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ESTANDARES DE HER2 OBTENIDOS A PARTIR DE TEJIDO
NORMAL DE MAMA
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Figure 1. b) Clustering based on the expression of 143 genes with higher expression in HER2-positive tumors. Tumors with HER?2
amplification appear in grey color while tumors without HER2 amplification are in red color. Blue color represents down-regulation in the
gene expression and red means over-expression.




DR. ANGEL CONCHA LOPEZ
Jefe de Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario Virgen de las Nieves




D3S1619 D28123

h l 2
",

L T LT T
D3S1619 D28123

]

LT
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Status HERZ2/neu

Pronostico @ Predictivo
(Terapia)




HER?2, aspectos moleculares




* Proteina HERZ2 es un receptor de
membrana perteneciente a la familia de los
EGFR con actividad tirosin-gquinasa.

« HER-4 (erbB-4)



Dominio Extracelular <

Membrana Citoplasmatica

Dominio Intracelular <




HER2, actuacion sobre el
nucleo de la célula

factor de crecimiento
}é—"" Zona de union

ona de actnvndad er ‘ ER
transduccion de la Lo
@  sedal al niicleo division celular




HER2, amplificacion y
sobreexpresion

Growth Factors

Overexpressing Cell

1.- Amplificacion Génica
2.- Transcripeion del mRNA
3.- Sintesis de Proteina

4.- Liberacion del Dominio
Extracelular



SELECCION DE PACIENTES
PARA HERCEPTIN :
:IHQ, FISH O AMBOS?




Algoritmo del estudio de HER?




Correlacion entre el n® de
receptores /copias del gen

IHQ Score N°receptores/ N’ coptas del gen/
celula célula

0 21,600 £+ 6,700 24+02

1 92,400 £ 12,000 3.0£04

2 500,000 £ 130,000 7.3 0.4

3 2,390,000 £ 1,000,000 153 £3.9
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Northern Blot +«—

Western Blot <«




HER2, deteccion in vitro:
caracteristicas

Southern blot

Obtencion
muestra

Complejidad
técnica

Complejidad

Inter. Result.

Estandarizacion
del método
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Western blot
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Método mas comun para el testado de HER?
-bien establecido, relativamente simple de usar
-ampliamente disponible

Metodologia y puntuacion/interpretacion

-diferentes anticuerpos (TAB250, CB11,
A0485, 4D5), sistemas de puntuacion (%
positividad, intensidad de tincion, puntuacion)
y fijadores

-necesidad para optimizar los reactivos y

controles apropiados; interpretacion subjetiva;
Incertidumbre sobre la puntuacion 2+




PROS « CONTRAS

Estandarizado » Costoso

Controles  Problemas con los

positivos fijadores

Si 9 alcoholicos
|stema_,e « NUmero limitado

puntuacion de controles

Test sensible « Falsos positivos



Herceptest '™™: guia para la
interpretacion

Patron de tincion Score Valoracion Ejemplo

No se observa tincion, o s6lo se observa tincion de 0
membrana en menos del 10% de células tumorales

Se observa tincion de membrana incompleta en

Negativo [ESEEE

mas del 10% de células tumorales I+ N egativo
Se observa tincion completa de membrana y de 2+ Positivo
intensidad débil o moderada, en mas del 10% de débil
cé¢lulas tumorales

Se observa tincion completa de membrana y de 3+ Positivo
intensidad fuerte, en mas del 10% de células fuerte

tumorales
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Herceptest M procedlmlento

HEl‘CEpTEStTM > Cm!tin_uar aplicando
la técnica
20-35%
<20% o > 35% positivos positivos
Revision de la poblacion : :
_ . P : : Cm!tm_uar aplicando
de pacientes estudiadas la técnica

Niumero alterado de
Ccasos recurrentes

Recurrencia normal
de casos

procedimientos
técnicos

método de
interpretacion




INMUNORREACTIVIDAD DE HER2/neu EN 142
CARCINOMAS DE MAMA INVASIVOS: ESTUDIO
COMPARATIVO USANDO CUATRO ANTICUERPOS

sl DAKO PAB-1 TAB250 CB11
de tincion ) .
policlonal policlonal monoclonal monoclonal

# % # % # % # %

76 54 60 42 110 = 77 99 /0

25 18 33 23 10 / 12 8
41 29 49 35 22 15 31 22
66 46 82 58 32 23 43 30




10096 especifico
96.5% sensible
Baja variacion interlaboratorio

Equipamiento costoso y
especializado

Disponibilidad limitada
Algunos problemas con fijadores



Estudio de la concordancia
FISH/IHQ de cortes de tejido

IHQ

o/
FISH

21

3% 7% 24% 9%



COMPARACION DE DIFERENTES ANTICUERPOS
EMPLEADOS EN IHQ PARA ESTUDIO DE HER2/neu EN
CANCER METASTATICO DE MAMA.

