Sinn und klinische Relevanz
des HER-2-Nachweises (Immunhistologie und
FISH)

(Interne Fortbildungsveranstaltung im Institut)

Dr. Katrin Henneicke
Prof. Richter
Institut fir Pathologie Hannover



HER-2/neu

« Bezeichnung fur ,Humanen Epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptor 2°

« HER-2/neu zahlt zu den epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptoren (EGFR), von denen bisher vier (HER-1 bis HER-4)
bekannt sind

« Durch die Bindung von Wachstumsfaktoren an die extrazellulare
Domane des HER-2-Rezeptoren bilden sich Dimeren, die
wiederum im Inneren der Zelle als Tyrosinkinasen
Transkriptionsfaktoren aktivieren, welche die Proliferation der
Zelle beeinflussen

 D.h. HER-2/neu fordert die Zellteilung und damit das
Zellwachstum
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HER2 Genamplifikation und Proteinuberexpression

Normal Amplifikation/Uberexpression
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Bedeutung von HER-2/neu fur
Mammakarzinome

« Das Gen findet sich bei 25-30% aller Mammakarzinome
In erhohter Anzahl in den Tumorzellen (Amplifikation),
was zu einer Uberexpression des HER-2/neu-Rezeptors
fahrt, sodass eine ungehemmte Zellteilung stattfinden

kann

Bildquelle nicht mehr eruierbar



Methoden der HER2-Bestimmung

= Proteinuberexpression

B |mmunhistochemie (IHC)
B \Western blot
B im Serum zirkulierendes “"Shed-Antigen” mit ELISA

= mMRNA-Transkription

B Northern blot
B quantitative RT-PCR

= Genamplifikation

B Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

B Southern blot
B Polymerase-Kettenreaktion (PCR)




Immunhistochemie (IHC)

Formalin-fixiertes,
Paraffin-eingebettetes
Mamma-Ca Gewebe

Anti-Anti-HER2 Antikorper
Farbstoff-freisetzendes Enzym

Mikroskopische Beurteilung
der HER2-Anféarbung
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Moglichkeiten der immunhistochemischen
Darstellung des HER-2/neu Rezeptors

HercepTest: In unserem Institut;

* Epitop-Demaskierung durch Epitop-Demaskierung durch

,Epitope-Retrieval®-Losung ,1arget Retrieval-Losung” bei
bei 95 — 99°C fur 40 Min. 70°C Uber Nacht

« Kaninchen Anti-Human « Kaninchen Anti-Human
HER-2 HER-2

« Detektion Uber « Detektion mit
enzymmarkierten Sekundarantikorper tber
Sekundarantikorper Avidin-Biotin-System

« Substrat-Chromogen » Substrat-Chromogen

= DAB = Neufuchsin



Interpretation der immunhistologischen
Farbemuster von HER-2/neu

» Keine Farbung oder Membran-
farbung in weniger als 10% der = Score 0
Tumorzellen

« Sehr schwache Membranfarbung in
mehr als 10% der Tumorzellen.
Es ist jeweils nur ein Teile der
Zellmembran geféarbt

« Schwache bis malig intensive
Farbung der gesamten Zell- = Score 2+
membran in mehr als 10% der
Tumorzellen

* Intensive Farbung der gesamten
Zellmembran in mehr als 10% der
Tumorzellen

= Score 1+

= Score 3+




Immunhistologische Beurtellung der
HER-2-Expression

DAB-Detektion Neufuchsin-Detektion
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Weitere Vorgehensweise anhand
der immunhistologischen Ergebnisse:

- 0 bis 1+: immunhistologisch ,negativ®, d.h. keine
Herceptin-Behandlung

2+: Immunhistologisch fraglich, weitergehende
Untersuchungen erforderlich (FISH), dann
erst Behandlungsentscheid

