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RESUMO

OBJETIVOS: Analisar a influéncia do controle da fase pré-analitica (CFPA) na imuno-
histoquimica (IHQ) para a expressdo do HER2; determinar a sensibilidade e especificidade de
anticorpos anti-HER2 comparando com a hibridizacdo in situ (DDISH); comparar as
metodologias de IHQ automatizada e manual e as analises visuais das reacfes de IHQ atraveés
de microscopia éptica (OM) e de imagem escaneada (WSI), para o HER2 no cancer de mama.
MATERIAL E METODOS: TMA contendo 200 carcinomas mamarios (100 com e 100 sem
CFPA) foram submetidos & IHQ (SP3, CB11, 4B5, HercepTest™ e A0485) e DDISH. A IHQ
foi realizada por método manual (polimero Novolink) e automatizado (Benchmark®). As
reagbes foram escaneadas e analisadas através de MO e WSI (Pannoramic Viewer,
3DHISTECH) segundo o guia ASCO/CAP. RESULTADOS: 184 casos foram analisados pela
IHQ e DDISH. Os casos com CFPA mostraram maior sensibilidade e especificidade dos
anticorpos. Os casos com CFPA vs sem CFPA mostraram sensibilidade de 88,5 vs 87,2
(CB11) a 100 vs 94,7 (A0485), e especificidade de 95,2 vs 95,1 (A0485) a 98,1 vs 95,8
(CB11). 4B5 mostrou sensibilidade maior nos casos sem CFPA (96,1 vs 97,4). A
concordéncia entre os anticorpos foi muito boa (kappa: 0,82 a 0,9). A concordancia global
entre IHQ e DDISH variou de 94,1% (CB11) a 96,6% (A0485). A0485, HercepTest ™, SP3 e
4B5 mostraram sensibilidade e especificidade >95%. CB11 foi o mais especifico (97,1%).
60% (CB11) a 83.3% (SP3) dos casos 2+ ndo mostraram amplificacdo génica. Os casos falso
negativos variaram de 0,5% (A0485) a 3,8% (CB11), e os falso positivos, de 1,6% (CB11) a
2,7% (HercepTest™ SP3 e 4B5). A concordancia entre os métodos manual (M) e
automatizado (A) foi boa (A0485, k=0,73) a muito boa (SP3, k=0,89 e CB11, k=0,85). O
método A mostrou maior sensibilidade do A0485 (M=85,0 vs A=98,4) e SP3 (M=92,3 vs
A=97,0) e menor sensibilidade do CB11 (M=94,1 vs A=89,0). A especificidade do CB11
aumentou (M=92,3 vs A=97,1) e dos outros anticorpos diminuiu (A0485, M=96,4 vs A=95,3
e SP3, M=96,4 vs A=95,2). A concordancia das analises WSI e OM foi boa (SP3, k=0,80) a
muito boa (CB11-HercepTest'™, k=0,81). A anélise WSI mostrou maior sensibilidade (100-
SP3-HercepTest™ a 97-CB11), e menor especificidade (86,4-SP3 a 89,4-HercepTest'™)
comparada com OM (sensibilidade de 92,1-CB11 a 98- SP3 e especificidade de 95,2- SP3-
HercepTest™ a 97,1-CB11-SP3). CONCLUSOES: Os casos com CFPA mostraram maior
sensibilidade e especificidade dos anticorpos, exceto 0 4B5. Houve concordancia muito boa
entre os anticorpos anti-HER2. CB11 foi o anticorpo mais especifico, mas teve mais casos
falso negativos. O A0485, SP3, 4B5 e HercepTest™ mostraram sensibilidade e especificidade
elevadas, mas tiveram mais casos falso positivos. As concordancias entre os dois métodos IHQ
e entre as avaliagbes por WSI e OM foram consideradas boas a muito boas, com alta
sensibilidade e especificidade dos anticorpos utilizando-se ambos os métodos de avaliacao.

Palavras-chave: Imunoistoquimica, HER2, Neoplasias da mama, Hibridizagdo in situ,
Processamento de Imagem Assistida por Computador



ABSTRACT

AIMS: To investigate the influence of preanalytical phase control (PAPC) for assessment of
immunohistochemistry (IHC) HER2 expression against in situ hybridization (DDISH); to
compare automated and manual IHC methodologies, and visual evaluations of the IHC assays
through optical microscopy (OM) and whole slide imaging (WSI), for HER2 expression in
breast cancer. MATERIALS AND METHODS: TMAs containing 200 breast carcinomas
(100 with and 100 without PAPC) were submitted to DDISH and IHC (five anti-HER2
antibodies: SP3, CB11 4B5, HercepTest'™ and A0485) applying manual (Novolink Polymer)
and automated (Benchmark®) methods. Slides were scanned (3DHISTECH) and evaluated
visually using OM and WSI on computer screen (Pannoramic MIDI and Viewer) following
ASCO/CAP guidelines. RESULTS: 184 cases were assessed by IHC and DDISH. Cases with
PAPC showed higher sensitivity and specificity of the antibodies. Sensitivity and specificity
of cases with PAPC versus cases without PAPC ranged from 88.5 vs 87.2 (CB11), to 100 vs
94.7 (A0485); and 95.2 vs 95.1 (A0485), to 98.1 vs 95.8 (CB11). 4B5 antibody showed
higher sensitivity in cases without PAPC (96.1 vs 97.4). The concordance among antibodies
was very good (k=0.82 to 0.9). The overall concordance between IHC and DDISH was 94.1%
(CB11) to 96.6% (A0485). A0485, HercepTest™, SP3 and 4B5 were over 95% sensitive and
specific. CB11 was the most specific antibody (97.1%). 60% (CB11) to 83.3% (SP3) of the
2+ cases showed no gene amplification. False negative cases varied from 0.5% (A0485) to
3.8% (CB11), and false positive from 1.6% (CB11) to 2.7% (HercepTest, SP3 and 4B5). The
concordance of the antibodies applying both IHC methods was good (A0485, k=0.73) to very
good (SP3, k=0.89 and cB11, k=0.85). Comparing automated (A) and manual (M)
methodologies, there was a higher sensitivity of A0485 (M=85.0 vs A=98.4) and SP3
(M=92.3 vs A=97.0) and a lower specificity (A0485, M=96,4 vs A=95,3 e SP3, M=96,4 vs
A=952). CB11 showed higher sensitivity (M=94.1 vs A=89.0) by applying the M
methodology and a higher specificity by applying the A methodology (M=92.3 vs A=97.1).
Assessment of WSI and OM agreement was good (SP3, k=0.80) to very good (CB11 and
HercepTest™, k=0.81). WSI evaluation led to a higher sensitivity (100-SP3-HercepTest'™ to
97-CB11), and a lower specificity (86.4-SP3 to 89.4-HercepTest'™) compared to OM
evaluation (sensitivity 92.1-CB11 to 98-SP3; specificity 95.2-SP3-HercepTest™ to 97.1-
CB11-SP3). CONCLUSIONS: cases with PAPC showed a higher sensitivity and specificity
for all antibodies, but 4B5. There was a very good agreement among the five anti-HER2
antibodies. CB11 was the most specific antibody, but showed more false negative cases.
A0485, SP3, 4B5 and HercepTest were highly sensitive and specific, but showed more false
positive cases. The agreement between both IHC methods and between WSI and OM analysis
was good to very good. The antibodies were highly sensitive and specific using both methods
of evaluation.

Keywords: Immunohistochemistry, HER2, Breast neoplasms, In situ hybridization, Image
Processing, Computer-Assisted.
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1. INTRODUCAO
1.1. CANCER DE MAMA

O céncer de mama € o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo, com elevadas taxas
de morbidade e mortalidade, e 0 mais comum entre as mulheres, representando 21% dos
novos casos de cancer em mulheres a cada ano. As estatisticas da Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS) indicam aumento de sua incidéncia tanto nos paises desenvolvidos quanto nos
paises em desenvolvimento. Segundo a OMS, nas décadas de 60 e 70 registrou-se um
aumento de 10 vezes nas taxas de incidéncia ajustadas por idade nos registros de cancer de
base populacional de diversos continentes (LAKHANI et al., 2012). No Brasil, segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa de novos casos é de 57.120 para 2014. Os
maiores valores das taxas médias de incidéncia anual, ajustadas por idade por 100 mil
mulheres, foram encontrados em Porto Alegre (91,8), Belo Horizonte (72,7) e Séo Paulo
(29,1). A menor taxa foi observada na cidade de Cuiaba (49,6). Em 2010 foram registradas
12.852 mortes por cancer de mama, sendo 147 homens e 12.705 mulheres (INCA Brasil,
2013).

O céncer de mama representa um grupo heterogéneo de tumores com diferentes
caracteristicas bioldgicas e morfoldgicas, e variada resposta terapéutica. O tratamento do
cancer de mama é baseado no controle local (cirurgico) associado ou ndo a terapia sistémica.
Entretanto, com o tempo, pode surgir resisténcia inata ou adquirida ao tratamento, e uma
proporcdo de tumores que inicialmente mostrou evidéncias de resposta podera progredir
(WILLIAMS et al., 2006). Apesar dos altos indices de sobrevivéncia atingidos utilizando
terapia sistémica em mulheres com tumores iniciais, existem toxicidade significativa e efeitos
colaterais que interferem na qualidade de vida da paciente, além dos custos associados a esta
terapia. A variedade de tratamentos existentes para o cancer de mama tem impacto na clinica
de rotina, que se baseia, cada vez mais, na disponibilidade de fatores prognosticos e preditivos
clinicos e patolégicos bem validados para dar suporte as decisfes terapéuticas. Para garantir
maior chance de obter beneficio com menor efeito colateral negativo a paciente, existe uma
necessidade crescente na identificacdo e validacdo dos fatores prognosticos e preditivos no
cancer de mama (RAKKA & ELLIS, 2011).
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Consideram-se fatores prognosticos em céncer de mama as caracteristicas clinicas das
pacientes e 0s aspectos patologicos e bioldgicos dos tumores que permitem prever a evolugao
clinica da doenca ou sobrevida das pacientes no momento do diagnostico inicial, ndo
relacionados a tratamento. Fatores preditivos, em contraste, sdo caracteristicas clinicas,
patoldgicas e bioldgicas que sdo utilizadas para estimar a probabilidade de resposta a um tipo
particular de terapia adjuvante. Pode existir superposicdo entre os fatores progndsticos e
preditivos, e uma proporcdo deles exibe ambas as caracteristicas, apesar de uma delas
geralmente predominar. Um marcador prognostico deve ser validado tecnicamente, ter
significado estatistico comprovado por testes clinicos e influenciar na decisdo clinica
(ALLRED et al, 1998; FITZGIBBONS et al, 2000; GOBBI et al, 2008).

Os marcadores prognosticos primarios em cancer de mama sdo determinados pelo exame
clinico da paciente e exame anatomopatoldgico rotineiro do tumor. Os fatores progndsticos no
cancer de mama incluem variaveis prognosticas tempo-dependentes e variaveis progndsticas
bioldgicas, além de varidveis relacionadas as pacientes tais como idade e status menopausal.
As variaveis prognosticas tempo-dependentes incluem o tamanho tumoral, o status linfonodal
e a presenca de metéstase a distancia. Estas variaveis constituem os trés componentes do
sistema de estadiamento da American Joint Commitee on Cancer tumor, node and metastasis
(TNM) (EDGE et al., 2010). O status linfonodal e o tamanho tumoral sdo os principais
componentes de outros algoritmos prognésticos como o Adjuvant!Online (MOOK et al.,
2009), guias como o St. Gallen guidelines (GOLDHIRSH et al., 2009), e indices como o
Nottingham Prognostic Index (GALEA et al., 1992), utilizados atualmente para determinar o
comportamento tumoral e definir a utilizacdo de terapia sistémica para o carcinoma mamario

inicial.

As variaveis progndsticas bioldgicas sao caracteristicas bioldgicas primarias dos tumores que
determinam o comportamento tumoral e a resposta a terapia. Diversos trabalhos
demonstraram a importancia prognostica da classificacdo e graduacdo dos tumores de mama
(ELSTON & ELLIS, 1991; PAGE et al, 1998). A graduacdo histologica dos tumores
mamarios considera a capacidade de diferenciacdo estrutural e nuclear das células. O sistema
de graduacdo mais utilizado na atualidade é o proposto por SCARFF, BLOOM E
RICHARDSON em 1957 e modificado por Elston e Ellis (ELSTON & ELLIS, 1998). As
variaveis biologicas sdo identificadas através dos achados morfologicos, tais como

diferenciacdo da lesdo (tipo histoldgico e grau do tumor), indice proliferativo, indice de
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crescimento, e parametros moleculares como 0 acesso ao status génico/proteico (expressao de

biomarcadores e perfil molecular ao nivel de DNA, RNA ou proteico).

O cancer de mama possui marcadores especificos rotineiramente utilizados para predizer
resposta terapéutica e guiar o tratamento. Estes marcadores sdao também fundamentais para
categorizar pacientes em diferentes grupos prognosticos, quando combinados com os dados
anatomopatologicos. Numerosos marcadores moleculares foram exaustivamente estudados
nos ultimos anos atraves da imuno-histoquimica (GOBBI et al., 2008, ROCHA et al., 2008;
WALKER et al, 2008). No entanto, apenas o0s receptores hormonais de estrogeno (RE) e de
progesterona (RP) e o HER2 (receptor do fator de crescimento epidérmico tipo 2) estdo bem
estabelecidos como fatores preditivos de resposta terapéutica, de forma que sua avaliacdo
tornou-se rotineira na selecdo de pacientes para tratamentos especificos (FITZGIBBONS et
al., 2000; GOBBI et al., 2008; GOLDHIRSCH et al., 2005; LAKHANI et al., 2012; ROCHA
et al., 2008; WALKER et al. 2008). Pacientes com tumores positivos para RE e RP podem
ser beneficiadas pelo tratamento com moduladores dos receptores estrogénicos e com
inibidores de aromatase. O receptor de estrégeno € provavelmente o marcador preditivo mais
poderoso na conduta clinica do cancer de mama, tanto na determinacdo do prognostico,
quanto para predizer a resposta a hormonioterapia (PAYNE et al, 2008). Pacientes com
tumores que superexpressam HER2 podem ter aumento da sobrevida e do tempo livre de
doenga, quando tratados com o anticorpo monoclonal humanizado anti-HER2/neu ou
trastuzumab isoladamente ou combinado com quimioterapia ou outros medicamentos anti-
HER2 (GOLDHIRSCH et al., 2005).

O carcinoma mamario ¢ uma doenca genética complexa, caracterizada pelo acimulo de
alteracbes moleculares multiplas. Existe uma percepcdo de que os fatores prognosticos e
preditivos tradicionais disponiveis atualmente sejam insuficientes para explicar toda a
heterogeneidade clinica e genética do cancer de mama, ndo explicando completamente o
comportamento, evolucdo e resposta terapéutica variaveis da doenga em pacientes
apresentando fatores semelhantes, como tipo e grau histologicos, tamanho da neoplasia, status
linfonodal, status dos receptores hormonais e do HER2 (PEROU et al., 1999; PEROU et al.,
2000). Tumores classificados sob um mesmo termo descritivo, histologicamente idénticos,
podem apresentar aspectos moleculares diferentes. Esta heterogeneidade molecular dos
tumores mamarios, ndo avaliavel morfologicamente, € um importante desafio ao estudo e
tratamento do cancer de mama (GOLDHIRSCH et al, 2005; PAYNE et al, 2008).
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E continua a busca de novos esquemas de classificacio, de marcadores e de fatores
prognosticos adicionais que melhor determinem prognostico e evolugdo clinica do cancer de
mama, estratifiguem os grupos de risco, identifiquem com acuracia pacientes com risco ou
ndo de recorréncia e aqueles que responderiam ou nao ao tratamento especifico, evitando
morbidade iatrogénica. Fatores que auxiliem a direcionar as alternativas terapéuticas para
aqueles que efetivamente se beneficiariam, particularmente, para pacientes com tumores que
ndo expressam as moléculas-alvo acima referidas, (SORLIE et al., 2001; VAN DE RIJN et
al., 2002).

Avangos recentes na pesquisa do genoma humano e em tecnologias moleculares de larga
escala comecaram a destrinchar a complexidade molecular do cancer de mama. Na Ultima
década, o campo da pesquisa no carcinoma mamario foi dominado pelo conceito de
taxonomia molecular, com o reconhecimento de classes moleculares distintas e a
demonstracdo do valor prognostico e preditivo de multigene classifiers (assinaturas génicas).
Com o desenvolvimento de diversas assinaturas génicas, estas foram defendidas por
predizerem a cura mais acuradamente do que fatores morfoldgicos classicos. No inicio, esta
tecnologia foi reconhecida como futura substituta do exame histopatolégico. Mais
recentemente, foi entendido que esta tecnologia deveria ser considerada como complementar

aos sistemas classicos de classificacdo do carcinoma mamario (RAKHA et al, 2008b).

Métodos protedmicos de larga escala e métodos de perfis de expressdo génica (GEP)
revolucionaram a pesquisa do cancer de mama, como ferramentas que prometem melhorar o
diagnostico e a capacidade de predizer recorréncia, adicionando melhor selecdo terapéutica
individualizada as pacientes. A premissa basica destes testes € a de simultaneamente
quantificarem a expressdo de multiplos genes e combinarem as medidas de expressdo génica
em escores de predicdo que possam definir a evolugdo clinica mais acuradamente do que
qualguer um destes genes isoladamente (RAKKA & ELLIS, 2011).

Os dois tipos principais de microarranjos de expressdo génica sdo os de cDNA e os de
oligonucleotideos. Ambos os tipos de microarranjos séo hibridizados com amostras de cDNA
ou RNA obtidos dos tecidos de interesse, para avaliar as alteracbes em seus niveis de
expressao (RAKHA et al, 2008b). Como estas técnicas podem ser aplicadas a um numero
relativamente limitado de casos e utilizam genes que ainda requerem validacdo, outros
métodos tém sido aplicados. A reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa

(RT-PCR) permite, simultaneamente, a amplificagdo e a deteccdo do DNA alvo ou de
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sequencias de cDNA. Outra op¢do é a utilizacdo de microarranjos de tecido ou tissue
microarrays (TMA), um método que permite a analise de perfis de expressdo proteica em
grandes coortes, a partir de arquivos de amostras de tecido embebidas em blocos de parafina,
possibilitando a correlagdo com bancos de dados clinico-patoldgicos e de seguimento
(KONONEN et al, 1998).

