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Emlérakban a HER2 protoonkogen altal kodolt HER2 receptor protein membran-
expresszidja egyre nagyobb gyakorlati jelentdségl. Szovettenyészetekben és él-
latkisérletekben bebizonyosodott, hogy a HER2 gén amplifikacigja daganatos
transzformaciot indukal, tumorsejtekben pedig a tumor agresszivitasat noveli. A
HER2-overexpresszio emlérakokban rossz prognozist jelent, és dsszefiigg az tn.
feno- és genotipusos prognosztikai markerekkel, és az attétképzédéssel. Vizsgala-
tainkban kimutattuk, hogy az un. rakmegel6z6 proliferaciok és in situ ,carcino-
mék” egy részében HER2 membranfestddés van. Ezekben az esetekben gyakran
DNS aneuploidia, p53 mutacios protein és CD44v6 glycoprotein pozitivités is ta-
pasztalhatd. Véleményiink szerint ezekben az esetekben valodi carcinomas atala-
kulas val6szintsithetd.

Az invaziv carcinomédkban a HER2 protein immunhisztokémiai vizsgalataval, az
irodalmi adatokkal egyezden, osszefliggést talaltunk az in situ és invaziv carcino-
mék differencialtsdga és szovettani tipusa, valamint agresszivitasa, biologiai vi-
selkedése kozott.

A HER?2 receptor protein extracellularis domainjéhez kot6dé humanizalt mono-
klonalis antitest, a trastuzumab a klinikai vizsgalatokban hatékonynak bizonyult a
HER2-t overexpresszalé metasztatikus emlérakokban, mind monoterapia formaja-
ban, mind kemoterapias szerekkel kombinadlva. A DAKO ,HercepTest” szemi-
kvantitativ standardizalt lehet6séget biztosit a HER2-overexpresszié kimutatasara.
Magyar Onkologia 44:39-51, 2000.

In breast cancer the membrane expression of HER2 receptor protein encoded by
the HER2 proto-oncogene seems to have an ever growing clinical significance. In
tissue cultures and animal experiments it was shown that the HER2 gene
amplification induces malignant transformation and intensifies the aggres-
siveness of the tumour cells. Correlating with the so called pheno- and genotypic
prognostic markers, the overexpression of HER2 in breast cancer predicts also
poor prognosis and indicates enhanced potential for metastatisation.

In some of the so called precancerous proliferations and ,in situ” carcinomas we
demonstrated the enhanced membrane staining of the HER2 receptor protein. In
these cases we frequently observed DNA aneuploidy, the presence of p53
mutational protein and CD44v6 glycoprotein. The immunohistochemical studies
of HER2 protein in invasive carcinomas have revealed, an interrelationship
between the grade of differentiation, histological type, aggressiveness and
biological behaviour of the ,in situ” and invasive carcinomas. In clinical studies
trastuzumab, a humanized monoclonal antibody recognizing extracellular
domain of HER2 receptor protein, has proved to be effective in HER2
overexpressing metastatic breast cancer either as monotherapy or in
combination with chemotherapeutical agents. The DAKO ,HercepTest” is a
semiquantitative, standardised method for the determination of HER2
overexpression. Toth ], Szentkuti A. Expression of HER2 in breast cancer.
Hungarian Oncology 44:39-51, 2000.
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Bevezetés

A HER2 protoonkogén emlérakban és mas tu-
mortipusokban transzmembran tirozinkinaz no-
vekedési faktor receptort kodolé protoonkogén,
amelynek overexpresszi6ja laboratoriumi koriil-
mények kozott daganatos atalakulast, és a daga-
natsejtek agresszivebb biologiai viselkedését
eredményezi, ami klinikailag kiilonésen emlérak
eseteiben rossz prognozissal tarsul (2, 4, 11, 57,
68, 74, 124, 125).

A legtjabb vizsgalatok eredményei arra utal-
nak, hogy a HER2 a kemo- és hormonterapiara
adott valasz egyik prediktiv tényezdje. A HER2-
pozitivitas hormonkezelés hatastalansdga mellett,
az anthracyclin kemoterapiaval szembeni foko-
zott érzékenységet jelent (19, 91, 98, 114). Az
eredmények azonban nem egyértelmtek. Logi-
kus felismerés volt, hogy mivel a HER2-overex-
presszié szerepet jatszik a daganatos altalakulas-
ban és az agresszivebb klinikai viselkedésben,
specifikus daganatellenes kezelés igéretes célmo-
lekulaja lehet (2, 17, 20, 40, 64, 107). A HER2 re-
ceptor extracellularis domainja ellen monoklona-
lis antitesteket, tirozinkinaz-gatlo szereket, anti-
szenz modszereket és vakcinakat preparaltak (11,
12, 91, 98, 109, 148). A monoklonalis antitestek
magukban vagy mas kemoterapeutikumokkal
egyltt adagolva, HER2-pozitiv tumorokban haté-
konynak bizonyultak (102, 104, 105, 117, 118,
119), s6t a radioszenzitivitast is fokoztak (110).

Jelen munkankban attekintést szeretnénk ad-
ni a hatasmechanizmus teriiletein nyert legfonto-
sabb vizsgalati eredményekrol. Ismertetjiik a rak-
megel6z6 allapotok és az emlérakok fenotipusos
jellegzetességei valamint a morfologiai prognosz-
tikai faktorok és a HER2-overexpresszio kozotti
osszefiiggéseket. A HercepTest” (DAKO) bemu-
tatdsaval célunk a HER2-statusz standardizalt
meghatarozasanak leirasa. A HER2-stitusz nem
standardizalt megitélése ellentmondd eredmé-
nyeket szolgaltatott, ami kedvezétleniil befolya-
solta a kezelést is (113).

Megbeszélés, attekintés, targyalas

Az erbB tirozinkindz-csalad emlérakban azt a no-
vekedési faktor-receptor rendszert alkotja, amely
a tumorproliferacié autokrin vagy parakrin sti-
mulélasat végzi. Ez a receptorcsalad négy homo-
log receptort foglal magaba: az epidermalis nove-
kedési faktor (EGF) receptorat - ami azonos az
erbBl (HERI-gyel), az erbB2 (HER2/neu), az
erbB3 (HER3) és az erbB4 (HER4) receptort. A re-
ceptorok extracelluldris (kapcsold), transzmemb-
ran lipofil szegmentumbdl és intracellularis sza-
balyozo karboxil-terminalis szegmentummal ren-
delkez6 protein tirozinkindz domainbdél éptlnek
fel (1,2, 11, 93).

