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Testovdni HER-2/neu u karcinomu zaludku -
novd vyzva i nadéje?
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Karcinom zaludku je ve svété druhou nejcastéjsi pfi¢cinou umrti na malignitu. V ramci jednotlivych stadii maze byt prognéza nadoru
velmi rozdilna, proto se zajem onkologti upina k hledani novych prognostickych a prediktivnich markerq, jako je napf. HER-2/neu (HER2).
Po jeho stimulaci dochazi k nastartovani signalni drahy, vedouci ke zvysené proliferaci, zablokovani apoptézy, ztraté diferenciace a zvy-
Seniinvazivity nadoru. HER2 je negativnim prognostickym faktorem, sdruzenym s vyssiinvazivitou, postizenim serézy, metastazovanim
do uzlin a krats$im prezitim, i negativnim prediktivnim faktorem a cilem pro biologickou lé¢bu trastuzumabem.

Existuji dvé metody detekce HER2 - imunohistochemie (IHC) a in situ hybridizace (ISH). Pozitivita HER2 se u karcinomu Zaludku pohy-
buje v rozmezi 6,8-34 % (primérné 17,6 %) pii stanoveni IHC, resp. 7,1-42,6 % (priimérné 19,2 %) pomoci ISH. HER2 je casté&ji pfitomen
v intestinalnim, nez v difuznim typu karcinomu.

Pfi stanoveni HER2 plati néktera specifika - za pozitivni povazovany jak burnky s kompletni, tak s pouze bazolateralni expresi proteinu,
vzhledem k ¢astéji nehomogenni expresi je dolni hranice v resekatech 10 % pozitivnich bunék, ale u endobioptickych vzork je vyza-
dovana pfitomnost alespori jedné skupiny barvicich se (2+ nebo 3+) neoplastickych bunék.
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HER-2/neu testing in gastric carcinoma - new challenge and hope?

Gastric carcinoma is the second cause of cancer related death worldwide. Prognosis significantly varies among patients within the same
stage, therefore oncologists urge for identification of new prognostic and predictive markers, such as HER-2/neu (HER2). Stimulation
of HER2 triggers molecular pathway resulting in increased proliferation, blocked apoptosis, loss of differentiation and increased tumor
invasion. HER2 is a negative prognostic factor, associated with increased invasiveness, serosal involvement, lymph-node metastases
and shorter survival, as well as a negative predictive marker and target for trastuzumab treatment.

There are two methods of HER2 detection - immunohistochemistry (IHC) and in situ hybridisation (ISH). Positivity of HER2 in gastric
cancer ranges from 6,8 to 34 % (mean 17,6 %) in IHC detection, and 7,1-42,6 % (mean 19,2 %) in ISH detection, respectively. HER2 is more
often positive in intestinal than in diffuse type.

HER2 detection in gastric carcinoma shows certain specific features - positive cells show either complete or incomplete basolateral (U-
shaped) membranous expression. Due to more frequent inhomogenity of tumor population, the threshold has been set at 10 % of positive

cells in resection specimens, but even one cohesive cluster of positive (2+ or 3+) neoplastic cells is sufficient in biopsy samples.
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Uvod

Karcinom Zaludku je jednim z nejrozsirengj-
sich zhoubnych novotvard, v soucasné dobé je
ve sveteé druhou nejcastéjsi pricinou Umrti na ma-
lignitu. NejdUlezitéjsim prognostickym faktorem
tohoto nadoru je pfes vsechny diagnostické
pokroky stéale stadium onemocnénf stanovené
dle TNM klasifikace. Bohuzel, ve vétsiné pfipadd
je onemocnéni diagnostikovano v pokrocilém
stadiu, ndsledné terapeutické moznosti jsou tak
vzhledem k inoperabilité do zna¢né miry limito-
vany a pacienti jsou odkazani pfevazné na che-
moterapeutickou Ié¢bu. Pfes uzitf celé fady rliz-
nych typt cytostatik viak zUstava preziti u takto
lé¢enych pacient( relativné limitované.

