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A HER-2 (c-erbB2, neu) receptor elsésorban a duktalis emlérakok jellegzetes mo-
lekularis markere, bar mas adenokarcinéméban is el6fordul (pl. endometrium-,
vastagbél- vagy tidérak). A fokozott receptorexpresszio hatterében leggyakrabban
(90-97%) génamplifikacio all. A HER-2-expresszié kimutatdsanak emlérakban
fontos szerepe van a prognozis, a kemorezisztencia és a Herceptin terapiara valo
alkalmassag meghatarozasdban. A HER-2-expresszi6 meghatarozasara az immun-
hisztokémiai, illetve az in situ hibridizacios (FISH) vizsgalatok az elfogadottak. Az
immunhisztokémiai vizsgédlatok standardizaldsa a HercepTest (Dako) esetében a
legjobban kidolgozott, de az intermedier erdsségti (2 +) fenotipus értelmezéséhez
nélkiilozhetetlen a kiegészité FISH vizsgalat elvégzése, miutan a 0-1 illetve 3 + in-
tenzitasok esetében a génamplifikaci6 hianya illetve megléte gyakorlatilag parhu-
zamban 4ll az immunhisztokémiai reakcioval. Ujabban tébb alternativ anti-HER-2
antitest is forgalomba kertlt, melyek hasznalata szintén elfogadotta valt a vilag
tobb orszagaban. Sajat tapasztalataink alapjan az emlérdkok esetében a HER-2 sta-
tus meghatarozasara az immunhisztokémiai és a FISH megfelelé kontrollokkal
standardizalt kombinalasa ajanlhat6. Magyar Onkologia 46:11-15, 2002

HER-2 (c-erbB2, neu) receptor is the molecular marker of ductal breast cancer
although it is overexpressed in other adenocarcinoma as well (e.g. endometrial,
colorectal and lung cancers). The increased receptor expression is most frequently
(90-97%) due to gene amplification. Detection of the overexpression of HER-2 helps
to determine prognosis, to predict chemoresistance and to select for Herceptin
therapy. HER-2 overexpression can be estimated either by immunohistochemistry
or by fluorescent in situ hybridisation (FISH). Standardization of the immuno-
histochemical HER-2 tests is the best in HercepTest (DAKO), however, the frequent
2+ level requires complementary FISH test to verify gene amplification. This com-
bination is not necessary at low (0-1+) or high (3+) level of immunohistochemical
reactions, because the correlation with gene amplification status is acceptably high.
Recently several new anti-HER-2 antibodies have been introduced into HER-2
diagnostics in various countries. According to our experiences we recommend to
combine rationally the immunohistochemistry and FISH techniques to determine
the HER-2 status in breast cancer. Banfalvi A. HER-2 diagnostics. Hungarian Oncology
46:11-15, 2002
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HER-2: terminolégia, szerkezet és funkcio

A HER-2 (human epidermal growth factor recep-
tor-2, tovabbi szinonimai: c-erbB-2, neu) jelenleg
a legizgalmasabb prognosztikai és prediktiv mar-
ker emlérakban. Jelentéségét kiilonosen fokozza,
hogy a Herceptin® (trastuzumab) kifejlesztése
Ota az emldrak kezelésének egyik célmolekulaja-
va valt. A Herceptin® (Hoffman-La Roche) egy
humanizalt monoklonalis antitest, amely nagy
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affinitassal specifikusan kétédik a HER-2-hoz,
mint antigénhez, és igy gatolja a HER-2-t tulter-
mel6 tumorsejtek novekedését.

A HER-2 a 17. kromoszéma hosszu karjan
(q21-23) elhelyezked6 protoonkogén és tirozinki-
naz aktivitassal rendelkezé transzmembran no-
vekedési receptor fehérjét (p185) kodol. A HER-2
receptor szerkezete rendkiviil hasonlit az epider-
malis noévekedési faktor receptorhoz (EGFR;
epidermal growth factor receptor; ez az eredeti
HER-1), melyek a c-erbB-3 (heregulin) és c-erbB-
4 molekulakkal egyttt alkotjak az erbB-tirozinki-
nazok csaladjat (az erbB elnevezés a szarnyas
erythroblastosis-B retrovirussal valé rokonsagra
utal) (3, 18, 22). Ezek a receptorfehérjék, ame-
lyek kis mennyiséghen a normalis hamsejtek fel-
szinén is megtalalhatok, sejtosztodast, illetve
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1. dbra.

