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Pensare “HER2"” in modo diverso:
approcci diagnostici integrativi per il carcinoma mammario HER2-low
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ABSTRACT

La patologia predittiva nellambito del carcinoma della mammella ha subito una sostanziale evoluzione da quando,
per le pazienti affette da malattie cosiddette “HER2-low", si sono aperti nuovi scenari terapeutici con I'avvento del tra-
stuzumab-deruxtecan ( T-DXd), un potente agente terapeutico che appartiene alla classe dei coniugati anticorpo-far-
maco. Lo spettro di carcinoma mammario HER2-low comprende tutte quelle neoplasie (il 50% circa) con espressione
di HER2 definita da uno score immunoistochimico (IHC) 1+ o 2+ senza amplificazione del gene ERBB2. Lobiettivo di
questo lavoro e quello di proporre posizioni chiare alle societa scientifiche, alle istituzioni, agli anatomopatologi e
agli oncologi per guidare e modellare le strategie diagnostiche appropriate per il test di HER2. || tema fondamentale
e utilizzare strumenti idonei per tradurre efficacemente le nostre conoscenze su HER2 in schemi diagnostici pratici per
lo spettro di espressione piu basso. In particolare, € ora essenziale distinguere tra uno score 0 e uno score 1+, in quan-
to le pazienti con carcinoma mammario HER2-low diventano eleggibili per il trattamento con T-DXd. Inoltre, viene
esaminata la definizione di HER2-low al di la dei suoi confini convenzionali, con una disamina sulla reale affidabilita di
procedure diagnostiche consolidate, concepite in un periodo in cui le prospettive terapeutiche per queste pazienti era-
no inesistenti. A questo proposito, vengono discussi i dati scientifici riguardanti potenziali tecnologie complementari,
come l'analisi dell'espressione genica e la biopsia liquida. Infine, si pone I'accento sul potenziale ruolo dell’intelligenza
artificiale (Al) nel campo della “digital pathology” e la sua integrazione nel test HER2, con un’enfasi particolare sulla
sua applicazione nel contesto del carcinoma mammario HER2-low.
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INTRODUZIONE

Il settore della patologiamammaria ha subitouna
profondatrasformazione nel 2022 con la presen-
tazione deirisultati del rivoluzionario trial clinico
DESTINY Breast-04 (DB-04).' La sperimentazio-
ne, ulteriormente supportatadallo studio DAISY,?
ha rimesso in luce HER2 come biomarcatore
predittivo nel carcinoma della mammella:® Le
pazienti con carcinoma mammario metasta-
tico classificato come “HER2-low” (cioe, HER2
immunoistochimica (IHC) score 1+ o score 2+
senza amplificazione genica mediante test di
ibridazione in situ (in situ hybridization, ISH)) era-
no oggetto dello studio DB-04.# Il trattamento di
queste pazienti con trastuzumab deruxtecan
(T-DXd), un nuovo coniugato anticorpo-farmaco
anti-HER?2 (antibody-drug conjugate, ADC), con-
frontato con la chemioterapia convenzionale ha
portato a notevoli miglioramenti nella soprav-
vivenza.'®

Limportanza di questo risultato clinico mette in
discussione il consolidato sistema di classifica-
zione binaria di HER?2, che suddivide i carcinomi
mammari in positivi (cioe HER2 IHC score 3+ 0
score 2+ ISH-positivo) o negativi (tutti gli altri
casi),inlineaconlelineeguidaASCO/CAP2018°
riconfermate dall'aggiornamento delle linee
guida ASCO/CAP 2023 e dalle dichiarazioni di

consenso ESMO 2023 sul carcinoma mamma-
rio HER2-low.”8 E importante considerare che
la categoria HER2-low non delinea un sottotipo
biologico specifico di carcinoma mammario,
ma piuttosto comprende un gruppo eteroge-
neo di tumori, che rappresentano circa la meta
di tutti i casi di carcinoma mammario.”'" Tutta-
via, HER2-low indica uno stato distintivo del
biomarcatore che corrisponde a una prognosi
favorevole dopo il trattamento con T-DXd.'”

