2005-2006-0s
években a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
Pathologiai Intézetében diagnosztizalt invaziv eml6rakos esetek kozil 174
random kivalasztott beteg anyagat dolgoztuk fel.

Az immunhisztokémiai antitestek ©sszehasonlité vizsgdlatahoz az
eseteket tovabbiakkal egészitettik ki, és igy Osszesen 199 beteg anyagat
vontuk be a tanulmanyba.

A paraffin blokkokat és a meglévé haematoxylin-eosin (HE) festett és
immunhisztokémiai metszeteket kigy(jtottik, s a meglévd diagndzist
ellen6riztik: 174 esetben invaziv ductalis carcinoma, 24 esetben invaziv
lobularis carcinoma és 1 esetben mucinosus carcinoma volt a diagndzis. A
betegek adatait tablazatba foglaltuk, a blokkokbdl pedig széveti microarray-

eket készitettlink.

3.b. Szbveti microarray-ek

A szoveti microarray-eket Kononen és munkatarsai eredeti leirdsa
alapjan készitettiik, az akkori lehetoségeink korlatai miatt szikségszer(i
modositasokkal. A haematoxylin-eosin (HE) festett metszeteken
reprezentativ terilleteket vizalld tintaval jeldltink. A megfelel6 blokkok ezen
terlleteir6l 3 mm vastag szdvethengereket emeltliink ki a pécsi
Hisztopatholdgia Kft. altal gyartott ‘Manual tissue puncher’ szerkezettel. A

szovethengereket el6re elkészitett 24 lyukkal rendelkez6, standard méret(i



recipiens blokkba helyeztik a koordinatakat rogzitve. A szoveti
microarray-ek validacids vizsgalataihoz készilt multiblokkokba minden
esetbdl egy, majd az Ujonnan készilt multiblokkokba tumoronként kettd,
kilonb6z6 helyr6l szarmazd szovethengert épitettink be, hogy
minimalizaljuk a tumorheterogenitas kedvezé6tlen hatasat. Minden
multiblokkba atlos elrendezésben jelolohengereket (maj vagy lép szbvet)
helyeztiink, hogy megkonnyitsiik a késGbbi mikroszkdpos orientaciot.
Minden multiblokkbdl els6ként HE festett metszet készilt, és
felmértiik, melyik TMA core nem tartalmaz értékelhet6 mennyiségl tumor
szbvetet. Ebben az esetben Uj szovethengert épitettliink be az adott tumor

valamely blokkjabdl egy masik multiblokkba.

3.c. Immunhisztokémia

Hat kiilonbdz0 antitesttel és immunhisztokémiai kittel végeztiink
immunhisztokémiai reakcidkat a TMA-kbdl készlilt metszeteken. A
felhasznalt antitestek gyartok alapjan csoportokba szedve a kovetkez6k
voltak: NCL-CB11, NCL-CBE1, NCL-CBE356 (Novocastra, Newcastle upon
Tyne, UK), Pathway CB11, Pathway RM-4B5 (Ventana Medical Systems
Inc, Tucson, AZ, USA), valamint a HercepTest (Dako, Glostrup, Denmark)
farmakodiagnosztikai kit. Ezek kozll a széveti microarray-ek validalasahoz
az NCL-CB11 és a HercepTest reakcidokat mind hagyomanyos metszeteken,
mind pedig szoveti microarray metszeteken elvégeztik. A tobbi
immunhisztokémiai reakciét csak TMA-kbol késziilt metszeteken végeztik
el. Az immunhisztokémiai reakcidkat a gyarté altal ajanlott protokoll

alapjan készitettlik, automatizaltan, pozitiv és negativ kontroll mellett.
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Részletes informacio a protokollokrdl és az antitestekrdl az 1. tablazatban

talalhato.

