Wspétczesna Onkologia (2002) vol. 6; 1 (5-8)

Cel: Celem pracy byto wykrycie eks-
presji biatka HER2 u chorych na raka
gruczotu piersiowego bez przerzutow
do weztéw chtonnych w stadium G2,
pT1-2, pNO, leczonych na Oddziale
Chirurgii Katedry Onkologii Akademii
Medycznej w Poznaniu.

Materiat i metody: Badaniami objeto
36 pacjentek w wieku 36-82 lat.
W analizie uwzgledniono wiek pacjen-
tek, postac histologiczng nowotworu,
wielkoSc guza, stopieri ztosliwosci hi-
stologicznej, stan weztow chtonnych,
obecnosc receptora dla estrogendw
i progesteronu oraz ekspresje biatka
p53 i katepsyny D w komorkach no-
wotworowych. Ekspresje biatka HER2
badano przy uzyciu testu immunohi-
stochemicznego firmy DAKO — ,DA-
KO HercepTest for Immunoenzymatic
Staining (Code No. 5204)".

Wyniki i wnioski: Nadekspresje biat-
ka HERZ stwierdzono u 11 pacjentek
(30,6 proc.). U kobiet w wieku przed-
menopauzalnym stwierdzono wiek-
szg ekspresje HER2 (42,9 proc.). Nie
zaobserwowano zaleznosci miedzy
wielkoscig guza a ekspresjg HER2.
Nadprodukcja biatka HER2 u pacjen-
tow z obecnoscig receptorow dla es-
trogendw wynosita 33,3 proc. Ozna-
cza to bardziej agresywng postac
choroby i sprzyja opornosci na tera-
pie hormonalng. W przypadku obec-
nosci biatka p53 jak i jego braku na-
dekspresja wynosita 30 proc.
Konkluzja: Nadekspresje biatka
HER2 wykryto u 30,6 proc. bada-
nych chorych, co pozwala na wyod-
rebnienie grupy pacjentek o nieko-
rzystnym rokowaniu.

Stowa kluczowe: HERZ2, rak gruczotu
piersiowego.
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WSTEP

Nowotwory gruczotu piersiowego charak-
teryzujg sie wysokim stopniem wytwarzania
czynnikéw wzrostu i ich receptorow. Gen
dla receptora typu 2 dla ludzkiego naskor-
kowego czynnika wzrostu (HER2, HER2/neu,
c-erbB-2) jest protoonkogenem zlokalizowa-
nym na chromosomie 17g21. Koduje gliko-
proteine transbtonowg nazywang biatkiem
lub receptorem HER2. Zwigzanie ligandu
z powierzchniowym kompleksem receptoro-
wym zawierajgcym biatko HER2 uaktywnia
kinaze tyrozynowg i zachodzi autofosforyla-
cja tyrozyny. Inicjuje to kaskade zjawisk,
ktére prowadzg do przekazania sygnatu dla
wzrostu i podziatu komorek [1].

Amplifikacja genu i nadekspresja recep-
tora HER2 odgrywa znaczacg role w trans-
formacji nowotworowej i w procesie rozrostu
wielu nowotwordw, a szczegdlnie w raku gru-
czotu piersiowego, gdzie wynosi 15-30 proc.
[2]. Jednak struktura biatka HER2 w komor-
kach rakowych nie ulega zmianie w porow-
naniu do komorek prawidtowych.

Stwierdzenie nadekspresji HER2 u cho-
rych na raka piersi wskazuje na bardziej
agresywng postac¢ choroby [2]. Wigze sie
to réwniez z opornoscig na terapie hormo-
nalng, mimo obecnosci receptoréw dla es-
trogendw i progesteronu [3].

Rokowanie u chorych na raka gruczotu
piersiowego bez przerzutow do weztow
chtonnych jest korzystniejsze niz u pacjen-
tek ze stwierdzonymi przerzutami do weztéw
pachowych. Tym niemniej u chorych w stop-
niu G2, pT1-2, pNO wptyw na pogorszenie
rokowania ma stopien ztosliwosci histologicz-
nej oraz wielkos¢ guza powyzej 2 cm. Po-
stepowaniem z wyboru u tych osdéb jest le-
czenie operacyjne, uzupetnione terapig cy-
tostatykami lub hormonami (antyestrogeny,

inhibitory aromatazy, analogi LH-RH). Wykry-
cie u tych chorych nadmiernej ekspresji
HER2 umozliwia wyodrebnienie sposrdd nich
grupy o znacznie gorszej prognozie, dla
ktérych stosowanie nowego leku — Hercep-
tyny — moze stanie sie postepowaniem
z wyboru [4, 5].

