-

-
brought to you by .{ CORE

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Via Medica Journals

NOWOTWORY Journal of Oncolog
Number 5 « 500-505

* 2004 * volume 54

Rekomendacje - Recommendations

Rekomendacje Polskiej Grupy Badawczej ds. HER2

Wiodzimierz T. Olszewskil, Maciej Krzakowski?2

Wspotautorzy opracowania: Jan Breborowicz, Maria Chosia, Violetta Filas,

Karol Gugata, Michat Jelen, Andrzej Karmoliniski, Janusz Kopczynski, Radostaw Kordek,
Elzbieta Korobowicz, Anna Kruczak, Robert Kubiak, Pawet Kurzawa, Dariusz Lange,
Anna Mrozkowiak, Bogustaw Musiatowicz, Wojciech P. Olszewski, Leonard Pikiel,
Lucyna Rudnicka, Janusz Rys, Ilona Sir, Jan Sir, Danuta Skomra,

Anna Smok-Ragankiewicz, Jacek Sygut, Franciszek Szubstarski, Sami Titi, Piotr WiSniewski,
Renata Zablotna

Recommendation of the Polish HER2 Study Group

Wybor metody leczenia w raku piersi uwarunkowany jest
przede wszystkim stopniem zaawansowania nowotworu,
a takze typem histologicznym i stopniem ztosliwoSci histo-
logicznej. Ponadto, podstawa wyboru chemio- lub hor-
monoterapii w raku piersi jest stan menopauzalny i sto-
pien ekspresji receptordw estrogenowych i/lub progeste-
ronowych. Wymienione czynniki predykcyjne nie sg
optymalne i migdzy innymi z tego powodu dotychczasowe
metody leczenia chorych z rakiem piersi nie daja zadowa-
lajacych wynikow.

Postep w zakresie biologii molekularnej przyczynit sie
do bardziej doktadnego poznania mechanizméw karci-
nogenezy, ale pozwolit takze na wyodrebnienie nowych
markerow, mogacych mie¢ wartoS$¢ prognostyczng i pre-
dykcyjna w tym nowotworze [1-4].

Poszukiwanie czynnikéw dokladniej charakteryzuja-
cych nowotwoOr i stwarzajacych szanse stosowania bar-
dziej zindywidualizowanego leczenia jest prowadzone
gtownie przy zastosowaniu metod immunohistoche-
micznych i technik biologii molekularnej. Brak wlasciwej
standaryzacji tych metod powoduje, ze tylko niektore
z nowo odkrytych marker6w maja warto$¢ prognostyczna,
a w przypadku jeszcze mniejszej ich liczby sprawdza si¢
warto$¢ predykcyjna.

W odniesieniu do raka piersi obecnie najwigksze za-
interesowanie kliniczne wzbudza receptor EGFR2 (sy-
nonimy — HER2/neu, HER2 lub c-erbB-2), ktory nalezy
do rodziny receptoréw ludzkiego naskorkowego czynnika
wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor). Guzy wy-
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kazujace nadmierna ekspresj¢ HER2 cechuje bardziej
agresywny przebieg naturalny i gorsze rokowanie. Wiele
doniesien wskazuje, ze stan HER2 powinien by¢ uwzgled-
niany przy wyborze hormonoterapii [5-10] lub chemiote-
rapii [11-16] w raku piersi. Najwazniejszym uzasadnie-
niem dla oceny stanu HER?2 jest mozliwo$¢ stosowania
w praktyce trastuzumabu. Lek ten jest przeciwcialem mo-
noklonalnym przeciwko biatku receptora HER2. Wykaza-
no, ze stosowanie trastuzumabu w monoterapii oraz
w skojarzeniu z chemioterapia prowadzi do uzyskania
znamiennych statystycznie korzysci u chorych z uog6lnio-
nym rakiem piersi [17-19]. KorzySci te polegaja zar6wno
na znamiennym zwickszeniu wskaznik6w obiektywnej od-
powiedzi, jak i wydluzeniu przezycia wolnego od progre-
sji i przezycia calkowitego [17, 18].

Z tego powodu przed patologiem stan¢io zadanie
wiarygodnego okreSlenia stanu HER2. Receptor (bial-
ko) HER2 wystepuje w prawidiowych komdrkach, a jego
powstanie jest funkcja genu HER?2, zlokalizowanego
w chromosomie 17. W wielu nowotworach (w tym, w raku
piersi) stwierdzono nadekspresj¢ biatka receptora HER2
i/lub amplifikacje genu HER?2.

