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Pokud je u pacientek s invazivnim karcinomem prsu prokazana nadmérna exprese transmembranového proteinu HER2/c-erbB2/neu (dale
jen HER2) nebo amplifikace jeho genu, je indikovana cilena Ié¢ba humanizovanou monoklonalni protilatkou trastuzumab (Herceptin™). Nové
se ve svété zacina testovat metoda detekce mRNA proteinu HER2, zalozena na RNA in situ hybridizaci (RNAscope®). Metoda by mohla pfispét
ke zpresnéni diagnostiky zejména v situacich, kdy obé standardni metody vedou k hrani¢né pozitivnim vysledkim nebo jsou tyto vysledky
diskrepantni. Cilem nasi prace byla optimalizace RNAscope® metody a jeji otestovani na souboru tkanovych vzorki s diskrepantnimi vysledky
(nadmérna exprese proteinu HER2, neprokazana amplifikace genu HER2). Do pilotni studie bylo dosud zafazeno celkem 10 pfipadt. U vétsiny
z nich byla nalezena vysoka pozitivita signalu HER2 mRNA korelujici s nadmérnou expresi proteinu HER2. Metoda RNAscope® by mohla byt
do budoucna dobrym pomocnikem. Je vysoce senzitivni a specificka, navic oproti fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) hodnotitelna béznym
svételnym mikroskopem, kde Ize celkovou pozitivitu signalu hodnotit v kontextu morfologie konkrétniho preparatu. Nevyhodou metody
je zatim vysoka ¢asova a finanéni naro¢nost. Dalsim cilem byla analyza frekvence vyskytu nehodnotitelnych vzork( z divod( nedostate¢né
hybridizace v souboru 545 karcinomi prsu vysetfenych v nasi laboratofi v roce 2011. Celkovy podil nevyhodnotitelnych vzorkii vysetiovanych
v nasi laboratofi (1,3 %) odpovida udajam uvadénym v literature. HercepTest™ nebylo mozné vyhodnotit v 1,7 % ptipada, FISH v 16 % pfipadt.
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RNAscope® method for analysis of HER2 expression in the samples of breast cancer without amplification

The patients with invasive breast cancer are indicated for the targeted therapy by human monoclonal antibody trastuzumab (Herceptin™)
only when there is an evidence of overexpression or amplification of the transmembrane HER2/c-erbB2/neu (HER2) protein or gene. Currently,
detection of the HER2 mRNA using RNA in situ hybridization (RNAscope®) is being introduced. The method could be especially useful for
increasing the diagnosis accuracy in the cases where both standard methods lead to border positive or discrepant results. Our study was
aimed at optimizing the RNAscope® method in practice and testing it on the set of patients” samples with discrepant results (overexpression
of HER2 protein, unproved amplification of the HER2 gene). The pilot study was concluded with 10 samples up to now. In majority of these
samples we found high positivity of HER2 mRNA signal correlating with overexpression of HER2 protein. In future, RNAscope® could be very
useful in a routine laboratory practice. The method is highly sensitive and specific and in comparison to fluorescent in situ hybridization (FISH)
it can be assess using common light microscope, where the whole positivity is evaluated in the context of the morphology of the sample.
Disadvantages of this method are higher time and cost. The presented study had a second aim to analyze the HER2 overall non-assesibility
rate in 545 patient samples diagnosed in our laboratory in 2011. The overall rate of non-assessable samples was 1.3 % what is in agreement
with the data published in the literature. HercepTest™ was impossible to assess in 1.7 % of samples, FISH in 16 %.
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Uvod