Expressdo génica é o termo técnico para descrever como um gene particular esta ativo ou
quantas vezes ele foi expresso ou transcrito para produzir a proteina que ele codifica. Esta
atividade é medida pela contagem do nimero de moléculas de mMRNA em determinado tipo de
célula ou tecido, sendo a proteina, e ndo o0 RNA, o produto funcional dos genes. GEP tem
sido realizado para: (a) identificar classes moleculares especificas de cancer de mama
(descobrimento de classes; taxonomia molecular) que apresentem relevancia clinica e
biolégica que ndo possam ser identificadas por meios convencionais (PEROU et al., 2000;
SORLIE et al., 2001; ABD EL-REHIM et al., 2005); (b) identificar perfis moleculares
especificos “assinaturas génicas” que possam predizer o comportamento tumoral (predicao de
classe) (FOEKENS et al., 2006; VAN’T VEER et al., 2002; WANG et al., 2005) e/ou
resposta a terapia (preditor de classe) (ZHANG et al., 2009; HESS et al., 2006; POTTI et al.,
2006); (c) comparar classes “predefinidas” de cancer de mama (comparagdo de classes)
visando determinar se os perfis de expressdo sdo diferentes nestas classes e, se forem,
identificar quais genes sdo expressos diferentemente (SCHUETZ et al., 2006; MA et al.,
2003; SETH et al., 2003; TURASHVILI et al., 2007).

O grupo de Stanford foi pioneiro em demonstrar que o cancer de mama pode ser classificado
em subtipos moleculares distintos com base em seus perfis de expressdo génica e em suas
semelhangas com as células ndo neoplasicas correspondentes (PEROU et al, 2000).
Utilizando um método de agrupamento hierarquico e sequéncias intrinsecas de genes, através
de microarranjos de DNA, o0s pesquisadores classificaram o0s carcinomas mamarios em quatro
classes moleculares. Alem da separacao I6gica dos tumores em RE positivos e RE negativos
(sendo a ramificacdo principal), agrupamentos secundarios foram observados. De acordo com
este trabalho, o grupo RE positivo é caracterizado por elevada expressdo de painel de genes
tipicamente expressos pelas células epiteliais luminais da mama (“cancer luminal”). O grupo
RE negativo engloba trés subgrupos de tumores: um com superexpressdao de HER2 (“HER2
positivo™) um que expressa genes caracteristicos das células basais/mioepiteliais da mama
normal (“cancer basal”); e outro cujo perfil de expressdo génica ¢ similar ao do parénquima

mamario normal/fibroadenomas (Figura 1). Estudos subsequentes (SORLIE et al., 2001;
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SORLIE et al., 2003) identificaram 0s mesmos grupos de tumores inicialmente descritos por
Perou et al. (2000). Entretanto, alguns subgrupos parecem ser instdveis (RAKHA et al.,
2006). Por exemplo, a subclassificacdo dos tumores luminais pode compreender dois grupos
(luminal A e luminal B); tumores nao classificaveis ou tipo “mama normal” parecem ser
indistinguiveis do grupo de carcinomas RE negativos. Existe uma controveérsia questionando
se o subtipo “mama normal” realmente existe, baseada na opinido de que seja um artefato de
representacdo inadequada do tumor nos estudos realizados (PEROU et al, 2000; SORLIE et
al, 2001). Posterioremente foi descrito o subtipo claudin-low que apresenta as caracteristicas
gendmicas do cancer com fenotipo de células-tronco CD44+/CD24-/low (HENNESSY et al.,
2009; HERSCHKOWITZ et al.,2007). Pesquisas avaliando perfis imuno-histoquimicos em
microarranjos de tecido, foram capazes de, pelo menos parcialmente, replicar a referida
classificacdo molecular (ABD EL-REHIM et al, 2005; SORLIE et al., 2003). A importancia
desta taxonomia molecular se reflete nos casos em que grupos moleculares distintos diferem
também quanto ao comportamento clinico; além disto, as andlises transcriptdmicas
forneceram informacdes sobre quais genes seriam responsaveis por cada subgrupo (PARKER
et al., 2009; RAKHA et al, 2008).

Estes estudos permitiram identificar grupos distintos de tumores e desenvolver novo esquema
de classificagdo molecular dos carcinomas mamarios, associados a diferentes cursos clinicos
(ABD EL-REHIM et al, 2005; PEROU et al, 2000; SORLIE et al, 2001). O recente
desenvolvimento de métodos adicionais de contelddo de alta informacdo, focados em
anormalidades na metilacdo do DNA, expressdo de microRNA (miRNA) e de proteina abrem
novas oportunidades para uma caracterizacdo mais completa da arquitetura molecular do
cancer de mama. Em 2012 o Cancer Genome Atlas Network analisou tumores e amostras de
DNA de 825 pacientes utilizando seis plataformas tecnoldgicas diferentes e demonstrou a
existéncia de quatro classes principais de cancer de mama e de novos subtipos moleculares
(CGAN, 2012).

As classes moleculares principais séo:

Luminal/RE+: classe mais heterogénea em termos de expressdo génica, espectro de
mutacdo, alteracGes de numero de cdpias e sobrevida do paciente. Este grupo de tumores se

divide em duas classes principais:
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Luminal A: expressdo de genes e proteinas tipicamente expressos pelas células

epiteliais luminais da mama (RE e RP positivos, e HER2 negativos);

Luminal B: expressdao de genes e proteinas tipicamente expressos pelas células
epiteliais luminais da mama, além da expressdo de genes semelhantes ao do grupo de tumores

com superexpressao de HER2;
HER2 Enriched: superexpressdo de HER2 (RE e RP negativos; e HER2 positivos);

Tipo-basal: expressdo de genes e proteinas caracteristicos das células
basais/mioepiteliais da mama (HER2, RE e RP negativos; e expressdo de citoqueratinas

basais);
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Figura 1: Principais achados genémicos, clinicos e proteémicos dos quatro subtipos
moleculares do cancer de mama (CGAN, 2012)

A identificacdo de pelo menos dois tipos de carcinoma mamario RE positivo com evolugdo
clinica diferente, foi uma das descobertas mais interessantes. O subgrupo luminal A foi
caracterizado por uma alta expressédo de RE, GATA3, X-box binding protein trefoil factor 3,
hepatocyte nuclear factor 3 alpha, e LIV-1, enquanto o subgrupo luminal B mostrou expresséo
moderada para 0s genes expressos pelas células luminais da mama e, mais frequentemente,
niveis maiores de proliferacdo celular e niveis menores de expressédo de RP. O tipo basal foi
caracterizado pela expressao de keratinas 5 e 17, e pela laminina e fatty-acid binding protein

7. O subgrupo HER2 mostrou alta expressao de varios genes do amplicon do HER2. Estas e
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as alteracdes moleculares mais recentemente descobertas pelo Cancer Genome Atlas Network,
2012, estéo listadas na figura 1 contendo a tabela do artigo original.

Esta taxonomia molecular ¢ um reflexo do status dos receptores hormonais/status do
HER?2/status proliferativo do carcinoma mamario (RAKKA & ELLIS, 2011). Embora estudos
imuno-histoquimicos ndo fornecam analise bioldgica dos tumores tdo acurada quanto aquela
baseada em microarranjos de cDNA, os trabalhos utilizando marcadores proteicos e TMA
possibilitam identificar os grupos inicialmente determinados através da andlise do perfil
génico. H& entdo boa reprodutibilidade entre os estudos utilizando imuno-histoquimica e
aqueles que empregaram microarranjos de cDNA para identificacdo de subtipos tumorais com
caracteristicas biologicas e comportamento clinico semelhantes (ABD EL-REHIM et al.,
2005). O sistema de classificagdo baseado em perfis imuno-histoquimicos da expressdo dos
receptores hormonais e do status do HER2 ainda é considerado como biomarcador chave
permitindo investigacbes em grandes populacbes como classificagdo molecular mais préatica
na clinica de rotina (RAKKA & ELLIS, 2011). Acredita-se que o indice proliferativo dos
tumores tenha um papel muito importante para predizer o comportamento tumoral. O grupo
de Sotiriou (2006) mostrou que nenhum teste de assinatura génica (gene signatures)
apresentou valor prognostico quando os genes relacionados a proliferacdo celular foram

excluidos da anélise.

Fatores moleculares progndsticos e preditivos tradicionais em carcinoma mamarios incluem o
status dos receptores hormonais e o status do HER2, que sdo considerados essenciais no
acompanhamento clinico das pacientes com carcinoma mamario e sdo determinados
rotineiramente utilizando técnicas e guias de recomendacBes bem estabelecidos
(HAMMOND et al., 2011; WOLFF et al., 2007, WOLFF et al., 2013). E atualmente
reconhecido que a principal consideracdo para decisdo terapéutica é a resposta enddcrina. A
terapia enddcrina e responsavel por quase dois ter¢os do beneficio global da terapia adjuvante
em pacientes com receptores hormonais positivos. A terapia hormonal € a terapia primaria em
tumores de baixo risco, positivos para receptores hormonais (responsivos a hormonioterapia),
enquanto a hormonioterapia associada a quimioterapia € utilizada em tumores de alto risco
(resposta hormonal incerta). A quimioterapia isolada é utilizada apenas para tumores

negativos para receptores hormonais, ndo responsivos a hormonioterapia (EBCTCG, 2005).

O status do receptor de estrogeno tem sido utilizado desde 1970 na clinica do carcinoma

mamario como indicador de resposta a terapia hormonal e como fator progndstico de
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recorréncia. Os receptores hormonais sdo estudados através de imuno-histoquimica em
material representativo do tumor fixado em formol tamponado diluido a 10% e emblocado em
parafina. Este teste diagnostico é usado rotineiramente na clinica e a decisdo terapéutica

depende do resultado.

O receptor de progesterona € regulado pelo estrégeno e sua expressdo € conhecida por indicar
uma via funcionante do receptor de estrogeno. Aproximadamente 40% dos tumores RE
positivos sdo RP negativos. A auséncia de expressdao para RP em tumores RE positivos pode
ser um marcador de sinalizagéo aberrante do fator de crescimento que poderia contribuir para
a resisténcia ao tamoxifeno. Tumores RE positivos/RP negativos sdo geralmente menos
responsivos do que tumores RE positivos/RP positivos a hormonioterapia (ARPINO et al.,
2005). O status do RP pode ajudar a predizer resposta ao tratamento hormonal em pacientes
com doenga metastatica como tratamento adjuvante (REGAN et al., 2006; DOWSETT et al.,
2006).

1.2. HER2

O proto-oncogene HER2/neu foi descoberto independentemente em quatro diferentes
laboratorios e chamado de neu, HER2, e c-erbB-2. Inicialmente foi identificada uma versédo
mutante do gene que atuava como oncogene responsavel pela transformacdo potencial do
DNA isolado dos neuroblastomas de rato induzidos por etilnitrosouréia. Os outros trés
laboratdrios descobriram o gene pesquisando genes relacionados ao receptor de fator de
crescimento epidérmico — Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), através de ensaios de
cDNA usando o gene v-erbB e por isso denominaram o gene de HER-2, relacionado ao EGFR
humano ou c-erbB-2. O gene HER2/neu esté localizado no cromossomo 17g21 e codifica uma
proteina receptora transmembrana de 185kD com atividade tirosinoquinase intracelular. A
proteina é estruturalmente composta de um dominio extracelular de unido ao ligante, um
dominio transmembrana e um dominio catalitico intracelular de tirosinoquinase (SLAMON,
etal., 1987).

O receptor HER2 é um dos quatro membros da familia dos fatores de crescimento
epidérmico: EGFR (HER1 ou erbB1), HER2 (erbB2), HER3 (erbB3) e HER4 (erbB4) e esta
associado com proliferacdo, diferenciacdo, adesao e motilidade celular, progresséo tumoral,
metastases regionais ou a distancia, angiogénese e reducdo de apoptose. Esta familia de
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receptores estd envolvida na comunicacdo célula-célula e célula-estroma através de um
processo conhecido como transdugdo de sinal. Neste processo, fatores externos de
crescimento, ou ligantes, afetam a transcricdo de varios genes através de fosforilacdo e
desfosforilacdo de diversas proteinas transmembranares e de sinalizadores intermediarios
intracelulares, a maioria deles com atividade enziméatica. A propagacdo do sinal ocorre
quando a atividade enzimédtica de uma proteina ativa a atividade enzimatica da proxima
proteina na cadeia (ROSS, 2009).

Depois que o ligante se liga a qualquer membro da familia EGFR/HER, o receptor HER2
pode dimerizar com os outros membros da familia EGFR. A grande variedade de ligantes e de
cadeias intracelulares que se cruzam e interagem com outras cadeias permite uma variedade
significativa de sinalizacdes. Como ainda ndo foi identificado um ligante especifico para o
HER2, ele é o parceiro preferido para dimerizar com os outros membros da familia. Os
heterodimeros do HER2 sdo mais estaveis e sua sinalizagdo é mais potente que outras
combinagOes de receptores sem o HER2. (CHO et al., 2003; ROSS 2009; SHA & CHEN,
2010).

A superexpressdo proteica de HER2 na mama tem sido relatada em 40-60% dos carcinomas
ductais in situ e em 15-20% dos carcinomas invasores (variando de 5-55%, média de 26%).
Nos carcinomas mamarios, a superexpressdo proteica esta associada a amplificacdo génica do
HER2 em 90% dos casos. Os tumores positivos para superexpressdo ou amplificacdo do
HER2 sdo mais comumente de grau histologico intermediario ou alto, mais frequentemente
sd0 negativos para receptores de estrogeno e progesterona, e apresentam metastase linfonodal
ao diagndstico inicial. (BANKFALVI, et al., 2000; WOLFF et al., 2007; WOLFF et al.,
2013)

A descoberta do HER2 na década de 80, e a demonstracdo da associa¢do de tumores com
amplificagdo génica ou superexpressdo proteica com pior prognostico, apontaram para 0
potencial oncogénico do HER2. Os pesquisadores comecgaram, entdo, a buscar tratamentos
mais eficazes as pacientes que apresentassem tumores com superexpressdo do receptor HER2.
Atualmente, a pesquisa de superexpressdo proteica ou de amplificacdo génica deve ser
realizada rotineiramente em todos o0s carcinomas mamarios invasores, segundo 0s guias de
recomendacdes de determinacdo do status do HER2 de diversos paises como Estados Unidos,
Canada, Reino Unido e Espanha (ALBANELL et al., 2009; BARTLETT et al., 2011,
HAMMOND et al., 2011; HANNA et al., 2007; WALKER et al., 2008; WOLLF et al., 2007;
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WOLLF et al., 2013). Devido a grande demanda de realizacéo do teste do HER2, e a possivel
resposta a tratamentos especificos, torna-se cada vez mais necessaria a realizacdo de testes
confiaveis, com sensibilidade e especificidade elevadas, e que possam ser reproduzidos e
realizados em laboratorios centrais e laboratorios periféricos, para atender a populacdo em
geral (WOLLF et al., 2007; WOLLF et al., 2013).

Nos ultimos anos, a analise do status do HER2 se tornou ainda mais importante apds
aprovacdo pelo Food and Drug Administration (FDA) de tratamentos alvo-especificos:
trastuzumab (Herceptin™), lapatinib (Tykerb™), pertuzumab (Perjeta™). Mais recentemente,
foi aprovado pelo FDA a quarta droga contra 0 HER?2, trastuzumab-maytansine (Kadcyla™),
também conhecida como T-DML1. Figura 2. (MILES et al., 2001; ROSS et al., 2009; SHA e

CHEN, 2010; SLAMON et al., 1987; WOLLF et al., 2013).

O trastuzumab (Herceptin™) é um anticorpo monoclonal humanizado anti-HER2 langado em
1998; o lapatinib (Tykerb™) é um inibidor duplo das tirosinoquinases HER2 e EGFR; o
pertuzumab (Perjeta™) é um anticorpo monoclonal humanizado que se liga a um epitopo
distinto do HER2 (dominio II, o trastuzumab se liga ao dominio IV), bloqueando a
dimerizacdo com outros receptores HER, agindo sinergicamente com o trastuzumab. O
trastuzumab, o lapatinib e o pertuzumab podem utilizados isoladamente ou junto com
quimioterapia associada a antraciclina, diminuindo a progressdao tumoral do carcinoma
mamario. A T-DM1 é um conjugado anticorpo-droga, onde o anticorpo da terapia alvo anti-
HER2, trastuzumab, esta quimicamente ligado a citotoxina meytansine, um inibidor de
microtibulos. O anticorpo identifica as células do carcinoma mamario liberando o
quimioterapico diretamente no tumor, o que reduz o risco de toxicidade. Esta terapia é
atualmente indicada como tratamento de segunda linha para pacientes com carcinomas
mamarios invasores e metastaticos com progressao tumoral apos tratamento com trastuzumab
(GRADISHAR, 2012; MULCAHY, 2013; ROSS et al., 2009; SHA e CHEN, 2010).

Existe uma variedade de métodos diferentes para detectar o status do HER2. A
superexpressdo da proteina pode ser detectada por imuno-histoquimica (IHQ), ELISA e
Westhern Blotting. A amplificacdo génica pode ser identificada por testes de hibridizagdo in
situ (ISH) fluorescente (FISH), cromogénica (CISH) ou pela prata (SISH), Southern blotting e
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (WOLFF et al., 2007; WOLFF et al., 2013).
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Figura 2: Familia de Receptores Humanos do Fator de Crescimento Epidérmico (HER)
e agentes terapéuticos disponiveis (GRADISHAR, 2012)

Os primeiros estudos do HER2 utilizavam as técnicas de Southern e Western blotting para
deteccdo de amplificagdo génica e superexpressdo proteica, respectivamente. mas eram
realizadas em material congelado ou a fresco, o que ndo é adequado para rotina diagnostica
(JACOBS et al., 1999). A determinacdo de amplificacdo do HER2 através de real-time PCR
tem sido comparada ao FISH e a IHQ, mostrando tratar-se de método sensivel e especifico,
com resultados compardveis ao FISH, e potencial de categorizar 0s tumores com
superexpressdo duvidosa a IHQ (BENOHR et al., 2005; NISTOR et al., 2006). A dosagem
sérica da concentracdo de HER2 ndo pode substituir a IHQ ou o FISH para avaliar o status do
HER2. Também ndo pode ser usada como marcador tumoral em cancer de mama primario,
devido a baixa prevaléncia da elevacdo de HER2 sérico (KONG et al., 2006).
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Segundo os guias de recomendacdes do teste do HER2 em céancer de mama feito pela
Sociedade Americana de Oncologia Clinica (American Society of Clinical Oncology-ASCO) e
Colegio de Patologistas Americanos (College of American Pathologists-CAP) em 2007 e
2013, o status do HER2 deve ser avaliado em todo carcinoma invasor primario da mama, no
momento do diagndstico, da recorréncia, e na eventual metastase, utilizando os testes de IHQ
ou ISH (WOLFF et al., 2007; WOLFF et al., 2013). As técnicas de ISH ou IHC podem ser
utilizadas como primeira opcdo de teste, ou devem ser utilizadas nos casos considerados
equivocos, antes de se recomendar a terapia anti-HER2. (ARNOULD et al., 2003;
DOWSETT, et al, 2003; WOLFF, et al., 2007; WOLFF, et al., 2013; ZHANG et al., 2003;
ZHAO et al., 2002).

