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ORIGINALES

Determinacion del estatus

del oncogén Sc-erbB-2/HER2
en el cancer de mama invasivo:
analisis comparativo entre

los procedimientos

de inmunohistoquimica

(clon CB11 y HercepTest®),
FISH y PCR diferencial

Determination of the status

of the c-erbB-2/HER2 oncogene

Iin invasive breast cancer: comparison
of immunohistochemical (CB11 clone
and Hercept Test), FISH and differential
PCR procedures

SUMMARY

There is a growing clinical demand for analysis of the HER2/c-erbB-2 (HER2)
status of breast cancer specimens because it provides valuable prognostic,
predictive and therapeutic information. In this sense, a variety of methods
available for detection of HER2 status, although to date a reliable and sensitive
test does not exist. In order to choose the most suitable procedure to assess
HER2 status, we analyzed 102 invasive breast cancers for HER2
overexpression by means of immunohistochemistry (IHC), with the CB11 MoAb
and the HercepTest kit, and for HER2 gene amplification by fluorescence in
situ hybridization (FISH). Differential PCR (dPCR). HER2 overexpression,
determined by CB11 (group C) and HercpTest (2 + and 3 +), was observed in
19 samples (18.6 %), whereas genetic amplification was detected in 31 (30.4 %)
and 14 (13.7 %) cases by FISH and dPCR respectively. The majority of
overexpressed/amplified specimens corresponded to high grade tumors. We
found concordances of 78-80 % and 93-95 % between IHC vs FISH and IHC vs
dPCR respectively. Considering FISH procedure as a gold standard, we found
a sensitivity and specificity of 48.4 % and 94.3 % for CB11 antibody, of 45.2 %
and 92.9 % for HercepTest, and of 45.2 % and for 100 % for the dPCR. Thus,
considering the sensitivity, specificity and the high grade of concordance
between IHC and dPCR, we suggest the use of IHC for assessing HER2 status.
However, due to the fact that the sensitivity of IHC test is lower than FISH, we
also suggest their carrying out FISH on those cases in which IHC results are
not definitive for its clinical evaluation.
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INTRODUCCION

Entre aquellos factores prondsticos aceptados en el
cancer de mama, el grado histologico (Scarf Bloom) es
uno de los mas fiables junto con el tamafo tumoral y la
presencia/ausencia de afectacion ganglionar'2. Recien-
temente, se han propuesto otros factores biolégicos no
solo por su significado pronéstico sino también por su
valor predictivo, el cual puede repercutir en un beneficio
terapéutico.

El proto-oncogén c-erbB-2/HER-2 (HER2) se localiza
en el cromosoma 17g12-21.32, y se ha comprobado
que codifica para una glicoproteina transmembrana de
185 KDa (p185"ER?) perteneciente a una subfamilia de
proteinas receptoras de factores de crecimiento con ac-
tividad tirosina quinasa (receptores tipo 1)3. Estas pro-
teinas juegan un papel crucial en la mediacion de la
proliferacién y diferenciacion de las células normales*.
Ademas de HERZ2, los receptores tipo 1 comprenden al
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
c-erbB-3 (HERS), y c-erbB-4 (HER4). Todos estos re-
ceptores presentan la misma estructura basica: un
dominio extracelular de unién al ligando, un dominio
transmembrana y un intracitoplasmatico con actividad
tirosina quinasa que es activado por la unién del ligan-
do*. La hiperexpresiéon de HER2 conlleva la dimeriza-
cién del receptor, la activacion de la funcién tirosina qui-
nasa, la autofosforilacion del receptor, y la activacion
subsecuente de sustratos con actividad quinasa impli-
cados en los mecanismos de transduccion de sefales,
los cuales afectan eventualmente la trasncripcion nu-
clear de los genes implicados en la progresién del ciclo
celular®.

Se ha descrito que el oncogén HER2 se encuentra
frecuentemente alterado en los carcinomas humanos®.
En el cancer de mama en particular, la hiperexpresion
del gen HER2 se ha descrito entre un 10 % a un 34 % de
las muestras, de las cuales, aproximadamente de entre
90 % a un 95 %, la hiperexpresién es consecuencia di-
recta de la amplificacion génica®®. Tras el trabajo origi-
nal de Slamon y colaboradores® en 1987, muchos in-
vestigadores han considerado el potencial pronéstico
del estatus de HER2, en el sentido de que aquellas neo-
plasias con hiperexpresion/amplificacion de HER2 estan
asociadas con una peor evolucién clinica’®. Mas intere-
santemente, los analisis retrospectivos de ensayos clini-
cos indican que esta alteracién puede ser indicadora de
respuesta a ciertos tipos de quimioterapia”®" y trata-
miento endocrino”*'2, Sin embargo, las conclusiones fi-
nales permanecen por esclarecer. Por otra parte, estu-

