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Streszczenie |

Summary |

W Polsce od 40 lat obserwuje si¢ rosnaca umieralnos¢ z powodu raka piersi. Poszerzajaca sie wiedza o biologii raka
piersi nie pozwala obecnie postrzegac tego nowotworu jako jednorodnej jednostki chorobowej. Rozne podtypy raka piersi
—luminalny A (ER+ lub PR+ i HER2-), luminalny B (ER+ lub PR+ i HER2+), HER2-zalezny (ER- i PR-i HER2+)
czy tzw. potrdjnie ujemny/podstawny (ER- i PR- i HER2-) - charakteryzujg si¢ odmiennym przebiegiem klinicznym
i rokowaniem, a takze wymagajq indywidualnej strategii terapeutycznej. Receptor HER2 nalezy do rodziny ludzkich
receptorow dla czynnikdw wzrostu. Moze ulegac ekspresji w roznych tkankach, gdzie zaangazowany jest we wzrost
i roznicowanie komorek. Nadekspresja HER2 w komorkach raka piersi zwigzana jest z gorszym rokowaniem, ale takze
z mozliwoscig zastosowania u tych chorych terapii ukierunkowanych molekularnie anty-HER2. Szacuje sig, ze okoto 25%
guzow piersi jest HER2-pozytywnych — u tych chorych nalezy rozwazy¢ wdrozenie leczenia ,,celowanego”. Z tego wzgledu
w chwili obecnej standardowym elementem kazdego badania histopatologicznego raka piersi powinna by¢ immunohisto-
chemiczna ocena ekspresji receptora HER2. U chorych z niejednoznacznym wynikiem badania [HC (HER2 2+) nalezy
oceni¢ ilo$¢ kopii genu HER2 w komorkach raka piersi metoda FISH. Tylko chore z nadekspresja receptora (HER2 3+)
albo amplifikacja genu HER2 kwalifikuja si¢ do leczenia ukierunkowanego molekularnie. Pierwszym lekiem z tej grupy
jest przeciwciatlo monoklonalne trastuzumab, ktore po potaczeniu z HER2 nie tylko blokuje procesy wewnatrzkomor-
kowe zalezne od pobudzenia receptora, ale takze uruchamia odpowiedZ immunologiczng przeciw komorkom nowotwo-
rowym w mechanizmie cytotoksycznoSci komorkowej zaleznej od przeciwcial.

Stowa kluczowe: rodzina receptorow HER, nadekspresja HER2, amplifikacja genu HER2, czynniki prognostyczne w raku
piersi, trastuzumab, cytotoksyczno$¢ komorkowa zalezna od przeciwciat

In Poland, morbidity associated with breast cancer has been increasing over the past 40 years. Current advances in
our understanding of breast cancer biology preclude considering this condition as a homogenous nosologic entity.
Several subtypes of breast cancer: luminal A (ER+, PR+, HER2-), luminal B (ER+, PR+, HER2+), HER2-depen-
dent (ER-, PR-, HER2+) and the so-called triple-negative or basic (ER-, PR-, HER2-) differ in clinical course and
prognosis and require an individualized therapeutic approach. HER2 receptor is one of a family of human growth
factor receptors. It may become expressed in different tissues, participating in growth and differentiation of cells.
HER?2 overexpression in breast cancer cells correlates with worse prognosis, but also enables implementation of
targeted, anti-HER2 molecular therapies. As estimated, about 25% of breast tumors are HER2-positive and in these
patients the use of “targeted” therapy should be considered. Therefore, at present, standard histological study of

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2011, 9 (4), p. 227-237

227



ARTYKUE REDAKCYJNY/EDITORIAL

breast cancer should include immunohistochemical assessment of HER2 receptor expression. Patients with equivocal
result of the IHC study (HER2 2+) require quantitative analysis of HER2 gene copies in cancer cells using the FISH
technique. Only patients with HER2 receptor overexpression (HER2 3+) or HER2 gene amplification are candidates
for targeted molecular treatment. The first drug of this kind is monoclonal antibody trastuzumab, binding with the
HER? receptor and blocking HER2-dependent intracellular processes, while triggering a cytotoxic cellular antibody-
dependent immune reaction directed against cancer cells.

Key words: HER receptor family, HER2 overexpression, HER2 gene amplification, prognostic factors in breast cancer,
trastuzumab, antibody-dependent cellular cytotoxic reaction