1.3. ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

A reacdo imuno-histoquimica para a deteccdo membranar da superexpressao do HER2 é o
teste de rotina indicado para a sua avaliacdo em amostras de carcinoma mamario, devido ao
menor custo, facilidade técnica e relevancia bioldgica. Problemas com a variabilidade da
marcacdo imuno-histoquimica tém sido reportados, especialmente diferencas na sensibilidade
e especificidade entre os varios anticorpos comerciais disponiveis, variacdo da interpretacao
das reacdes e artefatos de técnica (DOWSETT et al., 2007; SHA & CHEN, 2010).

A técnica imuno-histoquimica envolve as etapas pré-analitica (como preparar o material),
etapa analitica (fases técnicas do ensaio imuno-histoquimico) e etapa pos-analitica
(interpretacdo e quantificacdo dos resultados), Figura 3. Todas as etapas sdo importantes e
ainda ha grande variacdo nas metodologias e na padronizacdo empregadas pelos diferentes
laboratorios. A automacéo das reacfes tenta diminuir a variagdo metodoldgica, mas também
pode sofrer influéncia do operador do equipamento e na padronizagdo da técnica. Trabalhos
europeus e americanos mostram varia¢do nos resultados da avaliagdo do HER2 influenciados
pelas trés etapas (MOELANS et al., 2010; SEIDAL et al., 2001; WICK et al., 2002; WOLFF,
et al., 2007).

Os fatores pré-analiticos, incluindo tempo de isquemia, tempo de fixacdo e tipo de fixador,
sdo importantes como critério de exclusao para a interpretacéo da reacdo (HAMMOND, et al.,
2003; HAMMOND et al., 2011; RHODES, et al.,2002, WOLFF, et al., 2007; WOLFF, et al.,
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2013). H& necessidade de padronizar estes parametros, com o intuito de desenvolver métodos
padronizados de procedimento e processamento do material. Estas variaveis podem afetar a
qualidade do material para os testes de biomarcadores e anélise molecular. E recomendado
fixar o material em formol tamponado diluido a 10% por 6 a 72 horas. O tempo entre a
retirada do material e a imersdo em formol tamponado, e o tempo de fixacdo do material
devem ser anotados e incorporados a requisicdo do exame (HAMMOND et al., 2011;
WOLFF, et al., 2007; WOLFF, et al., 2013).

Preanalytic
Time to fixation
Method of tissue processing
Time of fixation
Type of fixation
Analytic
Assay validation
Equipment calibration
Use of standardized laboratory procedures
Training and competency assessment of staff
Type of antigen retrieval
Test reagents
Use of standardized control materials
Use of automated laboratory methods
Postanalytic
Interpretation criteria
Use of image analysis
Reporting elements
Quality assurance procedures
Laboratory accreditation
Proficiency testing
Pathologist competency assessment

Figura 3 — Fatores pré-analiticos, analiticos e pos-analiticos do teste para HER2,
segundo o guia de recomendacdes da ASCO/CAP 2007

Artigos recentes na literatura sugerem gque a demora excessiva no tempo entre a retirada do
material até a sua imersdo no fixador (tempo de isquemia fria), pode agir negativamente na
analise de testes de receptores hormonais e do HER2. O tempo de isquemia superior a 60 a
120 minutos pode comprometer a acurdcia na analise IHQ e do FISH, devido a perda de
marcacdo ou de intensidade do sinal hibridizado. Alguns tumores com tempo de isquemia fria
excessivo poderiam ser falsamente classificados como negativos para a expressdo de
importantes alvos terapéuticos (APPLE et al., 2011; KHOURY et al., 2009; KHOURY et al.,
2012; PORTIER et al., 2013).
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E descrito que o formol produz grupos de hidroximetil em aminoacidos que fazem reacio
cruzada com proteinas e grandes moléculas necessarias para a reagdo imuno-histoquimica.
Além disso, a protedlise geralmente causa ligacfes inespecificas com moléculas néo
relacionadas. O formol pode romper pontes de hidrogénio e outras interacdes eletrostaticas
que afetam a configuragdo das proteinas, aumentando, posteriormente, a possibilidade de
alteracdes importantes nos alvos terapéuticos (KHOURY et al., 2009; KHOURY et al.,
2012). Outros aspectos no processo de fixacédo, incluindo o pH e a temperatura, apresentam
impacto na preservacgdo antigénica. O pH do formol afeta o tipo de ligacdo cruzada que pode
ocorrer. Em formol tamponado a 10%, os sitios de hidrogénio nas moléculas estdo disponiveis
para ligagdo, j& que eles se encontram em estado neutro (ndo carregado). A diminuicdo do pH
induz a formagdo de grupos amina carregados (NH3") que ndo apresentam sitios reativos de

hidrogénio e favorecem interacfes com grupos amido (CO-NH2) (LEONG et al., 2010).

O formol parece ser uma substancia continuamente ativa, e a fixacdo efetiva resulta da
formacdo de ligagbes cruzadas entre grupos periféricos de proteinas que incluem amina,
imina, amida, peptidio, guanidil, hidroxil, cargoxil, SH, e anéis aromaticos. E descrito que a
intensidade de marcacdo de varios tipos de antigenos varia inversamente com o tempo de
exposicdo ao formol (LEONG et al., 2010). A preocupac¢do com o tempo de fixacdo do tecido
levou a estudos prospectivos de validacdo que compararam os resultados de testes de RE, RP
e HER2 em tecidos fixados por um tempo padronizado com tecidos da mesma amostra que
sofreram um tempo de fixacdo prolongado (de 72 a 96 horas). Os resultados destes estudos
sugerem gue o tempo de fixacdo em formol por até 72 horas ndo altera a reatividade de RE,
RP e HER2, sendo assim, aceito como limite superior de tempo na pratica clinica. A
imunorreatividade dos marcadores progndsticos e preditivos do cancer de mama como o RE,
RP e HER2 pode ser reduzida por fixacdo em formol por tempo muito longo (TONG et al.
2011; al. Y-ALE, 2013).

Os problemas relacionados a fase analitica ou de processamento, como padronizagdo das
reacOes (manual ou automatizada), protocolos de reativagdo antigénica, escolha de reagentes
como sistema de deteccdo, clones de anticorpos e suas diluicbes, sdo o0s principais
responsaveis por baixas pontuacdes obtidas em avaliagdes nos programas externos de controle
de qualidade. Como a padronizacdo desta fase € variavel em diferentes laboratérios, a
comparacao dos resultados da reacéo entre laboratdrios fica prejudicada, mesmo os resultados
no mesmo laboratério podem variar entre amostras diferentes devido aos fatores pré-

analiticos, como o tempo de exposicao ao fixador (HARDY et al., 2013).
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Entre as variaveis que influenciam o processo imuno-histoquimico, esté a etapa de reativacéo
antigénica, importante na recuperacdo dos sitios antigénicos mascarados pela fixacdo em
formol. Ela € influenciada pela temperatura e pelo tempo de duracdo da reativacdo induzida
por calor. Estes fatores estdo inversamente relacionados, assim, a reativacao antigénica em
baixas temperaturas requer um tempo maior para atingir os mesmos resultados obtidos em
temperaturas mais altas. O tempo gasto para chegar até a temperatura desejada, o tempo
necessario para esfriar até a temperatura ambiente, e a temperatura real obtida no processo séo
variaveis dificeis de serem controladas. A composi¢do quimica e o pH da solucdo reativadora

também podem afetar a eficacia do processo (LEONG et al., 2010).

Embora amplamente empregados na rotina clinica e em estudos randomizados, ainda ndo ha
uma definicdo de quais anticorpos seriam mais acurados para avaliagdo do HER2, apesar de
serem recomendados os anticorpos aprovados pelo FDA americano (BILOUS, et al. 2003;
GOUVEA, et al., 2006; MOELANS et al., 2010; NUNES et al., 2008; WOLFF et al., 2013).
Atualmente, os anticorpos empregados para avaliacdo imuno-histoquimica do HER2 sdo o
policlonal utilizado no HercepTest™ (A0485), os monoclonais de coelho SP3 e 4B5, e o
monoclonal de camundongo CB11, sendo este ultimo considerado mais especifico e os
primeiros, mais sensiveis para deteccdo da superexpressdo da proteina HER2 (GOUVEA, et
al., 2006, NUNES, 2007; NUNES et al., 2008; RICARDO et al., 2007; ROCHA et al., 2008;
ROCHA et al., 2009a; VAN DER VEGT et al., 2009).

Os dois testes de IHQ aprovados pelo FDA para identificacéo de superexpressao do HER2 sdo
0 HercepTest™ (da Dako, Carpinteria, CA, EUA) que utiliza o anticorpo policlonal A0485, e
0 Pathway (da Ventana, Tucson, AZ, EUA), que utiliza o anticorpo monoclonal de coelho
4B5. A concordancia global entre o HercepTest™, outros anticorpos anti-HER2 e ensaios de
estudos clinicos foi considerada boa (SELVARAJAN et al., 2004). A baixa especificidade do
HercepTest ™ também ja foi ressaltada em outros estudos (JACOBS et al, 1999; ROCHE &
INGLE, 1999). O Kit Pathway foi introduzido em 2002 e utilizava o anticorpo monoclonal de
camundongo CB11. Este anticorpo foi substituido pelo novo anticorpo monoclonal 4B5 em
2008, mostrando marcacdo de membrana mais precisa € menor marcagdo inespecifica de
fundo, em comparacdo com o anticorpo CB11, e maior correlacdo com o metodo FISH, com
excelente reprodutibilidade interlaboratorios (POWELL et al., 2007).

Alguns autores recomendam a utilizacdo de equipamentos de coloracdo automatizadas para

garantir a padronizacdo do processo de imunodetec¢cdo, embora tenha sido observado que
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mesmo com metodologia automatizada, pode existir variacdo diaria na densidade Optica da
marcacgdo em até 30% para o RE, quando o mesmo bloco de tecido € utilizado como controle
diario da reacao. Alteracdes na intensidade de cor do cromdgeno podem ser percebidas a olho
nu (HARDY et al., 2013).

Desde a publicacdo do guia de recomendacGes para o teste do HER2 em 2007, tem sido
identificada uma melhora na padronizacao do teste de IHQ pelos laboratérios, principalmente
aqueles participantes de programas de acreditacdo, como o CAP e o UK National External
Quality Assessment Service (NEQAS). Estes guias sugerem concordancia de 95% entre os
resultados da IHQ e a hibridizacdo in situ, além de amplificacdo génica inferior a 5% dos
casos considerados 1+ pela IHQ. Varios ensaios clinicos compararam o resultado do teste do
HER2 de laboratérios centrais com laboratdrios locais e mostraram apenas 74 a 79% de
concordancia, sendo maior em laboratérios que realizavam mais de 100 testes por més. E
recomendado que os laboratdrios realizem um minimo de 250 testes por ano para assegurar a
reprodutibilidade da reacdo, além de investirem em controles de qualidade interna da reacéao e
participarem de testes de proficiéncia bianuais. O comité de atualizacdo da ASCO/CAP 2013
reenfatiza a importancia de que cada metodologia nova de testes utilizados para 0 mesmo
diagnostico clinico deva ser validada através de comparacdo com um teste de referéncia tendo
0 mesmo tipo de andlise e utilidade clinica, incluindo pelo menos 25 a 100 amostras. As
recomendacdes da ASCO/CAP de 2007 e 2013 enfatizam a validacdo dos resultados feita por
um laboratério de referéncia (ALl et al., 2011; WOLFF et al., 2007; WOLFF et al., 2013).

Os termos validagéo e verificacdo sdo utilizados no contexto de desenvolvimento de novos
testes. Entretanto, existe uma pequena confusdo na utilizacdo dos termos validar e verificar.
O FDA define validagdo como “confirmacdo através de exame e provisdo de evidéncia
objetiva que os requerimentos particulares para uma utilizacao especifica esperada possam ser
consistentemente preenchidos”. Ja verificagdo ¢ definida como “um estudo utilizado para
determinar se um tipo de teste atende as especificagdes” ou “processo unico completo para
determinar ou confirmar as caracteristicas do desempenho de um teste antes que o teste seja
utilizado em pacientes” (HARDY et al., 2013). Pode-se interpretar validacdo como estarmos
fazendo o teste correto, apropriado para o uso pretendido, e verificagdo, como estarmos
fazendo o teste corretamente (JENNINGS et al., 2009).

Estudos comparativos utilizando o teste imuno-histoquimico para deteccéo de superexpresséo

do HER2 entre laboratorios e entre observadores mostram maior indice de concordancia entre
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laboratorios de referéncia, destacando a importancia do treinamento continuado, com maior
volume de casos analisados, e a experiéncia do patologista (NUNES et al., 2007; WOLFF et
al., 2007; WOLFF et al., 2013). A anéalise automatizada das reacdes em computador, com
programas especificos de interpretacdo das marcacdes vem sendo comparada com a analise
Optica ou visual no microscépio, com boa correlacdo entre elas (ELLIS et al., 2005;
GUSTAVSON et al., 2009; SKALAND et al., 2008; TURASHVILI et al., 2009).

A escolha dos anticorpos primérios, as alteracfes da fase pré-analitica, e a interpretacdo das
reacOes tem importancia fundamental no resultado final dos testes imuno-histoquimicos. Este
resultado podera influenciar ensaios clinicos para testes de medicamentos, ou influenciar
decisbes terapéuticas no tratamento de cada paciente individualmente (GOWN 2008;
HAMMOND et al., 2011; KHOURY et al., 2009; KHOURY et al, 2012; ROSS et al., 2007;
SAUTER et al., 2009; WOLFF et al., 2007; WOLFF et al., 2013).

14. HIBRIDIZACAO IN SITU

A amplificacdo génica identificada pela técnica de hibridizacdo in situ € considerada o teste
padrdo-ouro (gold standard) para a determinacdo do status do HER2. A hibridizacdo in situ
fluorescente é uma técnica de custo elevado e requer equipamento e técnica especializados,
como microscépio de luz fluorescente e avaliagdo das laminas em campo escuro. Ha perda
das marcacbes com impossibilidade de arquivar as laminas para revisdo e auséncia de
identificacdo morfologica para diferenciar o componente in situ do componente invasor em
carcinomas mamarios. O FISH apresenta as vantagens de ter um sistema de scoring mais
objetivo, quantitativo, e a presenca de controle interno na reagéo (dois genes HER2 presentes
em todas as células). Os métodos de hibridizacéo in situ cromogénica e pela prata apresentam
as vantagens técnicas da IHQ com a reprodutibilidade do FISH. As técnicas de hibridizacao in
situ com sonda dupla para marcacéo da amplificagdo génica e do centrémero do cromossoma
17 (Dual color dual hapten in situ brightfield hybridization - DDISH) permitem a
quantificacdo das marcacfes do gene e do cromossoma, e identificam os casos com
amplificacdo verdadeira do HER2 e aqueles com polissomia do cromossoma 17. VArios
estudos mostraram alta concordancia (de 97 a 99%) entre DDISH, SISH, CISH e FISH
(BARTLETT et al., 2009; BHARGAVA et al., 2005; DIETEL et al., 2007; FRANCIS et al.,
2009; GRUVER et al., 2010; HWANG et al., 2011; KATO et al., 2010; KOH et al., 2011;
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NITTA et al.,, 2008; PAPOUCHADO et al., 2010; PENAULT-LORCA et al., 2009;
SCHIAVON et al., 2012; VAN DE VIJVER et al., 2007).

A polissomia ocorre quando ha duplicacdo completa de um cromossoma uma ou mais vezes,
enguanto a monossomia € o resultado de delecdo completa do cromossoma. A importancia
clinica de polissomia ou monossomia na auséncia de superexpressdo da proteina HER2 na
IHQ é desconhecida. Entretanto, é pouco provavel que a monossomia afete o tratamento do
paciente, ja que ela resultaria em menor expressdo de HER2. A polissomia poderia aumentar a
expressdo de HER2 e, assim, necessita de maiores consideracdes. A incidéncia de polissomia
do cromossoma 17 tem variado de 4% a mais de 30% em estudos de carcinomas mamarios
invasores. Esta grande variacdo reflete as diferencas na definicdo de polissomia, podendo ser
definida como >2 cépias do cromossoma por célula até >4 copias por célula. Alguns estudos
relatam resposta a tratamento com trastuzumab de até 35% dos tumores com polissomia, mas
esta resposta era restrita aqueles tumores que também superexpressavam a proteina HER2
(escore 3+) (HOFMANN et al., 2008). A polissomia parece ser mais comum do que a
monossomia. Alguns estudos de hibridizacdo gendmica comparativa (aCGH) recentemente
mostraram que a polissomia verdadeira (duplicacdo completa do cromossoma) é realmente
rara, sendo a perda ou ganho da regido pericentromérica do cromossoma 17 mais comumente
observada e pode resultar em alteracbes na razdo HER2/CEP17 e em resultados falso
negativos e falso positivos (HANNA et al., 2013). A nova recomendagédo da ASCO/CAP para
interpretacdo da amplificacdo génica tenta minimizar estes resultados falsos (WOLFF et al.,
2013).



33

1.5. ANALISE ATRAVES DE IMAGEM DIGITALIZADA

Avancos tecnoldgicos, como programas de imagem, escaneadores e capacidade de arquivo de
imagens, tém tornado o uso difundido de sistemas de imagem digitalizada uma realidade. Na
anatomia patoldgica, uma especialidade médica baseada em imagem, o desenvolvimento da
tecnologia de imagens digitalizadas levantou a possibilidade de se transformar o fluxo
diagnéstico do laboratério em um fluxo completamente digital. Apesar dos varios beneficios
que a tecnologia pode ter, é necessario conhecer suas limitagcdes no diagndstico clinico para
prevenir riscos a populacdo (JARA-LAZARO et al., 2010).

A patologia digital envolve o uso de tecnologia computadorizada para converter imagens
microscopicas analdgicas em imagens digitais. E conhecida por imageamento de toda a
lamina (whole slide imaging - WSI) ou como imagem digitalizada, lamina virtual ou
microscopia virtual. Os sistemas de WSI consistem de um microscopio com camera, um
escaneador, um computador e um monitor associados a um programa de imagem. O sistema
permite a aquisicdo, 0 processamento, 0 arquivamento e a recuperacdo da imagem. As
laminas digitalizadas podem ser vistas na tela do computador como sdo vistas
tradicionalmente no microscopio de luz (Figuras 4 e 5). O patologista pode selecionar
aumentos diferentes, ou pode dar ou tirar o zoom da imagem, permitindo uma avaliagdo mais
préxima da area de interesse sem perder a resolucéo e a definicdo da imagem (AL-JANABI et
al., 2012a; ROCHA et al., 2009d).