1. tablazat A felhasznalt immunhisztokémiai antitestek és metodika

antitest (higitas) | forgalmazé antigén feltaras kromogén | automatizalas
NCL-CB11 (1:40) Novocastra PH:6 Citrat puffer 3 DAB Nexes
kukta
Pathway CB11 (RTU) Ventana Bl C'ELa;tEUffer g DAB Nexes
pH:7.2 Citrat puffer DAKO
HercepTest (RTU) DAKO (0.1 mol/L) 40' 95C DAB

vizfirdGben AR

NCL-CBE356 (1:40) Novocastra nem szlikséges DAB Nexes

pH:6 Citrat puffer 3'

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

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

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

A reakcidk értékelésénél a Sapino és munkatarsai altal kidolgozott
pontozasi rendszert hasznaltuk. Az immunhisztokémiai metszeteket két
vizsgald egymastdl fliggetlendl értékelte a membranpozitivitas jellege és
intenzitdsa alapjan. Ha a tumorsejtek tobb, mint 10%-a gyenge vagy
kozepesen er6s és komplett membranpozitivitdst mutatott a reakciot
kozepesen pozitivhak (2+), ha a tumorsejtek tébb, mint 10%-a erds és
komplett membranpozitivitdst mutatott a reakciot erds pozitivhak (3+)
mindsitettik. Ha a membranpozitivitads hianyzott (0), vagy kevesebb, mint
a tumorsejtek 10%-ban volt jelen (1+), a reakciét negativnak vettik. Az
aspecifikus cytoplasmaticus pozitivitdst minden esetben figyelmen kivl

hagytuk a reakcidk értékelésénél.



3.d. Fluoreszcencia in situ hibridizacid

A szilanizalt targylemezen levd 4 pm-es metszeteket deparaffinaltuk
és dehidraltuk, majd ezt kovetben a sejtek el6kezelése kdvetkezett a
Paraffin Pretreatment Kit II segitségével (Vysis, Des Plaines, IL, USA), a
gyartd altal ajanlott protokoll szerint. Ezt kdvetben felvittink a
metszetekre 6sszesen 7 pl ‘spectrum orange’ jeldlt HER2 specifikus prébat
specifikus probat (PathVysion HER-2/neu DNA Probe Kit, Vysis), majd a
genomikus DNS-t a prdbaval egyltt denaturaltuk 90 °C-on 10 percig,
amelyet hibridizacié kovetett 37°C-on egy éjszakan at. Mind a
denaturacio, mind pedig a hibridizaci6 ThermoBrite (Vysis) kézi FISH
berendezésen kerilt kivitelezésre. A poszthibridizaciés mosas utan a
metszeteket 4’,6-diamidin-2’-fenilindol-dihidroklorid-dal (DAPI, Vysis)
hattérfestettiik. A metszeteket 4 °C-on 1 ¢6ran at taroltuk, majd
fluoreszcens mikroszképpal (BX51, Olympus, Tokyo, Japan) értékeltik.
10x-es objektivvel és DAPI filterrel a TMA core-okat beazonositottuk, majd
100x-0s immerzios nagyitassal vizsgaltuk a tumorsejteket tripla savsz(ird
(DAPI/Orange/Green) segitségével. Negyven sejtmagon bellli
narancssarga (HER2) és zold (CEP17) szignalt 6sszeadva atlagot
szamoltunk, majd meghataroztuk a HER2/CEP17 hanyadost.

Az eseteket ‘nem amplifikdltnak’ mindsitettiik, ha a hanyados 1.8, vagy
az alatti és ‘amplifikdltnak’, ha 2.2 feletti volt. 1.8 és 2.2 kozotti hanyados
esetén Ujabb 20 sejtmagon belili jeleket adtunk Ossze és a hanyadost

Ujraszamoltuk. Ha a sejtmagokon bellili CEP17 jelek szama atlagosan 1.5 és



2.5 kozott volt, akkor a 17-es kromoszoma szamot normalisnak
tekintettiik (diszdmia), mig 1.5, vagy az alatt monoszémiat, 2.5 felett

pedig poliszOmiat véleményeztiink.

3.e. Statisztikai elemzés

A hagyomanyos metszeteken kivitelezett NCL-CB11 és HercepTest
IHC reakcidkat 6sszevetve a TMA metszetek NCL-CB11 és HercepTest IHC
reakcidinak eredményével kiszamoltuk az immunhisztokémiai konkordan-
ciakat. Az egyes csoportokat mindemellett 6sszevetettilk a FISH ered-
ményekkel is.