Coaep:kanue |

B Tonbiue 3a nocaennux 40 net HabmrofaeTcst pacTylas CMEPTHOCTD B Pe3yJIbTaTe paka MONOYHON xene3bl. Pacuu-
pstotuecs 3HaHus B o6aacT 6uonornn PM2XK He mo3BossitoT B HACTOSLLIMIT MOMEHT BOCTIPUHMMATD 3TY OMyXOJb, KaK
OJJHOPOJIHYIO HO30MOrHYecK Yo efuHuLy. Pasubie moprunsl PMXK — momunanshbiit A (ER+ uni PR+ u HER2-), momu-
HanbHblil B (ER+ wm PR+ u HER2+), HER2-3aucumblit (ER- 1 PR- u HER2+) ui Tak Ha3biBaeMblil TPUIK/IbI HETa-
TuBHbIi/6a3anbHbli (ER- u PR- 1 HER2-) — xapakTepusyroTcst OTIHYNTENbHBIM KIMHIYECKUM TEYEHNEM U TPOTHO30M,
a TaKXe HyXJIAloTCs B MHMBUyalbHOl TepaneBTuyeckoi crpatern. Penentop HER2 npunaanexut K cemeiicTBy
4eJI0BeUYECKIX PerenTopoB (hakTopo pocTa. MoxeT MOABEpraThes KCMPECCUH B PA3HBIX TKaHSIX, B KOTOPBIX OH 3ajieli-
CTBOBaH B pocT 1 ucpepentuanto knetok. Ceepxakenpeccust HER2 B knetkax PMIXK cBsizana ¢ Gonee nioxum nporHo-
30M, HO TAK3Ke C BO3MOXKHOCTBIO IPUMEHEHHs Y 9THX OOMbHBIX TepaMiu ¢ MOJEKyISpHbIM HanpasneHueM aHTH-HER?2.
OuenuBaeTcst, uto 0kono 25% omyxomneit rpyjHoit xene3bl HER2-no3utnBHbI, y 3THX GOMBHBIX CEYET pacCMaTpPUBATh
TIPHMEHEHHE ,,HalleIeHHoro” NieueHus. BBijly 3Toro B HACTOSIIMI MOMEHT CTaH/JAPTHBIM 37EMEHTOM KakJI0ro THCTONa-
TONOTIYECKOro ucciefioBanus B ciydae PMIK fomxHa ObITh IMMYHOTHCTOXUMUYECKast OLEHKA 3KCTIPECCHH PelenTopa
HER2. Y GonbHbIX ¢ HeoHO3HAUHbIM pe3yabTatom nccneoBanns IHC (HER2 2+) cnejyet oueHnBaTh Uncio Komui
rena HER2 B pakoBbIX KieTkax rpyaHoit xenesbl MeTofom FISH. Tonbko GonbHbie co cBepXaKcmpeccueil perentopa
(HER?2 3+) nm ¢ amnmicpukauueii rena HER2 KBanmupuuupyroTcst s MONEKYISIPHO HAanpaBleHHOTo JeyveHus. [lepBbimM
NIeKapCTBEHHBIM CPEICTBOM 3 JAaHHOI IPYINbI ABNSETCS MOHOKJIOHATBHOE aHTUTEIIO TPACTY3yMab, KOTOpoe nocie
coefunennst ¢ HER2 He Tombko 610KHpYeT BHYTPUKIETOUYHbIE MPOLECCHI, 3aBUCHMBIE OT CTHMYIMPOBAHIS PELENTOpa,
HO TaK:ke BbI3bIBAET UMMYHOJIOTHYECKHUII OTBET NMPOTUB OMYXOIEBbIX KIETOK B MEXaHN3Me KJIETYaTol IUTOTOKCHYHO-
CTH, 3aBUCHMOI1 OT aHTHUTEII.

Kirouesbie ciioBa: cemeiicto peuentopos HER, ceepxakcnpeccust HER2, amnmmdukauus rena HER2, hakTopbl NporHo-
3uposanus B PMIK, Tpacty3yma0, Knetoynas [MTOTOKCHYHOCTb 3aBUCHMAS OT aHTUTEI

WSTEP

yroznienie poszczegolnych podtypdw raka piersi

w zaleznoSci od stanu receptorow hormonalnych i re-

ceptora HER2 spowodowato, ze rak piersi nie jest juz
postrzegany jako jednorodna jednostka chorobowa, ale raczej
jako heterogenna grupa choréb o roznym przebiegu i rokowa-
niu. Nadekspresja HER2 w komorkach raka piersi stanowi nie-
korzystny czynnik rokowniczy. Stwierdzana jest u co czwartej
kobiety z rozpoznaniem tego nowotworu. Badania translacyjne
toczace si¢ od lat osiemdziesigtych ubiegtego wieku, kiedy to
zidentyfikowano pierwsze receptory z rodziny HER, pozwo-
lity na poznanie ich struktury, funkcji i znaczenia w komor-
kach zdrowych i nowotworowych, a wreszcie doprowadzity
do stworzenia lekow ukierunkowanych na ten cel molekularny.
Ich wprowadzenie do praktyki klinicznej poprawito prognoze
u chorych HER2-pozytywnych.
Niniejsza praca przybliza podstawy teoretyczne biologii re-
ceptorow HER oraz mechanizm dziatania przeciwciata tra-
stuzumab - pierwszego leku ukierunkowanego molekularnie

228 anty-HER2.

INTRODUCTION

depending on their hormonal receptor status and

presence of HER2 receptors resulted in a situation,
where breast cancer is no longer perceived as a single and
homogenous disease, but rather as a heterogenous group of
conditions differing in clinical course and prognosis. HER2
overexpression in breast cancer cells is an unfavorable pro-
gnostic factor. It is seen in one in four women affected with
this malignancy. Studies on translation undertaken since the
‘80s of the past century, when first representatives of the
HER receptor family have been identified, enabled clarifi-
cation of their structure, function and role in healthy and
neoplastic cells, ultimately resulting in the development of
drugs directed against this molecular target. Their introduc-
tion to clinical practice improved the prognosis in HER2-
positive patients.
This paper reviews theoretical bases of HER receptor biology
and mechanism of action of trastuzumab, the first anti-HER2
molecular drug.

D iscernment of particular subtypes of breast cancer
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RODZINA RECEPTOROW HER - BUDOWA,
FUNKCJE, MECHANIZMY POBUDZENIA

Receptor HER? - tak jak HER1 (EGFR), HER3 i HER4 - jest
btonowym receptorem dla czynnikow wzrostu. Wspomniane
receptory naleza do jednej rodziny HER (human epidermal
growth factor receptors)V. HER2 znany jest takze jako ErbB2
(nazwa wywodzi si¢ od homologicznego wirusowego onko-
genu B ptasiej erytroblastozy), HER2/neu (czfon nazwy neu
nawigzuje do faktu, ze pierwotnie onkogen zidentyfikowano
w komdrkach guzow u szczura wywodzacych si¢ z ukfadu ner-
wowego — ang. neural), CD 340 (cluster of differentiation 340)
lub p185 (co odpowiada masie czasteczkowej receptora wyno-
szacej 185 kDa). Gen kodujacy HER2 - protoonkogen ERBB2
(HER?2) - zlokalizowany jest w chromosomie 17. (17q21-22),
a jego produkt biatkowy zostat opisany w 1984 roku przez
Weinberga i wsp.®¥

Receptory HER maja podobny schemat budowy i mechanizm
aktywacji. Kazdy receptor zawiera domen¢ zewnatrzkomorko-
wa (extracellular domain, ECD), krotkg hydrofobowa domeng
przezblonowa (transmembrane domain, TD) i czg$¢ wewnatrz-
komorkowa!+®. Najistotnicjsze odmiennosci obserwowane
miedzy receptorami HER to brak mozliwosci wigzania liganda
przez receptor HER2 i brak aktywnoSci kinazy tyrozynowej
domeny wewnatrzkomorkowej receptora HER3®. Schemat
budowy receptoréw HER przedstawiono na rys. 1.

