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PATOMORFOLOGICZNA SELEKCJA CHORYCH

DO TERAPII SYSTEMOWE]

WOJCIECH P. OLSZEWSKI

1. Wstep

Decyzje o zastosowaniu terapii systemowej w leczeniu
naciekajacego raka piersi oraz jej rodzaju podejmuje si¢
na podstawie analizy licznych parametréw, w tym za-
awansowania klinicznego choroby, wieku, towarzysza-
cych choréb, nastawienia pacjenta do leczenia oraz pato-
morfologicznych czynnikéw predykeyjnych. Leczenie
systemowe w raku piersi mozna podzieli¢ na hormonote-
rapie i chemioterapie. Szczegdlna role w chemioterapii,
ze wzgledu na praktyczne zastosowanie indywidualizacji
leczenia, odgrywa terapia celowana uwzgledniajaca oce-
ne parametréw swoistych dla nowotworu. Istotna jest tu
ocena patomorfologiczna wspomagana metodami immu-
nopatologicznymi i biologii molekularnej. Zasadnicze
znaczenie ma ocena stanu receptoréw steroidowych
1 HER2. Znaczenie w decyzji o tradycyjnej chemioterapii,
chociaz fakultatywne, maja rowniez inne parametry oce-
niane metodami patomorfologicznymi, ktére wplywaja
na decyzje o wlaczeniu lub rezygnacji z chemioterapii.
Naleza do nich: stan receptordéw steroidowych, stopieni
ztosliwosci histologicznej, indeks mitotyczny, obecnosé
zatoréw nowotworowych wokét guza pierwotnego, wiel-
kos$¢ guza i stan weztéw chlonnych.

Dodatkowo, nalezy wspomnie¢ o ocenie podpiséw ge-
nowych, ktére sg dostepne komercyjnie i ktérych wynik
réwniez moze by¢ brany pod uwage w podjeciu lub rezy-
gnacji z leczenia systemowego.

2. Immunopatologiczne okreslanie
czynnikéw predykcyjnych w raku piersi

2.1. Ocena receptoréw steroidowych

Ocena immunopatologiczna receptordéw estrogeno-
wych (ER) i progesteronowych (PgR) nalezy do rutynowe-
g0 postepowania przy opracowaniu patomorfologicznym
naciekajgcego raka piersi i ma znaczenie predykcyjne.

2.1.1. Sposoby oceny receptoriw steroidowych i ich interpretacja

Okreslenie stanu receptoréw ER i PgR (ujemnego badz
dodatniego) polega na interpretacji wyniku barwienia im-
munopatologicznego jader komoérek naciekajacego raka
piersi. Istnieje kilka systeméw przedstawiania wynikéw re-
akgji barwnej. Dotychczas najczeéciej zalecanym systemem
byta skala wg Allreda, w ktérej oceniano odsetek wybar-
wionych jader komérkowych (proportion score — PS) oraz ich
site wybarwienia (intensity score — 1S). Wynik (fotal score
— TS) w tym systemie jest przedstawiany jako suma PS
i IS. Szczegbdtowe progi dla poszczeg6lnych stopni PS i IS
w skali Allreda przedstawiono w tabeli II.

Stosowane sa réwniez inne systemy (skale) opisujace
reakcje barwna w ocenie receptoréw steroidowych
uwzgledniajace odsetek wybarwionych komoérek i sile
wybarwienia, np. Histoscore (pod ta nazwa stosowane by-
ty rézniace si¢ systemy).

