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Souhrn: Vychodiska: Proto-onkogen HER-2/neu lokalizovany na dlouhém raménku 17. chromosomu koduje transmembra-
novy receptor, ktery je strukturalnim homologem receptoru pro epidermaini ristovy fakior. Exprimuje se na plazmatickhych
membrdnach adulinich i fetalnich epitelovych bunek a uplatiuje s¢ v normalnim risty adiferenciaci. Overexprese HER-2/neu
je v literatufe popisovana u 10-34% invazivnich karcinomi prsu. V 90% techto pripadi je zpasobena amplifikaci genu HER

2/neu a nezavisle asociovdna se Spatnou prognézou u pacieniek s prokiazanymi metastizami v lymfatickych uzlinich. v valed

Ky preklinickych i klinickych studii ukazuji. 7e laboratorni prikaz exprese a amplifikace genu HER-2/neu je ditlezitym pro

gnostickym faktorem, ale hraje i vyznamnou roli v predikcei odpovédi na riizné terapeutické modality. které se uplatnuji v terapii
invazivnich karcinoma prsu. Typ studie a soubor: Standardni prikaz amplifikace a overexprese HER-2/neu se timito stdva
nesmirn€ vyznamny. Cilem nai studie bylo posouzeni validity metod imunohistochemickych (IHC) pEi pouzit ruznych pri

mdrnich protilitek a metodickych postupt ve srovnani s metodou fluorescencni in situ hybridizace (FISH) na tormol-parafi

novém materidlu pro diagnostické uCcly. Metody a vysledky: VySetfili jsme Sedesdt vzorkt invazivnich karcinonii prsu zpra

covanych standardné pro histologické vySetieni metodami IHC PFi pouZiti diagnostického kitu DAKO HereepTest ™ iy
monoklonalnich protildtek firmy Novocastra ( NCL-t-crbB-2-316. NCL-c-erbB-2-356. NCL-CB | 1) ametodou FISH pit pou

Ziti INFORM HER-2/neu Gene Detection System,(Ventana). Amplifikace byla detekovana v 13.3¢ pripadi. Overexprese by
detekovina v 13.3%-28.3% v zavislosti na pouzité metodologii a primarni protilitce. Perfektni shoda byla zaznamendna me /i
metodou FISH a IHC pfi pouZiti monoklondlnich protilitek firmy Novocastra NCL-c-erbB-2-3 16.NCL-c-erbB-2-356. v meto-
dickém postupu, ktery vynechdvd (zv. oZiveni (retrieval) antigenu ve vodni lazni. Deveét DAKO HercepTest™ positiviich pii-
padi ( sedm 2+ a dva 3+) bylo metodou FISH klasifikovino Jako neamplifikované. Zdvéry: Nase vysledky ukazuji. 7¢ vyso-
kd irover overexprese (3+) stejné jako normalni HER-2/neu exprese (0, 1+) mohou byt spolehlive detek oy any obéma metodami

Hranicni ptipady. zejména 2+ pozitivita, musi byt interpretovany velmi pozorneé pii vyuziti obou metod (IHC 3 FISH  « opti-
malizovanych metodickych postupl. Navrhujeme algoritimus screeningu a detekee overexprese HER-2/neu. kombinujici obe
metodiky.

