Her2: Biologisk sladrehank tager kampen

op mod metastatisk brystkraeft

Nye underspgelser viser, at en blodprgvetest malrettet brystkreeftramte kvinder bade kan

angive, om patienten responderer pa den modtagne behandling, og om kreeften er pa vej

tilbage.

Opdagelsen
at Her2
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Behandlingen af brystkreeft er blevet tiltagende kompleks, i
takt med at man igennem arene har opnaet stgrre viden. Ud
over at brystkreeften kan veere pavirkelig af hormoner, ved
man nu, at ogsé vaekstfaktorer spiller en rolle. Allerede 1 1960
opdagede den amerikanske biokemiker, Stanley Cohen, Epider-
mal Growth Factor (EGF). Nar Cohen injicerede ekstrakt fra
musespytkirtler i nyfpdte mus, sa han, at musens udvikling ac-
celererede. De dbnede pjnene hurtigere, fik hurtigere teender
osv. Cohen forklarede det med, at der i spyt-ekstraktet var en
veekstfaktor, som han kaldte Epidermal Growth Factor (EGF).
Han s, at vaeksten af epithelceller i hud og cornea blev stimu-
leret. Dette gav ham i pvrigt Nobel-prisen i 1986. Man fandt, at
vaekst-faktorer ikke stimulerer alle celler i kroppen, kun de cel-
ler, som har receptor for veekstfaktoren.

11983 finder Michael Waterfield, leder af Imperial Cancer
Research Fond i London, det protein, som fungerer som EGF-
receptor. En medarbejder, Axel Ullrich, en tysk biolog, kunne
herefter isolere genet. Waterfield, Ullrich og en protein-eks-
pert, Joseph Schlesinger, kunne nui1984 pavise, at veekstfak-
torer ofte spiller en hovedrolle i udviklingen af kraeft. Man
fandt, at der var en hel familie af humane epidermale vaekst-
faktor-receptorer, ogsa kendt som ErbB-familien af tyrosin ki-
nase-receptorer. Ullrich, som var en mester i kloningsteknik-
ker, kunne bestemme proteinerne, for hvilket genet kodede.
Genet er kendt som Her2/neu-genet eller Erbz. Herefter kom
en ny spiller pa banen, nemlig Dennis Slamon fra UCLA, en
medicinsk onkolog og doktor i cellebiologi. Han havde en sam-
ling af friske veevsprover fra forskellige tumorer. Der blev ind-
ledt et samarbejde, hvor Slamon kunne konstatere, at Ullrichs
Herz2/neu matchede med DNA-ekstrakt fra visse bryst- og ova-
riecancere. Ullrich og Slamon fandt, at onkogenet ikke var mu-
teret, men at cellerne, som havde genet, producerede det kor-
responderende protein i rigtig store meengder, det feenomen,
der kaldes overekspression. Yderligere forskning viste, at pro-
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teinet fandtes pa celleoverfladen som en receptor. Man fandt
receptoren pa celler fra en raekke tumortyper, men ogsa i gan-
ske sm& maengder pa raske celler. De maligne celler havde blot
langt flere receptorer. Fx i nogle brystcancere er antallet af re-
ceptorer pr. celler et par mio,, mens antallet pa de normale cel-
ler varierer mellem 50.000 0g 100.000.

Man fandt sammen med William McGuire, en navnkundig
forsker fra San Antonio, ved test af en raekke patient-tumor-
prover med tilhgrende sygehistorier, at sdfremt tumorvaevet
udtrykte Her2-overekspression, s& gik det patienten darligt. Pa-
tienten havde sdledes hgjere risiko for recidiv, metastaserne
voksede hurtigere, og patienten havde kortere restlevetid (Sla-
mon 1987). Ullrich fik nu kollegerne ved den immunologiske
afdeling ved firmaet Genentech til at lave et monoklonealt
antistof mod Her2/neu- antigenet. Nar dette antistof blev til-
sat veevskulturer af celler med overekspression af Her2/neu,
holdt cellerne op med at gro og dele sig. Hermed var et nyt
antistof fpdt. Det humaniserede monoklonale antistof blev,
vha. forskere fra Cambridge, sat i produktion som det, viidag
kender som Herceptin eller Trastuzumab.

