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DESCRIPCION
Significacion de la heterogeneidad de HER2 intratumoral en el cancer de mama y usos de la misma
CAMPO

Esta divulgaciéon se refiere a procedimientos de medicién de la heterogeneidad tisular y uso de la misma como
herramienta pronéstica y predictiva en el diagnostico y tratamiento del cancer de mama.

ANTECEDENTES

El cancer de mama representa aproximadamente un 23 % de todos los canceres en todo el mundo y es responsable
de cientos de miles de decesos cada afio. Los canceres de mama varian en su respuesta a diferentes tratamientos y
es importante seleccionar un tratamiento apropiado para cada enfermo. El estado del receptor es un sistema de
clasificacion comuin que se usa para seleccionar tratamientos para un enfermo con cancer de mama. Los tumores de
mama pueden tener (dan positivo para) o carecer de (dan negativo para) proteina del receptor estrogénico (RE),
proteina HER2 (también conocida como ErbB2) y/o proteina del receptor progesterdnico (RP). Los tumores de
mama también se examinan de manera rutinaria para determinar la amplificacién del gen HER2, como otra medida
de si el tumor da positivo o negativo para HER2. Algunos tumores de mama dan negativo para los tres marcadores y
se denominan tumores "triple negativos".

Los tumores positivos para el receptor estrogénico (RE) y/o el receptor progesterénico (RP) se tratan tipicamente
con tratamiento de bloqueo hormonal (tal como tamoxifeno), mientras que los tumores positivos para HER2 se tratan
con medicamentos dirigidos a HER2 tales como trastuzumab o lapatinib. Aunque los procedimientos actuales de
clasificacion del cancer de mama y el tratamiento selectivo han mejorado las respuestas del enfermo, muchos
tumores positivos para HER2 no reaccionan a, o adquieren resistencia a, los tratamientos dirigidos a HER2. Los
procedimientos actuales de deteccion de HER2 pueden producir resultados positivos falsos, debido en parte a la
heterogeneidad del tumor. Por tanto, sigue existiendo la necesidad de mejorar los procedimientos de deteccion
molecular actuales para clasificar de forma rapida y exacta los tumores de mama y seleccionar los tratamientos
apropiados en el consultorio.

La calificacion de HER2, ya sea la amplificacién del gen HER2 o la sobreexpresion de la proteina HER2 sola, se ha
usado como una guia para los tratamientos dirigidos a HER2. Nitta et al. (Diagn Pathol. 7:60, 2012) describen un
ensayo de gen-proteina para el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) en cortes
histolégicos de cancer de mama incluidos en parafina y fijados con formol. Nishida et al. (Mod Pathol. 27 (supl.
2):195A, 2014) investigan la heterogeneidad intratumoral en el cancer gastrico mediante el analisis simultdneo de la
sobreexpresion de proteina y la amplificacion del gen usando un ensayo de gen-proteina. Lee et al. (Eur J de
Cancer. 49, 1448, 2013) evallan la significacién clinica de la heterogeneidad de HER2 intratumoral en el cancer
gastrico. Hofmann et al. (Histopathol. 52:797, 2008) evaltan un sistema de calificacion de HER2 para el cancer
gastrico. Si bien estos ensayos han sido muy beneficiosos para los enfermos con cancer de mama, continuamente
se buscan nuevos ensayos que puedan estratificar o predecir adicionalmente la reaccién de un paciente a un
tratamiento.

SUMARIO

En modos de realizacion ilustrativos, se proporciona un procedimiento para predecir el grado de respuesta a un
tratamiento dirigido a HER2 evaluando la heterogeneidad de HER2 en un tumor, comprendiendo el procedimiento:
poner en contacto una muestra de tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la proteina HER2 y
detectar la proteina HER2 en la muestra, poner en contacto la muestra de tumor con una sonda de &cido nucleico
que se una especificamente al ADN genémico de HER2 y detectar el estado de amplificacion del gen HER2 en la
muestra, y calificar a la proteina HER2 (IHQ) y al gen HER2 (DISH). La calificacion se clasifica como: grupo A para
muestras que presentan IHQ 3+ y DISH+, grupo B para muestras que presentan IHQ 3+ y DISH-, grupo C para
muestras que presentan IHQ 2+ y DISH+, grupo D para muestras que presentan IHQ 2+ y DISH-, grupo E para
muestras que presentan IHQ 0, 1+ y DISH+, y grupo F para muestras que presentan IHQ 0, 1+ y DISH-. El
procedimiento comprende ademas predecir que el tumor es sensible al tratamiento dirigido a HER2 si el tumor revela
un primer foco que tiene una primera calificacién que es del grupo F y un segundo foco que tiene una segunda
calificacion seleccionada del grupo A al grupo E.

En otro modo de realizacion, el procedimiento comprende ademas someter a ensayo una segunda muestra de tumor
para determinar el receptor estrogénico (RE) y el receptor progesteronico (RP), en el que la etapa de predecir que el
tumor es sensible al tratamiento dirigido a HER2 comprende predecir que el tumor es sensible al tratamiento dirigido
a HER2 si el RE y el RP dan negativo, de modo que se entiende que el tumor es cancer de mama triple negativo
(TNBC). En otras palabras, se predice que el tumor es sensible al tratamiento dirigido a HER2 si el RE y el RP dan
negativo, de modo que se entiende que el tumor es TNBC. En todavia otro modo de realizacién, el procedimiento
comprende ademas poner en contacto la muestra de tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la
proteina del receptor estrogénico (RE) y detectar la proteina del RE en la muestra, poner en contacto la muestra de
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tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la proteina del receptor progesteronico (RP) y detectar la
proteina del RP en la muestra. El procedimiento incluye ademas predecir que el tumor es sensible al tratamiento
dirigido a HER2 si el RE y el RP dan negativo, de modo que se entiende que el tumor es cancer de mama triple
negativo (TNBC). En otro modo de realizacion, el tratamiento dirigido a HER-2 se selecciona del grupo que consiste
en trastuzumab, trastuzumab emtansina, pertuzumab, neratinib y lapatinib.

En modos de realizacion ilustrativos, se proporciona un procedimiento de calificacion de una muestra de tumor,
comprendiendo el procedimiento: poner en contacto la muestra de tumor con un anticuerpo que se una
especificamente a la proteina HER2 y detectar la proteina HER2 en la muestra, poner en contacto la muestra de
tumor con una sonda de &cido nucleico que se una especificamente al ADN genémico de HER2 y detectar el estado
de amplificacion del gen HER2 en la muestra, calificando a la proteina HER2 (IHQ) y al gen HER2 (DISH) de
acuerdo con los grupos A-F mencionados anteriormente. El procedimiento comprende ademas calificar a la muestra
de tumor como heterogénea si el tumor revela un primer foco que es del grupo F y un segundo foco que tiene una
segunda calificacion seleccionada del grupo A al grupo E.

En otro modo de realizacion, el procedimiento comprende ademas pronosticar un cociente de riesgos instantaneos
mayor que 5 si la muestra se califica como heterogénea. En todavia otro modo de realizacion, el procedimiento
comprende ademas someter a ensayo una segunda muestra de tumor para determinar el receptor estrogénico (RE)
y el receptor progesterénico (RP), en el que se predice que el tumor es sensible al tratamiento dirigido a HER2 si el
RE y el RP dan negativo, de modo que se entiende que el tumor es cancer de mama triple negativo (TNBC). En
todavia otro modo de realizacion, el procedimiento comprende ademas poner en contacto la muestra de tumor con
un anticuerpo que se una especificamente a la proteina del receptor estrogénico (RE) y detectar la proteina del RE
en la muestra; poner en contacto la muestra de tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la proteina
del receptor progesteronico (RP) y detectar la proteina del RP en la muestra, en el que se predice que el tumor es
sensible al tratamiento dirigido a HER2 si el RE y el RP dan negativo, de modo que se entiende que el tumor es
cancer de mama triple negativo (TNBC). En un modo de realizaciéon, el procedimiento comprende ademas
pronosticar una calificacion de supervivencia significativamente peor en comparacién con una calificacién de no
heterogéneo (SSR: p=0,0176; SEC: p=0,0199) si la muestra se califica como heterogénea.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las siguientes figuras se presentan a color.

Las FIGS. 1A y B son un par de imagenes de una muestra de tejido de tumor de mama tenida para el gen HER2
(puntos negros), la proteina HER2 (color marrdn) y la proteina del RE (color rojo) con un aumento de 4X (FIG. 1A) y
un aumento de 60X (FIG. 1B). La muestra esta amplificada para el gen HER2, da positivo para la proteina HER2 y
positivo para la proteina del RE. Sin embargo, algunas células (encerradas en circulos) dan negativo para la proteina
HER2, aunque dan positivo para la proteina del RE y tienen amplificacion del gen HER2.

Las FIGS. 2A y B son un par de imagenes de una muestra de tejido de tumor de mama tenida para el gen HER2
(puntos negros), la proteina HER2 (color marrdn) y la proteina del RE (color rojo) con un aumento de 4X (FIG. 2A) y
un aumento de 60X (FIG. 2B). La muestra ha amplificado el gen HER2 y da positivo para la proteina del RE, pero da
negativo para la proteina HER2, como se evidencia por la tincion marrén tenue o ausente.

Las FIGS. 3A y B son un par de imagenes de una muestra de tejido de tumor de mama tefida para el gen HER2
(puntos negros), la proteina HER2 (color marrdn) y la proteina del RE (color rojo) con un aumento de 4X (FIG. 3A) y
un aumento de 60X (FIG. 3B). La muestra la amplificacién del gen HER2 y da positivo para la proteina HER2, pero
da negativo para el RE, como se evidencia por la falta de tincién roja. La tincién roja en la FIG. 3B es la tincion de la
proteina del RE en células de glandula mamaria normales en la muestra.

Las FIGS. 4A-C son una serie de imagenes que muestran IHQ de la proteina del RE con tincién con DAB iVIEW
(FIG. 4A) o tincién con rojo ULTRA VIEW (FIG. 4B) e IHQ/ISH del gen y la proteina HER2 con tinciéon IHQ con rojo
ULTRA VIEW (FIG. 4C) en una muestra de tejido mamario, con un aumento de 20X.

Las FIGS. 5A-C son una serie de imagenes que muestran IHQ de la proteina Ki67 con tincion con DAB iVIEW (FIG.
5A) o tincion con rojo ULTRAVIEW (FIG. 5B) e IHQ/ISH del gen y la proteina HER2 con tincién IHQ con rojo ULTRA
VIEW (FIG. 5C) en una muestra de tejido mamario, con un aumento de 20X.

La FIG. 6 es una imagen de deteccion ejemplar del gen HER2 (puntos negros), la proteina HER2 (color marrén) y
Ki67 (color rojo) en una muestra de tejido mamario.

Las FIGS. 7A-D son una serie de imagenes de tincion de la proteina HER2 (tincion marrén), el gen HER2 (puntos
negros) y la proteina Ki67 (tincion roja) (FIGS. 7A 'y C) o la proteina HER2 (tincion marrén), el gen HER2 (puntos
negros) y la proteina del RE (tincion roja) (FIGS. 7B y D) en una muestra de tejido mamario con un aumento de 20X
(FIGS. 7A y B) 0 un aumento de 60X (FIGS. 7C y D).
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Las FIGS. 8A-C son una serie de imagenes que muestran el gen HER2 (puntos negros), la proteina HER2 (tincién
marrén) y la proteina del RE (tincion roja) en una muestra de tejido mamario ambiguo de HER2. La FIG. 8B muestra
la muestra con un aumento de 10X. El area roja encerrada en recuadros en la FIG. 8B se muestra en la FIG. 8A con
un aumento de 60X y el area azul encerrada en recuadros en la FIG. 8B se muestra en la FIG. 8C con un aumento
de 60X.

Las FIGS. 9A-C son una serie de imagenes que muestran el gen HER2 (puntos negros), la proteina HER2 (tincién
marrén) y la proteina del RE (tincion roja) en una muestra de tejido mamario positivo para HER2. La FIG. 9B muestra
la muestra con un aumento de 10X. El area roja encerrada en recuadros en la FIG. 9B se muestra en la FIG. 9A con
un aumento de 60X y el area azul encerrada en recuadros en la FIG. 9B se muestra en la FIG. 9C con un aumento
de 60X.

Las FIGS. 10A y B son un par de imagenes que muestran la tincion de la proteina HER2 (marron), la proteina del
RE (violeta), el gen HER2 (manchas negras) y el ADN centromérico del cromosoma 17 (manchas rojas) en una
muestra ejemplar de tejido mamario positivo para HER2/positivo para el RE con un aumento de 20X (FIG. 10A) y un
aumento de 60X (FIG. 10B).

Las FIGS. 11A y B son un par de imagenes que muestran la tincion de la proteina HER2 (marrén), la proteina del
RE (violeta), el gen HER2 (manchas negras) y el ADN centromérico del cromosoma 17 (manchas rojas) en una
muestra ejemplar de tejido mamario negativo para HER2/positivo para el RE con un aumento de 20X (FIG. 11A) y
con un aumento de 60X (FIG. 11B).

Las FIGS. 12A-C son tres microfotografias de un caso de displasia de cuello uterino en las que 12A usa un lavado
riguroso de 68 °C, 12B usa un lavado riguroso de 72 °C y 12C usa un lavado riguroso de 76 °C.

Las FIGS. 13A-C muestran tres microfotografias de un tumor de xenoinjerto ZR-75-1 en las que 13A usa un lavado
riguroso de 68 °C, 13B usa un lavado riguroso de 72 °C y 13C usa un lavado riguroso de 76 °C.