Histologicka klasifikace
karcinomu zaludku

Tradi¢né je v Laurenové klasifikaci karcinom
Zaludku délen na typ intestinalni a difuzni. Dle

novéjsich poznatkd je vyclenovan jesté typ smi-
Seny. Zatimco intestindIni typ karcinomu Zaludku
roste spise solidné, expanzivné a makroskopicky
i mikroskopicky velmi vérné napodobuje ko-
lorektaIni karcinom (obrézek 1A), difuzni typ
ma tendenci k rGstu infiltrativnimu (obrazek 1B)
a tim k ¢asnéjsimu a rychlejsimu metastazovani.
Smiseny typ vznika s nejvétsi pravdépodobnosti
ze spolecného prekurzorového elementu, na-
sledné dochdazi v nddorové populaci ke gene-
tickym a epigenetickym zméndm, vedoucim
k vytvoreni dvou morfologicky odlisnych po-
pulaci (obrazek 1C).

Celd fada studif ukdzala, Ze v rdamci jednot-
livych stadii téhoz histologického typu nadoru
muze byt progndza rliznych pacientd velmi
rozdilna. Z téchto dtvodu se celkem logicky
upind pozornost a zdjem onkologt k hledani
novych prognostickych parametrt a predik-
tivnich markerd, které by umoznily lepsi vybér
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nemocnych vhodnych pro jednotlivé typy Ié¢by.
Jako jeden z nadéjnych molekuldrnich markerG
se nabizi HER-2/neu, jehoZ problematika je velmi
podrobné prostudovana u karcinomu prsu.

HER2 a metodické moznosti
jeho detekce

HER-2/neu (HER2) je protoonkogen loka-
lizovany na dlouhém raménku chromozomu
17 kéduijici transmembranovy receptor o mo-
lekulové hmotnosti 185kDa, ktery patfi do Sirsi
skupiny HER receptort (HER1=EGFR, HER2, HER3
a HER4). Molekula HER2 obsahuje 3 ¢asti — ex-
traceluldrni doménu slouzici jako vazebné misto
pro dosud nezndmy ligand, transmembranovou
doménu a intraceluldrni doménu, kterd se vy-
znacuje tyrozinkinazovou aktivitou. Po stimulaci
receptoru dochazi k jeho homo- ¢i heterodi-
merizaci (s ostatnimi receptory z HER rodiny)
a fosforylaci a tim k nastartovani signalni drahy,

www.onkologiecs.cz | 2010; 4(2) | Onkologie



Prehledové cldnky

kterd v konecné fazi vede ke zvysené proliferaci
nadorovych bunék, zablokovani apoptdzy, z3-
stave diferenciace, ztraté adhezivity a zvyseni
invazivity nadoru.

V poslednich 2 dekddach byla vénovéna
extrémni pozornost otdzkdm diagnostiky HER2
u karcinomu prsu. Davodem byl zejména fakt,
Ze HER2 nenf pouze negativnim prognostickym
faktorem (zejména u pacientek s postizenim
lymfatickych uzlin), ale rovnéz prediktivnim
faktorem a cilem pro biologickou lé¢bu trastu-
zumabem. Celd fada studif prokézala, Ze efekt
|é¢by touto humanizovanou monoklondlnf pro-
tildtkou velmi Uzce koreluje s pozitivitou HER2
stanovenou v nadorové tkani.

Pfesto, Ze bylo opakované prokdzano, Ze za-
stoupenf HER2 pozitivnich karcinom0 prsu je niz-
$i, nez bylo dffve predpokladano a data z recent-
nich studif ukazuji na relativni podil mezi 12,5
a 15% ze vsech karcinom prsu (9, 10), mozZnost
vysoce efektivni cilené biologické 1é¢by HER2
pozitivnich nadort, kdy podani trastuzumabu
muUze eliminovat negativni prognosticky vliv
overexprese onkoproteinu se viemi jeho dd-
sledky, vyzaduje velmi pfesné stanoveni tohoto
markeru. Proto je v literature v poslednich letech
veénovana velkd pozornost metodickym tskalim
a problematice kontroly kvality laboratorniho
stanoveni HER2 v nadorové tkani.