A differenza del targeting terapeutico con-
venzionale di HER2 con trastuzumab, la diffe-
renziazione tra uno score IHC di HER2 pari a
0 e uno score 1+ ha ora un significato clinico,
considerando che esiste una terapia specifica
che ha dimostrato efficacia sulle pazienti con
malattia HER2-low.® Per garantire un’identi-
ficazione precisa di questi tumori, & essen-
ziale implementare procedure standardizza-
te, linee guida, e una formazione specifica
per gli anatomopatologi nell'identificazione
di HER2-low."*'> Lintegrazione prospetti-
ca dell'intelligenza artificiale (Al) in questo
contesto & promettente per supportare questi
sforzi, anche se la sua implementazione nel
presente appare ancora prematura.’ Oltre agli
approcci sopra citati, I'utilizzo della biopsia li-
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quida (liquid biopsy, LB) pu0 rappresentare
una possibile opportunita futura per la valuta-
zione dello stato di HER2-low nelle cellule tu-
morali circolanti (circulating tumor cells, CTC)."”
In questo lavoro, viene esaminata sistemati-
camente la situazione attuale circa la valu-
tazione dello stato HER2-low nel carcinoma
mammario in anatomia patologica, affron-
tando le questioni irrisolte e fornendo rac-
comandazioni per condurre test di alta qua-
lita in linea con gli aggiornamenti ASCO/CAP
del 2023’ e con le dichiarazioni di consenso
ESMO del 2023 sul carcinoma mammario
HER2-low.
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RAZIONALE CLINICO PER L'IDENTIFICAZIONE

DI HER2-LOW

Per definizione, il carcinoma mammario
HER2-negativo comprende un sottogruppo di
casi con bassi livelli di espressione di HER2
(cioé score 1+ 0 score 2+) che non sono carat-
terizzati da un'amplificazione del gene ERBB2,
secondo la metodica ISH (Figura 1).° Studi pre-
cedenti hanno mostrato un'efficacia limitata di
trastuzumab e ado-trastuzumab emtansine (T-
DM1) in questo sottogruppo, ragion per cui non
sono stati approvati per I'uso in tumori diversi
da quelli HER2-positivi.'®?° Tuttavia, i recenti
progressi terapeutici, in particolare con gli ADC
HER?2 di seconda generazione come T-DXd,
hanno portato in primo piano l'interesse per I'in-
tero spettro di carcinomi della mammella che
esprimono HER2.2" Gli studi sugli ADC hanno
dimostrato un'efficacia convincente, sfidando
cosi gli approcci terapeutici convenzionali.?
Circa il 50% delle pazienti affette da carcinoma
mammario presenta una malattia HER2-low,
di cui circa il 60% esprime i recettori ormona-
li (estrogeni e progesterone), mentre il 40% e
costituito da carcinomi mammiari tripli negativi
(TNBC) con bassa espressione di HER2.51123
Lo studio DB-04 (NCT03734029)ha dimostra-

Figura 1
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Figura 1. Rappresentazione schematica dello spettro di espressione di HER2, secondo le linee guida ASCO/CAP.
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to la superiorita di T-DXd rispetto alla chemiote-
rapia nel trattamento di pazienti con carcinoma
mammario HER2-low.?" In questo trial clinico,
le pazienti con carcinoma mammario metasta-
tico HER2-low erano state precedentemente
trattate con una o due linee di chemioterapia ed
erano refrattarie alle terapie endocrine in caso
di malattia positiva ai recettori ormonali. La
sopravvivenza libera da progressione (progres-
sion-free survival, PFS) mediana é stata di 10,1
mesi per le pazienti trattati con T-DXd rispetto
a 5,4 mesi per quelle trattati con chemioterapia
standard. In aggiunta, la sopravvivenza globale
(overall survival, 0S) mediana nella popolazione
totale dello studio e stata di 23,4 mesi per i sog-
getti che hanno ricevuto T-DXd rispetto a 16,8
mesi per i soggetti che hanno ricevuto chemio-
terapia standard. Inoltre, un'analisi esplorativa
di 58 pazienti con malattia ormono-negativa ha
dimostrato che T-DXd e efficace anche in que-
ste pazienti.?! Le sotto-analisi hanno mostrato
un‘attivita consistente di T-DXd sia nelle pazien-
ti con score IHC 1+ che in quelle con score 2+/
ISH-negativi, senza differenze significative tra
di loro.® 2! Lefficacia di T-DXd nel carcinoma