Las FIGS. 14A-B son microfotografias del ensayo de gen-proteina HER2 que emplea un enfoque de lavado riguroso
doble en el que la FIG. 14A muestra un tumor de xenoinjerto ZR-75-1 y la FIG. 14B muestra un caso de displasia de
cuello uterino.

Las FIGS. 15A-B muestran el ensayo de gen-proteina HER2 que emplea un enfoque de lavado riguroso doble en el
que la FIG. 15A muestra un tumor de cancer de mama con el objetivo 4X y la FIG. 15B muestra el mismo caso con
el objetivo 100X.

Las FIGS. 16A-B muestran el ensayo de gen-proteina HER2 que emplea un enfoque de lavado riguroso doble en el
que la FIG. 16A muestra un tumor de cancer de mama con el objetivo 4X y la FIG. 16B muestra el mismo caso con
el objetivo 100X.

Las FIGS. 17A-B son un gréfico (FIG. 17A) y una tabla (FIG. 17B) que muestran la supervivencia sin remisién (SSR)
por un grupo de ensayo clinico como se determina por el ensayo de gen-proteina.

Las FIGS. 18A-B son un grafico (FIG. 18A) y una tabla (FIG. 18B) que muestran la supervivencia especifica al
cancer (SEC) por el grupo de ensayo clinico como se determina por el ensayo de gen-proteina.

Las FIGS. 19A-B, son graficos para <SSR> (FIG. 19A) y <SEC> (FIG. 19B) que muestran el impacto de la
heterogeneidad en el contexto del ensayo de gen-proteina en el grupo de ensayo clinico.

La FIG. 20 muestra una subpoblacién de los datos mostrados en la FIG. 19, en la que la poblaciéon era cancer de
mama triple negativo (TNBC, para el RE, el RP y dentro del grupo F para el ensayo de gen-proteina).

Las FIGS. 21A-B, son microfotografias de un tejido representativo tefiido de acuerdo con el ensayo de gen-proteina
con un objetivo de 10x (FIG. 21A) y con 60x (FIG. 21B), que proporciona evidencia en cuanto a una causa bioldgica
de la heterogeneidad de neoplasia maligna.

DESCRIPCION DETALLADA

La clasificacion estandar de tumores de mama incluye determinar el estado del tumor para el RE, el RP y HER2 y la
seleccién del tratamiento en funcién de si el tumor da positivo para el RE, positivo para HER2 o es triple negativo.
Sin embargo, se ha reconocido mas recientemente que un subconjunto de tumores positivos para HER2 dan positivo
para el RE, y que dichos tumores pueden reaccionar favorablemente a una combinaciéon de tratamientos
antiestrogénicos y anti-HER2 (por ejemplo, Rimawi et al., J. Clin. Oncol. 14:1726-1731, 2013; Montemurro et al.,
Ann. Oncol. doi: 10.1093/annonc/mdt287, 2013; Vaz-Luis et al, Ann. Oncol. 24:283-291, 2013). Por tanto, la
identificacion exacta de tumores positivos para HER2/positivos para el RE es cada vez mas importante. Ademas,
existe un reconocimiento creciente de la discordancia entre la expresion de la proteina HER2 y los resultados de la
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amplificacion del gen HER2 y el papel potencial de la heterogeneidad del tumor en dicha discordancia (por ejemplo,
Nitta et al, Diagn. Pathol. 7:60, 2012). Por tanto, sigue existiendo la necesidad de ensayos mejorados para
identificar con exactitud los tumores positivos para HER2, asi como los tumores positivos para HER2/positivos para
el RE.

La heterogeneidad tisular (por ejemplo, heterogeneidad tumoral) desconcierta los diagnésticos de cancer. En una
muestra de tejido heterogéneo, la recogida de los resultados de analisis individuales de multiples marcadores Unicos
es inferior a un enfoque multiplexado en una Unica muestra por varias razones. En primer lugar, la multiplexacién
hace posible identificar las células dentro de la muestra que expresan multiples marcadores en una poblacion de
células que expresa diferencialmente esos marcadores Unicos de forma heterogénea. Por ejemplo, dos ensayos de
marcador Unico para una muestra que expresa de forma heterogénea los marcadores A y B a través de la poblacién
de células establecerian que, para ambos marcadores, existen células positivas y negativas para ambos
marcadores. Los dos ensayos de marcador Unico no proporcionaran el grado en que la positividad y la negatividad
se solapan dentro de las células. Como tal, no se puede conocer el grado en que las células son heterogéneas.
Usando los ensayos de marcador Unico, el grado en que las células dan negativo para ambos marcadores, positivo
para un marcador unico o positivo para ambos marcadores no seria cuantificable. Si bien este beneficio se realiza en
un formato de ensayo doble, los beneficios se combinan para niveles mas altos de multiplexacién. Incluso en tejidos
homogéneos, donde la multiplexacion no proporcionaria una ventaja tan clara, la multiplexacion tiene otras ventajas,
tales como la conservacién de la muestra.

I. Términos

Los procedimientos y materiales adecuados para la practica y/o prueba de modos de realizacion de la divulgacién se
describen a continuacion.

Por ejemplo, los procedimientos convencionales bien conocidos en la técnica a los que se refiere la divulgacion se
describen en diversas referencias generales y mas especificas, que incluyen, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.2 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3.2 ed., Cold Spring Harbor Press, 2001; Ausubel et al., Current Protocols
in_Molecular Biology, Greene Publishing Associates, 1992 (y suplementos hasta el 2000); Ausubel et al., Short
Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 4.2 ed.,
Wiley & Sons, 1999; Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1990; y
Harlow y Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999.

A fin de facilitar la revision de los diversos modos de realizacién de la divulgacién, se proporcionan las siguientes
explicaciones de los términos especificos:

Anticuerpo: un polipéptido que incluye al menos una regién variable de inmunoglobulina de cadena ligera o cadena
pesada y se une especificamente a un epitopo de un antigeno (tal como proteina HER2 o proteina del RE). Los
anticuerpos incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales o fragmentos de anticuerpos. Un anticuerpo
se puede conjugar o marcar de otro modo con un marcador detectable, tal como una enzima, hapteno o fluoréforo.

Marcador detectable: una molécula o material que puede producir una sefial (tal como una sefal visual, eléctrica u
otra) que indica la presencia y/o cantidad de una diana (tal como una proteina o acido nucleico) en una muestra.
Cuando se conjuga a una molécula de unién especifica (por ejemplo, un anticuerpo o sonda de acido nucleico), el
marcador detectable se puede usar para localizar y/o cuantificar la diana a la que se dirige la molécula de unién
especifica. Un marcador detectable se puede detectar directa o indirectamente, y se pueden usar varios marcadores
detectables diferentes en combinacién para detectar una o mas dianas. Por ejemplo, un primer marcador detectable,
tal como un hapteno conjugado con un anticuerpo especifico para una diana, se puede detectar indirectamente
usando un segundo marcador detectable que esta conjugado con una molécula que se une especificamente al
primer marcador detectable. Ademas, multiples marcadores detectables que se pueden detectar por separado se
pueden conjugar a diferentes moléculas de unién especifica que se unen especificamente a diferentes dianas para
proporcionar un ensayo multiple que puede proporcionar la deteccion de las multiples dianas en una Unica muestra.

Los marcadores detectables incluyen moléculas cromogénicas, fluorescentes, fosforescentes y/o luminiscentes,
catalizadores (tales como enzimas) que convierten una sustancia en otra sustancia para proporcionar una sefal
detectable (tal como mediante la conversion de una sustancia incolora en una sustancia coloreada o viceversa, o
mediante la produccion de un precipitado o el aumento de la turbidez de la muestra), haptenos que se pueden
detectar a través de interacciones de unién anticuerpo-hapteno usando conjugados adicionales de anticuerpos
marcados de forma detectable, y moléculas o materiales paramagnéticos y magnéticos. Los ejemplos particulares de
marcadores detectables incluyen: enzimas, tales como peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, fosfatasa
acida, glucosa oxidasa, -galactosidasa o B-glucuronidasa; fluoréforos, tales como fluoresceinas, luminéforos,
cumarinas, colorantes BODIPY, resorufinas y rodaminas (muchos ejemplos adicionales de moléculas fluorescentes
se pueden encontrar en The Handbook - A Guide to Fluorescent Probes and Labelling Technologies, Molecular
Probes, Eugene, OR); nanoparticulas, tales como puntos cuénticos (patentes de EE. UU. n.°® 6.815.064, 6.682.596 y
6.649.138); quelatos metdlicos, tales como los quelatos DOTA y DPTA de iones metélicos radiactivos o
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paramagnéticos como Gd3+; y liposomas, por ejemplo, liposomas que contienen moléculas fluorescentes atrapadas.
Cuando el marcador detectable incluye una enzima, se usa un sustrato detectable tal como un cromégeno, un
compuesto fluorogénico o un compuesto luminogénico en combinacién con la enzima para generar una sefal
detectable (una amplia variedad de dichos compuestos esta disponible comercialmente, por ejemplo, de Life
Technologies, Carlsbad, CA).

De forma alternativa, se puede usar una enzima en un esquema de deteccién metalografica. En algunos ejemplos,
los procedimientos de deteccién metalogréafica incluyen el uso de una enzima, tal como la fosfatasa alcalina, en
combinacion con un ion metélico soluble en agua y un sustrato inactivo de oxidorreduccion de la enzima. El sustrato
se convierte en un agente activo de oxidorreduccion por la enzima, y el agente activo de oxidorreduccién reduce el
ion metalico, provocando que forme un precipitado detectable (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.*®
7.642.064; 7.632.652). En otros ejemplos, los procedimientos de deteccion metalogréafica incluyen el uso de una
enzima oxidorreductasa (tal como peroxidasa de rabano picante) junto con un ion metdlico soluble en agua, un
agente oxidante y un agente reductor, nuevamente para formar un precipitado detectable (véase, por ejemplo, la
patente de EE. UU. n.2 6.670.113).

Los haptenos son pequefias moléculas que pueden estar unidas por anticuerpos. Los haptenos ejemplares incluyen
dinitrofenilo (DNP), biotina, digoxigenina (DIG) y fluoresceina. Los haptenos adicionales incluyen haptenos de
oxazol, pirazol, tiazol, nitroarilo, benzofurano, triperpeno, urea, tiourea, rotenoide, cumarina y ciclolignano, tales
como los divulgados en la pat. de EE. UU. n. 7.695.929.

Receptor estrogénico (RE): también conocido como receptor estrogénico 1 (ESR1), receptor estrogénico alfa (ER-
alfa), receptor nuclear estrogénico alfa; n.? de acceso de ID de gen GenBank 2099. Un factor de transcripcién
activado por hormonas. Tras la union al estrogeno (u otros agonistas del RE), el receptor estrogénico se localiza en
el nucleo y forma homodimeros o heterodimeros con el receptor estrogénico 2 y activa la transcripcion de diversos
genes.

Las secuencias de acido nucleico y proteinas del RE estan disponibles al publico. Por ejemplo, el gen del RE esta
localizado en el cromosoma 6g25.1 y su secuencia se divulga como el n.2 de acceso GenBank NC_000006.11
(152011631-152424409). Los n.”° de acceso GenBank NM_001122742, NM_001122741, NM_001122740,
NM_000125, XM_005266856 y XM_005266857 divulgan secuencias de acido nucleico del RE, y los n.°® de acceso
GenBank: NP_001116214, NP_001116213, NP_001116212, NP_000116, XP_005266913 y XP_005266914 divulgan
secuencias de proteinas del RE, como se proporciona por GenBank el 4 de octubre de 2013.

HER2: también conocido como homoélogo 2 de oncogén virico de la eritroleucemia aviar v-erb-b2 (ErbB2), receptor 2
del factor de crecimiento epidérmico humano, Her2/neu, c-erb B2/neu y homélogo oncogénico derivado de
neuroblastoma/glioblastoma; n.® de acceso de ID de gen GenBank 2064. Como miembro de la familia del receptor
tirosina cinasa del factor de crecimiento epidérmico, Her2 se heterodimeriza con otros miembros de la familia de
receptores del FCE unido a ligando, aunque carece de un dominio de unién a ligando y no se puede unir a los
propios ligandos. La amplificacién y/o sobreexpresion de Her2 se produce en varios tipos de cancer, incluyendo
cancer de mama y ovario.

Las secuencias de acido nucleico y proteina Her2 estan disponibles al publico. Por ejemplo, el gen Her2 esta
localizado en el cromosoma 17q12 y su secuencia se divulga como n.? de acceso GenBank NC_000017.10
(37844167-37884915). Los n.”° de acceso GenBank NM_001005862, NM_004448, XM_005257139 vy
XM_005257140 divulgan las secuencias de &cido nucleico de Her2 y los n.°® de acceso GenBank: NP_001005862,
NP_004439, XP_005257196 y XP_005257197 divulgan las secuencias de proteina Her2, como se proporciona por
GenBank el 4 de octubre de 2013.

Inmunohistoquimica (IHQ): un procedimiento de determinacion de la presencia o distribuciéon de un antigeno en una
muestra mediante la deteccidén de la interaccion del antigeno con un agente de union especifica, tal como un
anticuerpo. Una muestra se pone en contacto con un anticuerpo detectado por medio de un marcador detectable
conjugado con el anticuerpo (deteccion directa) o por medio de un marcador detectable conjugado con un anticuerpo
secundario, que se une especificamente al anticuerpo primario (por ejemplo, deteccion indirecta).