CEL PRACY

Celem pracy byto wykrycie ekspresji
biatka HER2 u chorych na raka gruczotu
piersiowego bez przerzutéw do weztdw
chtonnych w stadium G2, pT1-2, pNO.

MATERIAL | METODY

Materiat do badar stanowity kostki para-
finowe, wykonane z materiatu operacyjnego
pochodzgcego od 36 pacjentek w wieku
36-82 lat, leczonych z powodu pierwotnie
operacyjnego raka gruczotu piersiowego
w stadium G2, pT1-2, pNO w latach
1999-2000 na Oddziale Chirurgii Kliniki On-
kologii Akademii Medycznej w Poznaniu. Ba-
dania histopatologiczne i immunohistoche-
miczne wykonano w Zaktadzie Patologii No-
wotworéw  Katedry Onkologii  Akademii
Medycznej w Poznaniu. Charakterystyke ba-
danej grupy przedstawia tab. 1.

Najczestsza postacig histologiczng no-
wotworu w badanej grupie byt rak przewo-
dowy — 72,2 proc.; rak zrazikowy stanowit
5,6 proc.; przewodowo-zrazikowy — 19,4
proc.; inne — 2,8 proc. 72,2 proc. guzow
miato wielko$¢ do 2 cm i 27,8 proc. roz-
miary od 2 do 5 cm. W badaniu histopato-
logicznym we wszystkich przypadkach
stwierdzono II° ztosliwosci. U zadnej pa-
cjentki nie wykryto przerzutéw do weztéw
chtonnych pachowych. U 27 (75 proc.)
chorych wykazano obecnos$¢ receptora dla
estrogendéw, a u 29 (80,6 proc.) receptora
dla progesteronu.
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Aim: The aim of this study was to
analyse the expression of the human
epidermal growth factor receptor - 2
(HER2) in patients with no detected
lymph node metastases, tumor size
below 5 cm and in G2 stage. HERZ2 is
a product of an HER2 proto-oncogen.
It plays an important role in regulating
cell growth. HER2 overexpression is
generally associated with a more
aggressive disease and a worse
prognosis. The cases were those of
patients treated by the Surgical Ward
of Oncology Department of Karol
Marcinkowski University of Medical
Sciences in years 1999 and 2000.
Materials and methods: We identified
36 cases suitable for inclusion in the
study. Variables  taken  into
consideration included the age of
patients, histological type, size of
tumor, grading, status of lymph nodes,
the presence of estrogen and
progesterone receptors, p53 and
catepsin D in breast cancer cells. The
patients were aged between 36 and 82
years. 72.2% of cases were ductal
breast cancer. 72.2% of tumors had
below 2 cm in diameter. Estrogen
receptors were found in 75% of cases
and progesterone receptors in 80.6%.
Expression of 53 was detected in
52.8% of women. Expression of HER2
was detected using the ,DAKO
HercepTest for Immunoenzymatic
Staining (DAKO-Code No. 5204).
Results and Conclusions:
Overexpression of HER2 protein was
detected in 11 patients (36%).
Premenopausal women showed higher
expression of HER2 (42.9%). Only two
cases of lobular cancer did not provide
adequate data for estimation of a
relationship between histological type
and expression of HER2. The size of
the tumor did not appear to influence
HER?Z2 expression. Overexpressionof
HERZ2 was detected in 33,3% of cases
which were also tested positive for
estrogen receptors. The presence of
HERZ2 in these cases is indicative of a
more aggressive form of disease
which, in turn, is suggestive of
resistance to hormonal therapy
normally used in cases where
estrogen receptors are detected.
Presence or absence of p53 protein
does not appear to have any bearing
on HERZ2 expression.

Conclusion: Overexpression of protein
HERZ2 was detected in 30.6% patients,
which allows the selection of those
patients with a worse prognosis.

Key words: HERZ2, breast cancer.