A tovabbiakban FISH eredményeket alapul véve kiszamoltuk a hat
kilonb6z0 immunhisztokémiai antitesttel végzett reakcid szenzitivitasat,
szelektivitasat, pozitiv és negativ prediktiv értékét (PPV és NPV), valamint
pontossagat. A szamitasokat kétféleképpen végeztik: az elsé esetben az
immunhisztokémiai eredmények dichotomizalasakor a 2+-es eseteket is
pozitivnak tekintettilk, a masodik esetben pedig csak a 3+-es eseteket
vettlk pozitivnak. A 0 és 1+-es IHC reakcidk mindkét esetben negativnak
szamitottak. A FISH eredmények dichotomizalasakor a diszoémias, nem
amplifikalt eseteket a 17-es kromoszédma aneuszémiaval (monoszomia,
poliszédmia) rendelkez6 esetekkel egyitt ‘FISH negativhak’ tekintettik.

Kizardlag a tényleges HER2 amplifikacidt vettik ‘FISH pozitivnak'.
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4. EREDMENYEK
4.a. Széveti microarray-ek validalasa

Az antigén feltarasi, el6kezelési, emésztési és mosasi |épések alatt a
TMA core-ok 10.2% sodrodott le a metszetekrdl. Az 174 eset hagyoma-
nyos immunhisztokémiai (NCL-CB11) adatai és a TMA metszetekbdl
készllt immunhisztokémiai (NCL-CB11) és FISH eredmények 6sszevetése
soran eredményeink a kovetkezok voltak:

A 91/174 (52%) hagyomanyos modon Kkivitelezett immunhisztoké-
midval negativ eset kozll 86 (94.5%) a TMA metszeteken is negativnak
bizonyult. Ezek kozlil 83 eset nem mutatott amplifikaciét FISH-sel, két
esetben HER2 génamplifikdcid, egy esetben 17-es kromoszoma
aneuszdémia volt igazolhatd. A négy (4.4%) HER2 2+-es eset kdzll harom
diploid, nem amplifikalt tumor volt, a maradék egy esetben aneuszémiat
taldltunk. A TMA metszeten 3+ pozitivitast hordozé eset FISH-sel diploid,
nem amplifikalt tumor volt.

Meglehetésen nagyszamu, 49/174 (28%) 2+-es esetet talaltunk a
hagyomanyos metszeteken, melyek kozil 40 (81.7%) TMA-kon is 2+-es
reakciot adott, és ezen belll nyolc esetben HER2 génamplifikaciét is
sikerillt kimutatni. Tovabbi hét eset IHC negativ volt, ketté pedig 3+-es
volt a szdveti microarray-eken, és egyikik sem hordozott gén-
amplifikacidt, vagy pedig 17-es kromoszéma aneuszomiat.

A fennmarado 34/174 (20%) eset a hagyomanyos metszeteken 3+
pozitivitast mutatott, ezen belll 29 (85.3%) TMA-kon is 3+ volt, ketto

(5.9%) immunhisztokémiailag 2+, és harom (8.8%) pedig IHC negativ
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volt. Utdbbi harom esetbdl egynél aneuszémiat lattunk, a masik ketté nem
mutatott génamplifikaciot. Amig a kettd 2+-es esetbdl egyik sem volt
amplifikalt, addig a 29 3+-es esetbdl 21 hordozott génamplifikaciét, és
egy esetben aneuszémiat lattunk.

HercepTest-et haszndlva a hagyomanyos és a TMA metszeteken
végzett immunhisztokémiai reakcidk részben mas eredményeket hoztak:

Negativ reakciét 123 eset (123/174, 71%) mutatott a nagy
metszeteken, melyek kozdl 114 (92.7%) TMA metszeteken is hasonldan
viselkedett. Ezek kozul két eset mutatott HER2 amplifikaciot, tovabbi két
tumor esetén pedig a 17-es kromoszoma aneuszomiadja volt bizonyithato.
Hét eset (5.7%) -kettdben a HER2 amplifikaciéval- immunhisztokémiailag
2+ volt TMA metszeteken, tovabbi két eset pedig IHC 3+, mely utdbbiak
kozll egy génamplifikaciot is hordozott.

A HercepTest-tel csupan 31/174 (18%) eset volt 2+-es a hagyomanyos
metszeteken; ebbdl a 31-bél 25-6t (85.7%) TMA-kon is 2+-es pozitivitas
jellemzett, egyet (3.2%) pedig 3+-es. Az Osszesen 26 konkordans eset
kozul kilenc mutatott génamplifikaciét, és mind az 6t (16.1%) diszkordans
eset diploid, nem amplifikalt tumor volt.

