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Fiatal- es idoskori emlodaganatok
morfologiai €s molekularis sajatossagai
kozotti osszefliggesek
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A tumorok felépitése nagyfoku heterogenitdst mutat a morfologiai megjelenés és immunhisztokémiai profil, azaz a sejtek
fehérjeexpresszioja alapjdn. Ismert az a tény is, hogy a fiatal- és idéskori daganatok eltéré viselkedést mutatnak. Munkdnkban
41 fiatal és 33 idds beteg tumordt vizsgdltuk. Az elemzéshez a tumorok legnagyobb kiterjedését reprezentdld blokkokat haszndl-
tuk. Hematoxilin-eozin-festés alapjdn kijeloltiik a kiilonb6zé tulajdonsdgu teriileteket, és az dsztrogén-, progeszteronreceptor,
HER? és Ki-67 kifejezédése, valamint a HER2-génamplifikdcid heterogenitdsdt is megvizsgaltuk. A fiatal kortak kézétt az dtlagos
tumorrégiok szama valamivel tobb volt az idGsekénél (1,82 vs. 1,48 régio/daganat), és tébb volt a heterogén morfologidt mu-
tato tumor (53,6% vs. 39,4%). Mindazondltal a fiatalkori daganatok esetében az egyes tumorrégiok kdzott nagyobb volt a HER2-
expresszio heterogenitdsa (p=0,007). Az Gsszes daganaton beliil az eltéré morfoldgiai és immunhisztokémiai reakciékat mutaté
teriiletek megegyeztek (p<0,001). A kimenetelt legjobban meghatdrozd tumoros sejtcsoportok eredete tovdbbra is kérdéses;
a teljes tumor dtlagos kifejez6dési mintdzatdt vagy az egyes régiok kiilon vett pontos értékeinek dtlagdt véve hasonldé eredmény-
re jutottunk. Az egyes teriiletek jelentdsége a progndzis szempontjabol azonban eltérd lehet, amelyet a technika fejlédésével,
valamint a kezelési és betegkovetési informdciok birtokdban lehet majd tovdbb elemezni. Magyar Onkoldgia 56:75-78, 2012
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There is a reasonable heterogeneity in the morphological appearance and the immunohistochemical properties of distinct breast
tumors. Furthermore, it is also known that cancer arising in young women have different prognosis than the ones developing
in the elderly. We analyzed breast tumors of 41 young (<35 years) and 33 older women (>65 years) regarding histopathological
properties and immunohistochemical reactions for ER, PgR, HER2 and Ki-67, as well as HER2 FISH. The longest diameters, thus
largest available surface areas of the tumors were included in the evaluation. Different regions were marked for morphology and
in all immunohistochemical reactions. The regions in the distinct tumors showing different pathological and immunohistochemical
appearance were identical (p<0.001). The number of morphologically different tumor regions were more frequent in tumors
developing in the young (1.82 vs. 1.48 regions/tumor), and 53.6% of tumors with heterogeneous architecture were in young vs.
39.4% in the elderly. However, regarding HER2 staining, cancers in the young patients have shown greater variability among the
different tumor areas (p=0.007). The origin of tumor cells predicting prognosis remains undetermined. Whether the analysis of
the expression pattern of the whole tumor is conducted or the minute regions are separately examined and averaged, the same
results can be achieved. With the development of molecular techniques and accurate prognostic and treatment information
rendered to samples the question may be soon answered.
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BEVEZETES

Az eml6rakot az utobbi idé6ben nem egyetlen homogén daga-
nattipusnak, hanem inkébb az azonos lokalizacioban kiala-
kulé tumorok heterogén csoportjanak tekintik. Az is ismert
tény, hogy egy-egy tumor megjelenése régiorol régiora valto-
zik: egy adott megbetegedés is heterogén sejtcsoportok hal-
mazabdl 4ll. Igy a betegség lefolydsara a prediktiv és prog-
nosztikus faktorok pontosabb mérésével kovetkeztethetiink.

Az emlédaganatok prognosztikajanak megitélésében
a klasszikus szovettani tipusok mellett a mitézisok szama,
a daganatsejtek atipidjanak mértéke és tubulusformalé ké-
pessége (grade) (8), az érbetorés és nekrotikus teriiletek je-
lenléte, a proliferacios index (a Ki-67 fehérje expresszidjanak
mértéke), a p53-mutacié megléte és a betegség stadiuma le-
het segitségiinkre.

A prediktiv faktorok arra utalnak, hogy az adott tumor-
sejtek milyen mértékben reagalnak majd az alkalmazandé
terapidra. Ezek alatt napjainkban a rutinszerd 6sztrogén-
(ER) és progeszteron- (PgR), valamint az epidermalis nove-
kedési faktor receptor 2 (HER2) statusz, illetve génamplifi-
kacié meghatarozasat értjiik (5, 12).