Domena zewnatrzkomérkowa
zawiera 4 poddomeny (I-IV)
—wsrdd nich 2 bogate w cysteine
i 2 bogate w leucyne, odpowiada
za wigzanie liganda

Extracellular domain

contains 4 subdomains (I-1V),
including 2 cysteine-rich

and 2 leucin-rich, responsible

for binding of the ligand

HER RECEPTOR FAMILY - STRUCTURE,
FUNCTION, AND MECHANISMS OF ACTION

Receptors HERI (EGFR), HER2, HER3 and HER4 are mem-
brane-based receptors for growth factors. These receptors
belong to the family of human epidermal growth factor rec-
tors). HER? is also known as ErbB2 (termed after homolo-
gous viral oncogene B of avian erythroblastosis), HER2/neu
(the particle “neu” refers to the fact that initially this oncogene
has been identified in murine neural tissue-derived tumors),
CD 340 (cluster of differentiation 340) or p185 (refers to molec-
ular mass of the receptor: 185 kDa). HER2-encoding gene
- the ERBB?2 protooncogene — is located at the chromosome 17
(17q21-22) and its protein product has been first described in
1984 by Weinberg et al.*?

HER receptors feature a similar structural pattern and activa-
tion mechanism. Each receptor is composed of an extracellular
domain (ECD), a short hydrophobic transmembrane do-
main (TD) and intracellular part+®. Most significant differen-
ces among HER receptors consist in lack of ligand binding by
HER? receptor and lack of activity of tyrosine kinase in intra-
cellular domain of HER3 receptor™. Basic patterns of HER
receptors are shown in fig. 1.

Binding of a ligand to ECD activates the receptor. Ligands for
HER receptors are growth factors - different for particular recep-
tor types®!2. Ligands for HER receptors are presented in fig. 2.

I Domena przezbfonowa

Transmembrane domain 9
[ Domena kinazy L
tyrozynowej
ma aktywnos¢
enzymatyczng
Domena Domain of tyrosine
wewnatrz- kinase showing
komérkowa 4 enaymaticactivity
Intracellular Fragment C-koricowy
domain zZawiera miejsca
ulegajace fosforylacji
(-terminal segment
contains lodi subjected
L 10 phosphorylation HER1 HER2

A

Heterodimer HER2/HER3
z ufosforylowanymi
miejscami tyrozynowymi
Heterodimer HER2/HER3
with phosphorylated tyrosine loci

HER3 HER4

Rys. 1. Receptory rodziny HER. A. Schemat budowy receptorow HER. B. Przyklad heterodimeru HER2/HERS3 utworzonego po aktywowaniu

receptora HER3 ligandem.

Fig. 1. Receptors of the HER family. A. Schematic structure of HER receptors. B. An example of HER2/HER3 heterodimer arising upon activa-

tion of HER3 receptor by a ligand

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2011, 9 (4), p. 227-237




ARTYKUE REDAKCYJNY/EDITORIAL

Potaczenie liganda z domena zewnatrzkomdrkowg aktywuje
receptor. Ligandami dla receptoréw HER sa czynniki wzrostu
- rozne dla poszczegdlnych receptordw®12. Ligandy recepto-
row HER prezentuje rys. 2.

Po przytaczeniu liganda konformacja domeny zewnatrzko-
morkowej receptora ulega zmianie — nazywana jest wtedy kon-
formacjg otwartg i umozliwia potaczenie go z innym recepto-
rem z rodziny!"”. Moze to by¢ taki sam receptor (okresla si¢
to mianem homodimeryzacji) lub inny cztonek rodziny (hete-
rodimeryzacja) !9, Mozliwe jest utworzenie 10 rodzajow di-
merdw, ale najwickszy potencjat przekazywania sygnatu majq
heterodimery z udzialem receptora HER2®. HER? jest prefe-
rowanym partnerem dimeryzacji dla pozostatych receptoréw
rodziny, a najbardziej efektywne w zakresie przekazywania sy-
gnalu pofaczenie tworzy z receptorem HER31%. Kolejny etap
to pobudzenie domen wewngtrzkomorkowych, a doktadnie ich
fragmentow o aktywnoSci enzymatycznej kinaz tyrozynowych,
ktore krzyzowo fosforyluja c-koficowe fragmenty wewnatrzko-
morkowe receptordw tworzacych dimer“®!%. Ten ostatni etap
aktywacji receptorow umozliwia przekazanie pobudzenia do
wewnatrzkomorkowych biatek sygnatowych, ktore z kolei prze-
kazuj informacjg do jadra komorkowego, uruchamiajac trans-
krypcje genow warunkujacych procesy zyciowe komorki. Sieci
wewnatrzkomorkowego przekazywania sygnatu zalezne od re-
ceptorow HER przedstawiono na rys. 2. Ostatecznym efek-
tem aktywowania receptorow HER jest odpowiedZ komorkowa
polegajaca na pobudzeniu proliferacji i migracji, uwolnieniu
czynnikéw angiogennych lub hamowaniu apoptozy'®.