O0®

mammario HER2-low & stata ulteriormente
confermata dallo studio DAISY, uno studio di
fase Il “open-label” che ha valutato T-DXd in tre
coorti di pazienti con carcinoma mammario
avanzato HER2-positivo (score 3+ o score 2+/
ISH-positivo; Coorte 1), HER2-low (score 1+ 0
score 2+/ISH-negativo; Coorte 2) e HER2-nul
(score 0; Coorte 3). Le pazienti della Coorte
2 hanno ottenuto una risposta obiettiva del
33,5%, con una durata mediana della risposta
di 7,6 mesi e una PFS mediana di 6,7 mesi. In
particolare, T-DXd ha mostrato un‘attivita anti-
tumorale anche nelle pazienti appartenenti alla
Coorte 3, anche se 'entita dell'effetto del tratta-
mento e stata minore rispetto alle Coorti 1 e 2.2
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FATTORI CRITICI DELLA VALUTAZIONE DI HER2
NEL CARCINOMA MAMMARIO
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FATTORI CRITICI DELLA VALUTAZIONE DI HER2
NEL CARCINOMA MAMMARIO

Le basi di una diagnosi di malattia HER2-low deri-
vano dal tradizionale sistema di score storicamen-
te adottato per identificare i carcinomi mammari
‘HER2-addicted". Cio significa che IHC e ISH ri-
mangono le tecniche approvate da utilizzare per
identificare la malattia HER2-low, senza cioe la
necessita di integrarle con ulteriori test né tanto
meno la possibilita di sostituirle. Tuttavia, anche
se le tecniche sono le stesse, occorre prestare una
cura nellesecuzione dei passaggi sui test al fine di
poter individuare correttamente i gradi di espres-
sione piu bassi. Per prima cosa € opportuno che
gli anatomopatologi curino la fase pre-analitica
in stretta collaborazione con radiologi e chirurghi,
come sottolineato anche dalle linee guida nazio-
nali e internazionali nel corso degli anni.?** Que-
sto concetto e stato rafforzato dalle dichiarazioni
di consenso degli esperti ESMO'® e da diverse rac-
comandazioni della Societa Italiana di Anatomia
Patologica (SIAPeC).?® Un ulteriore passaggio criti-
Cco e rappresentato dall'assay utilizzato per I'ana-
lisi di HER2, poiché differenti assay IHC, anche se
clinicamente validati e/o certificati CE-IVD, posso-
no dare risultati leggermente diversi in assenza di
un‘adeguata armonizzazione (Figura 2).”

Figura 2

PRE-ANALYTICAL PHASE

@ Y

Surgical excision (or biopsy) Tissue fixation Tissue processing Paraffin embedding
- Temperature-controlled transfering - Neutral buffered « Regular laboratory inspections + 5pym-thick sections
- Cold ischemic time < 1h - Cold ischemic time < 1h and proficiency testing « Freshly cut FFPE blocks
ANALYTICAL PHASE
Testing process Assessment
Antibody assay Platform Tissue controls
+ Pathway anti-HER-2/neu (4B5) + Ventana medical Systems « Positive
* HercepTest pharmDx, Dako - Dako Omnis + Negative
« High and low expression

IHC staining

Figura 2. Procedure di laboratorio per valutare accuratamente la bassa espressione di HER2. Dopo |'escissione (biopsia o intervento chirurgico), il
campione deve essere trasferito al laboratorio di patologia utilizzando un sistema a temperatura controllata. Il tempo di ischemia a freddo non deve
superare 1 ora. La conservazione del campione durante il trasporto puo essere ottenuta mediante sigillatura sottovuoto o immersione in formalina
neutra tamponata al 4%. Lintervallo di tempo prima del campionamento deve essere compreso tra 6 e 72 ore. Al momento della lavorazione del
tessuto, il patologo deve selezionare il campione piu rappresentativo, sottoponendolo ad analisi immunoistochimica, con I'eventuale possibilita di
utilizzare strumenti di patologia digitale validati. Il referto HER2 deve includere dettagli sulla percentuale di cellule neoplastiche positive, sull'inten-
sita della colorazione e sul pattern di colorazione della membrana.
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FATTORI CRITICI DELLA VALUTAZIONE DI HER2
NEL CARCINOMA MAMMARIO