A WSI pode ter utilidade para o patologista para fins diagndsticos de laminas microscépicas
sem 0 uso do microscépio de luz, além de um espectro completo na patologia, como a
portabilidade e o aumento da acessibilidade, podendo ver as laminas de qualquer local, a
qualquer hora, evita atrasos provocados pelo transporte fisico das laminas entre os diversos
departamentos, se interligado a redes, facilidade de colaboragéo entre os patologistas, com a
utilizacdo de conferéncias em tempo real das laminas digitalizadas, a possibilidade de
visualizar imagens de fluorescéncia em multiplos canais de formas variadas, e facilidade no
arquivo de material (AL-JANABI et al., 2012b; HO et al., 2006; ROCHA et al., 2009d).

Aparelhos automatizados de identificagdo celular incluem analisadores hematoldgicos, que
fazem a contagem diferencial das células do sangue, analisadores de cromossomas,
analisadores de sedimentos urindrios e sistemas de imagem de citologia oncética

ginecoldgica. Todos eles localizam, contam e identificam as células, mas a interpretacéo final
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deve ser realizada por uma pessoa treinada. O analisador de imagens tem sido usado como
adjunto no diagndstico pela microscopia de luz, na quantificacdo e na analise da intensidade
de marcagdo na imuno-histoquimica, como HER2, Ki-67 e receptores hormonais. A imagem
digitalizada pode ser interpretada manualmente pelo patologista criando uma estimativa de
intensidade de marcacdo e porcentagem de positividade através da imagem apenas, ou pode
ser utilizado um programa de interpretagdo de imagens, geralmente oferecido pelo fabricante.
(CHEN et al.,2012; WANG et al., 2012;).

As técnicas automatizadas de analise de imagens envolvem algoritmos que permitem o
computador automaticamente interpretar testes imuno-histoquimicos, com medidas analiticas
como quantificacdo de intensidade de marcacdo. Na avaliacdo do status do HER2, varios
estudos mostraram alta acuracia e reprodutibilidade com a utilizagdo de algoritmos dos
analisadores de imagens para quantificar a expressao do HER2. Quando comparada com a
microscopia Otica convencional, houve maior concordancia com o FISH e menor variacdo
inter e intra observador (DOLLED-FILHART 2012 et al., GAVRIELIDES et al., 2011;
GUSTAVSON et al,. 2009; JOSHI et al., 2007; KEAY et al., 2013; LAURINAVICIENE et
al., 2011; MASMOUDI et al., 2009; SKALAND et al., 2008; SLODKOWSKA et al., 2010).

As empresas que desenvolveram os programas de andlise de imagens solicitaram e receberam
a aprovacdo do FDA americano para a avaliacdo da marcacdo do HER2 e de outras
marcacdes, incluindo os receptores de estrégeno e progesterona. Uma das limitagfes mais
importantes dos sistemas analisadores de imagens é a impossibilidade de reconhecimento de
tipos celulares especificos, como tumor versus normal, e de separar componentes distintos da
lesdo, como componente invasor e componente in situ. A analise é, na verdade, semi-
automatizada, significando que o patologista deve selecionar a area de interesse a ser
interpretada e sempre confirmar o resultado da avaliagdo do analisador de imagem
(HEDVAT, 2010).

Algumas questdes foram levantadas quanto a utilizagdo da WSI para a rotina diagnostica;
entre elas, se a qualidade das imagens digitalizadas poderia permitir o mesmo diagnostico
feito através de microscopia de luz para todos os espécimes e Orgaos da patologia cirurgica,
ou se haveria alguma diferenca na utilizacdo dos dois métodos, como por exemplo, visualizar
e navegar na tela do computador versus no microscopio de luz (LOPEZ et al., 2009). O FDA
americano considerou os sistemas de WSI como artigos médicos classe Ill. Os artigos classe

111 sdo aqueles com a maior regulamentagdo de todos os artigos médicos. Eles séo regulados
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pelo sistema de qualidade e pelos procedimentos de confeccdo e devem receber aprovacédo
antes de serem vendidos no mercado. Cada sistema de WSI deve ser rigorosamente validado
para cada intencdo de uso. Para se conhecer esta efetividade, os riscos, beneficios e as
limitacbes do método, estudos de andlise diagnostica e clinicos estdo sendo realizados para
validar a performance diagndstica da WSI (KRENACS et al., 2009; PANTANOWITZ et al.,
2011; WANG et al., 2012). O Colégio Americano de Patologistas (CAP) criou um grupo de
trabalho para a validacdo em WSI e, recentemente, descreveu 12 recomendacgdes para 0sS
laboratdrios seguirem, se desejarem trabalhar com sistemas de WSI (PANTANOWITZ et al.,
2013).

Outras aplicacdes importantes da imagem digitalizada encontram-se na area de educacdo e
ensino da patologia, e na pesquisa. No ensino da patologia, ela permite arquivar imagens de
alta resolucdo que podem ser levantadas e utilizadas a qualquer momento e em qualquer lugar,
solucionando problemas como quebra e reposicdo de laminas nas aulas, e manutencdo de
material de ensino. A interatividade no ensino entre o professor e os alunos pode melhorar a
eficiéncia do aprendizado. O arquivo pode ficar disponivel online através de um acesso
seguro permitindo que mais pessoas visualizem, editem ou facam comentarios (AL-JANABI
et al., 2012b; ROCHA et al., 2009d).
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1.6. MICROARRANJOS DE TECIDO

O advento de estudos moleculares baseados no genoma de doencas levou a identificacdo de
centenas de moléculas potencialmente associadas com o processo de doenca. Surgiu entéo, a
necessidade de analisar melhor estas moléculas em amostras de tecido para elucidar sua
importancia como biomarcadores ou alvos fisioldgicos de prevengdo baseados em drogas ou
tratamentos especificos. (SAUTER et al., 2002).

A técnica de microarranjos de tecido (Tissue Microarray-TMA) permite a analise
retrospectiva em larga escala da expressao proteica dos tumores através da IHQ. Esta técnica
apresenta acuracia comprovada que justifica seu emprego com amplas vantagens de custo e
tempo para os estudos retrospectivos de grandes centros ou estudos cooperativos com grandes
bancos de dados (BUBENDORF, et al., 2001; MILANES - YEARSLEY, et al., 2002;
SAUTER, et al., 2002).

Em 1986, Battifora et al. desenvolveram a técnica do sausage ou multi-tissue tumor block,
onde tecidos diferentes eram processados juntos em um mesmo bloco de parafina de modo
aleatdrio e ndo ordenado. Esses blocos eram utilizados para teste de novos anticorpos e como
controle de qualidade das reagdes imuno-histoquimicas. Kononen et al. (1998), aprimoraram
a técnica de Battifora: cilindros de amostras eram retiradas de tecidos de blocos de parafina
pré-existentes e reembebidos em um novo bloco de forma ordenada, com coordenadas pré-
estabelecidas, tamanhos e formas regulares. Havia um maior nimero e melhor preservacao
das amostras e dos blocos, permitindo o estudo de um grande nimero de casos analisando-se
apenas uma ou poucas laminas. Essa técnica adicionou a vantagem de todas as amostras
serem processadas em um mesmo momento e em condi¢des idénticas, e ainda preserva o

material remanescente para outras pesquisas ou necessidades diagnosticas, Figura 6.

Os estudos para validacdo do método TMA no carcinoma da mama demonstraram 98% de
concordancia com as reacGes nos cortes histologicos usuais para marcadores imuno-
histoquimicos como o receptor de estrogeno e HER2, utilizando-se trés amostras de 0.6mm de
didametro de cada caso. Quando se utilizou apenas duas amostras a concordancia obtida foi de
94% (CAMP et al., 2000; DE MARZO & FEDOR, 2004). Este bom nivel de concordancia
com cortes histoldgicos usuais permite utilizar os TMAs em estudos de comparacdo entre
laboratdrios e de qualidade dos testes (SELVARAJAN et al., 2006).
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200 casos de carcinoma mamario invasor.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Devido a variagdo existente na identificacdo do status do HER2 pela reacdo imuno-
histoquimica, com diferentes metodologias e anticorpos anti-HER2 disponiveis no mercado e
a variacdo na interpretacdo destas reacdes em carcinomas mamarios, e continuando os estudos
comparativos ja realizados em nosso laboratorio de patologia mamaria entre anticorpos anti-
HER2 (policlonais, monoclonais), entre anticorpos anti-HER2, FISH e CISH, e avaliacdo
interobservador na interpretacdo da reacdo imuno-histoquimica (GOUVEA et al. 2006,
NUNES et al. 2007, NUNES et al. 2008), tivemos interesse em continuar a linha de pesquisa
incluindo o novo anticorpo monoclonal de coelho 4B5 e o novo método de hibridizacdo in
situ de dupla marcagdo, DDISH, realizando avaliacdo das trés fases das reaces de imuno-
histoquimica, reagdo manual e automatizada, e avaliagcdo por método de imagem.

Assim, os objetivos deste trabalho foram:

1. Determinar a sensibilidade e especificidade de cinco anticorpos anti-HER2 monoclonais e
policlonais em carcinomas mamarios invasores, utilizando a hibridizacdo in situ pela prata

como padréo ouro;

2. Analisar a influéncia do controle da fase pré-analitica nas reacGes de imuno-histoquimica

para HER2 em carcinomas mamarios invasores;

3. Comparar duas metodologias da reagdo imuno-histoquimica para o HER2 em carcinomas

mamarios invasores, uma manual e outra automatizada;

4. Comparar duas andlises visuais das rea¢fes de imuno-histoquimica na determinagdo da
expressao do HER2 em carcinomas mamarios invasores, uma através de microscopia éptica

da ldamina e outra através da imagem escaneada visualizada na tela de computador.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. SELECAO DOS CASOS E CONSTRUCAO DOS MICROARRANJOS
DE TECIDO

Foram selecionados 200 casos de carcinomas mamarios invasores diagnosticados no periodo
de 1990-2010, previamente testados para a expressao do HER2 na rotina, sendo 100 casos
provenientes dos arquivos do Laboratério de Patologia Mamaéria do Departamento de
Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da UFMG, Belo Horizonte, MG
(considerados casos sem controle da fase pré-analitica) e 100 casos provenientes dos arquivos
do AC Camargo Cancer Center, Sdo Paulo, SP, com fixacdo em formol tamponado, tempo
entre clivagem e fixacdo inferior a uma hora e tempo de fixacdo entre 6 e 72 horas
(considerados casos com controle da fase pré-analitica). Dos 200 casos selecionados, 70 casos
(35%) eram negativos para superexpressdo do HER2 (escore 0 ou 1+), 60 casos (30%)
apresentavam expressao equivoca (escore 2+) e 70 casos (35%) apresentavam superexpressao

para HER2 (escore 3+).

Todas as laminas dos casos selecionados coradas por Hematoxilina e Eosina e
imunomarcadas para HER2 na rotina dos servicos foram revisadas, sendo selecionada a area
que melhor representasse o tumor. A partir dos blocos de parafina doadores foi construido o
bloco receptor (TMA) contendo um cilindro de tecido de cada caso medindo 1,0mm de
didametro. A posicdo dos casos foi identificada em uma planilha com referéncias de coluna e

linha. Esta etapa foi realizada em colaboracdo com o AC Camargo Cancer Center, Sdo Paulo.

O bloco de TMA foi submetido & microtomia, com espessura de 4 um, obtendo-se cortes

histologicos sequenciais até o esgotamento do bloco, colhidos em I&minas de carga elétrica.

3.2. ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Para avaliar a superexpressdo da proteina HER2, foram utilizados anticorpos policlonais
A0485 e HercepTest™ (Dako, EUA), um anticorpo monoclonal de camundongo CB11
(Novocastra, UK) e dois anticorpos monoclonais de coelho: clone SP3 (Lab Vision, EUA) e
4B5 (Ventana, EUA). As reacOes para os anticorpos A0485, CB11 e SP3 foram realizadas

tanto manualmente (polimero Novolink, Novocastra), como automatizadas utilizando o
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protocolo e equipamento da Ventana (Benchmark® Ventana, EUA) no AC Camargo Cancer
Center. A reacdo para o anticorpo do HercepTest™ foi realizada apenas manualmente
utilizando o sistema de detec¢do do kit, e a reacdo para o anticorpo 4B5 foi realizada apenas
em automacdo, pois ambos sdo quites manual e automatizado, respectivamente, aprovados
pelo FDA (QUADROS 1 e 2).

QUADRO 1- Anticorpos anti-HER2: clone, fabricante, método de deteccdo, recuperacao
antigénica e diluicdo utilizados nas rea¢des manuais

Método de Recuperacao

Clone Fabricante ~ e Diluicao
deteccdo antigénica
A0485 Dako, EUA Novolink, PT Link, Dako ~ 1:1000
Novocastra
Visualization
HercepTest Dako, EUA Reagent, Dako  BM, 96°C pronto para uso
. BM/citrato
Novolink, )
CB11 Novocastra, UK Novocastra pH6,0 1:500
. BM/citrato
. Novolink, .
RabMab SP3 Lab Vision Novocastra pHG,0 1:500

BM, banho-maria

QUADRO 2- Anticorpos anti-HER2: clone, fabricante, método de deteccdo, recuperacao
antigénica e diluicéo utilizados nas rea¢es automatizadas

) ) 3 Recuperagao L
Clone Fabricante Método de deteccao o Diluicao
antigénica

UltraView Universal DAE
A0485 Dako, EUA CC1, Ventana 1:1000
Detecton Kit,VVentana

Novocastra, UltraView Universal DAE

CB11 ) CC1, Ventana 1:500
UK Detecton Kit,Ventana
RabMab UltraView Universal DAE
Lab Vision CC1, Ventana 1:500
SP3 Detecton Kit,VVentana
RabMab UltraView Universal DAE Pronto para
Ventana ) CC1, Ventana
4B5 Detecton Kit,Ventana uso

BM, banho-maria
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3.2.1. ANALISE DAS REACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS

Todas as laminas das reacdes de imuno-histoquimica foram escaneadas em equipamento de
digitalizagcdo de imagens (3DHISTECH digital microscopy scanner) e foram analisadas
através de microscopia Optica, como na rotina diagnoéstica, e através da visualizacdo da
imagem digitalizada da lamina escaneada em tela de computador, utilizando o programa de
visualizacdo de imagens Pannoramic Viewer (3DHISTECH), disponivel gratuitamente na
internet. O sistema de escore utilizado para avaliar a reacdo IHQ para 0 HER2 em ambas as
andlises foi o descrito nos guias ASCO/CAP (2007 e 2013), resumidos no ANEXO 3. A

figura 7 mostra os escores segundo as recomendac¢6es dos guias de 2007 e 2013.
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Figura 7 — Escores de classificacdo da expressdo do HER2 segundo as recomendacdes da
ASCO/CAP 2007 e 2013, respectivamente.
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3.3. REACAO E INTERPRETACAO DE HIBRIDIZACAO IN SITU

Foi realizada a reacdo de hibridizacdo in situ com dupla marcagdo: HER2 e centromero do
cromossoma 17 (CEP17) (VENTANA INFORM HER2 Dual ISH) em equipamento de

automacdo (Benchmark® Ventana, EUA) e utilizado o protocolo da Ventana (Figura 3).

Na ISH de dupla marcacdo, um gene HER2 individual apresenta-se como um Unico e pequeno
ponto preto e 0 CEP17 como um ponto vermelho. A amplificacdo do gene HER2 é visivel
como mdltiplos pontos pretos individuais dentro do ndcleo ou aglomerados nucleares.
Pequenos aglomerados foram considerados como 6 pontos e grandes aglomerados foram
considerados como 12 pontos. As laminas foram examinadas em microscopia éptica, com
aumentos de 40X a 100X e contados os pontos em 20 nlcleos das células neoplasicas. Foi
realizada a razdo entre o numero de pontos do HER2 e do CEP17 de acordo com os guias de
interpretagdo da ASCO/CAP (2007 e 2013), resumidos no ANEXO 3. Quando o status da
amplificacdo era considerado equivoco, foram contados mais 20 nicleos para nova

determinacédo da amplificacéo.

3.4. ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UFMG (COEP) sob o parecer
n®. ETIC 0314.0.203.000-10. (ANEXO D).
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4. ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacgéo entre os anticorpos e na determinacdo de sensibilidade e especificidade
na reacdo IHQ, foram construidas tabelas 2x2, e o intervalo de confianca de 95% foi
determinado. Os casos considerados equivocos (2+) foram excluidos desta andlise, pois
ndo representam resultado positivo ou negativo e todos seriam retestados pela ISH para
resultado final. Foi empregado o teste de concordéancia Kappa para a concordancia entre as
metodologias das reacdes de imuno-histoquimica (manual e automatizada) e entre a anélise
visual das reac6es (microscopio optico e visualizacdo da imagem da lamina escaneada) na
comparacdo entre os diferentes anticorpos empregados. Os valores de Kappa foram
divididos em intervalos para avaliar o grau de concordancia segundo os critérios de Landis
e Koch (1977). O grau de concordancia foi considerado baixo quando o valor do kappa
ficou entre 0 e 0,2; razoavel, entre 0,21 e 0,4; moderado, entre 0,41 e 0,6; bom, entre 0,61 e
0,8; e muito bom, entre 0,8 e 1. Para a determinacdo de p, foi utilizado o teste Mcnemar

(X?). A anélise deve ser considerada estatisticamente significativa quando p<0,05.
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False positivity in HER2 testing of breast cancer:
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Helenice Gobbi'

ABSTRACT

Aims Variability in determining HER2 status has been
reported, especially, differences in sensitivity and
specificity among commercially available antibodies, with
false positive and false negative results. We compared the
sensitivity and specificity of five anti-HER2 antibodies by
immunohistochemistry (IHC), using the new dual colour
brightfield in situ hybridisation (DDISH) as the gold
standard, on invasive breast carcinomas (IBC) arrays.
Material and methods Serial sections from tissue
microarrays (TMA) containing 200 preselected primary
IBC were submitted to DDISH (VENTANA INFORM HER2
Dual ISH assay), and immunohistochemistry, using Dako
A0485 and HercepTest (polyclonal), Novocastra CB11
(mouse monoclonal), NeoMarkers SP3 and Ventana 4B5
(rabbit monoclonal).

Results From the initial 200 cases, 184 were assessed
by DDISH and IHC. The concordance among the
antibodies was considered very good (kappa statistics
varied from 0.82 to 0.9). The overall concordance
between IHC and DDISH ranged from 94.1% for CB11
to 96.6% for A0485. The antibodies A0485, HercepTest,
SP3 and 4B5 were over 95% sensitive and specific.
CB11 was the most specific antibody (97.1%). 60%
(CB11) to 83.3% (SP3) of the 2+ cases showed no gene
amplification by DDISH. False negative cases varied from
0.5% (A0485) to 3.8% (CB11) of the cases, and false
positive from 1.6% (CB11) to 2.7% (HercepTest, SP3
and 4B5) of the 184 cases.