dios en fase preclinica han mostrado que el uso de an-
ticuerpos monoclonales dirigidos contra HER2 son ca-
paces de inhibir tanto la proliferacion in vitro de las cé-
lulas que hiperexpresan HER2 como el crecimiento in
vivo de cancer de mama humano xenotransplantado en
ratones atimicos®'3. Estos hallazgos han abierto una
nueva aproximacion en la terapia con anticuerpos mo-
noclonales contra HER2 en el cancer de mama con Her-
ceptin® (trastuzumab), que ha mostrado ser activa en el
tratamiento de pacientes con cancer de mama metasta-
tico que expresan HER2 y en los que el tratamiento qui-
miterapico previo ha fracasado®'. Asi pues, el uso 6pti-
mo de este tipo de terapia requiere la determinacion
adecuada del estatus del gen HER2, debido a que has-
ta la fecha, la presencia de esta alteracién es el Unico
criterio para el tratamiento con trastuzumab. En este
contexto, existe una demanda clinica creciente del ana-
lisis del estatus del oncogén HERZ2 sobre canceres de
mama actuales o archivados ya que éste proporciona
una valiosa informacién desde el punto de vista pronds-
tico, predictivo y terapéutico. Por lo tanto, el desarrollo
de un test sensible y reproductible para la determinacion
del estatus de HER2 en muestras de cancer de mama
es de gran importancia para optimizar el tratamiento de
estas pacientes. En la actualidad existen disponibles
una gran variedad de métodos para la determinacién del
estaus de HER2 sobre tejidos fijados e incluidos en pa-
rafina, como son la determinacién inmunohistoquimica
de la expresion proteica, o la determinacién de la ampli-
ficacion génica mediante hibridacién fluorescente in situ
(FISH) o PCR diferencial (dPCR)'®>'”. Recientemente,
el Colegio de Patélogos Americanos ha establecido una
serie de recomendaciones en relacion con el testado del
estatus de HER2 en las pacientes con céancer de
mama's, sin embargo, todavia persiste una algida con-
troversia con relacién a la manera en la que se deberia
realizar este test>'’.

El objetivo del presente estudio es determinar el es-
tatus del oncogén HER2 a nivel de expresién inmu-
nohistoquimica (IHQ), utilizando el anticuerpo monoclo-
nal CB11 y el kit HercepTest de DAKO Corp., asi como
el grado de amplificacién génica mediante FISH y PCR
diferencial (dPCR). Para ello se ha estudiado una co-
horte de 102 casos de cancer de mama invasivo selec-
cionados al azar, y se han comparado de las diversas
metodologias con el grado histolégico y elegir asi la me-
todologia mas adecuada para asegurar el estatus de
HER2, a la vez que confirmar los estudios previos cuan-
do emplean las mismas metodologias.
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MATERIAL Y METODOS

Para este estudio retrospectivo, se han seleccionado
al azar 102 bloques de parafina de cancer de mama in-
vasivo recogidos entre 1982 y 1993 en el Instituto Va-
lenciano de Oncologia. Los tumores de mama se gra-
duaron a partir de secciones tefidas con H&E de
acuerdo al score modificado de Bloom y Richardson'2.

Inmunohistoquimica

La hiperexpresion de la proteina HER2 se ha eva-
luado inmunohistoquimicamente utilizando un anti-
cuerpo monoclonal dirigido contra el domino interno de
la proteina, el clon NCL-CB11® (dilucién 1:50; Novocas-
tra Laboratories, Newcastle upon Tyne, England). Bre-
vemente, se cortaron secciones de 4 pm sobre porta-
objetos tratados con poli-Lisina a partir de bloques de
tejido fijado e incluido en parafina. Tras desparafinar el
tejido, se procedi6 a la inhibicion de la peroxidasa en-
dogena con una solucién de peroxido de hidrogeno al
3 % durante 30 min. Seguidamente, se potencié la in-
munoreactividad con un tratamiento de desenmasca-
ramiento antigénico mediante calor en microondas
(700 W) en tampon citrato sédico 10 mM, pH 7 duran-
te 10 min, seguido de un enfriamiento de 20 minutos a
temperatura ambiente. Para evitar las uniones inespe-
cificas, las secciones se bloquearon con una solucion
al 20 % de suero de caballo en tampon fosfato salino
(PBS) para posteriormente ser incubadas con el anti-
cuerpo primario durante una hora a temperatura am-
biente. A continuacion, las preparaciones se lavan dos
veces en PBS y se someten al desarrollo de color uti-
lizando DAB (0,05 % 3’3’ diamino-benzidina en agua
oxigenada al 0,1 %). El control negativo se preparé
sustituyendo el anticuerpo primario por PBS. Los por-
taobjetos se contratifieron con hematoxilina de Meyer,
se deshidrataron y se montaron para su posterior inter-
pretacion.

También se evalué la hiperexpresién de HER2 em-
pleando para ello el kit HercepTest (Dako Corp., Car-
pinteria, CA) siguiendo el protocolo propuesto por los
proveedores y que acomparnia al kit.