Tabela I. Leczenie systemowe w raku piersi — selekcja na podstawie danych patomorfologicznych

TYPY LECZENIA SYSTEMOWEGO

UZNANE PATOMORFOLOGICZNE
CZYNNIKI PREDYKCYJNE
WYMAGANE DO PODJECIA LECZENIA

PARAMETRY PATOMORFOLOGICZNE
UWZGLEDNIANE
W WYBORZE LECZENIA

hormonoterapia stan receptoréw ER i PgR stan HER2
chemioterapia - stopien zlosliwosci,
indeks mitotyczny, L/V1, pTNM,
stan receptorow ER i PgR oraz HER2
chemioterapia leczenie anty-HER2 stan HER2
celowana leczenie antyangiogenne - stopien zlosliwosci,

indeks mitotyczny, L/V1, pTNM,
stan receptoréw ER i PgR 1 HER2
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Tabela II. Ocena barwienia immunopatologicznego receptoréw steroidowych wg Allreda

LiCZBA WYBARWIONYCH JADER KOMORKOWYCH INTENSYWNOSC REAKCJI IMMUNOHISTOCHEMICZNE]
SKALA PUNKTOWA  ODSETEK WYBARWIONYCH SKALA PUNKTOWA INTENSYWNOSC WYBARWIENIA
(PROPORTION JADER KOMORKOWYCH (W %) (INTENSITY JADER KOMORKOWYCH
SCORE — PS) SCORE — 1S)

PSO 0 1SO brak

PS1 <1 IS1 staba

PS2 1-10 182 $rednia

PS3 11-33 183 silna

PS4 34-66 interpretacja wyniku — fozal score TS = PS + IS

PS5 > 67 status ujemny TS = 0, 2

status dodatni TS = 3, 4,5,6,7, 8

W praktyce klinicznej w interpretacji wyniku oceny  2.1.2. Raport oceny receptoriw steroidowych
receptordéw steroidowych uwzglednia si¢ odsetek wybar-
wionych komoérek. Nasilenie odczynu nie jest brane pod
uwage. Dotychczas najczesciej stosowanym progiem do-
datniego stanu bylo ponad 10% wybarwionych jader ko-
mérek raka naciekajacego.

Zgodnie z zaleceniami zawartymi w konsensusie
z St Gallen 2009 r. kazda swoista reakcja barwna, interpre-
towana jest jako dodatni stan receptoréw steroidowych.

Wynik oceny receptoréw steroidowych powinien za-
wieraé odsetek wybarwionych jader komérek naciekaja-
cego raka piersi dla badania immunopatologicznego re-
ceptoréw ER i PgR. Przedstawienie w postaci jednej ze
stosowanych skal oceny ma jedynie znaczenie dodatkowe
i nie jest konieczne.

Tabela III. Ocena receptoréw steroidowych

TYP METODY SPOSOB OCENY INTERPRETACJA WYNIKU
Histoscore wg McCarty 1985 EG@+ 1) X Pi 100 pkt lub wiecej
(immunopatologicznie) i — intensywno$¢ wybarwienia (0—4) — status dodatni

Pi — procent wybarwionych komérek
Histoscore wg Jonat 1986 HS = Pi (stabo) + 2 X Pi (§rednio) + 0-100 — status ujemny
(immunopatologicznie) + 3 X Pi (silne) 101-200 — status slabo dodatni
201-250 — status $rednio dodatni
251-300 — status silnie dodatni

stosowane sa rowniez

inne interpretacje

skala wg Remelle score = IS X PS warto$ci iloczynu 0-12;
IS (intensywnos¢) (0, 1, 2, 3) rézna interpretacja
PS (0% — 0; 1-9% — 1; 10-49% — 2,
50-79% — 3, 80-100% — 4)
Immunoassay ocena poziomu ER i PgR w fmol/mg ER > 30 fmol/mg
PgR > 27 fmol/mg

Tabela IV. Interpretacja statusu receptoréw steroidowych (ER i PgR) zgodnie z zaleceniami z St Gallen z 2009 r.

brak wybarwionych jader komoérek raka naciekajacego stan ujemny

mikroskopowo widoczne wybarwienie jader komoérek raka naciekajacego stan dodatni
(niezaleznie od sily wybarwienia) w kazdym odsetku (w praktyce > 1% komérek)
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Tabela V. Raport oceny receptoréw steroidowych

receptor estrogenowy (ER)