Nie zidentyfikowano dotychczas specyficznego liganda recep-
tora HER2. Wedtug niektorych autoréw jego domena ECD
pozostaje stale w otwartej konformacji umozliwiajacej dimery-
zacj¢">!1". W przypadku HER2 dimeryzacja moze zachodzic,
gdy receptor ulega nadekspresji w btonie komorkowej > — przy
pewnej krytycznej ilosci receptorow rownowaga przesuwa si¢
od monomerdw do dimeréw. Ponadto w modelu guzow neuro-
blastoma i glioblastoma u szczuréw zidentyfikowano zmuto-
wany wariant receptora HER2 wykazujacy statg aktywnos¢
kinazy tyrozynowej. Mutacja dotyczy domeny przezbfonowej,
w ktorej w miejscu waliny 6643 wystepuje kwas glutaminowy
(Val-6643>Glu) 819, Wedlug jednej z teorii HER2 ulega takze
aktywacji po proteolizie domeny zewnatrzkomorkowej, powsta-
je wtedy krotszy wariant receptora — p935 cechujacy si¢ statg
aktywnoscig enzymatyczng®?, Nazwa biatka wynika z faktu, ze
po uwolnieniu domeny ECD HER?2 o masie 110 kDa pozo-
staje fragment 95 kDa obejmujacy domeng przezbtonowa i we-
wnatrzkomo6rkowa*2!. Domena ECD jest uwalniana do plynu
zewnatrzkomorkowego, a stamtad do krwi, gdzie moze by¢
wykryta. Obserwacje kliniczne wskazuja, ze ECD w surowicy
wystepuje u nie wigcej niz 6% chorych na wezesnego raka pier-
si, u 25% chorych na miejscowo zaawansowanego raka piersi
i u wigkszoSci chorych z nawrotowym, rozsianym nowotwo-
rem®2, [stnicje alternatywna hipoteza co do powstawania
p95, wedlug ktorej krotkie fragmenty HER2 mogg powstawac
dzigki wewnetrznym miejscom inicjacji translacji (internal ribo-
some entry site, IRES) znajdujacym si¢ w transkrypcie genu

230 | HER2%1**129. Pojawily si¢ doniesienia, ze p95 moze tworzy¢

Upon binding of a ligand, conformation of ECD changes, resul-
ting in an “open conformation type” enabling binding thereof with
another receptor of the family"¥. This may be the same type of re-
ceptor (a process termed “homodimerization”) or another mem-
ber of the family (“heterodimerization”)*!9. As estimated, about
10 types of dimers may arise, but the highest potential for signal
transmission is associated with heterodimers involving the HER2
receptor®. HER? is the preferred dimerization partner for other
members of the family, while the most effective in signal transmis-
sion is the HER2-HER3 complex'*. The next step consists in ac-
tivation of intracellular domains, in particular their components
showing enzymatic activity of tyrosine kinase, facilitating cross-
phosphorylation of c-end intracellular segments of receptor for-
ming the dimer“®'%. The latter step of receptor activation enables
transmission of activation to intracellular signal proteins, which
in turn pass the information to the nucleus, setting in motion
transcription of genes regulating cellular life processes. Networks
of HER-dependent intracellular signal transmission are presented
in fig. 2. The final effect of HER receptor activation is cellular
response consisting in activation of proliferation and migration,
release of angiogenic factors and inhibition of apoptosis''®’.

To date, no specific ligand for HER2 receptor has been identi-
fied. According to some authors, its ECD domain remains con-
tinuously in “open” conformation, enabling dimerization>!”.
In the case of HER?2, dimerization may occur when the receptor
becomes overexpressed in the cellular membrane™Y - at a certa-
in critical density of receptors, the balance shifts from monomers
towards dimers. Furthermore, in murine neuroblastoma and glio-
blastoma models, a mutation variant of HER2 receptor has been
identified, featuring continuous tyrosine kinase activity. Mutation
concerns the transmembrane domain, where at the position 6643
valine has been replaced by glutamic acid (Val-6643 >Glu) 1817,
According to one theory, HER2 may be also activated by ECD
proteolysis, giving rise to a shorter variant of the receptor (p95)
with a continuous enzymatic activity®. Name of this protein re-
flects the fact that after liberation of HER2 ECD with a molecu-
lar mass of 110 kDa, there is a 95 kDa segment left, including the
transmembrane and intracellular domains“2?. The ECD doma-
in is released to the extracellular fluid and then to the bloodstre-
am, where it may be detected. Clinical experience indicates that
serum ECD is present in only 6% of patients at early clinical sta-
ges of breast cancer, in about 25% of those with locally-advanced
cancer, and in a majority of those with recurrent disseminated tu-
mor?2%), There is an alternative hypothesis concerning formation
of p95, whereby short fragments of HER2 may arise thanks to in-
ternal loci of initiation of translation (internal ribosome entry si-
tes, IRES) within the transcript product of the HER2 gene132129),
According to some reports, p95 may form homodimers and dime-
rize with HER3 receptors®. In murine models, it has oncogenic
properties promoting rapid development of lung metastases“'29.

PREDICTIVE ROLE OF HER2 RECEPTOR
On physiological grounds, HER receptors are involved in pro-

cesses of differentiation, proliferation and migration of cells
and control of apoptosis. They are crucial in organogenesis
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Uzyte skroty: Shc - adaptorowe biatko homologiczne do Srci kolagenu (Src homologous and collagen protein); PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinoztolu (phosphatidylinasitol 3-kinase); Akt - kinaza serynowo-
-treoninowa Akt; mTOR - kinaza mTOR (mammalian target of rapamycin kinase); Ras — GTP-aza biatkowa Ras (RAt sarcoma); Raf - kinaza serynowo-treoninowa Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma);
MEK 1/2 - kinaza kinaz biatkowych aktywowanych miogenami (dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1 and 2); MAPK — kinaza biatkowa aktywowana miogenami (mitogen-activated protein kinase);
kinaza Src (SaRComa); Jak — kinaza Jak (Janus kinase); STAT - przekaznik sygnatow i aktywator transkrypdji (signal transducer and activator of transcription); PLCy —fosfolipaza Cy (phospholipase C-y); DAG - diacylo-
glicerol (diacylglycerof); PKC - kinaza biatkowa C (protein kinase ().

