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El oncogén HER2?/neu es un determinante biolégico
predictivo esencial en el cancer de mama por su pa-
pel como diana terapéutica del trastuzumab. No obs-
tante, no se ha llegado atin a consensuar un método
de referencia para su estudio. En este trabajo, hemos
aplicado y comparado, sobre 222 carcinomas de ma-
ma recopilados prospectivamente, los dos ensayos
de uso mas frecuente para determinar el estado de
HER2?/neu: inmunohistoquimica para expresion de
la proteina p185 empleando dos anticuerpos mono-
clonales (CB11 y TAB250) e hibridacion in situ fluo-
rescente (FISH), utilizando secciones de tejido in-
cluido en parafina. Los resultados demuestran
mayor sensibilidad y especificidad con CB11 (62,5%
Yy 93,4% respectivamente) que con TAB250 (40% y
76,4% respectivamente). El estudio inmunohistoqui-
mico con CB11 es adecuado como prueba inicial pa-
ra predecir el estado del gen, proporciona un alto va-
lor predictivo negativo (95,5%) en los casos de
expresion débil o nula y positivo (96,2%) en los tu-
mores con sobreexpresion. Si la expresion inmu-
nohistoquimica es moderada debe considerarse no
concluyente y es indispensable el estudio de FISH.
También es recomendable aplicar FISH si hay dis-
cordancia entre la expresion de p185 y el perfil mor-
fologico y/o molecular tumoral. Finalmente, aunque
la tasa de falsos positivos producidos por estudios
inmunohistoquimicos es inferior al 5%, debido a la
toxicidad y coste de la terapia con trastuzumab es
razonable considerar el empleo sistematico de FISH
antes de indicar el tratamiento. En base a nuestros
resultados proponemos un protocolo para el estudio
molecular de HER2/neu.
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Molecular protocol for HER2/neu analysis
in breast carcinoma

The HER2/neu proto-oncogene is frequently over-ex-
pressed in breast cancer and serves as a biological tar-
get for trastuzumab therapy. However, there is no con-
sensus regarding the technical aspects to be used to
define HER2/neu status in clinical practice. The present
study was conducted to address this critical issue by
prospectively analysing a large cohort of breast cancer
patients (n=222) and using a variety of methods. To
define HER2/neu expression, detection of its encoded
protein (p185) was performed by comparative immu-
nohistochemical (IHC) analysis using two mouse mo-
noclonal antibodies (mAb CB11 and mAb TAB250). To
assess HER2/neu gene amplification, fluorescent in situ
hybridisation (FISH) assays with gene-specific probes
were conducted. All procedures were applied to de-pa-
raffinised tissue sections of breast tumour samples. Re-
sults showed that mAb CB11 had increased sensitivity
and specificity (62.5% and 93.4%, respectively) compa-
red to mAb TAB250 (40% and 76.4%, respectively) in de-
fining HER2/neu amplification. We conclude that
HER2/neu measurement by IHC using mAb CB11 is an
appropriate strategy which provides a high negative
predictive value (95.5%) for HER2/neu amplification in
cases with low or undetectable p185 expression. Con-
versely, mAb CB11 has a high positive predictive value
(96.2%) for HER2/neu amplification in cases with p185
overexpression. However, cases with moderate p185 ex-
pression need to be considered as inconclusive. In such
cases, it is necessary to use FISH measurement to eva-
luate HER2/neu amplification. It is also advisable to
conduct FISH if there is discordance between p185 ex-
pression and the histopathology classification of the le-
sion, or molecular profile of the tumour. Finally, even
though the false positive rate of THC assay is <5%, the to-
xicity and cost of trastuzumab therapy suggest that
FISH be used systematically prior to implementation of
treatment.
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INTRODUCCION