Az utébbi évtizedben forradalmi valtozdsokon ment 4t az
eml@daganatok osztalyozasa és viselkedésének el6rejelzése
(15, 21) szamos diagnosztikus eszkoz parhuzamos Kifejlesztése
mellett (14, 22). De még mindig vannak olyan betegcsoportok,
akik daganatos betegségének kimenetelére nehéz el6rejelzést
adni (pl. receptorheterogenitdst mutatd daganatok (6, 7), grade
2 kategoriaba tartozo tumorok (13), egyidejii ER- és HER2-
expressziot mutatd emlérakok), mert mind klinikai, mind mo-
lekularis szinten igen heterogén betegséggel van dolgunk (15,
18). Vizsgalatunkban azt mértiik fel, hogy a daganatok morfo-
légiai és immunhisztokémiai sajatossagai mennyire térnek el
akoztudottan rossz prognozisu fiatalkori és az altalaban kedve-
z8bbnek vélt idésebb nékben kialakulé tumorokban (2, 3, 19).

BETEGEK ES MODSZEREK

Betegek és mintdik. 41 fiatal (<35 év) és 33 idds (>65 év) em-
l6daganatos beteg tumorat vizsgaltuk, amelyek patoldgiai
feldolgozasa a Semmelweis Egyetem II. sz. Patologiai Inté-
zetében tortént. A klinikopatoldgiai adatokat az 1. tdbldzat
tartalmazza. A vizsgalatot az illetékes kutatasetikai bizott-
sag jovahagyta (TUKEB 17/2006, 139/2009, 141/2009).

Hisztomorfolégia. A daganatok reprezentativ blokkjaibol
lemetszés utan HE-festett metszeteket a morfoldgiai meg-
jelenés alapjan teriiletekre osztottuk. Az egyes teriileteket
a metszetek digitalizalasa utan (Mirax MIDI, 3DHistech
Kft., Budapest) annotéltuk (1. dbra).

Immunhisztokémia (IHC) és fluoreszcens in situ hibridi-
zdcié (FISH). A receptorok kimutatdsat automatizalt rend-

1. tablazat. A vizsgalt tumoros betegek klinikopatologiai jel-
lemz6i

Csoport Fiatal 1dds
Eletkor (4tlag, sz6rds) 284+59 69,8+ 4.4
Szovettani tipus  IDC 37/41 (90,24%) 26/33(78,79%)
(ardny, %) ILC 2/41 (4,88%) 3/33(9,09%)
Eqyéb 2/41 (4,88%) 4/33 (12,12%)
Grade 1 2/41 (4,88%) 8/33(24,24%)
(ardny, %) 2 11/41(26,83%)  16/33(48,48%)
3 28/41(68,29%) 9/33(27,27%)
Nekrdzis (ardny, %) 26/41 (63,41%) 9/33(27,27%)
Gyulladds (ardny, %) 18/41 (43,90%) 7/33(21,21%)
Vérérinvazio (ardny, %) 18/47 (43,90%)  12/33(36,36%)
Nyirokér-invdzié ~ (ardny, %) 17/41 (4146%)  10/33(30,30%)
Altipus Luminalis A 10/41 (24,39%) 17/33 (51,52%)
(ardny, %) Luminalis B (HER2-)  7/41 (17.07%) 7/33(21,21%)
Luminalis B (HER2+) ~ 8/41 (19,51%) 1/33 (3,03%)
HER2+ 8/41(19,51%) 2/33 (6,06%)
Tripla-negativ 8/41(19,51%) 6/33(18,18%)

szerben végeztiik (Ventana Benchmark, Roche Diagnostics,
Mannheim, Németorszdg). A felhasznalt antitestek o6szt-
rogén-, progeszteronreceptor, Ki-67 és HER2 IHC reakciok-
hoz: Novocastra NCL-ER-6F11, Novocastra NCL-PGR-312,
DAKO M7240,Novocastra NCL-CB11 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Németorszag).

A fluoreszcens in situ hibridizaciét Kreatech KBI-10735
HER2, TOP2A és 17-es centroszomat (CE17) tartalma-
z6 Poseidon prébakkal végeztiik (Kreatech Diagnostics,
Amsterdam, Hollandia).

