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Wptyw zmiany wytycznych ASCO-CAP na ocene statusu genu HER2
metodaq FISH w kwalifikacji do terapii anty-HER2 w raku piersi
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Wstep. Rak piersi jest najczestszym nowotworem u kobiet w Polsce. Nadmierna ekspresja biatka HER2 lub amplifikacja
genu HER2 jest zwigzana ze ztym rokowaniem i stanowi wskazanie do zastosowania terapii anty-HER2. W przypadkach
watpliwych rozstrzygajacym badaniem jest ocena FISH, wskazujaca status amplifikacji genu HER2 wedtug obowiagzu-
jacych wytycznych ASCO-CAP, ktére w roku 2013 ulegty zmianom. Celem pracy byto sprawdzenie, czy i w jaki sposéb
zmiana zalecen wptynefa na rozktad wynikéw badan FISH w tej grupie pacjentow.

Materiaty i metody. Analizie poréwnawczej poddano wyniki rutynowej diagnostyki metoda FISH w dwéch niezalez-
nych grupach pacjentéw z zastosowaniem dwaéch réznych kryteriéw oceny (ASCO-CAP 2007 dla n =680 i ASCO-CAP
2013 dla n =851) oraz w grupie 763 pacjentéw, gdzie zastosowano réwnolegle obydwa kryteria oceny.

Wyniki. Poréwnanie wynikéw uzyskanych w dwéch niezaleznych grupach wykazato brak istotnej zmiany odsetka
wynikéw HER2-dodatnich (zamplifikacja) po zmianie kryteriow oceny. Istotne statystycznie okazato sie zmniejszenie
grupy wynikéw HER2-negatywnych (bez amplifikacji) z 76,2% na 61,8% przy rozszerzeniu grupy niejednoznacznej
(o nieokreslonym statusie amplifikacji) z 0,4% do 13,6%. Grupa badana réwnolegle wg kryteriéw 2007 i 2013 wykazata
réznice istotne statystycznie. Zanotowano wzrost przypadkéw HER2-pozytywnych z 10,6% do 16,8%, znaczny wzrost
wynikow niejednoznacznych, z4,2% na 15,6%, przy rownoczesnym spadku wynikéw negatywnych z 85,2% na 67,6%.
Whioski. Zastosowanie nowych wytycznych ASCO-CAP 2013 w ocenie statusu genu HER2 wptywa na zawezenie
grupy wynikéw negatywnych, natomiast rozszerza grupe wynikdw pozytywnych i niejednoznacznych. Wynik taki
wskazuje na rozszerzenie dostepu do kwalifikacji w kierunku terapii anty-HER2. Natomiast istotny wzrost odsetka
pacjentéw z wynikiem o nieokreslonym statusie amplifikacji genu HER2 wskazuje na koniecznos¢ pogtebionej w tej
grupie oceny FISH w celu uzyskania mozliwosci jednoznacznej stratyfikacji do grup ryzyka.

The impact of changes in ASCO-CAP recommendations on the FISH-based assessment

of the HER2 gene status in the qualification of breast cancer patients for HER2-targeted therapy
Introduction. Breast cancer is the most common cancer among Polish women. Overexpression of the HER2 protein or
HER2 gene amplification is associated with a poor prognosis, simultaneously being an indication for the HER2-targeted
therapy. In equivocal cases, the FISH assay is used for the final identification of the HER2 gene status. This evaluation
should be performed according to the ASCO-CAP guidelines which have been changed in 2013. The aim of this
study was to assess whether and how the changes of recommendations affected the distribution of the FISH results.
Materials and methods. The results of routine diagnostic FISH analyses were compared for two independent groups
of patients assessed with different evaluation criteria (ASCO-CAP 2007 for n = 680 and ASCO-CAP 2013 n=851), and
also in a group of 763 patients, where both criteria were used simultaneously.
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Results. A comparison of the results obtained in two independent groups showed that the change of evaluation
criteria did not alter the percentage of HER2-positive tests (with HER2 amplification). However, the frequency of
HER2-negative analyses (without HER2 amplification) diminished significantly from 76.2% to 61.8%, whereas the
equivocal group (with an indefinite status of HER2 amplification) increased from 0.4% to 13.6%. In the group where
both criteria from 2007 and 2013 were used, we also discovered statistically significant differences. The frequency of
HER2-positive results were elevated from 10.6% to 16.8%. The equivocal results were also found more often, rising
from 4.2% to 15.6%, while the number of negative results lowered from 85.2% to 67.6%.

Conclusions. The use of ASCO/CAP recommendations for the assessment of the HER2 gene status reduces the group
of negative results, and concurrently enlarges the number of positive and equivocal ones. This indicates that the new
criteria extends the access to HER2-targeted therapy. Nevertheless, they also raise the frequency of analyses with an
indefinite status of the HER2 gene. Our outcome suggests that there is a need for an enhanced FISH-based evaluation
of this gene in the last group of patients in order to provide them with an unambiguous stratification to risk groups.
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Wstep

Rak piersi jest najczestszym nowotworem ztosliwym
u kobiet w Polsce [1]. Wedtug Krajowego Rejestru Nowotwo-
réw w 2012 roku zdiagnozowano w Polsce 17000 nowych
przypadkéw zachorowania i 5574 zgondéw spowodowa-
nych ta chorobga (13,3% zgonéw z powodu nowotworéw
ztosliwych u kobiet). Zachorowalno$¢ na ten nowotwor
u mezczyzn jest znacznie nizsza, w roku 2012 odnotowano
144 nowych zachorowan [2]. Zaburzenia genu HER2 (hu-
man epidermal growth factor receptor, czesciej stosowane
synonimy: ERBB2, HER-2/neu) stwierdza sie w r6znych nowo-
tworach nabtonkowych, najczesciej jednak wystepujg one
u pacjentéw z rakiem piersi i rakiem jajnika [3].