Stan HER2 mozna okresli¢ oceniajac liczbe kopii
genu HER? lub ekspresj¢ biatka (receptora HER2), zlo-
kalizowanego w btonie komorkowej. Mozliwa jest row-
niez ocena mRNA, jak tez uwolnionego biatka receptoro-
wego w surowicy krwi.

Podstawowymi metodami oceny stanu HER?2 jest
metoda immunohistochemiczna (IHC), z zastosowaniem
przeciwcial mono- lub poliklonalnych oraz metoda flu-
orescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. fluorescence in si-
tu hybridization; FISH), polegajaca na okresleniu liczby
kopii gené6w HER2 w komd&rce nowotworowe;.
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Ocena stanu HER2, przeprowadzana z zastosowa-
niem jednej z wymienionych metod, zalezy od szeregu
czynnikow. Nalezg do nich: rodzaj materiatu tkankowego
stanowiacego podstawe oceny, sposdb utrwalania i prze-
chowywania materiatu, rodzaj przeciwcial lub sond stoso-
wanych do wykrycia HER2, a takze system oceny i inter-
pretacji wynikow.

W Polsce w celu standaryzacji oceny receptora
HER?2 podje¢to badania populacyjne w odniesieniu do
wszystkich nowo rozpoznawanych rakéw piersi. W bada-
niach tych, prowadzonych pod auspicjami Polskiego Towa-
rzystwa Patologdéw we wspdtpracy z firmg Roche Polska,
uczestniczyto 16 oSrodkow tworzacych Polska Grupe Ba-
dawcza ds. HER2 (lista zakltadow i osob w zalaczeniu).
W pierwszej fazie dokonano oceny stanu HER2 u 5088
chorych, co stanowi ponad 50% wszystkich nowo rozpo-
znawanych rocznie przypadkdow raka piersi w Polsce. Ba-
daniami objeto wszystkie nowo rozpoznawane chore na
raka piersi, leczone w oSrodkach uczestniczacych w bada-
niach, jak tez przypadki, w ktérych stwierdzono w tym
okresie rozsiew procesu nowotworowego w trakcie lecze-
nia lub obserwacji po jego zakoficzeniu. Oznaczefi doko-
nywano stosujac metode IHC, z wykorzystaniem zesta-
wu HercepTest™ (producent — firma DakoCytomation)
i oceniajac odczyn IHC wedtug skali podanej przez produ-
centa (0, 1+, 2+, 3+). W materiale obejmujacym ponad
5000 przypadkéw wykazano, ze odczyn silnie dodatni
(3+) stwierdzono w przypadku 18,5% rakow [20, 21].

W badaniu zaobserwowano do$¢ wyrazne roznice
pomiedzy oSrodkami, wynikajace z doSwiadczenia patolo-
ga oceniajacego reakcje IHC. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
w oSrodkach, w ktorych wykonano ponad 200 oznaczen
w ciggu roku, rozklad odczynéw ITHC byt bardzo zblizony
[22]. Fakt ten potwierdza wigksza wiarygodno$¢ oceny
stanu HER2 w oSrodkach o wigkszym doswiadczeniu
w tym elemencie diagnostyki patologicznej, na co wskazu-
ja inni autorzy [23-24].

Wprowadzenie oceny stanu receptora HER2 wyma-
ga ustosunkowania si¢ do nastepujacych zagadnien, zwia-
zanych z celowoScig i wiarygodnoScia tego oznaczenia:
1) najlepszy moment oznaczenia,

2) rodzaj materiatu do oznaczenia,

3) technika oznaczania (IHC lub FISH) i sposob przy-
gotowania materiatu do oceny,

4) miejsce wykonywania badan,

5) interpretacja uzyskanych wynik6w i sposob ich przeka-
zywania klinicyscie.

Ad 1.