N=42 DAKO PAB1 TAB250 CB11

>[=2.0 21

Concordancia  36/42 (86%) | 35/42(83%)  37/42(88%) = 40/42(95%)




Comparacion entre CISH y FISH en la
deteccion de la amplificacion de HER2/neu en
157 canceres de mama

Mo Amplificacion
amplificacion (%)
(%)
No
amplificacion 120 (76.4) 0(0)

Amplificacion



DISCORDANCIA ENTRE DIFERENTES
TECNICAS PARA DETERMINAR EL STATUS
DE HER2/neu EN CARCINOMA DE MAMA

CONCORDANCIA DISCORDANCIA

95% 5%

14% 81% 3% 2%
IHQ+/PCR+ IHQ-/PCR- PCR-/FISH+ [HQ-/FISH+




DISCORDANCIA EN LA IHQ DE HER2/neu EN
CARCINOMA DE MAMA PRIMARIO (CP) Y
METASTATICO (CM)

9/23 CP-/CM-

CONCORDANTES 23/36

14/23 CP+/CM+

9/13 CP-/ICM+

DISCORDANTES 13/36

4/13 CP+/CM-
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A. Evaluacion de las tinciones
realizadas en el H.U. Virgen de las
Nieves

En un recuadro el porcentaje de
hospitales que coinciden con el de

*+ 2 CDI/+3CID referencia

TECNICA DE TINCION UTILIZADA: HERCEPTEST

PUNTUACION H.U. VIRGEN DE LAS NIEVES .- /0
infiltrante; +3 in situ

RESULTADO DETERMINACION FISH:
NEGATIVO (1-2 HER-2/centromero)







A. Evaluacion de las tinciones
realizadas en el H.U. Virgen de las
Nieves

En un recuadro el porcentaje de
hospitales que coinciden con el de
referencia

TECNICA DE TINCION UTILIZADA: HERCEPTEST

PUNTUACION H.U. VIRGEN DE LAS NIEVES .-

RESULTADO DETERMINACION FISH:
NEGATIVO (1-2 HER-2/centromero)

'\

Hospital Universitario
Virgen de las Mieves




TECNICA HOSPITAL DE ORIGEN:

TECNICA H.U. VIRGEN DE LAS NIEVES:

[[] Hospital origen
il Observador 1 HUVN

] Observador 2 HUVN

B Observador 3 HUVN
B Observador 4 HUVN




B Resultado inicial tincion HUVN

[J Resultado hospital participante
B Resultado observador 1 HUVN
[J Resultado observador 2 HUVN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12




TECNICA HOSPITAL DE ORIGEN:

TECNICA H.U. VIRGEN DE LAS NIEVES:

[[] Hospital origen
il Observador 1 HUVN

] Observador 2 HUVN

B Observador 3 HUVN
B Observador 4 HUVN




[[] Hospital origen

il Observador 1 HUVN
[[] Observador 2 HUVN
[l Observador 3 HUVN
[l Observador 4 HUVN

FISH REGISTRO 4: NEGATIVO FISH REGISTRO 5: NEGATIVO
(1-2 HER-2/centromero) (1-2 HER-2/centromero)




RESULTADOS EXPRESION

0 +1

PULMON | 70% (14/20) | 10% (2/20)

VEJIGA | 20% (9/45) |15,5% (7/45)

OVARIO 475% | 25% (10/40)
eZh)

66,7% | 8,3% (2/24)
(16/24)




+ 17-70% IHQ (+)

> INVASION
» ESTADIO AVANZADO/METASTASIS
» GRADO DE DIFERENCIACION
» MAL PRONOSTICO (p53)
» LESIONES PRECURSORAS (“IN SITU” PLANO) 45%
» CAMBIOS REACTIVOS/DISPLASICOS (12%)
» MODIFICACIONES CON BCG (Mitomicina?)
» HER-2/HER-3: MAYOR AGRESIVIDAD

» ANEUSOMIA 17 (70%)
» COPIAS HER-2 (41%)
» RELACION HER-2/CROMOSOMA 17 (4%)



2587-06 : -










. DETERMINACION HER-2 EN DISTINTOS
MOMENTOS Y EN DIFERENTES LESIONES.

-+ FISH COMO METODO DE REFERENCIA:
-~ PROBLEMAS Y LIMITACIONES.

 ESTABLECIMIENTO CRITERIOS e

REPRODUCIBLES: APRENDIZAJE: =



Reunion de Consenso de Patélogos

de Andalucia, Canarias, Extremadura y Portugal
sobre Determinacion de la Expresion de HER-2 en Cdancer de Mama

Grarasa, 16 y |7 d2 debrero de 2006
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