Tah. 1. Charakterystyka badanej grupy
Liczba pacjentek
Wiek (w latach)

Postac¢ histologiczna

rak przewodowy

rak zrazikowy

rak przewodowo-zrazikowy
inne

Wielkos¢ guza
pT1
pT2
pT3

Grading
G2

Stan weztéw chtonnych
pNO

Receptor dla estrogenéw
ER +
ER -

Receptor dla progesteronu
PgR +
PgR -

Biatko p53
p53 +
p53 -

C-erbB-2 w komérkach nowotworowych
C-erbB-2 +
C-erbB-2 —

Katepsyna D
CD +
CD -

W badanej grupie odnotowano w 52,8
proc. ekspresje biatka p53, w 88,9 proc.
— katepsyny D, a w 66,7 proc. — recepto-
ra c-erbB-2 z zastosowaniem innych niz
DAKO HercepTest for Immunoenzymatic Sta-
ining (Code No. 5204) testéw immunohisto-
chemicznych.

Ekspresje biatka HER2 badano przy uzy-
ciu testu immunohistochemicznego firmy
DAKO DAKO HercepTest for Immunoenzyma-
tic Staining (Code No. 5204). Test ten umozli-
wia wykrycie ekspresji HER2 przy uzyciu prze-
ciwciata poliklonalnego przeciwko temu biatku.

Wszystkie wykorzystane odczynniki po-
chodzity z ww. testu, a zastosowane pro-
cedury byty zgodne z zaleceniami produ-
centa. Badanie przeprowadzono w naste-
pujacy sposob:

D inkubowano skrawki w cieplarce w temp.
60°C przez noc,

D odparafinowano preparaty,

D odstonieto epitop podgrzewajac prepara-
ty w buforze przez 40 min,

D pozostawiono w temperaturze pokojowej
przez 20 min,

D ptukano w buforze,

D blokowano endogenng peroksydaze
w 3 proc. H,O, przez 10 min,

D inkubowano preparaty z przeciwciatem Rb
A-Hu HER2 (Rabbit Anti-Human HER2 Pro-
tein) przez 30 min,

36 (100 proc.)
36-82 (srednio 59,5 lat)

26 (72,2 proc.)
2 (5,6 proc.)
7 (19,4 proc.)
1 (2,8 proc.)

26 (72,2 proc.)
10 (27,8 proc.)
0 (0 proc.)

36 (100 proc.)
36 (100 proc.)

27 (75 proc.)
9 (25 proc.)

29 (80,6 proc.)
7 (19,4 proc.)

19 (52,8 proc.)
17 (47,2 proc.)

24 (66,7 proc.)
12 (47,3 proc.)

32 (88,9 proc.)
4 (11,1 proc.)

D ptukano w buforze przez 10 min,

D inkubowano z reagentem (Visualization Re-
agent) przez 30 min,

D ptukano w TBS (sdl fizjologiczna buforo-
wana TRIS pH 7,6) przez 10 min,

D inkubowano preparaty z uzyciem DAB
(8,3-diaminobenzidine) przez 10 min
w celu uwidocznienia reakcji barwnej (ko-
lor brgzowy),

D podbarwiano skrawki hematoksyling,

D zatopiono preparaty w balsamie kanadyjskim.

Nastepnie oceniano reakcje barwne bto-
nowe zgodnie z kryteriami wymienionymi
w tab. 2.

Interpretacja powyzszych reakcji umozli-
wita stwierdzenie nadekspresji biatka HER2
u chorych na raka gruczotu piersiowego
bez przerzutow do weztéw chtonnych.

Przyktady reakcji barwnych przedsta-
wia fot.

WYNIKI | OMOWIENIE

W grupie 36 chorych na raka gruczotu
piersiowego bez przerzutow do weztow
chtonnych nadekspresje biatka HER2 stwier-
dzono u 11 pacjentek, co stanowi 30,6
proc. Wyniki przedstawia tab. 3. Jest to
zgodne z danymi z literatury, gdzie ampli-
fikacje genu c-erbB-2 i nadmierng ekspre-
sje jego biatkowego produktu stwierdza sie
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Tab. 2. Kryteria oceny reakciji barwnej hionowej*

Reakcja
barwna w komorkach
nowotworowych

brak lub wystepuje
w mniej niz 10 proc. komdérek

staba w wiecej niz 10 proc. komorek,
ale dotyczy czesci btony komdérkowe;j

staba w wiecej niz 10 proc. komoérek,
ale dotyczy catej btony komodrkowej

silna w wiecej niz 10 proc. komorek,
dotyczy catej btony komorkowej

Wynik Nadekspresja HER2
0 negatywna
1+ negatywna
2+ stabo pozytywna
3+ pozytywna

* Tab. pochodzi z Atlas for Interpretation of HerceptTest Staining firmy DAKO

Tab. 3. Ekspresja HER2 w badanej grupie

Ekspresja HER2 Liczba chorych

(proc.)