A hagyomanyos reakcioval 20 esetben lattunk 3+ pozitivitast,
melyek kozul 16 TMA alkalmazasaval is ugyanezt az eredményt hozta
(16/20, 80%), amelyekbdl 15 HER2 amplifikaciot, egy eset pedig 17-es
kromoszémaaneuszomiat mutatott. Két eset mindéssze meérsekelt
pozitivitdst mutatott (2+) TMA-kon, melyek kozil csak az egyik volt

amplifikalt, szintén két eset (10%) pedig IHC negativ volt a szoveti
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microarray-eken. Utébbiak kozll az egyik nem mutatott HER2 amplifi-

kaciot, és a masik 17-es kromoszomaaneuszémiat hordozott.

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

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

IHC 3+ pozitivitast 8.14-11.76%-ban észleltliink, antitesttol
figgoen. Az IHC 2+ és 3+ esetek egyittesen mintegy 11.63-41.18%-ot
tettek ki. Az NCL-CB11 hasznalata esetén taldltunk a legmagasabb, a
Pathway RM-4B5 antitest esetén legalacsonyabb aranyban 2-3+-es
eseteket. A 199 esetbdl 6sszesen 25 mutatott HER2 amplifikaciot. Egyeddl
a HercepTest alkalmazasanal nem lattunk HER2 amplifikaciét az IHC
negativ esetek kodzott, addig a legmagasabb szamban (4 eset) az NCL-
CBE1 és a Pathway RM-4B5 antitestekkel talaltunk ilyen eseteket.

Az els6 megkozelités szerint a legmagasabb szenzitivitdsa és negativ
prediktiv értéke a HercepTest-nek volt; mindkett6é 100%, mivel nem volt
alnegativ eset. A szenzitivitds szempontjabol a masodik az NCL-CB11 volt
(95.65%), mig a legalacsonyabb értéket a Pathway RM-4B5 mutatta (80%).
A negativ prediktiv érték tekintetében a masodik ugyancsak az NCL-CB11
(99.09%) volt, amely kevesebb, mint egy szazalékkal maradt el a
HercepTest-t6l, és még az NCL-CBE1 negativ prediktiv értéke is majdnem
elérte a 97%-ot (96.95%).

A Pathway RM-4B5 érte el a legmagasabb specificitast (97.36%), a

Pathway CB11 86.96%-0s specificitdsanal pedig alig volt alacsonyabb a
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HercepTest 84.97%-0s értéke. Ezen szamitasaink alapjan az NCL-CB11
volt a legkevésbé specifikus (66.46%) jelz6je a HER2 amplifikacionak.

Meglehetdsen alacsony pozitiv prediktiv értéket taldltunk minden
immunhisztokémiai antitest esetében, melyek kozott a Pathway RM-4B5
80%-0s aranya kiemelked6. A sorrendben ezt kovetd Pathway CB11-et
mar csak 48.78%, az NCL-CB11-et pedig 28.57% jellemezte.

Osszesitve, a legmegbizhatéobb eredményeket a Pathway RM-4B5
antitesttel értik el (95.34%), melyet csokkend sorrendben a Pathway CB11
kOvetett (86.96%). A legkisebb pontossaggal az NCL-CB11 volt jellemezhetd
(70.05%).

A masodik megkozelités soran, amikor a 2+-es eseteket negativnak
tekintettik, figyelemre méltd valtozasokat tapasztaltunk az antitestek
sorrendjében, ami annak kdszonhetd, hogy a 2+-es esetek kdzel 90%-a
nem hordozott HER2 génamplifikaciot. Osszességében elmondhatd, hogy
az antitestek specificitdsa, pozitiv prediktiv értéke és pontossaga altalaban
nott, mig a szenzitivitdsuk és a negativ prediktiv értékik csdkkent.