Calificacion de la proteina HER2 (IHQ): calificacion de una muestra de proteina HER2 usando los siguientes criterios
de la FDA para inmunohistoquimica (IHQ): calificacién 0 (IHQ 0), calificacion 1+ (IHQ 1), calificacién 2+ (IHQ 2+),
calificacion 3+ (IHQ 3+).

Hibridacién in situ (ISH): un procedimiento para determinar la presencia o distribucion de un acido nucleico en una
muestra usando hibridacion de una sonda de acido nucleico marcada para localizar una secuencia especifica de
ADN o ARN en una porcién o corte de tejido (in situ) o, si el tejido es suficientemente pequefio (por ejemplo, semillas
de vegetales, embriones de Drosophila), en todo el tejido (ISH de preparacién completa). Se puede usar ISH de ADN
para determinar la estructura de los cromosomas, tal como para su uso en diagnoésticos médicos para evaluar la
integridad cromosémica y/o determinar el nimero de copias del gen en una muestra. La ISH de ARN mide y localiza
los ARNm y otros transcritos dentro de cortes histol6gicos o preparaciones completas.
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Para ISH, las células y los tejidos de muestra se tratan habitualmente para fijar los acidos nucleicos diana en su
lugar y para incrementar el acceso de la sonda a la molécula diana. La sonda marcada de forma detectable se
hibrida con la secuencia diana a temperatura elevada, y luego la sonda en exceso se elimina por lavado. Los
parametros de la solucion, tales como temperatura, concentracién de sal y/o detergente, se pueden manipular para
eliminar cualquier interaccién no idéntica (por ejemplo, de modo que solamente las coincidencias de secuencia
exacta permanezcan unidas). Luego, la sonda marcada se localiza y potencialmente se cuantifica en el tejido usando
ya sea autorradiografia, microscopia de fluorescencia o inmunohistoquimica, respectivamente. La ISH también
puede usar dos 0 mas sondas, que tipicamente se marcan de manera diferente para detectar simultaneamente dos
0 mas acidos nucleicos.

Hibridacién in situ dual (DISH): un procedimiento de hibridacion in situ (ISH) que usa dos sondas para detectar dos
secuencias diana diferentes. Tipicamente, estas dos sondas se marcan de manera diferente. En los procedimientos
presentados en el presente documento, DISH puede ser un ensayo para determinar el estado de amplificacion del
gen HER2 poniendo en contacto una muestra de un tumor con una sonda especifica de HER2 y una sonda de
centromero del cromosoma 17 y determinando una proporcién de ADN gendémico de HER2 con respecto a ADN
centromérico del cromosoma 17 (tal como una proporciéon de numero de copias del gen HER2 con respecto a
namero de copias del centromero del cromosoma 17). El procedimiento incluye utilizar diferentes marcadores
detectables y/o sistemas de deteccion para cada uno de los ADN gendémico de HER2 y ADN centromérico del
cromosoma 17, de manera que cada uno se pueda detectar visualmente de forma individual en una Gnica muestra.

Calificacion del gen HER2 (DISH): Calificacion de una muestra para determinar el gen HER2 usando los siguientes
criterios de la FDA en funcion de la proporcion de ADN gendmico de HER2 con respecto a ADN centromérico del
cromosoma 17 como se determina en un ensayo de DISH: DISH- (negativo: HER2/CEN17 < 2) DISH+ (positivo:
HER2/CEN17 = 2,0).

Sonda: un &cido nucleico aislado (tal como un oligonucleétido sintético aislado), unido a un marcador detectable o
molécula indicadora. Los marcadores tipicos incluyen isétopos radiactivos, sustratos enzimaticos, cofactores,
ligandos, agentes quimioluminiscentes o fluorescentes, haptenos (incluyendo, pero no limitados a, DNP) y enzimas.
Se analizan los procedimientos para el marcaje y una orientacién en la eleccion de marcadores apropiados para
diversos fines, por ejemplo, en Sambrook et al. (en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSHL, Nueva York,
1989) y Ausubel et al. (en Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. and Wiley-Intersciences,
1992).

Las sondas se pueden seleccionar para proporcionar una especificidad deseada, y pueden comprender al menos 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas nucleétidos de un acido nucleico diana. En ejemplos particulares, las sondas
pueden incluir al menos 100, 250, 500, 600, 1000 o mas nucleotidos de un acido nucleico diana. En algunos
ejemplos, la sonda incluye segmentos de nucleétidos que son de porciones no contiguas de un acido nucleico diana,
tal como un &cido nucleico genémico de HER2.

Muestra: el término "muestra" se refiere a cualquier sustancia (o material) liquida, semisélida o sélida en o sobre la
que puede estar presente una diana. En particular, una muestra puede ser una muestra bioldégica o una muestra
obtenida de un material biol6gico. Las muestras biolégicas ejemplares incluyen muestras de tejido y/o muestras de
citologia, por ejemplo, obtenidas de un sujeto animal, tal como un sujeto humano. En otros ejemplos, una muestra
biolégica puede ser un liquido biolégico obtenido, por ejemplo, de sangre, plasma, suero, orina, bilis, ascitis, saliva,
liquido cefalorraquideo, humor acuoso o vitreo, o cualquier secreciéon corporal, un transudado, un exudado. (por
ejemplo, liquido obtenido de un absceso o cualquier otro sitio de infeccion o inflamacién) o liquido obtenido de una
articulaciéon (por ejemplo, una articulacién normal o una articulacion afectada por una enfermedad). Una muestra
biolégica también puede ser una muestra obtenida de cualquier 6rgano o tejido (incluyendo una pieza de biopsia o
de necropsia, tal como una biopsia tumoral) o puede incluir una célula (ya sea una célula primaria o una célula
cultivada) o un medio acondicionado por cualquier célula o tejido u 6rgano.

Union especifica: un término que se refiere a la unién de un agente que se une preferentemente a una diana definida
(tal como un anticuerpo a una proteina o antigeno especifico o una sonda de acido nucleico a una secuencia de
acido nucleico especifica). Con respecto a una proteina diana, "se une especificamente" se refiere a la asociacién
preferente de un anticuerpo u otro ligando, en su totalidad o en parte, con un polipéptido especifico. "Se une
especificamente" se refiere a la asociacion preferente de una sonda de &cido nucleico, en su totalidad o en parte,
con un &cido nucleico especifico, cuando se refiere a un acido nucleico diana.

Un agente de union especifica se une sustancialmente solamente a una diana particular. Se puede producir una
cantidad minoritaria de interaccion no especifica entre un agente de unién especifica y una proteina o acido nucleico
no diana. La union especifica de anticuerpo a antigeno tipicamente da como resultado un incremento mayor de 2
veces, tal como mayor de 5 veces, mayor de 10 veces o mayor de 100 veces en la cantidad de anticuerpo u otro
ligando unido (por unidad de tiempo) a una proteina diana, en comparacion con una proteina no diana. Se pueden
usar los formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos que reaccionen especificamente con una proteina
particular (tal como anticuerpos que se unan especificamente a la proteina HER2 o a la proteina del RE). Véase
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Harlow & Lane, Antibodies, A Laborator y Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York (1988), para una
descripcion de los formatos y condiciones de los inmunoensayos.

La union especifica de una sonda de &cido nucleico a una molécula de acido nucleico diana tipicamente da como
resultado un incremento mayor de 2 veces, tal como mayor de 5 veces, mayor de 10 veces o mayor de 100 veces en
la cantidad de sonda de acido nucleico unida a un acido nucleico diana en comparacién con un acido nucleico no
diana. Una variedad de condiciones de ISH son apropiadas para seleccionar sondas de acidos nucleicos que se
unan especificamente con una secuencia de &cido nucleico particular (tal como una sonda especifica de HER2 o
una sonda de centrémero del cromosoma 17).

Sujeto: cualquier organismo vertebrado multicelular, tal como mamiferos humanos o no humanos (por ejemplo,
sujetos de veterinaria).

Il. Descripcion general de varios modos de realizacion

En el presente documento se describen procedimientos para detectar multiples moléculas diana (tales como dos o
mas proteinas y/o acidos nucleicos) en una Unica muestra. En modos de realizacion particulares, los procedimientos
incluyen la deteccion de la presencia y/o la cantidad de proteina HER2, proteina del RE y ADN gendmico de HER2
(tal como el numero de copias del gen HER2) en una Unica muestra. En algunos modos de realizacion, los
procedimientos incluyen ademas la deteccion de la presencia y/o la cantidad de ADN centromérico del cromosoma
17 en la muestra y, en algunos ejemplos, la determinacién de una proporcién de ADN genémico de HER2 con
respecto a ADN centromérico del cromosoma 17 (tal como una proporcion del nimero de copias del gen HER2 con
respecto al nimero de copias del centrémero del cromosoma 17). Los procedimientos incluyen utilizar diferentes
marcadores detectables y/o sistemas de deteccién para cada uno de las proteina HER2, proteina del RE, ADN
gendémico de HER2 y ADN centromérico del cromosoma 17 (si esté incluido), de manera que cada uno se pueda
detectar visualmente de forma individual en una Unica muestra.

En algunos modos de realizacion de los procedimientos, una muestra se pone en contacto con un anticuerpo que se
une especificamente a la proteina HER2 y se detecta la proteina HER2, la muestra se pone en contacto con un
anticuerpo que se une especificamente a la proteina del RE y se detecta la proteina del RE, y la muestra se pone en
contacto con una sonda de acido nucleico que se une especificamente al ADN genoémico de HER2 y se detecta el
ADN gendmico de HER2. La deteccion de la proteina HER2, la proteina del RE y el ADN genémico de HER2 se
puede realizar de forma concomitante o secuencial. En un modo de realizacion especifica, el procedimiento incluye
detectar de forma secuencial la proteina HER2 (poner en contacto la muestra con un anticuerpo especifico de HER2
y detectar la proteina HER2 en la muestra), seguido de detectar la proteina del RE (poner en contacto la muestra
con un anticuerpo especifico del RE y detectar la proteina del RE en la muestra), y luego seguido de detectar el ADN
gendmico de HER2 (poner en contacto la muestra con una sonda de acido nucleico especifica de ADN genémico de
HER2 y detectar el ADN genomico de HER2).

Como ejemplo, se hace referencia a las FIGS. 1A-B, que muestran un par de imagenes de una muestra de tejido
tumoral de mama tefiido para el gen HER2 (tincién nuclear punteada negra), proteina HER2 (tincion marrén de la
membrana) y proteina del RE (tincién citoplasmica roja) con un aumento de 4X (FIG. 1A) y un aumento de 60X (FIG.
1B). La muestra esta amplificada para el gen HER2, da positivo para la proteina HER2 y positivo para la proteina del
RE. Sin embargo, algunas células (encerradas en circulos) dan negativo para la proteina HER2, aunque dan positivo
para la proteina del RE y tienen amplificacién del gen HER2. Dado que los tratamientos dirigidos a HER2 se dirigen
a la proteina HER2, esta heterogeneidad podria dar como resultado que el tratamiento sea incapaz de afectar (por
ejemplo, inhibir o incluso destruir) a las células tumorales que estan amplificadas para el gen HER2, pero que no
sobreexpresan la proteina HER2. Sin embargo, las células que dan positivo para el RE aln se verian afectadas por
los tratamientos dirigidos al RE.

En modos de realizacién adicionales, el procedimiento incluye poner en contacto simultineamente la muestra con
una sonda de acido nucleico especifica de ADN gendémico de HER2 y una sonda de &cido nucleico especifica de
ADN genodmico de centromero del cromosoma 17 y detectar el ADN genémico de HER2 y luego detectar el ADN
gendmico de centrémero del cromosoma 17.

En algunos ejemplos de los procedimientos divulgados, la muestra se pone en contacto con un anticuerpo que se
une especificamente a la proteina HER2. Los procedimientos de construccién de anticuerpos especificos de HER2
son conocidos en la técnica. Ademas, dichos anticuerpos pueden estar disponibles comercialmente. En un ejemplo
especifico, la muestra se pone en contacto con un anticuerpo monoclonal de conejo anti-HER2, tal como anticuerpo
monoclonal de conejo anti-HER-2/neu (4B5) (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, por ejemplo, niumero de
catalogo 790-2991). Los anticuerpos especificos de HER2 adicionales incluyen anticuerpo anti-c-erbB2 A0485
(Dako, Carpinteria, CA). En algunos ejemplos, el anticuerpo especifico de HER2 se marca de forma detectable,
permitiendo la deteccion de la proteina HER2 en la muestra. En otros ejemplos, después de poner en contacto la
muestra con el anticuerpo anti-HER2 (el anticuerpo primario), la muestra se pone en contacto con un anticuerpo
secundario marcado de forma detectable obtenido contra el anticuerpo primario, tal como un anticuerpo secundario
conjugado con una enzima (por ejemplo, fosfatasa alcalina (AP) o peroxidasa de rdbano picante (HRP)) o un
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anticuerpo secundario conjugado con un hapteno que se puede detectar con un reactivo adicional conjugado con
una enzima. La presencia de la proteina HER2 se detecta poniendo en contacto la enzima con una composicion de
cromogeno y/o sustrato que produce un precipitado coloreado en las proximidades del anticuerpo anti-HER2. La
presencia y/o cantidad de proteina HER2 se detecta determinando la intensidad de tincion en la muestra. En algunos
ejemplos, la intensidad de tincién se valora mediante un lector de portaobjetos en una escala numérica, tal como una
escala de 0-3 (por ejemplo, donde 0 indica que no hay tincién en relacién con el fondo, 1 indica tincién débil, 2 indica
tincion moderada y 3 indica tincion fuerte).