Klicovd slova: karcinom prsu, ERBB2/HER-. imunohistochemice. FISH

Summary: Background: The HER-2/neu proto-oncogene encodes one of the epithelial growth factor recepions in the cel
membrane, the functions of which include stimulation of mammary epithelial cell proliferation. In breast carciomas
overexpression has been reported in 10-34% of invasive cancer. Data published to date shows that ERBBY/HER.> protein
overexpression has been caused by gene amplification in 90% of these cases and has been shown to be assocrated with poor
prognosis. Results of both preclinical and clinical studies show that laboratory assessment of ERBB2/HIR. > status can he
useful notonly as a prognostic factor in breast cancer, but also as a predictive marker tor projecting response (o different therapy
regimens. Design and subjects: Standardised determination of ERBB2/HER-2 status has become more important. The purpose
of this study has been a determination of the validity of different methods for detecting the status of ERBB2/HER. > oncogene
in formalin fixed and paraffin-cmbedded breast cancer tissues for diagnostic usc. Methods and results: Sixty routinely formalin
fixed and paraffin-embedded invasive breast carcinoma tissues were investigated both by fluorescence in situ hybridisation
(FISH) using INFORM™ Her-2/neu Gene Detection system (Ventana) and by immunohistochemistry ([HC) using DAKO
HercepTest™ and Novocastra monoclonal antibodies (NCL-HER?2-356, NCL-HER2-316. NCL.-CBI ). Amplification wis
detected in 13.3% of the cases. Overexpression was detected in 13.3-28.3¢ of the cases depending on the methodology and/or
reagent used. Perfect concordance was found between results Of FISH and THC using NCL-HER2-356 as wel] as between FISH
and IHC using NCL-HER2-316 with no antigen retrieval. Nine DA KO-HercepTest™ positive carcinomas i seven 2 3
were classified as non amplified using FISH. Conclusions: Our results indicate that high level expression as well as nornmi
ERBB2/HER-2 status can be reliably detected both by THC and FISH using the standardised methodology. Borderline resuits.
especially 2+ immunopositivity should be interpreted with caution using both methods (IHC and FISH) with stundardised
methodological approaches. An algorithm of screening and evaluation of ERBB2/HER? status using both above approwcin
is suggested.
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Uvod

Protoonkogen HER-2/neu (c-erbB-2, ERBB 2) je lokalizovan
na dlouhém raménku 17. chromosomu, v oblasti 17¢12-21.32.
Kéduje transmembranovy glykoprotein, znamy rovnéz jako
p185, jehoZ vnitfni doména mé tyrosinkindzovou aktivitu, extra-
celuldrni doména je strukturdlnim homologem receptoru pro
epidermdlni rastovy faktor (1). HER-2/neu je exprimovdn na
plazmatickych membranach fetdlnich i adultnich epitelovych
bunék a uplatituje se v normalnim riistu a diferenciaci (2). Ampli-
fikace a overexprese HER-2/neu byla pozorovana u celé fady
primédrnich tumortl véetné karcinomu prsu, ovaria, plic, Zalud-
ku, endometria, dutiny Uustni a mocového méchyie
(3-9).U karcinom prsu byla overexprese onkogenu HER-2/neu
zjisténa u 10-34% invazivnich karcinoma (5, 11). Ve vice nez
90% piipadil je overexprese pficitdna amplifikaci genu HER-
2/neu, Cili zvyseni poCtu kopii tohoto genu v buiice, coZ vyusti
ve zvySeni koncentrace pfisluiné mRNA a ndsledné ve zvy3e-
nou syntézu proteinu lokalizovaného v plazmatické membrang
(5, 12).Ve zbyvajicich pfipadech se pravdépodobné uplatiiuji
jiné mechanismy, napfiklad aktivace transkripce Ci jiné post-
transkripéni dysregulace (4). Overexprese HER-2/neu je neza-
visle asociovédna se §patnou prognézou u Zen s karcinomem prsu
s prokazanymi metastdzami v lymfatickych uzlinach. Prognos-
ticky vyznam priikazu overexprese HER-2/neu u pacientek bez
metastdz v lymfatickych uzlinich nenf jednoznacné objasnén
(11,13). Pfesné stanoveni amplifikace a overexprese genu HER-
2/neu nabyva na vyznamu. Exprese HER-2/neu neni u karcino-
mil prsu pouze prognostickym faktorem, ale rovnéZ markerem
umoZziiujicim predikci odpovédi na rizné terapeutické modali-
ty. Cela Fada klinickych studii se zabyvala vztahem amplifika-
ce a overexprese genu HER-2/neu a citlivosti karcinomd prsu
na rtizné druhy terapii (26). Diiraz je v posledni dobé kladen na
rozvoj imunoterapeutickych pfistupt v 1é¢bé invazivnich kar-
cinomt prsu. Preklinické studie prokdzaly inhibici ristu nido-
rovych bungk karcinomu prsu in vitro pfi pouZiti mySi monok-
lonélni protilitky 4D35 (15). Tato protilatka. kterd se vaze na
extracelularni doménu HER-2/neu, byla humanizovana a vypro-
dukovéna protilatka IgG1 obsahujici v komplementaritu urCu-
jicich oblastech elementy vychozi protitatky my3i (16). Nasled-
né preklinické a klinické studie s touto rekombinantni protilatkou
rhuMAb HER-2 (trastuzumab, Herceptin®) prokazaly antipro-
lifera¢ni efekt na butiky karcinomu prsu in vitro, ktery mize byt
zvy$en v kombinaci s nékterymi chemoterapeutiky (16,23, 25).
Z vy3e uvedeného vyplyvd nutnost vypracovani vysoce senzi-
tivnich a specifickych metodik na priikaz amplifikace a ove-
rexprese HER-2/neu. K uréeni statusu HER-2/neu byla pouZita
celatada metod detekujicich jednak genovou amplifikaci (Sout-
hern blotting, slot blot, polymerase chain rcaction. in situ hyb-
ridizace, fluorescencni in situ hybridizace). jednak metody hod-
notici overexpresi mRNA (Northern blotting, slot blot) ¢i metody
hodnotici overexpresi HER-2/neu na Grovni proteinu (Western
blotting, immunoassaye a metody imunohistochemické). Vét-
Sina 7 téchto metod neumoZiiuje zpracovani formalinem fixo-
vaného v parafinu zalitého materidlu a nemohou byt tudiz pro-
véadény na archivnim materidlu. Metodiky fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH) detekujici pocCet kopii genu HER-2/ncu
v burice a metodiky imunohistochemické detekujici uroven
exprese HER-2/neu tuto nevyhodu nemaji a s jejich pomoci lze
tspésné detekovat amplifikaci a overexpresi HER-2/neu na
materidlu standardn€ zpracovaném pro histologické vySetfeni
(14). Proto se tyto dvé metody stdvaji metodami volby pro prii-
kaz HER-2/neu amplifikace a overexprese na formol-parafino-
vém materidlu pro diagnostické icely. Cilem na3i studie byl pri-
kaz validity metod imunohistochemickych (IHC) ve srovndani
s metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) na formol
parafinovém materidlu.