Az erbB receptorcsalad szerepet jatszik a nor-
malis emlémirigy kifejlédésében is. Az EGF-
szerd ligandok mint a neuregulin stimulaljak az
eml6émirigy lobulo-alveolaris fejlédését. Az erbB1
kérosodasa hibas glandularis fejlédést eredmé-
nyez. Az egér emlémirigy kialakulasanak kiilon-
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boz6 stadiumaiban a négy erbB receptor és li-
gandjaik eltéréen expresszalodnak, a proteinek
specialis szerepét jelezve (2, 11, 133).

Az emberi EGFR-2 (HER2) gén a 17-es kromo-
szoma q (hosszu karjanak) 21-es szegmentuma-
ban taldlhat6 (25, 112). A HER2 gén 185 kD-s
transzmembran glikoproteint koédol, amit
p185HER2yel jelolnek, gyakran egyszerien HER2
proteinnek vagy receptornak hivjak (11, 26, 87).

A peptid novekedési faktorok receptoraikhoz
torténd kapcsolodasa rendszerint dimerizaciohoz
vagy még nagyobb komplex képzédéséhez tarsul.
A rendszerint monomer formaban 1évé HER re-
ceptorok aktiv receptordimereket alkotnak,
amelyek ligandkotédéssel stabilizalodnak. Azo-
nos receptorok dimerizacigjaval homodimerek
jonnek létre, kiillonb6z6 HER monomerek
heterodimereket alkotnak. A négy kulonféle
receptor (HERIL,2,3,4) osszesen tiz killonféle
dimerkombinéciét hozhatnak létre. Az emlémi-
HER1-4, HER4-4 és HER3-4 homo- és
heterodimerek jatszanak szerepet. A malignus at-
alakulasban a HER2 monomerrel alkotott kombi-
nacioknak (HER2-3, HER2-1 és a HER2-4) van a
legfontosabb szerepe (13, 14, 147). Az EGF-szerti
ligandok csoportjaba tartozik az EGF, a TGF-alfa
és az amphiregulin, ezek csak az erbB1-gyel tud-
nak mnagy affinitdssal kapcsolédni. A he-
regulinokat neu differencidcios faktornak (NDF-
nek) vagy neuregulinnak is nevezik. A heregulin
mind az erbB3-mal, mind az erbB4-gyel kotédik,
ezzel szemben a heparinkété EGF (HB-EGF), az
epiregulin és betacellulin kolcsénhatasba léphet
az. erbBl-gyel, erbB3-mal és erbB4-gyel is. Az
erbBl-et ezért EGF-receptornak, az erbB3-at és 4-
et heregulin-receptornak is nevezik (93).

Az HER2 ,arva-egyedulalle” - orphan recep-
tor sajat kulon ligand nélkil, ezért a jelatvitelben
csak ugy tud résztvenni, ha a HER csalad mas
tagjaival hetero-asszociacioba 1ép. Leghatasosabb
a HER3-mal alkotott heterodimer. A HER3-nak
hianyzik az intrinsic tirozinkinaz-aktivitasa, a két
komponens (HER2/HER3) dimert alkotva egy-
mas hidnyossagat kiegészitik, funkcionalis jelat-
viteli rendszert képeznek (93, 126). A HER2-2 és
HER3-3 homodimerek viszont hatastalanok, mi-
vel vagy ligandjuk (HER2-2), vagy tirozinkinaz-
aktivitasuk (HER3-3) hidnyzik.

Mind az erbB2, mind az erbB3 citoplazmati-
kus része az erbB tirozinkindz aktivalodasakor
foszforilalodik (50, 93).

Bebizonyitottak, hogy a heregulin-receptorok
(erbB3 és 4) részt tudnak venni az EGF-indukalt
jelatvitelben. Az erbBl-et és 3-at expresszalo sejt-
vonalban az erbB3 tirozinfoszforildlasat az EGF
stimulalja (93). A sejtfelszini HER2 proteint tartal-
maz6 heterodimer receptorkomplexhez torténd
ligandkotédés a belsé tirozinkinaz-aktivitas elindi-
tasahoz vezet és tirozin-autofoszforilaciot indukal.
Ez egy olyan jelenségsorozatot jeldl, amelynek az
az eredménye, hogy a sejtmembranon keresztiil,
valamint a citoplazman at a maghoz térténd jelat-
vitel génaktivaciot valt ki, ami mitogén stimulaci-
6hoz vezet (14, 49, 115). Az 4j expressziot a ,ma-
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sodlagos receptordimerizacio” jelzi, az elsédleges
receptordimer ligand-indukalt kialakuldsat kove-
téen a receptorok aktivalodnak és egymastol el-
kuloniilve masik receptorhoz kapcsol6dhatnak és
mds erbB proteineket aktivalhatnak (48).

A HER2 szerepe a daganatos
transzformacioban

Szovettenyészetekben és allatkisérletekben bebi-
zonyosodott, hogy a HER2-overexpresszi6 tumo-
rigenezist és malignus transzformaciét okoz. Ki-
mutattak, hogy a mutans patkany NEU gén, ame-
lyik azonos a HER2-vel, transzgén egér emlomiri-
gyében attétképzé emlérak kialakuldsat indukal-
ta. HER2 gén emberi emlé és ovarium tumor-
sejtvonalakba transzfektalva agresszivebb néve-
kedési jellegzetességeket, fokozott DNS-szinté-
zist, tumorigenitast és attétképzé hajlamot indu-
kalt ,nude” egerekben (15, 21, 35, 55, 142).

HER2-amplifikacid/overexpresszio
emlérakban

HER2-amplifikacio és -overexpresszi6 szamos em-
beri rékféleségben eléfordul. Az ellentmondd ada-
tok ellenére a génamplifikicié rendszerint alacso-
nyabb szazalékban fordul el§, mint az overex-
presszio: ha a génamplifikacio és a fehérje receptor
overexpresszio egyiittesen van jelen, kézenfekve,
hogy a tumor kialakuldsaban és progresszidjaban
ezekben az esetekben alapvetd szerepet jatszik a
HER2 onkogén. Ha egy tumorban csak a HER2-
proteinszint emelkedett gén-amplifikacio nélkil,
kérdéses, hogy ez a receptorfehérje milyen szere-
pet jatszik a tumorok progresszidjaban. Itt meriil
fel az a fontos kérdés, hogy a HER2 receptor-fehér-
jét milyen modszerrel mutassuk ki, és az eredmé-
nyek standardizalasa hogyan térténjen (11, 113).