Conclusions There was very good agreement among
the five anti-HER2 antibodies. CB11 was the most
specific antibody, but showed more false negative cases.
A0485, SP3, 4B5 and HercepTest were highly sensitive
and specific, but showed more false positive cases.

INTRODUCTION

The HER2 gene encodes a transmembrane tyrosine
kinase receptor protein that is a member of the epi-
dermal growth factor receptor (EGFR), or human
epidermal growth factor receptor (HER).'

Invasive breast carcinomas (IBC) with HER2
gene amplification or protein overexpression are
associated with increased cell proliferation, cell
motility, tumour invasiveness, progressive regional
and distant metastases, accelerated angiogenesis,
reduced apoptosis, earlier relapse and poor progno-
sis.2 3 HER2-positive IBC predict response to
anti-HER?2 target therapy which improves outcome
and disease-free survival. Accurate determination of
the HER2 status has implications for selecting
patients to therapy and minimise overtreatment in

the setting where potential side effects, like cardio-
toxity, may occur.* *

The American Society of Clinical Oncology/
College of American Pathologists (ASCO/CAP) and
the UK guidelines recommend that HER2 status
should be determined for all IBC using immunohis-
tochemistry (IHC) for protein expression or in situ
hybridisation (ISH) for gene amplification status.
The guidelines were designed to improve the
overall precision and reliability of all types of slide-
based HER2 tests.*™®

Immunohistochemistry is the most frequent
initial test for HER2 status. A good to excellent
correlation between gene copy status and protein
expression levels are expected when a standardised
IHC assay is performed on specimens that are care-
fully fixed, processed and embedded. Advantages
of THC testing include its wide availability, rela-
tively low cost, preservation of stained slides and
use of a routine microscope. The THC detection
rates for HER2 protein can vary considerably based
on fixation procedures, selection and dilution of
antibody, detection system, antigen retrieval and
interpretation of the scoring criteria. Laboratories
performing high volumes of HER2 IHC testing
(more than 100 tests per month) produce higher
concordance with ISH. Since most are reference
laboratories that cannot control tissue fixation or
storage, it has been suggested that although preana-
lytical issues are considered the major cause of
interlaboratory variability, analytical and interpret-
ation factors may also be important. >~

There are many commercially available anti-
bodies against HER2 protein receptor. The most
frequently used antibodies are A0485, CB11, SP3
and 4BS. A0485 is the antibody included in the
Dako HercepTest kit, a rabbit polyclonal antibody
directed against the internal domain of the protein.
CB11 is a mouse monoclonal antibody, also with
antigenicity to the internal domain of the protein.
SP3 and 4BS are rabbit monoclonal antibodies. SP3
is directed to the extracellular domain of the
protein receptor and 4BS, the new FDA approved
antibody used in the Ventana Pathway, a fully auto-
mated assay, is directed against the internal domain
of HER2 protein.'**

Fluorescent in situ hybridisation (FISH) is a
slide-based DNA hybridisation assay using
fluorescent-labelled probes. FISH has the advantage
of a more objective scoring system than IHC and
the presence of internal controls. The disadvan-
tages include higher cost of each test, longer time
for slide scoring, requirement of a fluorescent
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microscope, inability to preserve the slides for storage and
review, and greater difficulty in assessing background morph-
ology. Chromogenic and silver in situ hybridisation (CISH and
SISH, respectively) feature the advantages of both IHC and
FISH. CISH and SISH show a high concordance rate with FISH
(97-99%). Single probe (HER2 probe) and dual probe hybrid-
isation (HER2 probe plus chromosome 17 centromere probe)
are available for FISH, CISH and SISH techniques. DDISH is a
dual colour dual hapten brightfield in situ hybridisation recently
approved by FDA, and completely automated.'® ¢

The aim of this study was to compare the sensitivity and spe-
cificity of five different anti-HER2 antibodies (polyclonal,
mouse and rabbit monoclonal antibodies) by immunohistochem-
istry (IHC) performed by a reference laboratory, highlighting
the false positive and false negative cases, using the new dual
colour in situ hybridisation (DDISH) as the gold standard, on
an IBC tissue microarray.

MATERIAL AND METHODS

This study was approved by our local ethics committee (Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais),
under the protocol number ETIC 0314.0.203.000-10.

Paraffin embedded tissue samples from 200 archival symp-
tomatic primary IBC, resected between 1997 and 2005, with
known HER2 expression levels were retrospectively selected
from the files of two Brazilian institutions: Laboratory of Breast
Pathology, School of Medicine, Federal University of Minas
Gerais (Belo Horizonte, MG) and AC Camargo Hospital (Sao
Paulo, SP). There were 188 invasive ductal carcinomas, five
invasive lobular carcinomas, three tubular carcinomas, two car-
cinomas with apocrine differentiation and two mucinous carcin-
omas. Twenty-two tumours were histologic grade I, 98 tumours
were grade II and 80 tumours were grade III. Fifty-one tumours
were classified as T1, 120 tumours as T2, 20 tumours as T3,
and 9 tumours as T4. The inclusion criteria were based on
previous THC in house routine test results in order to include
a wide range of HER2 overexpressed and equivocal tumours.
We selected 70 cases previously scored as negative (0/1+),
60 cases scored as equivocal (2+) and 70 cases scored as
positive (3+), using the ASCO/CAP HER2 guideline scoring
recommendations.®

A tissue microarray (TMA) block was constructed by sampling
1 mm-diameter core with representative areas of the invasive
carcinomas from 200 donator blocks previously selected from
the haematoxilin and eosin (H&E) and HER2 immunostained
slides, to avoid heterogeneity. Four-micrometre-thick sequential

sections from the TMA were mounted on positively charged
glass slides and submitted to IHC and DDISH."”

Immunohistochemistry and DDISH

Immunohistochemical and in situ hybridisation procedures for
HER2 were performed at AC Camargo Hospital (Sdo Paulo,
SP). Five anti-HER2 antibody clones were tested: polyclonal
HercepTest and A0485, mouse monoclonal CB11, rabbit mono-
clonal SP3 and 4BS. Table 1 summarises antibody clones, detec-
tion systems, antigen retrieval methods and dilutions.

TMA slide sections were deparaffinised, dehydrated in graded
alcohols, manually immunostained for Dako HercepTest Kit
(Dako, Carpinteria, California, USA), and automatically immu-
nostained using the Ventana Benchmark XT staining system
(Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) for the other
four antibodies, according to the manufacturer’s instructions.
Slides were counterstained with haematoxylin and coverslipped.

Immunostainings were performed with known positive and
negative tumour controls. HercepTest immunostaining run with
a control provided by the kit.

The dual colour dual hapten brightfield in situ hybridisation
method (DDISH; VENTANA INFORM HER2 Dual ISH assay),
was automatically performed in a Benchmark XT instrument
(Ventana), following the manufacturer’s instructions.

Interpretation of immunohistochemistry and DDISH
The immunostained TMA slides were blindly evaluated by an
expert pathologist (CBN), following ASCO/CAP guidelines (0,
no staining; 1+, faint part of membrane staining in any propor-
tion of invasive tumour cells or complete membrane staining in
<10% of invasive tumour cells; 2+, weak to moderate com-
plete membrane staining in >10% of invasive tumour cells, or
strong complete membrane staining <30% of invasive tumour
cells; 3+, strong complete membrane staining in >30% of inva-
sive tumour cells); 3+ cases were considered positive, 0 or 1+
cases were considered negative and 2+ cases were considered
equivocal.®

DDISH HER2 and Chr17 copies were counted on a light
microscope following ASCO/CAP guidelines and the HER2/
Chr17 ratio was calculated. At least 20 non-equivocal and non-
overlapping neoplastic nuclei of IBC cells were counted per
case. A single dot was counted as one dot, a small cluster as six
dots and a large cluster as 12 dots. Non-amplified cases were
defined as those with a ratio <1.8, and amplified cases, with a
ratio >2.2. For cases with a ratio between 1.8 and 2.2, 20 add-
itional nuclei were counted and a new ratio was calculated.®

Table 1 Anti-HER2 antibody clones, sources, detection systems, antigen retrieval methods and dilutions used in the IHC assays

Clone Source Detection system Antigen retrieval Dilution

HercepTest Dako, USA Polymer Visualization Epitope retrieval solution, DAKO Prediluted
Reagent, DAKO

A0485 Dako, USA UltraView Universal DAB CC1, Ventana 1:1000
Detecton Kit,Ventana

CB11 Novocastra, UK UltraView Universal DAB CC1, Ventana 1:500
Detecton Kit,Ventana

SP3 Lab Vision, USA UltraView Universal DAB CC1, Ventana 1:500
Detecton Kit,Ventana

485 Ventana, France UltraView Universal DAB CC1, Ventana Prediluted
Detecton Kit,Ventana

CC1, cell conditioning solution (pH 8.5); IHC, immunohistochemistry.
Nunes CB, et al. J Clin Pathol 2013;66:946-950. doi:10.1136/jclinpath-2013-201647 947
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Table 2 Percentage of HER2 immunoexpression of five anti-HER2
antibodies in 184 invasive breast cancers

HER2 antibodies
IHC score A0485 HercepTest cB11 SP3 4B5
0+ 446 55.4 59.2 54.9 50.5
2+ 206 8.2 8.2 6.5 13.0
3+ 348 36.4 326 38.6 36.5

IHC, immunohistochemistry.

False negative cases were considered when they showed IHC
score 0/1+ and DDISH gene amplification. False positive cases
were considered when they showed IHC score 3+ and DDISH
gene no amplification.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS V.19 and the vas-
sarstats.'® Kappa test was applied to compare HER2 expression
by the antibody clones and three categories were included
(0/1+4, 2+ and 3+). Kappa values followed Landis and Koch
criteria (1977), and 95% Cls were calculated." DDISH was
used as the gold standard, and overall sensitivity and specificity
were calculated for each antibody staining, considering 3+ cases
(positive) and 0/1+ cases (negative). For the purpose of sensitiv-
ity and specificity analysis, 2+ cases were excluded as they were
uninformative and would ask for a complimentary ISH study.

RESULTS

Immunohistochemistry and DDISH

Totally, 184 cases were assessed by DDISH for gene amplifica-
tion and by immunohistochemistry for protein expression.

Tumours with HER2 protein overexpression (3+) ranged
from 32.6% (CB11) to 38.6% (SP3); equivocal expression (2+),
from 6.5% (SP3) to 20.6% (A0485) and no protein overexpres-
sion (0/1+), from 44.6% (A0485) to 59.2% (CB11) of the 184
cases (table 2).

Kappa concordance among the different antibodies was con-
sidered very good. Kappa statistics varied from 0.82 to 0.9
(table 3).

DDISH identified HER2 gene amplification in 70/184
tumours (38.0%). The overall percentage of IHC positivity
(including IHC 2+ cases amplified by DDISH) was 34.2% for
CB11, 36.4% for HercepTest, 36.9% for SP3 and 4BS, and
37.5% for A0485. CB11 detected 63 (90%) of the amplified
cases; HercepTest, 67 cases (95.7%); 4BS and SP3, 68 (97.1%)
cases, and A0485 detected 69 (98.6%) of the amplified cases.
Correlation between HER2 gene amplification and protein
expression is summarised in table 4. The overall concordance
rate between IHC score (0/1+ vs 3+ cases) and DDISH (ampli-
fied vs not amplified) was 96.6% for A0485, 95.9% for SP3,
95.6% for 4BS, 95.3% for HercepTest and 94.1% for CB11.

IHC equivocal cases (2+) showed no gene amplification by
DDISH in 9/15 cases (60%) for CB11, 10/15 cases (66.7%) for
HercepTest, 18/24 cases (75%) for 4BS, 29/38 cases (76.3%)
for A0485 and 10/12 cases for SP3 (83.3%). False negative
cases ranged from 1/184 cases (0.5%, A0485) to 7/184 cases
(3.8%, CB11). False positive cases ranged from 3/184 cases
(1.6%, CB11) to 5/184 cases (2.7%, HercepTest, SP3 and 4BS).
HER2 expression and gene amplification of an IBC case is illu-
strated in figure 1.

Sensitivity and specificity of the five antibodies compared
with DDISH as gold standard are shown in table 5. A0485,
HercepTest, SP3 and 4BS were over 95% sensitive. CB11 was
the most specific antibody (97.1%). We found one case with
chromosome 17 polysomy (data not shown) and it was consid-
ered not amplified for final analysis, as it was associated with
negative HER2 protein overexpression.

DISCUSSION

After two decades, the importance of HER2 testing in breast
cancer is now well established. However, accurate determination
of HER2 status remains a challenge for pathologists and oncolo-
gists. Validated, standardised tests and scoring are still under dis-
cussion. Immunohistochemistry for protein expression is
considered suitable for HER2 status determination, as a high
concordance rate with in situ hybridisation for gene amplifica-
tion has been demonstrated in several studies.” ? 2%

In this study, we compared five anti-HER2 commercially
available antibodies commonly used in pathology laboratories,
on IBC tissue arrays. Sensitivity and specificity was calculated
for each antibody, highlighting false positive and false negative
cases, using a DDISH as the gold standard. DDISH is a recently
FDA approved silver and chromogenic in situ hybridisation
assay that is fully automated and has a high concordance with
FISH. DDISH has the advantage of bein§ a brightfield test with
permanently stained preparations.9 16721 22

The frequency of HER2 overexpression in IBC range from
15% to 20%.%* 2* 3! For this comparative study, we included an
enriched sample with 2+ and 3+ previously tested tumours,
and HER2 overexpression ranged from 32.6% to 38.6%. HER2
gene amplification was found in 38.0% of the cases. The correl-
ation between IHC 3+ with DDISH amplified cases ranged
from 57/70 cases (81.4%-CB11) to 66/70 cases (94.3%-SP3).
When we included the 2+ DDISH amplified cases, the IHC
antibodies detected 63/70 cases (90%-CB11) to 69/70 cases
(98.6%-A0485). The concordance rate with DDISH ranged
from 94.1% (CB11) to 96.6% (A0485) for 0/1+ and 3 +cases.
ASCO/CAP guideline recommends that the concordance rate
between IHC and FISH should be at least 90% for IHC nega-
tive and positive tumours.® 2!

For the purpose of this study, we included 60 equivocal
tumours previously tested by IHC. After the new immunostains,
we detected 12-38 equivocal cases. The use of TMA could have
led to sampling discordances (1 mm TMA core vs the whole

Table 3 Kappa concordance rate and 95% Cl among five anti-HER2 antibodies

A0485 HercepTest cB1 SP3
HercepTest 0.86 (0.81-0.91)
BN 0.82 (0.76-0.88) 0.87 (0.81-0.92)
SP3 0.82 (0.76-0.88) 0.89 (0.84-0.94) 0.83 (0.77-0.9)
485 0.9 (0.85-0.94) 0.89 (0.84-0.94) 0.87 (0.81-0.92) 0.86 (0.81-0.91)
948
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Table 4 Correlation of HER2 expression by immunohistochemistry using five anti-HER2 antibodies (A0485, HercepTest, CB11, SP3 and 4B5)
with HER2 gene status as determined by dual colour in situ hybridisation

Immunohistochemical expression

A0485 HercepTest cB11 SP3 4B5
DDISH 0N+ 2+ 3+ on+ 2+ 3+ 01+ 2+ 3+ 0N+ 2+ 3+ 0N+ 2+ 3+
NA 81 29 4 99 10 5 102 9 3 99 10 5 91 18 -
A 1 9 60 3 5 62 6 57 2 2 66 2 6 62
Total 82 38 64 102 15 67 109 15 60 101 12 n 93 24 67

HER2 gene status refers to the ratio of HER2/chromosome 17 signals per nucleus.

A, amplified, ratio >2.2; DDISH, dual colour in situ hybridisation; NA, not amplified, ratio <1.8.

tumour block). The multiple levelling of the TMA block and
IHC protocols with different detection systems, antigen epitope
retrieval, antibody clones and dilutions, could also explain the
different IHC results.®

Our results showed that CB11 is more specific than rabbit
monoclonal antibodies and polyclonal antibodies. Equivocal
tumours (2+) using CB11 correlated better with gene amplifica-
tion by DDISH. However, we observed that 7/184 cases (3.8%)
showed HER2 DDISH amplification and no CB11 immunoreac-
tivity. False-negative cases should be considered in view of
patients who could respond to traztuzumab therapy.*

A0485, HercepTest, SP3 and 4BS were highly sensitive and
specific, but showed 4/184 (2.2%-A0485) to 5/184 (2.7%-
HercepTest, SP3 and 4BS) false positive cases. Comparing
the 3+ cases that were not amplified with total 3+ cases, they
showed 4/64 (6.2%-A0485) to 5/67 (7.5%-HercepTest and
4BS) false positive cases. Retrospective analysis of patient out-
comes and survival from trastuzumab pivotal clinical trials and
other series have suggested that, although trastuzumab was
approved for HER2 protein overexpression, FISH analysis have
higher accuracy and is superior to IHC analysis in predicting
response to trastuzumab therapy. IHC false positive cases have a
low probability of responding to HER2 targeted therapy.'®
Reducing false positive HER2 results is important for patient
safety and treatment costs. There is a risk of cardiac dysfunction

associated with trastuzumab, thereby patients should not be
unnecessarily exposed to risks.>* 25

The HercepTest kit is a Food and Drug Administration
approved anti-HER2 manual assay with a standardised detection
system, antibody dilution and antigen retrieval. A0485 is the
antibody used in the HercepTest kit, and as we tested A0485
separately from the kit, we found different sensitivity and speci-
ficity rates in our study. A0485 also showed 20.6% of 2+
tumours, which would need gene amplification analysis and gen-
erate higher diagnostic costs. Polyclonal antibodies also have the
disadvantage of increased background staining, and a low inter-
observer scoring agreement.®

Rabbit monoclonal antibodies are reputed to be potentially
superior immunohistochemical reagents for clinical use. The
manufacturers claim that they retain the high affinity of rabbit
polyclonal antisera and the high specificity achieved with
monoclonal antibodies. In our study, SP3 and 4BS were highly
sensitive and specific. With respect to sharpness of immunohis-
tochemical staining, the rabbit monoclonal antibodies produced
less cytoplasmic and inspecific staining than A0485, HercepTest
and CB11 antibodies.*”

Results of the present study are in accordance with previous
studies from our group and from other groups, comparing
mouse, rabbit monoclonal antibodies (CB11, 4D5 and SP3),
and polyclonal antibodies (A0485 and HercepTest) with CISH,

Figure 1 HER2 protein expression and gene amplification in a discordant case. (A) 4B5 2+ immunostaining 400X; (B) HercepTest 3+
immunostaining; (C) A0485 2+ immunostaining 400X; (D) SP3 3+ immunostaining 400X; (E) CB11 1+ immunostaining 400X, (F) DDISH

demonstrating HER2 amplification 1000X.