Material a metody
Retrospektivné jsme vySetfili soubor 60 pacientek s invaziv-
nim karcinomem prsu operovanych ve FN Brno (pracovisté
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porodnice) v roce 1999. Soubor zahrnoval 45 invazivnich duk-
talnich karcinomu bliZe neurenych, 2 invazivni duktalni kar-
cinomy komedonového typu, 2 duktdlni mucindzni karcino-
my, 4 tubuldrni karcinomy, 1 ¢isty mucindzni karcinom.
2 smiSené invazivni karcinomy se sloZkou duktilni i lobular-
ni, 3 invazivni lobuldrni karcinomy a 1 atypicky meduldarni
karcinom. Pro THC vySetieni jsme pouZili diagnosticky kit
DAKO HercepTest™ (obsahujici polyklonalni protildtku pro-
ti vnitfni doméné proteinu HER-2/neu) a tii monoklondlni pro-
tilatky: NCL-c-erbB-2 -316, NCL-CB! 1 (proti vnitini domé-
né proteinu HER-2/neu) a NCL-c-erbB-2 -356 (proti zevni
doméné proteinu HER-2/neu) firmy Novocastra. Soucasné
jsme testovali vliv tzv. retrievalu antigenu ve vodni lazni vyne-
chédnim tohoto kroku v metodickém postupu. Pocet kopii genu
HER-2/neu v nddorovych buiikdch jsme detekovali pomoci
diagnostického kitu INFORM-HER-2/neu Gene detection
Systém®, (Ventana). Metoda FISH se vyznacuje vysokou sen-
zitivitou, reprodukovatelnosti a pesnosti pfi pouziti na for-
mol-parafinovém archivnim materidlu a je metodou volby pro
prikaz amplifikace genu HER-2/neu ve standardné histolo-
gicky zpracovanych tkaflovych fezech (18).

Priikaz amplifikace genu HER-2/neu metodou FISH
Metoda i hodnoceni bylo providéno pfesné podle pokynu
vyrobce a distributora diagnostického kitu INFORM-HER-
2/neu Gene Detection System® (Ventana) uvedenych v ..Pro-
cedure and Interpretation Guide".