In un recente lavoro di confronto delle perfor-
mance dei due test piu utilizzati nella pratica cli-
nica, il monoclonale Dako HercepTest™ GE0O1
e il VENTANA anti-HER2/neu (4B5), ¢ stata os-
servata un'elevata concordanza (98,2%) nell'as-
segnazione di un risultato positivo rispetto
a quello negativo.?® Tuttavia, nello spettro di
espressione piu basso, e stata dimostrata una
maggiore sensibilita per il test GE0O1 rispetto
al 4B5. Mentre tutti i casi classificati come 0
con il GEOO1 sono rimasti coerenti con lo score
di 0 quando sono stati valutati con il 4B5, & da
notare che il 37,5% dei casi inizialmente clas-
sificati come 0 dal 4B5 sono stati successiva-
mente riclassificati come 1+ o0 2+ quando gli
stessi vetrini sono stati colorati con il GEOO1.%
Da notare che il test utilizzato nel DB-04 e in
tutti gli altri studi DB e il 4B5. Attualmente,
mancano dati specifici sulle prestazioni di test
CE-IVD alternativi (ad esempio, CB11 Leica) nel
distinguere lo spettro inferiore di espressione
di HER2, in particolare nella differenziazione tra
I punteggi 0 e 1+. In assenza di alternative va-
lidate per lI'esecuzione del test, € imperativo ri-
correre a validazioni locali (in-house), utilizzan-

do controlli interni ed esterni che comprendano
I'intera gamma di intensita e modelli di punteg-
gio di HER2.™

Durante la fase post-analitica del test (cioe
linterpretazione della colorazione), occorre
prestare attenzione a possibili colorazioni ar-
tefattuali causate da problemi preanalitici e/0
analitici, che risultano, ad esempio, in colora-
zioni non lineari o citoplasmatiche dot-like
(Figura 2).”° Siraccomanda di eseguire control-
li interni ed esterni in ogni corsa di vetrini.*® La
fase finale del test HER2 & rappresentata dal
referto anatomopatologico del biomarcatore,
che dovrebbe essere ottimizzato per il carcino-
ma mammario HER2-low in conformita con gli
aggiornamenti ASCO/CAP e le dichiarazioni di
consenso ESMO del 2023.%° | risultati dell'lHC
devono essere riportati in base al sistema di
punteggio: punteggio 0 (nessuna colorazio-
ne o colorazione della membrana incompleta
e debole/appena percettibile in <10% delle
cellule tumorali), punteggio 1+ (colorazione
della membrana incompleta e debole/appena
percettibile in >10% di cellule tumorali), pun-
teggio 2+ (colorazione completa della mem-

brana debole/moderata in >10% delle cellule
tumorali o colorazione completa e intensa del-
la membrana in <10% delle cellule tumorali) e
punteggio 3 + (colorazione completa e intensa
della membrana in >10 % di cellule tumorali).
Combinando sinergicamente le tecniche IHC
e ISH, ¢ essenziale fornire un referto chiaro,
preciso e completo dello stato di HER2 per
consentire decisioni terapeutiche migliori e una
gestione personalizzata delle pazienti, come
mostrato nella Figura 3.
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Figura 3

Controls

SPECIMEN
Date of collection
DIAGNOSIS

for each
slide run

HER2-zero
distinction between
score 0 and score 1+
is now clinically
relevant

Harmonization
of different assay
and platforms
(recommended
monoclonal Ab)

Assay & platform

Report the membrane staining:
INTENSITY (weak/moderate/intense)
PATTERN (complete/incomplete)
PERCENTAGE of positive cells