ER: ...% wybarwionych jader komoérek raka

receptor progesteronowy (PgR)

PgR: ...% wybarwionych jader komérek raka

jezeli ocena receptoréw steroidowych
jest niemozliwa ze wzgledéw technicznych

ze wzgledéw technicznych, material niediagnostyczny
po wykonaniu badania metodg immunopatologiczng

jezeli ocena receptoréw steroidowych
jest niemozliwa ze wzgledu na niewystarczajaca
liczbe komorek raka naciekajacego

ze wzgledu na zbyt malg liczbe komérek raka
odstapiono od badania metodg immunopatologiczng

2.2. Ocena receptora HER2

Ocena immunopatologiczna receptora HER2 nalezy
do rutynowego postepowania przy opracowaniu pato-
morfologicznym naciekajacego raka piersi i ma znaczenie
predykcyjne, podobnie jak receptory steroidowe.

Powszechnie stosowana jest czterostopniowa skala
oceny reakcji barwnej przedstawiona w tabeli VI.

Raport oceny tmmunopatologiczne; receptora HER2

Raport oceny receptora steroidowych powinien zawie-
ra¢ wynik (score) zgodnie kryteriami AJCC z 2007 r. oraz
okreSlenie statusu (tab. VII).

Tabela VI. Czterostopniowa skala oceny reakcji barwnej

3. Dalsze postepowanie diagnostyczne
w przypadkach statusu granicznego HER2

W przypadkach o stanie granicznym receptora HER2
(2+) zalecana jest ocena metoda hybrydyzacji in situ
(np. FISH, CISH) w celu rozstrzygnigcia stanu recep-
tora. Okolo 15-20% przypadkéw naciekajacego raka
piersi wykazuje stan graniczny HER2 w ocenie metodag
immunohistochemiczna. Z tej grupy w badaniu meto-
da hybrydyzacji 7n situ ok. 10-15% przypadkéw wy-
kazuje amplifikacje, co jest interpretowane jako stan
pozytywny receptora HER2. Pozostate 85-90% przy-
padkéw nie wykazuje amplifikacji genu HER2, co

SKALA OCENY BARWIENIA IMMUNOPATOLOGICZNEGO RECEPTORA HER2 I KRYTERIA OCENY WG AJCC z 2007 R.

WYNIK KRYTERIA OCENY

(SCORE)

0 brak odczynu lub reakcja barwna co najwyzej w 10% komorek raka naciekajacego

1+ ® wybarwienie o charakterze niecigglym (punktowe i odcinkowe)
¢ catkowite wybarwienie blonowe co najwyzej w 10% komorek raka naciekajacego

2+ slabe lub $rednie calkowite wybarwienie blonowe w ponad 10% komorek raka naciekajacego lub silne
catkowite wybarwienie blonowe w < 30% komérek raka naciekajacego

34 silne catkowite wybarwienie blonowe w ponad 30% komérek raka naciekajacego

INTERPRETACJA WYNIKU (SCORE) OCENY RECEPTORA HER2 ZGODNIE Z ZALECENIAMI Z ST GALLEN Z 2009 R. 1 AJCC z 2007 R.

WYNIK INTERPRETACJA

(SCORE)

0
stan negatywny

1+

2+ stan graniczny (wymaga dalszego postepowania diagnostycznego)

3+ stan pozytywny

Tabela VII. Raport oceny receptora HER2 po ocenie immunopatologicznej

receptor HER2 oceniony immunopatologicznie

HER2: (0) status ujemny

HER2: (1+) status ujemny

HER2: (2+) status graniczny

HER2: (3+) status dodatni

jezeli ocena receptora HER2 jest niemozliwa

ze wzgledéw technicznych

ze wzgledéw technicznych, material niediagnostyczny

po wykonaniu badania metoda immunopatologiczna

jezeli ocena receptora HER2 jest niemozliwa
ze wzgledu na niewystarczajaca liczbe komérek

raka naciekajgcego

ze wzgledu na zbyt malg liczbe komoérek raka

odstapiono od badania metoda immunopatologiczna
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jest interpretowane jako stan negatywny receptora
HER2.