En un ejemplo particular, el procedimiento incluye poner en contacto la muestra con un anticuerpo primario que se
une especificamente a la proteina HER2 (por ejemplo, anticuerpo monoclonal de conejo anti-HER2 4B5), por
ejemplo en condiciones suficientes para que el anticuerpo anti-HER2 se una especificamente a la proteina HER2 en
la muestra. La muestra se pone luego en contacto con un anticuerpo secundario biotinilado que se une
especificamente al anticuerpo primario, por ejemplo en condiciones suficientes para que el anticuerpo secundario se
una especificamente al anticuerpo primario. La muestra se pone luego en contacto con estreptavidina conjugada con
HRP, por ejemplo en condiciones suficientes para que la estreptavidina-HRP se una especificamente a la biotina,
seguido de poner en contacto la muestra con sustrato de peroxido de hidrégeno y cromégeno de 3,3-
diaminobenzidina (DAB), que produce un precipitado marrén cerca del anticuerpo anti-HER2 (y la proteina HER2)
que se puede detectar visualmente mediante microscopia éptica (campo claro). En un ejemplo, los reactivos
(excepto el anticuerpo anti-HER2) se incluyen en un kit, tal como el kit de deteccién con DAB IVIEW (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ, nimero de catalogo 760-091). Un experto en la técnica puede seleccionar reactivos
de deteccion alternativos (tales como anticuerpos secundarios, enzimas, sustratos y/o cromégenoss alternativos)
que incluyen los que producen un precipitado de color diferente para la deteccién de la proteina HER2.

En algunos ejemplos de los procedimientos divulgados, la muestra se pone en contacto con un anticuerpo que se
une especificamente a la proteina del RE. Los procedimientos de construccion de anticuerpos especificos del RE
son conocidos en la técnica. Ademas, dichos anticuerpos pueden estar disponibles comercialmente. En un ejemplo
especifico, la muestra se pone en contacto con un anticuerpo monoclonal de conejo anti-RE, tal como anticuerpo
monoclonal de conejo anti-RE (SP1) (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ, por ejemplo, nimero de catéalogo
790-4324). Los anticuerpos especificos del RE adicionales incluyen anticuerpos monoclonales anti-RE 1D5 y ER-2-
123 (Dako, Carpinteria, CA). En algunos ejemplos, el anticuerpo especifico del RE se marca de forma detectable,
permitiendo la deteccién de la proteina del RE en la muestra. En otros ejemplos, después de poner en contacto la
muestra con el anticuerpo anti-RE (el anticuerpo primario), la muestra se pone en contacto con un anticuerpo
secundario marcado de forma detectable obtenido contra el anticuerpo primario, tal como un anticuerpo secundario
conjugado con una enzima (por ejemplo, AP o HRP) o un anticuerpo secundario conjugado con un hapteno que se
puede detectar con un reactivo adicional conjugado con una enzima. La presencia de la proteina del RE se detecta
poniendo en contacto la enzima con una composicién de cromdgeno y/o sustrato, que produce un precipitado
coloreado en las proximidades del anticuerpo anti-RE. La presencia y/o cantidad de proteina del RE se detecta
determinando la intensidad de tincién en la muestra. En algunos ejemplos, la tincion se califica mediante un lector de
portaobjetos determinando un porcentaje de células tumorales en la muestra que estan tefiidas para la proteina del
RE.

En un ejemplo particular, el procedimiento incluye poner en contacto la muestra con un anticuerpo primario que se
une especificamente a la proteina del RE (por ejemplo, anticuerpo monoclonal de conejo anti-RE SP1), por ejemplo
en condiciones suficientes para que el anticuerpo anti-RE se una especificamente a la proteina del RE en la
muestra. La muestra se pone luego en contacto con un anticuerpo secundario conjugado con AP que se une
especificamente al anticuerpo primario, por ejemplo en condiciones suficientes para que el anticuerpo secundario se
una especificamente al anticuerpo primario. La muestra se pone luego en contacto con un fosfato de naftol y
cromogeno Fast Red, que produce un precipitado rojo cerca del anticuerpo anti-RE (y la proteina del RE) que se
puede detectar visualmente mediante microscopia dptica. En un ejemplo, los reactivos (excepto el anticuerpo anti-
RE) se incluyen en un kit, tal como el kit de deteccién ULTRA VIEW Universal Alkaline Phosphatase Red Detection
Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, numero de catalogo 760-501). Un experto en la técnica puede
seleccionar reactivos de deteccion alternativos (tales como anticuerpos, enzimas, sustratos y/o cromégenos
alternativos) que incluyan los que producen un precipitado de color diferente para la deteccion de la proteina del RE.

De forma alternativa, el procedimiento incluye poner en contacto la muestra con un anticuerpo primario que se une
especificamente a la proteina del RE (por ejemplo, anticuerpo monoclonal de conejo anti-RE SP1), por ejemplo en
condiciones suficientes para que el anticuerpo anti-RE se una especificamente a la proteina del RE en la muestra.
La muestra se pone luego en contacto con un anticuerpo secundario biotinilado que se une especificamente al
anticuerpo primario, por ejemplo en condiciones suficientes para que el anticuerpo secundario se una
especificamente al anticuerpo primario. La muestra se pone luego en contacto con estreptavidina-HRP, seguido de
peroxido de hidrogeno y cromégeno Discovery Purple (conjugado de tiramida-rodamina, Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ, nimero de pieza 700-229), que produce un tinte violeta unido a la muestra cerca del anticuerpo anti-RE
(y la proteina del RE) que se puede detectar visualmente mediante microscopia optica.

En algunos ejemplos de los procedimientos divulgados, la muestra se pone en contacto con una sonda de acido
nucleico que se une especificamente al ADN genémico de HER2. Los procedimientos de construccién de sondas de
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acido nucleico especificas de HER2 son conocidos por un experto en la técnica. Las sondas de acido nucleico
especificas de HER2 también pueden estar disponibles comercialmente. Por ejemplo, una sonda de HER2
adecuada para su uso en los procedimientos divulgados incluye la sonda de HER2 incluida en el coctel de sondas
de dual ISH de HER2 INFORM (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, nUmero de catdlogo 780-4422). En un
ejemplo, la muestra se pone en contacto con una sonda de acido nucleico de HER2 marcada con hapteno, por
ejemplo en condiciones especificas para que la sonda se una especificamente a (hibride con) el ADN genémico de
HER2 en la muestra. La muestra se pone luego en contacto con un anticuerpo que se une especificamente al
hapteno, por ejemplo, en condiciones suficientes para que el anticuerpo se una especificamente al hapteno. El
anticuerpo se puede conjugar con una enzima (tal como AP o HRP) o de forma alternativa, la muestra se puede
poner en contacto con un segundo anticuerpo que se une especificamente al anticuerpo antihapteno, donde el
segundo anticuerpo se conjuga con una enzima. La presencia de ADN gendmico de HER2 se detecta poniendo en
contacto la enzima con una composicion de cromoégeno y/o sustrato para producir un precipitado coloreado en las
proximidades de la sonda de acido nucleico de HER2. En algunos ejemplos, el nimero de copias del gen de ADN de
HER2 en la muestra se califica mediante un lector de portaobjetos contando el nimero de areas de precipitados
("manchas") en los nucleos de las células tumorales.

En un ejemplo particular, el procedimiento incluye poner en contacto la muestra con una sonda de ADN genémico de
HER2 conjugada con dinitrofenilo (DNP), por ejemplo en condiciones suficientes para que la sonda de HER2 se una
especificamente al ADN genémico de HER2 en la muestra. La muestra se pone luego en contacto con un anticuerpo
antihapteno que se une especificamente a DNP, por ejemplo en condiciones suficientes para que el anticuerpo anti-
DNP se una especificamente al DNP. La muestra se pone luego en contacto con un anticuerpo secundario
conjugado con HRP que se une especificamente al anticuerpo anti-DNP, por ejemplo en condiciones suficientes
para que el anticuerpo secundario se una especificamente al anticuerpo anti-DNP. La muestra se pone luego en
contacto con el cromoégeno y el substrato acetato de plata, hidroquinona y peréxido de hidrégeno. Los iones de plata
se reducen mediante la hidroquinona a iones de plata metdlicos que se pueden detectar visualmente mediante
microscopia 6ptica como manchas negras. En un ejemplo, los reactivos (excepto la sonda de HER2) se incluyen en
un kit, tal como el kit de deteccion ULTRA VIEW SISH DNP Detection Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ,
numero de catalogo 760-098). Un experto en la técnica puede seleccionar reactivos de deteccion alternativos (tales
como haptenos, anticuerpos, enzimas, sustratos y/o cromoégenos alternativos) que incluyan los que producen un
precipitado de color diferente para la deteccién de ADN genémico de HER2.

En ejemplos adicionales, los procedimientos divulgados incluyen ademas poner en contacto la muestra con una
sonda que se une especificamente al ADN centromérico del cromosoma 17 y detectar el ADN del cromosoma 17 (tal
como el numero de copias del cromosoma 17) en la muestra. En algunos ejemplos de los procedimientos
divulgados, la muestra se pone en contacto con una sonda de acido nucleico que se une especificamente al ADN
centromérico del cromosoma 17. Los procedimientos de construccion de sondas de acido nucleico especificas de
centromero del cromosoma 17 son conocidos por un experto en la técnica. Ademas, las sondas de acido nucleico de
centromero del cromosoma 17 también pueden estar disponibles comercialmente. Por ejemplo, una sonda de
centromero del cromosoma 17 adecuada para su uso en los procedimientos divulgados incluye la sonda de
centromero del cromosoma 17 incluida en el céctel de sondas de ISH dual de HER2 INFORM (Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ, numero de catdlogo 780-4422). En un ejemplo, la muestra se pone en contacto con una
sonda de &cido nucleico de centromero del cromosoma 17 marcada con hapteno, por ejemplo en condiciones
especificas para que la sonda se una especificamente a (hibride con) el ADN genémico de centrémero del
cromosoma 17 en la muestra. La muestra se pone luego en contacto con un anticuerpo que se une especificamente
al hapteno, por ejemplo, en condiciones suficientes para que el anticuerpo se una especificamente al hapteno. El
anticuerpo se puede conjugar con una enzima (tal como AP o HRP) o de forma alternativa, la muestra se puede
poner en contacto con un segundo anticuerpo que se une especificamente al anticuerpo antihapteno, donde el
segundo anticuerpo se conjuga con una enzima. La presencia del ADN genémico de centrémero del cromosoma 17
se detecta poniendo en contacto la enzima con una composicion de cromoégeno y/o sustrato para producir un
precipitado coloreado en las proximidades de la sonda de &cido nucleico de centrémero del cromosoma 17. En
algunos ejemplos, el numero de copias del gen de ADN centromérico del cromosoma 17 en la muestra se califica
mediante un lector de portaobjetos contando el nimero de areas de precipitados ("manchas”) en los nucleos de las
células tumorales.

En un ejemplo particular, el procedimiento incluye poner en contacto la muestra con una sonda de ADN centromérico
del cromosoma 17 conjugada con digoxigenina (DIG), por ejemplo en condiciones suficientes para que la sonda de
centromero del cromosoma 17 se una especificamente al ADN centromérico del cromosoma 17 en la muestra. La
muestra se pone luego en contacto con un anticuerpo antihapteno que se une especificamente a DIG, por ejemplo
en condiciones suficientes para que el anticuerpo anti-DIG se una especificamente a la DIG. La muestra se pone
luego en contacto con un anticuerpo secundario conjugado con AP que se une especificamente al anticuerpo anti-
DIG, por ejemplo en condiciones suficientes para que el anticuerpo secundario se una especificamente al anticuerpo
anti-DIG. La muestra se pone luego en contacto con un fosfato de naftol y Fast Red, produciendo un precipitado rojo
que se deposita en los nudcleos cerca de la sonda de centrémero del cromosoma 17 (y el ADN centromérico del
cromosoma 17) y se puede detectar visualmente mediante microscopia 6ptica como manchas rojas. En un ejemplo,
los reactivos (excepto la sonda de centrémero del cromosoma 17) se incluyen en un kit, tal como el kit de deteccién
ULTRAVIEW Red ISH DIG Detection Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, numero de catalogo 760-505). Un
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experto en la técnica puede seleccionar reactivos de deteccion alternativos (tales como haptenos, anticuerpos,
enzimas, sustratos y/o cromégenos alternativos) que incluyan los que producen un precipitado de color diferente
para la deteccion de ADN centromérico del cromosoma 17.