Nunes CB, et al. J Clin Pathol 2013;66:946-950. doi:10.1136/jclinpath-2013-201647
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Table 5 Sensitivity and specificity of anti-HER2 antibodies
compared with DDISH

Antibodies  Sensitivity  (95% CI) Specificity  (95% Cl)

A0485 98.4 (90.0t099.9) 953 (87.7 t0 98.5)
HercepTest 95.4 (86.2 t0 98.8)  95.2 (88.6 to 98.2)
1 89.0 (7811095.1) 971 (91.3 t0 99.2)
SP3 97.0 (88810995  95.2 (88.6 to 98.2)
485 96.9 (88210994) 948 (87.7 to 98.1)

SISH or FISH. Others, along with us, found higher specificity
for the mouse monoclonal antibody CB11 and higher sensitivity
for polyclonal and rabbit monoclonal antibodies.?*-30
Conversely, other comparative studies using rabbit and mouse
monoclonal antibodies showed a higher performance of
rabbit monoclonal antibodies, and a higher concordance with
FISH and SISH, with a higher reproducibility between
laboratories.?® 27 3!

In conclusion, our study showed very good agreement among
the five anti-HER2 antibodies tested. CB11 was the most spe-
cific antibody, but showed more false negative cases, whereas,
A0485, SP3, 4BS and HercepTest were highly sensitive and
specific, but showed more false positive cases compared with
DDISH.

Take home messages

» There was very good agreement (over 0.82) among the five
antibodies in immunohistochemical analyses.

» (CB11 was the most specific antibody, but showed a higher
false negative rate.

» A0485, SP3, 4B5 and HercepTest were highly sensitive and
specific, but showed a higher false positive rate. A0485
showed more 2+ cases.
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IMPORTANCIA DA FASE PRE-ANALITICA NA IHQ E NA ISH:

COMPARAGCAO DE CASOS COM CONTROLE E SEM CONTROLE DA
FASE PRE-ANALITICA

Analisamos separadamente as rea¢fes imuno-histoquimicas dos casos com controle da fase

pré-analitica (casos selecionados no AC Camargo Cancer Center) e sem controle da fase

pré-analitica (casos selecionados no laboratorio de Patologia Mamaria do Departamento de

Anatomia Patolégica da FM-UFMG). As reacdes de IHQ e DDISH foram interpretadas

segundo as recomendacGes da ASCO/CAP 2007. Procuramos determinar a sensibilidade e

especificidade dos anticorpos usando a amplificacdo génica pelo DDISH como padrédo

ouro. Os resultados encontram-se na tabela 1 e grafico 1. Podemos notar que houve uma

maior sensibilidade e especificidade dos anticorpos nos casos com controle da fase pré-

analitica. Para o anticorpo 4B5, a sensibilidade foi um pouco maior nos casos sem controle

da fase pré-analitica, entretanto, ndo houve significado estatistico nos resultados.

100

98

96 -
94
92
90
88 -
86 -
84 -
82 -
80 -

Controle pré- | Sem controle | Controle pré- | Sem controle
analitico pré-analitico analitico pré-analitico

Sensibilidade Especificidade

mSP3
mCB11

W A0485

M Herceptest
m4B5

Gréfico 1 — Sensibilidade e especificidade dos anticorpos anti-HER2 comparados ao

DDISH



52

Tabela 1 — Sensibilidade e especificidade dos anticorpos anti-HER2 comparados ao

DDISH em tumores com e sem controle da fase pre-analitica

Sensibilidade (95% CI)

Controle pré-

Sem controle pré-

Anticorpos analitico analitico P
SP3 (78,%1%19,8) (84?65-59,2) 10
CB1l (688,3'-%7) (71,887-'925,2) 10
AD485 (82,189200) (80%{,979,1) 10
HercepTest (84100 (754967 1.0
4B5 (78,%1%19,8) (84%7-2519,9) 10

Cl, Intervalo de confianca; DDISH, dual colour in situ hybridisation

Especificidade (95% CI)

LT
SP3 (85%%29,3) (84%%29,3) 10
CB1l (88238—,919,9) (84%5—539,3) 10
AQ485 (82%5-'929,2) (82?2?;9,1) 10
HercepTest (85%63529,3) (81%?ig8, 2) 1,0
4B5 (842)5—59,3) (83?35i§9,2) 10

Cl, Intervalo de confianca; DDISH, dual colour in situ hybridisation

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os casos com controle da fase pre-analitica mostraram maior sensibilidade e maior

especificidade dos anticorpos nas reacdes imuno-histoquimicas, apesar de ndo ter sido

estatisticamente significativo. Varios estudos vém demonstrando os efeitos da isquemia

fria e da fixacdo do material submetido a IHQ para avaliacdo da expressdo do HER2. Eles

concluem que ndo houve degradacdo tumoral ou diferenca na marcacdo IHQ e do FISH,

exceto por isquemia fria por mais de 3 horas, hipofixacdo (1 hora em formol tamponado a

10%) e fixacdo em solugdo de Bouin (MOATAMED et al., 2011; PORTIER et al., 2012,
YILDIZ-AKTAS et al., 2012). Entretanto, SAUTER et al. (2009) e LEE et al. (2011)
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descreveram menor dependéncia aos métodos de fixacdo do material pelo FISH do que
pela IHQ, tornando este método mais reproduzivel entre laboratorios centrais e periféricos.
Como é descrito que os resultados do FISH mostram maior correlacdo com a resposta ao
tratamento com trastuzumab ou lapatinib, estes autores defendem a utilizacdo do FISH

como teste primario do status do HER2 em casos sem controle da fase pré-analitica.

Em nosso estudo, nds percebemos uma maior dificuldade em padronizar a reagdo imuno-
histoquimica e de hibridizag&o in situ, pois todos o0s casos (com e sem controle da fase pré-
analitica) encontravam-se na mesma lamina. Os casos com controle exigem menor tempo
de exposicdo aos reagentes, opostamente aos casos sem controle da fase pré-analitica
Figura 8. Todas as alteracdes da fase pré-analitica foram estudadas em conjunto, como
tempo de isquemia fria, tempo de fixacdo e tipo de fixador, sendo necessarios mais estudos
comparando cada fator da fase pré-analitica separadamente para definir melhor sua

influéncia na diferente marcacao dos anticorpos.

Podemos concluir neste estudo que, embora pequena, pode existir influéncia na avaliacao
do HER2 e variacdo na sensibilidade e especificidade dos anticorpos quando utilizamos
material com e sem controle da fase pré-analitica, sendo melhor naqueles casos com
controle da fase pré-analitica. A padronizacdo da técnica poderia ser importante na

diminuicdo desta diferenca.

SP3

Figura 8 — Superexpressdo de HER2 em um caso sem controle da fase pré-analitica
usando cinco anticorpos anti-HER2.
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5.3. ANALISE DA CONCORDANCIA ENTRE OS METODOS MANUAL
E AUTOMATIZADO DA REACAO IMUNO-HISTOQUIMICA EM TODOS
OS CASOS

A analise da concordancia entre os métodos manual e automatizado foi realizada para os
anticorpos SP3, CB11 e A0485. A concordancia foi considerada muito boa para 0s
anticorpos SP3 k= 0,892 (0,843-0,941) e CB11 k=0,846 (0,780-0,912). O anticorpo A0485
mostrou concordancia considerada boa k=0,726 (0,654-0,78).

A sensibilidade e especificidade dos anticorpos foram calculadas utilizando-se os dois
métodos de rea¢do imuno-histoquimica, manual e automatizado e o DDISH. As reacGes de
IHQ e DDISH foram interpretadas segundo as recomendaces da ASCO/CAP 2007. Os
resultados encontram-se na tabela 2 e nos graficos 2 e 3. Podemos notar que no método
automatizado houve um aumento da sensibilidade dos anticorpos A0485 e SP3 e
diminuigéo da sensibilidade do CB11. A especificidade do CB11 aumentou, e dos outros
anticorpos, diminuiu. N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa em

nossos resultados, Figura 9.

Tabela 2 — Sensibilidade e especificidade dos anticorpos anti-HER2 comparados ao
DDISH, utilizando metodologia manual e automatizada

Sensibilidade (95% CI) Especificidade (95% CI)
Anticorpos Manual Automatizado Manual Automatizado
85.0 98.4 96.4 95.3
A0485
(73.0-92.5) (90.0-99.9) (90.6-98.8) (87.7-98.5)
94.1 89.0 92.3 97.1
CB11
(84.9-98.1) (78.1-95.1) (84.9-96.4) (91.3-99.2)
92.3 97.0 96.4 95.2
SP3
(82.2-97.1) (88.8-99.5) (90.4-98.8) (88.6-98.2)

Cl, Intervalo de confian¢a; DDISH, dual colour in situ hybridisation, p>0,05
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Grafico 2 - Sensibilidade dos anticorpos anti-HER2 comparados ao DDISH,
utilizando metodologia manual e automatizada
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Gréafico 3 — Especificidade dos anticorpos anti-HER2 comparados ao DDISH,
utilizando metodologia manual e automatizada

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Nesta parte do estudo, utilizamos trés anticorpos rotineiramente utilizados por laboratorios
nos testes IHQ para a expressao de HER2. Como nao existe metodologia padronizada para
0 uso destes anticorpos, resolvemos comparar duas metodologias, manual e automatizada.
Existem alguns estudos que realizaram comparagdo entre metodologias manuais e
automatizadas para a deteccdo do HERZ2; entretanto, estes estudos utilizaram kits manuais
e automatizados, padronizados pelos fabricantes, contendo anticorpos primarios diferentes,
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como o kit HercepTest™ da Dako - manual e o kit Pathway da Ventana - automatizado
(BANKFALVI et al., 2004), e o kit HercepTest™ da Dako - manual e o kit Oracle HER2
Bond — automatizado (MOELANS et al., 2010; O'GRADY et al., 2010). Estes estudos
identificaram uma concordancia muito boa entre os dois métodos, com maior
especificidade dos anticorpos pelo método automatizado, e concluiram que a automacao
melhora a acurdcia da deteccdo do HER2 em carcinomas mamarios, melhorando a
padronizacdo dos testes. Em estudos anteriores do nosso grupo comparamos diversos
sistemas de visualizacdo, utilizando metodologia manual e automatizada para o estudo do
RE, e concluimos que os testes manuais, utilizando sistemas de visualizagdo com
polimeros de segunda geracdo, como o Advance (Dako, Carpinteria, California, USA) e o
Novolink (Leica, Newcastle, UK) podem ter resultados muito satisfatorios (ROCHA et al.,
2009b, ROCHA et al., 2009c).

Podemos concluir neste estudo que a concordancia entre os métodos foi boa a
muito boa. N&o houve diferenca estatisticamente significativa na sensibilidade e
especificidade dos anticorpos ao se empregar 0os meétodos manual e automatizado,
indicando seguranc¢a no uso do método manual quando adequadamente padronizado.
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ABSTRACT

Whole slide imaging (WSI) technology has been used for training, teaching,
researching, and remote consultation. Few studies compared HER2 expression
using optical microscopy (OM) and WSI evaluations in breast carcinomas.

However, no consensus has been achieved comparing both assessments.

Material and methods: Sections from tissue microarray containing 200 preselected
invasive breast carcinomas were submitted to immunohistochemistry applying
three anti-HER2 antibodies (HercepTest™, CB11, SP3) and in situ hybridisation
(DDISH). Slides were evaluated using OM and WSI (Pannoramic MIDI and
Viewer, 3DHISTECH). Sensitivity and specificity were calculated comparing the
anti-HER2 antibodies and DDISH.

Results: WSI and OM HER2 evaluations agreement was considered good (SP3,
k=0.80) to very good (CB11 and HercepTest™, k=0.81). WSI evaluation led to
higher sensitivity (ranged from 100 of SP3 and HercepTest™ to 97 of CB11), and
lower specificity (ranged from 86.4 of SP3 to 89.4 of HercepTest'™) compared to
OM evaluation (sensitivity ranged from 92.1 of CB11 to 98 of SP3 and specificity
ranged from 95.2 of SP3 and HercepTest™ to 97.1 of CB11 and SP3).

Conclusion: High agreement was achieved between WSI and OM evaluations. All
three antibodies were highly sensitive and specific using both evaluations. WSI

can be considered a useful tool for HER2 immunohistochemical assessment.
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INTRODUCTION

Recent technological advances in anatomic pathology have brought new
equipments to the laboratory workflow including automated whole slide imaging
scanners. These devices are capable of digitizing entire glass slides, outputting
image files which are faithful reproductions of the glass slides [3,18]. The virtual
image may represent an entire glass slide and is referred to as a whole slide
image (WSI) or digitized slide. Upon retrieval of the digital file, the captured image
of the slide can be viewed on a computer monitor, navigating through the slide or
image at varying magnifications without direct use of an optical microscope. The
software interface used to view digital slides simulates the operation of optical

microscopy [29,30].

Whole slide imaging technology has several advantages over conventional
microscopy such as portability (i.e., images are accessible anywhere at any time),
ease of sharing and retrieval of archival images, and the ability to make use of
computer-aided diagnostic tools. The development of automated, high-speed,
high-resolution WSI has affected education, digital image preservation and
storage, research, image evaluation [32], second-opinion consultations in real time
across the internet [4,41], quality assurance and primary clinical diagnosis [12].
Validation studies using WSI have concluded that these digital systems generally

show good concordance with glass slides for diagnostic purposes [14].

The American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists
(ASCO/CAP) and United Kingdom guidelines recommend determination of HER2
status for all invasive breast carcinomas. The guidelines also recommend
computer aided image analysis as an effective tool for achieving consistent
interpretation of immunohistochemistry, provided that a pathologist confirms the
result [6,10,42,43].

Automated computer-based techniques involve computer algorithms to
automatically score immunohistochemical tests. They are becoming an
increasingly significant part of pathology practice for quantitative assessment of
tissue-based biomarkers [5,7,9,15,16,22,36,37]. One limitation of most current

image evaluation systems is the inability to recognize particular cell types (e.g.,
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tumour versus normal) and to distinguish between invasive and non invasive
components. It is a semi-automated tool, which means that pathologists should
select the region of interest to be interpreted and confirm the image evaluation
results [11].

There are several advantages in HER2 status evaluation based on WSI, most of
which stem from the fact that compared to glass slides, digital slides are very
portable entities; thus, easily retrieved from a digital archive. It allows
simultaneous viewing by multiple pathologists; they are accessible through a
computer network from remote locations allowing teleconsultation with experts of
equivocal or undetermined cases, or in a distributed environment, where one
pathologist covers more than one hospital. It also offers advantages for quality

control programs, residency, and pathologist training courses [38].

Most studies trying to validate WSI in breast pathology are meant for research or
for diagnostic purposes, with haematoxylin and eosin (H&E) stained slides and for
hormonal receptors and HER2 status using computer aided softwares with
quantitative staining algorithms [1,7,12,23-25,40]. As HER2 expression evaluation
is quantitative and qualitative, depending on morphology, intensity of colour, and
contrast, few studies evaluated sensitivity and specificity of HER2 immunostained
slides without computer aided IHC systems, comparing to conventional optical

microscopy [18].

The aim of this study was to compare HER2 expression assessment using real

glass slides and WSI, in invasive breast carcinomas.

MATERIAL AND METHODS

This study was approved by the local Ethics Committee of the Federal University
of Minas Gerais, under the protocol number ETIC 0314.0.203.000-10.

Paraffin embedded tissue samples from 200 archived primary invasive breast
carcinomas (IBC), resected between 1997 and 2005, with known HER2

expression levels were retrospectively selected from the files of two Brazilian
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Institutions: Laboratory of Breast Pathology, School of Medicine, Federal
University of Minas Gerais (Belo Horizonte, MG) and A. C. Camargo Cancer
Centre (Séo Paulo, SP). The inclusion criteria were based on previous IHC
routinely tested in our own hospital. The cases were chosen considering a
balanced distribution of HER2 categories, including 70 cases previously scored as
negative (0/1+), 60 cases scored as equivocal (2+), and 70 cases scored as
positive (3+), according to the 2007 ASCO/CAP HER2 guideline scoring
recommendations [42]. Histologic type, histologic grade and stage of the cases

included are shown in Table 1.

A tissue microarray (TMA) block was constructed by sampling 1mm-diameter core
with representative areas of the invasive carcinomas from 200 donator blocks
previously selected from the H&E and HER2 immunostained slides. Four-
micrometre-thick sequential sections from the TMA were mounted on positively
charged glass slides and submitted to immunohistochemistry (IHC) and dual-
colour dual-hapten brightfield in situ hybridisation (DDISH) [2].

Immunohistochemistry and dual-colour in situ hybridisation

Immunohistochemical and in situ hybridisation procedures for HER2 were
performed at A.C. Camargo Cancer Centre (Sao Paulo, SP). Three anti-HER2
FDA approved antibody clones were tested: polyclonal HercepTest™, mouse
monoclonal CB11, and rabbit monoclonal SP3. Table 2 summarises antibody

clones, detection systems, antigen retrieval methods, and dilutions.

One TMA slide section was deparaffinised, dehydrated in graded alcohols, and
manually immunostainned for Dako HercepTest™ Kit (Dako, Carpinteria, CA,
USA). Two TMA slide sections were automatically deparaffinised and
immunostainned using the Ventana Benchmark XT staining system (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ, USA) for SP3 and CB11 antibodies, according to
the manufacturer’s instructions. Slides were counterstained with haematoxylin and

coverslipped.

Immunostainings were performed with known positive and negative tumour

controls. HercepTest™ immunostaining run with a control provided by the kit.
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The dual-colour dual-hapten brightfield in situ hybridisation method (DDISH;
VENTANA INFORM HER2 Dual ISH assay), was automatically performed in a

Benchmark XT instrument (Ventana), following the manufacturer’s instructions.
Whole slide image acquisition and image viewing

The immunostained TMA slides were scanned using a digital microscopy scanner
Pannoramic MIDI (3DHISTECH Ltd., Budapest, Hungary) with a 20X microscope
objective. The images were viewed on a 20" monitor screen with 1920 X 1080
primary resolution of an HP Omni 200 all in one desktop PC. The computer
software, Pannoramic Viewer 1.15.2 (3DHISTECH Ltd., Budapest, Hungary) was

used for image viewing.
Interpretation of immunohistochemistry and dual-colour in situ hybridisation

The immunostained TMA glass slides were blindly evaluated by the same expert
pathologist (CBN), using a conventional optical light microscope (Nikon Eclipse
E200) and then, after a 2 week washout period, the correspondent whole slide
scanned images were evaluated using the computer viewer software. The recently
published 2013 ASCO/CAP scoring recommendations was followed (0, no staining
or incomplete faint/barely perceptible membrane staining in <10 per cent of
invasive tumour cells; 1+, faint/barely perceptible incomplete membrane staining in
>10 per cent of invasive tumour cells; 2+, incomplete and/or weak/moderate
membrane staining in >10 per cent of invasive tumour cells, or intense complete
circumferential membrane staining <10 per cent of invasive tumour cells; 3+,
intense complete circumferential membrane staining observed in a homogeneous
and contiguous population and in >10 per cent of invasive tumour cells). The 3+
cases were considered positive, 0 and 1+ cases were considered negative, and 2+

cases were considered equivocal [43] (Figure 1).