A HERZ2-amplifikacio/overexpresszié prema-
lignus nem invaziv elvaltozasokban, mint az emlé
in situ ductalis carcinomdjdban (DCIS) is kimutat-
hat6. A HER2 gén amplifikacidja az emlérakok
15-30%-aban, a HER2 receptorprotein overex-
presszidja ennél valamivel magasabb aranyban
mutathaté ki. Az amplifikacié azt jelenti, hogy a
normalis 2 génkopia helyett tobb, vagy legalabb 5
génkopia alakul ki sejtenként. Altalaban 10 gén-
kopia felett beszéliink amplifikalt allapotrol (84,
122, 125, 133). A HER2 gén amplifikdci6ja foko-
zott génatirodashoz vezet, amely magasabb HER2
mRNS-szintet eredményez. Ez egyidejileg foko-
zott HER2 proteinszintézishez vezet, amely a sejt-
felszinen overexpresszalodik. Az emléraksejtek
felszinén 10-100-szor magasabb a HER2 protein
szintje mint a normalis sejtek membranjan. Meg-
allapitottak, hogy a HER2 protein overexpresszio-
jat az emlécarcinomak 92%-dban génamplifikacio
el6zi meg (11, 29, 42, 88, 89, 97, 103).

A HER2 az emlérakok esetében prog-
nosztikai és prediktiv tényezo

Az emlérak korlefolyasat szamos morfologiai-feno-
tipusos és nem morfolégiai tényezo befolyasolja.

HER2-EXPRESSZI EMLARAKBAN

A legfontosabb fenotipusos prognosztikator-
nak a tumor szévettani tipusa, mérete, differenci-
altsaga, a nyirokcsomo statusz, a vascularis inva-
716, stb. szamit. A nem morfologiai faktorok kozé
sorolhaté az Gsztrogén- és progeszteronreceptor-
tartalom, a proliferaciés index, S fazisban 1évé
sejtek aranya, a DNS-ploidia, novekedési fakto-
rok, onkogének (myc, ras), tumorszuppresszor
gének (p53 stb.), protedzok (Cathepsin D), a sejt-
ciklust szabalyozok (cyclinek, cyclin dependens
kinazok), a plazminogén rendszer (plazminogén-
aktivitast gatlok stb.) (26, 34). Ezek kozil a legdl-
talanosabban elfogadott tényezé a szovettani
(grade) differencidltsdg, a nyirokcsomo, és a hor-
monreceptor-statusz (3, 6, 7, 11, 63, 86, 90, 99,
101, 111, 118, 123, 128, 138).

Szamos klinikai vizsgalat, uni- és multivariacios
analizis bebizonyitotta, hogy a HER2-pozitivitas
rossz prognozissal tarsul. Statisztikailag szignifi-
kans osszefiiggést allapitottak meg a regionalis nyi-
rokcsomok pozitivitdsa és a primer tumor pozitiv
HER2 statusza kozott (31, 33, 45, 52, 58, 61, 134,
135). A korai, nyirokcsomé-negativ esetek vizsgala-
ta ellentmondasos eredményeket szolgaltatott,
mert a kutatok eltéré vizsgalati modszerekkel és
standardokkal dolgoztak (16, 92, 120). A HER2-ex-
presszié hatdssal van a daganatsejtek motilitasara,
a sejtadhéziora és a drug rezisztenciara (143). Ki-
sérleti korillmények kozott a HER2 integrinekkel
tarsulva fokozza a tumorsejtek motilitasat és inva-
zivitasat, valamint Osszefligg a tumorsejtek foko-
zott proliferacis aktivitdsaval és motilitasaval (78,
106). Az HER2-overexpresszié csokkenti az E-cad-
herin gén atirodasat, ezaltal a sejtadhéziot is. Erde-
kes megfigyelés volt, hogy a HER2-overexpresszio
a vascularis endothelialis novekedési faktor
(VEGF) termeldédését is fokozza (93, 121).

Férfi emlérdkban nem talaltak a HER2-exp-
resszid és a tumor biologiai viselkedése kozott
osszefiiggést (16). A legijabb eredmények arra
utalnak, hogy a HER2 proteint a normalis sejtek-
nél is alacsonyabb szinten vagy egyaltalan nem
expresszalo (nincs HER2 gén) emlécarcinomdk
vannak, amelyek az overexpresszi6t mutat6 ese-
tekhez hasonléan rossz prognozisi észtrogén- és
progeszteronreceptor-negativ tumorok (23, 96).
Fentiek alapjan az dsztrogén- és progeszteronre-
ceptor rutinszeri meghatarozasa mellett helyes-
nek latszik a HER2-statusz meghatarozasat is el-
végezni, annak prediktiv és prognosztikai jelen-
tésége miatt. Emellett a HER2 statusz ismerete
nem csak a dignitas megitélésekor, hanem a tera-
pia megvalasztasaban is fontos tovabbi informaci-
ot jelent.

Sajat vizsgalatok

A HER2 receptorprotein
expresszigjanak Osszefiiggése az in situ
és invaziv emlérakok fenotipusos
jellegzetességeivel

A HER2 gén amplifikacidja és a HER2 receptor-
protein overexpresszidja szerepet jatszik a daga-
natos atalakulasban az emlérakok progresszigja-
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1. tdbldzat: HER2 prote-
in expresszioja rakmeg-

el6z6 proliferdciokban és
in situ ,carcinomdkban’

ban, disszeminaciojaban. A felsorolt tények isme-
retében szamosan tanulmanyoztdk a korai in situ
ductalis és lobularis carcinomékban a HER2 pro-
tein membran-expresszigjat, és osszefliggést ta-
laltak a szovettani differencialtsag, tipus, a necro-
sis jelenléte és a HER2-expresszié kozott (8, 10,
53, 54,130, 137, 141). A kérdés aktualitasat fokoz-
za az a tény, hogy nem csak az un. in situ lobula-

Elvaltozas Esetszam HER2

Pozitiv Negativ
ALH* 10 4 6
LCIS* 15 10 5
ADH* 10 6 4
DCIS* 10 10 -
IP* 10 8 2

kaszai festédtek.

papilloma

A pozitiv esetekben a parenchymasejtek tobb mint 10%-aban a sejtfelszin egyes membransza-

* ALH = atipusos lobularis hyperplasia; LCIS = lobularis in situ carcinoma; ADH = atipusos
ductalis hyperplasia; DCIS = in situ ductalis carcinoma; IP =, atipusos” intraductalis

A lobularis carcinomak un. B tipusa, a nagysejtes varians, mutatott csak HER2-pozitivitast.

2. tabldzat: A Van Nuys osztdlyozds alapjdan csoportositott DCIS esetek HER2-

overexpresszidja
Szévettani tipus Esetszam HER2
Pozitiv esetek  Negativ esetek
(%) (%)
Dedifferencialt comedo 21 18 (85,7) 3(14,3)
nekrézissal
Nem , high grade” 33 21 (63,6) 12 (36,4)
nekrézissal
Nem , high grade”
nekrozis nélkdl 29 8(27,6) 21(72,4)

Van Nuys klasszifikacio (Silverstein et al. 1995)

1. dbra: Magasan differencidlt cribriform DCIS. A parenchymasejtek kb. 10%-dnak
felszinén gyenge, egyes membrdnszakaszokra lokalizdlt HER2-overexpresszio ldtha-
to. Immunhisztokémiai reakcid (SA-Biotin), 200x nagyitds.