Los procedimientos divulgados se dirigen a la deteccién de multiples dianas de proteinas y acidos nucleicos en una
Unica muestra. Como resultado, la sefial detectable para cada miembro del ensayo debe ser individualmente
distinguible. Por lo tanto, en algunos ejemplos, la sefal visual generada por el ensayo de deteccién para cada
miembro del ensayo es de un color diferente. En un ejemplo especifico, los procedimientos dan como resultado una
tincion marrén para la proteina HER2 (por ejemplo, tincién marrén en la membrana celular), tincién roja para la
proteina del RE (por ejemplo, tincién roja en el nacleo) y tincién negra para el ADN genémico de HER2 (por ejemplo,
manchas negras en el nicleo, tal como manchas negras individualmente distinguibles o grupos de manchas negras).
En otro ejemplo especifico, los procedimientos dan como resultado una tincion marrén para la proteina de HER2,
tincion violeta para la proteina del RE vy tincion negra para el ADN genémico de HER2. Un experto en la técnica
puede seleccionar diferentes combinaciones de reactivos de deteccion para proporcionar tincion de diferentes
colores para cada uno de las proteina HER2, proteina del RE y ADN genémico de HER2. En ejemplos adicionales,
los procedimientos dan como resultado ademads tincién roja para el ADN centromérico del cromosoma 17 (por
ejemplo, manchas rojas en el nicleo, tales como manchas rojas individualmente distinguibles o grupos de manchas
rojas). En un ejemplo particular, los procedimientos dan como resultado tincion marrén de la proteina HER2, tincién
violeta de la proteina del RE, tincién negra del ADN gendmico de HER2 y tincién roja del ADN centromérico del
cromosoma 17. En algunos modos de realizacién, se utiliza tincion de proteina HER2 con tincion de DAB (marrén)
porque este es el sistema de deteccion actualmente aceptado y es conocido para los anatomopatélogos. Sin
embargo, se pueden usar combinaciones de colores adicionales.

Los procedimientos divulgados en el presente documento también pueden incluir etapas para el pretratamiento de
muestras de tejido antes o entre las etapas que incluyen poner en contacto la muestra con un anticuerpo especifico
de HER2 y un anticuerpo especifico del RE, una sonda de &cido nucleico especifica de HER2, y/o una sonda de
acido nucleico especifica de centromero del cromosoma 17. Estas etapas son conocidas por un experto en la técnica
y pueden incluir la desparafinacion de una muestra (tal como una muestra de FFPE), acondicionamiento celular,
lavados, etc. Un protocolo ejemplar, que incluye dicho pretratamiento y otras etapas se proporciona en el ejemplo 1.
Un experto en la técnica puede hacer ajustes a estas condiciones (por ejemplo, ajustes minoritarios a los tiempos y/o
temperaturas de incubaciones, etapas de lavado, etc.).

Los cromoégenos ejemplares que se pueden usar en los procedimientos divulgados incluyen (pero no se limitan a) los
mostrados en la tabla 1. Si bien no es exhaustiva, la tabla 1 proporciona informacién sobre las variedades de
cromogenos actualmente disponibles. Otros cromogenos ilustrativos incluyen los descritos en la publ. de pat. de
EE. UU. 2013/0260379 y en la sol. de pat. prov. de EE. UU. n.2 61/831.552, presentada el 5 de junio de 2013.

Tabla 1: Reactivos de deteccion cromogénica

Abr. Nombre Color Enzima
DAB 3,3'-diamino-bencidina + H>O> marrén-negro peroxidasa
AEC 3-amino-9-etil-carbazol + H20» rojo peroxidasa
CN 4-cloro-1-naftol + HoO» azul peroxidasa
BCIP/NBT 5-bromo-4-c|oro-S-Erej?rglzll(;f”%sfato + nitroazul de indigo-negro fosfatasa alcalina

4-cloro-2-metilbencenodiazonio + 2,4-dimetilanilida-

FAST RED fosfato del 4cido 3-hidroxi-2-naftoico rojo fosfatasa alcalina
Sal disddica de fosfato de AS-MX naftol + sal .

FAST BLUE hemi(cloruro de zinc) sal de Fast Blue BB azul fosfatasa alcalina

FUCSINA Naftol AS-Bl + New Fuchsin rojo fosfatasa alcalina

NBT nitroazul de tetrazolio + metosulfato de fenacina azul-violeta deshidrogenasa

ALK GOLD+ dihidrogenofosfato de 3-metil-1-fenil-1H-pirazol-5-ilo amarillo-dorado fosfatasa alcalina

+ Fast blue BB

La tabla 1, si bien no es exhaustiva, proporciona informacion sobre las variedades de sustancias cromogénicas
actualmente disponibles (tdocumento W02012/024185, Kelly et al. “Substrates for Chromogenic detection and
methods of use in detection assays and kits”).

En algunos modos de realizacion, los procedimientos incluyen determinar si la muestra da positivo o negativo para
HER2. En algunos ejemplos, se determina que la muestra da positivo 0 negativo para la proteina HER2, positivo o
negativo para la amplificacion del gen HER2, o ambas. Un experto en la técnica puede determinar si una muestra
(tal como una muestra de tumor de mama) da positivo o negativo para la proteina HER2 y/o la amplificacion del gen
HER2. En algunos ejemplos, la muestra se califica semicuantitativamente para la proteina HER2, tal como 0
(negativo), 1+ (negativo), 2+ (ambiguo) o 3+ (positivo). En algunos ejemplos, la muestra se califica para la
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amplificacion del gen HER2 en funcién del nimero de copias del gen HER2, tal como seis 0 mas copias de HER2
(positivo) o0 menos de seis copias de HER2 (negativo). En otros ejemplos, la muestra se califica para la amplificacion
del gen HER2 en funcién de la proporciéon del nimero de copias del gen HER2 con respecto al nimero de copias de
centromero del cromosoma 17, tal como HER2/CEN17<1,8 (negativo), 1,8=HER2/CEN17<2,2 (ambiguo).
HER2/CEN17>2,2 (positivo). Estan disponibles directrices de prueba de HER2 adicionales e incluyen las descritas
en Wolff et al., J. Clin. Oncol., doi: 10.1200/JC0.2013.50.9984.

En algunos modos de realizacion, los procedimientos también incluyen determinar si la muestra da positivo o
negativo para la proteina del RE. Un experto en la técnica puede determinar si una muestra (tal como una muestra
de tumor de mama) da positivo o negativo para la proteina del RE. En algunos ejemplos, se determina que una
muestra da positivo para el RE si hay tincién de proteina del RE en el nucleo de 21 % de las células tumorales en la
muestra y se determina que da negativo para el RE si hay tincién de proteina del RE en el nucleo de <1 % de las
células tumorales en la muestra. En ejemplos adicionales, se determina que una muestra tiene baja expresion del
RE si se detecta tincién del RE en 1-10 % de las células tumorales en la muestra y se determina que tiene una
expresion alta del RE si se detecta tincion del RE en >10 % de las células tumorales en la muestra.

Los procedimientos descritos se pueden automatizar (por ejemplo, como se describe en el ejemplo 1). Los sistemas
para IHQ y/o ISH automatizados estan disponibles comercialmente, tales como el sistema de tincién de portaobjetos
BENCHMARK ULTRA, el sistema de tincién de portaobjetos BENCHMARK XT y el sistema de tincién de
portaobjetos DISCOVERY XT (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ), las estaciones de tincién de portaobjetos
BOND-MAX y BOND-III (Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL) y la estacién de tincién de portaobjetos 1Q Kinetic
(Biocare Medical, Concord, CA). Ventana Medical Systems, Inc. es el cesionario de una serie de patentes de
Estados Unidos que divulgan sistemas y procedimientos para realizar analisis automatizados, incluyendo las
patentes de EE. UU. n.”® 5.650.327; 5.654.200; 6.296.809; 6.352.861; 6.582.962; 6.827.901 y 6.943.029.

lll. Muestras

Las muestras ejemplares incluyen, sin limitacién, frotis de sangre, preparaciones con citocentrifugadora, frotis de
citologia, biopsias con aguja gruesa y/o biopsias aspirativas. En algunos ejemplos, las muestras incluyen cortes
histoldgicos (por ejemplo, cortes histologicos criostaticos y/o cortes histologicos incluidos en parafina). En modos de
realizacién particulares, las muestras incluyen células tumorales, tales como células tumorales de mama o células
tumorales de ovario. Los procedimientos de obtencion de una muestra bioldgica de un sujeto son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, los procedimientos de obtencion de tejido mamario o células mamarias son rutinarios. Las
muestras biol6gicas ejemplares se pueden aislar a partir de células o tejidos normales, o a partir de células o tejidos
neoplasicos. En ejemplos particulares, una muestra bioldgica incluye una muestra de tumor, tal como una muestra
de tumor de mama.

Por ejemplo, se puede obtener una muestra de un tumor de mama que contiene material celular por escision
quirdrgica de todo o parte del tumor, recogiendo una biopsia aspirativa del tumor, asi como otros procedimientos
conocidos en la técnica. En ejemplos particulares, se aplica una muestra de tejido o células a un sustrato y se
analiza para detectar proteina HER2, proteina del RE y ADN gendmico de HER2. Un soporte sélido puede contener
la muestra bioldgica y permitir la deteccion comoda de componentes (por ejemplo, proteinas y/o moléculas de acido
nucleico) en la muestra. Los soportes ejemplares incluyen portaobjetos de microscopio (por ejemplo, portaobjetos de
microscopio de vidrio o portaobjetos de microscopio de plastico), cubreobjetos (por ejemplo, cubreobjetos de vidrio o
cubreobjetos de plastico), placas de cultivo de tejidos, placas de mudltiples pocillos, membranas (por ejemplo,
nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno (PVDF)) o micromatrices genéticas BIACORE™.

Las muestras descritas en el presente documento se pueden preparar usando cualquier procedimiento conocido
ahora o desarrollado a partir de ahora en la técnica. En general, las muestras de tejido se preparan fijando e
incluyendo el tejido en un medio. En otros ejemplos, las muestras incluyen una suspension celular que se prepara
como una monocapa sobre un soporte sélido (tal como un portaobjetos de vidrio), por ejemplo extendiendo o
centrifugando células sobre el soporte solido. En otros ejemplos, se pueden usar cortes histoldgicos recién
congelados (por ejemplo, no fijados) en los procedimientos divulgados en el presente documento.

El procedimiento de fijacion de una muestra puede variar. La fijacion de una muestra de tejido conserva las células y
los constituyentes del tejido lo mas cercano posible a un estado vital y les permite someterse a procedimientos
preparatorios sin cambios significativos. La fijacién detiene la autdlisis y los procesos de descomposicién bacteriana
que comienzan tras la muerte celular, y estabiliza los componentes celulares y tisulares para que resistan las etapas
posteriores del procesamiento del tejido, tales como para ISH o IHQ.

Los tejidos se pueden fijar mediante cualquier procedimiento adecuado, incluyendo perfusion o inmersiéon en un
fijador. Los fijadores se pueden clasificar como agentes de entrecruzamiento (tales como aldehidos, por ejemplo,
formaldehido, paraformaldehido y glutaraldehido, asi como agentes de entrecruzamiento no aldehidicos), agentes
oxidantes (por ejemplo, iones metalicos y complejos, tales como tetroxido de osmio y acido crémico), agentes
desnaturalizantes de proteinas (por ejemplo, acido acético, metanol y etanol), fijadores de mecanismo desconocido
(por ejemplo, cloruro de mercurio, acetona y acido picrico), reactivos de combinacion (por ejemplo, fijador de Carnoy,
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methacarn, liquido de Bouin, fijador B5, liquido de Rossman y liquido de Gendre), microondas vy fijadores diversos
(por ejemplo, fijacién con volumen excluido y fijacion con vapor). También se pueden incluir aditivos en el fijador,
tales como tampones, detergentes, acido tanico, fenol, sales metdlicas (tales como cloruro de cinc, sulfato de zinc y
sales de litio) y lantano.

El fijador mas comunmente usado en la preparacion de muestras es el formaldehido, en general en forma de una
solucion de formol (formaldehido al 4 % en una solucién tampo6n, denominado formol tamponado al 10 %). En un
ejemplo, el fijador es formol tamponado neutro al 10 %.

En algunos ejemplos, se usa un medio de inclusién. Un medio de inclusién es un material inerte en el que se
incluyen tejidos y/o células para ayudar a conservarlos para andlisis futuros. La inclusion también posibilita cortar las
muestras de tejido en cortes finos. Los medios de inclusién incluyen parafina, celoidina, compuesto OCT™, agar,
plasticos o acrilicos. Muchos medios de inclusién son hidréfobos; por lo tanto, puede ser necesario eliminar el
material inerte antes del analisis histologico o citologico, que utiliza principalmente reactivos hidréfilos. El término
desparafinacién o desparafinado se usa ampliamente en el presente documento para referirse a la eliminacion
parcial o completa de cualquier tipo de medio de inclusion de una muestra biol6égica. Por ejemplo, los cortes
histologicos incluidos en parafina se desparafinan mediante el paso a través de disolventes organicos, tales como
tolueno, xileno, limoneno u otros disolventes adecuados.