El oncogén HER2/neu (c-erbB2), localizado en el cro-
mosoma 17q, que codifica una proteina transmembra-
na de 185 kDa (p185), forma parte de la familia de re-
ceptores tirosina quinasa que incluye al receptor del
factor de crecimiento epidérmico c-erbB1!. La sobre-
expresion o amplificacion de HER2/neu, presente en
el 10%-30% de los carcinomas infiltrantes de ma-
ma23* se asocia a una mayor agresividad biolégica
del tumor?*5 y modifica la respuesta a distintas moda-
lidades de tratamiento®*f, La proteina constituye,
ademads, la diana terapéutica del trastuzumab (Her-
ceptin®, Genentech), anticuerpo humanizado anti-
HER?2 que se emplea en estadios avanzados de la en-
fermedad con respuestas clinicas significativas™19,

La indicacion de tratamiento con trastuzumab requie-
re una seleccion previa de los pacientes candidatos a
presentar respuesta clinica. Para ello es necesario de-
sarrollar metodologia precisa para el estudio del gen
HER2/neu’*% y su producto. Se han empleado técni-
cas diversas pero, esencialmente, se ha focalizado el
interés en la comparacién entre la inmunohistoquimi-
ca (IHQ) con distintos anticuerpos monoclonales o
policlonales y las técnicas de hibridacion in situ fluo-
rescente (FISH), que estudian respectivamente la so-
breexpresion de p185 y la amplificacion del gen®!!, A
pesar de los muchos trabajos publicados en los ulti-
mos afios, no se ha logrado el consenso acerca de la
técnica de estudio de HER2/neu que debe utilizarse
para indicar el tratamiento con trastuzumab* 1214, Los
primeros ensayos clinicos seleccionaban los pacientes
candidatos al tratamiento basdndose en la sobreexpre-
sion de la proteina p185 estudiada con técnicas de
[HQ. Sin embargo, trabajos mas recientes revelan un
mayor valor predictivo adscrito a la detecciéon de am-
plificacion del gen*12,

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un protoco-
lo de estudio molecular de HER2/neu para orientar la
terapia con trastuzumab. Para ello, nos basamos en la
experiencia sobre una serie de carcinomas de mama
recopilados de forma prospectiva, integrando ambas
técnicas, IHQ y FISH.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y muestras

Entre marzo de 2000 y septiembre de 2003, se recopi-
laron prospectivamente muestras tumorales de 234
pacientes tratados quirurgicamente por carcinoma de
mama en distintas dreas del estado espafiol. La mues-
tra inicial constaba de 262 piezas quirtrgicas o biop-

sias de carcinoma fijadas en formol e incluidas en pa-
rafina. Cuarenta de estas muestras (15%) se excluye-
ron por resultar no valorables al aplicar las técnicas
estudiadas, debido al procesamiento inadecuado de
los tejidos, incluida la fijacion sub6ptima. En la serie
final se incluyeron 222 muestras (216 tumores prima-
rios y 6 recidivas/metastasis). De éstas, 147 especime-
nes (66%), técnicamente procesados en nuestro labo-
ratorio de forma rutinaria fijando los tejidos en
solucion de formalina neutra al 10% estabilizada,
constituyen un grupo homogéneo (grupo A). Las 75
muestras restantes (34%) procedian de otros laborato-
rios, ignorandose los detalles sobre las condiciones de
fijacion y procesado tisular empleadas y se consideran
un grupo heterogéneo (grupo B). Tras el estudio histo-
patologico, 204 casos fueron diagnosticados de carci-
noma ductal infiltrante, 14 casos de carcinoma lobuli-
llar infiltrante y 4 casos de carcinoma coloide. En
términos demograficos, la serie consté de 210 pacien-
tes, 209 mujeres y un varon, con edad promedio de
59+12,4 afios (rango 30-97 aiios).

Anticuerpos para la proteina p185 e IHQ

El estudio de la expresion de la proteina p185 se reali-
z6 mediante IHQ utilizando anticuerpos monoclonales
de dos clones distintos: TAB250 (Zymed Laboratories,
Inc., South San Francisco, CA), y CB11 (Novocastra La-
boratories Ltd., Newcastle, UK). Estos anticuerpos re-
conocen distintos epitopos de la proteina p185. Con-
cretamente, TAB250 reconoce un epitopo que abarca
varios residuos del dominio extracelular del receptor,
mientras que CB11 se une a un epitopo perteneciente
al dominio intracitoplasmatico.