Hibridacion fluorescente in situ (FISH)
La hibridacién fluorescente in situ (FISH) se llevé a

cabo sobre secciones de tejido fijado en formol e inclui-
do en parafina empleando una sonda de ADN especifica
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del gen HER2/neu (Oncor Inc.) con una sonda «-satéli-
te centromérica para controlar el grado de aneuploidia
del cromosoma 17 (D17Z1, Oncor Inc.), en el que se en-
cuentra localizado el gen HER2.

Se lleva a cabo una desparafinizacion de las seccio-
nes de 5 wm en una placa calefactora (56 °C) durante
30 min, seguido de tres lavados de 10 minutos cada
uno con xilol y dos lavados de 5 minutos cada uno con
metanol. Tras una primera incubacién de entre 3-15 mi-
nutos en una solucién 1M de tiocianato sédico en pla-
ca calefactora a 80 °C, fue necesaria una digestion en-
zimatica con Proteinasa K 0.2 % (Sigma), o con Pepsina
(4mg/ml en HCI 0.2N) (Sigma) a 37 °C durante 5-30 mi-
nutos. Previo a la desnaturalizacion simultanea de son-
das y del ADN nuclear, las preparaciones se lavaron y
se sometieron a una serie de soluciones alcohdlicas cre-
cientes para su deshidratacion. Para la unién de la son-
da con el ADN problema, la preparacion se incuba en
una placa calefactora estable a 78-80 °C durante 10 mi-
nutos, seguida de una incubacién a 37 °C en camara
huimeda durante toda la noche. Los portaobjetos se la-
varon a 42 °C durante 15 minutos en una solucién al
50 % de formamida/2XSSC, seguidos de dos lavados
en 2XSSC durante 7 minutos cada uno. Las secuen-
cias biotiniladas se detectaron y amplificaron con avidi-
nay un anticuerpo antiavidina conjugado con fluores-
ceina (Oncor). Por el contrario, las sondas marcadas
con digoxigenina, se detectaron y amplificaron con un
anticuerpo antidigoxigenina y uno secundario conjugado
con rodamina (Oncor). Finalmente, las secciones se
contratifieron con DAPI y se visualizaron utilizando un
microscopio Zeiss Axioplan 2 con los filtros adecuados
(Jena, Alemania). Las imagenes se capturaron emplean-
do una camara de video (IMAC_CCD S30) acoplada a
un ordenador personal con el software ISIS 2.85 de Me-
taSystem (Althlusseim, Alemania). El nUmero de sefia-
les se analiz6 en al menos 500 nucleos.

PCR diferencial

El ADN se aislé a partir de 3-5 secciones de 5 pm de
tejido incluido en parafina. Tras la desparafinizacion, el
tejido se resuspendié en < 500 pl de una solucién de li-
sis (SDS 0.5 %, Proteinasa K 0,5 mg/ml, Tris HCI 10mM
pH 8, NaCl 0.15M, y EDTA 5mM) y se incub6 durante
toda la noche a 55 °C. La purificacién del ADN se llevé a
cabo mediante la extraccion con fenol/cloroformo/alco-
hol isoamilico (25:24:1), precipitacion con etanol y di-
suelto en 10-35 ul de agua ultra pura. Para la reaccién
de dPCR se tom6 1 pl del ADN purificado.
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Cada uno de los casos estudiados se analizé con dos
reacciones de co-amplificaciéon. En una de estas reac-
ciones, se amplifica un fragmento de 180-pares de ba-
ses (pb) del gen HER2 y uno fragmento de 119-pb co-
rrespondiente al gen interferon-g (INFB); en la otra
reaccion se amplifica un fragmento de 98-pb del gen
HER2 y uno de 150-pb del gen interferén y (INFy). Las
secuencias de los cebadores utilizados han sido descri-
tas anteriormente®2!.

Cada reaccion de PCR consta de 25 pl los cuales
contienen 1 pl de ADN purificado, KCI 50mM, Tris HCI
10mM pH 8,3, MgCl, 2.5mM para los cebadores INF@ y
NEU180 (PE-Applied Biosystem, UK), y MgCl, 2mM
para los cebadores INFy y NEU98, 0.2mM de cada
dNTP, 0,2 uM para los cebadores de los genes del INF,
0,4 My 0,15 pM para los cebadores NEU180 y NEU98
respectivamente, y 0,6 U de AmpliTaq Gold (Perkin EI-
mer, Norwalk, CT, USA). La reaccién de amplificacién se
realiz6 en un termociclador modelo 9600 de Perkin EI-
mer (PE, Norwalk, CT, USA), consistiendo en un paso
inicial de desnaturalizacion a 94 °C durante 10 minutos,
seguido de 35 ciclos de amplificacién a 94 °C 1.5 minu-
tos, 56 °C 1,5 minutos y 72 °C 1,5 minutos, finalizando
con un paso de extensién a 72 °C durante 10 minutos.
Los productos de PCR obtenidos se visualizan tras rea-
lizar una electroforesis en un gel de agarosa al 2% que
contiene bromuro de etidio y se fotografian. La amplifi-
cacion del gen HER2 se obtiene comparando la intensi-
dad relativa de las dos bandas obtenidas de cada una
de las muestras tras un andlisis de imagenes (1D Image
Andlisis Software, Eastman Kodak, Rochester, NY,
USA). Asi pues, los tumores que exhiben un incremen-
to = 2 en el numero relativo de copias al control de ADN
no amplificado se consideran como amplificados.