Tkariové fezy 4pm silné, na elektrostaticky upravenych sklech
(Superfrost Plus, Menzel. SRN) byly suSeny pies noc pfi tep-
loté 65 °C, standardné odparafinoviny a natraveny v Protein
Digestion Solutin (Ventana). Po dehydrataci fezu bylo apli-
kovano 10ul biotinylované HER-2/ncu proby a provedena
denaturace pfi 75 °C. Hybridizace probihala pies noc ve vih-
ké komurce pii teplot¢ 37 °C, druhy den byla nespecificky
navizana proba vymyta v roztoku obsahujici 50% formamid
a bylo pristoupeno k detekci a amplitikaci ziskanych signala.
V dalgim kroku byl aplikovdn fluoresceinem znaceny avidin
vyznacujici se chemickou vazbou na biotin konjugovany na
probu. Biotinem znacend anti-avidovand protildtka se v dal-
S§im kroku vize na fluoresceinem znaceny avidin navizany na
biotinylovanou probu, coZ umoziujc zesileni fluorescenéniho
signdlu po aplikaci dal3iho fluoresceinem znaceného avidinu.
V kazdém béhu jsem pouzivali pozitivni a negativni kontroly.
Jadernd DNA byla dobarvena DAPI/Antifadem. K hodnoce-
ni jsme pouZzivali fluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse
E1000 vybaveny FITC a DAPI filtrem a systém obrazove ana-
lyzy LUCIA®,

Hodnotili jsme fluorescenéni signdly celkem ve 40 bunkach.
ve dvou oddélenych oblastech vZzdy po 20 bunkich v ramci
jednoho tkanového fezu. Pro lepsi orientaci v tkanoveém tezu
jsme pouzivali paralelni tkanové fezy obarvené hematoxyli-
nem-cosinem. Hodnotili jsme signdly v nepfekryvajicich se
intaktnich ndhodné vybranych bunikach. Tumory s poctem sig-
ndld na buiku £4 jsme hodnotili jako neamplifikované. Tumo-
ry s poctem signdll na buiiku >4 byly hodnoceny jako ampli-
fikované (obr. 5-7).

Priikaz overexprese HER-2/neu metodami IHC

Pro vySetfeni imunohistochemickd jsme vyuZili diagnosticky
kit HercepTest™ firmy DAKO obsahujici krdli¢i polyklonal-
ni protilatku proti vnitini doméné proteinu HER-2/neu (anti-
human ERBB2-oncoprotein, Code No. A0485. DAKO Y a ti
my$i monoklondlni protildtky firmy Novocatra (NCL.-c-crbB-
2-316aNCIL-CB ! | proti vnitini domén¢ proteinu HER-2/ncu
a NCL-c-erbB-2-356 proti zevni doméné proteinu HER
2/neu). Pfi prici s kitem HercepTest jsme postupovali presng
podle pokyn( vyrobee uvednych v . .DAKO HercepTest Quick
Guide". Neutrdlnim 10% pufrovanym formalinem fixovane
v paratinu zalité tkinové bloky byly nafezdny na mikrotomu
na tkinové fezy o toustee 4-5um. standardné odparatinova