La técnica de IHQ se realizé por el método de la avidi-
na-biotina/inmunoperoxidasa sobre secciones tisula-
res de 4pm desparafinadas en xilol y rehidratadas en
etanol de gradacion decreciente. Tras el bloqueo de
peroxidasas endégenas mediante 0,1% H,0, durante
15 minutos, se procedi6 a la recuperacion antigénica
por dos métodos distintos: digestion enzimaética con fi-
cina (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO) diluida 1:4 a
TA durante 10 minutos para TAB250, o por calenta-
miento en autoclave en tampén citrato 0.1M pH 6.0 a
110°C durante 10 minutos para CB11. El bloqueo del
anticuerpo secundario se realizé con suero de caballo
(Horse Normal Serum, Jackson, Westgrove, PE) dilui-
do 1:20 durante 20 minutos, seguido de incubacion
con el anticuerpo primario, diluido 1:20 para TAB250
y 1:80 para CB11, durante 14-18 h a 4°C en cdmara
humeda. A continuacion se procedié a una incubacion
secuencial a temperatura ambiente (TA) con el anti-
cuerpo secundario (Horse-anti-mouse, Vector Labora-
tories, Inc., Burlingame, CA) diluido 1:100 durante 40
minutos, seguido con el complejo avidita-biotina (ABC,
PK4000 Vectastain ABC kit, Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA) diluido 1:100 durante 40 minutos.
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Fig. 1. Inmunohistoquimica (CB11). Sobreexpresién de
HER2/neu: positividad de membrana intensa y completa
(200x).

Finalmente, se procedié al revelado con 3,3’-tetrahi-
droclouro de diaminobenzidina (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO), y a la contratinciéon con hematoxilina
de Harris. En todos los procesos de IHQ se incluyeron
los correspondientes controles positivos, que fueron
secciones de carcinoma de mama de expresion cono-
cida, incluyendo distintos grados de intensidad de ex-
presién de la proteina p185, y controles negativos, por
omision del anticuerpo primario.

Las secciones fueron evaluadas por dos observadores
independientes, mediante microscopia 6ptica. En caso
de discordancia, los resultados fueron revisados y
consensuados. La inmunorreactividad se evalu6 ex-
clusivamente en el componente infiltrativo del tumor
y se clasific6 numéricamente de la forma siguiente:
“3” o expresion de membrana intensa y completa (pa-
tron previamente relacionado con sobreexpresion)
(fig. 1), “2” o expresiéon moderada (positividad de
membrana de intensidad moderada, completa o no),
“1” o expresion débil (positividad de membrana de in-
tensidad débil, completa o no), y “0” o no evidencia de
expresion. En la evaluacion no se considero el porcen-
taje de células que presentaba inmunorreactividad
para la proteina. En los tumores que presentaron un
componente intraductal asociado al componente infil-
trativo, la expresién de p185 se evaluo6 tinicamente en
éste ultimo. Asimismo, en los casos con expresiéon he-
terogénea, prevalecio el resultado correspondiente a
la expresion de mayor intensidad.

Sondas para el oncogén HER2/neu y FISH

La deteccion de amplificacion génica se llevé a cabo
utilizando el sistema PathVysion HER2 DNA Probe Kit
(Vysis, Inc., Downers Grove, IL). En éste se incluye,
ademads de una sonda locus especifica para HER2/neu
(LSI HER2/neu SpectrumOrange), una sonda centro-
mérica del cromosoma 17 (CEP17 SpectrumGreen)
que permite valorar el niumero de copias de este cro-

mosoma con independencia del estado de amplifica-
cion.