Podstawowym wskazaniem do oznaczania stanu recepto-
ra HER?2 jest obecnie dobor chorych do leczenia trastuzu-
mabem. Oznaczefi dokonywano tradycyjnie w chwili wy-
stapienia nawrotu (wznowa lub przerzuty) nowotworu,
wykorzystujac material tkankowy z guza pierwotnego lub
z ogniska wznowy lub przerzutu. W licznych doniesie-
niach zwrdcono uwage na celowos¢ zrdznicowanej hormo-
noterapii i chemioterapii [5-16], w zaleznoSci od stanu
HER2. Wskazuje to na celowos¢ pierwotnego wykony-
wania oznaczenia stanu HER2 w chwili ustalenia rozpo-

znania nowotworu na podstawie badania materiatu po-
operacyjnego. W badaniach, w ktorych poréwnywano stan
HER?2 w guzie pierwotnym i wznowie lub przerzucie, wy-
kazano, ze status HER?2 nie ulega zmianie [24]. Wedlug
rekomendacji Amerykanskiego Towarzystwa Onkologii
Klinicznej (ang. American Society of Clinical Oncology;
ASCO) z 2000 roku [3] stan receptora HER2 winien by¢
oznaczany w kazdym pierwotnie rozpoznawanym raku
piersi, jak tez we wznowach lub przerzutach.

Ad 2.

Oznaczef stanu HER2 powinno dokonywac¢ si¢ w mate-
riale tkankowym z guza usunietego chirurgicznie, utrwa-
lonego w buforowanej formalinie i zatopionego w parafi-
nie. W przypadku braku takiego materialu mozna wyko-
rzysta¢ tkanke uzyskana droga biopsji gruboiglowe;.
W wyjatkowych przypadkach oceny takiej mozna dokonaé
w aspiratach cienkoigtowych, ale wykorzystanie takiego
materialu ma istotne ograniczenie w przypadku stosowa-
nia techniki THC (ocena technika IHC opiera si¢ o anali-
z¢ odczynu blonowego, a w aspiratach w wielu przypad-
kach btony komorkowe ulegaja uszkodzeniu). Ujemny
wynik oznaczenia moze mie¢ w tym wypadku ograniczona
wartos¢.

Ad. 3

Zwigkszona zawartoS¢ receptora HER2 uwarunkowana
jest amplifikacja genu HER2, zlokalizowanego w chro-
mosomie 17.

Nie ma obecnie zgodnoSci odno$nie wyboru najlep-
szej metody okreélenia stanu HER2. Metody takie moga
dotyczy¢ badania nadekspresji biatka lub amplifikacji ge-
nu HER2. W ocenie nadekspresji biatka stosuje si¢ obec-
nie metode IHC, umozliwiajaca ocen¢ biatka receptora
btonowego. W przypadku oceny oderwanych fragmen-
tow zewnatrzkomorkowej domeny receptora stosuje si¢
metode ELISA (ang. enzym-linked immunosorbent assay).

W okreSlaniu amplifikacji genu HER?2 stosuje si¢
obecnie w pierwszej kolejnosci technik¢ FISH, a poza
tym techniki Southern blot, CISH i PCR. Zgodnie z zale-
ceniami producentéw wigekszo$¢ tych metod ma zastoso-
wanie tylko w badaniach naukowych. W praktyce me-
dycznej w diagnostyce patomorfologicznej znalazly za-
stosowanie i rekomendowane sg IHC i FISH.

Zar6wno Amerykanskie Kolegium Patologéw (ang.
American College of Pathologists) [27], jak i ASCO [3]
w swoich rekomendacjach nie wskazuja jednoznacznie,
ktora z tych metod ma zdecydowang przewage. Podobne
stanowisko znalazlo swoj wyraz w wytycznych krajow eu-
ropejskich [25], jak i w wynikach prac Polskiej Grupy Ba-
dawczej ds. HER2 [20, 21].

Metoda IHC

Metoda ta jest najczesciej stosowanym sposobem okreSla-
nia stanu HER2, a polega na stosowaniu przeciwcial prze-
ciwko réznym epitopom receptora HER?2, zlokalizowa-
nym w zewnatrzkomoérkowej i wewnatrzkomorkowej do-
menie tego receptora. Stosowane moga by¢ zaréwno
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mono-, jak i poliklonalne przeciwciata. Nie ma jednolite-
go stanowiska odno$nie wyboru, ktére z dostepnych ko-
mercyjnie przeciwcial winno by¢ stosowane. DoSwiadcze-
nie Polskiej Grupy Badawczej ds. HER2 wskazuje na
podstawie dwuletniego do$wiadczenia, opartego o oce-
n¢ kilkunastu tysiecy rakow piersi, ze stosowanie
HercepTestu™ pozwala na uzyskanie duzej zgodnoSci
w ocenie statusu HER2 [22].