MRAGYAR ONKOLGGIA 44. (VFOLYAM 1. SZAM 2000

ris carcinomak egy része regredidl, illetve kertl
statikus allapotba és nem alakul 4t invaziv carci-
nomavéa, hanem az in situ ductalis ,rdkok” esetei-
ben is kideriilt, hogy a régebbi nézetekkel ellen-
tétben nem bizonyithaté minden esetben a ,valo-
sagos” invaziv daganattd torténd atalakulas (82,
127,128, 131). A masik fontos, a HER2-expresszi6
jelentéségét fokozo tényezd, hogy az in. atipusos
hyperplasidk (lobularis, ductalis) egyes esetek-
ben minden differencialdiagnosztikai séma kiala-
kitasa mellett rendkivil nehezen kiilonithetdk el
az in situ ,carcinomaktol”, és a régebben dogma-
ként elfogadott nekrozis, a myoepithel jelenléte
vagy hianya sem biztos fenotipusos marker (43,
128, 136). A korai neoplasticus transformaciok fe-
notipusos heterogenitdsa, valamint az a tény,
hogy az atipusos proliferaciok, in situ rakok kor-
nyezetében elhelyezkedd ép mirigyhamban is a
tumorokra jellemz6 molekularis, genetikai hibak
vannak jelen, mind arra utalnak, hogy a morfol6-
giai jellegzetességek, heterogenitisa mellett az
un. biolégiai heterogenitast is vizsgalni kell. Ma
mar bizonyitottnak vehetd, hogy azonos szovetta-
ni citolégiai szerkezet mellett a ,biomarkerek”,
HER2 protein, p53 mutaciés szuppresszor gén
protein, CD44 glycoprotein v6 izoform ex-
presszigjaval valoszintsiteni lehet azokat az ese-
teket, amelyekbdl valodi invaziv carcinoma ala-
kul ki, és ennek megfelel6 terapias tervet lehet
kidolgozni (6, 14, 27, 28, 136, 138).

Sajat vizsgalatainkban 10 atipusos lobularis
hyperplasiat (ALH), 15 in situ lobularis carcino-
mat (LCIS), 10 tn. atipusos intraductalis papillo-
mat (IP), 10 atipusos ductalis hyperplasiat (ADH)
¢s 10 intraductalis carcinomat (DCIS) vizsgaltunk.

Megallapitottuk, hogy az in situ ,rdkok” és az
atipusos hyperplasiak 1ényegében azonos arany-
ban expresszaljak a HER2 proteint. A ductalis el-
valtozasokban nem lattunk morfologiai eltérést a
pozitiv és a nem festéd6 esetek kozott, ezzel
szemben az ALH-kban és LCIS-nek csaknem kiza-
rélag a nagysejtes varidnsaban (lobularis neopla-
sia B) lattunk HER2-overexpressziot. A vizsgalt
esetek alacsony szdma miatt szdzalékos aranyt
nem hataroztunk meg, de valamennyi dedif-
ferencialt comedo és nem comedo DCIS esetben
HER2-overexpressziot tapasztaltunk (1. tabldzat).
Nagyobb szamu esetlinket a Van Nuys klasszifika-
ci6 alapjan csoportositottuk és megvizsgaltuk a
Silverstein-féle klasszifikacio és a HER2-overex-
presszio Osszefliggését. Megallapitottuk, hogy a
,high” grade comedo DCIS-ek rendkiviil magas,
85,7%-ban expresszaltak HER2 proteint, de még a
nem ,high” grade nekrozis nélkiili esetek kozott is
csaknem 30%-os volt a pozitivitas (2. tdbldzat). A
DCIS cribriform differencialt tipusaiban nem
vagy csak minimdlis pozitivitds volt (1. dbra). A
,nagysejtes” ALH-kban és LCIS-ben csak a cito-
plazmamembran egyes szakaszain és nem a teljes
sejtfelszinen volt overexpresszio (2. dbra). Az un.
apocrin in situ lobularis carcinomaban viszont va-
lamennyi sejtfelszinen erés (+++) pozitiv
membranexpressziot talaltunk (3. dbra).

Lobularis és ductalis invaziv emlérakok vizs-
galata alkalmaval tanulmanyoztuk a tumorok
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szovettani tipusa, differencialtsaga és az egyes el-
térG prognozisu specidlis vagy ritka formak és a
HER2 protein expresszidja kozotti 0sszefiiggése-
ket, egyes tumorcsoportoknal pedig mas biomar-
kerek pozitivitasaval vetettilk egybe a HER2 re-
ceptor membranfestddését.

Vizsgélataink alapjan megéallapitottuk, hogy a
ductalis invaziv emlérakokban fiiggetleniil a ki-
lonféle szovettani tipusoktol gyakrabban (31,6%),
az invaziv lobularis carcinomakban, melyek tul-
nyomo részét a relative jo prognozisu klasszikus
forma teszi ki, ritkdbban (17%) lattunk HER2-
overexpresszi6t (3. tabldzat). Fuggetlentl a szo-
vettani tipust6l a nuclearis ,grade” és a HER2-
expresszio szignifikdns dsszefliggést mutatott a
Grade I és a Grade II-III maggal rendelkez6 tu-
morok HER2-pozitivitasaval (11,3, 58 és 87%-o0s
festédés) (4. tabldzat).

A HER2-pozitivitas szazalékos aranya jol tuk-
r6zi az eltér6 emldraktipusok agresszivitasat. A
relative jo prognozisu tipusok, myoepithelialis,
mucinosus, stb. emlGcarcinomak vagy nem, vagy
igen alacsony szazalékban expresszalnak HER2
proteint. Kulonosen érdekes, hogy a rossz prog-
noézist jelzé un. tumorsejt-elkiiloniilést példazo
invaziv ductalis carcinomas esetekben milyen
magas a HER2-expresszio (64,7%). Ez a kilonb-
ség az invaziv lobularis rakok specialis szubtipu-
saiban is kifejezédik. Annak ellenére, hogy a sza-
zalékos aranyt némileg torzitja az alacsony eset-
szam - példaul csak 8 apocrin (AP) lobularis
carcinomat tudtunk vizsgalni - mégis a klasszi-
kus, a tubulolobularis, a myoepithelialis, a pleio-
morph és az apocrin lobularis rdkok kozotti kii-
lénbség nagymértékd (5. tabldzat).

A Kkifejezetten rossz és kedvezd prognozisu
emlérak-csoportokban tanulmanyoztuk a HER2,
a p53, és a CD44v6 expresszidjat egyazon tumor-
ban. Megallapitottuk, hogy pozitiv Osszefliggés
van a vizsgalt biomarkerek kozott, amennyiben a
magas malignitast tumortipusokban a HER2, a
P53 és a CD44v6 egyarant gyakrabban expressza-
16dik, mint a relative j6 prognozisti tumorcsopor-
tokban (6., 7. tdbldzat).

