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Wstep: Nadekspresje receptora HER-2
(czyli nadprodukcje biatka HER-2)
stwierdza sie u 20-30% chorych na ra-
ka piersi. Jest to niekorzystny czynnik
rokowniczy. W guzach pacjentek z na-
dekspresja HER-2 rzadziej stwierdza sie
receptory estrogenowe. Wykrycie nowe-
go typu receptoréw estrogenowych, kté-
re nazwano receptorami 8 (ERB) zrodzito
pytanie o ich obecnos¢ w rakach piersi
wykazujacych nadekspresje receptora
HER-2.

Cel pracy: Okreslenie ekspresji recepto-
réw estrogenowych a i B oraz recepto-
row progesteronowych (PgR) w tkance
nowotworowej u chorych z inwazyjnym
rakiem piersi i stwierdzong nadekspre-
sja receptora HER-2.

Materiat i metody: Materiat do badania
stanowity preparaty histologiczne, po-
chodzace od 189 pacjentek operowa-
nych z powodu raka piersi, w tym
90 przypadkéw z nadekspresjg HER-2
i 99 bez nadekspresji HER-2. Zastosowa-
no metode immunohistochemiczna
z uzyciem kompleksu EnVision™ + HRP
firmy DakoCytomation, przeciwciata mo-
noklonalnego przeciw receptorom dla
estrogenéw i progesteronu (DAKO) oraz
przeciwciato poliklonalne przeciw recep-
torom estrogenowym B (CHEMICON).
Biatko HER-2 oznaczono za pomoca testu
HercepTest™ firmy DAKO, wyniki watpli-
we potwierdzano metoda FISH. Do oceny
zaleznosci uzyto doktadnego testu Fishe-
ra i Fishera-Freemana-Haltona.

Wyniki: Obecnos¢ receptoréw estroge-
nowych o wykazano w guzach 33% pa-
cjentek z nadekspresja HER-2 i u 62,6%
bez nadekspresji. Dla receptoréw pro-
gesteronowych wartosci te wynosity od-
powiednio: 30 i 68,7%. Ekspresje
receptoréw estrogenowych 8 stwierdzo-
no w guzach 57% pacjentek z nade-
kspresja HER-2 i 57,6% bez nad-
ekspresji.

Whioski: W przedstawionym badaniu
wykazano stosunkowo czestg ekspre-
sje receptoréw estrogenowych p w ra-
kach piersi pacjentek z nadekspresja
HER-2 (57%). W przeciwienstwie do eks-
presji receptoréw estrogenowych o nie
stwierdzono zaleznosci ekspresji recep-
toréw estrogenowych B od stanu recep-
tora HER-2.

Stowa kluczowe: rak piersi, HER-2, re-
ceptory estrogenowe f3.
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Wstep

HER-2 to glikoproteina petnigca funkcje receptora btonowego, nalezaca
do rodziny receptoréw dla naskérkowych czynnikéw wzrostu [1]. Nadmierng
ekspresje receptora HER-2 stwierdza sie u 20-30% chorych na raka piersi.
Pacjentki z guzami wykazujgcymi nadekspresje HER-2 Zyja krocej i wczesniej
wystepuja u nich przerzuty odlegte [2-5]. W guzach tych chorych rzadzie]
stwierdza sie ekspresje receptorow estrogenowych (ER) i w zwigzku z tym
rzadziej stosuje sie uzupetniajace leczenie hormonalne. Skutecznos¢ tego
leczenia budzi pewne kontrowersje. Laboratoryjne badania przedkliniczne
i niektore badania kliniczne wskazywaty na mozliwos¢ niekorzystnego wptywu
nadekspresji HER-2 na odpowied? na uzupetniajgce leczenie tamoksyfenem
[6-11]. Inne badania tego nie potwierdzaja lub przynosza odmienne wyniki
[12-14].

W 1996 r. wykryto nowy typ receptoréw estrogenowych i nazwano je
receptorami B (ERB), a wczesniej poznane i scharakteryzowane biatko okreslono
jako receptor estrogenowy o (ERa). Rola ERB w raku piersi nie jest jednoznacznie
okreslona [15, 16]. Wskazywano na mozliwe powigzania obecnosci receptorow
estrogenowych B z odpowiedzig na leczenie tamoksyfenem [17].