El método FISH se realizé en secciones tisulares de
4 pm que, una vez desparafinadas, fueron pretratadas
por calentamiento en autoclave, como se ha mencio-
nado anteriormente. A continuacion se procedi6 a una
digestion con 50 pg/ml de proteinasa K (P5665 Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO) en tampén TE a 37°C du-
rante 5-10 minutos, seguida de fijacion con formol
tamponado a TA durante 10 minutos. Las secciones se
desnaturalizaron a 80°C durante 5 minutos en placa
calefactora, en presencia de una solucién de hibrida-
cion constituida por ambas sondas, y la hibridacién se
realizé a 37°C durante 14-18 horas en camara hume-
da. Finalmente, se realiz6 un lavado suave con solu-
cién de post-hibridacion (2xSSC pH7.2 suplementada
con 0,3% NP-40) a TA durante 5 minutos para retirar
los cubreobjetos, seguido de un lavado astringente con
la misma solucién a 72°C durante 2 minutos. La con-
tratincion fluorescente de los ntcleos se realizé con
DAPIL.

Los resultados fueron evaluados por dos observadores
independientes mediante microscopia de fluorescen-
cia. Para ello se procedi6 al estudio previo de toda la
seccion y, tras seleccionar las 4reas mas representati-
vas de la misma, se contabilizaron las sefiales corres-
pondientes a ambas sondas en, al menos, 20 nicleos
individuales no solapados de células tumorales. El
calculo de la relacion entre ambas sondas se realizo
siguiendo las indicaciones del sistema PathVysion,
calculando el cociente entre el sumatorio de sefiales
locus especificas y el sumatorio de sefiales centromé-
ricas. Se considerd que las muestras con una relacién
HER2/CEP17 igual o superior a 2 presentaban ampli-
ficacion génica (fig. 2). En caso de existir discordancia
entre los observadores, los resultados fueron consen-
suados. No se evalu6 la amplificacion del gen corres-
pondiente al componente intraductal de los tumores,
en caso de existir éste. En los casos que presentaban
una poblacién heterogénea en cuanto a la coexisten-
cia de nucleos con amplificacion o sin ella, se contabi-
lizaron tinicamente los niicleos amplificados.

En los ultimos 105 casos estudiados de la serie se de-
termind, ademads del estado de amplificacion, la exis-
tencia de polisomia. Esta se define como la presencia
de més de dos copias del cromosoma 17 por célula, de-
tectada mediante la observacion de un nimero de se-
fiales centroméricas superior a dos, con independen-
cia del nimero de sefiales locus especificas.

Analisis estadistico

La posible relacion de dependencia entre los resulta-
dos de THQ y FISH se estudié mediante el test 2 de Pe-
arson, cuando la muestra tenia un tamafio suficiente,
o con la prueba exacta de Fisher en caso contrario.
Ambas pruebas se consideraron estadisticamente sig-
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Fig. 2. FISH (HER2/neu) en secciones de carcinoma ductal de
mama (% 1.000): A: monosomia de cromosoma 17 y amplifi-
cacién de HER2/neu, multiples sefiales del locus especifico
(cociente HER2/CEP17 > 10) y sefial centromérica Unica (ver-
de). B: contratinccién nuclear fluorescente (DAPI) en células
neoplasicas.

nificativas cuando se obtuvo un p-valor <0,05. En caso
de existir dependencia, se determind entre qué parejas
de categorias se hallaban diferencias significativas
mediante los intervalos de confianza de las odd-ratio.
Finalmente, se calculé la especificidad, la sensibili-
dad, y los valores predictivos positivos y negativos de
ITHOQ para cada uno de los anticuerpos en relaciéon con
FISH, considerada como técnica de referencia. El ana-
lisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete R Ver-

sion 1.7.1-2003-06-16° (The R Development Core Te-
am) sobre Windows XP profesional.

RESULTADOS

Expresion de la proteina p185

El analisis de los 222 casos mediante IHQ con el anti-
cuerpo TAB250 revelo6 18 casos (8,1%) con sobreex-
presion, 14 casos (6,3%) con expresion moderada, 44
casos (19,8%) con expresion débil y 146 casos (65,8%)
sin evidencia de expresion. Se observo positividad de
membrana en el epitelio normal de la mama, con in-
tensidad débil o moderada, en 44 casos (19,8%).

El anadlisis de los 222 casos estudiados mediante IHQ
con el anticuerpo CB11, revel6 26 casos (11,7%) con
sobreexpresion, 18 casos (8,1%) con expresion mode-
rada, 123 casos (55,4%) con expresion débil y 55 casos
(24,8%) sin evidencia de expresion. Cuarenta y cinco
casos de la serie (20,3%) presentaron positividad de
membrana en el epitelio normal de la mama, de in-
tensidad débil o moderada. Dieciocho casos (8,1%)
presentaron expresion inespecifica granular en el ci-
toplasma.