Eredményeink lényegében egyezéek az iro-
dalomban kozélt adatokkal, amelyek szintén 6sz-
szefliggést talaltak a tumortipus, a differencialt-
sag, a nuclearis atypia és az attétképzd-képesség
kozott. Hasonléan az irodalmi adatokhoz mi is
gyakrabban talaltunk HER2-fest6dést az in situ
(80%), mint az invaziv (27,8%) rdkokban. Az
intraductalis carcinomak esetében a HER2-
amplifikaci6/overexpresszio szorosan osszefligg
a differencialtsaggal, a rosszul differencialt
(comedo) tipusok csaknem 100%-ban pozitivak
(4. dbra), mig a magasan differencialt tipusokban
ritkdn latni HER2 protein overexpresszi6t (32,
44,130, 136, 138, 139, 140).

In situ ductalis emlécarcinoméak 60%-aban
HER2-pozitivitast talaltak, szemben az invaziv
rakok 30%-os overexpresszidjaval. A pozitivitas
osszefiigg a differencialtsaggal, a mérettel, a hor-
monreceptor-statusszal, a sejtproliferacioval, a
DNS aneuploidiaval, a p53 mutaciés protein
overexpresszidjaval, Comedo DCIS csaknem
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minden esetben HER2-pozitiv (69, 70, 136, 137,
138, 148).

A HER2-statusz az in situ carcinomak biold-
giai viselkedésének megitélésében is fontos le-
het. Feltételezhet6en a HER2-pozitiv intraducta-
lis vagy in situ lobularis carcinomak tdalnyomo
része val6di invaziv tumorra fejlodik.

A HER?2 protein az invaziv emlérakok kiilon-
b6z6 tipusaiban valtozo aranyban expresszalodik.
Erdekes modon a Paget-kor 100%-ban erds
membranexpressziot mutat (44, 47, 56, 61, 80,
129). A HER2-expresszié néha segit a malignitas,
agresszivitas diagnosztizalasaban ritka emlérakti-
pusok eseteiben is. A cysticus hypersecretios
vagy a clinging carcinoma, ha nincs invaziv kom-

Eredeti kozlemény

2. dbra: LCIS ,lobularis
neoplasia B’ nagysejtes
varians. A sejtmembrdn
egyes szakaszaira korld-
t0z0do (+-+ +) pozitiv
HER2-festodés.
Immunhisztokémiai
reakcio (SA-Biotin),
200x nagyitas.

3. dbra: Apocrin LCIS. A tumorsejtek teljes felszinén erds (+ +-+ + +) pozitiv
HER2-festédés. Immunhisztokémiai reakcid (SA-Biotin), 100x nagyitds.

3. tdbldzat: Az alaptipus és a HER2-expresszio dsszefliggése

Esetszam Pozitiv esetek (%)
Invaziv ductalis 117 37 (31,6)
Invaziv lobularis 41 7(017)
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ponense, nem ritkdn nehezen kiilonitheté el a
proliferativ cysticus nem rakos betegségektsl. A
rendkiviil ritka un. lipid-rich” carcinoma agresz-
sziv korlefolyast, amit jol tikroz az erds HER2-
pozitivitas. Ilyen esetekben a HER2 Kkifejezett
overexpresszidja segiti a dignitds megitélését (7.
tabldzat) (5. dbra).

A HER2-statusz a hormon-
és kemoterapia hatékonysaganak
megitélésére alkalmas predictor

Kisérletes korilmények kozott megallapitottak,
hogy a HER2-t overexpresszalo emléraksejtek

4. tablazat: osztrogénfliggetlen novekedést mutatnak, ami a
A nuclearis grade és kisérletes tumorsejtvonalak antidsztrogén- (ta-
a HER2-expresszio moxifen) rezisztenciajat jelenti (66, 81). Ezt a kli-
oOsszefliggeése nikai vizsgalatok is megerdsitették, amennyiben

Nuclearis grade Esetszam HER2-expresszid

| 62 7 (11,3%)

I 67 39 (58,2%)

1l 31 27 (87,0%)

5. tabldzat: Az invaziv lobularis carcinoma eltérdé prognozisi altipusainak

biomarker-expresszidja

Esetszam  Biomarkerek, pozitiv esetek szama (%)
HER2 p53 CD44v6
Klasszikus 40 15 (37,5) 3(7,5) 11(27,5)
Tubulo-lobularis 29 3(10,3) 1(3,4) 10 (34,4)
Myoepithelialis 23 3(13,1) 0 (0) 1(4,3)
Pleiomorph 19 14 (73,6) 7 (36,8) 16 (84,3)
Apocrin 8 7 (87,5) 5(62,5) 6 (75)

A biomarkerek expresszidja immunhisztokémiaval lett meghatarozva. Az altipusok dignitasat
jol tikrozi a biomarkerek pozitivitdsanak szazalékos aranya.

6. tabldzat: A szévettani tipus és HER2-expresszio dsszefliggése emlordkban

Szovettani tipus Esetszam Pozitiv estek szama (%)
Invaziv duct. NST* 46 21 (45,7)
Invaziv lobularis 15 2(13,3)
Inv. duct. sejtelkilondléssel 17 11 (64,7)
Myoepithelialis 22 1(4,5)
Medullaris 12 3 (25,0)
Cribriform 11 0 (0)
Mucinosus 13 3(23,0)
Tubularis 3 0 (0)
Papillaris 3 0 (0)
Paget-kor 7 7 (100)
Pozitiv a festédés, ha a sejtek tsbb mint 10%-aban membranexpresszio lathato.
*nem specidlis tipus
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a HER2 génamplifikaciot mutaté esetekre dsztro-
génreceptor-negativitds jellemzd. Megallapitot-
tak tovabbd, hogy a HER2-t overexpresszalo em-
beri emlérakok tamoxifenrezisztensek (5, 15, 18,
30, 39, 94). Az is kiderilt, hogy az ¢sztrogénre-
ceptor statusztol fiiggetleniil a HER2-pozitiv ese-
tekben a tamoxifen kezelés eredménytelen. Mas
vizsgalatok szerint a HER2-overexpresszi6 erésen
lecsokkenti a hormonkezelés (Megestrol acetat,
droloxifen, stb) hatdsossagat attétes emlérdkok
eseteiben, valamint ha a szérum enzimvizsgalata
magas HER2 extracellularis domain (ECDER?)
szintet mutat ki (67, 144, 145, 146)).