DDISH HER2 and Chrl7 copies were counted on the optical microscope following
ASCO/CAP recommendations and the HER2/Chrl7 ratio was calculated. At least
20 non-equivocal and non-overlapping neoplastic nuclei of IBC cells were counted
per case. A single dot was counted as one dot, a small cluster as six dots and a

large cluster as 12 dots. Non-amplified cases were defined as those with a ratio
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<2.0 with an average HER2 copy number <4.0 signals/cell, and amplified cases,
with a ratio 22.0, or with a ratio <2 with an average HER2 copy number 26.0
signals/cell. For cases with a ratio <2.0 with an average HER2 copy number 24.0
and <6.0 signals/cell, additional 20 nuclei were counted and a new ratio was
calculated [42,43].

Statistical Evaluation

Statistical analysis was performed using software SPSS V.19 and software
Vassarstats [13]. The weighted Kappa test was applied to compare HER2
expression by the different antibody clones in both evaluations (OM and WSI), and
three categories were included (0/1+, 2+ and 3+). Kappa values followed Landis
and Koch criteria (1977), and 95 per cent confidence intervals (Cls) were
calculated [20]. DDISH was used as the gold standard for HER2 status, and
overall sensitivity and specificity were calculated for each antibody staining and
evaluation, considering 3+ cases positive and 0/1+ cases negative. Sensitivity and
specificity of each staining was compared with the McNemar’s test. For the
sensitivity and specificity evaluation, 2+ cases were excluded, as they are

uninformative and would ask for a complimentary ISH study.

The cases with IHC scores 0 and 1+ and DDISH gene amplification were
considered false negative. The cases with IHC score 3+ and no DDISH gene

amplification were considered false positive.

RESULTS
Whole Slide Image and Real glass slide agreement

In total, 185 cases were assessed by dual-colour in situ hybridisation for gene
amplification and by immunohistochemistry for protein expression in WSI and OM
evaluations. The remaining 15 cases had incomplete results, due to folding of the
core, loss of tumour material, or insufficient amounts of invasive breast cancer for

scoring.
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There was a good to very good WSI and OM immunohistochemical evaluation
agreement (weighted kappa): SP3, k=0.80 (95 per cent CI 0.74-0.86); CB11,
k=0.81 (95 per cent Cl 0.75-0.87) and HercepTest™, k=0.81 (95 per cent CI 0.75-
0.87).

The detection of HER2 protein overexpression (3+) was higher using WSI
evaluation (40 per cent to 42.7 per cent of the 185 cases) compared to OM
evaluation (33 to 38.4 per cent of the 185 cases) (Table 3).

Immunohistochemistry and dual-colour in situ hybridisation

DDISH identified HER2 gene amplification in 70 tumours (37.8 per cent). WSI and
OM evaluations showed similar overall concordance rates between IHC and
DDISH. WSI evaluation overall concordance was 92.3 per cent (HercepTest™),
92.5 per cent (CB11) and 92.8 per cent (SP3), and OM evaluation overall
concordance was 95.2 per cent (CB11), 95.9 per cent (HercepTest™) and 97.6

per cent (SP3).

The correlation between HER2 gene amplification and HER2 protein expression
using WSI and OM evaluations is summarised in Table 4. There was no statistical
difference between protein expression by the three antibodies and gene
amplification of the 185 cases using both evaluations (McNemar’s test p>0.05,

data not shown).

Sensitivity and specificity comparing the three anti-HER2 antibodies and DDISH,
using both evaluations are shown in Table 5. Although not significant, WSI
evaluation tended to a bit higher sensitivity and lower specificity of the three

antibodies compared to OM evaluation (McNemar’s test p=1.0).

The number of equivocal cases (2+) was higher when they were determined by
WSI evaluation as compared to OM, ranging from 13.5 per cent (CB11) to 17.3 per
cent (SP3). These cases were not amplified by DDISH from 21/25 2+ cases (84
per cent, CB11) to 30/32 2+ cases (93.7 per cent, SP3). Equivocal cases

determined by OM evaluation ranged from 6.5 per cent (HercepTest™) to 9.2 per
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cent (CB11). These equivocal cases were not amplified by DDISH from 10/17 2+
cases (58.8 per cent, CB11) to 13/15 2+ cases (86.7 per cent, SP3).

There were more false negative cases using OM evaluation (from 1/100 [1%, SP3]
to 5/107 [4.7%, CB11] negative cases) than using WSI evaluation (from O to 2/86
[2.3%, CB11] negative cases). False positive cases ranged from 10/74 positive
cases (13.5%, CB11) to 12/79 positive cases (15.2%, HercepTest™) using WSI
evaluation, and there were less false positive cases using OM evaluation (from
3/70 [4.3%, SP3] to 5/71 [7%, HercepTest™ positive cases).

As the original HER2 scoring of the cases was according to the 2007 HER2
ASCO/CAP guidelines, and the TMA'’s stained slides evaluation used the new
2013 recommendations, both results using optical microscopy were also
compared, although the original is a whole slide and the study was on TMA. For
SP3, three 1+ cases became 2+ and were not amplified by DDISH, one 2+ case
became 3+ and was amplified by DDISH. For CB11, two 1+ cases became 2+,
one was amplified and one was not amplified by DDISH, one 2+ case became 3+
and was amplified by DDISH. For HercepTest'™, one 1+ case became 2+ and was
not amplified by DDISH, and four 2+ cases became 3+ and were amplified by
DDISH.

DISCUSSION

In the present study, we evaluated WSI for upfront digital assessment of HER2
expression in breast pathology practice for diagnosis and research. We compared
conventional optical microscopy of real glass slides with whole slide image
evaluations, using three different anti-HER2 antibodies, in invasive breast
carcinomas tissue microarray. There was no significant difference between these

evaluations.

We decided to work with three different FDA approved antibodies. They direct
against different protein domains and are monoclonal and polyclonal antibodies;
therefore, intensity of colour, contrast, sharpness of the staining and nonspecific
backgrounds could vary and influence digital image and optical microscopy

evaluations. Monoclonal antibodies are considered highly specific and polyclonal
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antibodies, highly sensitive [8,26,27,31,39]. The Dako HercepTest™ kit includes
the antibody A0485, a rabbit polyclonal antibody directed against the internal
domain of the protein. CB11l is a mouse monoclonal antibody, also with
antigenicity to the internal domain of the protein. SP3 is a rabbit monoclonal

antibody directed to the extracellular domain of the protein receptor [27,33,35].

We used the DDISH method that has been FDA approved as an in situ
hybridisation method, which is fully automated, has high concordance with FISH,

and has the advantages of a bright field test [17,34].

HER2 overexpression using WSI evaluation ranged from 40 per cent (CB11) to
42.7 per cent (SP3 and HercepTest™), and from 33 per cent (CB11) to 38.4
(HercepTest'™), using OM evaluation. The overall concordance rate with DDISH
ranged from 92.3 per cent (HercepTest™) to 92.8 per cent (SP3) using WSI
evaluation and was higher when we used OM evaluation, 95.2 per cent (CB11) to
97.6 per cent (SP3). Only OM evaluation overall concordance rates follow the
ASCO/CAP guideline, which recommends that the concordance rate between IHC
and FISH should be at least 95 per cent for IHC negative and positive tumours
[42,43].

The WSI and OM immunohistochemical evaluations agreement (weighted kappa)
was considered from good to very good. Although not statistically significant, the
WSI evaluation tended to show more HERZ2 overexpressed, more equivocal
cases, and more false positive cases. In contrast, OM evaluation tended to show
more false negative cases. Kondo et al. [18] found a very good interobserver
agreement between digital image and glass slide diagnosis (k=0.72), with a
tendency for observers to assign higher scores with digital image than with glass
slides. We also noted that WSI evaluation led to higher sensitivity of the antibodies
than OM evaluation, and OM evaluation led to higher specificity of the antibodies.
Laurinaviciene et al. [21] described an almost perfect intraobserver agreement
between visual evaluation and digital image analysis at the spot level of a TMA
digitised slide (k=0.86 and 0.87 in two visualisations). They used maximum TMA
spot values (instead of mean or median value), which increases the sensitivity of
HER2 detection.



68

TMAs are well-suited for intra- and interlaboratory validation of
immunohistochemistry. TMA digital images or WSI can be used for quality
assurance [19]. In our experience, WSI evaluation of the TMA scanned slide was
more time consuming than OM evaluation, although no formal time measurements
were performed, possibly because of lack of familiarity in this different reading
environment. The time described for a pathologist to make a diagnosis using WSI
is longer than using a traditional glass slide, which can initially add up to 60 per
cent [38]. Formal training and the opportunity to gain experience with the display
program may benefit readers. An important advantage of digital microscopy is that
it offers a complete overview image of the whole slide along with high power view,
which helps systematically navigate the slide, enabling better orientation. It is
easier to identify the region of interest or, when using a TMA, the TMA core,
decreasing the risk of skipping a core or getting lost in the array, and it is possible
to show two or more slides or cores, side by side.

Therefore, digital microscopy has all the advantages of digital pathology, most
software have free access and there are no difficulties in operating them. Image
evaluation is a new tool for interlaboratory comparative studies and certifications,
helping solving postanalytic problems with diagnostic, prognostic, and predictive
pathology. [14,19].

The US Food and Drug Administration (FDA) has recently declared WSI systems
class Il medical devices, which are the most highly regulated of all medical
devices, requiring general controls and premarket approval. As validation of WSI is
recommended, the College of American Pathologists (CAP) has created a working
group on WSI validation, which has recently drafted 12 recommendations

laboratories must follow, if they want to validate WSI systems [28].

In conclusion, there was good to very good agreement between OM and WSI
when evaluating different antibodies against HER2 in breast cancer. All three
antibodies were highly sensitive and specific using both types of evaluation. WSI
can be considered a useful tool for HER2 immunohistochemical assessment in

breast cancer.
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Table 1 — Histologic type, histologic grade and PT stage of the 200 breast

cancers included in the study

Histologic Histologic PT
N (%) N (%) N (%)
type grade stage

Invasive ductal

_ 188 (94%) | 22 (11%) T1 51 (25.5%)
carcinoma
Invasive lobular

_ 5 (2.5%) 1 98 (49%) T2 120 (50%)
carcinoma
Tubular

. 3 (1.5%) " 80 (40%) T3 20 (10%)
carcinoma
Mucinous

. 2 (1%) T4 9 (4.5%)
carcinoma
Carcinoma with
apocrine 2 (1%)

differentiation

N indicates number of cases, PT indicates pathologic tumour stage
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Table 2- Anti-HER2 antibody clones, sources, detection systems, antigen

retrieval methods and dilutions used in the IHC assays

Clone Source Detection system Antigen retrieval Dilution
™ Polymer Visualiization  Epitope retrieval _
HercepTest Dako, USA _ Prediluted
Reagent, Dako solution, DAKO
UltraView Universal
Novocastra,
CB11 UK DAB Detecton CCl1, Ventana 1:500
Kit,Ventana
o UltraView Universal
Lab Vision,
SP3 USA DAB Detecton CCl1, Ventana 1:500

Kit,Ventana

IHC=immunohistochemistry; CC1=cell conditioning solution (pH 8.5)

Table 3 — Number and proportion of HER2 immunoexpression using optical

microscopy and whole slide image evaluations in 185 invasive breast cancer

HER2 antibodies and evaluations

SP3 CB11 HercepTest™
IHC score OM WSl oM WSI oM WSI
100 74 107 86 102 76
0/1+ (54.1%)  (40%) (57.8%) (46.5%) (55.1%) (41.1%)
15 32 17 25 12 30
2+ (8.1%) (17.3%) (9.2%) (13.5%) (6.5%) (16.2%)
70 79 61 74 71 79
3+ (37.8%)  (42.7%) (33%) (40%) (8.4%) (42.7%)

IHC, immunohistochemistry; OM, optical microscopy evaluation; WSI, whole slide image evaluation
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Table 4 - Semiquantitative IHC scores using optical microscopy and whole

slide image evaluations against amplification of HER2 gene by DDISH

IHQ
Ab clones OM evaluation WSI evaluation

DDISH SP3 0/1+ 2+ 3+ 0/1+ 2+ 3+
NA 99 13 3 74 30 11
A 1 2 67 0 2 68
Total 100 15 70 74 32 79
DDISH CB11 0/1+ 2+ 3+ 0/1+ 2+ 3+
NA 102 10 3 84 21 10
A 5 7 58 2 4 64
Total 107 17 61 86 25 74
DDISH HercepTest™  0/1+ 2+ 3+ 0/1+ 2+ 3+
NA 100 10 5 76 27 12
A 2 2 66 0 3 67
Total 102 12 71 76 30 79

IHC, immunohistochemistry; DDISH, dual colour in situ hybridisation; NA, no amplification; A,

amplification, discordant cases are highlighted in bold red colour; OM, optical microscopy

evaluation; WSI, whole slide image evaluation.
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Table 5 - Sensitivity and specificity of three anti-HER2 antibodies using

optical microscopy and whole slide image evaluations compared to DDISH

Sensitivity (95% CI) Specificity (95% CI)
Antibodies OM WSI OM WSI
SP3 98 (91-99.9) 100 (93.3-100) 97.1(91.0-99.2) 87 (77.6-93)
CB11 92.1(81.7-97) 97 (88.5-99.5) 97.1(91.3-99.2) 89.4 (80.9-94.5)

HercepTest™ 97 (88.8-99.5) 100 (93.2-100) 95.2 (88.6-98.2) 86.4 (77-92.4)

Cl, confidence interval; DDISH, dual-colour in situ hybridisation; OM, optical microscopy evaluation;

WSI, whole slide image evaluation (p=1.0).
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Figure 1 - Whole Slide Images of TMA cores displaying 0, 1+, 2+ and 3+ HER2
scores following new 2013 ASCO/CAP recommendations (SP3 antibody, 60X)
[43].
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6. CONCLUSOES FINAIS

1- Houve uma concordancia muito boa entre 0s cinco anticorpos anti-HER2 testados.
CB11 foi o anticorpo mais especifico, mas mostrou mais casos falso negativos, enquanto
A0485, SP3, 4B5 e HercepTest'™ foram altamente sensiveis e especificos, mas mostraram

mais casos falso positivos, quando comparados ao DDISH.

2- Existe influéncia na avaliacdo do HER2 e variacdo na sensibilidade e especificidade dos
anticorpos quando utilizamos materiais com e sem controle da fase pré-analitica, sendo

melhor naqueles casos com controle da fase pré-analitica.

3- A concordéncia entre 0os metodos manual e automatizado foi boa a muito boa. Néo
houve diferenca estatisticamente significativa na sensibilidade e especificidade dos
anticorpos ao se empregar ambos os métodos, indicando seguranca no uso do método

manual quando adequadamente padronizado.

4- Houve uma concordancia boa a muito boa entre as avaliacdes visuais da lamina no
microscopio 6ptico e da imagem digitalizada no computador, quando avaliados trés
diferentes anticorpos anti-HER2. Todos os anticorpos foram altamente sensiveis e
especificos nas duas avaliacdes. A avaliacdo da imagem digitalizada pode ser considerada

uma ferramenta Gtil na detec¢do imuno-histoquimica do cancer de mama.
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8.2. ANEXO B — ALGORITMOS DAS RECOMENDACOES DA
ASCO/CAP 2013 PARA AVALIACAO DO HER2 EM CANCER DE MAMA

ASCO | SUIDELINES@Cap

HER2 Testing Algorithms

HERZ2 testing (invasive component) by validated IHC assay

Batch controls and on-slide controls show appropriate staining

Circumferential Circumferential Incomplete No staining is observed*
membrane staining membrane staining membrane staining or
that is complete, that is incomplete and/or that is faint/barely Membrane staining that
intense, and within weak/moderate and within perceptible and is incomplete and is
> 10% of tumor cells* > 10% of tumor cells* within > 10% of faint/barely perceptible
or tumor cells* and within = 10% of
Complete and tumor cells

circumferential membrane
staining that is intense
and within = 10%
of tumor cells*

IHC 3+ IHC 2+ IHC 1+ IHC 0
positive equivocal negative negative

|
Must order reflex test (same specimen using ISH) or order a new test
(new specimen if available, using IHC or ISH)

Fig 1. Algorithm for evaluation of human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) protein
expression by immunohistochemistry (IHC) assay of the invasive component of a breast
cancer specimen. Although categories of HER2 status by IHC can be created that are not
covered by these definitions, in practice they are rare and if encountered should be
considered IHC 2_ equivocal. ISH in situ hybridization. NOTE: the final reported results
assume that there is no apparent histopathologic discordance observed by the pathologist.
(*) Readily appreciated using a low-power objective and observed within a homogeneous and
contiguous invasive cell population.
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HER2 testing (invasive component) by validated single-probe ISH assay

Batch controls and on-slide controls show appropriate hybridization

Average HER2 copy number Average HERZ2 copy number Average HER2 copy number
= 6.0 signals/cell* = 4.0 and < 6.0 signals/cell* < 4.0 signals/cell
| | |
ISH ISH ISH
positive equivocal negative

|
Must order a reflex test (same specimen using dual-probe ISH or using IHC) or order a new test
(new specimen if available, using ISH or IHC)

Fig 2. Algorithm for evaluation of human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) gene
amplification by in situ hybridization (ISH) assay of the invasive component of a breast cancer
specimen using a single-signal (HER2 gene) assay (single-probe ISH). Amplification in a single-
probe ISH assay is defined by examining the average HER2 copy number. If there is a second
contiguous population of cells with increased HER2 signals per cell, and this cell population
consists of more than 10%of tumor cells on the slide (defined by image analysis or visual
estimation of the ISH or immunohistochemistry [IHC] slide), a separate counting of at least 20
nonoverlapping cells must also be performed within this cell population and also reported.
Although categories of HER2 status by ISH can be created that are not covered by these
definitions, in practice they are rare and if encountered should be considered ISH equivocal
(see Data Supplement 2E). NOTE: the final reported results assume that there is no apparent
histopathologic discordance observed by the pathologist. (*) Observed in a homogeneous and
contiguous population.