Analisis estadistico

Para llevar a cabo el andlisis estadistico de la amplifi-
cacion y la hiperexpresion de HER2 empleamos varia-
bles binarias que reflejan el estatus de positividad de las
determinaciones (si o no). Para obtener el grado de aso-
ciacién entre la hiperexpresion y la amplificacion de
HER2 se emple6 el test del x2 de homogeneidad. La
asociacion con los parametros histoldgicos, todos cate-
goricos, también se obtuvo con el test x2 de homoge-
neidad, o para una tendencia lineal para variables ordi-
nales. El nivel requerido para alcanzar la significacion
estadistica se estableci6 en el 5%.

La técnica del FISH se emple6 como estandar de re-
ferencia, es decir, los casos positivos por este método

se consideraron como verdaderos positivos, y los ca-
so0s negativos como verdaderos negativos y se calcula-
ron la especificidad y la sensibilidad parala IHQy la
dPCR. Todos los test empleados estan incluidos en el
paquete estadistico SPSS (version 10.0).

RESULTADOS
Caracteristicas de los pacientes

La edad media de las pacientes incluidas en este es-
tudio fue de 51 afos (rango, 28-75 anos). Desde el pun-
to de vista diagndstico los tumores se distribuyeron en
los siguientes tipos histologicos: 94 carcinomas ductales
infiltrantes, 4 carcinomas lobulillares infiltrantes, 2 carci-
nomas invasivos con caracteristicas ductales y lobuli-
llares, un carcinoma mucinoso (coloide) y un carcinoma
papilar invasor. El grado histolégico se llevo a cabo uti-
lizando la modificacion del sistema de gradacién Blo-
om-Richardson de Ellston y Ellis2. Treinta y uno de los
carcinomas analizados fueron de grado | (30.4 %), 44 de
grado Il (43.1%) y 27 de grado lll (26.5%).

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica con el anticuerpo monoclo-
nal CB11 identifica tres grupos de tumores. Grupo A
(n =29, 28,4 %), constituido por tumores sin tincion de
membrana, con tincion de membrana completa en me-
nos del 10 % de las células, o tincion membranosa débil
incompleta en mas del 10 % de las células; grupo B
(n =54, 52,9 %), tumores con una tincion membranosa
moderada con o sin tincién citoplasmatica dominante
(fig. 1A); y grupo C (n =19; 18,6 %), tumores con una
tincion membranosa de débil a intensa, completa en
mas del 10 % de las células tumorales (fig. 1B). Se ob-
serva una fuerte correlacion entre la hiperexpresién de
HER2 y el grado histol6gico, observandose que el 46 %
de los tumores con un grado histolégico Ill pertenecen al
grupo inmunohistoquimico C (tabla 1).

En el caso del procedimiento del HercepTest adopta-
mos el criterio propuesto en la guia de los proveedores
y encontramos que 83 de los 102 casos (81,4 %) perte-
necian al grupo catalogado como negativo (score 0y
14). Los scores 2+ y 3+ se consideraron como el grupo
positivo, haciendo en conjunto una incidencia del 18,6 %
de tumores que hiperexpresan la proteina HER2. Como
ocurre con el clon CB11, observamos una asociacion di-
recta con el grado histolégico, aunque la incidencia de

Rev Senologia y Patol Mam 2003;16(3):80-9 83



Lépez-Guerrero JA, et al. Estatus del oncogén HER2 en cancer de mama invasivo

Fig. 1. Determinacion del estatus del gen c-erbB-2/HER2 sobre secciones de cancer de mama invasivo. A) tincién inmunohisto-
quimica con el clon CB11 mostrando una tincién membranosa moderada y citoplasmatica intensa (Grupo B, dudosa positividad). B)
tinciéon inmunohistoquimica con el clon CB11 mostrando una intensa y completa tincién de membrana para HER2 (Grupo C). C y
D) tincion inmunohistoquimica con HercepTest de los mismos casos observandose ausencia de tincién (score 0) e intensa hiper-
expresiéon de membrana (store 3+). E y F, muestra una representacion del analisis llevado a cabo por FISH con la sondas
c-erbB-2 B.5/TRICT y D17Z DG.5/FITC, mostrando un caso no amplificado (3:3) y otro amplificado (2:dmin) respectivamente.

los casos positivos en el grado Il es inferior que el ob-
servado con CB11 (tabla 1).