A HER2-overexpresszio és az
anthracyclin hatasanak osszefiiggései

Osztrogéndependens MCF-7 emléraksejtekbe
transzfektalt HER2 gén nemcsak tamoxifen-, ha-
nem ciszplatinrezisztenciat is 1étrehoz (11, 15).
Szamos kozlemény alapjan megallapithat6, hogy
a HER2-pozitiv tumorok a cyclophosphamid, do-
xorubicin és 5-FU (CAF) kezelésre jol reagdlnak.
Mas vizsgélatok viszont arra utalnak, hogy pozi-
tiv HER2 statusz mellett a CMF (cyclophospha-
mid, Metotrexat, 5-FU) kezelés relative hatasta-
lan volt (22, 62, 95). Ujabban ezt a megallapitast
nem tudtdk megerdsiteni (97). Klinikai adatok ar-
ra utalnak, hogy a HER2-overexpresszi6 taxan-
alapu kezeléseknél inkabb fokozza az érzékeny-
séget (11, 13, 85, 108, 110, 132).

A HER2 mint az emlérak kezelésének
célmolekulaja

A HER2 a rakkezelés megfelelé célmolekulaja,
mivel gyakran overexpresszalodik eml6tumorok-
ban, ez agressziv klinikai korlefolyast eredmé-
nyez, és a HER2 ellen termelt monoklonalis anti-
testek laboratoriumi korillmények kozott gatol-
jak a tumor névekedését (1, 2, 4, 9, 20, 38, 40).

HER?2 antiszenz DNS oligomerek a HER2 gén
expresszigjanak ,domainregulalasara” képesek,
ezaltal a raksejtek a G1 fazisban megallnak, és a
sejtproliferacio és a tumoros atalakulas gatolt. Sza-
mos kémiai gatlészer a HER2-pozitiv raksejtek
HER? tirozinkinaz-aktivitasat felfiiggeszti, gatolva
a tumorndévekedést (37, 41, 59, 84, 100, 116).

A trastuzumab lehetséges
hatasmechanizmusai

Egér monoklonalis antitesteket preparaltak a
HER?2 protein extracellularis domainjének kiilon-
bo6z6 epitopjai ellen, majd az immunogenitas le-
hetGségének legteljesebb kikiiszobolése céljabol
az antitest molekula 95%-4t human immunglobu-
lin molekulaval helyettesitették, és csak az anti-
gén-antitest-kotédésben donté szerepet jatszo
mintegy 5%-nyi molekularész maradt egér erede-
td, azaz a molekulat ,humanizaltak”. Az egyik hu-
manizalt anti-HER2 monoklonalis antitest hata-
sos novekedést gatl6 antitestnek bizonyult (tras-
tuzumab), ezzel elinditva ennek az anyagnak
gyogyszerré fejlesztését (65, 83). A kisérletes
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vizsgalatok alapjan a trastuzumab a kovetkezo
modokon hat: HER2 receptor-downregulaciot
eredményez, gatolja a heterodimerek kialakula-
sat, akadalyozza a komplexbdl torténd kiszabadu-
lasat, a tumorsejteket G, fazisban blokkolja, ga-
tolja az angiogenezist, antitest-dependens cellu-
laris citotoxicitast indukéal és fokozza a kemotera-
pias szerek hatasat.

A trastuzumab fazis IT és III klinikai vizsgala-
tokban HER2-overexpressziot mutatd attétes em-
l6rakos betegekben hatasosnak bizonyult. Az
anti-HER2 monoklonalis antitest-kezelés nem
csak gatolja az emlérak sejtvonalak névekedését,
hanem fokozza a paclitaxel, doxorubicin és cis-
platin antitumoralis hatdsat (11). A trastuzumab
kipreparalasa igy els6ként nyujt lehet6séget egy
a tumorkialakulasban és progressziéban szerepet
jatszo6 onkoreceptor hatasanak direkt befolyasola-
sara, valamint ezen onkoreceptorra haté célzott
kezelésre, a HER2 proteint overexpresszal6 me-
tasztatikus emlérakokban (64).

A HER2-statusz tesztelése

HER2-re célzott kezelés megkoveteli, hogy a
HER2-amplifikacié/overexpresszié rutin megha-
tarozasa a legmegfelelébb standardizalt modsze-
rekkel torténjen. A génamplifikici6 meghataro-
zasara a fluoreszcens in situ hibridizaciot (FISH)
€s az un. Southern blot moédszert hasznaljak, mig
a HER2 protein overexpresszidjat szovetekben
immunhisztokémidval (IHC), szérumban ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) médszer-
rel vizsgaljak (71, 72).

Nagyon fontos elénye az IHC és FISH metodi-
kaknak, hogy ttibiopsziaval nyert citologiai kene-
teken is elvégezhet6 a vizsgalat, valamint, hogy
standardizalt technikak allnak rendelkezésiinkre.

A fenti modszerek nagy része rutin meghata-
rozésra alkalmatlan és csak speciélis kutatolabo-
ratoriumokban végezhet6. A szériavizsgalatokra
legalkalmasabb moédszerek az IHC, a FISH és az
ELISA metodus.

Eml6raksejtekben az amplifikalodott gének
megemelik a HER2 protein szintjét. Paraffin met-
szeteken THC-vel a tumorsejtek er6s membran-
fest6dést adnak, mig normalis génkopiaszam mel-
lett nincs pozitivitas. Szobahémérsékleten tartott
formalinfixalt metszetekben a HER2 kimutathato-
saga idGaranyosan csokken.

Az eltér6 eredmények okai kozott a kiillonféle
fixalas, a feldolgozas, ill. bedgyazas homérsékle-
te, a festetlen metszetek tarolasanak idGtartama
€s a hasznalt antitestek eltéré mindsége valamint
a festési eljaras alkalmassaga mind szerepet jat-
szik. Ma mar altalanosan elfogadott, hogy a fenti
hibalehetdségek ellenére a HER2 protein rutin
vizsgalatira standardizalt megfelel6 quality
controllal ellendrzott esetleg automatizalt im-
munhisztokémia a legalkalmasabb. A génamplifi-
kacio kimutatasara hasznélt FISH metodika na-
gyon érzékeny specidlis HER2 antiszenz oligo-
nucleotidokkal dolgozik, amelyhez markerként
digoxigenint kapcsolnak. Ezt koveti a metszetben
levé HER2-vel torténé hibridizaci6. A kimutatast
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immunfluoreszcenciaval végzik, digoxigenin el-
leni fluoreszceinnel jelzett antitestet hasznalva.
Ma még inkdbb kutatasi szintl vizsgélatrél van
sz0. Ezt a modszert is formalinban fixalt paraffin
metszeteken lehet végezni, szenzitivitasa a taro-
lassal nem csokken.