IV. Procedimientos de tratamiento

Los procedimientos divulgados pueden incluir ademas seleccionar y/o administrar un tratamiento al sujeto. En
algunos ejemplos, se selecciona y administra un tratamiento en funcién del estado de HER2 y/o del RE del tumor del
sujeto. Por ejemplo, a un sujeto con un tumor positivo para el RE/negativo para HER2 se le administran uno o mas
medicamentos antiestrogénicos, tales como tamoxifeno, letrozol, toremifeno, fulvestrant, anastrozol y/o exemestano.
A un sujeto con un tumor positivo para HER2/negativo para el RE se le administra uno o méas tratamientos dirigidos a
HERZ2, tales como trastuzumab, lapatinib, pertuzumab y/o trastuzumab emtansina. A un sujeto con un tumor positivo
para HER2/positivo para el RE se le administra tanto uno o mas medicamentos antiestrogénicos como uno o mas
tratamientos dirigidos a HER2. En un ejemplo, a un sujeto con un tumor positivo para HER2/positivo para el RE se le
administra trastuzumab y letrozol; trastuzumab y anastrozol; o trastuzumab, lapatinib y letrozol. En ejemplos
adicionales, a los sujetos también se les administra quimioterapia de induccién, independientemente del estado del
RE o HER2. Por ejemplo, se pueden tratar los sujetos con taxanos (tales como paclitaxel o docetaxel), antraciclinas
(tales como daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina o mitoxantrona), ciclofosfamida, capecitabina, 5-fluorouracilo,
metotrexato o combinaciones de los mismos. Un experto en la técnica puede seleccionar tratamientos apropiados
para un sujeto en funcion del estado de HER2 y del RE del sujeto, y la edad, el estado, los antecedentes de
tratamiento previo del sujeto y otros factores.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar determinadas caracteristicas especificas de modos de
realizacién de trabajo y protocolos generales. El alcance de la presente divulgacion no esta limitado a aquellas
caracteristicas ejemplificadas por los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1
Ensayo de gen-proteina para HER2 y el RE

Este ejemplo describe un ensayo de gen-proteina multiple para la deteccion de la proteina HER2, la proteina del RE
y el nimero de copias del gen HER2 en una muestra.

Se desarroll6 un ensayo multiple para la deteccion de la proteina HER2 y del RE y el nUmero de copias del gen
HER2 en una unica muestra. La proteina HER2 se detect6 en primer lugar mediante IHQ usando anticuerpo
monoclonal de conejo anti-HER2/neu (4B5) PATHWAY (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) con deteccion con
DAB iVIEW (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). A continuacion, se detect6 la proteina del RE mediante IHQ
usando anticuerpo monoclonal de conejo del receptor antiestrogénico (SP1) CONFIRM (Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ) con deteccion ULTRAVIEW Universal DAB (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Finalmente, se
detectdé el ADN gendémico de HER2 con ISH usando una sonda de HER2 marcada con DNP y se detect6 con
deteccion ULTRAVIEW SISH DNP (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Todas las etapas se realizaron en un
instrumento de tincién de IHQ/ISH automatizado BENCHMARK XT (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, n.® de
catalogo: N750-BMKXT-FS) con NexES V10.6 como sigue:

(1) horneando: 60 °C durante 4 minutos, enjuagar;

(2) la desparafinacién se realizé para eliminar la parafina para la penetracion del reactivo usando EZ Prep (n.2
de catélogo de VMSI: 950-102): 2x8 minutos a 72 °C, enjuagar;

(3) el acondicionamiento celular se realizd6 usando CC1 usado (n.? de catalogo de VMSI: 950-124) 2x16
minutos y 1x8 minutos a 95 °C, enjuagar el portaobjetos con tampdn de reaccion;
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(4) tratar con inhibidor IVIEW (n.° de catdlogo de VMSI: 253-2187) durante 4 minutos a 37 °C, enjuagar el
portaobjetos con tampén de reaccion;

(5) aplicacién de anticuerpo primario: anticuerpo anti-HER2/neu 4B5 PATHWAY (n.2 de catalogo de VMSI 790-
2991), incubado durante 32 minutos a 37 °C, enjuagar el portaobjetos con tampén de reaccion;

(6) deteccion con el sistema de deteccion con DAB IVIEW: bloqueador de biotina A (n.2 de catélogo de VMSI
253-2030) durante 4 minutos a 37 °C, enjuagar, bloqueador de biotina B (n.? de catalogo de VMSI 253-2031) durante
4 minutos a 37 °C, enjuagar, Ig de biotina IVIEW (n.? de catalogo de VMSI 253-2188) durante 8 minutos a 37 °C,
enjuagar, SA-HRP IVIEW (n.? de catalogo de VMSI 253-2189) durante 8 minutos a 37 °C, enjuagar, DAB IVIEW (n.°
de catalogo de VMSI 253-2190) y peréxido de hidrégeno IVIEW (n.? de catdlogo de VMSI 253-2191) durante 8
minutos a 37 °C, enjuagar, y cobre IVIEW (n.% de catalogo de VMSI 253-2192) durante 4 minutos a 37 °C, enjuagar
(todos los enjuagues con tamp6n de reaccion);

(7) se aplico tampo6n de reaccion y la muestra se incubd a 95 °C durante 8 minutos, se incub6 4 minutos sin
calentamiento, se enjuag6 con tampén de reaccion;

(8) aplicacién de anticuerpo primario: anticuerpo anti-RE (SP1) CONFIRM (n.? de catalogo de VMSI 790-4324),
incubado durante 16 minutos a 37 °C, enjuagar el portaobjetos con tampoén de reaccion;

9) la deteccion se realizd con el sistema de deteccion ULTRAVIEW Universal Alkaline Phosphatase Red:
multimero ULTRAVIEW Red Universal Alkaline Phosphatase (n.2 de catalogo de VMSI 253-4327) durante 16
minutos a 37 °C, enjuagar, potenciador ULTRAVIEW Red (n.? de catalogo de VMSI 253-4326) durante 4 minutos a
37 °C, naftol ULTRAVIEW Red (n.° de catdlogo de VMSI| 253-4328) durante 4 minutos a 37 °C, Fast Red A
ULTRAVIEW (n.? de catélogo de VMSI 253-429) y Fast Red B ULTRAVIEW (n.? de catalogo de VMSI 253-4330)
durante 16 minutos a 37 °C, enjuagar (todos los enjuagues con tampon de reaccion);

(10) aplicar 900 ul de tamp6n de enjuague, 4 minutos a 37 °C, acondicionamiento celular: acondicionador celular
2 (n.2 de catalogo de VMSI 950-123) durante 3 ciclos de 8 minutos a 90 °C, enjuagar;

(11) tratamiento con proteasa: ISH Protease 2 (n.® de catalogo de VMSI 780-4148) durante 12 minutos a 37 °C,
enjuagar;

(12) aclaracion: solucién HybClear (n.? de catélogo de VMSI 780-4572) durante 4 minutos a 52 °C;

(13) sonda: sonda con DNP para HER2 (n.? de catalogo de VMSI 780-4422) durante 4 minutos a 52 °C, 4
minutos a 80 °C y 6 horas a 44 °C, enjuagar;

(14) lavado riguroso con tampdn de enjuague 4x8 minutos a 72 °C, enjuagar;

(15) deteccion con el sistema de deteccién ULTRAVIEW SISH-DNP: anticuerpo anti-DNP/ISH argéntica (n.% de
catalogo de VMSI 253-4414) durante 20 minutos a 37 °C, enjuagar, DNP-HRP/ISH argéntica (n.® de catélogo de
VMSI 253-4413) durante 24 minutos a 37 °C, enjuagar, DNP-cromégeno A/ISH argéntica (n.? de catalogo de VMSI
253-4410) durante 4 minutos a temperatura ambiente, enjuagar, DNP-cromégeno A/ISH argéntica durante 4 minutos
a temperatura ambiente, DNP-cromédgeno B/ISH argéntica (n.° de catalogo de VMSI 253-4411) durante 4 minutos a
temperatura ambiente, y DNP-cromégeno C/ISH argéntica (n.? de catalogo de VMSI 253-4412) durante 8 minutos a
temperatura ambiente, enjuagar;

(16) contratincion y postcontratincion: 8 minutos con hematoxilina Il (n.® de catélogo de VMSI: 790-2208),
enjuagar, postcontratincion durante 4 minutos con reactivo de tincion azul (n.® de catalogo de VMSI: 760-2037).

El protocolo de tincién da como resultado la tincion marrén de la proteina HER2, la tincidn roja de la proteina del RE
y la tincién negra del ADN gendémico de HER2. Se proporcionan las muestras representativas de tumor de mama
que muestran una muestra que tiene el gen HER2 amplificado, da positivo para la proteina HER2 y positivo para la
proteina del RE (FIGS. 1A y B), una muestra con el gen HER2 amplificado, negativo para la proteina HER2 y
positivo para la proteina del RE (FIGS. 2A y B) y una muestra con el gen HER2 amplificado, positivo para la proteina
HER2 y negativo para la proteina del RE (FIGS. 3A y B). Se observé heterogeneidad dentro de la muestra. Por
ejemplo, incluso en la muestra positiva para la proteina HER2 (FIG. 1), algunas células dieron positivo para
amplificacion del gen HER2 y para la proteina del RE, pero carecian de la proteina HER2 (células encerradas en
circulos en la FIG. 1B).

Ejemplo 2

Comparacion de procedimientos de deteccion y uso de Ki67
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Este ejemplo describe la comparacion de procedimientos de deteccion para la IHQ de la proteina del RE y también
la comparacién de IHQ del RE con IHQ de Ki67.

La tincién de IHQ de la proteina del RE con reactivos de DAB iVIEW o reactivos ULTRAVIEW Red se someti6 a
prueba en muestras de tumores de mama (FIGS. 4A y B) y se compararon con la IHQ de HER2/ISH tefiida con
ULTRAVIEW Red (FIG. 4C). La tincion con ULTRAVIEW Red (FIG. 4C) se selecciond para su inclusion en el ensayo
(como se describe en el ejemplo 1). Se realizaron experimentos similares usando IHQ de la proteina Ki67 en lugar
de IHQ del RE (FIGS. 5A-C). La FIG. 6 muestra una muestra tefida para el gen HER2, la proteina HER2 y la
proteina Ki67. Un ejemplo de tincién del gen y la proteina HER2 con IHQ de Ki67 o del RE en una muestra positiva
para HER2 se muestra en las FIGS. 7A-D.

Un ejemplo de tincion del gen y la proteina HER2 con IHQ de Ki67 o del RE en un caso ambiguo de HER2 se
muestra en las FIGS. 8 y 9, respectivamente.

Ejemplo 3
Ensayo cuadruple de gen-proteina para HER2 y el RE

Este ejemplo describe un ensayo de gen-proteina multiple para la deteccién de la proteina HER2, la proteina del RE,
el nimero de copias del gen HER2 y el nimero de copias del cromosoma 17 en una muestra.

Se desarrolld un ensayo multiple para la deteccién de la proteina HER2 y del RE, el nimero de copias del gen HER2
y el nimero de copias del gen del ADN centromérico del cromosoma 17 en una Unica muestra. La proteina HER2 se
detectd en primer lugar mediante IHQ usando anticuerpo monoclonal de conejo anti-HER2/neu (4B5) PATHWAY
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) con deteccién con DAB iVIEW (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). A
continuacion, se detectd la proteina del RE mediante IHQ usando anticuerpo monoclonal de conejo del receptor
antiestrogénico (SP1) CONFIRM (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) con deteccion con Discovery Purple
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Finalmente se detectaron el ADN gendmico de acido nucleico de HER2 y el
ADN centromérico del cromosoma 17 con dual ISH usando una sonda de HER2 marcada con DNP detectada con
deteccion ULTRAVIEW SISH DNP (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) y una sonda de centrébmero del
cromosoma 17 marcada con DIG detectada con deteccion ULTRAVIEW Red ISH DIG (Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ). Todas las etapas se realizaron en un instrumento de tincién de IHQ/ISH automatizado BENCHMARK
XT (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, n.? de catalogo: N750-BMKXT-FS) con NexES V10.6 como sigue:

(1) horneando: 60 °C durante 4 minutos, enjuagar;

2) la desparafinacién se realizé para eliminar la parafina para la penetracion del reactivo usando EZ Prep (n.2
de catélogo de VMSI: 950-102): 2x8 minutos a 72 °C, enjuagar;

(3) el acondicionamiento celular se realizd6 usando CC1 usado (n.? de catalogo de VMSI: 950-124) 2x16
minutos y 1x8 minutos a 95 °C, enjuagar el portaobjetos con tampdn de reaccion;

(4) tratar con inhibidor IVIEW (n.° de catdlogo de VMSI: 253-2187) durante 4 minutos a 37 °C, enjuagar el
portaobjetos con tampén de reaccion;

(5) aplicacién de anticuerpo primario: anticuerpo anti-HER2/neu 4B5 PATHWAY (n.2 de catalogo de VMSI 790-
2991), incubado durante 32 minutos a 37 °C, enjuagar el portaobjetos con tampén de reaccion;

(6) deteccion con el sistema de deteccion con DAB IVIEW: bloqueador de biotina A (n.2 de catélogo de VMSI
253-2030) durante 4 minutos a 37 °C, enjuagar, bloqueador de biotina B (n.? de catalogo de VMSI 253-2031) durante
4 minutos a 37 °C, enjuagar, Ig de biotina IVIEW (n.? de catalogo de VMSI| 253-2188) durante 8 minutos a 37 °C,
enjuagar, SA-HRP IVIEW (n.° de catalogo de VMSI 253-2189) durante 8 minutos a 37 °C, enjuagar, DAB IVIEW (n.°
de catalogo de VMSI 253-2190) y peroxido de hidrégeno IVIEW (n.? de catdlogo de VMSI 253-2191) durante 8
minutos a 37 °C, enjuagar, y cobre IVIEW (n.% de catalogo de VMSI 253-2192) durante 4 minutos a 37 °C, enjuagar
(todos los enjuagues con tamp6n de reaccion);

(7) se aplic6 tampo6n de reaccion y la muestra se incubd a 95 °C durante 8 minutos, se incub6 4 minutos sin
calentamiento, se enjuag6 con tampén de reaccion;

(8) aplicacién de anticuerpo primario: anticuerpo anti-RE (SP1) CONFIRM (n.? de catalogo de VMSI 790-4324),
incubado durante 16 minutos a 37 °C, enjuagar el portaobjetos con tampoén de reaccion;