Cel pracy

Okreslenie ekspresji receptorow estrogenowych o i f oraz receptoréw pro-
gesteronowych (PgR) w tkance nowotworowej chorych z inwazyjnym rakiem
piersi i stwierdzong nadekspresja receptora HER-2.

Materiat i metody

Materiat do badania stanowity preparaty histologiczne pochodzace od 189
pacjentek operowanych w Klinice Onkologii Uniwersytetu Medycznego w Po-
znaniu. W tej grupie 90 preparatéw pochodzito od pacjentek, u ktérych na-
dekspresje receptora HER-2 stwierdzono po zabiegach operacyjnych,
wykonanych w latach 1998-2004. Grupe kontrolng stanowita badana wcze-
Sniej grupa 99 pacjentek operowanych w latach 1998-1999. Rozktad mate-
riatu badawczego przedstawia sie wiec nastepujgco:

« grupa 90 przypadkéw z nadekspresja HER-2,
e liczaca 99 przypadkéw grupa bez nadekspresji HER-2.

Badania mikroskopowe i immunohistochemiczne wykonano w Zaktadzie
Patologii Nowotworéw Katedry Onkologii Uniwersytetu Medycznego
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Background: HER-2/neu gene is ampli-
fied and overexpressed in 15-20% of in-
vasive breast cancers. HER2-positive
breast cancers have a worse prognosis
than HER-2-negative tumors and di-
stinctive clinical features. They express
hormone receptors for estrogen (ERa.)
and for progesterone (PgR) less frequ-
ently than HER-2-negative tumors. The
identification of the other human estro-
gen receptor, receptor beta (ERB), raises
a question of ERB occurrence in
HER-2-positive breast cancer.
Materials and methods: Formalin-fixed,
paraffin embedded tissues from 90 pa-
tients with invasive HER-2-positive bre-
ast cancer and from 99 patients with
HER2-negative breast cancer were used
in this study. The HER-2 status was ana-
lyzed using HercepTest™ (IHC), and
IHC 2+ results were confirmed with FISH
test. Immunostaining for ERa, ERB and
PgR was performed using monoclonal
antibodies against ERa., PgR (DakoCyto-
mation) and against ERB (CHEMICON).
The data were analyzed using nonpara-
metric Fisher-Freeman-Halton test.
Results: Only 33% of the HER2-positive
breast cancers were ERa-positive com-
pared with 62,6% in the HER2-negative
group (p<0.001). The expression of ERa
protein was observed in almost equal
frequency in both groups (57% of
HER2-positive breast cancers and 57.6%
of HER2-negative tumors, p=0.889). The
expression of PgR was observed in 30%
of HER2-positive breast cancers and
in 68.7% of HER2-negative tumors
(p<0.001).

Conclusion: The expression of ERB (unli-
ke that of ERa. and PgR) was similar in
HER-2-positive and in HER-2-negative
breast cancers. Thus, ER3 may be a po-
tential target in future endocrine thera-
py for women with HER2-positive breast
cancers.

Key words: breast cancer, HER-2, estro-
gen receptor B.

w Poznaniu. Preparaty wykonano z bloczkéw parafinowych, zawierajacych
tkanki nowotworowe utrwalone w buforowanej 10% formalinie i zatopione
wg klasycznych metod histologicznych. W badaniu zastosowano metode
immunohistochemiczng z uzyciem kompleksu EnVision™ + HRP firmy
DakoCytomation. W celu oznaczenia ekspresji receptoréw zastosowano
przeciwciata monoklonalne przeciw receptorom dla estrogenéw i progesteronu
(DAKO) oraz przeciwciato poliklonalne przeciw receptorom estrogenowym
B (CHEMICON).

Biatko HER-2 oznaczono za pomoca testu HercepTest™ firmy DAKO. Gu-
zy klasyfikowano jako O, 1+, 2+ lub 3+ na podstawie rozlegtosci i intensyw-
nosci zabarwienia btonowego w inwazyjnej czesci raka. Za wykazujace
nadmierng ekspresje HER-2 uznano raki, w ktérych stwierdzono reakcje barw-
na na 3+. Wyniki HER-2 okreslone jako 2+ weryfikowano metoda fluorescen-
cyjnej hybrydyzacji in situ (FISH).