Gen HER2 jest protoonkogenem zlokalizowanym na
dtugim ramieniu chromosomu 17, w prazku q12, koduja-
cym biatkowy receptor dla czynnika wzrostu [4]. Prawidto-
we komérki somatyczne zawieraja dwie kopie genu HER2
i maja na swojej powierzchni niewielkie ilosci biatka HER2,
zniewielkim zakresem zmiennosci pomiedzy réznymi tkan-
kami. Te powierzchniowe glikoproteiny sa zaangazowane
w przekazywanie sygnatéw zwigzanych z kontrola wzrostu
ifunkcjonowania komorek [5]. Nadekspresja receptora HER2
wystepuje u 10%-20% chorych na raka piersi [6]. Podstawo-
wym mechanizmem nadekspresji genu HER2 jest jego am-
plifikacja, powodujaca stymulacje mitogenna zmienionych
komorek [7, 8]. W raku piersi wzmozona ekspresja biatka
HER2 stanowi istotny czynnik rokowniczy i predykcyjny. Jej
obecno$¢ powoduje wigksza agresywnosc¢ choroby, krétszy
czas catkowitego przezycia oraz skrécenie czasu do nawrotu
choroby, tak wiec jest zwigzana ze ztym rokowaniem [9].

Wykazanie zaleznosci pomiedzy statusem ekspresji biat-
ka HER2 a rokowaniem oraz dostepnos¢ leczenia adiuwan-
towego anty-HER2 (trastuzumab, herceptyna — zhumani-
zowane przeciwciato monoklonalne) sprawity, ze okreslenie
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statusu genu HER2 stato sie integralnym etapem procesu
diagnostycznego w raku piersi [10]. Nadmierna ekspresja
biatka HER2 lub amplifikacja genu HER2 stanowiag wska-
zanie do zastosowania terapii adiuwantowej. Skuteczne
leczenie anty-HER2 jest mozliwe w przypadkach raka piersi
z potwierdzong nadekspresjg biatka i/lub amplifikacjg genu
HER2, dlatego wazne jest wyselekcjonowanie pacjentéow
potencjalnie wrazliwych.

Rutynowo badanie statusu HER2 w tkance guza jest
procesem dwustopniowym. W pierwszym etapie wykonuje
sie ocene ekspresji biatka HER2 w badaniu immunohisto-
chemicznym (IHC). Technika ta polega na przyfaczaniu prze-
ciwciat przeciwko badanemu biatku oraz na ocenie stopnia
wybarwienia bton cytoplazmatycznych w komérkach raka.
Stopieni ciggtos¢ wybarwienia klasyfikuje sie w czterostop-
niowej skali: 0, 1, 2, 3. Uzyskanie wartosci 0-1 $wiadczy
o braku nadekspresji, wartos¢ 3+ wskazuje jednoznacznie
na obecnos¢ nadekspresji. Ocena 2+ stanowi wartos¢ po-
$rednig — taki wynik uznawany jest za niejednoznaczny
i wymaga precyzyjnego okreslenia statusu genu metoda
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Sytuacje taka
obserwuje sie w 15%-24% badanych préb [9,11].

Technika FISH pozwala na bezposrednig ocene liczby
kopii genu HER2 w komérkach nowotworu. Metoda jest
bardziej czuta i swoista w poréwnaniu z IHC [12]. Badanie
wykonywane jest na skrawkach tkankowych uzyskanych
zbloczkéw parafinowych, ocenionych uprzednio przez leka-
rza patomorfologa. Detekcji genu dokonuje sie za pomoca
sond DNA. Sondy sa to znakowane fluorescencyjnie frag-
menty oligonukleotydéw, komplementarne do ocenianego
regionu DNA. Dla oznaczenia statusu genu HER2 uzywa sie
komplementarnej do niego sondy. Zliczenie fluorescencyj-
nych sygnatéw sondy znakujacej HER2 w poszczegdlnych
jadrach interfazowych pozwala na bezposrednia ocene licz-
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Rycina 1. Sonda podwdjna — obraz widziany w mikroskopie fluorescencyjnym (gérna cze$¢ schematu) oraz schematyczne przedstawienie
pochodzenia wzoru znakowania przy zastosowaniu sondy podwdjnej. A — brak amplifikacji, wynik negatywny; B — obecna amplifikacja, wynik

pozytywny

by kopii badanego genu na komérke. Dla lepszej kontroli
stosuje sie sonde podwadjna (dual-color, dual-probe). Obok
sondy HER2 zawiera ona réwnolegle druga sonde, znakujaca
odmiennym fluorochromem chromatyne okotocentrome-
rowg chromosomu 17 (CEP17 chromosome enumeration
probe 17) (ryc. 1).