DAKO HercepTest
versus CB11 IH 2+
tumorban

(CB11 negativ!)

L

migraciot serkent6 jeleket tovabbitanak a sejtek
belsejébe. Ezt a tulajdonsagukat tumorsejtekben
is megtartjak, s6t, szdmos human tumor esetében
pl. a Wilms-tumorok 51%-aban, a hugyholyagra-
kok 44%-aban, a pankreaszrakok 26%-aban, a pe-
tefészek-, endometrium-, vastagbél-, és horgora-
kok kb. 14%-adban a HER-2 receptor tultermelése
mutathaté ki (24). Emlérakok kozil az invaziv
duktalis karcinomak kb. 25-30%-aban, az in situ
karcinémdk (DCIS) kb. 60%-aban taldlhat6 foko-
zott HER-2-produkci6, invaziv lobularis karciné-
mékban gyakorlatilag nem fordul el6 (1, 2, 4, 21).
novekedett invazios képességével jar6 HER-2-tul-
termelés altalaban negativ 6sztrogén- és progesz-
teronreceptor-expresszioval és alacsonyfokd tu-
morsejt-differenciacioval jar egyiitt. Fliggetlen
szignifikans prognosztikai faktornak tekintik me-
tasztatikus emlérak esetében, ahol gyors prog-
resszi6t jelez (8, 20). A receptor tiltermelésének
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hatterében az esetek tobb, mint 90%-aban a HER-
2 gén amplifikacidja 4ll (27).

A HER-2-tultermelés kimutatasa

A molekularis hattér ismeretében érthetd, hogy a
HER-2 taltermelésének kimutatasa DNS-, mRNS-
és fehérjeszinten egyarant lehetséges és a kiilon-
boz6 modszerekkel elért eredmények koézott szo-
ros Osszefliggés van (14, 23, 27). A formalinban fi-
xalt, paraffinba agyazott szévetek vizsgalatara
azonban, amelyekkel a diagnosztikus patologia
dolgozik, gyakorlatilag két modszer all rendelke-
zésre: 1) a fehérjetultermelés meghatdrozasara az
immunhisztokémia, 2) a génamplifikaci6 kimuta-
tasara pedig az in situ hibridizacio.

Mindkét modszernek vannak elényei és hat-
ranyai, amelyeket a kiillonb6z6 munkacsoportok
eltéré hangsullyal targyalnak. A modszerek spe-
cificitdsanak és szenzitivitdsanak kérdése azon-
ban nehéz probléma elé allitja a kutatokat, tekin-
tettel arra, hogy a vizsgalatok kiilonbozé szinte-
ken zajlanak. Tobb munkacsoport megfigyelése
szerint az esetek kb. 3-10%-4ban HER-2-overex-
presszi6é génamplifikacié nélkil fordul el6 (4, 15,
16, 26-28), masok hasonldan kisszami tumornal
(6-9%) génamplifikaciét fehérjetiltermelés nél-
kil mutattak ki (4, 11, 28). Nyilt kérdés, hogy a
prognozis és a kemorezisztencia szempontjabol
melyik molekularis valtozasnak van jelentésebb
szerepe. Mivel a Herceptin® terapia célmolekula-
ja a HER-2 receptor, kézenfekvének 1atszik, hogy
a HER-2-tultermelés kimutatasara az immunhisz-
tokémia az elsd 1épésben valasztandé modszer.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémia f6 elénye, hogy gyors, vi-
szonylag olcso, technikailag kevéssé munka- és
eszkozigényes, ezenkivil a legtobb patologiai la-
boratériumban hozzaférhetd. A korabban sokszor
idézett probléma, nevezetesen, hogy a formalin-
fixalas és paraffinba adgyazas soran egyes epito-
pok elvesztik antigenitdsukat, megfelelé szovet-
kezeléssel és érzékeny kimutatasi modszerekkel
kiktiszobolhet6. Valodi probléma azonban, hogy
a kiilléonb6z6 laboratériumokban hasznalt kozel
tizféle anti-HER-2 antitest specificitasa rendkiviil
eltér6 (6-80%). Ezt a nehézséget latszott megolda-
ni a DAKO altal Kkifejlesztett HercepTest™,
amely jelenleg az egyetlen standardizalt és az
amerikai FDA (Food and Drug Administration,
USA) éaltal engedélyezett diagnosztikus immun-
hisztokémiai kit a HER-2 protein overexpresszio-
janak kimutatasara tumorszévetben.

Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

Az immunhisztokémiaval parhuzamosan geneti-
kai vizsgalatok is folytak a HER-2 gén prognoszti-
kai jelentéségének, illetve a kiillonboz6 kemote-
rapias szerek varhatdo hatékonysagat elérejelzd,
un. prediktiv szerepének a felderitésére. A rutin
patologiai felhasznélds szempontjébol a fluoresz-
cens in situ hibridizacié (FISH) bizonyult a legal-
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kalmasabb modszernek, amely formalinfixalt és
paraffinba dgyazott szovettani metszeteken is
nagy hatékonysaggal alkalmazhat6. A FISH-vizs-
galat soran a sejtmagokban 1évé HER-2 génkopia-
kat fluoreszcens festékkel megjelolt komplemen-
ter DNS-probaval hibridizaljak, majd az egyes
tumorsejtmagokban a fluoreszkalo jelzéseket
megszamoljak. Klinikailag a HER-2 amplifikacio-
ja gyors tumornovekedést és korlefolyast jelez
nyirokcsomo-metasztazis nélkiili (node negative)
betegek esetében is, ezenkiviil elérejelzi az anth-
racyclin-tartalmu kemoterapias protokollok (cyc-
lophosphamide/doxorubicin/fluorouracil) varha-
t6 hatékonysagat (prediktiv marker) (8, 17, 19).

Jelenleg két FDA altal engedélyezett FISH-kit
van forgalomban az emlérakok HER-2 génstatu-
sanak prognosztikai célbol torténé mérésére. Az
egyik a Vysis altal gyartott PathVysion kit, amely-
ben egyidejtileg két, killonbo6zo fluoreszcens fes-
tékkel megjelolt probat alkalmaznak: az egyik
(zold fluoreszcencia), a masik a HER-2 génnel
(piros fluoreszcencia) reagal. A szignalok meg-
szamolasat kévetden kiszamitjak az egyes tumor-
sejteken beliili génkopidk aranyat a 17. kromo-
szoma szamahoz viszonyitva, amely 2-nél na-
jelenti. Szamos laboratériumban hasznaljak eld-
szeretettel a Vysis kitet (12), mds laboratériumok
a Ventana Medical Systems altal forgalmazott
Oncor INFORM szisztémat részesitik elényben.
Nincs meggy6z6 adat arra vonatkozdan, hogy
egyik modszer jobb lenne, mint a masik.

Az INFORM-kithen egyetlen DNS-probat
hasznalnak a HER-2 gén kimutatdsara, a hibridi-
zaci6 eredménye pedig FITC-cel jelolt antitestek
segitségével valik lathatova az avidin-biotin reak-
ci6 alapjan. A jelek megszamolasa ugyancsak flu-
oreszcens mikroszkop segitségével torténik,
majd a tumorsejtmagonkénti HER-2 génkopia-
szam kozépértékének kiszamitasaval a génstatus
meghatarozasa kovetkezik: </ = 4 génkopia/sejt-
mag normalis génstatust, >4 génkdpia/sejtmag a
HER-2 gén amplifikacigjat jelenti. Az INFORM
kit ma mar csak a Ventana altal forgalmazott
Benchmark fest6automataval egyiitt kaphato,
azonban maga a HER-2 préba dnmagaban is meg-
rendelhet6 és az el6hivas manuadlisan is megold-
hat6, ami a vizsgalatok arat jelentésen csokkenti.
A minsteri patologian nagyon jo eredményeket
érunk el az altalunk kifejlesztet manualis FISH
technikaval, amelyben az INFORM HER-2 probat
digoxigeninnel jelolt formaban alkalmazzuk, az
eléhivashoz pedig a digoxigenin-anti-digoxigenin
nagy specificitdsi immunreakciot hasznaljuk a
szem szamara sokkal kénnyebben kiértékelheto
Cy3 (piros fluoreszcencia) jeloléssel (12).