Abbreviations used: Shc - adaptor protein homologous to Srcand collagen; PI3K — phosphatidylinositol 3-kinase; Akt - serine-threonine kinase Akt; mTOR — mammalian target of rapamycin kinase; Ras — GTP-ase
Ras (RAt sarcoma); Raf - serine-threonine kinase Raf (rapidly accelerating fibrosarcoma); MEK1/2 - dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1and 2; MAPK — mitogen-activated protein kinase;
Srckinase (SaRComa); Jak kinase (Janus kinase); STAT - signal transducer and activator of transcription; PLCy — phospholipase Cy; DAG - diacylglycerol; PKC— protein kinase C.

Rys. 2. Przekazywanie sygnatu przez pobudzone receptory HER do wnetrza komorki. C-koricowe fragmenty receptorow HER po ufosforylowaniu
stajq sie celem dla bialek enzymatycznych zawierajgcych motyw homologiczny dla biatka SRC (SRC homology domain 2) zwany domeng
SH2, np. podjednostka p85 kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, biatko Ras o aktywnosci GTP-azy, fosfolipaza Cy. Istniejq takze bialka zawierajqce
domene SH2, ale niemajgce aktywnosci enzymatycznej, stuzqce tylko jako biatka adaptorowe i lgczqce receptory HER z innymi enzymami
zaangazowanymi w przekazywanie sygnatu. Pobudzony receptor HER2 wymaga posrednictwa takiego wlasnie biatka adaptorowego do prze-
niesienia sygnatu do wnetrza komorki. Te role odgrywa GRB7 (growth factor receptor-bound protein 7). Biatko GRB 7 zawiera domeng
SH2, dzieki ktdrej odgrywa role tgcznika miedzy aktywnym receptorem btonowym a Sciezkq sygnatowg Ras>Raf>Mek>MAPK

Fig. 2. Signal transmission by activated HER receptors into the cell. Upon phosphorylation, C-terminal segments of HER receptors become targets
for enzymatic proteins equipped with a motif homologous with the SRC protein, termed SH2 domain, e.g. subunit p85 of phosphatidylino-
sitol 3-kinase, GTP-ase activity-exerting Ras protein, Cy phospholipase. There are also proteins featuring an SH2 domain but devoid of
enzymatic activity, serving as adapter proteins and binding HER receptors with other enzymes involved in signal transmission. Activated
HER? receptor requires the presence of such an adapter protein for signal transmission into the cell. This role is fulfilled by growth factor
receptor-bound protein 7 (GRB7). The GRB7 protein possesses the SH2 domain, enabling it to play the role of a connector between acti-
vated membrane receptor and signal pathway Ras>Raf>Mek>MAPK
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homodimery oraz ulega¢ dimeryzacji z receptorem HER3%.
W modelach mysich ma on wlaSciwosci onkogenne i warunku-
je szybkie wystapienie przerzutdw do ptuc®22.

ROLA PROGNOSTYCZNA RECEPTORA HER2

Fizjologicznie receptory HER zaangazowane sa w procesy roz-
nicowania, podziatow i migracji komdrek oraz kontroli apop-
tozy. Maja krytyczne znaczenie w organogenezie, a patologie
zwigzane z ich funkcjonowaniem mogg prowadzi¢ do Smierci
w okresie embrionalnym, chordb neurodegeneracyjnych czy
karcynogenezy®.

Do nowotworzenia prowadzi prawdopodobnie stan, w ktorym
wystepuje w komorce nadmierna ilo$¢ receptorow HER2 (nad-
ekspresja), a sygnat od nich zalezny jest wzmocniony. Nad-
ekspresje receptora HER2 zaobserwowano w roznych nowo-
tworach ztoSliwych, m.in. w raku zotadka®”, raku jajnika® czy
raku endometrium™®. Najlepicj jednak poznano znaczenie tego
zjawiska w raku piersi.

Wedtug roznych badaczy nadekspresja receptora HER2 lub
amplifikacja (zwielokrotnienie kopii) jego genu dotyczy 17-33%
rakow piersi 433, Rozbiezno$¢ wynikow jest wynikiem rdz-
nych metod badania, obecnie przyjmuje si¢, ze u co czwartej
chorej rozwdj raka piersi zalezy od nadmiernej aktywnoSci
receptora.

Nadekspresja receptora HER2 moze wynikac z amplifikacji
(zwielokrotnienia liczby kopii) genu HER2, polisomii (>2)
chromosomu 17.943) albo z mechanizméw epigenetycznych
regulujacych transkrypcje genu lub zwigkszajacych stabilnos¢
mRNA®, Jakkolwiek uwaza si¢, ze amplifikacja genu jest
glownym powodem nadekspresji HER2¢7, to jednak analizy
pierwotnych guzow piersi nie potwierdzajg istnienia catkowitej
zgodnoSci amplifikacji genu z nadekspresja jego transkryptu czy
produktu biatkowego®”. Niezaleznie jednak od tego, czy oce-
niana jest iloS¢ kopii genu czy tez jego produkt biatkowy, obecnie
autorzy sa zgodni, ze guzy HER2-pozytywne charakteryzujq sie
bardziej agresywnym rozwojem i gorszym rokowaniem 4449,
Obecnos¢ receptora w komorkach nowotworowych wigze sie
ze skrdconym czasem do nawrotu choroby po zabiegu opera-
cyjnym oraz skréconym czasem przezycia catkowitego#-50,
Guzy HER2-pozytywne to najczesciej raki przewodowe Y, rza-
dziej wykazuja ekspresje receptoréw hormonalnych 447, a cze-
Sciej — wigkszy stopieni ztosliwosci®*43152 U chorych HER2-
-pozytywnych cze¢sciej w chwili rozpoznania stwierdzane jest
zajecie weztow chionnych®”. Chore HER2-pozytywne z prze-
rzutami do weziow maja szczeg6lnie zte rokowanie, wedtug
roznych autoréw prawdopodobiefistwo 3-letniego przezycia
bez nawrotu choroby wynosi u nich jedynie okoto 40%335%),
Wydaje si¢, ze nadekspresja receptora HER2 nie tylko warun-
kuje agresywny charakter nowotwordw zfoSliwych piersi, ale
takze odgrywa istotng role w ich rozwoju poczawszy od sta-
dium przedinwazyjnego®+>. Wyjatkowo czg¢sto, bo w 41-46%
przypadkdw, obserwuje si¢ nadekspresj¢ HER2 w przewodo-
wych rakach in situ (ductal carcinoma in situ, DCIS)G136-38),
Nadekspresja HER2 w tych guzach ma zwigzek z mniejszym
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and their dysfunction may result in death of the embryo, neu-
rodegenerative diseases and carcinogenesis®®.
Carcinogenesis is probably a result of excessive density of
HER? receptors in the cell (overexpression), whereby signals
transmitted by them become too strong. HER2 overexpression
was seen in several malignant tumors, including stomach can-
cer®, ovarian cancer® or endometrial cancer®. Best under-
stood is the role of this phenomenon in breast cancer.