Existuji dvé principidlné odlisné metody de-
tekce HER2. Prvnf je imunohistochemie (IHC),
kterd pomoci polyklondinf ¢i monoklonalnf
protilatky vizualizované detekénim systémem
stanovuje pfitomnost receptoru (proteinu)
v membrané nadorovych bunék. Druhou je
in situ hybridizace (fluorescen¢ni — FISH, nebo
chromogenni — CISH ¢i SISH), kterd stanovi pocet
kopif genu v jadfe nadorové buriky.

IHC hodnoceni se opird o prlkaz mem-
branové pozitivity barveni, kde je hodnocen
stupen intenzity barvenia charakter pozitivity
(inkompletni/kompletni membranova pozi-
tivita) se zavery: negativni (0 — bez jakékoli
membranové pozitivity, 1+ — s inkompletnf
membranovou pozitivitou), slabé pozitivni
(2+ — slab& kompletni membranové pozitivita)
a silné pozitivni 3+ — silnd kompletni mem-
bréanova pozitivita), a mnozstvi nddorovych
bunék vykazujicich reaktivitu (% nadorové
populace). V plvodnich doporucenich byla
pro zhodnocen{ nddoru jako HER2 pozitivniho
vyzadovéna kompletni stfedné silné (2+) i silnd
(3+) membranové exprese v minimalné 10%
nadorovych elementd. Dle souc¢asného spolec-
ného doporuceni American Society of Clinical
Oncologists (ASCO) a College of American
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Pathologists (CAP) je tfeba dosazeni pozitivity
2+ ¢i 3+ alespon ve 30 % bunék.

Pro hodnoceni pomoci FISH byl v minulos-
ti jako kritérium amplifikace obecné pfijiman
pomeér mezi poc¢tem kopif genu HER2 a centro-
merické oblasti chromozomu 17 (CEP17) > 2. Dle
doporuceni ASCO a CAP jsou v soucasnosti jako
amplifikované hodnoceny pfipady s pomérem
HER2/CEP17 >2,2. Pfipady s pomérem HER2/
CEP17 < 1,8 jsou brany jako neamplifikované
a n&dory s HER2/CEP17 mezi 1,8-2,2 patii do ob-
lasti ,Sedé zony”, kde je vyzadovéno retestovani
Z jiného bloku a/nebo ovéfeni pomoci IHC.

HER2 byl prokazan jako dlleZity prognos-
ticky faktor u celé fady malignich nddord, vedle
karcinomu prsu jde zejména o karcinomy ovaria,
tlustého stieva, mo¢ového méchyre, endomet-
ria, jicnu, hlavy a krku, nemalobunécny karcinom
plic a také o karcinom Zaludku.

HER2 u karcinomu zaludku

Poprvé byl tento receptor prokdzan v bu-
nécné nadorové linii karcinomu zaludku jiz
v roce 1986 (3).

Pozitivita HER2 se u karcinomu Zaludku
pohybuje v jednotlivych studiich v rozmezi
6,8-34% (s vdzenym primérem 17,6 %) pfi
stanoveni pomoci IHC, resp. 7,1-42,6% (s va-
Zenym primeérem 19,2 %) pfi stanoveni pomocf
ISH - pfehled viz Hofman, et al. (4). DGvodem
pomeérné znacného rozptylu vysledkld jed-
notlivych studif jsou velmi pravdépodobné
metodické odlisnosti — pouziti rlznych typd
primarnich protilatek, detekénich systém
a zpUsobu hodnoceni. Metodicky jednotnéjsi
studie z poslednich let ukazuji, ze pozitivita
HER2 se vyskytuje u zhruba 12-24 % pfipadd (4,
8, 14, 19). Pozitivita HER2 je vyznamné Castéjsi
(v jednotlivych studiich 5x-8x) u intestindlnfho
typu karcinomu, nez u karcinomu difuzniho ¢i
smiseného. Pozitivita je také vyznamné castéjsf
(1,5%-2x%) u karcinomu gastroezofagealni junk-
ce, nez u karcinomu téla a antra.

Prognosticky vyznam exprese
HER2 u karcinomu zaludku

Cetné studie (1,5, 16) prokazaly, ze HER2 po-
zitivita je nezavislym negativnim prognostickym
faktorem u karcinomu zaludku, koreluje s invazi-
vitou nddoru, postiZzenim serdzy, metastazova-
nim do lymfatickych uzlin (22-24), vyznamné
kratsSim prezitim (19) a az 5x vy$sim relativnim
rizikem Umrti na nador (22-24).