VySetfeni nadmérné exprese a amplifikace
genu HER2 se stala nedilnou soucasti diagnos-
tickych a léc¢ebnych protokoll u pacientek s kar-
cinomem prsu, u kterych je zvazovéna cilena
|é¢ba protildtkou trastuzumab (Herceptin™).
U pacientek s HER2 pozitivnimi nadory je vak
cilend lé¢ba anti-HER2 ucinna jen u 30% pfipadd
(1, 2). Jednou z moznosti vysvétlujici dvody
této diskrepance je nedokonalost laboratorniho
testovani exprese HER2. Mechanizmem ucinku
trastuzumabu je inhibice transmembranového
receptoru s tyrosin-kindzovou aktivitou HER2 (3),

ktery je kédovény genem HER2 na chromozomu
17.Pacientky jsou indikovany k [é¢bé trastuzuma-
bem na zakladé jednoznacné pozitivity alespon
jednoho ze dvou standardizovanych vysettenf
vyuzivajicich metodu imunohistochemie (IHC)
nebo DNA in situ hybridizace (ISH) (4, 5). Pfi hod-
noceni vysledkd se nékdy setkavéme se situaci,
kdy pozitivni IHC nenf provazena pozitivitou
ISH. Tato situace byvé obycejné vysvétiovana
nevhodnou fixaci vzorku tkané, kterd znehod-
noti bunécnou DNA a znemozni tak provedent
hybridiza¢niho protokolu. Byva ovsem i diskuto-
vana moznost existence na amplifikaci nezavislé

nadmeérné exprese proteinu (6). Nasim cilem te-
dy je analyzovat vyskyt takovych pfipadd vyset-
fovanych v nasf laboratofi za urcité definované
obdobf a pokusit se odpovédét na otdzku, zda
nepfitomnost amplifikace je zplsobena degra-
daci nukleovych kyselin napfiklad nevhodnou fi-
xacf, ¢izda je u téchto pfipadl mozné detegovat
transkripci genu na Urovni RNA, a tim potvrdit,
7e knadmeérné expresi proteinu mize dochazet
i v pfipadé neamplifikovaného genu.
Certifikovany HercepTest™ (Dako Denmark
A/S and F. Hoffmann-La Roche Ltd) je zalo-
7en naimunohistochemické detekci expre-
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Tabulka 1. \ysetiené vzorky s diskrepantnimi profily

Typ nadoru HercepTest™  Amplifikace genu Pomér HER2/Cep17 RNAscope®

Ko. IDCG2 3+ ANO 719 4+
1 IDC G2 3+ NE 146 4+
2 IDC G2 3+ NE 144 3+
3 IDC G2 2+ NE 1,05 4+
4 IDC G2 2+ NE 1,35 4+
5 IDC G2 2+ NE 1,19 3+
6 IDC G2 2+ NE 11 0
7 IDC G2 2+ NE 115 2+
8 IDC G2 2+ NE 1,28 3+
9 IDCG3 2+ NE 1,78 3+
10 IDCGI 2+ NE 1,08 4+
IDC - invazivni duktdlni karcinom; G - grade
Tabulka 2. Nehodnotitelnost vzorkd jednotlivymi RNAscope®

metodami

Celkovy pocet vysetienych pacientek 545

Nehodnotitelny HerceptTest™ 9 1,7%
Nehodnotitelné FISH 87 16%
Z toho soucasna nehodnotitelnost 7 13%

obou parametr(

se HER2 proteinu na formalinem fixovanych
a parafinem zalitych tkanich (FFPE). Vysledky
se interpretuji semikvantitativné na Skdle
0 az 3+ (za pozitivni vysledek indikovany
k 1é¢bé trastuzumabem je povazovana jen
3+ pozitivita). Druhou standardni metodou
je HER2 DNA in situ hybridizace (fluorescen¢ni
FISH, &i chromogenni CISH) slouZici k vyhodno-
cenfamplifikace genu HER2. Nové byly publiko-
vany prace popisujici vyuziti metody RNA in situ
hybridizace pro detekci pfitomnosti HER2 mRNA
v FFPE vzorcich (7, 8, 9, 10). Metoda RNAscope®
vyuzivd specidlni patentované parové oligo-
nukleotidové sondy v kombinaci s naslednou
silnou amplifikaci vysledného signalu. Pokusili
jsme se proto pouzit tuto metodu RNAscope®
k detekci HER2 mRNA u nékterych diskrepant-
nich pfipadd s neobvyklymi expresnimi profily
(nepritomna amplifikace a soucasné 2+ nebo
3+ IHC pozitivita).