ny arehydratovéany. Ve vodni lazni obsahujici Epitope retrie-
val solution a destilovanou vodu v poméru 1:10 predehfaté na
95-99 °C byly za ti&elem tzv. oZiveni antigenti fezy inkubova-
ny po dobu 40 minut. Nasledovala aplikace blokatoru endo-
genni peroxidazy a 100l vlastni krali¢i polyklonaini protilat-
ky (pfedredéné vyrobcem, ready to use) nebo N egative Control
Reagent. K vizualizaci vazby antigen-protilitka byl vyuZit
DAKO EnVision™ systém (HRP.Rabbit DAB+, obr.B), kde
se jako chromogen vyuZiva diaminobenzidin (DAB), ktery po
findlni peroxidazové enzymatické reakci dava pozitivni hné-
dé zbarveni. K dobarveni jader nadorovych bunék byl pouzit
hematoxylin. Preparaty byly hodnoceny ve svételném mikro-
skopu podle kritérii danych vyrobcem diagnostického kitu
nezivisle dvéma patology. Obdobné jsme postupovali pfi imu-
nohistochemickém vyseteni s monoklonalnimi protilatkami
NCL-c-erbB-2-316 (fedéni 1:100), NCL-CBI | (fedéni 1:100)
aNCL-c-erbB-2 -356 (fedéni 1:50) firmy Novocastra. Na téch-
to protilatkdch jsme soudasné testovali vliv retrievalu antige-
nu ve vodni lazni, provedeny stejnym zpisobem leéllko pfi pou-
Ziti diagnostického kitu HercepTest DAKO™ | Reakce
antigen-protilatka byla vizualizovéana systémem EnVisionT™
DAKO (K 4006 HRP.Mouse DAB+). Hodnoceni bylo prova-
déno podle stejnych kritérii jako pii pouZiti diagnostického
kitu DAKO HercepTest™ nezavisle dvéma patology.
Onegativni pfipady vykazovaly Easte¢nou membrinovou pozi-
tivitu v méné nez 10% nadorovych bunék (obr. 1), I+ nega-
tivni piipady jsou charakterizovany slabou, rovne? pouze ¢ds-
te¢nou membranovou pozitivitou ve vice ne? 10 % nadorovych
bunék (obr. 2). 2+ pozitivni pfipady vykazovaly slabé a7 stfed-
né€ intenzivni membranovou pozitivitu ve vice nez 10 % nddo-
rovych bunék (obr. 3). Pozitivita byla patrna na celych mem-
branach stejné jako u pfipadii 3+ pozitivnich, kde silnd
pozitivai membranovd reakce je detekovana ve vice ne¥ 10 %
nadorovych bunék (obr. 4).

Statistické hodnoceni

Korelace mezi frekvenci HER-2/neu pozitivnich a negativnich
pfipadii detekovand riiznymi metodami pfi pouZiti riznych pri-
marnich protilatek a reagencii byla hodnocena pomoci kon-
tingenCnich tabulek statisticky analyzovanych Pearsonovym
chi kvadritem (pro kontingenéni tabulky 2-6) a Fisherovym
exact testem s Yatesovou korekei (pro kontingenéni tabulky
2x2). Dile jsou dopotitany hodnoty specificity, senzitivity,
efektivity, prediktivni hodnota pozitivniho a negativniho
vysledku a koeficient shody Cohenovo Kappa u jednotlivych
IHC metod ve srovnani s FISH.

Vysledky

Amplifikace byla detekovina v 8 ze 60 pripadi (| 3,3%) meto-
dou fluorescenéni in situ hybridizace. Pocet signald v ampli-
fikovanych pfipadech se pohyboval v rozmezi 4.65 — 13.375
signdll na butiku. Pramérny podet signalt na buiiku v ampli-
fikovanych pripadech byl 7.386. Ve viech pozitivnich piipa-
dech se jednalo o invazivni duktalni karcinomy. z toho dva
komedonového typu, grade 2 nebo 3. Nebyla zastizena ampli-
fikace u karcinomu grade 1. 52 ze 60 piipadit (86.7%) bylo
interpretovano jako neamplifikované s poctem signala v roz-
mezi 1,450-3.720 signalt na buiiku. Overexprese byla dete-
kovdna ve 13,3-28,3% piipadii v zavislosti na pouZité proti-
latce ametodologii. VSechny THC negativni piipady a7 na jeden
(protilatka CBI1 bez antigen retrievalu) byly interpretoviny
Jjako neamplifikované ve FISH. Prediktivni hodnota negativ-
niho vysledku byla 100% ve vech pouzitych IHC metodic-
kych postupech kromé protildtky CB11 bez pouZiti retrievalu
antigenu. Perfektni shoda byla zaznamenani mezi vysledky
FISH a IHC pfi pouziti monoklonalnich protildtck NCL-c-
erbB-2-316 a NCL-c-erbB-2-356 (Novocastra) v metodickém
postupu vynechivajicim retrieval antigenu ve vodni lazni. 95%
shodu mezi vysledky FISH a IHC jsme zaznamenali pit pou-
ziti monoklonalni protilitky NCL-c-erbB-2-356. kde soucis.-