Se observa una asociacion directa entre las técnicas
inmunohistoquimicas en la determinacion de la hipe-
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rexpresién de HER2 (tabla 2). Sin embargo, el procedi-
miento HercepTest falla en la deteccion de expresion
en 48 casos del grupo By en 6 casos del grupo C cuan-
do se analizan con el clon CB11. Estas discrepancias
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son mayores en el grupo B, en el cual tnicamente 6 de
54 casos (11 %) exhiben hiperexpresion de HER2 con
HercepTest (score 2+). Este grupo esta constituido por
aquellos tumores con una intensa tincion citoplasmati-
ca sin una definicion membranosa clara, lo que hace
que la interpretacion en estas casos sea especialmente
dudosa (fig. 1A).

Amplificacion génica

El grado de amplificacion génica sobre tejido fijado e
incluido en parafina se determin6 mediante FISH y
dPCR. En cuanto al andlisis por FISH, y tomando la re-
lacién de més de dos sefiales oncogénicas por centd-
mero del cromosoma 17 como definicion de amplifica-
cién, encontramos que el 30.4 % de los casos muestran
amplificacién génica de HER2 (figs. 1E-F). De los 31 ca-
sos amplificados, 29 correspondian a carcinomas duc-
tales infiltrantes, uno a un carcinoma invasivo con ca-
racteristicas ductales y lobulillares y otro caso de un
carcinoma lobulillar infiltrante. Aunque observamos una
asociacion directa entre el FISH y el grado histoldgico,
ésta no alcanza la significacién estadistica, a diferencia
de lo que sucede con la IHQ (tabla 1). Por otra parte, en
el caso de la dPCR y a partir del mismo extracto de DNA,
las muestras se analizaron en dos ensayos de PCR in-
dependientes, cada uno con cebadores diferentes
(fig. 2). Observamos un 100 % de reproductibilidad entre
ensayos y encontramos amplificacion del gen HER2 en
14 carcinomas (13,7 %), todos ellos del tipo ductal infil-
trante. Como en el caso de la IHQ, se muestra una aso-
ciacién directa entre los casos amplificados y el grado
histol6gico, con una mayor incidencia de casos con am-
plificacion de HER2 en los tumores de grado Il (tabla 1).

Se observa una correlacion directamente proporcional
entre los procedimientos de FISH y dPCR (x2 = 36.337;
p < 0,001) con una concordancia entre los casos positi-
vos y negativos de un 83 %, de modo que todos los ca-
sos en los que se ha detectado amplificacion por dPCR
también han sido identificados por FISH.

Asociacion entre la hiperexpresion
y la amplificacion génica

En las 102 muestras tumorales analizadas, detecta-
mMos una asociacién altamente significativa entre la hi-
perexpresién y la amplificacion de HER2, determinada
tanto por FISH como por dPCR (tabla 3). Las concor-
dancias entre resultados positivos y negativos, entre

TABLA 1
ESTATUS DE HER2/C-ERBB-2 VS GRADO HISTOLOGICO

Grado histolégico (%) Estadistica
Estatus HER2

| Il ] X2 p
IHC
CcB11
Grupo A 12(39) 14(33) 3(11) 17.179 < 0,001
Grupo B 19 (61) 23 (53) 12 (43)
Grupo C 23 (53) 13 (46)
HercepTest
Negativo 30(97) 35(81) 18(64) 10.132 < 0,001
Positivo 1(3) 8(19) 10 (36)
FISH
No amplificado 25 (81) 28 (67) (61) 2.770 0,096
Amplificado 6(19) 14 (33) 11 (39)
dPCR

No amplificado 31 (100) 39 (87) 19 (68) 12.573 < 0,001
Amplificado

TABLA 2

ASOCIACION ENTRE LA INMUNOHISTOQUIMICA
CON CB11 Y HERCEPTEST

HercepTest (%) Estadistica
Negativo Positivo X2 p
CB11
Grupo A 29 (35)
Grupo B 48 (58) 6 (32) 30.691 < 0,001
Grupo C 6 (7) 13 (68)
Total 83 19
o ME S rAa A O rR A ma O

IMFy (120 by} 200 be
HERS {3l 130 by
HERZ [ 18Chp) 250 be
INFH (!t Hbp) 1900 be

Fig. 2. PCR diferencial para la deteccién de la amplificacién
de c-erbB-2/HER2. na, no amplificado; A, amplificado; MWM,
marcador de pesos moleculares.

los diferentes procedimientos empleados muestran los
siguientes porcentajes. Cuando consideramos el grupo
B con el clon CB11 como casos positivos junto con el
grupo C, observamos unas concordancias del 41 % y
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TABLA 3

ASOCIACION ENTRE LA HIPEREXPRESION
Y LA AMPLIFICACION GENICA DE HER2

FISH Estadistica @ dPCR  Estadistica
IHQ NA A 2 p NA A x2 p
CB11
Grupo A 19 9 7735 0,005 29 36.737 < 0,001
Grupo B 47 7 53 1
Grupo C 4 15 6 13
HercepTest
Negativo 65 17 20.132 <0,001 83 70.193 < 0,001
Positivo 5 14 5 14

NA, no amplificado; A, amplificado.