Status genu HER2 (amplifikacja vs brak amplifikacji)
okresla sie, oceniajac liczbe sygnatéw pochodzacych z son-
dy w kazdej z analizowanych komoérek, nastepnie wylicza
sie $rednia ilo$¢ sygnatéw na komoérke w obrebie badanej
prébki. W systemie sondy podwdjnej zlicza sie liczby sygna-
téw pochodzacych z sondy znakujacej obszar genu HER2
(sygnat czerwony) i centromeru 17 (sygnat zielony) (ryc. 1).
RATIO, ktére oznacza stosunek $redniej liczby sygnatéow
pochodzacych od genu HER2 do Sredniej liczny sygnatéw
obszaru CEP17 (HER2: CEP17), wyznacza sie na podstawie
analizy minimum 20 dobrze wyznakowanych jader inter-
fazowych w reprezentatywnym obszarze preparatu. Przed
zliczaniem sygnatow nalezy przejrze¢ caly preparat w celu
sprawdzenia, czy nie wystepuje zauwazalna heterogen-
nos¢ tkanki, ujawniajaca sie zréznicowana iloscig sygnatow.
Zalecenia dobrej praktyki laboratoryjnej wymagaja, aby
mikroskopowa ocena FISH zostata powtérzona niezaleznie
przez drugiego obserwatora [13].

Interpretacja uzyskanego wyniku powinna odbywac sie
zgodnie z aktualnie obowigzujacymizaleceniami ekspertéw.
Obecnie obowiazuja kryteria ASCO-CAP 2013, stworzone
przez Amerykanskie Stowarzyszenie Onkologéw Klinicznych
oraz Amerykanskie Towarzystwo Patologéw (American So-
ciety of Clinical Oncology/College of American Pathologists)
[14,15].

Wytyczne dotyczace interpretacji wynikéw FISH stop-
niowo ulegajg zmianom. Zgoda FDA (Food and Drug Admi-
nistration) na uzycie techniki FISH w ocenie statusu genu
HER2 nastapita w 2002 roku. Pierwsze wytyczne zaktadaty, ze
przy zastosowaniu sondy pojedynczej na wynik pozytywny,
tj. amplifikacje genu HER2, wskazuje $rednia liczba sygnatéw
sondy HER2 powyzej 4,0 na komoérke. W przypadku zasto-
sowania sondy podwdjnej wynik pozytywny stwierdzano,
gdy stosunek (RATIO) liczby kopii HER2 do CEP17 byt wiekszy
lub réwny 2,0 [16-19].

W 2007 roku ASCO-CAP wydato oficjalne rekomendacje
dotyczace oceny receptora HER2 w raku piersi, gdzie uszcze-
gotowiono zasady interpretacji wynikéw [20]. W przypadku
zastosowania sondy pojedynczej wynik pozytywny wska-
zywata srednia wartos¢ powyzej 6,0 sygnatéw na komorke,
wynik negatywny — ponizej 4,0 na komorke. W analizie
z zastosowaniem sondy podwdjnej za wynik pozytywny
uznawano przypadki, w ktérych RATIO przekraczato 2,2,
natomiast wartosci RATIO mniejsze niz 1,8 wskazywaty wy-
nik negatywny. Nowoscia byto wprowadzenie grupy gra-
nicznej, o niezdefiniowanym statusie genu HER2, do ktorej
zaliczono przypadki z wartoscig RATIO w przedziale 1,8-2,2
lub liczbg sygnatéw HER2 4,0-6,0 dla sondy pojedynczej.
W tak okreslonej grupie granicznej miescity sie przypadki
o heterogennym znakowaniu oraz takie, gdzie trudnos¢
z okresleniem statusu HER2 wynikata z podwyzszonej liczby
sygnatéw CEP17.

Nieprawidtowosci w ilosci sygnatéw CEP17 moga by¢
spowodowane polisomig chromosomu 17 badz wybiérczym
powieleniem okolicy centromerowejchromosomu 17 (ryc. 2).
Tego rozréznienia nie da sie jednak wykaza¢ w badaniu
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Amplifikacja oraz powielenie

obszaru okotocentromerowego

W obu przypadkach
HER2=7
CEP17 =5

RATIO=1,4

B
@ Sygnat HER2
@ Sygnat CEP17

Polisomia chromosomu 17

Rycina 2. Obraz widziany w mikroskopie fluorescencyjnym i schematyczne przedstawienie mozliwosci pochodzenia wzoru znakowania.
A — amplifikacja obszaru okotocentromerowego i genu HER2; B — polisomia chromosomu 17

Tabela I. Poréwnanie wytycznych ASCO-CAP 2007 i ASCO-CAP 2013 dla oceny statusu genu HER2 metoda FISH z zastosowaniem sondy podwajnej,

znakujacej HER2 i CEP17

Wytyczne ASCO-CAP 2007

Wytyczne ASCO-CAP 2013

Wynik pozytywny (HER2-dodatni) — amplifikacja obecna

RATIO* > 2,2 RATIO = 2,0
RATIO < 2,0 oraz $rednia liczba sygnatéow HER2 na komérke > 6,0
Wynik niejednoznaczny — status amplifikacji nieokreslony
RATIO 1,8-2,2 RATIO < 2,0 oraz $rednia liczba sygnatéw HER2 na komérke < 4,0 oraz < 6,0
Wynik negatywny (HER2-ujemny) — brak amplifikacji
RATIO< 1,8 RATIO < 2,0 oraz $rednia liczba sygnatéw HER2 na komoérke < 4,0

*RATIO — stosunek liczby HER2:CEP17

wykonywanym na materiale jgder interfazowych, nieujaw-
niajgcym morfologii chromosomu 17. Obecnie uwaza sie, ze
prawdziwa polisomia, czyli powielenie catego chromosomu
17, jest w raku piersi zjawiskiem bardzo rzadkim, czesciej
za$ wystepuje wybidrcze powielenie obszaru okotocentro-
merowego [21-23].