A FISH modszer gyakorlati hatranya az immun-
hisztokémiaval szemben, hogy dragabb, munkaigé-
nyesebb, specialis kiképzést és muszereket igényel;
alkalmazasa ezért specializalt laboratériumokban
konnyebben megvaldsithatd. Elméleti hatrany,
hogy kisszamu tumor esetén (3-10%) fehérjetulter-
melés génamplifikacié nélkiil is eléfordulhat, pl.
transzkripcios szintii szabalyozas révén.

HER -2 DIRGNDSZTIKA

Megbeszélés

Mind az immunhisztokémianak mind a FISH-nek
vannak szenvedélyes timogatd és ellenzdi, tény
azonban, hogy jelenleg még nincsenek klinikai
adatok sem a HercepTest™, sem a szabadalma-
zott FISH tesztek esetében arra vonatkozolag,
hogy a kiillonbozé diagnosztikus modszerek mi-
lyen hatékonysaggal tudjék elérejelezni a Her-
ceptin® terapia varhaté hatékonysagat. Azokban
a klinikai kisérletekben ugyanis, amelyekben a
Herceptin® hatékonysagat eredetileg vizsgaltak,
a HER-2 proteint tultermel6 eml6tumoros bete-
gek kivalasztasa egy kozponti laboratériumban
elvégzett imunhisztokémiai vizsgélat alapjan tor-
tént (CTA; clinical trial assay) amelyben két
monoklonalis antitest (4D5 és CB11) keriilt alkal-
mazasra. Pozitivnak értékelték azokat a tumoro-
kat, amelyekben legaldbb az egyik antitesttel a
tumorsejtek tobb, mint 10%-dban gyenge/koze-
pes (2+), illetve erds intenzitasu (3+) teljes
membranfestddést taldltak. Ezekb6l a klinikai
vizsgalatokbdl tudjuk, hogy a Herceptin® sokkal
hatékonyabb erés (3+), mint gyenge/kozepes
(2+) HER-2 protein-taltermelés esetén, tehat a
HER-2-overexpresszié legalabbis szemikvantita-
tiv meghatarozasasanak terapias jelentGsége van
(9, 29). Id6kézben retrospektiv FISH vizsgalattal
meghatdroztdk a tumorok tébbségében a HER-2
gén statusat, amelybdl kideriilt, hogy a Hercep-
tin® praktikusan csak a FISH-pozitiv, vagyis amp-
lifikalt tumorok esetében volt hatékony (6, 10).
Mivel a HercepTest™ valgjaban a CTA alter-
nativdjaként a Herceptin® szabadalmaztatasaval
egyidoben kertilt bevezetésre, ezért jelenleg még
elérejelzés a Herceptin® terapia varhaté haté-
konysagara vonatkozéan a HercepTest alapjan
kivalasztott betegek esetében nem adhat6. Any-
nyit tudunk, hogy az FDA éltali engedélyezését
megel6zéen a HercepTest hatékonysagat és pon-
tossagat a HER-2-tultermelés kimutatdsdban 548
emlérak esetében egy fiiggetlen kisérlet kereté-
ben o6sszehasonlitottdk a CTA alapjan kapott
eredményekkel és ez 79%-ban azonosnak bizo-

2. dbra.
FISH és IH
osszehasonlitdsa

HER-2 immunhisztokémia és FISH

magas foku amplifikacié (>10/sejtmag) alacsony amplifikacio (4-10/sejtmag)