TABLA 4

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
DE LOS PROCEDIMIENTOS EMPLEADOS

Sensibilidad  Especificidad PFP  PFN
(%) (%) (%) (%)

CB11 71 27 73 29
CB11* 48,4 94,3 57 516
HercepTest 45,2 92,9 71 54,8
dPCR 45,2 100 0 54,8

*Considerando solo el grupo C como el de tumores que hiperexpresan HER2.
PFP: Probabilidad de Falsos Positivos; PFN: Probabilidad de Falsos Ne-
gativos.

del 42% con los procedimientos del FISH y dPCR res-
pectivamente. Sin embargo, se alcanza una mayor con-
cordancia cuando Unicamente consideramos el grupo
C como verdaderamente positivos, siendo las concor-
dancias en este caso del 80 % con el FISH y del 93 %
con la dPCR. En el caso del analisis llevado a cabo con
el sistema HercepTest, las concordancias encontradas
fueron del 78 % y 95 % con los procedimientos de FISH
y dPCR respectivamente.

La tabla 4 muestra el grado de sensibilidad, especifi-
cidad y las probabilidades de encontrar un resultado
falso positivo o falso negativo con las diferentes meto-
dologias empleadas, cuando consideramos el FISH
como la técnica estandar “ideal”. Es decir, los casos am-
plificados con este procedimiento se consideran como
verdaderos positivos y los no amplificados como verda-
deros negativos. Estos resultados, junto con los obteni-
dos tras el andlisis de concordancia, muestran que el
ensayo con el clon CB11 sélo es valido cuando se toma
como score + el grupo C, y que los métodos de Hercep-
Test y dPCR constituyen técnicas similares para la de-
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terminacion del estatus de HER2 en tejido fijado e in-
cluido en parafina, aunque la probabilidad de encontrar
resultados falsos negativos todavia es alta.

DISCUSION

La demanda oncolégica de un procedimiento para la
determinacion del estaus del oncogén HER2 se ha in-
crementado considerablemente durante los ultimos
afos, y con ella la necesidad de estandarizacion de los
resultados obtenidos, de modo que puedan ser compa-
rables entre diferentes laboratorios??24. Aunque el nu-
mero de procedimientos para la determinacién del esta-
tus de HER2 es elevado, no se ha encontrado una
concordancia definitiva entre éstos. Actualmente, la
FDA (Food and Drug Administration) ha aprobado 4 en-
sayos comercialmente disponibles para la determina-
cion del estatus de HER2 en las muestras de cancer de
mama (HercepTest, DAKO y CB11 Ventana Medical
Systems para inmunohistoquimica; Vysis y Oncor para
FISH)'6. Ademas, el Colegio Americano de Patélogos ha
propuesto una serie de recomendaciones en relacion al
testado de los pacientes con cancer de mama'@.

Con el objeto de ganar experiencia personal en el
campo creciente del cAncer de mama, en el que la his-
topatologia esta llamada a jugar un papel fundamental,
hemos llevado a cabo un andlisis comparativo entre dis-
tintas metodologias disponibles, revisando alrededor
de 100 casos de cancer de mama fijados e incluidos en
parafina y tomados al azar y las hemos analizado con
4 procedimientos técnicos. Para llevar a cabo este ob-
jetivo hemos empleado dos anticuerpos con la inmu-
nohistoquimica convencional (CB11 de Novocastra 'y
HercepTest de Dako) y los resultados los hemos com-
parado con los obtenidos por FISH (Oncor) y dPCR. Se
ha descrito que la hiperexpresién de la proteina
HER2 se ha correlacionado con estadios avanzados del
tumor”'225 peor evolucién clinica’®2?%%” y una mejor res-
puesta a la terapia con antiestrogenos y antracicli-
nas”'%1228 asi como con el anticuerpo monoclonal, tras-
tuzumab (Herceptin, Genetech, Inc, CA) que actua
directamente frente a la proteina HER2/neu®'. Todas
estas posibilidades pronésticas y terapéuticas subra-
yan la necesidad de un test valido para la determinacion
de HER2 en el laboratorio de histopatologia.