Avoid
reporting
in DCIS

Cold ischemia
time < 1h
fixation 6-72 h

Interpretation:
Score 0, T1+: negative
Score 2+: equivocal
(requires ISH)
Score 3+: positive

According
t0 2023
ASCO/CAP
updates and
2023 ESMO
statements

Reflex in situ hybridization test:
test type
Number of observers
Number of invasive tumor cells counted

Indicate;
+ aneusomy,
- signal heterogeneity
- percentage of cells with amplied HER2 signals

Average Number of HER2 Signals per Cell:##
Average Number of CEP17 Signals per Cell:##
RESULT:

HER2 / CEP17 Ratio: ### (Group #) -
Positive/Negative (Single-probe)
OR
Average HER2 copy number -
Positive/Negative (Single-probe)

Figura 3. Panoramica delle barriere esistenti che possono ostacolare l'identificazione di HER2-low nel carcinoma mammario e delle soluzioni pratiche che potrebbero migliorare il test.

DCIS may show
gene amplification
which should
be disregarded

Interpretation
issues can
be complicated
by biological
heterogeneity
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COSA TESTARE E QUANDO (RI)VALUTARE HER2

La variabilita spaziale e l'evoluzione tempo-
rale dell'espressione di HER2 sono fenomeni
ben noti, definiti complessivamente dal termi-
ne “eterogeneita’ ' Valutando tumori primari e
corrispondenti metastatici, studi recenti hanno
dimostrato che lo stato HER2-low puo6 variare
lungo I'evoluzione della malattia.>>* E tuttavia
probabile che questa variazione non sia attri-
buibile esclusivamente a fattori biologici, ma
sia invece intrinseca alla definizione di bassa
espressione di HER2. A questo proposito, pre-
ziose informazioni provengono da un recente
lavoro in cui sono stati campionati e valuta-
ti depositi metastatici multipli nel contesto
di un programma di autopsia rapida.®* Su 10
pazienti analizzate per un totale di 306 cam-
pioni, solo 2 casi presentavano una mancanza
di espressione di HER2 omogenea. | restan-
ti 8 casi hanno mostrato un'elevata variabilita

dell'espressione di HER2 da score 0 a score 2+
(ISH-negativo), anche analizzando un singolo
organo (fegato) con depositi metastatici multi-
pli. Questi risultati indicano la necessita di non
limitarsi all'analisi dello stato HER2 su un sin-
golo campione metastatico in presunte popo-
lazioni HER2-zero. E degno di nota il fatto che
I'efficacia di T-DXd rispetto al TPC sia rimasta
consistente in vari tipi di campioni tumorali.®
Questi risultati suggeriscono un’ipotesi 0 una
speculazione: una volta che si osserva un “profi-
lo HER2-low" in qualsiasi momento della storia
della malattia, i pazienti dovrebbero essere con-
siderati candidati HER2-low.*® Inoltre, e impor-
tante notare che una percentuale significativa
di risultati storici con score 0, dopo una nuova
valutazione nel contesto di HER2-basso, sono
ora riclassificati come score 1.2’ Cio evidenzia
I'importanza di prendere in considerazione un

nuovo test, soprattutto per i casi con uno sco-
re storico IHC di HER2 pari a 0. Questa nozione
e stata confermata da uno studio retrospettivo
(NCT04807595), multicentrico, non interven-
tistico, condotto a livello mondiale su campio-
ni di tessuto e cartelle cliniche di 789 pazienti
con carcinoma mammario non resecabile/
metastatico HER2-negativo, precedentemente
HER2-negativo (score 0, 1+, 2+/ISH-negativo).®®
Il disegno dello studio prevedeva la rivalutazio-
ne dei vetrini HER2 IHC (4B5 o altro) da parte
degli anatomopatologi esperti e ha rivelato che
piu del 30% dei risultati storici IHC score 0 sono
stati riclassificati come HER2-low. La forma-
zione e l'addestramento sono fondamentali
in questo contesto per richiamare I'attenzio-
ne sulle sfumature del carcinoma mammario
HER2-low e sulle complessita legate alla re-
fertazione degli score 1+ 0 0.783 40
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L'INTELLIGENZA ARTIFICIALE PUO POTENZIARE
LA PREDITTIVITA DEL TEST HER2?