Tabulka 1. Srovndni protilitek a protokolt 7 hlediska predikce vysledku
FISH

Efekiivita |Senzitivita | Specifita | PH+V* | PH-V#*

ildtka. .
Protilatka, protokol (%) (%) (%) (%) (%)

DAKO Herceptest 85 100 83 47 100
DAKO bez retrievalu § 93 100 92 67 100
Novocastra 316 retrieval 93 100 92 67 100
Novocastra 316

bez retrievalu 100 100 100 100 100
Novocastra 356 retrieval 95 100 94 73 100
Novocastra 356

bez retrievalu 100 100 100 100 100
Novocastra CB11 retrieval 92 100 90 62 100
Novocastra CB1 1

bez retrievalu 97 88 9% 8K 9y

* Predikiivni hodnota pozitivniho vysledku

** Prediktivni hodnota negativniho vysledku

§ vySetfeni opakovano bez retrievalu pro vysledky Herceptestu 1+, 2+. 3+.
Vysledky Herceptestu 0 povazovany za negativni i pro toto vySetieni

ti pouZzité metodiky byl retrieval antigenu ve vodni lizni ((fi
2+ pozitivni pfipady v této metodé byly interpretoviny jako
neamplifikované pfi pouZiti FISH). Vysledky FISH a IHC byly
shodné v 93% piipadi pti aplikaci protilitky NCL-c-erbB-2-
316 s provedenym retrievalem antigenu (Ctyfi 2+ pozitivni pii-
pady v této metodé byly metodou FISH interpretoviny jako
neamplifikované). Nejmensi efektivitu vykdzal DAKO Her-
cepTest™ (85%). Sedm DAKO HercepTest 2+ pozitivnich
pfipadii a dva DAKO HercepTest 3+ pozitivni pfipady byly
klasifikovany jako neamplifikované ve FISH. Jeden pfipad
vykazoval pouze Gsekovitou overexpresi proteinu HER-2/neu.
hodnocenou v riiznich IHC metodich jako 2+ nebo 3+ poziti-
vita. Analyza FISH prokizala ve dvou oddélenych oblastech
tohoto nadoru hrani¢ni amplifikaci genu HER-2/neu s prii-
mérnym poctem signalli na buiiku 4,75. Hodnoceni protilatek
aprotokolti z hlediska predikce vysledku FISH obsahuje tabul-
ka 1. Je zfejmé Ze imunohistologie ma vysokou senzitivitu
a variabilni specifitu podle pouZitého protokolu. Vziledem
k niZsi cené a metodické narocnosti se tedy jevi jako vhodné
screeningové vysetieni.

Diskuse

Vysledky nasi metodologické studie prokdzaly vysokou uro-
veii Korelace mezi metodami IHC a FISH. co je ve shod¢
s vysledky obdobnych recentnich komparativnich studii
(18-22). Procento piipadii invazivnich karcinomi prsu s pro-
kdzanou amplifikaci a overexpresi genu HER-2/neu nevybo-
¢uje z publikovaného rozmezi 10-34% HER-2/neu pozitiviich
invazivnich karcinomil prsu (5,11). Nejmensi efektivitu ve
srovnani s FISH vykizal DAKO HercepTest™. Napadnd je
zejména vysoké procento 2+ pozitivnich piipadu. kter¢ byly
metodou FISH interpretovany jako neamplitikované (sedm 25
pozitivnich pfipadii interpretovino metodou FISH jako neam-
plifikované). Nalez je ve shodé s nékterymi studiemi. kieré
rovneéz pouZily tento diagnosticky kit (18, 21) a porovnivaly
metody IHC a FISH. Tuto skute¢nost Ize vysvétlit VySSi sen-
zitivitou polyklonalni protilatky obsazené v kitu ve'sgojcni
s vysoce citlivym vizualizadnim systémem EnVision™. Ne-
Ize opomenout skutecnost, e v literatuie je uvadéno a7 10%
pripadd invazivnich karcinomii prsu, u nichz zvySend exprese
proteinu HER-2/neu neni v souvislosti s amplifikaci genu
HER-2/neu, ale uplatituji sc zde i jiné mechanismy jako akti-
vace transkripee pfipadné jiné posttranskripéni dysregulace
(4.17). NaSe vysledky ziskané pouzitim monoklonilnich pro-
tilatek pfi metodickém postupu, ktery vynechavd retrieval anti-
genu. vSak ukazuji iplnou shodu mezi amplifikaci genu HER