Zaleta tej metody jest mozliwo§¢ stosowania jej
w kazdej pelnoprofilowej pracowni patomorfologiczne;j,
mozliwos$¢ wykorzystania parafinowych bloczkéw tkan-
kowych, jak tez stosowanie rutynowych mikroskopow.
Nalezy podkresli¢ jednak pewne ograniczenia i trudnosci
w stosowaniu IHC. Do ograniczefi naleza: r6zna czutos¢
i swoisto$§¢ stosowanych przeciwcial, r6znice w sposobie
odzyskiwania antygenowoSci, rznice w rozcieficzeniu
przeciwcial i pH buforu, jak tez wybdr réznych metod
kontroli jakosci odczynu. Niewatpliwie bardzo istotnym
ograniczeniem tej metody jest subiektywno$¢ oceny odczy-
nu i sposdb przedstawiania uzyskanych wynikow.

Obecnie najszerzej przyjety jest sposob przedstawia-
nia wynikow w skali zaproponowanej przez DakoCyto-
mation w zestawie HercepTest™. Skala ta jest czterostop-
niowa (0, 1+, 2+, 3+) i zestaw HercepTest™ zawiera
wzorcowe preparaty, co ulatwia wprowadzenie tej metody.
Nalezy réwniez podkreslié, ze stosowanie IHC moze i po-
winno by¢ wykonywane przez patologa, poniewaz warun-
kiem niezbednym jest wybdr wiasciwego utkania nowo-
tworu, jak tez mozliwo$¢ unikni¢cia btedéw, wynikaja-
cych z uszkodzenia tkanki w czasie pobierania materiatu
lub obrébki histopatologiczne;.

Metoda FISH

Wykazano, ze metoda ta, stosowana w celu okreSlenia
iloci kopii genu, jest bardzo wiarygodna i moze by¢ stoso-
wana z wykorzystaniem materiatu z bloczkéw parafino-
wych, niezaleznie od sposobu utrwalania tkanki, jak tez
czasu przechowywania bloczkéw parafinowych. Istota tej
metody w okreSlaniu stanu HER?2 jest ocena liczby kopii
genu HER?2. Stosowane s3 2 zasadnicze sposoby oceny.
W pierwszym z nich okres§lamy liczbe kopii genu HER?2,
w drugim stosunek liczby kopii genéw HER? i liczby chro-
mosomdw 17. Drugi ze sposobow pozwala na uniknigcie
btednego rozpoznania amplifikacji genu w przypadkach
polisomii komdrek nowotworowych.

W przypadku pierwszej z metod liczba kopii genu
HER? ponad 4 oznacza amplifikacje¢, w drugiej metodzie
moéwimy o amplifikacji, gdy wskaZnik jest wiekszy od 2.

Ograniczeniem tej metody jest stosowanie stosun-
kowo ztozonej metodyki, wysoki koszt odczynnikow i ko-
nieczno$¢ korzystania z mikroskopu fluorescencyjnego.
Pewnym uproszczeniem tej metody jest technika CISH,
w ktorej zamiast fluorochromoéw i mikroskopu fluore-
scencyjnego stosuje si¢ jako metode wizualizacji metode
peroksydazowa, a preparaty ocenia si¢ w zwyklym mikro-
skopie Swietlnym.
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Rekomendacje dotyczace oznaczania stanu
receptora HER2 w raku piersi

Ustalenia poczynione w oparciu o dane z piSmiennictwa,
jak tez doswiadczenie wiasne Polskiej Grupy Badawczej
ds. HER2 wskazuja na przedstawiony ponizej tryb poste-
powania w odniesieniu do oceny stanu HER2.

1. Wskazania do oznaczania stanu HER2

Kliniczne wskazania dla oceny stanu HER2 wynikaja z je-

go znaczenia prognostycznego i predykcyjnego. Stan

HER?2 powinien by¢ uwzgledniany podczas podejmowania

decyzji terapeutycznych w ramach leczenia chorych na

raka piersi we wczesnych stopniach zaawansowania kli-
nicznego, jak tez w stadium nawrotu i uogdlnienia.

W przypadku chorych po pierwotnym leczeniu chi-
rurgicznym, ktore wymagaja podjecia uzupelniajacej che-
mioterapii pooperacyjnej, nadekspresja biatka HER2
lub amplifikacja genu HER2 powinna sugerowaé zasto-
sowanie antracyklin w ramach uzupelniajacej chemiotera-
pii.