Obowiazujace obecnie wytyczne ASCO-CAP 2013
wprowadzity istotne zmiany w ocenie statusu genu HER2,
szczegblnie w przypadku stosowania sondy podwdjne;j.
Uprzednio ocene wykonywano, wyznaczajac RATIO, na-
tomiast obecnie nalezy dokona¢ réwnolegtej oceny sred-
niej ilosci sygnatéw pochodzacych z sondy znakujacej gen
HER2[14, 15]. W przypadku, gdy RATIO wynosi co najmniej
2,0, wynik badania jest pozytywny i wskazuje na obecnos¢
amplifikacji. Za pozytywne uznane sa réwniez przypadki
z RATIO ponizej 2,0, w ktdrych $rednia ilos¢ sygnatéw HER2
na komérke wynosi co najmniej 6,0. Przypadki o negatyw-
nym statusie genu HER2 wykazuja RATIO mniejsze od 2,0
przy sredniej liczbie sygnatéw HER2 na komdrke ponizej 4,0.
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Znacznemu rozszerzeniu ulegta grupa wynikéw niejedno-
znacznych (dawniej granicznych). Sa to przypadki, w kt6-
rych RATIO jest mniejsze niz 2,0, a $rednia liczba sygnatéw
pochodzacych od genu HER2 miesci sie w przedziale od 4,0
do ponizej 6,0 (tab. 1) [14, 15].

Kryteria oceny w przypadku zastosowania sondy po-
jedynczej ulegty niewielkim korektom. Wynik pozytywny
stwierdza sie, gdy Srednia liczba sygnatéw HER2 na komorke
jest wieksza lub réwna 6,0 (wg ASCO-CAP 2007 — jesli prze-
kracza 6,0). Wynik niejednoznaczny wyznacza obecnie $red-
nia liczba sygnatéw HER2 wieksza lub réwna 4,0, a mniejsza
niz 6,0 (wg ASCO-CAP 2007 > 4,0i < 6,0). Wartosci dotyczace
wyniku negatywnego pozostaty bez zmian: $rednia ponizej
4,0 kopii na komorke [14, 15].

Celem niniejszej pracy byta demonstracja wptywu zmia-
ny wytycznych ASCO-CAP na ocene statusu genu HER2
metoda FISH. Przeprowadzono analize statusu genu HER2
u pacjentéw diagnozowanych w naszej pracowni zgodnie
z rekomendacjami ASCO-CAP 2007 i ASCO-CAP 2013.



Tabela Il. Rozktad wynikéw analizy statusu genu HER2 jednolitej grupy 763 tych samych pacjentéw wedtug dwéch réznych systeméw wytycznych

(ASCO-CAP 2007 i ASCO-CAP 2013)

Status genu HER2 Wynik ASCO-CAP 2007 ASCO-CAP 2013 Istotnos¢
Odsetek Liczba Odsetek Liczba statystyczna
przypadkow przypadkow przypadkow przypadkow
Amplifikacja pozytywny 10,6% n=281 16,8% n=128 p =0,0005
Brak amplifikacji negatywny 85,2% n=650 67,6% n=516 p <0,0001
NDO* graniczny/ 4,2% n=32 15,6% n=119 p <0,0001
/niejednoznaczny**
Suma 100% n=763 100% n=763

*NDO — nie do oceny

**Wynik graniczny/niejednoznaczny — brak mozliwosci jednoznacznej oceny statusu genu HER2

Réznice istotne statystycznie zaznaczono pogrubiong czcionka

Materialy i metody

Analize poréwnawcza przeprowadzono w oparciu
o wyniki uzyskane z rutynowej oceny statusu genu HER2
metoda FISH, na materiale tkankowym utrwalonym w for-
malinie i zatopionym w parafinie. Badanie wykonywano
w komérkach inwazyjnego raka piersi w materiale ocenio-
nym uprzednio przez patologa dla potwierdzenia obecnosci
i zasiegu utkania nowotworowego.

Pierwsza badang grupe stanowito 763 przypadkéw oce-
nianych w laboratorium w trakcie jednego roku. Z grupy
poddanej analizie wyfgczono przypadki niediagnostyczne,
z niezadowalajaca jakoscig znakowania lub zbyt skapym
utkaniem nowotworowym. W tej grupie u wszystkich
pacjentéw zastosowano réwnolegle dwa kryteria oceny:
ASCO-CAP z roku 2007 i ASCO-CAP z roku 2013. Poréwnano
wyniki uzyskane w obu trybach analizy.

Ponadto poréwnano wyniki analizy FISH uzyskane
w dwdch réznych, niezaleznych grupach pacjentéw bada-
nych rutynowo w naszym laboratorium w latach 2013i2014.
Grupa 680 pacjentéw z 2013 roku analizowana byta wedtug
kryteriow ASCO-CAP 2007. Grupe 851 pacjentéw z 2014 roku
analizowano wedtug kryteriéw ASCO-CAP 2013. Do analizy
poréwnawczej wtaczono zaréwno wyniki diagnostyczne, jak
i niediagnostyczne.