Material a metodika
Vyskyt diskrepantnich vysledku

Byly retrospektivné analyzovany vysled-
ky standardizovanych testl amplifikace genu
a nadmérné exprese proteinu HER2 v souboru
545 vzork( karcinomd prsu vysetfenych v nasi
laboratofi v roce 2011 a zaznamendn nesouhlas
mezi interpretaci ISH a IHC. Byl vybrén soubor
10 vzorkU karcinomu prsu ziskanych resekci s ne-
pritomnou amplifikaci a sou¢asnou pozitivitou
HercepTestu 2+ nebo 3+.
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Pro detekci HER2 mRNA byla pouZita me-
toda RNAscope® 2.0 vyvinuté firmou Advanced
Cell Diagnostics, USA. K vizualizaci bunééné
mMRNA na FFPE tkdnovych fezech o sile 5 um
slouzi komerc¢né dostupné RNAscope® son-
dy (pozitivni kontrolni POLR2A sonda a ne-
gativni dapB kontrolnf sonda) a RNAscope®
2.0 Reagent Kit, ktery zahrnuje soupravu pro
pfedbézné oletfeni antigenicity, detek¢-
ni soupravu a zdsobni promyvaci roztok.
Kazdd soucast tohoto produktu obsahuje mnoz-
stvi reagens k provedeni 20 vysetren.

Vlastni metoda se sklada ze ctyt kroka.
Prvnim je pfiprava tkdnovych fez na hybri-
dizaci, jejich deparafinizace, permeabilizace
membran a osetfeni tkdnf protedzou. Druhym
krokem této metody je in situ hybridizace RNA
po dobu 3 hodin, pfi teploté 40° C. Nasleduje
nékolikakrokovéd amplifikace signéld, pfi kte-
ré se na hledanou sekvenci RNA navéze az
8000 chromogennich molekul. Poslednim
krokem je zobrazenf a vyhodnocenf barev-
ného signélu. Vysledné signaly HER2 mRNA
se vyhodnocujf semikvantitativné pod svétel-
nym mikroskopem s uzitim $kaly 0 az 4+ (viz
www.acdbio.com). Stupen 0 odpovida Zzad-
nému pozorovatelnému zbarveni pfi zvétsenf
40 X. Stupen 1+ obtiZzné pozorovatelnému
zbarveni u vice nez 10% nadorovych bunék
pfi zvétseni 40 x. Stupné 2 az 4 + pak dobre
pozorovatelnému zbarven{ u vice nez 10%
nadorovych bunék pfi zvétseni 40 X (stupen
2), 20 X (stupen 3) a 10 x (stupen 4). Kompletnf
pfiprava vzork( v laboratofi trva cca 10 hodin.
Z&sadnivyznam pro interpretaci vysledkd ma
rovnéz spravna fixace tkani. Formalin, ktery
je skladovan déle nez 6 mésicd, pfipadné
pouzivan opakované, mize vysledky zna¢né
ovlivnit.

Vysledky
Diskrepantni vysledky

V roce 2011 bylo u nas vysetfeno celkem
545 pacientl. Pouze u 7 pacientd nebyl ziskan
kombinaci obou metod zadny vysledek (1,3 %).
HercepTest™ nebylo mozné vyhodnotit pouze
u 9 pacientt (1,7 %). U vétdiny pacientl bylo du-
vodem minimalni mnozstvi tkdné v punkénim
vzorku (nereprezentativni vzorky), pouze u dvou
vzorkd bylo uvedeno poskozeni tkdné, které prav-
dépodobné vzniklo pfi nespravné fixaci materialu.
Nemoznost vyhodnoceni pak byla ¢astéji avizova-
na u metody FISH, celkem 87 vzorkd (16 %). Pouze
u 1/3 téchto vzorkd je jako ddvod uvedeno, ze
materidl je nereprezentativni pro FISH vysetfe-
ni. U ostatnich vzorkl prevlada zdGvodnéni, ze
u nich nedochazi k hybridizaci, coz zfejmé opét
souvisi s nespravnou fixaci materidlu (tabulka 2).