Istota oceny amplifikacji jest policzenie kopii genu HER2
i—w przypadku metody FISH — liczby centromeréw chro-
mosomu 17, na ktérym gen HER? jest potozony. Propor-
¢ja pomiedzy tymi liczbami, tzw. wskaznik (ratio), decydu-
je o wykazaniu obecnosci amplifikacji genu HER2 lub jej
braku. Sposéb interpretacji przedstawiono w tabeli VIIIL.

W metodzie CISH (chromogenicznej hybrydyzacji i
situ) mozliwa jest tylko liczba kopii genu bez centrome-
réw. W tej metodzie $rednia liczba kopii genu HER?2 po-
wyzej 6 oznacza dodatni status HER2.

Raport oceny amplifikacyi genn HER2

Raport oceny amplifikacji genu HER2 metoda FISH
powinien zawiera¢ wynik wskaznika (ratio), interpretacje
wskaznika — obecnos¢ lub brak amplifikacji oraz okresle-
nie stanu HER2 (tab. IX). Dodatkowo mozna umiesci¢
informacje o ewentualnej aneuploidii.

4. Inne parametry w kontekscie selekcji
do leczenia systemowego

Przedstawione ponizej parametry stanowig wzgledne
kryteria do wdrozenia chemioterapii i hormonoterapii lub
samej hormonoterapii u chorych z rakami steroidododat-
nimi i HER2-ujemnymi. Wartosci po$rednie w stosunku
do wymienionych nie sa brane pod uwage (tab. X).

4.1. Stopieni zto$liwosci histologicznej

Stopien 3. ztosliwosci histologicznej stanowi wzgledne
wskazanie do wlaczenia chemioterapii z hormonoterapig.

Stopien 1. zlosliwosci histologicznej stanowi wzgledne
przeciwwskazanie do wlaczenia chemioterapii (sama hor-
monoterapia).

4.2. Indeks mitotyczny

Wysoki indeks mitotyczny (> 30% po ocenie MIB1
lub 3 pkt wg Nottingham) stanowi wzgledne wskazanie
do wlaczenia chemioterapii i hormonoterapii.

Tabela VIII. Ocena amplifikacji genu HER?2 i jej interpretacja

WSKAZNIK OBECNOSC AMPLIFIKAC]I INTERPRETACJA
<18 brak amplifikacji genu HER2 stan negatywny
1,8-2,2 amplifikacja watpliwa status graniczny
(wymaga powtérzenia oceny amplifikacji)
> 2.2 amplifikacja genu HER2 stan pozytywny

w badaniu powtérnym amplifikacja genu HER2

metoda FISH 2,0 lub wiecej

stan pozytywny

Tabela IX. Raport oceny receptora HER2 po ocenie metoda FISH

HER2 (FISH)

w ocenionym materiale nie stwierdzono amplifikacji genu HER2

wskaznik (ratio) ......

stan HER2 ujemny

w ocenionym materiale stwierdzono amplifikacje genu HER2
wskaznik (ratio) ......
stan HER?2 dodatni

w ocenionym materiale nie stwierdzono amplifikacji genu HER2
po wezesniejszym wyniku granicznym
wskaznik (ratio) ......

stan HER2 ujemny

w ocenionym materiale nie stwierdzono amplifikacji genu HER2
po wezesniejszym wyniku granicznym

wskaznik (ratio) ......

stan HER2 dodatni

jezeli ocena amplifikacji genu HER?2

jest niemozliwa ze wzgledéw technicznych

ze wzgledéw technicznych, material niediagnostyczny

po wykonaniu badania metoda FISH

jezeli ocena amplifikacji genu HER2
jest niemozliwa ze wzgledu na

zbyt malg liczbe komérek raka

ze wzgledu na zbyt malg liczbe komorek raka
odstapiono od badania metoda FISH
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Niski indeks mitotyczny (< 15% po ocenie MIB1 lub
1 pkt wg Nottingham) stanowi wzgledne przeciwwska-
zanie do wlaczenia chemioterapii (sama hormonoterapia).