Procedure FISH przeprowadzano przy uzyciu aparatéw
VP2000 (ABBOTT) i ThermoBrite (ABBOTT). Do znakowania
uzyto podwdjnej sondy PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Il
z certyfikatem CE-IVD (Vysis, ABBOTT), zgodnie z zalecenia-
mi producenta. Sonda znakujaca gen HER2 byta znakowana
na czerwono, centromer 17 — na zielono. Pod uwage brano
jedynie preparaty, w ktérych widoczne byty obydwa kolory
znakowania. Analizy znakowania dokonano przy uzyciu mi-
kroskopu fluorescencyjnego BX41 (Olympus). RATIO wyzna-
czano na podstawie zliczonych sygnatéw z minimum 60 ja-
der komdérkowych w reprezentatywnym obszarze preparatu.

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona testem
zgodnosci y2.

Wyniki

Wyniki analizy poréwnawczej statusu genu HER2, oce-
nianego na podstawie zalecerr ASCO-CAP 2007 oraz ASCO-
-CAP 2013, w jednolitej grupie 763 pacjentéw zestawiono
w tabeliIl.

Analiza przeprowadzona wedtug wytycznych ASCO-CAP
2007 ujawnita wynik pozytywny, oznaczajacy amplifika-
cje genu HER2, u 10,6% (n = 81) przebadanych pacjentow.
W przypadkach tych RATIO zawierato sie w granicach od
2,21 do > 10. Wynik negatywny (brak amplifikacji HER2)
stwierdzono w 85,2% (n = 650) przypadkdw, gdzie RATIO
zawierato sie w zakresie od 0,45 do 1,79. Wynik pozostat
niejednoznaczny, niepozwalajacy na jednoznaczne zdefinio-
wanie statusu powielenia HER2, w 4,2% (n = 32) przypadkéw
(RATIO od 1,81 do 2,19).

Powtérna analiza przeprowadzona w tej samej grupie
pacjentéw wedtug wytycznych ASCO-CAP 2013 ujawnita
wynik pozytywny u 16,8% (n = 128) pacjentéw (RATIO od
1,12 do > 10). Wynik byt negatywny w 67,6% (n = 516) z RA-
TIO w zakresie od 0,45 do 1,94. Natomiast w 15,6% (n=119)
uzyskano wynik niejednoznaczny (RATIO od 0,96 do 1,93).

Zmiana kwalifikacji wyniku oceny statusu genu HER2
dotyczyta 21,4% przebadanych przypadkéow. Wszystkie wy-
niki pozytywne uzyskane wedtug wytycznych ASCO-CAP
2007 u 81 pacjentéw pozostaty pozytywne po zastosowaniu
wytycznych z 2013 roku. W grupie 650 wynikdw negatyw-
nych wedtug ASCO-CAP 2007 po zastosowaniu nowych
wytycznych 79,1% (n =514) przypadkdéw ponownie zostato
zakwalifikowanych jako negatywne, 3,4% (n = 22) reklasyfi-
kowano na wynik pozytywny, natomiast 17,5% (n=114) na
wynik niejednoznaczny (ryc. 3A). W grupie 32 wynikéw gra-
nicznych wedtug ASCO-CAP 2007 po zastosowaniu nowych
wytycznych 15,6% (n = 5) nie zmienito swojego statusu,
78,1% (n = 25) zostato zaklasyfikowanych jako pozytywne,
natomiast 6,3% (n = 2) jako negatywne (ryc. 3B).

Poréwnanie wynikéw uzyskanych w dwéch réznych
grupach pacjentéw ocenianych w kolejnych latach zgodnie
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Wynik negatywny
wg ASCO 2007
N =650
100%

Wynik graniczny
wg ASCO 2007
N=32
100%

Wynik
Wynik pozytywny Wynik negatywny ieied
wg ASCO 2013 wg ASCO 2013 ”\';é:ggé”;ggy
N=22 N=514 N=114
3,4% 79,1% 17.5%

Wynik
Wynik pozytywny Wynik negatywny niejedn);znaczny
wg ASCO 2013 wg ASCO 2013 wg ASCO 2013
N=25 N=2 N=5
78,1% 6,3% 15,6%

Rycina 3. Wptyw zmiany zasad klasyfikacji ASCO-CAP na kwalifikacje wynikéw tej samej grupy 763 pacjentéw. A — zmiany w grupie wynikéw
negatywnych wg 2007; B — zmiany w grupie wynikéw granicznych wg 2007

Tabela lll. Rozktad wynikow dwdch niezaleznych grup pacjentéw, analizowanych wedtug dwdch réznych systeméw wytycznych

Status genu HER2 Wynik ASCO-CAP 2007 ASCO-CAP 2013 Istotnos¢
Grupa (n =680) Grupa (n =851) statystyczna
Odsetek Liczba Odsetek Liczba
przypadkow przypadkow przypadkow przypadkow
Amplifikacja pozytywny 15,6% n=106 15,4% n=131 p=092
Brak amplifikacji negatywny 76,2% n=518 61,8% n=526 p <0,0001
NDO* graniczny/niejednoznaczny** 0,4% n=3 13,6% n=116 p <0,0001
NDO niediagnostyczne** 7,8% n=>53 9,2% n=78 p=0,34

*NDO — nie do oceny

**Wynik graniczny/niejednoznaczny — brak mozliwosci jednoznacznej oceny statusu genu HER2

Réznice istotne statystycznie zaznaczono pogrubiong czcionka

z zaleceniami ASCO-CAP 2007 i ASCO-CAP 2013 przedsta-
wiono w tabeli lll. Wyniki badania FISH u 680 pacjentéw
diagnozowanych w roku 2013 oceniano wedtug wytycznych
ASCO-CAP 2007. Wyniki badania FISH 815 pacjentéw diag-
nozowanych w roku 2014 oceniano wedtug wytycznych
ASCO-CAP 2013.