Prognostiske og praediktive markorer

En prognostisk markgr kan identificere patienter med en spe-
cifik risiko for recidiv eller dgd. En forudsigelse af sygdom-
mens natur-forlpb, hvis patienten er ubehandlet. Man kan
med en prognostisk marker skelne mellem grupper af patien-
ter med forskellige risici for recidiv og dermed udveelge patien-
ter til behandling eller ikke-behandling — uden at sige noget
om, hvilken slags behandling der skal gives.

Med en preediktiv marker kan man forudsige, om en patient
med en given markgr har gavn af en bestemt behandling. Fle-
re af de markgrer, der bruges i klinikken i dag, er en blanding
af prognostiske og preediktive markerer. Ved brystkreeft er
lymfeknudestatus i aksillen den vigtigste prognostiske faktor.
Ved den primeere brystoperation foretages ogsa en vurdering
af spredningen til aksillymfeknuderne. Tumorstgrrelsen bety-
der noget, alder, pstrogenreceptorstatus og endelig Her2-sta-
tus spiller som ovenfor anfgrt en stor rolle for den videre pro-
gnose.I20-30 % af brystkreefttilfaeldene ses overekspression af
human epidermal vaekstfaktor-2 (Her2-positive), seedvanligvis
betinget af amplifikation af genet, som koder for dannelsen af
proteinet.

Om tumorcellerne er Her2-positive eller ej, underspges ver-
den over, standardiseret med en blanding af immunhistokemi
(IHC) og fluorescens in situ-hybridisering (FISH). Viser tumor-
cellerne overekspression/amplifikation af protein og/eller gen,
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Studier har vist, at hvis patienten udvikler et recidiv, kan det ofte
pavises, at koncentrationen i serum af Her2 begynder at stige. Det
sker undertiden, inden patienten har symptomer pa recidiv, og in-
den det kan pavises ved en rutinescanning. Hvis hgje koncentratio-
ner af serum-Her2 under recidiv behandlingen falder, stemmer det
overens med, at der ogsa er god effekt af behandlingen.

regnes det normalt for at veere en prognostisk marker for reci-
div og ded.

Her2 har ogsé betydning som preediktiv markegr. Her2 positi-
vitet preedikerer, at adjuverende behandling med antistoffet
Trastuzumab, som jo er rettet mod receptoren, reducerer risi-
koen for recidiv med ca. 50 % og reducerer risikoen for dpd
med ca.30 %.

Blandt visse klinikere har der vaeret et gnske om et redskab (en
blodprgvemarker) til effektivt at kunne pavise evt. tilbagefald
af brystkreeften tidligt og til hurtigere og bedre at kunne eva-
luere effekten af behandlingen.

Netop her kunne en maling af Her2-koncentrationen i se-
rum maske veere klinikeren en hjeelp. Studier har vist, at hvis
patienten udvikler et recidiv, kan man ofte pévise, at koncen-
trationen i serum af Her2 begynder at stige. Det sker underti-
den, inden patienten har symptomer pé recidiv, og inden man
kan pavise dette ved en rutinescanning.

Hvis hgje koncentrationer af serum Her2 under recidivbe-
handlingen falder, stemmer det overens med, at der ogsa er
god effekt af behandlingen. O