97

HER2 testing (invasive component) by validated dual-probe ISH assay

Batch controls and on-slide controls show appropriate hybridization

HERZ2/ICEP17 HERZ/CEP17
ratio = 2.0* ratio < 2.0
| |
I I I
Average HERZ Average HERZ Average HERZ2
copy number = 6.0 copy number = 4.0 copy number

signals/cell* and < 6.0 < 4.0 signals/cell

Average HERZ Average HERZ signals/cell*
copy number =24.0  copy number < 4.0
signals/cell* signals/cell*
| |
ISH ISH ISH ISH ISH
positive positivet positive equivocal negative

|
Must order a reflex test (same specimen using IHC), test with alternative ISH
chromosome 17 probe, or order a new test (new specimen if available, ISH or IHC)

Fig 3. Algorithm for evaluation of human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) gene
amplification by in situ hybridization (ISH) assay of the invasive component of a breast cancer
specimen using a dual-signal (HER2 gene) assay (dual-probe ISH). Amplification in a dual-
probe ISH assay is defined by examining first the HER2/CEP17 ratio followed by the average
HER2 copy number (see Data Supplement 2E for more details). If there is a second contiguous
population of cells with increased HER2 signals per cell, and this cell population consists of
more than 10% of tumor cells on the slide (defined by image analysis or visual estimation of
the ISH or immunohistochemistry [IHC] slide), a separate counting of at least 20
nonoverlapping cells must also be performed within this cell population and also reported.
Although categories of HER2 status by ISH can be created that are not covered by these
definitions, in practice they are rare and if encountered should be considered ISH equivocal
(see Data Supplement 2E). NOTE. The final reported results assume that there is no apparent
histopathologic discordance observed by the pathologist. (*) Observed in a homogeneous and
contiguous population. (*) See Data Supplement 2E for more information on these rare
scenarios.



8.3. ANEXO C - QUADRO RESUMO DOS GUIAS DE
RECOMENDACOES DA ASCO/CAP PARA AVALIACAO DO HER2 DE
2007 E 2013

CCID ASCO Guipriines

ASCO-CAP HER2 Test Guideline Recommendations
Summary of Guideline 2007 and 2013 Recommendations

2007 Recommendation |2013 Recommendation

Specimens fo | Al primary breast cancer specimens | All newly diognosed pafients with breast cancer must have a

e tested and metastases should have af least | HER2 test performed. Pafients who then develop metastatic
one HERZ test performed diseqse must have a HERZ test performed in o metastatic site, if
tissue sample 5 availabie.
optimal Pasitive for HER2 is efther IHC HERZ 3+ | Must report HERZ fest result as posifive for HERZ: i ==

algoritnm for | (defined as uniform intense mem-
HERZ testing | brane staining of = 30% of invasive ® |[HC 5+ based on crcumfersntial memorane staining that s

fumor cels) ar compiete, intense=4
FASH amplified (nofio of HERZ 1o # I5H positive bosed on: )
CEPI7 of > 2.2 or average HERZ Single-probe averoge HERZ copy NUMDET 246.0 sSgnals/cel =*
gene copy numiber > six signals! -
o pilt Duai-probe HERZ/CERTT ratio 22,00+ with an averoge HERZ

i ani o s copy nuMber 4.0 signals/cel

Dual-probe HERZJCEPIT rafio 22.005* with an average HERZ
copy number <4.0 signak/celF

Dual-probe HERZJCEP17 rafio < 2.00=* with an averoge HERZ
copy nUMber 24,0 signals/cel

Eguivocal for HERZ 5 defined as: IHC | Must report HER2 fest result as equivecal and order reflex test
2+ or [same specimen wsing the alternative test) or

new test [new specimen, if ovailable, using same or alternative
FASH HERZCEP1 7 rafio of 1.8-2.2 or test] if: =8

average HERZ gene copy number . . . -
-l s-g,ﬂgmcmp{q bl ® HC 2+ based on croumfsrential memBrone staining that is

- - incompilete and//or weak/moderate’ and within =10% of the
systems without an intemal control . . . N
proce imsasive tumor cells® or compilete and circumferential
membrane staining that is intense and within <10% of the
imeasive turmor cells®

® [5H equivocal based on:

Single-probe I5H average HERZ copy number 4.0 and <4.0
signalsycel®’

Dual-probe HERZJCEP17 rafio <2.0 with an average HERZ
copy number 24,0 and <4.0 signak/cel®!

Attwradciioni: HERT, hussan | geoewth fochar | Ly i iy FSHL B inallu b Becdic BH, b= il | A, ety HiF,
¥ AEG, Sncily of Ciincoi Oncolegy; CAP, Colagn of Amsican Fashaingiiv

ol AL WE, s al B for hurmeon spk grorwis lactor mospion 3 fasfiag In bl canosn: Amercon Sockly of Clinkoal Gneclogyw! Cobegs o Amsrcon

@ 7013 Collage of Amadzan Pathelogists. Allright seserwd. 1 | cap.org
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m 2007 Recommendation | 2013 Recommendation

ASCO GuIDELINES

Hegative for HER2 is defined as:

# IHC HERZ 00 o staining

® |HC HERZ 1+ Weak incomplate
membrans staining in any
proportion of fumor cels or weais,
compiete membrans staining in
<10% of cels

® FISH HERZ/CEP17 ratic of < 1 B or
avergge HERZ gene copy namber
of < 4 signalsnucieus for test
systerms without an infemal

Wwst report @ HER2 test result as negafive & a single test [or
both tests] performed show:™®

® |[HC 1+ as defined by incomplete membrane staining that
Tairt/oarely percepticie and within =10% of the invasive
fumnaor cells?

® [HC 0 as defined by no staining observed? or memborane
staining that is incomplete and is foint/oarely perceptioe
and within 10% of the invasive fumor cells®

# |5H negative bosed on:

Single-probe average RERZ copy number <4.0 signals/cell
Duakprobe HERZ/CEP17 rafio <2.0 with an averoge HERZ
copy number <4.0 signalsfcell

Indeterminate for HER2

Wizt report HER2 fest result as indeterminate i rechmical
Esues prevent one or both tests [IHC and 15H) from being
reported as posiive, negative, of equivocal.

Conditions may include:

® Inodequate specimen handling

» Artifocts [orush or edge arfifocts] that make interpretation
difficult
» Analytic testing failure

Anather specimen should be requested for festing to
defermine HERZ status. Reason for indetermingte testing
shiould b2 noted in a comment in the report.

Test i rejected and repeated i
* Confrols are not as expected

» Observer cannot find and
count at least e areas of
imeasive tumor

& > 25% of signak are urscombie
due toweak signalks

» > 10% of signabk ocour over
cyloplasm

# Muclear resolution is poor
» purcflucrescence & strong

Zame and report HER2 test result as indeterminate as per
porameterns described above.

@ 2013 Collage o Amadican Poihologists. All right mderved
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m 2007 Recommendation | 2013 Recommendation

ASCO (SuipeLines

EH Interprasafion performed oy The pathologist should scan the enfire I5H side pricr to
imterpretation | counting ot least 20 cedlls; g counting at least 20 cels or use HC to define tne areas of
pathologist must conflrm fhat potential HERZ ampliflcotion.
mnf%w ve tumar If there i o second popuiation of cells with increased HERZ
signalks/cell and this cell popuiation consists of mone than 108
of fumor cels on the side |defined by image analysis or visual
estimation of the I5H or IHC siide], o separate counting of at
l=ast 30 nonoverapping cells must ako be performed within
this cell popuiation and reported.
For brightfield 15H, counfing requires comparson behween
patterns in nomal breast and tumor cells becawse artifactual
pottems may e seen that are difficult to interpret. If fumor cel
pattern is neither normal nor cleary ampified, fest should be
submitted for expert opinion.
Accepioble Shaould preferentially use an FDA-approved IHC, brghtfleld I5H,
[HC and I5H] or FISH assay.#h
Tests®
HC rejection | Test s rejected and repeated or Tame
criteria tested by ASH i
& Controls are not as expected
» Arifocts invohee most of sample
# Sample has strong membrans
staining of normal creast ducts
[mtermsal controis)
HC Pasifive HERZ result requines Should interpret IHC test using a threshoid of more tham 10% of
imterprasation eneous, dork crcumfersntial | tumor celks that must show homogeneous, dark circumfierential
criteria |chicken wire) pattern in > 30% of [chicken wirg] pattern to ool result 3+, HERZ positive.
invasive tumor.
Interpreters have method fo
maintain consistency and
compatency
Reporting Report must incude Zame except for changes to reparfing requirement and
reguirements | guideline-detaied elements algorithms defined in this fable. [Data Supplements § and 10)
for all assay
fymes
Optimal Time from tiswe ooquisition to Dwration of fixation hos been changed from 448 howrs to
tissuwe fiation should be as shorf as &~T2 hours. Any excepifions o s process must be included
handiing possitle; samples for HERE testing in report.
reguirements | are fieed in 108 newinal buffered
formaiin for §-48 nours; cytology
specimens must be fliead in formaling
Sampiles shouwld be siiced at
5-rm te] C-mm intervals after
approgriate gross inspection and
margins designation and ploced
in sufficient volume of neutral
puiferad fonmalin

@ 2013 Colage o Armarcan Paihologisls. Allghs mdarae
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2007 Recommendation (2013 Recommendation

ASCO (SUIDELINES

Optimal Sections should ideally not be used Same
tissue for HERZ testing if cut > & weelks
sectioning earier; this may vary with primary
reguirements | fieation or storage conditions
Optimal ‘aligation of test must be done zame
imtermnal before test is offersd
valigation Dafa Supplement 12 lists exampies of varous external quality
procedurs OSEUNONCE SChemes.
Optimal inifigl | Initiol test valigation requires Laborotores performing these tests should be following all
tast 25-100 somples tested by accreditation requirements, cne of which is initial testing
valigation altemative validaoted methad inthe | validation. The ia should ensure that inftal validation
saume labonatory or by vaidated conforms to the published 2010 ASCO/CAP Recommendations
method inanother kabonatony far IHC Testing of ER and PgRr guideline validation requiremeants
with 20 megative and 20 positive for FDA-opproved gssays and
40 negative and 40 positive for LOTs. This reguirement doas not
apply fo assays that wene previously validated in conformance
with the 2007 ASCOYCAP HERZ fesfing guideline, and who ars
roufinety participating in external proficiency testing for HERZ
tests, such as the program offered by the CAP [Dafa
Supplement 12).
Procf of initial testing validation in Laborotories are responsible for enswing the reliobiity and
wihich positive and negative HERZ2 accuracy of their tesfing results, by compliance with occredi-
categones are $0% concordant with | tation and proficiency fesfing reguirements for HERZ testing
altemative validoted method or assgys. Speciflc concordance reguiremenis ane not required.
same validated method for HERZ [ata supplement 11)
Optimal Concordance testing must be done | 3ee text following under “Optimal Laborotony Accreditation™
monitoring prior fo initiotion of testing, optimally
of test as the form of fesfing validation. i§
cancordance | concordance i below P5% for any
cetween tesfing category, that category of
methicds test result of either FISH of IHC must
be automatically fiexed fo
alterrative method efore final
interpretation.
Optimal Ehaould review and document external ard internal confrok
internal G with eoch test and each batch of tests.
procedures
Cngoing quality confrol and Tame.
eguipment maintenance
Initial and cngoing laboragtory per- | Same.
sonne fraining and competency
assessment
Lze of shondardized openating Tame.
procedunes including routine use of
control matenals
Revaldation of procedure i Tame.
changed
Cngoing competency assessment Should perform ongoing compefency assessment
and education of pathologists and document the actfions taken as a part of the
lalcoratory recond.

@ 20153 Colage of Amadcan Poihologists. All ighti nderved.
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@CGD ASCO (GUIDELINES

Optimal Parficipation in and successhul zame.
external complefion of external proficiency
proficiency testing program with ot least two
assessment tesfing events (mailings) a year

satsfactony performance reguines zame.
at least 0% comect responses on
graded challenges far either test

» Unsafisfactony performance will
require laboratory fo respond
accaording to accreditation
agency program requirements

Optimal Cinsite inspection every other year Zame (Data Supplement 11].

[alateliayelsly with annual requirement for sei-

accreditation | inspection

» Reviews loboratory validation,
procadures, A results and
processes, results and reports

» Unsafisfactony performance results
in suspension of laborotory testing
for HERZ for that method

Motes

a If o refiex test |some specimenfsome fissue) ordered affer an initial equisvooal HERZ fest result does not render o positive or negofive HERE
fest resull, fhe pathologist showld review histopothclogic fegtures, confer if possible with fhe oncologist reganding addifional HER2 festing,
and documeant # in the pathology report. The pofhologist moy purses oddifional HER2 testing without confering with the oncologist. Ths
should be occomplished using: (1) the alternafive test [IHS and 1BH) on the same spedimen, (2] eifher fest on another block [zame
specimen], or [3) either test on anofher specimen [eg, cone biopsy, surgical resecfion, lymph node, and/or metastatic sfe). Because fhe
decision to recommend HERZ-torgeded theropy requires o HERZ-posifive test result, oddifionol HERZ tesfing should be oftermpted in
equivocd specimens fo aliempt fo obdain o posfve or negative HER2 test resulf and most ocourofely determine fhe HER2 siofus of fhe
fumor speciFmeEn.

* §ee Doto Supplerment 2F for oddifional informofion on rone scenoros.

# Observed in o homogensous and configuous populofion and within > 108 of the irvasive fumor cells.
9 Readily opprecioted using a kes-power objecfiee.

* By counting af least 20 celk within the area.

" Ohserved in a homogensous ard configuous populaoficn.

@ Alternativety, o loborotory occredited by fhe CAP or anofher oocrediting entity moy choose to ves an LT, inwhich cos= i#s onohyticol
perfommance must be docwmented in the same cinical loboratory that will use: the ossay, and documentation of arakytical vabidiy of the
assay must be available.

# A st of HERZ omoys approved by five FOW 03 in vitno companion diognosfic devices fo oid in the omsesment of patients for whom
froshoumalb treaiment is being considensd con be found in the Medical Devices seclion of the US FDA websle [hipy/ fessw. occess
data fdo.gov fsorpis/cdrhfdevicesofidafindes cfm@dart_search=1Lsearch_ferm=HERZLopproval_date from=Lopproval date_fo=
07 f14/201 2Bsort=opprovaldofedesc L pogerum=110; lost checoed July 14, 2012). The product pockoge imnsert for froshusemob and
perhuzumab prepored by fhe FDA indicates fhat "HER2 testing should be pericrmed wsng FRA-approved fests by laborafonies with
Bdemonsirofed proficency™.

a0z
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8.4. ANEXO D - PARECER DO COMITE DE ETICA DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0314.0.203.000-10

Interessado(a): Profa. Helenice Gobbi
Depto. de Anatomia Patologica e Medicina Legal
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 27 de setembro de 2010, ap6s atendidas as solicitagbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo do HER2 em
cancer de mama: estudo das fases pré-analitica, analitica e pés-
analitica das técnicas de imuno-histoquimica e hibridiza¢ao in situ
pela prata usando microarranjos de tecido" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

| @%
a Marques Amaral

Profa. Maria Teres
Coordenadora do COEP-UFMG
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8.5. ANEXO E - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO ARTIGO
CIENTIFICO AO PATHOLOGY - RESEARCH AND PRACTICE

1¥513 vl - B bah C arlliTralion

Gmail

Submission Confirmation

Bamd Wuesthofl <bemd wuesthoS@medzin un-magdsburg. de- 1 de povembne de 2013 00:13
Para: crstlanabnunes@gmall. com

Dear Dr. Cristiana Suzein Nunes,

We hawe receled your arlicle "High agresment batween whole slide Imaging and opiical microscopy for
asseesment of HER2 expression In breast cancer for corsidaration for pubilication In Pathology - Research
and Practice.

 our mﬂ"llﬁ-ﬂ-ﬂp{ will D'E-g'ﬂﬂ a reference numbar once an edior has Desan EE-EFQI'H

To track the stabus of your paper, please do the Tolowing:

1. Go to this URL: NEp:iiees. elsever. comiprp

2. Enter these lgin detalis:
Your usemame Is: crstlanabnunesi@gmall.com

If you nesd to refieve password defalls, please go too hitpo/ess. elseder com/PRP/automall_guery.3sp.

3. Ciick [Author Login]
This takes you to the Author Main Mer.

4. Click [Submissions Belng Processed]

Thank you for submitting your work to this joumal.

Kind regards,

Elsevier Editorial System
Pathalogy - Research and Practice

Please note that the editorial process vanes consideraoly from journal to jowmal. To vew a sample editorial
process, pleass click here:
hitpei/ess. elsaver comiseshelpisample_adional_process. pdl

Far further assistance, please st our customer support site at hitpohelo_slsever com/aop
answsrsilst'pT923. Here you can search for solutlons on a range of topics, 1nd answers to frequently asked
questons and iearm more abowd EES Wa Imberacthe tutarials. You will also ind owr 247 support contact
detalls should you nesd any further assistance from on2 of our customer support representatihes.

e | g oo . corrarriil e = A = e S R v Pl s == | o= T 1 T et 30508 in
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e Gmal - Edtior handies PRP-D-13-00452

Gmail

by L AR

Editor handles PRP-D-13-00468

Bernd Wuesthoff <bemd wuesthofi@medizin uni-magdeburg de> 4 de nowembmo de 2013 12:54
Para: crstianabnunes [@gmail. com

Ms. Ref Mo.: PRP-D-13-D0488

Title: High agreement between whole slide imaging and optical microscopy for assessment of HER2
expression in breast cancer

Pathology - Research and Practice

Dear Doctor Cristiana Buzelin Munes,

Your submission "High agreement between whole slide imaging and optical microscopy for assessment of
HER2 expression in breast cancer” will be handled by Editor Albert Roessner.

You may check the progress of your paper by logging into the Elsesier Editorial System as an author at
hitp:/lees elsevier. comiprpd_

Your usemame is: cristianabnunesi@gmail_com

f you need to retrieve password detads, please go to: hitp:/lees elsever. com/PRP/automail_guery. asp.
Thank you for submitting your work to this joumal.

Kind regards,

Elsevier Editorial System
Pathology - Research and Practice

B R TR g

For further assistance, please visit our customer support site at http:ihelp_elsever.com/app/
answers/list'p/TE23. Here you can search for solutions on a mnge of topics, find answers to frequently asked
guestions and leam more about EES wia interactive tutorials. You will also find our 247 support contact
details should you need any further assistance from one of cur customer support representatives.
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Cristiana Buzelin Nunes <cristianabnunes@gmail.com>

Submission Confirmation for PRP-D-13-00468R1

1 mensagem

Bernd <bernd. in.| de>
Para: cristianabnunes@gmail.com

Ms. Ref Mo.: PRP-D-13-00468R1

Title: High agreement between whole slide imaging and optical far of HER2
Pathology - Research and Practice

Dear Dr. Cristiana Buzelin Nunes,

This message is to acknowledge that we have received your revised

in breast cancer

pt for for

You may check the status of your manuscript by logging into the Elsevier Editorial System as an author at http://ees elsevier com/prp/.

Thank you for submitting your work to Pathelogy - Research and Practice.
Kind regards,

Elsevier Editorial System
Pathology - Research and Practice

in Pathology - Research and Practice.

2 de dezembro de 2013 23:45

For further assistance, please visit our customer support site at hitp://help.elsevier.com/app/answers/list/p/T923. Here you can search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions and learn more
about EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need any further assistance from one of our customer support representatives.




