Comment évaluer un
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HER2 : facteur pronostique
péjoratif majeur
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ClinicalTrials. gov numbers, NCT00004067 and NCT00005970
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HER2 : facteur pronostique
péjoratif majeur

Trastuzumab : réverse le
mauvais pronostic des
tumeurs HER2+
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% Un peu de

—> Surexpression : - Amplification :
Augmentation du nombre de Augmentation du nombre de
recepteurs a la surface de la copies du gene dans le noyau
cellule

Dans >95% des cas : une amplification HER2 = surexpression HER2

P 185 R
Protein

HER2 mANA” % HER2 Gene

Epithélium normal : Tumeur sein HER2+:
~20 000 récepteurs Jusqu’a 1 a 2 millions
HER2/cellules recepteurs HER?2/cellules




Impertance deladeterminatien du

Statut HER2

- ldentifier les patientes susceptibles de
repondre au traitement

- probleme des faux négatifs

—>ldentifier les patientes qui ne vont pas
repondre au traitement (effets secondaires,
aspects medico-économiques)

—> probleme des faux positifs

——
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- 2007: recommandations ASCO/CAP pour I'évaluation du statut
HER2 (IHC et FISH)

- Reéduire le risque de faux positifs

- 2013: mise a jour des recommandations ASCO/CAP

- Eviter au maximum le risque de faux néegatifs (modification des
seuils, hétérogénéité tumorale, corrélations clinico-pathologiques )

- Ajout de nouvelles méthodes (CISH, SISH)

- 2014: recommandations GEFPICS (France)
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- Phase pré-analytique :

v Prise en charge de la biopsie/piece opératoire (délai d'ischémie
froide, circuits...)

v Fixation (type de fixateur, durée, décalcification...)
v Inclusion

v' Préparation des lames (épaisseur, séchage...)

- Phase analytique :
v IHC, HIS
v AQ (témoins, tracabilité, validation)

—> Interprétation :
v’ Scoring
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- Phase pré-analytique :

v Prise en charge de la biopsie/piece opératoire (délai d'ischémie
froide, circuits...)

v Fixation (type de fixateur, durée, décalcification...)
v Inclusion

v' Préparation des lames (épaisseur, séchage...)

- Phase analytique :

- Interpretation :




Prise en charge de 'échantillon:
v' Temps d’ischémie froide (patient <-> fixateur)
—> Doit étre le plus court possible

- Quelgques minutes pour les biopsies } Tracabilité (heure début/fin)
- <1 heure pour les PO

- PO : Nécessite une prise en charge specifique (/ex mastectomie)
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Prise en charge de 'échantillon:

v Temps d’ischémie froide (patient <-> fixateur)
—> Doit étre le plus court possible

- Quelgques minutes pour les biopsies } Tracabilité (heure début/fin)
- <1 heure pour les PO

- PO : Nécessite une prise en charge spécifigue (/ex mastectomie)
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_ ) _ Formol = solution saturee de
Prise en charge de I'échap formaldéhyde (40% Volume/volume

v Temps d’ischémie f ou 37% masse/volume).
A Formol neutre 10% = solution
—> Doit étre le plus co

_ diluee a 10% (4% ou 3,7% formol)
- Quelgques minutes

- <1 heure pour les PO
v" Fixation
—> Fixateur : formol neutre tamponné
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Prise en charge de 'échantillon:

v Temps d’ischémie froide (patient <-> fixateur)
—> Doit étre le plus court possible

- Quelgques minutes pour les biopsies } Tracabilité (heure début/fin)
- <1 heure pour les PO

v Fixation

—> Fixateur : formol neutre tamponné 10%

—> Durée : minimum 6h; maximum 72h
v' Décalcification

—> Maitrise des concentrations (EDTA, acide formique) et de la durée
v' Préparation des lames

- Epaisseur des coupes (+++ pour HIS) : 3 -5 um

- Séchage

— Conservation (<15 jours, +4°C)
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- Phase pré-analytique :

v Prise en charge de la biopsie/piéce opératoire (délai d'ischémie
froide, circuits...)

v Fixation (type de fixateur, durée, décalcification...)
v" Inclusion

v' Préparation des lames (épaisseur, séchage...)