11 (30,6 proc.)
25 (69,4 proc.)

HER2+
HER2-

w ok. 15-30 proc. przypadkéw rakéw gru-
czotu piersiowego [2, 6, 7].

W analizowanej grupie 19,4 proc. stano-
wity kobiety w wieku 36-50 lat, u ktérych na-
dekspresje HER2 stwierdzono w 42,9 proc.
Pacjentek w wieku 51-82 lat, a wiec w wie-
ku postmenopauzalnym byto 80,6 proc.,
a nadmierng ekspresje ww. biatka wykryto
u 27,6 proc. badanych. Z literatury wiado-
mo, ze u kobiet w wieku przedmenopauzal-
nym rak sutka rokuje gorzej. Nie mozna wy-
kluczy¢, ze gorszy przebieg choroby w tej
grupie jest zwigzany z nadekspresjg HER2,
gdyz biatko to wskazuje na bardziej agre-
sywng posta¢ nowotworu [4, 6]. Omdwiong
zaleznos¢ przedstawia tab. 4.

U chorych z postacig raka przewodowe-
go nadekspresje badanego biatka stwier-

dzono w 30,8 proc. przypadkéw. Ekspresji
tej nie wykryto u zadnej z 2 pacjentek ze
stwierdzonym rakiem zrazikowym. Mozna by
uznac¢ za istotny fakt braku nadprodukcji
HER2 w lepiej rokujgcej postaci nowotwo-
ru, jednak zbyt mata liczba przypadkoéw ra-
ka zrazikowego nie pozwala na wyciagnie-
cie takich wnioskéw. Omowiong zaleznosé
obrazuje tab. 5.

Nie zaobserwowano zwigzku miedzy
wielkoscig guza, a ekspresjg badanego re-
ceptora. Zgodnie z danymi z tab. 6. biat-
ko HER2 pozytywne wystepowato w 30,8
proc. guzoéw nie przekraczajgcych 2 cm
wielkosci i w 30 proc. nowotworéw o roz-
miarach 2-5 cm.

Wykrycie w komdrkach nowotworowych
obecnosci receptorow dla estrogendw umoz-
liwia zastosowanie preparatow antyestroge-
nowych, takich jak tamoxifen, co znacznie
poprawia rokowanie. Wielu badaczy potwier-
dza fakt, ze obecnos$¢ nadekspresji HER2
wskazuje na bardziej agresywng postac
choroby i sprzyja opornosci na terapie hor-
monalng. Stosowanie terapii endokrynnej

Fot. Nadekspresja HER2 w komérkach raka inwazyjnego gruczotu piersiowego - reakcja barwna htonowa silna w wigcej

niz 10 proc. komérek, dotyczy catej blony komorkowej (3+)

u chorych ze stwierdzong nadprodukcijg wy-
mienionego biatka jest dyskusyjne i stwarza
problem w wyborze wtasciwego leczenia
uzupetniajgcego [2, 6, 7].

W badanym materiale nadprodukcje biat-
ka HER2 wsrdd pacjentek z dodatnimi re-
ceptorami dla estrogenéw stwierdzono
u 33,3 proc., a z dodatnimi receptorami dla
progesteronu u 27,6 proc. chorych. Wymie-
niong zaleznos¢ obrazuje tab. 7.

Oznaczanag immunohistochemicznie nad-
mierng akumulacje biatka p53, ktora jest
niekorzystnym czynnikiem rokowniczym,
stwierdzono u 52,8 proc. chorych w bada-
nej grupie. Jest to zgodne z danymi z lite-
ratury, gdyz wymieniong ekspresje szacuje
sie na ok. 22-55 proc. [6]. Wsréd pacjen-
tek z dodatnim p53 pozytywne HER2 ob-
serwowano w 31,6 proc. Podobnie zalez-
nos¢ ta ksztattowata sie w przypadku ne-
gatywnego p53 - 29,4 proc. Przytoczone
wartosci obrazuje tab. 8.

Otrzymane wyniki nieco réznig sie od
danych z pismiennictwa, wg ktérych nade-
kspresja c-erbB-2 wystepuje w 50 proc.
przypadkoéw nadekspresji p53 [6].