Amplificacion del oncogén HER2/neu

El anélisis de los 222 casos estudiados por FISH reve-
16 40 casos (18,0%) con amplificacién génica para
HER2/neu, mientras que los 182 casos restantes
(82,0%) resultaron negativos para amplificacion. La
presencia de polisomia del cromosoma 17 se detecto
en 30 de los 105 casos en que ésta fue estudiada
(28,6%). Trece de estos casos (43,3%) poseian amplifi-
cacion del gen HER2/neu, mientras que de los 75 ca-
sos sin polisomia solo 9 (8,6%) presentaban amplifica-
cion.

Estudio comparativo de TAB250 frente a FISH

Las frecuencias obtenidas permitieron elaborar un
modelo para la prediccion del estado de HER/neu, que
consiste en asignar un valor negativo de amplificacion
a los casos con IHQ de TAB250 con resultado 0 (95,2%
de estas muestras son negativas por FISH) y un valor

TABLA 1. IHQ-TAB250 frente a FISH. Agrupacién categorias 1y 2. Intervalos de confianza de las odd-ratio FISH negativo / FISH

positivo (exactos 99%)

Comparacion Muestra conjunta Grupo homogéneo Grupo heterogéneo
1o2frentea3d 2,607 - 429,4 * 0,017 - +o0 4,039 - 968,1 *
1o2frentea0 0,028 - 0,443~ 0,001 - 0,085 * 0,002 - 7,428

3frenteal 0,001 - 0,054 * 0,000-0,178 * 0,001 - 0,307 *

0: expresion nula; 1: expresion débil; 2: expresion moderada; 3: sobreexpresion; *indica significacion; IHQ: inmunohistoquimica; FISH: hibrida-

cion in situ fluorescente.
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TABLA 2. Especificidad, sensibilidad y valores predictivos
para los dos anticuerpos en relacion a los resultados de
FISH

Concepto IHQ-TAB250 IHQ-CB11
Sensibilidad 40,0% 62,5%
Especificidad 76,4% 93,4%
Valor predictivo + 88,9% 96,2%
Valor predictivo - 95,2% 95,5%
No informativo 26,1% 8,1%

Para el célculo de estos valores se ha asociado la categoria 3 a
FISH positivo en los dos anticuerpos; para IHQ-TAB250 0 a FISH
negativo, 1y 2 a no informativo; para IHQ-CB11 0y 1 a FISH ne-
gativo, 2 a no informativo.

IHQ: inmunohistoquimica; FISH: hibridacion in situ fluorescente.

positivo a los casos con IHQ con resultado 3 (11,1% de
estas muestras son negativas por FISH). Las dos cate-
gorias restantes de TAB250 no permiten predecir el
estado de amplificacion del gen, por lo que se agrupa-
ron para el resto del estudio y el resultado fue referido
como “no concluyente”. Con este modelo de predic-
cion las categorias de TAB250 y FISH presentaron una
relacion de dependencia significativa (x%; p<10-'%). La
tabla 1 resume los anélisis dos a dos de las categorias
0, 1+2 y 3, y las diferencias entre ellas. La tabla 2
muestra que el modelo de prediccion de HER2/neu
utilizando TAB250 presenta una sensibilidad del 40%,
una especificidad del 76,4%, un valor predictivo positi-
vo del 88,9% y un valor predictivo negativo del 95,2%.
A continuacion se estudié el impacto que la fijacion y
el procesado tisular ejercia sobre la expresion de la
proteina p185 estudiada con el anticuerpo TAB250.
Para ello, se compararon los resultados obtenidos al
aplicar el modelo de predicciéon de HER2/neu a los
dos grupos de muestras establecidos segun su proce-
dencia: el grupo A (homogéneo, n= 147) y el grupo B
(heterogéneo, n= 75). Considerando de nuevo las cate-
gorias 0, 14+2 y 3, se observa en ambos grupos una de-
pendencia global entre las variables (test exacto de
Fisher; p<10-!* y p<106 para los grupos A y B, respec-
tivamente). La tabla 1 pone de manifiesto que el andli-
sis por parejas de las categorias de TAB250 no detecta
diferencias significativas entre las categorias 0 y 1+2
del grupo B. Los porcentajes de amplificacién negati-

va de HER2/neu en los grupos A y B son respectiva-
mente del 95,4% y 93,3% para la categoria 0y del 0,0%
y 14,2% para la categoria 3.