Detekce HER2 mRNA

Pfi kalibraci metody jsme jako pozitivni kontro-
lu pouzivali vzorky karcinomu prsu se sou¢asnou
vysokou amplifikaci i nadmérnou expresi HER2.
Podle pokynd vyrobce byla provedena optimali-
zace kroku odetfen( tkani protedzou. Jako optimalni
se ukdzalo pouZiti nefedéné protedzy. Oproti do-
porucenému postupu se viak ukdzalo vhodnéjsi
prodlouzit ¢as hybridizace z pdvodnich 2 hodin
na 3 hodiny. Pfi zavadéni nového pracovniho po-
stupu jsme u dodanych kontrolnich bunék (bu-
nécna linie Hel.a) pouzili také pozitivni kontrolni
sondu POLR2A a negativni kontrolni sondu dapB
obsazenou v dodané detekeni soupravé.

Metoda RNAscope® se ukdzala byt vysoce
citliva. Diky silné amplifikaci signélu je teoreticky
mozné detekovat pfftomnost jednotlivych mole-
kul mRNA, které se zobrazf jako samostatné tec-
ky v bunkach ato i v pfipadé velice nizké aktivity
vysetfovanych gen. U nasich kontrolnich tkano-
vych vzorkd byla pozitivita natolik vysoka, ze se
jednotlivé signaly (tecky) Casto prekryvaly a tvo-
fily klastry. Celkem bylo metodou RNAscope®
vysetfeno 10 vzorkd s diskrepantnimi profily.
U vétsiny vzorkd byla zjisténa vysoka pozitivita
exprese HER2 mRNA (4+ nebo 3+) korelujici
snadmérnou expresi proteinu HER2 (tabulka 1).
Na druhé strané byl ale také zaznamenan 1 pfi-
pad, kdy IHC pozitivita 2+ nebyla doprovazena
vyrazne zvysenou pozitivitou exprese mRNA.

Diskuze

Hodnoceny soubor diskrepantnich profil(
je zatim sice velice maly, nicméné tato vyset-
feni ukdzala vysokou miru korelace vysledkd
RNAscope® s vysledky IHC, coz potvrzuje teo-
rii, Ze za urcitych podminek dochazi navzdory



Obrdzek 1. Priklad vysetieni exprese proteinu
HER2 (HercepTest 3+4)
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neprokazané amplifikaci HER2 genu ke zvyse-
né transkripci MRNA, vedouci k nadmérné ex-
presi HER2 proteinu (tabulka 1). Jednozna¢né
pozitivni, tzn. vysledek u RNAscope® 4+, by-
ly 4 vzorky z10. Byl ale také zaznamenan

1 piipad, kdy IHC pozitivita 2+ nebyla doprovézena
Zadnou mRNA porzitivitou. Mlzeme jen spekulovat,
Ze v tomto pfipadé byl proteinovy epitop odol-
néjsi k nestandardni fixaci, nez nukleové kyseliny.
Moznost nespravného vyhodnoceni 2+ pozitivity
proteinu HER2 mizeme vyloucit, protoze vy3etieni
bylo opakovano. V literatufe jsou popsany vysledky,
kdy u skupiny pacientt s IHC pozitivitou 2+ byla za-
znamenana HER2 mRNA pozitivita u 6/78 pacientd,
kdeZto ve skupiné s IHC pozitivitou 3+ to bylo uz
8/13 pacient( (7). Zvy3ujici se stupen pozitivity IHC
tedy pozitivné koreloval se zvysujici se pozitivitou
mMRNA vysetieni, a to i u diskrepantnich piipadd.
Celkem u 25/403 pacientl byla pozorovana pou-
ze pozitivita HER2 mRNA (vzorky bez amplifikace
a soucasné IHC 0/14 nebo 2+). Autofi zminované
prace uvadi, ze by pouziti metody RNAscope®
mohlo zpfesnit diagnostiku celkem u 12,4 % paci-
entl (7). V ¢lanku jinych autord je diskutovan velky
potencidl metody u HER2 hrani¢né pozitivnich
pacientd, kdy je vysledek IHC 2+ a soucasné ve
vzorku hrani¢nfamplifikace (8).V USA se jednd o 5%
pacientl ro¢né.V nasi laboratofi jsme zjistili celkem
39% takovych pfipadd v pribéhu 5 let. V takovych
pripadech by vysetieni u nékterych pacientl mélo