Do oceny zaleznosci uzyto doktadnego testu Fishera i Fishera-Freemana-
-Haltona. Kryterium istotnosci przyjeto na poziomie p<0,05.

Wyniki

Charakterystyke kliniczno-patologiczna badanej grupy przedstawiono w tab. 1.

Sredni wiek chorych z nadekspresjg HER-2 wynosit 54 lata i byt nieco nizszy
niz pacjentek bez tej nadekspresji. W grupie pacjentek z nadekspresja HER-2
stwierdzano wieksze guzy i czestsze przerzuty w weztach chtonnych. Réznice
te nie byty jednak istotne statystycznie. W obu grupach pacjentek najczesciej
stwierdzano inwazyjnego raka przewodowego; w grupie bez nadekspresji
HER-2 17% stanowity inne typy raka, najczesciej byt to rak zrazikowy (10%).
U pacjentek z nadekspresjg HER-2 czesciej stosowano chemioterapie
indukcyjna i dlatego u 35% chorych z tej grupy nie mozna byto oznaczy¢
stopnia histologicznej ztosliwosci. W grupie kontrolnej pacjentki takie
stanowity tylko 4%. Po wytaczeniu ich z analizy stwierdzono czestsze
wystepowanie rakéw w 3. stopniu ztosliwosci histologicznej w grupie
z nadekspresja HER-2. W grupie tej raki w 1. stopniu ztosliwosci histologicznej
stwierdzono tylko u 5% chorych. W grupie HER-2(-) stwierdzano je znacznie
czesciej (35,84%).

Obecnosé receptoréw estrogenowych o wykazano w guzach 33% pacjen-
tek z nadekspresja HER-2 i u 62,6% bez nadekspres;ji (tab. 2.). Dla recepto-
row progesteronowych wartosci te wynosity odpowiednio 30 i 68,7%.
Ekspresje receptoréw estrogenowych B stwierdzono w guzach 57% pacjen-
tek z nadekspresjg HER-2 i u 57,6% chorych bez nadekspresji HER-2 (ryc. 1.).
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Ryc. 1. Ekspresja ERa+, ERB+, PgR+ w badanych grupach
Fig. 1. Expression of steroid receptors ERa., ERB and PgR in studied groups
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczno-patologiczna badanych grup
Table 1. Clinicopathological characteristics of studied groups

wiek
Sredni (zakres) 56,8 (37-84) 53,8 (25-85)
wiek >50 lat 63 (63,6%) 55 (61,1%) 0,391

stopien histologicznej ztosliwosci 0znaczono u 95

0znaczono u 58

| 34 (35,8%) 3 (5,1%) <0,000
[ 42 (42,4%) 32 (55%) 0,120
Il 19 (20%) 23 (39,6%) 0,011

pachowe wezty chtonne

bez przerzutow 46 (46,6%) 34 (37,8%) 0,213
przerzuty w 1-3 weztach 31(31,3%) 25 (27,8%) 0,652
przerzuty w >3 weztach 17 (17,2%) 26 (28,8%) 0,050
nieokreslone 5 (5,0%) 5 (5,5%) 1,0

Tabela 2. Ekspresja ERa+, ERB+, PgR+ w badanych grupach
Table 2. Hormone receptor status in studied groups

ERa+ 62 62,6

30 33 <0,000

PgR+ 68

68,7

27 30 <0,000

Tabela 3. Czestos¢ réznych fenotypéw ERa, ERB i PgR w badanych grupach

Table 3. The distribution of ERa, ERB and PgR in studied groups

ERa+PgR+ERB+ 41 41,4 12 13,3 <0,000

ERo+PgR-ERB+ 3 3 4 44 0,7082

ERa-PgR+ERB+ 8 8 4 4.4 0,2525

ERa-PgR-ERB+ 5 5 31 34.4 <0,000

W guzach pacjentek bez nadekspresji HER-2 najczesciej
stwierdzano fenotyp ERa(+), PgR(+), ERB(+) (41,4%), a w gru-
pie HER2+ najczesciej fenotyp ERB(-), PGR(-), ERB(+) (34%).
Drugi z wymienionych fenotypdw w grupie pacjentek bez na-
dekspresji HER-2 wystapit tylko w 5% guzéw (p<0,000). Roz-
ktad pozostatych fenotypéw byt symetryczny, bez réznic
istotnych statystycznie. W5sro6d pacjentek z nadekspresja
HER-2 duza grupe (38,8%) stanowity chore, u ktérych w gu-

zach stwierdzano ekspresje receptoréw estrogenowych  po-
mimo braku ekspresji receptoréw estrogenowych a.. W gru-
pie bez nadekspresji HER-2 chore takie stanowity 13% (tab. 3.).