En condiciones homogéneas (grupo A) de fijacion y
procesado, 11 de los 12 casos con expresiéon de mem-
brana débil o moderada (91,7%) presentaron amplifi-
cacion de HER2/neu, frente a los s6lo 6 de 46 casos
con amplificaciéon (13,0%) en condiciones de fijacion
heterogéneas (grupo B).

Estudio comparativo de CB11 frente a FISH

Para el anticuerpo CB11, el modelo propuesto consis-
ti6 en asignar un valor negativo de amplificaciéon de
HER2/neu a los casos con IHQ de CB11 con resultado
0 o1 (95,5% de estas muestras son negativas por
FISH) y un valor positivo a los casos con IHQ con re-
sultado 3 (3,8% de estas muestras son negativas por
FISH). Los casos con IHQ de resultado 2 no permitie-
ron predecir el estado de amplificacion de HER2/neu,
por lo que a estos casos se les asigno el resultado de
“‘no concluyentes”. Con este modelo de prediccion en
las categorias de CB11 y FISH se detect6 una relacién
de dependencia significativa (x2; p<1071%). La tabla 3
resume los andlisis dos a dos de las categorias 0+1,2y
3,y las diferencias entre ellas. La tabla 2 muestra que
el modelo de prediccion de HER2/neu utilizando
CB11 presenta una sensibilidad del 62,5%, una especi-
ficidad del 93,4%, un valor predictivo positivo del
96,2% y un valor predictivo negativo del 95,5%.

En cuanto a los resultados sobre el impacto del estado
tisular en la expresion de p185 estudiada con CB11 y
con el modelo de predicciéon de amplificacion de
HER2/neu que agrupa las categorias 0 y 1, se observa
en ambos grupos una dependencia global entre varia-
bles (test exacto de Fisher; p<10-'3 y p<10-8 para los
grupos A y B, respectivamente). La tabla 3 muestra
que el andlisis por parejas de las categorias de CB11
no detecta diferencias significativas en el grupo hete-
rogéneo al comparar la categoria 2 con las demads, po-
siblemente debido al reducido tamafo muestral en és-
ta. Los porcentajes de amplificaciéon negativa de
HER2/neu de los grupos A y B fueron respectivamen-
te 97,5% y 91,1% para la categoria 0+1 y 0,0% y 7,7%
para la categoria 3.

TABLA 3. IHQ-CB11 frente a FISH. Agrupacion categorias 0 y 1. Intervalos de confianza de las odd-ratio FISH negativo / FISH

positivo (exactos 99%)

Grupo homogéneo Grupo heterogéneo

Comparacion Muestra conjunta
0o 1frentea?2 2,309 - 75,28 *
Oo1frentea3 442 -4,1015*
2 frentea 3 2,579-7816 "

2,687 -392,6~ 0,149 - 84,09
41,73 - o0 * 7,710 - 16384 *
1,382 - 400 * 0,624 - 5785

0: expresion nula; 1: expresion débil; 2: expresion moderada; 3: sobreexpresion; * indica significacion; IHQ: inmunohistoquimica; FISH: hibri-

dacion in situ fluorescente.
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DISCUSION

Ningtin método estd universalmente aceptado como
tecnologia de referencia para el estudio de HER2/neu
en el momento actual. El método predominantemente
empleado es IHQ sobre secciones tisulares, por su faci-
lidad de implementacion en laboratorios de patologia y
su reducido coste. Las técnicas de FISH requieren
equipamiento y metodologias de mayor complejidad y
no son asequibles a la mayoria de laboratorios*!2-14,
Tanto IHQ como FISH preservan la morfologia tisular,
permitiendo la evaluacion de la sefial molecular en el
area especifica de interés a nivel microanatémico.
También ambas técnicas pueden ser negativamente
impactadas por factores diversos relacionados con
procesado tisular, reactivos empleados y sistemas de
evaluacion®.