byt opakovano, a to na jiném vzorku, pokud je ta-
kovy k dispozici.

V praci Wanga a spolupracovnikd (8) je po-
psano plné automatizované kvantitativni vy-
hodnoceni signalu s vyuzitim specidlniho pro-
gramu spojeného s obrazovou analyzou. Timto
zplsobem by bylo mozné vyhodnotit signaly
u nékolika set az nékolika tisic bunék. Vysledky
RNAscope® autofi porovnavali s detekci HER2
mMRNA pomoci gPCR, ale také s metodami FISH,
IHC, CISH a s dudlIni hybridizaci in situ. V pfipa-
dech, kde vysledky FISH byly jednoznacné, byly
obé metody, RNAscope®i qPCR, 2 97,3 % konkor-
dantni s FISH. V opacném pfipadé, kdy byly vy-
sledky metody FISH nejednoznacné, vsak metoda
RNAscope® nad gPCR vynikala. Pravdépodobnym
ddvodem zkreslenf vysledkd u gPCR by mohla
byt bunécna heterogenita vysetfovanych tkani,
kterd by ovsem neméla mft zasadni vliv na vysled-
ky RNAscope® kde je vysledny signdl porovnavan
s bunéc¢nou morfologif. U nés se problematikou
detekce exprese HER2 na Urovni proteinu, RNA
i DNA zabyvali Skélova se spolupracovniky (9),
kteff pozorovali snizeni exprese HER2 na viech
Urovnich u &asti pacientl po neoadjuvantni che-
moterapii. V tomto pfipadé viak byla exprese
HER2 mRNA mérena metodou RT-PCR.

Publikovany jsou idalsi studie zamére-
né na korelaci mezi RNA in situ hybridizaci
(RNA-ISH) a konven¢nimi metodami (IHC, FISH).
Alba a spolupracovnici (10) zmiriuji 96,5 % konkor-
danci RNA-ISH s amplifikaci genu ur¢enou pomocf
FISH a 95,2% konkordanci s nadmérnou expre-
si HER2 proteinu ur¢enou metodou IHC. Prace
Vassilakopoulou a spolupracovnik (11) zahrnuje
149 pacientl s HER2 pozitivnim metastatickym kar-
cinomem prsu lé¢enych chemoterapif v kombinaci
s trastuzumabem a povazuje vysledky RNA-ISH
za nezavislé prediktivni faktory doby do progrese.

Celkovy podil nehodnotitelnych vzorkd
v nasem souboru 545 pacientl z roku 2011 od-
povida udajim uvadénym v literature. V praci
Khouryho a spolupracovnikd (12) je zdUraz-
fovéana predevsim nutnost co nejkratsi doby
od odbéru tkdné do zac¢atku fixace (maximalné
30 minut). Pri prodlevé 60 minut klesla hod-
notitelnost FISH aZ na 70%. Prace Portiera
a spolupracovnikl (13) vsak uvadi, Zze zacatek
fixace je mozné odddlit az na 3 hodiny. Podle
autor( nebyl prokazan signifikantni vyznam do-
by krat$i nez 3 hodiny na detekci centromery
chromozomu 17 nebo signdlu HER2.