3+: Immunhistologisch deutlich positiv, d.h.
Indikation fir Herceptin-Behandlung

Bildquelle nicht mehr eruierbar



Was versteht man unter FISH?
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FISH = Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung

vergroRRerter Zellkern
mit Chromosomen

Gewebeprobe auf
Objekttrager

Chromo-
somen-
abschnitt
vergrof3ert

\

Fluoreszenz- FISH-Sonde bindet an
Signal komplementare Sequenz des
DNA-Molekiils

FISH-Sonde

—
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Vergleich Immunhistologie und FISH

- FISH ist sensitiver als Immunhistologie und hochspezifisch, zudem
besser standardisierbar (Cut-off-Point lasst sich gut festlegen)

« Proteine, an die in der Immunhistologie die Antikdrper binden, sind
instabiler als DNA, aul3erdem kdnnen sie durch Formalinfixation und
Paraffineinbettung ,maskiert” sein, so dal} es zu falsch negativen
Ergebnissen kommen kann

 FISH kann auch an sehr kleinen
Gewebeproben durchgefthrt werden

« Die FISH-Methode ist aufwandiger
als Immunhistologie und kosten-
Intensiver, mit Hilfe der Immun-
histologie kann also ein hdherer
Probendurchsatz kosten-
gunstiger erzielt werden




Genetische Lokalisation von HER-2/neu

Centromere

= 17p11.1-q11.1 CEP 17

== 17q11.2-q12 L.SI HER-2/neu

17q11.2—q12 region Telomere

HER-2/neu gene
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Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Formalin-fixiertes,
Paraffin-eingebettetes
Mammakarzinomgewebe

Hybridisierung mit
fluoreszierender
HER2 Gen-Sonde

Mikroskopische
Auswertung der
Fluoreszenz-Signale
(Auszdhlung der Genkopien)
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Durchfihrung der FISH zum Nachweis von
HER-2/neu

» Anfertigen von Gewebeschnitten und Deparaffinierung

« Vorbehandlung der Schnitte mit ,Pretreatment®-Losung bei 80°C
far 15 Min., um den Zellkern fur die DNA-Sonde zuganglicher zu
machen

« ,Verdau® der Schnitte mit einer Protease-L6sung (Pepsin) bei
37°C fur ca. 1,5 h, ebenfalls fur eine bessere Zuganglichkeit der
DNA-Sonde

 Die Genom-DNA der Gewebeprobe wird durch Denaturierung in
Einzelstrange aufgespalten (75°C) und dann mit der HER-
2/neu-Sonde Uber Nacht bei 37°C hybridisiert

 Kurzes Waschen mit SSC-Puffer bei 75°C, bei dem nicht-
gebundene Sonde entfernt wird

» Gegenfarbung der Zellkerne DAPI (blauer Fluoreszensfarbstoff)
« Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop



Auswertung der FISH

« Es werden pro Patientenprobe zwei Tumorareale zu je dreil3ig
Zellkernen ausgezanhilt.

* Pro Zellkern werden die HER-2-Signale und die
Centromersignale (CEP 17) gezahlt und aufgelistet.

« Der Quotient zwischen Gesamtzahl der HER-2-Signale und
Gesamtzahl der Centromersignale wird gebildet.

 Bel einer Zelle mit normalem Chromosomensatz musste der
Quotient 1 ergeben (2 HER-2-Signale: 2 Centromersignale).

« Bel einem Quotienten Uber 2 gilt die Zelle als amplifiziert (HER--
Signale vermenhrt, Centromersignale normal).

« Sind sowohl HER-2-Signale als auch Centromersignale im
Zellkern vermehrt, liegt eine Polyploidie vor

« Grenzwertige Ergebnisse (Quotient 1,8 bis 2,2) sollten mit
Vorsicht bewertet werden.




HER-2- und Centromer-Erkennung mit
der PathVysion HER-2-Sonde

HER-2/neu-
Signale:
Spektrum

CEP 17-Signale:
Spektrum
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Vorgeschlagener Algorithmus zur
HER2 Diagnostik

IHC

0 bzw. 1+ 2+ B 3+
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,Fluoreszenz®-Licht
aufgegangen?
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i
.
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