Aunque la sensibilidad, especificidad y disponibilidad
de los tests para la determinacién de HER2 han mejo-
rado considerablemente, todavia existe una falta de es-
tandarizacién metodoldgica especialmente cuando el
procedimiento empleado es la inmunohistoquimica®. La
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introduccidn del kit inmunohistoquimico HercepTest de
Dako representa un paso hacia la estandarizacion de la
tincion inmunohistoquimica en relacién al tumor prima-
rio, y a los sistemas tanto de desenmascarado antigé-
nico como de deteccién. Sin embargo, a pesar de este
esfuerzo, los problemas persisten a la hora de la inter-
pretacion y valoracion de los resultados. La determina-
cion de la expresién de HER2 mediante el kit HercepTest
se lleva a cabo sobre tejidos fijados con un protocolo
definido, sin embargo, en el presente estudio, las dife-
rencias en cuanto la fijacién de las muestras no se ha po-
dido controlar debido a la naturaleza retrospectiva del
mismo, y podria explicar, al menos en parte, algunas de
las variaciones observadas en el grado de expresion,
que pudrian haber afectado al anticuerpo CB11.

Otra critica en cuanto al andlisis inmunohistoquimico
tiene que ver con la variabilidad interobservador, princi-
palmente en los niveles intermedios de expresién pro-
teica (store 2+)%. Con el objeto de salvar esta limitacion,
se han empleado sistemas de analisis de imagen asisti-
dos por ordenador para cuantificar la hiperexpresion de
HER23'%2, Sin embargo, mientras los resultados cuanti-
tativos proporcionan ventajas en la interpretacién de los
resultados inmunohistoquimicos, existen una serie de li-
mitaciones que limitan la implantacion de esta tecnolo-
gia a la rutina histopatolégica®'’.

Basicamente, se ha establecido que el FISH es el
procedimiento que ofrece una mayor especificidad y
sensibilidad para la deteccién de la amplificacion géni-
ca. Ademas, los resultados que se han ido publicando
estos Ultimos afios encuentran una estrecha relacion
entre los resultados con FISH con el pronéstico y con la
respuesta a la terapia (trastuzumab), lo que le ha mere-
cido la consideracion de “estandar de oro™. Basando-
nos en estas consideraciones, hemos llevado a cabo
este procedimiento sobre nuestro material y hemos con-
siderado un cociente mayor de dos sefales génicas/por
centromero del cromosoma 17 para definir la amplifica-
cion actual. De este modo, hemos encontrado que el
30.4 % de los casos presentaban amplificacion del on-
cogén HER2. Estos resultados son similares a los reco-
gidos por otros autores en la bibliografia®*3. Parece ser,
que la molécula de ADN, diana para las sondas emplea-
das para el FISH, es menos afectada por las variaciones
en cuanto a la fijacion del tejido y el procesado de las
muestras en relacién con lo que le sucede a las protei-
nas cuando se detectan a nivel inmunohistoquimico. Sin
embargo, este Ultimo procedimiento es capaz de detec-
tar niveles de expresion de HER2 sobre la superficie de
las membranas celulares, sobre las que drogas como
el trastuzumab van a actuar especificamente.

El procedimiento de dPCR llevado a cabo en este es-
tudio ha sido menos sensible que el FISH para la deter-
minacién de la amplificacién génica. Hemos observado
una alta correlacién entre ambos procedimientos con
una concordancia del 83 % tanto para los resultados
positivos como para los negativos. Ademas, el 100 % de
los casos en los que se ha demostrado amplificacion
con dPCR también lo han sido por FISH. O’Malley et al®*
han encontrado resultados similares.

El uso de estas dos tecnologias en los laboratorios de
histopatologia representa una limitacion importante, no
solo desde el punto de vista técnico, por lo laborioso,
sino también econdémico cuando lo comparamos con el
procedimiento inmunohistoquimico®'”. Sin lugar a duda,
estas razones son las que hacen que la inmunohisto-
quimica sea considerada como el procedimiento estan-
dar en los laboratorios de histopatologia, limitando el
uso del FISH a los casos de dificil interpretacion (store
2+). Asi pues, la posicidon mas objetiva en este contexto
parece ser el uso de métodos de testado para la estan-
darizacién inmunohistoquimica con el propésito de ofre-
cer los resultados de la forma mas objetiva posible. La
mayoria de las investigaciones en este campo estan di-
rigidas hacia este sentido's16:%,