A DAKO immunhisztokémiai vizsgalatra sze-
mikvantitativ rendszert dolgozott ki, a membran-
festédés mértékének és kiterjedtségének kiérté-
kelésére. Ha egyazon metszeten végezzik el a
FISH és ITHC modszerrel a HER2 gén amplifika-
cidjanak ill. a protein expresszidjanak vizsgalatat,
a génamplifikaci6 alacsonyabb szazalékban mu-
tathato ki, s6t ritkdn génamplifikacié jelenléte
mellett sincs HER2 protein pozitivitas (76, 77).

ELISA moddszer hasznalhaté HER2 protein

7. tablazat:
Immunfenotipusos
prognosztikai markerek
szerepe a ritka emlordk-

mérésére friss tumor cytosol frakcioban és vér feleségek dignitdsdanak
szérumban. Az eredmények bizonyos mértékig megitélésében

Szév.tipus VIM HER2 p53 (D44 MT PCNA OR
Cysticus hypersecretios

+- - - - + <5% -
Lipid-rich
1 - ++ - ++ + <20% -
2 - ++ ++ +- +- <20% -
3 - +- - +- - >20% -
Lobularis apocrin
1 +- - +- +- - <20% -
2 +- - - ++ +- <20% -
Merkel-like
1 +- - + +- +- >20% -
2 - + + + ++ <20% -
Mucinosus myoepithelialis
1 +- - - - - <5% +
2 - +- - - - <5% +
Pozitivitas jelolése; néhany sejt: -; <10%: +-; 10-50%:+; >50%: ++
VIM: vimentin, MT. metalloproteindz, PCNA: proliferacios nukleéris antigén
A lipid-rich, az apocrin és a neuroendocrin eml6rakok agressziv biologiai viselkedését jol tukro-
zi a biomarkerek (VIM, HER2, p53, CD44, MT) gyakori és nagy aranyu expresszioja.

4. dbra: Dedifferencidlt (Grade 3) in situ comedo carcinoma. Erds HER2-membrdn-
expresszio valamennyi sejtfelszinen. Az ép emlomirigy hamsejtiei nem expresszdlnak
HER2 proteint. Immunhisztokémiai reakcio (SA-Biotin), 100x nagyitds
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5. Abra: Lipid-rich”
emldcarcinoma intraduc-
talis komponense. Erds
HER2 membradnfestodés
valamennyi sejtfelszinen.
Immunhisztokémiai
reakcio (SA-Biotin),

100x nagyitds

ellentmondasosak. Szérum ELISA-val specidlisan
a HER2-receptor extracellularis domainjét
(ECDHER?) egy 100-110 kD-s proteint lehet mérni,
amely a HER2-pozitiv tumorb6l keril a plazma-
ba. Ezt a proteint néha mint neurelated proteint
(NRP) irjak le (60).

Az ECDUER? Jehasitasa specialis metallopro-
teindzok révén torténik. Ezaltal nincs valodi 6sz-

8. tabldzat: A HER2-stdtusz mérésére alkalmas modszerek

Moddszer

A vizsgalat targya Specimen

Immunhisztokémia
(IHO)

HER2 receptor-protein  fagyasztott és paraffin

metszet

Enzimmel kapcsolt
immunabszorpcids
vizsgalat (ELISA)

A vérszérum HER2
proteinje

vérszérum (nativ)

Western blot

HER2 protein friss fagyasztott szévet

Southern blot, slot blot

HER2 génkopia-szam  friss fagyasztott szévet

Northern blot, dot blot

HER2 mRNS friss fagyasztott szovet

Fluoreszcens in situ
hibridizacié (FISH)

HER2 génkdpiaszém paraffin metszet

9. tdbldzat: A membranfestodés intenzitdsdnak kritériumai (DAKO) ,HercepTest"

Festédés mintazata

pontozas HERZ2-overexpresszio

megitélése

1. Nincs membranfestédés vagy 0
a tumorsejtek kevesebb
mint 10%-aban gyenge reakcié

negativ

10%-aban finom
membranfestédés

2. A tumorsejtek tobb mint 1+

negativ

festédés

3. A tumorsejtek tobb mint 2+
10%-aban az egész sejtfelszinen
gyenge vagy mérsékelt membran-

gyengén pozitiv

4. A tumorsejtek tébb mint 3+
10%-aban az egész sejtfelszinen
erés membranfestédés

erésen pozitiv
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szefliggés az ECDMER? gzint és a HER2 protein
overexpresszioja kozott.

A HER2-statusz vizsgalata

A HER?2 protein egyes részei lehasadva a recep-
tormolekulardl a vérpalyaba kertilhetnek és lehe-
t6vé teszik a tumorprogresszio kovetését ELISA
modszer segitségével (11).

A HER2-statusz mérésére hasznalt metodi-
kakkal nyert eredmények egy része ellentmon-
do. Ezért ma mar altalanosan elfogadott kovetel-
mény, hogy
a/ a mindségi kontrollal ellenérzott modszerek-

nek egységesnek, azonosnak kell lenni,

b/ csak standardizalt antitestek hasznalhatok
immunhisztokémiai vizsgalatra,

¢/ az eredményeket kozos megegyezéses alapon
kimunkalt grading és pontozasos séma szerint
lehet kiértékelni,

d/ az eredmények kozlése csak standardizalt
rendszerben kivitelezhetd,

e/ a kilénbozé laboratériumok eltérd vizsgalati
modszerrel nyert eredményei 6sszehasonlit-
hatok legyenek,

f/ a THC-vel paraffin metszeteken vizsgalt HER2-
jelolés stabilitasat az id6 fiiggvényében kell ér-
tékelni, meghatarozni (Albain és mtsai 1999.
utan moédositva).

A HER2-statusz mérésére szamos modszer hasz-

nalhat6 (8. tabldzat).

Az THC mddszer elényei

a/ A HER2 protein expresszidja pontosan lokali-
zalhato.

b/ Nagyon érzékeny és viszonylag gyors meto-
dus.

¢/ Altalanosan hasznalt, elfogadott.

d/ Kevés reagens sziikséges a reakciohoz.

e/ A vizsgalathoz a korhazi klinikai laboratoriu-
mokban megtalalhaté eszkozok elegenddek.

f/ Mind fagyasztott, mind paraffin metszeteken
elvégezheto.

e/ Viszonylag olcso.

A FISH modszer elényei és hatranyai

a/ Nagyon szenzitiv.

b/ Az THC-nél tébb 1épcsdbal all a reakcio.

¢/ Specialis antiszenz oligonukleotid reagenseket
igényel.

d/ Specialis miszerezettség szitkséges a metodi-
kahoz.

e/ Speciélis laboratériumi feltételeket igényel,
fluoreszcens mikroszkop, sth.

f/ Dragabb, mint az THC.

A tovdbbiakban részletesen ismertetjiik azt a
szemikvantitativ immunhisztokémiai metodikat,
amelyet a DAKO cég ,HercepTest” néven hozott
forgalomba.