- Phase analytique :
v IHC, HIS
v AQ (témoins, tracabilité, validation)

- Interprétation :
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Anticorps
spécifique
le la ofble

o9

v

- EXxpression d’'une protéine

IMMUNERISIECAIMIE

Polymere
couplé a des
anticorps
secondaires et
a une enzyme
spécifique
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— Aucun test recommandé par les societés savantes
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- Amplification d’'un géene
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p13.1 — p53
pi2
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qi1.2 = RDM1

- BRCA1 Disomic, HER2-nonamplified Disomic, HER2-amplified

q21.1 ——— HER2
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TOP2A
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g q
Chromosome 17 Polysomic, HER2-nonamplified  Disomic, HER2/CEP17-coamplified

Hanna et al., Modern Pathology (2014)
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Target DNA Target DNA
(gene) (reference)

' &
/ / A/ ( #/.J”\/

Target DNA Target DNA
(gene) ‘ (reference)

Mount and read slides

HERZ Negative

HERZ Positive
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=
Subtrat : DAB

p

Anticorps anti-souris
couplé HRP

Anticorps monoclonal de
souris anti-Digoxygénine

Sonde marquée a la Digoxygénine




Dual = CISH
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CISH
Target DNA Target DNA
(gene) (reference)
Target DNA Target DNA
(gene) (reference)
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Target DNA Target DNA
(gene) ‘ (reference)
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Target DNA Target DNA
(gene) (reference)

Mount and read slides -
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HER2/C17
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Silver In Situ

Silver lons
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The dlfference is clear.
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Brightfield Double In Situ Hybridization Application
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FISH CISH SISH

Observation simultanée morphologie x v v
et signaux

Equipement (microscope classique) x v v
Rapidité d’interprétation v v v
Résolution v x v
Stockage des lames (signaux x v v
permanents)

Robustesse v v x

@

- Aucun test recommandeé par les societés savantes
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Assurance qualité:
v Tracabilité
- Type de fixateur (N°lot), temps d’'ischémie froide, durée de fixation

v" Validation IHC par ISH
- A la mise en place initiale (20-40 cas HER2+ et HER2-)
—> A toute modification du protocole




® Phase analytigue

Assurance qualité:
v' Tracabilité
- Type de fixateur (N°lot), temps d’ischémie froide, durée de fixation

v" Validation IHC par ISH
- A la mise en place initiale (20-40 cas HER2+ et HER2-)
—> A toute modification du protocole

v’ Témoins
- Grouper les techniques, travailler par lots

—> Inclure un témoin externe (bloc multi-tissulaire dont cas 2+ validé en
ISH)

- Inclure un témoin interne /lame

v' Contréle qualité

- Programme externe ( )

—> Seuil minimal codt efficace (250 IHC; 100 HIS)
' ux de HER2+



https://www.afaqap.fr/

CANALAIRES

Tla/b (<1 cm): 9%
<2cm: 10-15%
>2cm 20-25%
Grade | 5%
Grade |l 10-17%
Grade Il 29%
N- 9-20%

1-3 N+ 16-21%
= 4N+ 28%

AUTRES TYPES

Lobulaire 3-5%
Tubuleux 0%
Medullaire, basal-like 0%
BRCA1 mut 0%
BRCAZ2 mut 6%

Cancer inflammatoire 30%
Sein Homme 11 a 30%

Bartlett et al.,
Penault-Llorca et al.,
Rodrigues et al.,
Ignatiadis et al.,

2007
2008
2010
2012




Surveillance du taux dHER2
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~ Utilisateur - Structure 003 Demiére connexion : 24/02/2012 . Page précédente . Sommaire [j?'Ndo i Demande dinformation er
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Saisir un nouveau cas Importer des cas en bloc Modifier un cas Visualiser les cas de la structure

¢
C
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Editer un rapport statistique Télécharger les cas de la structure Questions / Réponses
(consulter l'aide) /
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Utilisateur - Structure 003 Demiére connexion . 24/02/2012

Surveillance du taux dHER2

. Page précédente

Sélectionner les critéres de tri de

es cas

s
Grade
Taille

Afficher par :

Bloc interne

Bloc externe (sous-traitance réguliére)
Bloc externe (examen ciblé de recours)
! Bloc d'origine « Non renseignée »

Donnees de la structure
Données nationales

Cliquer pour afficher le détail

cas 49 totalen % : 100
cas 74 totalen % : 100

Naviguer :

HER2 > Type tumoral

Choisir une période puis « Actualiser »

au 24-02-2012

Période du 24-01-2012

R —
] e % N
40 11.16
18 8.75
15 814
18 875
10 684

46
100
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Surveillance du taux dHER2

B Stuctures (n=82)

confondues)
— Intervalie de pari-5; +10

- |2,23% (moyenne, toutes structures

Nb de cas

1000

10000
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e g-PCR

« RT-g-PCR
Non validees (limitées aux projets de
recherche et aux essais cliniques)

- CGH

* microArrays

 Cellules tumorales
circulantes




Tout cancer du sein invasif (biopsie)
v" Quelle que soit sa taille,
v" Quel que soit le type histologique,
v" Quel que soit 'age du patient