DAKO-score 3+ DAKO-score 2+
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normal génstatus (4-10/sejtmag)

DAKO-score 0




nyult. Kiilénésen magas volt az egybeesés (89%),
ha a negativ tumorokat (0, 1+) a pozitivokkal
(2+ és 3+) hasonlitottak 6ssze. Az eltérés foként
abbol adodott, hogy a HercepTest™ alkalmazasa-
val jelentdsen megnétt a pozitiv tumorok, ezen
beliil is a 2+, azaz a klinikailag problematikus tu-
morok szdma (5). Erre id6kozben mas kutatocso-
portok is felhivtdk a figyelmet (7, 25). Sajat vizs-
galataink szerint is a 2+ tumorok szama szignifi-
kansan nagyobb HercepTest™ alkalmazasakor,
mint pl. a CB11 monoklonalis antitest hasznala-
ta esetén. E tumorok >90%-aban normalis gén-
status taldlhato FISH segitségével, ami a
HercepTest™ altal detektélt 2+ tumorok tilnyo-
mo6 tobbségében élpozitiv eredményre utal (13).
Mivel azonban a HercepTest™ mind ¢sszetételé-
ben, mind az alkalmazasi protokoll vonatkozasa-
ban standardizalt, ezért az eredmények nagymér-
tékben reprodukalhatok (egy laboratériumon be-
1l 100%, kilonboz6 laboratériumok kozott 82%).
Itt az eltérés féleg a kiértékelés szubjektivitasabol
ered a DAKO cég altal kidolgozott egységes
Score-rendszer ellenére (5).

Ismét visszajutottunk tehat az eredeti kérdés-
hez: melyik médszer a jobb a HER-2 status meg-
hatarozasara a Herceptin® terapiabol varhatéan
elényt élvezé emlérdkos betegek kivalasztasa-
ban? Az ismeretek mai szintjén ez a kérdés nem
megvalaszolhato, a kiillonboz6 orszagokban elvi-
leg hasonl6 ajanlasok vannak érvényben nem ko-
telezo jelleggel.

Ajanlas a Herceptin® terapia molekularis

o, 0,

A legtobb laboratériumban, koztik a miinsteri
patolégian is, valamennyi Gjonnan diagnosztizalt
emlérak esetében, illetve metasztatikus tumo-
roknal visszamendlegesen, standardszerien
meghatarozzak a HER-2 receptorstatust immun-
hisztokémia segitségével. A 3+ tumorok mint
HER-2-pozitiv, a 0 és 1+ tumorok mint HER-2-
negativ keriilnek besorolasra. A 2+ tumorok ese-
tében kiegészité FISH vizsgalat szitkséges, amely-
ben <4 génkopia/sejtmag normalis HER-2 génsta-
tust (negativ FISH), >4 génkopia/sejtmag (pozi-
tiv FISH) HER-2 génamplifikdciét jelez. A
Herceptin® terapia molekularis patologiai indika-
ci6ja ezért: 3+ immunhisztokémiaval kimutatott
receptortiltermelés, vagy 2+ immunhisztoké-
mia és pozitiv FISH. Ezek az értékek iranyadoak
a jelenleg is foly6 szamos, a Herceptin® haté-
konysagat kiilonbozo feltételek mellett vizsgald
klinikai kisérletben.