2/neu detekovanou metodou FISH a overexpresi protemn
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Tab. 2 Tab. 5
Herceptest versus FISH NCL-c-erB-2-356 (s retrievalem) versus FISH |
NA A celkem NA A celkem
N 43 0 43 N 49 0 49
P 9 8 17 P 3 8 i1
celkem 52 8 60 celkem 52 8 60 ‘
Statisticky test hodnota Y% PR Statisticky test hodnota SV PR
Pearsoniiv chi kvadrat 23,348 | <0.000 Pearsonav chi kvadrat 41119 [ <0.000
Fishertiv exact test 19,454 1 <0.000 Fishertv exact test 35.066 ] <(0.000
S Yatesovou korekei S Yatesovou korekci
Koeficient shody 0,560 Koeficient shody 0,813
(Cohenovo kappa) (Cohenovo kappa)
Efektivita 85% Efektivita 95%
Senzitivita 100%  Senzitivita 100
Specificita 83%  Specificita 94
Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku 47%  Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku T3%
Prediktivni hodnota negativniho vysledku 100%  Prediktivni hodnota negativniho vysledku 100%
Tab. 3 Tab. 6
NCL-c-erB-2-316 (s retrievalem) versus FISH NCL-c-erB-2-316 bev. retrievalu) versus FISH ‘_}
NA A celkem NA A celkem
N 48 0 48 N 52 0 48 1
P 12 P 0 8 12 ﬂ’
celkem 52 8 60 celkem 52 8 60 |
Statisticky test hodnota SV PR Statisticky test hodnota SV PR
Pearsontiv chi kvadrat 36,923 1 <().000 Pearsontiv chi kvadrat 60 | <(.000)
Fishertiv exact test 31,379 ] <().000 Fisherav exact test 51.658 ] <().000
S Yatesovou korekei s Yatesovou korekci
Koeficient shody 0.762 Koeficient shody 1.0
(Cohenovo kappa) (Cohenovo kappa)
Efektivita 93%  Efektivita 100
Senzitivita 100%  Senzitivita 100%
Specificita 92%  Specificita 1004
Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku 67% Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku 1004
Prediktivni hodnota negativniho vysledku 100%  Prediktivni hodnota negativniho vysledku 100
Tab. 4 S . . < - .
dickém postupu. Tento ndlez je v rozporu s nékterymi studic-
NCL-c-erB-2-316 bez retrievalu) versus FISH mi, které povazuji retrieval antigenu za nezbytny k ziskani spo-
NA A celkem tehlivych vysledki imunohistochemickych vySetfeni formo-
N p p 15 lem fixovanych v parafinu zalitych tkdni (22). Viechny nase
vzorky byly pfikrojeny bezprostiedné po operaci a fixovdny
P 0 12 v neutrdinim 10% formalinu. Byla dodrzovana pfiblizne 23
celkem 52 8 60 hodinovd doba fixace. Vzorky byly zpracovany v jedné labo-
. ratofi a hodnoceni provadéno nezavisle dvéma patology. Zsti-
Statisticky test ) hodnota SV PR v otdzkou, zda by bylo mozné obdrzet obdobné vysledky
Pearsoniiv chi kvadrat 60 1 . G dx e LT et e M
<0,000 i v pfipadé VELS v('umb]llly ve fixaci a na§lednem Zpracovani
FisherQv exact test 51,658 | <0.000  tkané pro histologické vySetfeni (napf. pfi zpracovani vzorku
S Yatesovou korekci ziskanych z riznych nemocnic a laboratoii). Nelze opomenout
]g)cglc'em SI?Od}f 1.0 ani ekonomickou strianku véci. Cena jednoho vySetieni FISH
;'Efgkleiil];;:o appa) loog  Ja ast 28x vySsi ne7 cena jednoho THC vySetieni (19). FISH
Senzitivita 100 metody jsourovneZ Casove naroCnéjsi ve srovnani s IHC a hod-
Specificita loo%  noceni vysledkt FISH je rovnéz pracngj§i. FISH metody vy 7a-
Prediktivni hodnota pozitivniho vysledku 100%  dujindkladny fluoresceneni mikroskop a systém obrazove an:-
Prediktivn{ hodnota negativniho vysledku 100%