9) deteccion: Ig de biotina IVIEW (n.® de catalogo de VMSI 253-2188) durante 8 minutos a 37 °C, enjuagar,
SA-HRP IVIEW (n.° de catalogo de VMSI 253-2189) durante 8 minutos a 37 °C, enjuagar, Discovery Purple (n.? de
catalogo de VMSI 700-229) y peroxido de hidrogeno durante 32 minutos a 37 °C, enjuagar (todos los enjuagues con
tampon de reaccion);
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(10) aplicar 900 ul de tamp6n de enjuague, 4 minutos a 37 °C, acondicionamiento celular: acondicionador celular
2 (n.2 de catalogo de VMSI 950-123) durante 3 ciclos de 8 minutos a 90 °C, enjuagar;

(11) tratamiento con proteasa: ISH Protease 2 (n.? de catélogo de VMSI 780-4148) durante 8 minutos a 37 °C,
enjuagar;

(12) aclaracion: solucién HybClear (n.? de catélogo de VMSI 780-4572) durante 4 minutos a 52 °C;

(13) sonda: coctel de sondas con DNP para HER2 y DIG para cr17 (n.? de catalogo de VMSI 780-4422) durante
4 minutos a 52 °C, 4 minutos a 80 °C y 6 horas a 44 °C, enjuagar;

(14) lavado riguroso con tampdn de enjuague 4x8 minutos a 72 °C, enjuagar;

(15) deteccion de HER2 con el sistema de deteccion ULTRAVIEW SISH DNP: anticuerpo anti-DNP/ISH
argéntica (n.? de catalogo de VMSI 253-4414) durante 20 minutos a 37 °C, enjuagar, DNP-HRP/ISH argéntica (n.? de
catalogo de VMSI 253-4413) durante 24 minutos a 37 °C, enjuagar, DNP-crom6geno A/ISH argéntica (n.° de
catalogo de VMSI 253-4410) durante 4 minutos a temperatura ambiente, enjuagar, DNP-cromégeno A/ISH argéntica
durante 4 minutos a temperatura ambiente, DNP-crom6geno B/ISH argéntica (n.® de catalogo de VMSI 253-4411)
durante 4 minutos a temperatura ambiente, y DNP-cromogeno C/ISH argéntica (n.2 de catalogo de VMSI 253-4412)
durante 8 minutos a temperatura ambiente, enjuagar (todos los enjuagues con tampén de reaccion);

(16) deteccion de cr17 con el sistema de deteccion ULTRAVIEW Red ISH DIG: anticuerpo anti-DIG de raton
ULTRAVIEW Red ISH DIG (n.° de catdlogo de VMSI 253-4415) durante 20 minutos a 37 °C, enjuagar, AP
ULTRAVIEW Red ISH DIG (n.? de catdlogo de VMSI 253-4419) durante 32 minutos a 37 °C, enjuagar, potenciador
de pH ULTRAVIEW Red ISH DIG (n.° de catadlogo de VMSI 253-4418) durante 8 minutos a 37 °C, naftol
ULTRAVIEW Red ISH DIG (n.? de catalogo de VMSI 253-4417) durante 4 minutos a 37 °C, Fast Red ULTRAVIEW
Red ISH DIG (n.? de catalogo de VMSI 253-4416) durante 4 minutos, Fast Red ULTRAVIEW Red ISH DIG durante
12 minutos a 37 °C, enjuagar (todos los enjuagues con tampoén de reaccion);

(17) contratincion y postcontratincion: 8 minutos a 37 ° C con hematoxilina Il (n.® de catélogo de VMSI: 790-
2208), enjuagar, postcontratincion 4 minutos a 37 °C con reactivo de tincién azul (n.? de catdlogo de VMSI: 760-
2037).

El protocolo de tincién da como resultado la tincion marrén de la proteina HER2, la tincién violeta de la proteina del
RE, la tincion negra del ADN gendmico de HER2 y la tincion roja del ADN centromérico del cromosoma 17. Una
muestra representativa que tiene el gen HER2 amplificado, da positivo para la proteina HER2, y positivo para la
proteina del RE se muestra en las FIGS. 10A y B. Una muestra que se considera negativa para HER2 (proteina y
gen) y positiva para el RE se muestra en las FIGS. 11A y B.

Ejemplo 4
Ensayo cuadruple de gen-proteina para HER2 y el RE

Este ejemplo describe un ensayo de gen-proteina mudltiple para la deteccion de proteina HER2, proteina del RE,
nimero de copias del gen HER2 y nimero de copias del cromosoma 17 en una muestra usando sondas de
oligonucleodtidos monocatenarias para analisis del nimero de copias de HER2 y cromosoma 17. Véase la ser. de
solicitud de EE. UU. n.? 61/943.196 para la divulgacion relacionada con las sondas de oligonucleétidos. El uso de las
sondas de oligonucleétidos monocatenarias disminuye el tiempo requerido para el ensayo ya que las sondas
hibridan mucho mas rapidamente que las sondas de ADN mencionadas anteriormente (céctel de sondas con DNP
para HER2 y con DIG para cr17 (n.? de catalogo de VMSI 780-4422). En particular, el tiempo de hibridacién se
disminuy6 de 6 horas a 1 hora. Ademas, se descubrié que la solucién HybClear (n.° de catadlogo de VMSI 780-4572)
no era necesaria para las sondas de oligonucleétidos monocatenarias.

La sonda de HER2 de oligonucleétidos monocatenaria (sonda de oligonucleotidos de HER2) es una sonda genémica
sin repeticiones marcada con dinitrofenilo (DNP) dirigida especificamente a la regién del gen HER2. De forma similar
a la sonda de ADN de DUAL ISH de HER2 INFORM, la sonda de oligonucleétidos de HER2 abarca > 327.000
nucleétidos (nt) (35.027.979-35.355.516) de ADN gendmico del cromosoma 17 humano, que incluye la region diana
de HER2 (UCSC Genome Browser on Human May 2004 (NCBI35/hg17)) Assembly). Las secuencias de
oligonucledtidos de HER2 se disefiaron a partir de las secuencias en la sonda de ADN de DUAL ISH de HER2
INFORM. Cada uno de los oligonucleétidos de HER2 se disefié con una longitud de 80-mero; por consiguiente, el
nivel de rigurosidad para la unién no diana se elevé mas de acuerdo con los criterios de disefo de la sonda de
oligonucledtidos mencionada anteriormente. La especificidad de la sonda de oligonucleétidos de HER2 se validé
experimentalmente en diseminaciones metafésicas en las condiciones de ensayo de ISH examinadas.

Se usaron busquedas bioinformaticas para identificar secuencias de acido nucleico especificas de HER2 alrededor
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de la region diana de HER2. La secuencia de acido nucleico diana gendmico seleccionada se separa en segmentos
consecutivos no superpuestos de 80 nt. Se sintetizaron mil ciento noventa y seis (1196) oligonucleé6tidos de ~80-
mero portando cada uno 5 haptenos de DNP en una fosforamidita abasica espaciada a 20 nt de distancia. Los
oligonucleétidos se purificaron por afinidad y se analizaron mediante espectrometria de masas y electroforesis en
gel. La sonda de oligonucledtidos de HER2 se completé en un tampén a base de formamida sin ADN de blogueo
humano. En el procedimiento de cribado inicial, se sometié a prueba funcionalmente el nimero de oligonucleétidos,
el nimero y espaciamiento de los haptenos de DNP, en el tampdn a base de formamida sin ADN de bloqueo
humano para determinar la sensibilidad y especificidad al gen HER2.

Se preparé una sonda de cr17 de oligonucledtidos monocatenaria (sonda de oligonucle6tidos de cr17) con un grupo
de 14 oligonucleétidos con longitudes de 58 pb a 87 pb. Cada oligonucleétido se marcé con dos moléculas de
hapteno de DIG en una cola sin unién que tiene la secuencia TATTTTTATTTT en su extremo 5'. Estos
oligonuclettidos se purificaron con PAGE y se analizaron con espectrometria de masas. La sonda de
oligonucleotidos de cr17 se formul6 en un tampdn a base de formamida sin ADN de bloqueo humano. En modos de
realizacién ilustrativos, el cr17 comprende una o mas de las secuencias enumeradas en la tabla 2.

Tabla 2: Secuencias del cromosoma 17

Nombre oligonuc. [Secuencias Longitud
CHR17_M1.1 SEQ |AATTCGTTGGAAACGGGATAATTTCAGCTGACTAAACAGAAGCAGTCTCAGAAT 79
ID. NO. 1 CTTCTTTGTGATGTTTGCATTCAAA

CHR17_M2.1 SEQ |CTTCGTTCGAAACGGGTATATCTTCACATgcCATCTAGACAGAAGCATCcCTCAGA 79
ID. NO. 2 AgCncTCTGTGATGACTGCATTC

CHR17_M2.2 SEQ |[TGAACICTCCTTTTGAGAGCGCAGTTTTGAAACTCTCTTTCTgTGGCATCTGCAA 79
ID. NO. 3 GGGGACATGIAGACCTCTTTGAAG

CHR17_M3.1 SEQ [TTTCGTTGGAAACGGAATCATCTTCACATAAAAACTACACAGAIGCATTCTCAGG 79
ID. NO. 4 AACTHTTGGTGATGTTTGTATTC

CHR17_M5.1 SEQ |CCTATGGTAGTAAAGGGAAtAGCTTCAtAgAAAAaCTAGACAGAAGCATTCTCAG 83
ID.NO. 5 AAAATACTTTGTGATGATTGAGTTTAAC

CHR17_M5.2 SEQ |CACAGAGCTGAACATTCCTTTGGATGGAGCAGGTTTGAgACACICTTTITGTACA 87
ID. NO. 6 ATCTaCaAGTGGATATTTGGACCTCTCTGAGG

CHR17_M8.2 SEQ |GTTTCACaTTGCTTTTCATAGAGtAGtTctGAAACATGCTTTTCGTAGIGTCTaCAA 71
ID. NO. 7 GTGGACATTTGGAG

CHR17_M9.1 SEQ |CCTGTGGTGGAAAACGAATTATCcGTCACgTAAAAACTaGAGAGAAGCATTGTCA

ID. NO. 8 GAAA o8
CHR17_M9.2 SEQ |[TGCATTCAACTCACAGAGTTGAAGGTTCCTTTTCAAAgGAGCAGTTTCCAAICACT 65
ID. NO. 9 CTTTgTGTGG

CHR17_M11.2 SEQ |CATTCCCTTTgACAGAGCAQTTTGGAAACTCTCITTGTGTAGAATCTGCAAGTGG 71
ID. NO. 10 AGATATGGACCGCTTT

CHR17_M12.1 SEQ [CCTATGGTAGTAAAGGAAAIAGCTTCATATAAAAgQCTAGACAGIAGCATTCaCAG 80
ID. NO. 11 AAAACTCTTaGTGACGACTGAGTTT

CHR17_M13.1 SEQ ATTTCGTTGGAAACGGGATAAACCGCACAGAACTAAACAGAAGCATTCTCAGA 80
ID. NO. 12 ACCTTCTTCGTGATGTTTGCATTCAAC

CHR17_M16.1 SEQ CGTAGTAAAGGAAATAACTTCCTATAAAAAGAAGACAGAAGCTTTCTCAGAAAAT 80
ID. NO. 13 TCTiTGGGATGATTGAGTTGAACTC

CHR17_M16.2 SEQ |JACAGAGCTGAgCATTCCTTgcGATGtAGCAGTTTaGAAACACACTTTCTGCAGAAT 79
ID. NO. 14 CTGCaAtTGCATATTTGGACCTT

Un aspecto de la presente invencién es que a fin de equilibrar la sefial entre las detecciones del cr17 y el gen HER2,
se necesitan diferentes lavados rigurosos. En particular, es importante que cuando se lee un ensayo de gen-
proteina, la sefnal del gen (por ejemplo, HER2) y la sefial del centromero (por ejemplo, cr17) tengan un tamafo
equivalente, teniendo ambos sefiales discretas, redondas y facilmente discernibles. Las sefiales grandes, deformes,
dispares o débiles desconciertan la lectura del ensayo de gen-proteina. Este problema desconcierta ademas, por
niveles mas altos de multiplexacién (es decir, un cuadruple o mas alto). Por consiguiente, las FIG. 12A-C muestran
tres microfotografias de un caso de displasia de cuello uterino en las que 12A usa un lavado riguroso de 68 °C, 12B
usa un lavado riguroso de 72 °C y 12C usa un lavado riguroso de 76 °C. Estas pruebas a diferentes rigurosidades
mostraron que un lavado riguroso de 68 °C produjo la mejor sefial para HER2 (deteccion en negro, SISH). Las FIGS.
13A-C muestran tres microfotografias de un tumor de xenoinjerto ZR-75-1 en las que 13A usa un lavado riguroso de
68 °C, 13B usa un lavado riguroso de 72 °C, y 13C usa un lavado riguroso de 76 °C. Se determind que un lavado
riguroso de 76 °C producia la mejor sefial para el cr17 (deteccion en rojo). Como tal, se descubrié6 que el ensayo
cuadruple de gen-proteina era mas claro cuando se lavé el HER2 para obtener rigurosidad a 68 °C, se detecté el
HERZ2, y se lavé el cr17 para obtener rigurosidad a 76 °c y luego se detectd ("enfoque de lavado riguroso doble").