Poréwnanie to ujawnito brak znaczacych zmian w od-
setku przypadkéw HER2-pozytywnych. W grupie pacjen-
téw ocenianej wg zasad 2007 uzyskano 15,6% wynikéw
pozytywnych, w grupie ocenianej wg zasad 2013 uzyskano
15,4% wynikéw pozytywnych, a stwierdzona réznica nie
jest istotna statystycznie. Jednoczesnie w grupie analizo-
wanej wedtug wytycznych 2013 stwierdzono spadek od-
setka wynikéw HER2-negatywnych w poréwnaniu z grupg
analizowang wedtug wytycznych 2007 (61,8% vs 76,2%).
Znacznemu rozszerzeniu ulegfa grupa z watpliwym statu-
sem genu HER2: z 0,4% (wg wytyczne 2007) do 13,6% (wg
wytyczne 2013). Grupa przypadkéw niediagnostycznych,
w ktorych jakos¢ materiatu lub zbyt skape utkanie nowo-
tworowe uniemozliwiaty wykonanie badania, pozostata na
podobnym poziomie (7,8 vs 9,2%).

Dyskusja

Interpretacja wyniku badania FISH, przeprowadzonego
dla oceny statusu genu HER2 w celu wyselekcjonowania
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pacjentéw z amplifikacjg tego genu, powinna odbywac sie
zgodnie z aktualnie obowigzujacymi zaleceniami ekspertéw
ASCO-CAP 2013 [14, 15].

Rekomendacja z 2007 roku definiowata przypadki
z amplifikacja, przypadki bez amplifikacji i przypadki gra-
niczne, o niemozliwym do zdefiniowania statusie genu
HER2 [20]. Dla uscislenia wyniku stosowano zliczanie sy-
gnatéw w dodatkowych jadrach, a gdy wynik pozostawat
niejednoznaczny, zalecano powtdrzenie badania FISH lub
IHC. Mankamentem tej klasyfikacji byta zaleznos¢ wyniku
od rodzaju uzytej sondy. Zdarzaly sie sytuacje, gdy u tego
samego pacjenta mozna byto uzyska¢ wynik pozytywny
w przypadku uzycia sondy znakujacej tylko gen HER2 lub
wynik negatywny — przy uzyciu sondy podwdjnej, znaku-
jacej dodatkowo obszar CEP17. Sytuacja taka pojawiata sie,
gdy srednia liczba sygnatéw HER2 na komorke byta wieksza
niz 6 (wynik pozytywny), natomiast RATIO byto mniejsze od
1,8 (wynik negatywny). Zanizenie wskaznika RATIO wynikato
tu z podwyzszone;j liczby kopii CEP17.

Obecnie obowiazujace wytyczne ASCO-CAP 2013 zo-
bowiazuja do réwnolegtej oceny sredniej ilosci sygnatow
pochodzacych z sondy znakujacej gen HER2 z analiza RATIO
[14,15]. Jest to zatem potaczenie dwdch metod analizy dla
uzyskania jak najbardziej wiarygodnego wyniku. Utrzymano
podziat na przypadki pozytywne, zjednoznaczng amplifika-



Cja, oraz negatywne, z jednoznacznym brakiem amplifika-
¢ji. Grupa przypadkdéw o nieustalonym statusie genu HER2
nazwana zostata grupa niejednoznaczna. Odpowiada ona
po czesci dawnej grupie przypadkéw granicznych oraz ne-
gatywnych. Zmiana zasad kwalifikacji spowodowata zmiane
w proporcji liczebnosci grup pacjentow z wykazang amplifi-
kacja, bezamplifikacji oraz przypadkéw niezdefiniowanych
wobec statusu genu HER2.

W przeprowadzonych przez nas badaniach analiza
wynikéw uzyskanych na tej samej grupie pacjentéw przy
uzyciu dwéch systemow klasyfikacji potwierdzita te ten-
dencje. Wszystkie wyniki pierwotnie pozytywne (wg ASCO-
-CAP 2007) pozostaty takimi po zastosowaniu wytycznych
ASCO-CAP 2013.Z grupy wynikéw pierwotnie negatywnych
ponad 3% zostato przeniesionych do grupy wynikéw po-
zytywnych, za$ prawie 18% — do grupy niejednoznaczne;j.
Pierwotne wyniki graniczne zostaty w wiekszosci uznane
za pozytywne (78% grupy), w niewielkiej cze$ci — za nega-
tywne (6%), a niecate 16% pozostato niezdefiniowane pod
wzgledem statusu genu HER2, zasilajac ostatecznie grupe
wynikow niejednoznacznych. Sumarycznie, po reklasyfi-
kacji grupa przypadkéw HER2-pozytywnych wzrosta z 81
do 128 przypadkdw, co stanowi ponad 6% grupy badane;.
Najwiekszy wzrost, o ponad 11%, odnotowano w grupie
przypadkéw niejednoznacznych: z 4,2% do 15,6%. Obok
przypadkéw z wyjsciowej grupy granicznej do przypad-
kéw niejednoznacznych zaliczono nowe, ktére pochodzity
z grupy wyjsciowo ocenionej jako negatywne. Po reklasyfi-
kacji odnotowano spadek odsetka przypadkéw z wynikiem
negatywnym z 85,2% do 67,6%; zmiana ta stanowita ponad
17%. Wszystkie wykazane réznice byly istotne statystycznie.
Uzyskane przez nas rezultaty potwierdzity przewidywang
teoretycznie zmiane proporgji liczbowych poszczegélnych
grup pacjentéw.