Toute récidive métastatique accessible a la biopsie

Tumeurs grade | RH+ ou types histologigues tubuleux, lobulaires,
mucineux pour lesquels la biopsie était initialement HER2+

Toute piece opératoire pour lesquelles la biopsie était
Initialement HER2-,
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« |HC : test de screening (1¢¢ intention)
v' Négatif : 0, 1+
v Positif : 3+
v' Equivoque : 2+

* HIS : pour classer les cas 2+
v' 2+ amplifié
v’ 2+ non amplifié
v’ 2+ équivoque

 HIS : pour classer aussi pour les “bizarreries”...
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- Phase pré-analytique :

v Prise en charge de la biopsie/piéce opératoire (délai d'ischémie
froide, circuits...)

v Fixation (type de fixateur, durée, décalcification...)
v" Inclusion

v' Préparation des lames (épaisseur, séchage...)

- Phase analytique :
v' IHC, HIS
v AQ (témoins, tracabilité, validation)

—> Interprétation :
v’ Scoring
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Scoe HERZ2 entiFHE

Evaluation de I'expression de HER2 a partir d’une technique valide
sur une population cellulaire invasive homogeéne et contigué

« Forte: bien visible au x4-x5

Régle de lecture dﬂfintonsité de Marquage

« Modérée: perceptible au x4-x5 et bien visible au x10-x20
« Faible: imperceptible au x4-x5, perceptible au x10-x20, bien visible au x40

score 2+ sur biopsie,
attendre le contréle sur piece
opératoire est acceptable

tester le cas par
une technique
d'HIS

marquage marquage marquage ~" marquage marquage
membranaire membranaire || membranaire < membranaire membranaire
complet complet complet W complet ou
fort modeéré incomplet
< 10% cellules || > 10% cellules > 10% cellules modéré ou
(hétérogéne) faible
< 10% cellules
marquage
membranaire
incomplet®
=it marquage
)n;%d;re ?I f?n membranaire
cellules S
¢ ) h 4 \ 4 l
HER2 3+ - HER2 2+ HER21+ HER20
Positif | Equivoque Négatif Négatif
I
\ 4

Intensité de marquage
% de cellules +

Type de marquage
membranaire

Recommandations
GEFPICS, 2014
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Scoe HERZ2 en HIS

Evaluationdu score HIS HER2 a partir d’'une technique valide
Le comptage s’effectue :
1. dans la zone IHC positive ou dans les zones paraissant amplifiées
2. dans une population de cellules contigués (ne pas compter les cellules

amplifiées isolées)
3. sur 220 cellules carcinomateuses

Signaux

D

| HER2 <4 __

{ 4 < signaux HER2 <6 |)

| HER2ICEP17 <2 | | HERacEP1T 22 |

Re-tester sur un
autre bloc

<| Signaux HER2 26 ?

T T

Recommandations

GEFPICS, 2014

L

clinico-pathologiques

A 4
‘VI Population amplifiée Population amplifiée
mais £10% a la >10% ala
Statut équivoque population population totale
confirmé totale (préciser le %) (préciser le %)
Y
Tester le contingent
métastatique éventuel
A4 W
HER2 HER2 ‘l’ HER2
Négatif équivoque Discussion de I'éligibilité Positif
en RCP avec les données




5 a 15% des cas testés en IHC

- 15 a 30% : faible ampilification

- 70 a 85% : pas d’amplification




Cancer




N
ICM

Institut régional du Cancer
Montpellier | vatdauretie




@
ICM™M

Institut régional du Cancer
Montpellier | vatdaurette




@
IC™M

Institut régional du Cancer
Montpellier | vatdaurette

NS YT - AT G
, “\}..‘*l, ; et e 3,




@
IC™M

Institut régional du Cancer
Montpellier | vatgaurette

Cas heterogene
—> Tester autres blocs (ou N+)
- HIS




HER2 non amplifié




. y

HER2 amplifié
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Normal interphase cells,
HER2 (green), CEN 17 [orange).

HER2 non amplifié
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Breast carcinoma tissue section,
HER2 gene cluster (green), CEN 17 [orange).

HER2 amplifie
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Hanna et al., Modern Pathology (2014) |

Co-amplification HER2/C17
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HER2/C17

Hanna et al., Modern Pathology (2014) |

Polysomie C17 avec amplification HER2
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HER2/C17

Hanna et al., Modern Pathology (2014)
\

Polysomie C17 sans amplification HER2




flake NemME MESSAGES

e Obijectif de la détermination du statut HER2 :
—> le bon traitement au bon patient
* Importance de la phase pré-analytique:
—> contrdole qualité
e Validation des methodes analytiques:

—> contrbles qualité internes (IHC vs HIS) et
externes

e Scoring

—> guidelines (sein)