Stosujac DAKO HercepTest for Immunoen-
zymatic Staining oceniano reakcje btonowa,
gdyz biatko HER2 jest receptorem czynnika
wzrostu, znajdujacym sie na powierzchni. Po-
zytywng reakcje obserwowano w 30,6 proc.
przypadkow. W stosowanych w przesztosci
testach immunohistochemicznych obecnosc
nadmiernej ekspresji cerbB2 stwierdzano, ob-
serwujgc zarowno reakcje barwng btonowa,
jak i cytoplazmatyczng. Z tego powodu wy-
niki otrzymane z uzyciem DAKO Hercep Test
for Immunoenzymatic Staining réznig sie od
tych, ktére uzyskano w innych testach. Ob-
razuje to tab. 9.

W badanej grupie zaoberwowano po-
nadto odwrotng zalezno$¢ pomiedzy eks-
presja biatka HER2 i obecnoscig katepsy-
ny D, znanej jako marker przerzutowania
(tab. 10.). Raki HER2 pozytywne wykazywa-
ty jednoczesnie ekspresje katepsyny D tyl-
ko w 25 proc. 75 proc. chorych prezento-
wato fenotyp HER2+ CD-. Z kolei guzy
CD+ byty w wiekszosci HER2 ujemne. Zna-
czenie tej obserwacji jest trudne do sko-
mentowania, co zwigzane jest z matg li-
czebnoscig analizowanej grupy. Z tego sa-
mego powodu nie przeprowadzono oceny
statystycznej otrzymanych wynikéw. Plano-
wana jest jednak kontynuacja badan.

Dla chorych z amplifikacja genu dla re-
ceptora typu 2 dla ludzkiego naskérkowe-
go czynnika wzrostu i nadprodukcjg biatka
kodowanego przez ten gen pojawity sie no-
we mozliwosci terapeutyczne w postaci mo-
noklonalnego przeciwciata anty-HER2 — pre-
parat Herceptin firmy F. Hoffmann-La Ro-
che. Herceptyna (trastuzumab) jest juz
stosowana u pacjentéw z zaawansowanym
rakiem piersi z dodatnim HER2. Tym nie-
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mniej opinie na temat uzycia tego prepara-
tu w terapii uzupetniajgcej sg rézne, z po-
wodu zbyt matej liczby duzych randomizo-
wanych badan klinicznych. Obecnie dos¢
trudno oceni¢, czy Herceptyna znajdzie
szerokie zastosowanie w leczeniu chorych
na raka gruczotu piersiowego z obecnoscig
nadekspresji HER2, ale bez przerzutéw do
weztow chtonnych. Badania sg caty czas
prowadzone, a koszt kuracji jest nadal bar-
dzo wysoki [2, 9].

WNIOSKI

W grupie 36 chorych na raka gruczotu
piersiowego bez przerzutow do weztéw
chtonnych nadekspresje biatka HER2 stwier-
dzono w 30,6 proc. przypadkow.

Nie mozna wykluczy¢, ze gorszy prze-
bieg choroby u kobiet w wieku przedmeno-
pauzalnym jest zwigzany z nadekspresjg
HER2, ktdrg stwierdzono u 42,9 proc. pa-
cientek w tej grupie.

Mata liczba przypadkéw raka zrazikowe-
go nie pozwolita na ocene zaleznosci mie-
dzy postacig histologiczng nowotworu
a ekspresjg HER2.

Nie zauwazono zwigzku miedzy nadpro-
dukcjg badanego biatka a wielkoscig guza.

Nadmierng ekspresje biatka HER2 wykryto
u 33,3 proc. pacjentek z obecnoscig dodat-
nich receptorow dla estrogendw, co moze po-
garsza¢ rokowanie w tej grupie chorych.

Nadekspresja HER2 wynosita ok. 30
proc., zaréwno w przypadkach stwierdze-
nia obecnosci biatka p53, jak i w przypad-
kach jego braku.

Zastosowania DAKO HercepTest for Im-
munoenzymatic Staining, w ktérym ocenia
sie jedynie reakcje btonowg powoduje, ze
stwierdza sie réznice otrzymanych wynikow
w stosunku do innych testéw immunochi-
stochemicznych.

KONKLUZJA

Nadekspresje biatka HER2 wykryto
u 30,6 proc. badanych chorych, co pozwa-
la na wyodrebnienie grupy pacjentek o nie-
korzystnym rokowaniu.
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Katepsyna D
CD+
CD-
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HER2+ (proc.)
8 (25 proc.)
3 (75 proc.)

Liczba przypadkéw (proc.)
24 (66,7 proc.)
11 (30,6 proc.)

HER2- (proc.)
24 (75 proc.)
1 (25 proc.)
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