In several authors’ opinion, HER2 overexpression or amplifi-
cation (multiplication of copies) of its encoding gene is present
in 17-33% of breast cancer cases4**39, Discrepancy of results
is due to varying methodology and according to current esti-
mates, in one in four patients development of breast cancer
depends on excessive activity of this receptor.

HER? overexpression may be due to amplification (multiplica-
tion of copies) of HER2-encoding gene, polysomy (>2) of the
chromosome 17%43 or to epigenetic mechanisms controlling
gene transcription or increasing stability of mRNA®S3". Even
if gene amplification is the main cause of HER2 overexpres-
sion®”, analysis of primary breast tumors does not confirm en-
tire concordance between gene amplification and overexpression
of its transcript or protein product®™*. Whichever parameter is
evaluated - number of gene copies or its protein product — most
authors agree that HER2-positive tumors take a more aggressive
clinical course and have a worse prognosis 4+,

Presence of this receptor in cancer cells correlates with shor-
ter recurrence-free survival after surgical treatment and worse
overall survival““#» HER2-positive tumors are usually duc-
tal cancers®?, rarely showing expression of hormone recep-
tors+4" and frequently - higher malignancy grade®$431:52,
HER2-positive patients frequently have lymph node invasion
at the time of diagnosis“”. These patients have a particularly
poor prognosis and their 3-year survival rate is only about 40%
in several reports©2¥39,

It would appear that HER2 overexpression not only contribu-
tes to a more aggressive behavior of breast cancer, but also
plays an important role in its development, starting already
at the preinvasive stage®**>. Particularly frequent (41-46%) is
HER? overexpression in in sifu ductal cancers (DCIS)®!%659,
In these tumors, HER2 overexpression correlates with greater
histological immaturity>>.

QUALIFICATION
FOR ANTI-HER2 TREATMENT

Prognosis in HER2-positive patients significantly improved
after introduction of agents targeted specifically against this
molecular target. In 1995 anti-HER2 monoclonal antibody has
been first administered in patients with disseminated breast
cancer®” and, 3 years later, upon confirmation of effectiveness
of the drug, American Food and Drug Administration (FDA)
approved the use of trastuzumab in palliative treatment of
breast cancer. In 2006, the preparation has also been approved
for adjuvant treatment.

As anti-HER? therapy is effective only in patients with recep-
tor overexpression®%, prior to qualification for this treatment
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KWALIFIKACJA DO LECZENIA ANTY-HER2

Rokowanie u chorych HER2-pozytywnych istotnie poprawito
si¢ wraz z pojawieniem si¢ lekow ukierunkowanych na cel mo-
lekularny, jakim jest ten receptor. W 1995 roku zastosowano po
raz pierwszy przeciwciafo monoklonalne anty-HER?2 u pacjen-
tek z rozsianym rakiem piersi®?, a 3 lata poZzniej, po potwier-
dzeniu skutecznosci leku, amerykafiska FDA (Food and Drug
Administration) zaaprobowala trastuzumab w leczeniu paliatyw-
nym raka piersi. W 2006 roku preparat zarejestrowano takze
w leczeniu uzupetniajacym.

Poniewaz leczenie anty-HER? jest skuteczne tylko u chorych
z nadekspresja receptora®?, przed kwalifikacja do terapii
nalezy okreSli¢ stan jego ekspresji w komorkach nowotworo-
wych®89, Wedlug réznych autoréw w blonie komorek 17-21%
guz6w piersi wystgpuje nadekspresja receptora HER2“8:4931
oceniana metodg immunohistochemiczng w materiale tkanko-
wym utrwalonym w parafinie. Amplifikacja genu HER2 doty-
czy 17-33% guzow piersi®®65%) w tym 83-97% guzow z ampli-
fikacja HER2 wykazuje nadekspresje biatka oceniang metodg
immunohistochemiczng**#6”. Amplifikacja oceniana jest me-
toda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (fluorescence in situ
hybridization, FISH) lub chromogenicznej hybrydyzacji in situ
(chromogenic in situ hybridization, CISH).

Wedtug aktualnych wytycznych u kazdej chorej z rakiem inwa-
zyjnym piersi nalezy zweryfikowa¢ stan HER2 metodg immubhi-
stochemiczng. W Polsce wykorzystywany jest w tym celu komer-
cyjny zestaw odczynnikow, tzw. HercepTest (Dako), zawierajacy
przeciwciato skierowane przeciw domenie wewnatrzkomorkowej
HER?2. Odczyn oceniany jest pofilosciowo wg specjalnych wy-
tycznych przewidzianych dla testu w zakresie 0-3+. Guzy 0-1+
uznawane s3 za HER2-negatywne, a 3+ - za HER2-pozytywne.
Odczyn 2+ wymaga weryfikacji metodg FISH. Algorytm dia-
gnostyczny dla okreslenia stanu receptora HER2 w guzach piersi
przedstawiono na rys. 3.

Jezeli w komorkach nowotworowych wystepuje polisomia chro-
mosomu 17. bez amplifikacji genu receptora, za potencjalnie
wrazliwe na leczenie przeciwcialem uznaje si¢ obecnie guzy
z nadekspresjq biatka.