A két CB11 antitestet jellemezte a legmagasabb szenzitivitas és NPV
(NCL-CB11 - 73.91% és 96.36%), valamint specificitas és PPV (Pathway
CB11 - 99.38% és 93.75%). A masodik legmagasabb specificitast és
pozitiv prediktiv értéket a Pathway RM-4B5 mutatta (99.34% és 92.86%),
a legalacsonyabbat pedig az NCL-CB11 (96.95% és 77.27%). A
HercepTest volt a masodik legszenzitivebb (70.83%) és a masodik
legnagyobb negativ prediktiv értékld (96.06%) immunreakcio. A

legalacsonyabb szenzitivitdsa az NCL-CBE1 antitestnek volt (63.63%), a
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legkisebb NPV-je pedig a Pathway CB11 kitnek (95.24%). A leg-
pontosabbnak ezuttal a HercepTest bizonyult (95.43%), mely Kkicsivel
meghaladta az els6 szamitasunk soran a Pathway RM-4B5-tel leirt értéket.
Csak a 3+-es eseteket véve pozitivhak a masodik legmegbizhatébb antitest
a Pathway RM-4B5 lett (95.35%), a legkevésbé pontos pedig az NCL-

CBE356 (93.23%) volt.

5. MEGBESZELES

Az emlorakok pathologiai diagnosztikajanak elengedhetetlen része a
HER2 statusz meghatarozdsa, mely kiemelt prognosztikai és fdleg
célterapias jelent6sége miatt fontos, hogy standardizalt, megbizhatd és
koltséghatékony moddon torténjen. A standardizalas validalt immun-
hisztokémiai antitestek hasznalata és meghatarozott protokollok szigoru
betartasa mellett tovabb ndvelheté széveti microarray-ek alkalmazasaval.
Munkacsoportunk elsé célja az volt, hogy bizonyitsuk a TMA-k alkalmaz-
hatdsagat a rutin HER2 diagnosztikaban.

Szoveti microarray-eket kutatasi céllal szamos csoport alkalmazott
és alkalmaz kilonb6z6 immunhisztokémiai és in situ hibridizacids
vizsgalatok nagy vizsgalati anyagon torténd elvégzéséhez, azonban a
tumorheterogenitasbél addéddé kétes megbizhatésag miatt TMA-kat a
rutindiagnosztikaban eddig nem hasznaltak. Kutatécsoportunkkal
parhuzamosan, de fliggetlenlil Sapino és munkatarsai végeztek ilyen iranyu
vizsgalatokat, azonban mindbéssze 20 eset direkt immunhisztokémiai és

FISH 0Ossze-hasonlitasat végezték el. Vizsgalataink els6 részében 174
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emlorakos eset hagyomanyos moddon és szoveti microarray-eken
szimultan kivitelezett immunhisztokémiai 6sszehasonlitasa tortént, mely
eredményeket szoveti microarray-eken végzett FISH eredményekkel
vetettik 6ssze. Mind az NCL-CB11 antitesttel, mind pedig a HercepTest
farmakodiagnosztikummal végzett IHC vizsgalatok soran magas korrelacio
volt megfigyelhetdé a HER2 negativ (94.5% és 92.7%), a HER2 2+ (81.7% -
2+ és 4% - 3+; 80.7% - 2+ és 3.2% - 3+) valamint a HER2 3+ eseteknél
(5.9% - 2+ és 85.3% - 3+; 10% - 2+ és 80% - 3+). Amennyiben a TMA-
kon végzett FISH eredmények az immunhisztokémia alapjan varttal nem
egyeztek, a genetikai vizsgalat ereményét minden esetben megerdsitettiik
hagyomanyos modon kivitelezett fluoreszcencia in situ hibridizacidval.
Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az altalunk hasznalt szoveti
microarray-ek megbizhatdéan alkalmazhatok a rutindiagnosztikaban.

A microarray-ek validalasa soran 3mm atméréjli szévethengerekbdl
tumoronként csupan egyet épitettink be TMA-ba, azonban a
megbizhatésag minden bizonnyal tovabb fokozhatd, ha tumoronként tobb
kilonbdz6 helyrél szarmazé szovethengert hasznalunk. Ugyanakkor
elgondolkoztatd, hogy amennyiben egy core-biopszia immunhisztokémai
és FISH eredményeit reprezentativnak tekintjik a tumor egészére
vonatkozoan, akkor a kelléen vastag, szimpla hengerekbdl allé szoveti
microarray-eket is hasonldéan, megbizhaténak kellene tekintenink.

A fluoreszcencia in situ hibridizacids vizsgalatok koltségeinek
csokkentése és a reakcidk egységes koriulményeinek megteremtése

mellett a szoveti microarray-ek elénye, hogy a FISH metszetek
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mikroszkopos értékelése gyorsabb, hiszen csupan eldre kivalasztott,
idealis, nem atfed6 tumorsejtekben gazdag terileteket kell attekintenink.