Los resultados que aqui se ofrecen con el empleo de
dos anticuerpos diferentes para la determinacién de la
hiperexpresion de HER2 (CB11 y HercepTest) han con-
firmado estas observaciones. En los 102 casos evalua-
dos en este estudio y tras una interpretacion de positivi-
dad similar y una evaluacion independiente por dos
patélogos expertos, hemos encontrado una asociacién
directa estadisticamente significativa entre ambos pro-
cedimientos inmunohistoquimcos. La principal fuente
de problemas radicaba en la interpretacion de la tincion
inmunohistoquimica en aquellos casos con una tincion
citoplasmatica intensa en combinacién con una tincién
membranosa en el que los limites de una tincién positiva
resultaban dudosos. Este hallazgo se observé con una
mayor frecuencia con el empleo del anticuerpo mono-
clonal CB11 (especialmente en el grupo B), resultando
en una especificidad mas baja que para el caso del Her-
cepTest (ver tabla 2). Este problema también ha sido
descrita por otros investigadores que han empleado an-
ticuerpos similares al clon CB1117:2331.37_ Dadas las difi-
cultades de interpretaciéon que ha suscitado el clon
CB11 (grupo B), y habiéndose demostrado que consi-
derando solo el grupo C como casos realmente positivos
para la hiperexpresion del gen HER-2 se obtiene una es-
pecificidad y sensibilidad muy similar a la del Hercep-
Test, pensamos que es mas recomendable el empleo de
este Ultimo para la determinacion del estatus de HER-2.
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El objetivo de esta investigacién ha estado principal-
mente orientado hacia el estudio de diferentes procedi-
mientos para ser aplicados en la deteccién de la hipe-
rexpresién de HER2 y no en el establecimiento de
comparaciones anatomoclinicas con el estadio clinico o
evolucioén clinica de los pacientes analizados. Sin em-
bargo, hemos confirmado publicaciones previas”'22 al
demostrar la concordancia del grado histoldgico del tu-
mor con la deteccién de la hiperexpresién/amplificacién
tanto por inmunohistoquimica como por FISH tal y como
lo muestra la tabla 1. Estos hallazgos potencian el valor
de la deteccién inmunohistoquimica de la hiperexpre-
siébn de HER2 como expresion de una mayor agresivi-
dad de aquellos carcinomas que hiperexpresan esta
proteina. Paradéjicamente, Unicamente la amplificacién
detectada por FISH no se asocia estadisticamente con
el grado histoldgico, si bien lo que se observa es una
acusada tendencia. Con el objeto de confirmar si estos
resultados puedan tener un significado clinico deberian
realizarse un mayor nimero de muestras.

Como conclusién final, los presentes resultados estan
de acuerdo con la propuesta ofrecida por Schnitt y Ja-
cobs®'” a modo de guia para la aproximacién técnica
en la determinacion del estatus del oncogén HER2. En
ésta se propone que probablemente la inmunohistoqui-
mica (preferiblemente empleando HercepTest) seria el
Unico procedimiento llevado a cabo de forma rutinaria,
siendo validada por el FISH especialmente en aquellos
casos de dificil interpretacion (store 2+).

Este es el procedimiento que se deberia seguir hasta
que se divise un nuevo test que prediga mejor el pro-
néstico y la respuesta a la terapia dirigida contra
HER2 de aquellos pacientes con un carcinoma de
mama.
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RESUMEN

La demanda clinica del estatus del oncogén HER-2/-
c-erbB-2 (HER2) en las muestras de cancer de mama se
ha incrementado considerablemente debido a que este
marcador proporciona una valiosa informacion prondsti-
ca, predictiva y terapéutica. En este sentido, se dispone
de una amplia variedad de métodos para la deteccién del
estatus de HER2, aunque hasta la fecha no existe un test
lo suficientemente reproducible y sensible. Con el objeto
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de elegir el procedimiento mas adecuado para la deter-
minacion del estatus del oncogén HER2, hemos anali-
zado un total de 102 canceres de mama invasivo para el
estudio de la hiperexpresion proteica mediante inmu-
nohistoquimica (IHQ), con el anticuerpo monoclonal
CB11 y el kit HercepTest, y para la determinacién de la
amplificacion génica mediante hibridacion fluorescente in
situ (FISH) y PCR diferencial (dPCR). La hiperexpresién
de HER2, determinada con el clon CB11 (grupo C) y el kit
HercepTest (score 2+ y 3+), se observd en 19 muestras
(18,6 %) mientras que la amplificacion génica se detect6
en 31 (30,4 %) y 14 (13,7 %) de los casos mediante FISH
y dPCR respectivamente, correspondiendo la mayoria de
los casos con hiperexpresién/amplificacion de HER2 a
tumores de alto grado. Hemos encontrado concordancias
del 78-80 % y 93-95 % entre la IHQ vs FISH e IHQ vs
dPCR respectivamente. Considerando la técnica del
FISH como el estandar de referencia, encontramos una
sensibilidad y especificidad del 48,4 % y 94,3 % para el
anticuerpo CB11, del 45,2 % y 92,9 % para el HercepTest,
y del 45,2%y 100 % para la dPCR. Por tanto, y de acuer-
do a la sensibilidad, especificidad y el alto grado de con-
cordancia entre la IHQ y la dPCR, sugerimos el uso de la
IHQ, especialmente con el kit HercepTest, para la deter-
minacién del estatus del oncogén HER2. Sin embargo, y
debido a que la sensibilidad de la IHQ es inferior a la del
FISH, sugerimos llevar a cabo este ultimo procedimiento
en aquellos casos en los que los resultados de la IHQ no
son definitivos para su evaluacion clinica.
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