A ,HercepTest” kétlépcsés immunhisztoké-
miai reakci6, amely paraffin metszeteken is elvé-
gezhet6. A 3-4 mikron vastagsagi metszeteket,
poly-L-lysinnel kezelt vagy szilanizalt targyle-
mezre felhizva, szobahémérsékleten (20-25°C)
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végezzik a rekaciot. Célszerd, hogy a neutralis
formalinban torténé fixalas ideje ne legyen til
hosszti (20-30 6ra) és a paraffin bedgyazas alkal-
maval az olvasztott paraffin hdmérséklete ne ha-
ladja meg a 60°C fokot. A kiszerelt ,HercepTest”
6 honapig eltarthat6 6-8°C fokos hémérsékleten.

A szobahémérsékleten elvégezhet6 reakcio
Jépései” a kovetkezok.

1. lépés: Antigén epitop feltdrds (,retrieval’)

A metszettartdé edényt vizfiirdébe kell helyezni.
Az edénybe ,Vial7" epitope retrieval oldatot (1:10
aranyban desztillalt vizzel higitott) ontlink, a viz-
fiirdGt és a retrieval oldatot felmelegitjiik 95-99°C
fokra. A deparaffinalt metszeteket az elémelegi-
tett pufferrel telt edénybe helyezziik, és miutan
95-99°C fokra felmelegedett, ezen a hdmérsékle-
ten 40 =1 percig inkubaljuk. Kiemelve a metszet-
tart6 edényt a vizfiirdéb6l, a pufferben levé met-
szeteket 20%1 percig lehiitjik szobahdmérsék-
letre.

2. lépés: Peroxiddz-blokkolds

Leontjiik és leszirjiik a felesleges puffert és le-
szaritjuk a targylemezt a specimen koriil a mara-
dék folyadékot eltavolitva. A blokkold reagenssel
lefedjiik és inkubaljuk a metszeteket. 51 perc
inkubalas utan desztillalt vizzel leoblitjik, és friss
pufferfiirdébe (Tris/HCI + detergens + antimik-
robialis szer 1:10 ardnyu desztillalt vizes oldata)
helyezziik.

3. lépés: Az elsddleges antitestet tartalmazo vagy ne-
gativ kontroll reagenssel titénd inkubdlds

A felesleges puffer ledntése, leszivasa utan a met-
szetet 100 mikroliter els6dleges antitest vagy ne-
gativ kontroll reagenssel lefedjiik. 30+1 perces
inkubalas kovetkezik. Ezutdn mosopufferes
(Tris/HCI) ovatos 6blités, és friss pufferfiirdébe
helyezés torténik.

4. lépés: Vizualizdcios reagenssel torténd kezelés

A vizualizaciés reagens dextran polimer vazhoz
kapcsolt tormagyokér peroxidaz és kecske anti-
nyul immunglobulin molekuldb6l all, amely
TRIS/HCI puffert, stabilizalé proteint és mikroba-
ellenes szert tartalmaz. A felesleges puffer leonté-
se és leszivasa utan a metszetet 100 mikroliter vi-
zualizacios reagenssel fedjik le. 30%1 perces
inkubalas utan mosépufferes oblités kovetkezik.

5. lépés: Substrat-Chromogen oldattal torténd kezelés
(DAB)

A puffer ledntése és leszivasa utan a metszetet
100 mikroliter substrat-chromogen oldattal fed-
juk, ezt koveti 10+ 1 perces inkubalas, majd 6va-
tos desztillaltvizes oblités.

6. lépés: Haematoxylinnal ellenfestés

A haematoxylin-oldat koncentraci6jatol fiiggéen
2-5 percre a metszeteket a festékoldatba kell he-
lyezni, ezutan 6vatos desztillalt vizes oblités (op-
timalisan 10-szer 37 mmol/liter ammoniavizbe
meriteni). Ismételt desztilldlt vizes oOblités 2-5
percig.
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7. lépés: lefedés

Mind a nem vizes, mind a vizes fedGanyagok
hasznalhatok, de a permanens nem vizes fedd-
anyagok ajanlatosak. A vizes feddanyagok mel-
lett a reakci6 1 hét alatt elhalvanyulhat.

A festédés mindségi kontrollja

A min6ségi kontrollt megkonnyiti, hogy a DAKO
cég kontroll metszeteket is szolgéltat a ,Hercep
Test” készlethez.

A ,quality” kontroll célja, hogy a kapott ered-
meényeket 6sszehasonlithatova tegye, és valodisa-
gat bizonyitsa. Ennek elérésére a legmegfelel6bb
a készlettel egyiitt érkezett tilepitett emberi em-
l6rak-sejtvonalak formalinfixalt, paraffinba 4gya-
zott metszeteinek azonos modon torténd vizsga-
lata.

A pozitiv kontroll szévet

A legmegfelelbb erre a célra a gyengén pozitiv
(2+) HER2-expresszi6val rendelkezé emlérak,
amely a leginkabb jelezni képes azonos tehnikai
feltételek mellett az els6dleges antitest szenzitivi-
tasat (DAKO ajanlas).

Negativ kontroll szovet

A HER2 protein-negativ szovetek - mint pl. co-
lon, méj, pajzsmirigy vizsgalati anyaggal azonos
modon feldolgozott és festett metszetei — szolgal-
hatnak erre a célra. Ha ezeken a metszeteken
specifikus festédést észleliink, a reakcié érvény-
telen, ismételni kell.

A festddés értékelése

Csak a membranfestédés értékelhet6 a HER2 re-
ceptorprotein overexpresszidja jeleként. A cito-
plazmatikus fest6dést aspecifikusnak kell tekin-
teni (9. tabldzat).

A Kklinikai és genetikai vizsgalati eredmények-
kel egybevetve a HercepTest 85%-0s egyezést
mutatott, ugyanakkor a reakci6 megbizhatosaga
95%-0s, a pozitiv és negativ esetekre vonatkoztat-
va. Terapias lehet6ségként a trastuzumab kezelés
célzottan a HER2-overexpressziot mutatd esetek-
ben jon széba.

Meg kivanjuk jegyezni, hogy a 10%-os festo-
dési hatarérték onkényesnek tiinik, mivel a hor-
monreceptorok pozitivitdsinak meghatarozasara
egy bizonyos ideig ezt a kiiszobértéket tekintet-
ték a pozitivitas kritériumanak, amit késébb 20%-
ra emeltek. A nagyszamu tumoron végzett vizs-
galatainkban azt talaltuk, hogy pozitiv esetekben
a tumorsejtek legalabb 30%-a mutat membranex-
pressziot. Valoszintleg id6vel, amikor mar nagy
anyagon végzett vizsgalatok statisztikai kiértéke-
lése elvégezhetd, esetleg valtozni fog a szemi-
kvantitativ kiiszobérték.
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