Az THC-reakciokat intenzitds (0-3) és eloszlas (0-100)
szerint értékeltik (ML, SzAM), majd a kapott intenzi-
tas- és eloszlas-értékeket Osszeszoroztuk 0-300 értéket
kapva (histoscore) (10). FISH-vizsgalat esetében a 2,2 fe-
letti HER2/CEL17, illetve TOP2A/CE17 aranyt tekintet-
tik amplifikaltnak. Nem amplifikalt volt a 2,2 alatti, és
poliszomias a 3 feletti centromerkdpiat hordoz6 tumorsejt.

Statisztika. Az értékelést SPSS 15.0 Family Pack szoft-
verrel végeztiik (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A teriiletek
szamanak Osszehasonlitasara chi-négyzet tesztet alkalmaz-
tunk, a statisztikai tesztek kétoldaluak voltak.

EREDMENYEK

A morfologiai felosztas szerint a 41 fiatalkori tumorbdl 19
esetben (46,3%) viszonylag homogénnek mondhat¢ teriiletek
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voltak lathatoak: a daganatok egykomponenstek voltak. Ti-
zenhét (41,5%) tumor esetében két teriiletet kiilonboztettiink
meg. Két daganat rendelkezett 4 régioval (4,8%). Egy-egy tu-
mor (2,4-2,4-2,4%) volt harom, 6t, illetve hat teriiletre osztha-
t6. Az id6skoruak koziil 20 (60,6%) volt egy-, 10 (30,3%) két-, és
3 (9,1%) haromkomponenst daganat. A fiatalkortak kozott az
atlagos tumorrégiok szdma valamivel tobb volt, mint az idése-
kénél (1,82 vs. 1,48 régié/tumor), és kismértékben nagyobb volt
a heterogén morfoldgia ardnya (53,6% vs. 39,4%, p=0,353).

Az immunhisztokémiai reakciokat a hisztopatoldgiai
megjelenéstdl fiiggetleniil értékeltiik, és az egyes teriileteket
az elektronikus metszeteken annotaltuk (1. dbra). Ezt kove-
téen a morfoldgiai és IHC teriileteket digitalisan egymadsra
vetitettiik. A tumorok megjelenése és immunfenotipusa egy
fiatalkori daganat kivételével megyezett (p<0,001). Utébbi
esetében az azonos megjelenésti tumorsejtcsoportok kozott
kétféle intenzitdsu festédést lattunk az Osztrogénreceptor
kifejez8dését tekintve: egy negativ, illetve egy histoscore
szerinti 60 pontos teriiletet.

Az immunhisztokémiai reakcidk értékelésekor a fiatal-
kori daganatok esetében az Osztrogénreceptor kifejezédé-
sét tekintve 6 esetben (14,6%), a progeszteronreceptornal
ugyancsak 6 (14,6%), a HER2-festddésnél 8 (19,5%), a Ki-
67 kifejez6désénél 14 esetben (34,1%) figyeltiink meg kii-
16nb6z6 teriileteket. HER2-FISH esetében két tumornal
lattunk az egyik régioban poliszomidt. A TOP2A gén ko-
piaszama két esettdl eltekintve kovette a HER2 gén kopia-
szamat. Az idéskori daganatokban az 6sztrogénreceptornal
6 (18,2%), a progeszteronreceptornal 3 (9,1%), a HER2
immunhisztokémia sordn 0, a Ki-67-fest6désnél 7 esetben

Lo

(21,2%) lattunk egy daganaton beliil egymastdl eltérd teriile-

1. abra. A HE-festés alapjan meghatarozott tumorrégiok és az
immunhisztokémiai reakciok értékelése soran meghatarozott
teruletek

PgR

Fiatal- és id6skori emlGtumorok molekularis-morfologiai sajatossagai

teket. Az egyik HER2-amplifikalt esetben a tumor masik ré-
gidja nem mutatott génsokszorozddast (2. dbra). Ugyanebben
az esetben figyeltitk meg azt a jelenséget, ahol a TOP2A gén
normalis kdpiaszdma mellett izolalt HER2-génamplifikacio
volt detektalhato. A fiatal- és iddskori daganatok esetében az
egyes tumorrégiok kozott a HER2 immunhisztokémiai he-
terogenitdsa tekintetében taldltunk szignifikans kiilonbséget

2. abra. Az egyes morfologiai régiok (felsé sor), és az immun-
hisztokémiai vizsgalattal meghatarozott teriiletek festédési
intenzitasa (masodiktol az 6todik sorig), valamint a FISH érté-
kelésének eredményei (also két sor). Az egyes betegekhez tar-
tozo normalis szovetek és tumorrégiok fligglegesen egymas
alatt helyezkednek el
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(p=0,007). Az Osztrogén- (p=0,681), progeszteronreceptor
(p=0,468), p53 (p=0,552) és Ki67 (p=0,220) esetében csak
tendenciak voltak megfigyelhetéek.