A TMA technika lehetséges hatranyai kozott felmerilhet, hogy plusz
lépések beiktatdsa miatt a vizsgalati id6 szamottevéen megnd, azonban
tapasztalataink szerint, amennyiben megfeleld szamu emlorakos eset
vizsgalata zajlik, a multiblokkok épitése nem jelent tébblet energia és id6
raforditast, ami szamottevoen befolydsolna a diagnosztika sebességét.

A microarray-ek validalasa soran az NCL-CB11 jelzés(i antitesttel
meglep6en magas aranyban talaltunk HER2 2+ eseteket (28%), ezért a
vizsgalatokat megismételtik egy FDA mindsitett farmakodiagnosz-
tikummal is. A HercepTest alkalmazasa mellett 17.8%-ban taldltunk
kozepesen pozitiv eseteket, amely a korabbi irodalmi adatokkal jobban
egyezik, mig a nagy lemezes és TMA metszeteken végzett immun-
hisztokémia konkordancidja szamottevéen nem valtozott. A HER2 ellenes
antitestek O0sszehasonlitasa soran szintén kevesebb volt a 2+-es esetek
szama a HercepTest-tel, mint NCL-CB11 antitesttel, mely alatdmasztja,
hogy az eltérés az antitestek kilonbdz0ségében rejlik.

Minden esetet genetikailag is megvizsgalva, talaltunk olyan
tumorokat, melyekben az er6s HER2 expresszid hatterében nem allt
génamplifikacio, vagy épp ellenkezdleg HER2 génamplifikacid mellett nem
volt szignifikans protein expresszid. Az ilyen diszkordans esetekben a
fluoreszcencia in situ hibridizaciét hagyomanyos nagylemezes maddszerrel
is megismételtik, és kivétel nélkil a TMA-val azonos eredményt kaptunk.

A fenti eltérés oka intracellularis, vélhetdleg fokozott vagy csokkent
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receptor internalizaciét okozo6 folyamat lehet, melynek tovabbi vizsgalata
fontos kérdésekre adhat valaszt, akar a trastuzumab hatékonysagaval
kapcsolatban is.

Az NCL-CB11 antitesttel 3+-es esetek 62-66%-a volt csak amplifikalt,
mig HercepTest-tel ez az arany 80-89% volt. Az irodalomban kilénb6z6
antitesteket véve alapul 3+-es esetek tekintetében az IHC-FISH
konkordancia 55.6-100%-ig terjed, mely alapjan elfogadhatdok az
eredményeink, azonban ez a széles variancia megkérddjelezi az
immunhisztokémia megbizhatdésagat. Tobbek kozott ezen megfontolasbol
végeztik el hat kilonb6z6, egyenként igéretes HER2 ellenes immun-
hisztokémiai antitest 6sszehasonlitd vizsgalatat.

Harom FDA a&ltal elfogadott farmakodiagnosztikai kit (HercepTest,
Pathway CB11 és Pathway RM-4B5), két klilonb6z6 extracellularis domén
elleni antitest (NCL-CBE1 és NCL-CBE356) és az intézetlinkben régoéta
hasznalatos, intracellularis domén specifikus NCL-CB11 antitest
eredményeit hasonlitottuk 6ssze 199 emlérakos eseten, és a FISH
eredényeket alapul véve jellemeztik 6ket.

Minden antitesttel talaltunk 3+ pozitivitast génamplifikacié nélkdl,
mely alapjan indokoltnak tartjuk az IHC 3+ esetek genetikai vizsgalatat
rutinszerlen elvégezni. Szamos szerz0 szerint mind a 2+ és 3+-es esetek
in situ hibridizacids vizsgalatat célszer( elvégezni, mas forrasok alapjan
viszont a 3+ immunhisztokémiai pozitivitas 6nmagaban HER2 pozitivhak
tekinthet6. Ezen elvek alapjan az immunhisztokémiai eredmények

dichotomizalasat kétféleképpen végeztik: az egyik esetben a 2+-es
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eseteket is, mig a masik esetben csak a 3+-es eseteket tekintettik IHC
pozitivnak.