Je viak treba dodat, ze vysledky jinych studif
nejsou takto jednoznacné (2, 15) a prognosticky
vyznam HER2 u karcinomu zaludku proto ne-

Obrdzek 1. Histologicky vzhled jednotlivych typl
adenokarcinomu zaludku - intestindIni typ (A),
difuzni typ (B), smiseny typ (C) — barveni hema-
toxylinem-eosinem, zvétseni 200x
. s

Ize brét jako zcela jednoznac¢né a nepochybné

prokazany.

Zajimavy je rozdil v prognostickém vyznamu
HER?2 u karcinomu zaludku, ktery byl v recentnf
studii prokdzén u intestinadlniho, nikoli ale u di-
fuzniho typu (2). Zatimco u intestindlniho typu
karcinomu zaludku, ktery roste spise expanziv-
né muze vést zvysend exprese HER2 ke zméné
jeho rdstu na invazivni a tim pfispét ke zvysenf
agresivity nadoru a zhorseni progndézy, vykazuje
difuzni karcinom infiltrativni typ rdstu od sa-
mého pocatku jako disledek mutace genu pro
E-cadherin, kterd je spojena se ztratou bunécné
kohezivity a invazivitou nddoru (17). Proto nema
overexprese HER2 u difuzniho karcinomu signi-
fikantni prognosticky vyznam (2).

Zajimavou se jevi analogie mezi expresf
HER2 u jednotlivych subtypd karcinomu prsu
a Zaludku. Obdobné, jako je HER2 vyrazné ¢astéji
overexprimovan u duktalniho nez u lobuldrniho
karcinomu prsu, je vyrazné castéjsi u intestinal-
niho nez u difuzniho a smiseného karcinomu
Zaludku. Lobuldmi karcinom prsu a difuzni kar-
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cinom zaludku pfitom sdili i dalsi znak a tim je
absence exprese E-cadherinu, molekuly, ktera
hraje klicovou roli v udrzovani mezibunécnych
kontaktd a jejf ztrata zplsobuje pravé onen cha-
rakteristicky difuzni ¢i ,plizivy” charakter ristu.
7da se tedy, Ze difuzni karcinom zZaludku a inva-
zivni lobularni karcinom prsu mohou vyuzivat
podobné signdlni drdhy, které jsou nezavislé
na HER2 stimulaci.

Specifika stanoveni HER2
u karcinomu zaludku

Pti vySetfovani HER2 u karcinomu zalud-
ku se ukdzalo, Ze tento nador se v nékterych
aspektech lisf od karcinomu prsu a na zékladé
toho musela byt upravena kritéria hodnocent
pro stanoveni pozitivity.

Prvnim odliSnym znakem je charakter mem-
branové exprese. Zatimco u karcinomu prsu je
u pozitivnich piipadl patrnd kompletni pozitivita
na celém obvodu nadorové buriky, je u karcino-
mU zaludku (a to zejména u pifpadl dobre dife-
rencovaného intestindlniho subtypu) piftomna
exprese, kterd vynechava luminalné orientovany
Usek bunécné membrany se sekretorickym apara-
tem a pozitivita je tak omezena pouze na bazalni
a laterdIn{ partie cytoplazmy — obrazek 2A. Proto
jsou za pozitivni povazovény jak bunky s kom-
pletni, tak pouze bazolaterdIni (U-shaped) expresi
proteinu (4). U difuzniho karcinomu zaludku k to-
muto jevu nedochdzf a vzacné pfipady se HER2
pozitivitou vykazuji prakticky vzdy kompletnf
membranovou expresi — obrazek 2B.