Aktualne wytyczne w tym zakresie sg powtorzeniem zaleced dla
chorych kwalifikowanych do leczenia trastuzumabem. Pamig-
ta¢ jednak nalezy, ze taka kwalifikacja nie ma dodatniej warto-
Sci predykceyjnej ani dla leczenia przeciwciatem, ani dla lekow
z grupy drobnoczasteczkowych inhibitoréw kinaz. Oznacza to,
ze nadekspresja receptora lub amplifikacja genu nie identyfi-
kuje chorych, ktore na leczenie odpowiedza, a jedynie pozwala
nie kwalifikowac chorych, ktore z pewnoScig nie odniosg korzy-
Sci z terapii. By¢ moze trwajace badania translacyjne pozwolg
zidentyfikowa¢ markery o takiej wartosci.

MECHANIZM DZIALANIA TRASTUZUMABU

Trastuzumab jest humanizowanym, tzn. zawierajacym 95%
biatka ludzkiego, przeciwcialem monoklonalnym o strukturze
charakterystycznej dla podklasy IgG1. Skierowany jest przeciw
domenie zewnatrzkomorkowej receptora HER?2, jego epitop
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modality, status of expression in cancer cells must be determi-
ned®$¥, In several authors’ opinion, 17-21% of breast cancer
cases show HER?2 overexpression confirmed by immunobhisto-
chemical technique in paraffin-preserved tissue samples 430,
HER? gene amplification is present in 17-33% of breast cancer
cases, whereby 83-97% of tumors showing overexpression of
corresponding protein as assessed by immunohistochemical
technique®$4". Amplification evaluated by fluorescence in sifu
hybridization (FISH) or chromogenic in situ hybridization
(CISH).

According to currently valid guidelines, each patient with in-
vasive breast cancer should undergo HER? status verification.
In Poland, the commercially available kit HercepTest (Dako)
is used to this purpose, containing antibodies directed against
HER? intracellular domain. The assay is evaluated semiqu-
antitatively according to special guidelines developed for this
test within 0 to 3+ range. Tumors scoring 0-1+ are considered
HER?2-negative and those scoring 3+ - as HER2-positive. The
2+ score necessitates verification by the FISH technique. Dia-
gnostic algorithm for determination of HER?2 receptor status
in breast cancer patients is presented in fig. 3.

If tumor cells present chromosome 17 polysomy without re-
ceptor gene amplification, potential candidates for antibody
treatment are considered tumors showing overexpression of
protein.

Current guidelines in this area are the same as those for patients
qualified for trastuzumab treatment. Noteworthy is that such
qualification has no additional predictive value nor for antibody
treatment as such, neither for drugs from the small-molecule ki-
nase inhibitor family. Therefore, receptor overexpression or gene
amplification does not allow identification of patients who will
respond to treatment and only enables exclusion of patients who
certainly will not benefit from the therapy. Hopefully, undergo-
ing clinical translation trials will identify markers providing such
an information.

MECHANISM OF ACTION OF TRASTUZUMAB

Trastuzumab is a humanized (i.e. including over 95% human
proteins) monoclonal antibody, structurally similar to the IgG1
subclass. It is directed against the extracellular domain of HER2,
with epitope located near cellular membrane!¥. The antibody
blocks HER? activity. Used in monotherapy, it probably is
unable to initiate apoptosis of cancer cells, while it does exert
a cytostatic effect, arresting the cell cycle at the G1/S phase,
increases activity of p27 protein and reduces activity of D1 cyc-
lin and cyclin-dependent kinase CDK2?. Mechanism of action
of the drug is a complex one with several mutually comple-
mentary theories explaining its therapeutic effect, schemati-
cally presented in fig. 4. Trastuzumab inhibits ECD proteoly-
sis, while reduced EDC release may block formation of active
shortened form of the receptor p93. The drug also inhibits acti-
vation of receptor and its dimerization partner, thereby bloc-
king intracellular signal-transmitting pathways. Studies of tu-
mors operated on after neoadjuvant systemic treatment using
trastuzumab revealed its impact on signal pathways PI3K-AKT
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Ocena ekspresji receptora HER2 w btonie komérek nowotworowych Herceptlest® ) L
_ metoda IHC 0 — brak odczynu lub odczyn barwny w <10% komdrek raka naciekajacego

Assessment of HER? receptor expression in tumor cell membrane 0— no reaction or color reaction in less than 10% of infiltrating cancer cells
— IHC technigue 1+ — nieciggte wybarwienie btony komdrkowej, catkowite
wybarwienie w <10% komérek raka naciekajacego
T+ — discontinuous staining of cell membrane; total staining in less than 10%
of infiltrating cancer cells
2+ —stabe lub $rednie ciagte wybarwienie btony w >10% komdrek
[HCO, 1+ IHC3+ IHC 2+ raka naciekajacego
2+ — weak or moderate continuous stain of membrane in over 10%
1 of infiltrating cancer cells
3+ —silne ciggte wybarwienie btony w >10% komérek raka naciekajacego
3+ — intense staining of over 10% of infiltrating cancer cells

HER2-

Liczba kopii genu/liczba centromeréw chromosomu 17.
Number of copies of gene/number of centromeres of chromosome 17
<18

1,8-2,2

>2,2

Ocena amplifikacji genu HER?
— FISH lub CISH
Assessment of HER2 gene lub liczba kopii aenu
amplification — FISH or CISH or number o fc%p/gs of gene

1,8-2,2 lub 4-6, wynik watpliwy / :‘é

1.8-2.2 or 4-6, borderline result

>6
>2 w ponownej ocenie FISH | | <1,8 lub <4, brak amplifikacji >2,2 lub >6, amplifikacja
> ina repeat FISH assay <1.8 or <4, no amplification >2.2 or >6, amplification

Rys. 3. Algorytm oceny stanu receptora HER2 w komdrkach raka piersi

Uiyte skroty: IHC - badanie immunohistochemiczne; FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
Fig. 3. Algorithm of assessment of HER?2 receptor status in breast cancer