HERZ g5

MEGBESZELES

Az emlérakos megbetegedés még mindig az egyik vezetd
daganatos halalok (11, 20). A rohamos fejldés ellenére a di-
agnosztika és kezelés egyes kérdései még valaszra varnak
(prevencio, szenzitivebb diagnosztikus markerek, prog-
resszi6 predikcidja, személyre szabott kezelés, rezisztencia
elleni kiizdelem). Ezek megértéséhez az emlédaganatokrdl
alkotott ,,modern® képiink kozelebb vitt, de 1j kérdések so-
rat is felvetette (15). A daganatok heterogenitasa klinikai és
molekularis szinten is rendkiviil nagy (4,18).
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Vizsgélatunkban fiatalokban és idGsekben kialakulo tu-
morok kiilonb6z6 megjelenésti régioit elemeztitk az immun-
fenotipust meghatdrozé immunpanel és FISH-reakcidk el-
oszlasa szempontjabdl. Hasonl6 felmérések mar késziiltek, de
korcsoportok Gsszevetése kétdimenzios feltérképezéssel még
nem tortént (16). A fiatalokban taldlhatd szélséségesebb mor-
fologiai heterogenitdst mutatd tumorok magyardzhatjak az
idéskori tumorokban észleltnél valamivel nagyobb HER2-ex-
presszids diverzitast is, aminek diagnosztikus és terapias kovet-
kezményei is lehetnek (pl. core-biopszia-vétel, neoadjuvans
terdpia). Vastagbélrakban ugyancsak nagy valdszintiséggel
HE-festéssel vizualizalhato az eltér$ prognosztikus tulajdonsa-
gu (microsatellita-instabilitast mutat6) genetikai hattér (9, 17).

Az egyes teriiletek kozotti kifejez6désbeli kiilonbség lehet
a metodikai eljaras kovetkezménye is (patologiai feldolgo-
zas), ezért az értékelési eljarasok ezt kompenzalni igyeksze-
nek a pozitivitasi kiiszob pontosabb beallitasaval (1). Fel-
mérésiinkben ennek pontosabb meghatérozasat kiséreltiik
meg az egyes teriiletek kiilon értékelésével és a histoscore
haszndlataval (10). A HER2-kifejez&dés és -génamplifikacio
heterogenitasa az egyik legnagyobb varianciat mutato és te-
rapids szempontbdl messzemend kovetkezményekkel jaro
kérdés (23). A fiatalkori tumorok kozott két esetben lattunk
részleges HER2-poliszomiat, mig az egyik idéskori esetben
egy teriiletre kiterjedd poliszomiat.

A két leginkdbb elfogadott tumorprogresszids (6ssejt-hi-
potézis és klondlis evolucios/szelekcids) modell verseng egy-
massal, amelyek azonban nem zarjak ki egymast; s6t legva-
16szintibb, hogy egyiittmiikddnek (ugyanigy egy sejtben
bekdvetkezett zavaroknak tulajdonitjak a tumoros megbe-
tegedést). A heterogenitast azonban eltéré médon kozelitik
meg: aberrans differencidcids program megvaldsuldsaként
vagy kiilonboz6 fenotipusu sejtek versengéseként latjak azt.
Az idGsebb betegekben az Gsztrogénreceptor kifejezédésé-
ben észlelhetd nagyobb heterogenitas intenzitasbeli kiilonb-
ségekbdl adodik, és tulajdonképpen nem a receptor jelenléte
vagy nem léte adta a kiilonbségeket, mig a fiatalkori dagana-
tokban ez utdbbi is el6fordult. A proliferacios marker tekin-
tetében forditott a helyzet: egy id8skori tumorban lathaté
nem osztddo régid, mig a fiatalok esetében inkabb intenzi-
tasbeli kiilonbségek vannak, és a tumorok mindenképpen
jobban proliferdlnak, rosszabb prognozist sejtetve. Az egyes
daganatok dinamikus képére, feldolgozaskor ,,pillanatfelvé-
telt“ latva, teljes biztonsaggal nem kovetkeztethetiink.

KOVETKEZTETES

Akérhogy is fogjuk fel a kimenetelt legjobban meghatarozé
sejtcsoportok eredetét, a kép mindig drnyalt marad: a teljes
tumor étlagos kifejez6dési mintdzatat vagy az egyes régiok
kiilén vett pontos értékeinek atlagat véve nagyjabol ugyan-

oda jutunk. Azonban az egyes teriiletek prognosztikus je-
lentésége nagyon is eltérd lehet, amelyet a technika fejlé-
désével, valamint a kezelési adatok és kovetési informdcio
birtokaban lehet tovabb vizsgalni, elemezni.
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