Druhou odlisnosti je distribuce exprese
v rdmci nadorové populace a z toho vychazejici
kvantitativni pozadavky na stanoveni pozitivity.
Zatimco u karcinomu prsu Ize v naprosté vétsineé
pfipadl pozorovat relativné homogenni expresi
napfi¢ nadorovou populaci (heterogenita byla
pozorovana u 1,4% pripadd), u karcinomu Zalud-
ku je exprese castéji nehomogenni (az u 4,8%
pripadd) (4) — obrdzek 2C. Tento fakt nepfedsta-
vuje zasadni problém u vzorkd z resekatu, kdy
Ize zhodnotit relativné rozsahlé partie nadoru,
u endobioptickych vzorkd by viak mohlo dojit
vlivem limitovaného mnozstvi odebrané tkdné

Tabulka 1. Kritéria hodnoceni IHC prikazu HER2

ke stanoveni falesné pozitivniho, ¢i falesné ne-
gativniho vysledku. Ve studii 200 operovanych
karcinomd zaludku byla konkordance mezi vy-
sledkem simultdnné provedeného IHC vysetieni
bioptického vzorku a nasledného resekatu na-
doru 88,5 %; negativni prediktivni hodnota IHC
vysetfeni z biopsie byla 91,7 %, avsak pozitivni
prediktivni hodnota doséhla pouze 76,7 % (21).

Proto, zatimco u resekdtl byla zachova-
na dolni hranice 10% pozitivnich bunék, byl
u endobioptickych vzorkl snizen kvantitativ-
ni pozadavek pro stanoveni pozitivity nadoru
na pfitomnost alespon jedné skupiny barvicich
se (2+ nebo 34) neoplastickych bunék, tedy
mnozstvi, které predstavuje méné nez 10% po-
pulace (4). Kritéria pro hodnocent jsou shrnuta
v tabulce 1.

Tato kritéria byla nasledné pouZita pfi vybéru
pacientl zafazenych do studie ToGA (20). Nenf
vylouc¢eno, Ze po analyze odpovédi na lécbu
trastuzumabem a jeji korelaci s Urovni exprese/
amplifikace HER2 dojde jesté k pfipadné modi-
fikaci kritérii pro stanoveni HER2 u karcinomu
zaludku.

Konkordance mezi IHC
a ISH pozitivitou HER2

Udaje o konkordanci mezi vysledkem IHC
a ISH vysetfeni u karcinomu zaludku se v lite-
ratufe rozchazeji. Na rozdil od karcinomu prsu,
kde zvysend exprese proteinu je v 95% pfipa-
dd dsledkem amplifikace daného genu, byly
v nékterych studiich u zaludec¢nich karcinom(
prokdzany pomeérné vyznamné diskrepance me-
zi vysledky obou metod. Pficin mdze byt celd
fada — vzhledem k tomu, jak dramaticky se lisily
podily nddort se zvysenou expresi HER2 v jed-
notlivych studiich (7,1-42,6 %), Ize predpokladat,
Ze v dusledku pouziti rliznych typU primarnich
protildtek a detekenich systém tvofily v nekte-
rych — zejména starsich — studiich urcité procen-
to HER2 pozitivnich nédort pripady falesné IHC
pozitivni. To vedlo ve svém dUsledku k vyskytu
na&dorl IHC+/ISH-. Zastoupeni takovych pfipadd
se pohybuje od 0% (2) az po 45 % (12). Novéjsi
studie v3ak ukazujf, ze pfi pouziti ovérenych IHC

srovnani karcinomu prsu a zaludku

Obrdzek 2. A: Silnd imunohistochemicka exprese
HER2 v intestinalnim typu karcinomu zaludku.
Cést bunék vykazuje kompletni membrénovou
pozitivitu (hnédé zbarvenf), ¢ast bunék vykazuje
pozitivitu bazolaterdlni (U-shaped). HerceptestTM,
zvétsenf 200x. B: Silnd exprese HER2 u difuzniho
karcinomu Zaludku - takovéto pfipady jsou spise
vyjimecné. HerceptestTM, zvétseni 200x. C: Cést
pfipadd vykazuje vyraznou heterogenitu exprese,
kdy ¢ast nadorové populace je pozitivni (prava ¢ast
obrazku), ¢ast je naopak kompletné negativni (leva
¢ést obrazku). HerceptestTM, zvétseni 200x.

postupt (2,4, 6, 18), Ize dosdhnout velmi vysoké
shody mezi IHC a ISH u pfipad silné pozitivnich
(3+) a negativnich (0). U pfipadl s mizivou ex-

presi HER2 (1+) — které jsou hodnoceny také jako
negativni — a u pfipadl slabé pozitivnich (24)
existuje malé procento nddord, u nichZ je patrna
amplifikace genu pfes negativitu, resp. sporny
vysledek IHC. Pri¢inou mdze byt napt. poskozeni