Estudios comparativos entre IHQ y FISH revelan una
concordancia significativa; sin embargo no se ha lle-
gado a un protocolo de aplicacion consensuado. Se
acepta que FISH es un método mas objetivo porque
permite cuantificar el nimero de copias del gen. Va-
rios estudios han demostrado buena correlacion entre
el numero de copias génicas y la expresion [HQ de la
proteina. Los ensayos clinicos utilizando trastuzumab
seleccionan inicialmente pacientes basdndose en los
resultados de IHQ, aunque estudios recientes han de-
mostrado la mayor utilidad de FISH para predecir me-
jor la respuesta terapéutica®!2,

Los inconvenientes méas importantes atribuidos a la
IHQ radican tanto en la variabilidad de resultados en-
tre distintas metodologias, como en la subjetividad del
método de evaluacion, especialmente en los casos con
positividades de intensidad intermedia que, de hecho,
no pueden considerarse concluyentes!?!%, Una de las
variables relevantes es el anticuerpo utilizado'S. Los
distintos anticuerpos disponibles varian considerable-
mente en su capacidad de reconocer a su correspon-
diente epitopo, asi como en la modificacién de ésta en
funcidén de las condiciones de fijacion tisular, propor-
cionando niveles distintos de sensibilidad y especifici-
dad14’17’18.

El presente estudio compara la expresion IHQ de la
proteina p185 en 222 carcinomas de mama con dos
anticuerpos distintos (TAB250 y CB11), y el estado de
amplificaciéon del gen HER2/neu por FISH, conside-
rando ésta ultima como técnica de referencia. Los re-
sultados ponen de manifiesto que el anticuerpo mono-
clonal CB11 es mas sensible y especifico que el
anticuerpo TAB250. Su alto valor predictivo, tanto po-
sitivo (96,2%) como negativo (95,5%), asi como el bajo
porcentaje de casos no concluyentes (8,1% frente a
26,1% con TAB250), lo perfilan como un buen candi-
dato para predecir la amplificacion de HER2/neu. Por
otra parte, el anticuerpo CB11 presenta un comporta-
miento més estable y menos dependiente de las condi-
ciones de fijacion y procesado tisular que el anticuer-

| Valorable | | No valorable
\4
IHQ IHQ IHQ
0ol 2 3

| No concluyente || So:)reexpresién |

Fig. 3. Algoritmo de estudio de  HER2/neu. IHQ: inmunohisto-
quimica; FISH: hibridacién in situ fluorescente.

po TAB250. Seria, por tanto, el inmunorreactivo méas
recomendable para laboratorios de referencia donde
se manejan muestras de origenes diversos, con mayor
probabilidad de condiciones heterogéneas de fijacion
o procesado.

No obstante, este anticuerpo no esta exento de proble-
mas. Un porcentaje reducido de casos (8,1%) presen-
tan tincién granular en el citoplasma de células tumo-
rales que se ha relacionado con internalizaciéon del
receptor de membrana!®!® y no comporta amplifica-
cion génica, por lo que debe considerarse artefactual y
evaluar inicamente como positividad IHQ la expre-
sién en la membrana celular!!%20, Cuando este artefac-
to de citoplasma es acusado, puede dificultar la evalua-
cién del caso al impedir la discriminacién de la sefial en
la membrana. También hemos observado en un ntime-
ro considerable de casos (20,3%) positividad de mem-
brana de baja intensidad en células epiteliales de ductos
mamarios normales, tal como se ha descrito en distintos
estudios previos, con disparidad de opiniones respecto a
su significacion!21521.22,