MUzeme shrnout, ze metoda RNAscope®
je dobfe pouzitelnd v bézné laboratorni praxi, jejf

nevyhodou vsak je ¢asové naro¢nost (doba trvanf
pifpravy vzork( je 10 hodin) a zatim relativné vyso-
k& cena. Proto by tato metoda méla byt vyuzivana
jen v omezeném spektru pipadd, kdy IHC poziti-
vita je hranic¢ni (24) a soucasné z néjakého dlivodu
nelze pouzit ISH vysetfeni amplifikace genu.

Literatura

1. Perez EA, Cortés J, Gonzalez-Angulo AM, Bartlett JMS.
HER2 testing: Current status and future directions. Cancer
Treatment Reviews 2014; 40: 276-284.

2. Ryska A, Hovorkova E, Rozkos T, Laco J. Prediktivni dia-
gnostika u karcinomu prsu. Cesk Patol 2011; 47(4): 145-147.
3. Oostra DR, Macrae ER. Role of trastuzumab emtansine
in treatment of HER2-positive breast cancer. Breast Cancer
(Dove Med Press) 2014; 6: 103-113.

4.Ross JS, Slodkowska EA, Symmans WF, et al. The HER-2 recep-
tor and breast cancer: ten years of targeted anti-HER-2 thera-
py and personalized medicine. Oncologist 2009; 14: 320-368.
5. Penault-Llorca F, Bilous M, Dowset M, et al. Emerging tech-
nologies for assessing HER2 amplification. Am J Clin Pathol
2009; 132: 539-548.

6. Panvichian R, Tantiwetrueangdet A, Wongwaisaywan S, et
al. HER2 expression in breast cancer with nonamplified HER2
and gains of chromosome 17 centromere. Appl Immunohis-
tochem Mol Morphol 2012; 20(4): 367-374

7. Bernet L, Benaclocha MM, Castera C, et al. mRNA in situ
hybridization (HistoSonda): a new diagnostic tool for HER2-
-Status in breast cancer — a multicentric Spanish study. Dia-
gn Mol Pathol 2012; 21(2): 84-92.

8.\Wang Z, Portier BP, Gruver AM, et al. Automated quantita-
tive RNA in situ hybridization for resolution of equivocal and
heterogeneous ERBB2 (HER2) status in invasive breast carci-
noma. J Mol Diagn 2013; 15(2): 210-219.

9. Skélova H, Dundr P, Povysil C, et al. Study of the effect of
neoadjuvant chemotherapy on the status of Her2/neu. Fo-
lia Biol 2011; 57(5): 191-199.

10. Alba J, Guutierrez J, Coupe VM, et al. HER2 status de-
termination using RNA-ISH — a rapid and simple technique
showing high correlation with FISH and IHC in 141 cases
of breast cancer. Histol Histopathol 2012; 27(8): 1021-1027.
11. Vassilakopoulou M, Togun T, Dafni U, et al. In Situ Quanti-
tative Measurement of HER2mRNA Predicts Benefit from Tra-
stuzumab-Containing Chemotherapy in a Cohort of Metasta-
tic Breast Cancer Patients. PLoS One 2014; 9(6): DOI: 10.1371/
journal.pone.0099131

12. Khoury T, Sait S, Hwang H, et al. Delay to formalin fixa-
tion effect on breast biomarkers. Modern Pathology 2009;
22(11): 1457-1467.

13. Portier BP, Wang Z, Downs-Kelly E, et al. Delay to forma-
lin fixation ‘cold ischemia time” effect on ERBB2 detection
by in situ hybridization and immunohistochemistry. Mod
Pathol 2013; 26(1): 1-9.

Cldnek dorucen redakci: 1. 3. 2015
Cldnek pfijat k publikaci- 14. 5. 2015

Markéta Koleckovd

Ustav klinické a molekuldrni patologie
LF UPa FN Olomouc

Hnévotinskd 3, 777 15 Olomouc
M.Koleckova@email.cz

www.onkologiecs.cz | 2015;9(5) | Onkologie