Karcinom prsu

Karcinom zaludku - resekat

Karcinom zaludku - biopsie

0 1+ 2+ 3+ 0 1+ 2+ S 0 1+ 2+ 3+
Intenzita barveni 7idnd slaba  slabd/stredni silna 7adnd  slabd  slaba/stfedni silnd 7adnd  slabd  slaba/stredni silnd
Komple’tnost’ inkom- , , inkom-  kompletni/ kompletni/ inkom-  kompletni/ kompletni/
membranové - . kompletni  kompletni - . o PP . o -
reakce pletni pletni  bazolaterdlni  bazolaterdlni pletni  bazolaterdIni  bazolateralni
o a
ﬁl:aéta"'e"y‘h ~ jakékoli  >30% >30% - jakékoli  >10% >10% ~ jakékoli  jakekoli jakekoli
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antigenu pfi fixaci vzorku nadorové tkdné. Proto
je doporucovano overeni amplifikace genu HER2
u pfipadd 1+ nebo 2+ (2, 4).

Prediktivni vyznam HER2
u karcinomu zaludku

Hypotéza, Ze trastuzumab by mohl mit
na bunky karcinomu Zaludku obdobné ucin-
ky, jako na karcinom prsu, se objevila jiz pfed
mnoha lety. Jiz v roce 2001 predpovidali néktefi
autofi, ze v blizké budoucnosti budou realizova-
ny klinické studie testujici pouZitf trastuzumabu
v kombinaci's dalsimi chemoterapeutiky u HER2
pozitivniho karcinomu zaludku.

Prvni studie, které probéhly na bunéc¢nych
nadorovych liniich N87, at jiz in vitro (19), tak
u nddorovych xenograftl (11) prokazaly, Ze tra-
stuzumab blokuje proliferaci nadorovych bunék
s amplifikovanym HER2.

Studie testujici soucasné poufiti trastuzuma-
bu s r&iznymi typy chemoterapeutik (oxaliplatiny,
cisplatiny, 5-FU) na celkem 12 réznych bunécnych
linifch karcinomu Zaludku prokazala synergisticky,
resp. aditivni Ucinek trastuzumabu na liniich, které
vykazovaly HER2 pozitivitu (7), coz se projevilo
zastavou proliferace (zablokovanibunék v G1 fazi)
a v snizeni exprese molekul HER2 signdinf drahy
(STAT3, AKT a ERK), zatimco u bunécnych linii bez
HER2 amplifikace nevykazoval trastuzumab prak-
ticky zadny cytostaticky/cytotoxicky ucinek (7).

Jako nadéjné se ukdzalo také kazuistické
sdélenf popisujici Uspésny terapeuticky zdsah
u pacienta s karcinomem zaludku, ktery vyka-
zoval silnou IHC pozitivitu (3+) (13).

Recentné prezentované vysledky studie
ToGA prokazaly, Ze trastuzumab je efektivnim
a bezpecnym v lé¢bé pokrocilého karcinomu
Zaludku, ktery vykazuje silnou pozitivitu IHC
(3+), nebo slabou pozitivitu (24) se soucasnou
amplifikaci genu stanovenou FISH (20).

Zaveér

Lze pfedpoklddat, Ze v blizké budoucnosti
bude HER2 zafazen mezi standardné vysetio-
vané parametry u karcinomu zaludku, u kterych
bude uvazovéno o terapii trastuzumabem. Pri
vysetfovani tohoto markeru, at jiz provadéném
pomoci IHC, nebo ISH a interpretaci vysledkd je
tfeba mit na paméti nékterd specifika, ktera vy-

plyvaji ze zvlastnosti karcinomu Zaludku. Jedna
se zejména o odlisny charakter exprese proteinu
v nddorovych burkach (moznost bazolateraini
pozitivity) a dale odlisnd kvantitativni kritéria
pro stanoven( pozitivity (10 % pozitivnich nddo-
rovych elementd v resekatu, ojedinéla skupina
nadorovych bunék v endobioptickém vzorku)
vyplyvajici z ¢astéjsi heterogenity nddorové
populace.
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