Con referencia ahora a las FIG. 14A-B, se muestran microfotografias del ensayo de gen-proteina HER2 empleando
este enfoque de lavado riguroso doble en el que la FIG. 14A muestra un tumor de xenoinjerto ZR-75-1 y la FIG. 14B
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muestra un caso de displasia de cuello uterino. De forma similar, las FIGS. 15A-B muestran el ensayo de gen-
proteina HER2 que emplea este enfoque de lavado riguroso doble en el que la FIG. 15A muestra un tumor de cancer
de mama con un objetivo 4X y la FIG. 15B muestra el mismo caso con un objetivo 100X. En la FIG. 15B, la proteina
HER2 se detecta con DAB (marrén), el RE se detecta con rojo, el gen HER2 se detecta con SISH (negro) y el cr17
se detecta con azul. De forma similar, las FIGS. 16A-B muestran el ensayo de gen-proteina HER2 que emplea este
enfoque de lavado riguroso doble en el que la FIG. 16A muestra un tumor de cancer de mama con un objetivo 4X y
la FIG. 16B muestra el mismo caso con un objetivo 100X. Los diversos marcadores se detectan como se describe
para la figura 15. De particular importancia, la FIG. 16A muestra una heterogeneidad tumoral significativa con
respecto a la expresién de HER2. En particular, la mitad izquierda del campo de visidon presenta baja expresion de
HER2, mientras que la mitad derecha expresa fuertemente HER2. La FIG. 16B muestra una vista a 100X de la
interfaz entre estas porciones heterogéneas del tumor, por lo que es posible ver varias células con alta expresion de
HER2 a la derecha y baja expresion a la izquierda. De particular interés es la observacion de que las células a la
izquierda de la FIG. 16B presenta amplificacion del gen HER2, pero no la expresién de la proteina HER2
amplificada. Un aspecto de la presente divulgacion es que la capacidad de leer la proteina HER2 multiplexada, la
proteina del RE, el gen HER2, el gen del cr17, posibilita una comprensién de la heterogeneidad de un tumor hasta
ahora imposible. Como tal, el ensayo descrito actualmente proporciona al anatomopat6logo una herramienta
increiblemente valiosa para el diagnéstico.

Ejemplo 5
ESTUDIO DE HETEROGENEIDAD

Antecedentes:

La elegibilidad de los tratamientos dirigidos a HER2 para enfermos con cancer de mama se determina mediante la
evaluacion de la amplificacién del gen HER2 y la sobreexpresion de la proteina HER2. El ensayo de gen-proteina
(GPA, Ventana Medical Systems, Inc., EE. UU.) es un nuevo procedimiento para la evaluacién simultanea de
inmunohistoquimica (IHQ) e hibridacién in situ dual (DISH) de HER2 usando un unico corte histoldgico. En el
presente estudio, se investigo la relacion entre los resultados de IHQ y DISH de HER2 evaluados mediante GPA.
Ademas, se analiz6 la correlaciéon entre el estado de HER2 y el prondstico de enfermos con cancer de mama
invasivo.

Enfermos y procedimientos:

En el presente estudio, se examinaron los tejidos de carcinoma infilirante de 280 enfermos consecutivos tratados en
el Saitama Cancer Center en 2000-2001 (mediana de seguimiento: 130 meses). En enfermos con HER2 positivo,
ningun enfermo recibié tratamiento adyuvante con trastuzumab. Sin embargo, un 76 % de los enfermos con recidiva
positiva para HER2 recibieron tratamiento con trastuzumab después de la recidiva. El GPA se realiz6 en un corte de
tumores primarios preparados de manera rutinaria y el estado del gen y la proteina HER se evaluaron por separado
en el area completa de los cortes tumorales usando los criterios de la FDA como sigue; DISH (negativo:
HER2/CEN17 < 2, positivo: HER2/CEN17 = 2,0) e IHQ (calificacion de 0 a 3+). En el grupo de enfermos con una
calificacion de IHQ de 2+, se decidi6 la positividad de HER2 final de acuerdo con los resultados de DISH usando los
criterios de la directriz ASCO/CAP 2013. Se analizaron la supervivencia sin recidiva (SSR) y la supervivencia
especifica al cancer (SEC) estratificadas por IHQ y DISH. Ademas, se clasificaron los patrones de heterogeneidad
por presencia conjunta de los siguientes 4 tipos fenotipicos y genotipicos: A) IHQ 2+/DISH+; B) IHQ 2+/DISH-; C)
IHQ 1+ o 0/DISH+; y D) IHQ 1+ y 0/DISH-. La presencia de heterogeneidad y pronéstico se analizé en el grupo IHQ
Oy 1+.

Resultados:

El grupo IHQ 3+ de HER2 (27,5 %) tuvo una supervivencia significativamente peor que el grupo IHQ 1+ y 0 de HER2
(SSR: p=0,0039; SEC: p=0,0362) y el grupo DISH+ de HER2 (27,5 %) tuvo una supervivencia significativamente
peor que el grupo DISH- de HER2 (SSR: p=0,0056; SEC: p=0,0497). El grupo positivo para HER2 definido por los
criterios ASCO/CAP tuvo una SSR significativamente peor que el grupo negativo para HER2 (p=0,0211). El grupo
IHQ 1+ y 0/DISH+ de HER2 tuvo una SSR significativamente peor que el grupo IHQ 1+ y 0/DISH- (p=0,0208). En el
grupo IHQ 1+ y 0/DISH- de HER2, los enfermos con heterogeneidad (33 casos) tuvieron una supervivencia
significativamente peor que aquellos sin heterogeneidad (SSR: p=0,0176; SEC: p=0,0199). Con referencia ahora a
las FIGS. 17A-B, el gréfico (17A) y la tabla (17B) muestran la supervivencia sin remision (SSR) por grupo como se
determina por el ensayo de gen-proteina. Con referencia ahora a las FIG. 18A y 18B, el grafico y la tabla muestran la
supervivencia especifica al cancer (SEC) por grupo como se determina por el ensayo de gen-proteina. Con
referencia ahora a las FIG. 19A y 19B, se muestra la utilidad de evaluar la heterogeneidad en el contexto del ensayo
de gen-proteina. La FIG. 20 muestra una subpoblacién de los datos mostrados en la FIG. 19, en la que la poblacion
era cancer de mama triple negativo (TNBC, para el RE, el RP y dentro del grupo F para el ensayo de gen-proteina).
La heterogeneidad en este grupo (n=31, no heterogénea, n=8, heterogénea) fue mas significativa (p=0,016 HR:
5,85).
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La tecnologia del GPA de HER2 podria ser util para evaluar la discrepancia y heterogeneidad de los resultados de
IHQ y DISH de HER2 en niveles de células individuales simultdneamente y la presencia de heterogeneidad de
células tumorales de HER2 podria ser un factor pronéstico potente en enfermos con cancer de mama negativo para
HER2. Se debe llevar a cabo investigacion clinica adicional para lo relacionado con la relacién entre la presencia de
heterogeneidad intratumoral de HER2 y la eficacia de los tratamientos dirigidos a HER2. Con referencia ahora a las
FIG. 21A-B, se muestra un tejido representativo tefiido tanto con el gen HER2 como con la proteina HER2 (la FIG.
21A mostrada con un objetivo 10x y la FIG. 21B, un objetivo 60x). Teniendo en cuenta este caso particular de cancer
de mama, puede explicar por qué una calificacién de grupo F con heterogeneidad tuvo un mal pronéstico en funcion
de los resultados del estudio clinico. Si bien algunas células tumorales tenian positividad para el gen y la proteina
HER2, otras regiones mostraron la amplificacion del gen HER2 sin la expresion de la proteina HER2. La
heterogeneidad se debe principalmente a células de grupo D (negativo en IHQ y positivo en DISH para HER2) en
casos de tumor de grupo F (negativo en IHQ y negativo en DISH para HER2). Se plantea la hipotesis de que la
amplificacion del gen HER2 se produce en primer lugar y la positividad de la proteina HER2 solo se puede observar
mas adelante. En la FIG. 21 A, la imagen muestra multiples capas de células tumorales positivas en IHQ y DISH
para HER2 y una Unica capa de células de células negativas en IHQ y positivas en DISH para HER2. El ensayo
actual del gen y la proteina HER2 de mama sugiere que tanto los ensayos de IHQ como de ISH de HER2
potenciarian la capacidad de diagnéstico para pronosticar y predecir los resultados de los casos de cancer de mama.

En vista de los muchos modos de realizacién posibles a los que se pueden aplicar los principios de la divulgacién, se
debe reconocer que los modos de realizacion ilustrados son solamente ejemplos y no se deben tomar como
limitantes del alcance de la invencion.

Por el contrario, el alcance de la invencion se define mediante las siguientes reivindicaciones. Por lo tanto, se
reivindica la presente invencion como todo lo que entra dentro del alcance de estas reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento in vitro para predecir el grado de respuesta a un tratamiento dirigido a HER2 evaluando la

heterogeneidad de HER2 en un tumor, comprendiendo el procedimiento:

2.

. poner en contacto una muestra de tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la proteina
HER2 y detectar la proteina HER2 en la muestra,

. poner en contacto la muestra de tumor con una sonda de acido nucleico que se una especificamente al
ADN genomico de HER2 y detectar el estado de amplificacién del gen HER2 en la muestra,

. calificar a la proteina HER2 (IHQ) y al gen HER2 (DISH), en la que la calificacion se clasifica como:

o  grupo A para muestras que presentan IHQ 3+ y DISH+,

o  grupo B para muestras que presentan IHQ 3+ y DISH-,

o  grupo C para muestras que presentan IHQ 2+ y DISH+,

o  grupo D para muestras que presentan IHQ 2+ y DISH-,

o  grupo E para muestras que presentan IHQ 0, 1+ y DISH+, y

o  grupo F para muestras que presentan IHQ 0, 1+ y DISH-,
. predecir que el tumor es sensible al tratamiento dirigido a HER2 si el tumor revela un primer foco que
tiene una primera calificaciéon que es del grupo F y un segundo foco que tiene una segunda calificacion

seleccionada del grupo A al grupo E.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el procedimiento comprende ademas someter a ensayo una

segunda muestra de tumor para determinar el receptor estrogénico (RE) y el receptor progesterénico (RP), en el que
se predice que el tumor es sensible al tratamiento dirigido a HER2 si el RE y RP dan negativo, de modo que se
entiende que el tumor es cancer de mama triple negativo (TNBC).

3.

4.

El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el procedimiento comprende ademas

. poner en contacto la muestra de tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la proteina del
receptor estrogénico (RE) y detectar la proteina del RE en la muestra;

. poner en contacto la muestra de tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la proteina del
receptor progesterdnico (RP) y detectar la proteina del RP en la muestra,

en el que se predice que el tumor es sensible al tratamiento dirigido a HER2 si el RE y el RP dan negativo, de
modo que se entiende que el tumor es cancer de mama triple negativo (TNBC).

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el tratamiento dirigido a HER-2 se

selecciona del grupo que consiste en trastuzumab, trastuzumab emtansina, pertuzumab, neratinib y lapatinib.

5.

Un procedimiento in vitro de calificacién de una muestra de tumor, comprendiendo el procedimiento:

. poner en contacto la muestra de tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la proteina HER2
y detectar la proteina HER2 en la muestra,

° poner en contacto la muestra de tumor con una sonda de acido nucleico que se una especificamente al
ADN genomico de HER2 y detectar el estado de amplificacién del gen HER2 en la muestra,

. calificar a la proteina HER2 (IHQ) y al gen HER2 (DISH), en la que la calificacién se clasifica como:
o  grupo A para muestras que presentan IHQ 3+ y DISH+,
o  grupo B para muestras que presentan IHQ 3+ y DISH-,
o  grupo C para muestras que presentan IHQ 2+ y DISH+,

o  grupo D para muestras que presentan IHQ 2+ y DISH-,
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o  grupo E para muestras que presentan IHQ 0, 1+ y DISH+, y

o  grupo F para muestras que presentan IHQ 0, 1+ y DISH-,
. calificar la muestra de tumor como heterogénea si el tumor revela un primer foco que tiene una primera
calificacion que es del grupo F y un segundo foco que tiene una segunda calificacién seleccionada del grupo A

al grupo E.

El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que el procedimiento comprende ademas pronosticar un cociente

de riesgos instantaneos mayor que 5 si la muestra de tumor se califica como heterogénea.

7.

El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el procedimiento comprende ademas someter a ensayo una

segunda muestra de tumor para determinar el receptor estrogénico (RE) y el receptor progesterénico (RP), en el que
se predice que el tumor es sensible a un tratamiento dirigido a HER2 si el RE y el RP dan negativo, de modo que se
entiende que el tumor es cancer de mama triple negativo (TNBC).

8.

9.

El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que el procedimiento comprende ademas

. poner en contacto la muestra de tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la proteina del
receptor estrogénico (RE) y detectar la proteina del RE en la muestra;

. poner en contacto la muestra de tumor con un anticuerpo que se una especificamente a la proteina del
receptor progesterdnico (RP) y detectar la proteina del RP en la muestra,

en el que se predice que el tumor es sensible a un tratamiento dirigido a HER2 si el RE y el RP dan negativo,
de modo que se entiende que el tumor es cancer de mama triple negativo (TNBC).

El procedimiento de la reivindicacion 7 u 8, en el que el procedimiento comprende ademas pronosticar una

calificacion de supervivencia significativamente peor en comparacién con una calificacion de no heterogénea (SSR:
p=0,0176; SEC: p=0,0199) si la muestra se califica como heterogénea.
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FIG. 2B
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FIG. 3B
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FIG. 10B
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