Oméwienie
Przedstawione badanie potwierdza rzadsze wystepowa-

nie ekspresji receptoréw estrogenowych o i receptoréw pro-
gesteronowych w grupie pacjentek z nadekspresjg HER-2.
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Ekspresje tych receptorow stwierdzono w guzach
33130% chorych. W grupie kontrolnej wartosci te wynosi-
ty odpowiednio: 62,6 1 68,7% (p<0,000). Na te zaleznos¢
od dawna zwracajg uwage liczni badacze. Uzyskane wartosci
w grupie z nadekspresja HER-2 i w grupie kontrolnej sa
podobne do stwierdzanych w innych doniesieniach [18, 19].
W przedstawionym materiale, podobnie jak w pracy
Love’a i wsp., ekspresje ERa wykryto u 1/3 pacjentek z na-
dekspresjg HER-2 [12]. Oznacza to, ze grupa pacjentek
HER-2(+) i ERou(+) jest liczniejsza niz poczatkowo sadzono
i dlatego wazne jest ustalenie wtasciwego sposobu poste-
powania w odniesieniu do tej specyficznej grupy chorych.
Doniesienia méwiace o mozliwosci gorszej odpowiedzi
na leczenie tamoksyfenem w grupie pacjentek z nadekspre-
sja HER-2 zaniepokoity lekarzy i pacjentki. W ostatnim cza-
sie pojawity sie prace, ktére nie potwierdzaja wczesniejszych
obserwacji lub wrecz przynosza odmienne wyniki. W bada-
niu bez randomizacji stwierdzono zmniejszenie ryzyka na-
wrotu (DFS — disease free survival) zwigzane z terapia
tamoksyfenem o 25% w przypadkach HER-2(-) i 44% w przy-
padkach HER-2(+) [13]. Réwniez badanie z randomizacja,
przeprowadzone przez Love’a i wsp. nie wykazato negatyw-
nego wptywu nadekspresji HER-2 na odpowied? na terapie
uzupetniajaca owariektomia + tamoksyfen. Badanie to wy-
daje sie wrecz wskazywac na lepszg odpowiedz na ten
rodzaj terapii w grupie z nadekspresjg HER-2 [12].

Celem prezentowanego badania byto okreslenie zaréwno
ekspresji ERa i PgR, jak i niedawno wykrytych receptorow es-
trogenowych B. Receptory estrogenowe o i B maja podobna
budowe, sa jednak réznymi biatkami, kodowanymi przez dwa
odrebne geny. Gen kodujacy receptor o znajduje sie na dtu-
gim ramieniu chromosomu 6., a receptor a — na chromoso-
mie 14. Badania wigzania ligandu wskazuja, ze ERB taczy sie
z naturalnym estrogenem 17B-estradiolem, podobnie jak re-
ceptory a.. Interesujacy jest fakt, ze ERp wykazuje wyraznie
wieksze powinowactwo do fitoestrogendw — by¢ moze jest
to preferowany receptor dla tych substancji [20, 21].

W badaniu ekspresje ERB wykazano w guzach 57% pa-
cjentek z nadekspresjg HER-2 i 57,6% bez nadekspresji
HER-2. W przeciwiefstwie do receptoréw estrogenowych
o, ktérych ekspresja odwrotnie koreluje z nadekspresja
HER-2, zawartos¢ receptoréw B nie wykazuje tej zaleznosci.

Stwierdzenie ekspresji receptoréw estrogenowych B w gu-
zach 57% pacjentek jest nieco zaskakujace, gdyz wyniki
ostatnich badan wskazuja na korzystne rokowniczo znacze-
nie obecnosci ERP. Liczne badania zwracajg uwage na utra-
te ekspresji receptoréw estrogenowych B w procesie
karcenogenezy [22, 23]. Ekspresje ERB stwierdza sie prawie
w 100% w prawidtowej tkance gruczotowej piersi, mniejsza
w fagodnych zmianach i jeszcze mniejszg w rakach. W zwiaz-
ku z tym mozna byto sie spodziewaé mniejszej ekspresji ERB
w guzach wykazujgcych nadekspresje HER-2. Z drugiej stro-
ny nadekspresje HER-2 czesto stwierdza sie w rakach przed-
inwazyjnych, w ktérych obserwuje sie réwniez znaczna
ekspresje receptoréw estrogenowych B. Wiadomo takze, ze
procesy wzajemnych oddziatywan pomiedzy ré6znymi typa-
mi receptoréw sa niezwykle skomplikowane.