Stopient 3. ztosliwosci histologicznej nie jest jednoznacz-
ny z wysokim indeksem mitotycznym. Raportujac stopieni
zlosliwosci histologicznej, wskazane jest podanie sklado-
wych punktowych oceny, w tym indeksu mitotycznego.

4.3. Obecnos$¢ zatoréw nowotworowych wokét
guza pierwotnego

Obecno$¢ zatoréw nowotworowych wokét guza pier-
wotnego stanowi wzgledne wskazanie do wlaczenia che-
mioterapii. Powinno by¢ raportowane w kazdym przy-
padku. Mozna zastosowaé skrotowa forme raportowania
zaproponowang przez AJCC: L/V 0 dla braku zatoréw,
L/V 1 dla obecnosci zatoréw.

4.4. Wielkos¢ guza

Najwickszy wymiar guza powyzej 5 c¢m stanowi
wzgledne wskazanie do wdrozenia chemioterapii z hor-
monoterapia.

Najwickszy wymiar guza 2 cm lub mniejszy stanowi
wzgledne przeciwwskazanie do wlaczenia chemioterapii
(sama hormonoterapia).

4.5. Stan przerzutéw do wezléw chlonnych

Cztery lub wiecej weztéw przerzutowych dotu pacho-
wego (pN2a) stanowia wzgledne wskazanie do wlaczenia
chemioterapii.

Nieobecnos¢ wezléw przerzutowych (pNO) stanowi
wzgledne przeciwwskazanie do wlaczenia chemioterapii
(sama hormonoterapia).

5. Zlozone (wielogenowe) czynniki
rokownicze

Ztozonos¢ szlakéw sygnalowych wystepujacych w ko-
moérkach, w tym nowotworowych, powoduje, ze ocena
pojedynczych czynnikéw rokowniczych, nawet takich jak
ER, PgR czy HER2, nie zawsze daje wglad w funkcjonal-
na aktywno$¢ badanych receptoréw. Inne szlaki sygnatowe
moga wplywaé na funkcjonowanie komérek nowotworo-
wych i na skuteczno$¢ stosowanych terapii. Jednym
z proponowanych rozwiaza jest jednoczesna ocena wie-
lu parametréw (przede wszystkim genéw) i na jej podsta-
wie ustalenie ryzyka wystapienia wznowy i korzy$ci ze
stosowania odpowiednich typéw terapii. Dotychczasowe
ograniczenie stosowania metod wielogenowych wynika
z trudno$ci w doborze odpowiedniego panelu gendw,
ktére w sposéb wiarygodny spelniatyby pokladane na-
dzieje, kosztéw (ok. 4 tys. dolaréw za pojedyncze bada-
nie) i ograniczefi technicznych (taficuchowa reakcja
polimerazy — PCR, techniki mikromacierzowe).

Obecnie w praktyce stosowane sa dwa wielogenowe
testy rokownicze:

® Oncotype DX,

* MammaPrint.

Oncotype DX opracowany przez Genomic Health jest
testem wielogenowym okre$lajacym prawdopodobieni-
stwo wznowy raka piersi u pacjentek bez przerzutéw

Tabela XI. Chemioterapia (CHTH) i hormonoterapia (HTH) u pacjentéw steroidopozytywnych i HER2-negatywnych