HER-2/neu detekovanou ur¢itymi IHC metodami. Vyjimkou
Jeptipad, kde hrani¢ni amplifikace genu HER-2/neu (4,75 sig-
nalii na buiiku) je provézena klonalni Gsekovitou overexpresi
proteinu HER-2/neu, pfi niZ se mohly uplatnit i vyic zminéné
mechanismy aktivace transkripce a posttranskripénich dysre-
gulaci. Procento 2+ pozitivnich pripadi interpretovanych
v metod¢ FISH jako neamplifikované je vyrazné vyssi i pii
pouZiti monoklondlnich protildtek firmy Novocastra v meto-
dickém postupu, ktery zahrnuje retrieval antigenu ve vodni ldz-
ni ( tfi 2+ pozitivni s protilatkou NCL-c-erbB-2-356 a Clyfi 24
pozitivni s protilitkou NCL-c-erbB-2-316, 6 2+ a | 3+ pozi-
tivni s protilitkou NCL-CB11). Porovnani efektu retrievalu
antigenu ve vodni 1azni na efektivitu [HC metod ve srovnini
s FISH nas vede k avaze o vynechani tohoto kroku v meto-

lyzy. i kdyzZ jiz existuji alternativni postupy (napf. kit N
Zymed), umoziiujici detekei DAB a hodnoceni ve svételném
mikroskopu, obdobné jako u IHC metod. Ne kazd¢ odd&leni
patologic je vybaveno materidlng i profesionalné na metodiky
FISH, THC je v3ak v&tinou jiz metodou rutinni. VySe uvede-
né diivody nds vedly k vypracovini této srovndvaci metodo-
logické studie a K hledani metod imunohistochemickych.
JejichZ validita je srovnatelnd s metodou fluorescencni in situ
hybridizace.

Zavér

Na zikladé vysledki nasi studie jsme dospéli k nizoru 7o, nmu-
nohistochemicka detekee stavu exprese HER-2/neu Je zdvisla
nanastaveni senzitivity IHC reakce a ptipadném retrievalu anti-
genu. Vysokd troved exprese HER-2/neu (3+ pozitivni prIpit

dy) a normdlni exprese HER-2/neu (0, 1+ negativai piipady
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mohou byt spolehlive detekovéany imunohistochemicky pii pou-
Ziti optimalizovanych postupt. Imunohistologii lze, vzhledem
k vysoké senzitivit€ této metody, niZ8i cené a metodické naroc-
nosti pouZivat jako screeningové vySetieni statusu HER-2/neu.
Ptipady s hrani¢nim vysledkem imunohistochemického vySet-
fen{ (zejména 2+ pozitivni piipady) by pak mély byt vySetieny
THC extenzivnéji (vice protilatek, srovnani vysledku s retrie-
valem a bez n¢j), pfipadné vySetfeny FISH pfed vyslovenim
kone¢ného stanoviska. Tato vySetfeni by méla provadét pra-
covisté, kterd maji k dispozici metodiku in situ hybridizace
k pribézné kalibraci a kontrole vysledk. Navrhujeme proto
algoritmus vySetfeni statusu HER-2/neu zahrnujici IHC jako

screeningové vySetfeni s pouZitim in situ hybridizace pouze
k veritikaci imunohistologicky hrani¢nich pfipadt (Obr. 8). Pro
zatazeni do klinickych studii by dle naseho ndzoru mély byt
pacientky stratifikovany do tfi skupin (1. skupina :HER-2/neu
pozitivni; 2.skupina: amplifikaci a overexpresi nelze jedno-
znacné vyloudit; 3.skupina: HER-2/neu negativni).

Podekovdni

Prdce vznikla s materidlni podporou ceského zastoupent fir-
my Roche, ddle byla podporovdna Vyzkumnym zdmérem MZ
CR 000 65 26 17 05. AutoF¥i ddle dékuji Markéteé Smolove zu
zhotoveni celkem asi 600 imunohistologickych pepardtii.
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