Maling
af Her2
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Proteinet Her2 kan males bade i veev og i blod. Ingen af blodets
celler indeholder dog Her2-receptoren, men den ekstra cellu-
leere del af receptoren ECD (Extra cellular domain) findes i en
shedded form i plasma og serum. Vi har fundet fin overens-
stemmelse mellem koncentrationen af Her2 i cancervaev, malt
med Elisa og immunkemilluminiscensteknik over for immun-
histokemi, dog saledes at koncentrationsmalingen afspejler en
stigende koncentration i forhold til, hvad der patologisk-anato-
misk betegnes som IHC 0,1, 2 og 3+ Normalt betragtes cancer-
veev som veerende meget inhomogent med ujeevn fordeling af
kreeftceller i det i pvrigt normale veev, hvorfor vi har udfprt
xgte dobbeltbestemmelser med udtagning af veev flere steder
1 canceren for at underspge dette. Ved de volumina, der udta-
ges, hyppigst minimum 1x 1x 1 mm, ses denne inhomogenitet
ikke at spille nogen rolle pga. de logaritmiske stigninger, der
findes af Her2-receptoren, ved cancer. Det kunne se ud, som
om veaevskvantiteringen er mere fglsom for pgede Herz2-kon-
centrationer end immunhistokemi og fluorescens insituhybri-
disering, der fastslar, om der er genamplifikation, dvs. mere
end 2 kopier af genet pr. celle, hvorfor underspgelser er i gang
med henblik pa at fplge ca. 450 patienter, hvor samtlige under-
spgelser er lavet pa alle disse. Der er ca. 50 patienter, som her
viser pgede koncentrationer af Her2 i veevet, men uden at de
klassificeres som amplifikationspositive med IHC og FISH.

Malinger af Her2 i serum
For patologiske-anatomiske analyser geelder jo, at nar cance-
ren er fjernet, kan man ikke udfgre flere analyser i efterforlg-
bet pé patienten, og det er derfor vigtigt at have metoder, der
er lette og hurtigere udfert direkte pa blod for at kunne fglge
effekten af behandlingen.

De traditionelle arsager til at bruge klinisk biokemiske ana-
lyser oversat til brugen i brystkreeft er jo egentlig:

1. At kunne screene for tilstedevaerelse af brystkreeft

2. At monitorere effekten af kirurgi

3. At forudsige effekten af en given behandling og dermed
kunne veelge den rette behandling

4. At justere behandlingsdosen eller varigheden i relation til
serumveerdier eller indikatorer i blodet generelt

5. At detektere effekten af denne behandling

6. At detektere bivirkninger af behandlingen.

For serum Her2 har det vist sig, at der ikke er nogen veerdi i
screening for cancer mammae, da antallet af positive patien-
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FISH farvning af normale celler. Kromosom 17 fremstar som grgnne
pletter.

FISH farvning af patogent vaey, viser kromosom 17 samt adskillige
rode omrader svarende til amplifikationer af Her2 genet.

ter med pgede koncentrationer ud over det normale ved diag-
nosetidspunktet er fa procent. Selv patienter, som er amplifi-
kationspositive med IHC og FISH, hvilket geelder ca. 25 % af
patienterne, har sjeeldent forhpjede serumveerdier i blodet pa
diagnose- og operationstidspunktet. Serum Her2 duer derfor
heller ikke til at monitorere effekten af primeer kirurgi eller de-
tektere effekten af behandling ved den indsatte 1.- gangs-behand-
ling eller i relation til kirurgien. Behandlingen med Herceptin
hviler séledes fortsat i det nydiagnosticerede forlpbsammenhzeng
direkte pa analysen for Her2-patoanatomisk.

Detektion af recidiv efter primaer behandling
Vi har fulgt 862 patienter gennem op til 5 ar efter primeerbe-
handling med serum Her2-malinger ved de rutinemaessige
fastlagte kliniske kontrolbespg. Ud af de 862 udviklede 149 po-
sitiv serum Her2 (>15 pg/1), heraf var de 35 fra veevspostitive
patienter, 69 fra veevsnegative patienter, og 45 havde ukendt
veevsstatus, idet de var opereret, for fastleeggelse af Herz-
veevsstatus var rutine (se tabel side 17).

Af patienter med gget serum Herz var de 25 af de 35 fra
veevspositive patienter reelt med recidiv eller med tilbagefald i

form af metastaser, mens 29 af 69 vaevsnegative, men serum-
positive, havde tilbagefald (se tabel). Disse forskelle er hgjsig-
nifikante. Omsat til preediktive veerdier er den positive preedik-
tive veerdi i veevsnegative patienter af en serum Her2 over 15
pg /142 %. @ges cut off 'en til 25 pg/l, er den preaediktive positive
veerdi 100 %. Tilsvarende i vaevspositive patienter er den pree-
diktive positive veerdi af resultater over 15 pg/171 %, mens en
endring af cut off'en til 32 pg/l giver en preediktiv positiv veer-
di pd 100 %.