— wzgledne wskazania*

CECHY WZGLEDNE WSKAZANIA CZYNNIKI NIEPRZYDATNE WZGLEDNE WSKAZANIA
KLINICZNO- DO LECZENIA PRZY PODEJMOWANIU DECYZJI DO LECZENIA
-PATOLOGICZNE CHTH + HTH HTH Bez CHTH

stan receptordw nizsze poziomy ER i PgR - wyzsze poziomy ER i PgR
steroidowych ER i PgR (do 50%) (> 50%)

stopien zlosliwosci stopien 3. stopien 2. stopien 1.
histologicznej

proliferacja komérek raka wysoka posrednia niska

stan przerzutowy wezloéw dodatnie wezly (> 4)

chlonnych

dodatnie wezly (1-3) ujemne wezly

inwazja naczyfi wokoél guza obecno$¢ PVI
(peritumoral vascular

invasion — PVI)

— nieobecno$¢ PVI

wymiar; pT > 5 cm; pT3 2,1-5 cm; pT2 do 2 cm; pT1
preferencje pacjenta uzycie wszystkich mozli- unikniecie efektéw ubocz-
wych $rodkéw nych CHTH

podpisy genowe duzy wskaznik nawrotu

(high score)

posredni wskaznik nawrotu maly wskaznik nawrotu

(intermediate score) (low score)

*Zridlo: Goldbirsch A, Ingle JN, Gelber RD, et al. Thresholds for therapies: highlights of the St Gallen International Expert Consensus on the pri-
mary therapy of early breast cancer 2009. Ann Oncol 2009; 20: 1319-1329.
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z dodatnim stanem receptora ER. Skutecznos¢ testu zo-
stala potwierdzona w grupie leczonej hormonalnie ta-
moksyfenem. Oncotype DX ocenia panel 21 genéw ko-
morek rakowych, na podstawie ktérego okreslany jest
tzw. recurrence score. W artoSci recurrence score zwierajace sie
w przedziale 0—-100 odpowiadaja prawdopodobiefistwu
wznowy w ciagu 10 lat od pierwotnego rozpoznania.
Oceny dokonuje si¢ w tkance pobranej dla rutynowej
oceny histopatologicznej, utrwalonej i zatopionej w para-
finie. Material genetyczny zawarty w tak przygotowa-
nym materiale tkankowym z utkania raka ocenia si¢ me-
toda laficuchowej reakcji polimerazy na matrycy RNA
w czasie rzeczywistym (real time reverse transcriptase — poly-
merase chain reaction — real time RT-PCR), przeprowadza-
jac badanie w laboratoriach Genomic Health. Ostatecz-
ny wynik jest analizowany wraz z innymi rutynowymi
informacjami o nowotworze.

MammaPrint jest testem wielogenowym, pozwalaja-
cym oceni¢ ryzyko wystapienia przerzutéw. Test oparty
jest na panelu genéw opracowanym w Holandii i opubli-

kowanym w 2002 r. Test ten zostal w 2007 r. zaaprobo-
wany przez Food and Drug Administration (FDA) do sto-
sowania u pacjentek ponizej 61. roku zycia z rakiem pier-
si do 5 cm S$rednicy bez przerzutéw do weztéw
chlonnych. MammaPrint jest testem opartym na techni-
ce mikromacierzowej, a w wyniku okreslane jest mate lub
duze ryzyko (Jow vs. high risk) nawrotu choroby. Mamma-
Print wymaga $wiezej (nieutrwalonej) tkanki do badania.
Tkanka taka pobierana jest za pomoca odpowiedniego
zestawu i przesylana do laboratoriéw firmy Agendia,
gdzie test jest przeprowadzany.

Opracowane i badane kliniczne sa obecnie réwniez in-
ne testy wielogenowe, m.in. 76-genowa sygnatura pro-
gnostyczna opracowana przez firme Veridex. Strategicz-
nym celem badan prowadzonych na tym polu jest
stworzenie narzedzi do identyfikacji grup pacjentéw nie-
wymagajacych terapii systemowej, a takze wskazanie tych
chorych, ktérzy obecnie nie sa kwalifikowani do chemiote-
rapii, a mogliby odnie$¢ dzigki niej korzy$¢ terapeutyczna.
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