Ajanlas a Herceptin® terapiara valo
kivalasztashoz sziikséges modszerekre

A modszerek vonatkozasdban, éppen a
HercepTest™ altal detektalt tul sok alpozitiv eset
miatt, nincs egységes kovetelmény. Egyes helye-
ken a poliklonalis A0485 DAKO antitestet hasz-
naljak manualis vagy automatizalt el6hivassal,
mashol az id6koézben ugyancsak az FDA 4ltal sza-
badalmazott CB11 monoklondlis antitestet (Novo-
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castra vagy Biogenex) ismét masutt a szintén
FDA A4ltal regisztralt TAB 250 antitestet (Zyto-
med) részesitik elényben. Az utébbi cég egyéb-
ként fénymikroszkoppal kiértékelheté kromogén
in situ hibridizacios tesztet is forgalmaz. Egyben
azonban valamennyi vizsgalo egyetért, ez pedig a
kontrollok fontossdga. A HercepTest™ a standar-
dizalt reagenseken kivil pozitiv kontrollmetsze-
teket is tartalmaz (5db!) ismert HER-2 receptor-
stirtiségi sejtvonalakkal: a 0 (~20 000 receptor/
sejt) és az 1+ (~100 000 receptor/sejt) mintak
negativok, a 2+ (~500 000 receptor/sejt) gyen-
gén pozitiv, mig a 3+ (~2 000 000 receptor/sejt)
erdsen pozitiv. Ha a kiilonbozé laboratériumok
ezzel megegyezé érzékenységl sajat kontrollal
rendelkeznek - a kontroll célbél kivalasztando
tumorok HER-2 statusanak meghatarozasahoz a
referencialaboratériumok segitségét lehet kérni
(Németorszagban jelenleg 5 ilyen patoléogiai inté-
zet van: Munster, Minchen, Hamburg, Berlin,
Gottingen) - akkor az antitest, illetve a detektélas
modja masodlagos jelentéségt.

A FISH modszerek koziil egyes laboratoriu-
mok a Pathvysion-tesztet, masok az INFORM
kitet favorizaljak, utébbit manualis vagy automa-
tizalt (pl. Ventana/Benchmark) technika segitsé-
gével.

Zarszo

Jelenleg még nincs nemzetkézi tudomanyos
megegyezés arra vonatkozoélag, hogy melyik
modszer a legmegbizhatobb a HER-2 status meg-
hatarozasédhoz az emlérakok varhato korlefolya-
sanak, illetve egy szisztémas kezelésre adando
reakcidjanak el6rejelzésére. Tumorbiologiai
szempontb6l megalapozottnak latszik, hogy a
HER-2 diagnosztikdban a fehérjetiltermelés
meghatarozasa elsddleges fontossagu. Itt azon-
ban felmertl az a probléma, hogy maga a HER-2-
overexpresszio definicidja a kiillonbozé antitestek
eltéré specificitasa miatt még nem egyértelm.

E kérdés tudomanyos tisztazasaig a kovetkezo
diagnosztikus szempontok figyelembevétele
ajanlhaté a Herceptin® terapia molekularis pato-
logiai indikacigjanak felallitasdhoz metasztatikus
emlérak esetében:

1. A HER-2 receptorprotein tultermelésének
kimutatasa immunhisztokémiaval. A modszert
tekintve, kisebb laboratériumok szamara a stan-
dardizalt HercepTest™ (DAKO) alkalmazasa lat-
szik célszertinek. Nagyobb intézetek szamara,
ahol az immunhisztokémiai diagnosztika stan-
dardizalt korillmények kozott folyik, megfeleld
kontrollok alkalmazdsa mellett az antitest, illetve
az el6hivo modszer megvalasztasa tetszéleges.

2. Negativ eredmény (0; 1+) vagy erds im-
munhisztokémiai pozitivitas (3 +) esetén tovabbi
genetikai vizsgalatra nincs szilkség. A 3+ erdssé-
gii HER-2-talprodukci6 dnmagaban a Herceptin®
terapia molekularis patolégiai indikaciéjanak te-
kinthet6.

3. Gyenge/kozepes (2+) immunhisztokémiai
eredmény esetén a génstatus felderitésére kiegé-
szit6 FISH elvégzése ajanlatos, amelynek kivitele-
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zése optimalis korilmények kozott néhany speci-
alizalt laborat6ériumban torténhet. 2+ imunhiszto-
kémia és pozitiv FISH esetén a Herceptin® kezelés
megkezdhetd.

A Herceptin® terapia hatékonysaganak tesz-
telésére szamos parhuzamos klinikai kisérlet fo-
lyik jelenleg is. Ezeknek a vizsgalatoknak az
eredményétél varhatd a diagnosztikus modsze-
rek tekintetében fennallo nyitott kérdések meg-
valaszolésa is.
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