W przypadku chorych, ktére wymagaja podjecia che-
mioterapii z powodu nawrotu lub pierwotnego uogodlnie-
nia nowotworu, nadekspresja bialka HER2 lub amplifika-
cja genu HER?2 powinna by¢ wskazaniem do stosowania:
— chemioterapii z udziatem antracyklin u chorych, ktore

nie otrzymywaly antracyklin w ramach chemioterapii
uzupelniajace;j;

— chemioterapii bez udzialu antracyklin w skojarzeniu
z trastuzumabem u chorych, ktore otrzymywaly antra-
cykliny w ramach chemioterapii uzupetniajace;j;

— chemioterapii bez udzialu antracyklin w skojarzeniu
z trastuzumabem u chorych, ktore otrzymywaly antra-
cykliny w ramach chemioterapii zastosowanej w chwili
wystapienia uogolnienia nowotworu i maja wskazania
do ponownego leczenia systemowego.

W przypadku chorych, ktére wymagaja podjecia le-
czenia systemowego z powodu wystapienia nawrotu
lub/i uogodlnienia i maja przeciwwskazania do stosowa-
nia chemioterapii lub hormonoterapii, nadekspresja biat-
ka HER?2 lub amplifikacja genu HER2 powinna by¢ wska-
zaniem do stosowania trastuzumabu w monoterapii.

W przypadku chorych po pierwotnym leczeniu chi-
rurgicznym, ktore wymagaja podjecia uzupelniajacej hor-
monoterapii pooperacyjnej oraz w przypadku chorych,
ktére wymagaja podjecia hormonoterapii z powodu na-
wrotu lub pierwotnego uogélnienia nowotworu, nade-
kspresja bialka HER2 lub amplifikacja genu HER?2 nie ma
znaczenia predykcyjnego (brak jest dostatecznych dowo-

doéw naukowych, ktére uzasadnialyby wybor okreslonej
metody leczenia hormonalnego w zaleznoSci od stanu
HER?2).

2. Rodzaj materialu

Stan receptora HER?2 nalezy okres$la¢ na podstawie pre-
paratdw histologicznych (material pooperacyjny, wycinek
tkankowy lub biopsja gruboiglowa). Aspiraty cienkoigto-
we maja ograniczong wartos$¢ jako material do oceny im-
munohistochemicznej receptora HER2.

3. Utrwalanie

Preparaty powinny by¢ utrwalane w 10% buforowanej
formalinie.

4. Metody oceny

Podstawowa metoda oceny stanu receptora HER2 win-
na by¢ metoda IHC. Z uwagi na wystandaryzowanie
w Polsce metody zalecane jest stosowanie zestawu
HercepTest™ (producent — firma DakoCytomation).
W przypadkach niejednoznacznego wyniku badania meto-
da IHC (2+ wedlug HecepTest™) nalezy stosowaé ozna-
czenie metoda FISH i oceni¢ liczbe kopii genéw HER?2
w komorkach nowotworowych (algorytm postepowania
—w zalaczeniu).

5. Ocena wyniku i sposob przekazania wyniku klinicyScie

Wynik oceny metoda THC lub oceny technikami biologii
molekularnej (FISH) powinien by¢ wyrazony w sposdb
jednoznaczny i zrozumialy dla klinicysty majacego podjac
decyzje dotyczaca metody leczenia. Wynik oceny powi-
nien zawiera¢ dane okre§lajace rodzaj zastosowanego
przeciwciala lub sondy, jak tez skale stosowana do okre-
§lenia wyniku oznaczenia.

6. Interpretacja wyniku

Interpretacja kliniczna wyniku winna uwzgledniad rezultat
oznaczenia dokonanego metoda IHC lub FISH oraz wy-
niki badan klinicznych i histopatologicznych w celu wybo-
ru wlasciwej metody leczenia.
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7. Wymagania metodyczno-organizacyjne

Badania THC powinny by¢ dokonywane w pracow-
niach patomorfologicznych, w ktorych istnieje potrze-
ba oceny receptora HER2 u przynajmniej 100 chorych
rocznie.

Badania metoda FISH powinno by¢ dokonywane
w referencyjnych oSrodkach, ktére dysponuja odpowied-
nim sprz¢tem oraz przeszkolonym i do§wiadczonym per-
sonelem.

Stosowanie zaproponowanego algorytmu pozwala
na ograniczenie kosztow badania, jak tez stanowi rodzaj
kontroli jakoSci badan IHC.
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