La figura 3 ilustra el algoritmo de trabajo propuesto en
funcién de nuestros resultados. La primera aproxima-
cion se realiza mediante IHQ utilizando el anticuerpo
CB11. Los casos de dificil evaluacion por estado tisu-
lar subdptimo o expresion artefactual, deben infor-
marse como no valorables. Los casos con expresion de
membrana débil o nula (categorias 0y 1), se informan
como negativos. Segtin nuestros resultados se obtiene
con este anticuerpo un valor predictivo negativo del
95,5% (tabla 2). Los tumores con expresién de mem-
brana intensa y completa (categoria 3) se informan
como positivos. El valor predictivo positivo en nuestra
serie es del 96,2% (tabla 2). En este grupo de pacientes
puede indicarse realizar FISH si se pretende discrimi-
nar la sobreexpresién debida a polisomia del cromo-

00 Clin Trang Oncol. 2005;7(11):504-11 509



VERDU ARTUFEL M, COLOMER VALERO A, ROMAN LLEDO R, ET AL. PROTOCOLO DE ESTUDIO MOLECULAR DEL ONCOGEN
HER2/NEU EN EL CARCINOMA DE MAMA

soma 17 de la secundaria a amplificacion del gen*1221,
En nuestra serie se detecta polisomia en 30 de 105 ca-
sos evaluados para este pardmetro (28,6%). En otras
series su incidencia supera el 20%'2 y no hay consen-
so sobre la utilidad del tratamiento con trastuzumab
en estos casos®%1%12, Por otra parte, aunque los falsos
positivos de THQ representan un bajo porcentaje de
casos (inferior al 5% para CB11), por la toxicidad de la
terapia con Herceptin® y su elevado coste, tiene senti-
do considerar el empleo sistemético de FISH en todos
los casos con sobreexpresion de membrana, antes de
iniciar el tratamiento. El coste adicional que esto su-
pone se limita al de aplicar FISH a un 11,7% de los ca-
sos, muy inferior al coste de un solo tratamiento inne-
cesario.

En todos aquellos casos en que la expresion [HQ es
moderada (categoria 2), no debe considerarse fiable
para predecir amplificacion génica. Este resultado in-
munohistoquimico debe informarse como no conclu-
yente y realizar siempre FISH para indicar o no el tra-
tamiento con trastuzumab?.12:15:2123,

En las muestras en estado de preservacion subdptimo,
evidente o presumible, que pueden generar intensida-
des de expresion ITHQ devaluadas o heterogéneas de
dificil categorizacion (expresion débil frente a mode-
rada, moderada frente a intensa), es importante em-
plear ambas técnicas si pretendemos disponer de con-
clusiones fiables para orientar la terapia. Nuestros
resultados ponen de manifiesto tasas de error de IHQ
respecto a FISH superiores en el subgrupo de casos
con condiciones de fijacion o procesado heterogéneas,
al compararlos con los que fueron estudiados desde
un principio en el mismo laboratorio, en condiciones
de fijacion y procesado conocidas y homogéneas.
Otra circunstancia que hace también recomendable
apoyar con FISH los resultados de la IHQ es la desco-
rrelacién con uno o varios pardmetros del perfil mor-
folégico o molecular tumoral. El tipo histolégico y el
grado del carcinoma pueden poner de manifiesto dis-
cordancias con la expresion de p185. Es infrecuente
su sobreexpresion en el carcinoma lobulillar infiltran-
te convencional®*, y en carcinomas ductales grado 1 o
variantes de bajo grado®. En cambio, es especialmente
frecuente en carcinoma intraductal de alto grado?’, en
la enfermedad de Paget2%, en tumores con alta activi-
dad proliferativa y en casos con fenotipo negativo pa-
ra receptores hormonales*?”.

El algoritmo propuesto (fig. 3) contempla, por tanto,
las condiciones de fijacion y procesado tisular, el fe-
notipo morfolégico tumoral, la expresiéon THQ de la
proteina de membrana p185 y su correlacién con los
restantes pardmetros moleculares, ademas de la posi-
bilidad de estudiar con FISH el estado del gen en los
casos que lo requieran. Su aplicacién prospectiva en
otras series de casos puede contribuir a consolidar y
consensuar los criterios metodolégicos para el estudio
de HER-2/neu.
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