P2 basis af disse undersggelser har vi foresldet en algoritme
som vist i figuren nederst. De patienter, der havde gget serum
Her2 og igangsatte en behandling, viste uden undtagelse kraf-
tige fald ned mod normalomradet ved klinisk effekt af be-
handlingen.

Monitorering af den enkelte patients veerdi
Nogle af patienterne viste ikke veerdier over normalomradet,
men viste signifikant stigning i relation til deres egne ud-
gangsveerdier. Det er vigtigt at vide, at den biologiske og ana-
lytiske variation pa serum Her2 under ca. 20 pg/l er ca. 7,5 %,
hvorfor en eendring fra maling til maling skal overstige 2,77 x

PROPOSAL FOR SERUM HER2 TEST ALGORITHM

Patbent tumor sample from
primary diagnosis
HER-2 IHCFISH positive
‘Candidate for HER-2 targeted therapy <15 ngdmL
Routinely monitor serum HER-2 at
every treatment avent Test at every
clinical follow-up

-
I_ | |
= 15 ngfml > 15 ngimil a
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“Nar canceren er fjernet, kan man ikke udfgre flere analyser i efterforlgbet pa
patienten, og derfor er det vigtigt at have metoder, der er lette og hurtigt
udfert direkte pa blod for at kunne folge effekten af behandlingen.”

TISSUE TISSUE UNKNOWN TOTAL
POSITIVE NEGATIVE TISSUE STATUS
Positive serum Her2 35 69 45 149
Negative serum Her2 171 368 174 713
206 437 219 862
7,5 %, dvs. ca. 22 % for at der er statistisk signifikant forskel pa handling

95 %-niveay, sa vi ikke kun detekterer stpj pa malingen.

Der foreligger ikke umiddelbart underspgelser, der har op-
gjort veerdien af at méale en individuel stigning i forhold til en
veerdi over referenceintervallet.

Monitorering af effekt af behandling

Flere forfattere har vist, at patienter, som opnér mere end 20 %
fald i deres serum Herz i forhold til eget udgangspunkt, har en
signifikant leengere overlevelse end patienter med usendrede
veerdier eller et lille fald.

Monitorering af patienter under Herceptin-be-
handling

Ca. 50 patienter er under Herceptin-behandling blevet fulgt i
op til 5 &r med systematiske méalinger af serum Her2. Hoved-
konklusionen pa disse er, som ogsé andre forfattere har pavist,
at klinisk effekt er teet forbundet med et fald i serumveerdien,
og generelt kan man konkludere, at opndr man ikke et fald i
serumveerdien ned i referenceintervallet, er overlevelsen ringe.
Patienter, der ikke far noget fald, eller endog stiger under be-
handlingen, har darlig prognose mht. overlevelse.

Mulig vaerdi af serum Her2 under Herceptin-be-

Et fald i serum Her2 varsler en god respons pa den givne Her-
ceptin-behandling i kombination med gvrigt givne stoffer og
kan derfor tages som udtryk for en effekt af behandlingen. Et
manglende fald eller en stigende veerdi bgr derimod straks
fore til overvejelser om behandlingsresistens over for Hercep-
tin, og andre stoffer, fx Lapatinib, bgr overvejes taget i anven-
delse. Kasuistisk har vi set flere responser pa Lapatinib, som
ikke fandtes over for Herceptin, men dette kreever validering i
form af en kontrolleret underspgelse.

Konklusion

Serum Her2 synes at veere af veerdi sdvel i detektion af recidiv
med en leadtime i forhold til standard image-teknologier pa i
gennemsnit 6 maneder (men op til 12 maneder). Desuden til
monitorering af effekt af behandling med Herceptin i kombi-
nation med anden kemoterapi. Og sidst, men ikke mindst, som
indikator for, hvorvidt patienten har behandlingsresistens
over for Herceptin 0
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