Habar Ainsworth és munkatarsai korabban kozolt eredményei
alapjan mast vartunk, a két extracellularis domén elleni antitest (NCL-
CBE1 és NCL-CBE356) vizsgalatunk sordn nem valtotta be a hozzajuk
flzott reményeinket. Mind a membranfestédés gyenge mindsége, mint
pedig a jelent6s hattér reakcid nehezitette a metszetek értékelését, és
sem szenzitivitdsukkal, sem specificitdsukkal nem tlintek ki a tdbbi
antitest kozil. Ezek alapjan alkalmazasukat a rutindiagnosztikaban csak
alapos intézeti validalast kévetb6en javasoljuk.

A legigéretesebb a vizsgalt antitestek kozil a Pathway RM-4B5 volt,
mely szintén FDA altal elfogadott farmakodiagnosztikum, és Powell és
munkatarsai szerint megbizhatéan alkalmazhaté a HER2 diagnosztikaban.
Eredményeink alapjan szamitott pontossaga kiemelked6 volt, ugyanakkor
szenzitivitdsa elmaradt a HercepTest érzékenységétdl. Megemlitenénk,
hogy agressziv antigén feltarasi lépések a membranfestédés mindségét és
igy az érzékenységet nem javitottak, viszont a primer antitest kissé
automatizalt kordlmények kozott azonban 32 percnél hosszabb
inkubaciora nincs lehet6ség, igy az 06sszehasonlitdshoz az eredeti
eredményeket vettik alapul.

Ha az immunhisztokémiaval azon 2-3+-es eseteket valasztjuk ki,
melyeket tovabbi DNS szint(i vizsgdlatnak vetink ala, akkor a

diagnosztika megbizhatésdaga szempontjabdl a legfontosabb tulajdonsag
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az IHC szenzitivitasa. Ilyen tekintetben a HercepTest-et és az NCL-CB11-et
kiemelked6nek talaltuk, hiszen az el6bbinek a 2-3+-es eseteket tekintve
volt (100%), az utdobbinak pedig a 3+-es eseteket pozitivhak véve volt
(73.91%) az érzékenysége a legmagasabb. Fontos tulajdonsag tovabba a
specificitas, kilondsen, ha a 3+-es eseteket nem vizsgaljuk genetikailag.
Legmagasabb specificitast a Pathway RM-4B5 és a Pathway CB11 mutatott
a 2-3+ és a 3+-es eseteket nézve. A legkdnnyebben értékelhetd
membranfestodést a HercepTest és a Pathway CB11 farmako-
diagnosztikumok biztositottak.

Az immunhisztokémia szenzitivitdsa novelhet6, amennyiben
parhuzamosan egy masik antitesttel is végziink vizsgalatot és a DNS
szint( vizsgalatot csak akkor hagyjuk el, ha mindkét immunhisztokémiai
reakcié negativ. Ez utdbbi nézetliinket Sapino és munkatarsai is
megerdsitették. A két immunhisztokémiai reakcidhoz eredményeink
alapjan a HercepTest-et és valamelyik CB11 jelzés( antitestet ajanljuk.

Osszefoglalva, az emlérdkok HER2 diagnosztikdja kéltség-
hatékonysagi szempontokat is figyelembe véve az alabbi algoritmus
alapjan végezhetd legmegbizhatébban: minden emlérakot hagyomanyos
nagylemezes mddszerrel immunhisztokémiailag vizsgalunk, mely
szolgaltat egy kozelitd eredményt. Ehhez a leggazdasdgosabb és mégis
szenzitivnek mondhaté NCL-CB11 antitestet ajanljuk. Ezutan minden
emldrakot szoveti microarray-be épitlink be, és TMA metszeten elvégzink
egy masodik immunhisztokémiai reakciét a legmegbizhatéobb HercepTest-

tel, valamint fluoreszcencia in situ hibridizaciét valamely dual-color FISH
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kittel. Ha nincs ellentmodas az immunhisztokémia és a FISH kodzott, akkor
az eredményeket elfogadjuk, ellentétes esetben a FISH-t hagyomanyos
nagylemezes modszerrel megismételjik, és ezt az eredményt tekintjik
véglegesnek. Ilyen mddon minimalisra csOkkenhetjik a FISH pozitiv
esetek “elkallédasat”, és a szoveti microarray-ekkel kapott minden
lehetséges fals eredményt kiszlrlink, mindezt a jelenlegi algoritmusnal

joéval koltséghatékonyabb és megbizhatébb modon.
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