Podobne wyniki otrzymano w Mayo Clinic. Po przepro-
wadzonej analizie 321 przypadkéw stwierdzono zmiane
statusu genu HER2 u 15% badanych (w naszym laborato-
rium ponad 21%). Grupa z wynikiem pozytywnym wzro-
sta z 14% do 25%, natomiast negatywna zmalata z 82%
do 70%, odpowiednio wytyczne 2007 vs 2013. Inaczej niz
w naszych badaniach, tylko niewielkiemu powiekszeniu ule-
gta grupa przypadkéw niejednoznacznych z 3,5% do 4% [24].
W badaniach w Kanadzie stwierdzono reklasyfikacje wynikow
w ponad 9% z 904 przebadanych przypadkéw [25]. W grupie
przypadkoéw pierwotnie zaklasyfikowanych jako negatyw-
ne 7,3% zmienito kwalifikacje na wynik niejednoznaczny,
a0,7% na wynik pozytywny. W grupie przypadkéw pierwot-
nie niejednoznacznych 1% otrzymato wynik pozytywny,
za$ 0,4% wynik negatywny. Wszystkie wyniki pozytywne
pozostaty pozytywne. W grupie pozytywnej odnotowano
niewielki wzrost, o 1,7%, natomiast w grupie przypadkéw
niejednoznacznych odnotowano wzrost z 2,3% do 7,3%
przypadkéw [25].

Poréwnanie naszych wynikéw rutynowych badan FISH,
przeprowadzanych w dwdch kolejnych latach, w niezalez-
nych grupach pacjentéw o podobnej liczebnosci, wyka-
zato istotny statystycznie spadek liczebnosci grupy HER2-
-ujemnej z 76,2% do 61,8% . Wzrost odsetka przypadkéw
niejednoznacznych przekroczyt 13%. Liczebnos$¢ grupy
o nieustalonym statusie HER2 zmienita sie najbardziej. W wy-
niku opisanego poréwnania stwierdzono ponadto utrzy-
manie poziomu przypadkéw pozytywnych (HER2-dodat-
nich) na poziomie 15% (réznica nieistotna statystycznie).
Taki rezultat moze wynika¢ z odmiennego doboru grupy
kierowanej na badanie FISH w kolejnych latach. Po zmianie
wytycznych ASCO-CAP modyfikacji ulegly réwniez zalece-
nia dotyczace oceny badania immunohistochemicznego,
w tym definicje IHC 3+, 2+, 1+ i 0. W szczegdlnosci zostato
zmienione kryterium oznaczenia 3+ (z230% do 10% — silne
wybarwienie btony), co mogto wptynac na zmniejszenie od-
setka przypadkéw ewidentnie pozytywnych, kierowanych
wczesniej do badania FISH. Dodatkowo rozszerzono grupe
2+, wymagajaca badania FISH, o przypadki, ktére wedtug
poprzednich rekomendacji kwalifikowane byty jako HER2-
-negatywne [26, 27].

Efektem nowych wytycznych ASCO-CAP 2013 miato
by¢ umozliwienie zastosowania terapii celowanej przeciw-
ko HER2 u jak najwiekszej grupy pacjentéw potencjalnie
wrazliwych na takie leczenie oraz zmniejszenie ryzyka
otrzymania wyniku falszywie negatywnego [14, 25]. Skut-
kiem zmian w rekomendacjach byto rozszerzenie grupy
przypadkéw HER2-dodatnich (z amplifikacja), a zawezenie
grupy przypadkéw HER2-ujemnych (bez amplifikacji). Roz-
szerzenie grupy wynikéw niejednoznacznych potaczono
ze wskazaniem mozliwosci zastosowania terapii anty-HER2
takze u niektérych pacjentéw z tej grupy. Zaktadano przy
tym, izw przypadkach, bez jednoznacznie stwierdzonej lub
wykluczonej amplifikacji genu HER2, ostateczna decyzja
o odpowiednim protokole leczenia, zostanie podjeta w wy-
niku konsultacji lekarza onkologa i patologa na podstawie
analizy catosciowych danych klinicznych [14, 25].

Na podstawie wynikéw wtasnych mozemy stwierdzic,
ze zastosowanie obowigzujacych wytycznych ASCO-CAP
2013 zwiekszyto grupe przypadkéw niejednoznacznych,
o niezdefiniowanym statusie genu HER2. Pacjenci ci sta-
nowia obecnie szczegdlny problem diagnostyczny. W wa-
runkach polskich, gdzie decyzje o podjeciu leczenia sg po-
dejmowane administracyjnie (zalecenia NFZ), wzrastajaca
grupa przypadkéw niejednoznacznych, niekwalifikowanych
do terapii celowanej, rodzi liczne watpliwosci i dylematy
diagnostyczne i kliniczne.