Abbreviations used: IHC — immunohistochemical study; FISH - fluorescence in situ hybridization

znajduje si¢ w poblizu blony komérkowej ™%, Przeciwcialo ha-
muje aktywno$¢ receptora HER2. Stosowane w monoterapii
prawdopodobnie nie ma zdolnoSci uruchamiania apoptozy ko-
morek nowotworowych, natomiast wywiera efekt cytostatyczny,
hamujac cykl komorkowy w fazie G1/S; powoduje zwicksze-
nie aktywnosci biatka p27 i zmniejszenie aktywnosci cykliny D1
oraz kinazy CDK2 (cyclin-dependent kinase 2)'". Mechanizm
dziafania leku jest ztozony, istnieje kilka wzajemnie uzupetnia-
jacych sig teorii ttumaczacych jego aktywno$é, co schematycz-
nie przedstawiono na rys. 4. Trastuzumab hamuje proteolizg
domeny zewnatrzkomorkowej, a poprzez ograniczenie uwal-
niania ECD moze blokowa¢ powstawanie aktywnej skroconej
formy receptora - p93. Lek hamuje takze aktywacje receptora
ijego partnera dimeryzacji, dzieki czemu blokuje wewngtrzkomor-
kowe Sciezki przekazywania sygnatu. Badania guzow operowa-
nych po neoadiuwantowym leczeniu systemowym z uzyciem
trastuzumabu wykazaly jego wplyw na Sciezki przekaznikowe
PI3K-AKT i MAPK-Erk. Kolejny mechanizm dziatania prze-
ciwciata to nasilenie internalizacji i degradacji receptora. Tra-
stuzumab ma swoj udzial w hamowaniu angiogenezy, dzicki
zablokowaniu sygnatu plynacego od receptora HER2. Bada-
nia przedkliniczne wykazaty negatywny wplyw immunoterapii
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and MAPK-Erk. Another mechanism of action of the antibody is
by enhanced internalization and degradation of the receptor.
Trastuzumab participates in inhibition of angiogenesis, thereby
blocking signals transmitted from the HER?2 receptor. Preclini-
cal trials revealed a negative impact of immune therapy on an-
giogenesis by inhibition of expression of VEGE TGF-a, PAIl
and angiopoietin 1, as well as by promoting expression of an-
tiangiogenetic factors, e.g. thrombospondin 1. An important
component of drug activity is activation of antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity (ADCC). The Fe segment of trastu-
zumab is recognized by Fey receptor of NK cells. If the anti-
body is bound to a cancer cell, this phenomenon initiates a NK
attack by the ADCC mechanism. Studies of tumors excised
after neoadjuvant treatment by docetaxel and trastuzumab re-
vealed infiltration of NK cells within the tumor and enhanced
activity of lymphocytes as compared with controls. Furthermore,
genotype of Fey receptors may affect the effectiveness of trastu-
zumab therapy. Better treatment outcomes in the field of ORR
were obtained in patients with the genotype Fcy R Illa-158
Val/Val genotype. Also, when combined with radiotherapy and
chemotherapy, trastuzumab may inhibit DNA repair mechanisms
by reducing expression of p21 protein responsible for cellular
response to damaged DNAT6769),
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Rys. 4. Mechanizmy dziatania trastuzumabu
Fig. 4. Mechanism of action of trastuzumab

TGF-o, PAI1 i angiopoetyny 1 oraz pobudzeniu ekspresji czyn-
nikow antyangiogennych, np. trombospondyny 1. Waznym
elementem dziafania leku jest uruchamianie cytotoksycznosci
zaleznej od przeciwcial (antibody-dependent cell-mediated cyto-
toxicity, ADCC). Fragment Fc trastuzumabu jest rozpoznawany
przez receptor Fey komorek NK. Jezeli przeciwciato zwigzane
jest z komdrka nowotworowa, zjawisko to inicjuje atak komo-
rek NK w mechanizmie ADCC. Badania guzow usunigtych po
neoadiuwantowym leczeniu docetakselem i trastuzumabem
wykazaly naciek komorek NK w tkance guzow oraz zwickszo-
na aktywnos¢ limfocytow w poréwnaniu z grupg kontrolng.
Zaobserwowano takze, ze genotyp receptorow Fey moze mie¢
wplyw na efektywnos¢ terapii trastuzumabem. Lepsze wyniki
leczenia w zakresie ORR uzyskano u pacjentek z genotypem
Fey R [la-158 Val/Val. Wreszcie w skojarzeniu z radioterapig
i chemioterapig trastuzumab hamuje procesy naprawcze DNA,
gdyz zmniejsza ekspresje biatka p21 odpowiedzialnego za ko-
morkowa odpowiedZ na uszkodzenie DNAT6768),

PODSUMOWANIE

Identyfikacja receptora HER2 oraz poznanie znaczenia jego
nadekspresji w komdrkach raka piersi pozwolily na wyrdznie-
nie podgrupy chorych o agresywnym przebiegu choroby oraz
ze 713 prognoza. Z drugiej strony poznanie budowy i funkcji
receptora zapoczatkowato prace nad lekami ukierunkowanymi
na ten cel molekularny. Ich wprowadzenie do praktyki klinicz-
nej poprawito prognoze u chorych HER2-pozytywnych. Pierw-
szy z tych lekow to przeciwcialo monoklonalne trastuzumab,
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SUMMATION

Identification of the HER2 receptor and elucidation of role of
its overexpression in the breast cancer cells enabled identifica-
tion of patients at risk of a more aggressive clinical course of
the disease and poor prognosis. On the other hand, better un-
derstanding of structure and function of this receptor initiated
studies of drugs directed against this particular molecular target.
Their introduction to clinical practice improved prognosis in
HER2-positive patients. The first of this class of drugs, i.e. mo-
noclonal antibody trastuzumab, is used in both adjuvant and
palliative treatment, while the second — small-molecule tyrosine
kinase inhibitor lapatinib - is used in the treatment of disse-
minated and recurrent breast cancer after failure of trastuzu-
mab therapy. Currently intensive studies are underway aiming
at optimizing the use existing drugs and development of novel
agents targeted against the HER2 receptor.
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