Podstawowa funkcja ERa to aktywacja proceséw trans-
krypcji w genach zaleznych od estrogendw. Juz dawno za-

uwazono, ze hormony steroidowe moga bardzo szybko od-
dziatywac na komérke — zbyt szybko jak na mechanizmy
transkrypcyjne. P6Zniejsze badania wykazaty obecnosé re-
ceptorow estrogenowych poza jadrem komorkowym i to
wtasnie te znajdujace sie w cytoplazmie lub btonie komér-
kowej receptory moga szybko przekazywac sygnaty. Ta
pozatranskrypcyjna aktywnos¢ (MISS — membrane-
-initiated steroid signaling) pojawia sie w komérce w ciagu
kilku minut po podaniu estrogenu i polega na aktywacji: re-
ceptoréw dla czynnikdéw wzrostu, kinaz tyrozynowych, ki-
naz MAP i Akt. Te ostatnie, poprzez fosforylacje oraz
aktywacje ER i koaktywatoréw w jadrze komérkowym, mo-
g3 inicjowac transkrypcje [24-26]. Wzajemne oddziatywa-
nia pomiedzy receptorami ER i receptorami EGFR moga
sprawia¢, ze tamoksyfen w komérkach z nadekspresja
HER-2 moze dziata¢ nie jako antagonista, lecz jak agonista
[27].Te oddziatywania, w literaturze angielskiej nazywane
crosstalk, ttumacza rowniez wiekszg skutecznos¢ inhibito-
row aromatazy niz tamoksyfenu w grupie pacjentek ER(+)
i HER-2(+) [28]. Mechanizm dziatania inhibitorow aromata-
zy polega na obnizeniu poziomu estrogenu — a zatem leki te
hamuja zaréwno ER jadrowe, jak i btonowe. Tamoksyfen
jest antagonista jadrowych ERa, ale moze nasila¢ MISS
i w przypadku nadekspresji EGFR lub HER-2 dziatac jak ago-
nista.

Innym wyttumaczeniem opornosci na leczenie hormo-
nalne w grupie pacjentek z guzami HER-2(+) i ERa(+) jest
mniejsza liczba receptoréw estrogenowych. Potwierdzaja
to badania, w ktérych receptory estrogenowe oznaczane s3
metoda ilosciowa. Wskazuja na mniejsza liczba receptoréw
estrogenowych w guzach pacjentek z nadekspresja recep-
tora HER-2 [29].

Nie wiadomo jeszcze doktadnie, jaka role w zjawisku
crosstalk odgrywaja receptory estrogenowe . Badania in
vitro wskazuja na ich powigzania z kinazami MAP i Akt [30].

W przedstawionym badaniu wazne wydaje sie stwier-
dzenie w grupie pacjentek z nadekspresjg HER-2 duzej cze-
stosci fenotypu ERB(-), PgR(-), ERB(+). Moze to oznaczac, ze
istnieje grupa pacjentek uwazanych obecnie za niewrazli-
we na leczenie hormonalne, u ktérych w przysztosci bedzie
mozna zastosowac nowe leki hormonalne (np. wybidrczo
oddziatujgce na receptory B) [31].

Podsumowanie

W przedstawionym badaniu wykazano stosunkowo cze-
stg ekspresje receptorow estrogenowych B w rakach piersi
pacjentek z nadekspresjg HER-2 (57%). W przeciwienstwie
do ekspresji receptorow estrogenowych a. nie stwierdzono
zaleznosci ekspresji receptorow estrogenowych 3 od stanu
receptora HER-2. Czeste wystepowanie fenotypu ERa(-),
PgR(-), ERB(+) w rakach piersi pacjentek z nadekspresja HER-
-2 moze wskazywac na potrzebe opracowania szczegélnych
form leczenia hormonalnego w tej grupie pacjentek.
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