Niejednoznaczny wynik FISH moze wynikac¢ z trzech
zasadniczych przyczyn. Pierwszg moze by¢ gorsza jakosc
badanego materiatu biologicznego, druga zas jego hetero-
gennos¢, oznaczajaca niejednorodnosc genetyczng probeki.
Trzeciag mozliwa przyczyna niejednoznacznosci wyniku jest
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brak mozliwosci rozréznienia ko-amplifikacji HER2/CEP17 od
polisomii chromosmu 17 w badaniu rutynowym.

Powtdrzenie rutynowego badania FISH na innym blocz-
ku czy analiza wiekszej populacji komérek moga by¢ sku-
teczne w dwdch pierwszych przypadkach, jednak nie roz-
strzygaja watpliwosci w trzeciej grupie przypadkéw niejed-
noznacznych, z nietypowym obrazem znakowania [18, 25].

Heterogennos¢ materiatu oznacza tu, ze w guzie wyste-
puja rézne populacje komérek nowotworowych, w tym klon
obcigzony amplifikacja HER2. Zjawisko takie moze dotyczy¢
nawet 40% przypadkoéw [18]. Komorki z amplifikacjg HER2
moga by¢ umiejscowione w wyodrebnionych obszarach
guza badz by¢ przemieszane z komdrkami bez amplifikacji
[15]. Dowiedziono, ze praktyczny wptyw na przebieg choro-
by ma obecnos¢ klonéw wyodrebnionych, o liczebnosci nie
mniejszej niz 10% badanej populacji, a obszary te powinny
by¢ oceniane oddzielnie [15, 18]. Ocena heterogennosci
probki powinna by¢ wiec nieodtaczng czescig rutynowej
analizy FISH, zas w przypadkach niejednoznacznych po-
winna by¢ przeprowadzona powtdrnie.

Nietypowe znakowanie, czyli rownoczesne zwielokrot-
nienie liczby sygnatéw genu HER2 i centromeru chromo-
somu 17, notowane jest nawet w 46% przypadkoéw raka
piersi [18]. Analiza FISH w jadrach interfazowych pozwala
na okreslenie liczby kopii znakowanego obszaru, ale nie
ich wzajemne potozenie. Tak wiec nadliczbowe kopie HER2
moga by¢ zgromadzone na jednym, zmienionym chromo-
somie 17 (amplifikacja) lub wystepowac na wielu kopiach
prawidtowego chromosomu 17 (polisomia/poliploidia).
Zalecane uzycie innej sondy znakujacej centromer 17 lub
sond znakujacych inne geny lezgce na tym chromosomie,
np. TP53, SMS, RARA, ma ujawnic¢ zaburzenia morfologii lub
liczby kopii chromosomu 17 [6, 14, 15, 18, 23]. Celem roz-
szerzonego badania FISH jest wiec wykazanie statusu genu
HER2 wobec morfologii chromosomu 17 w przypadkach,
gdzie stosunek HER2/CEP17 wynosi ponizej 2,0, a liczba kopii
genu HER2 nie osiaga 6,0. Jesli doszto do ko-amplifikacji
(réwnoczesnego powielenia) CEP17 i HER2 w jednejz dwdch
kopii chromosomu 17, skutek kliniczny jest rownoznaczny
zamplifikacjg (wynik HER2+). Jesli za$ przyczyna powielenia
sygnatéw jest polisomia (obecnos¢ kilku kopii) chromosomu
17 badz poliploidia komérek (powielenie kopii wszystkich
chromosomow), wynik bedzie ujemny lub pozostanie nie-
jednoznaczny. Dotychczasowe badania z zastosowaniem
takich metod jak MLPA, aCGH czy FISH z uzyciem innych
sond znakujgcych chromosom 17 sugeruja, iz podwyzszona
wartos¢ CEP17 rzadko jest skutkiem polisomii 17 [18, 21, 28],
co jest argumentem na rzecz wykonywania pogtebionych
badan w przypadkach niejednoznacznych. Takie postepo-
wanie moze wskazac grupe przypadkéw z amplifikacja,
nieujawniong w badaniu rutynowym.

Niestety, pogtebiona analiza FISH istotnie podnosi kosz-
ty rutynowej procedury oznaczania, co przy obecnym stanie
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finansowania badan genetycznych moze stanowic istot-
ny problem dla szpitali. Dysponujac szerokim materiatem
diagnostycznym, podjelismy prébe ustalenia optymalnej
procedury pogtebionego badania FISH w przypadkach nie-
jednoznacznych. Wyniki badania zostang przedstawione
w osobnej publikacji.

Whioski

Wykazano, ze zmiana wytycznych ASCO-CAP wptyneta
istotnie na rezultat oznaczenia statusu genu HER2 metoda
FISH. Efektem obecnej zmiany jest rozszerzenie grupy wy-
nikéw HER2-dodatnich przy jednoczesnym zmniejszeniu
grupy HER2 — ujemnej. Znaczny wzrost liczebny grupy
wynikéw niejednoznacznych implikuje potrzebe wdrozenia
procedury ich weryfikacji.
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