Linteresse per la patologia digitale € in cre-
scita esponenziale, in particolare nel campo
dell'intelligenza artificiale (Al) e delle appli-
cazioni di “machine learning” per la patologia
oncologica predittiva.’**'#? Dati recenti sulla
valutazione di HER2-low, utilizzando metodi
di Al, hanno rivelato che la patologia digitale
e computazionale potrebbe fornire indicazioni
preziose sul numero e sulla distribuzione delle
diverse cellule che esprimono HER2 nel car-
cinoma mammario.** Lo studio ha dimostrato
che e possibile ottenere risultati affidabili uti-
lizzando algoritmi di machine learning con o
senza supervisione. Ad oggi, esistono diverse
piattaforme che offrono questo tipo di analisi,
anche se per lo piu in ambito accademico. Tra
queste, Visiopharm HER2-CONNECT™ e |bex
Galen™ Breast HER2 sono solo per uso di ri-
cerca, mentre Paige HER2Complete e Ventana
uPath HER2 (4B5) sono CE-IVD.“44® Tuttavia,
questi algoritmi sono ancora soggetti a una se-
rie di sfide significative.44¢

In primo luogo, e essenziale riconoscere che
anche piccole variazioni nei processi preana-
litici (ad esempio, la preparazione dei vetrini,

le procedure di colorazione, la manipolazione
dei campioni di tessuto) possono introdurre
discrepanze sottili ma critiche nella qualita dei
colori e delle immagini. Queste discrepanze,
a loro volta, possono esercitare una notevole
influenza sulla qualita complessiva dei vetrini
digitalizzati e, di conseguenza, sull'accuratezza
dell'analisi che ne consegue.* Cio sottolinea
la necessita di una meticolosa attenzione ai
dettagli nella fase preanalitica per garantire
coerenza e affidabilita nella patologia digitale.
Inoltre, la mancanza di standardizzazione tra i
vari algoritmi di machine learning rappresenta
un notevole ostacolo. Il campo della patologia
digitale & caratterizzato da una proliferazione
di algoritmi diversi, ciascuno con un approccio
e unarchitettura distinti. Lassenza di un qua-
dro unificato o di pratiche standardizzate puo
causare problemi di interoperabilita e ostaco-
lare la completa integrazione di questi algorit-
mi nei flussi di lavoro clinici. Di conseguenza,
il raggiungimento di un consenso su prati-
che standardizzate e soluzioni interoperabi-
li @ fondamentale per migliorare l'efficacia e
I'efficienza delle applicazioni della patologia

digitale. Infine, una questione critica e rappre-
sentata dall'assenza di studi clinici prospettici
che valutino le performance di queste solu-
zioni software in scenari realistici per il cancro
al seno HER2-low. Sebbene il potenziale degli
algoritmi di machine learning in patologia sia
promettente, la loro reale utilita e affidabilita
clinica puo essere comprovata solo attraverso
rigorosi studi clinici randomizzati.
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PROSPETTIVE PER IL RUOLO DELLA PATOLOGIA

MOLECOLARE

Sono stati proposti test basati sull'espres-
sione genica del’'mRNA di HER2 per una mi-
surazione piu diretta dell'espressione di HER?,
fornendo una valutazione quantitativa dell'am-
plificazione del gene HER?2.5%3 Sono disponibili
diversi kit e piattaforme commerciali per con-
durre test HER2 basati su RT-PCR, che offrono
risultati standardizzati e riproducibili, sebbene
non siano stati convalidati in studi clinici.>#%
Un altro test basato sullmRNA ¢ il sistema Na-
noString nCounter®, che utilizza la tecnologia
dei barcode digitali.*® In questo metodo, sonde

specifiche sono progettate percatturareeconta-
re singole molecole di mRNA. Il sistemna nCoun-
ter® fornisce una quantificazione altamente
sensibile e accurata dei livelli di espressione di
HER2 e offre il vantaggio del multiplexing, con-
sentendo la valutazione simultanea di altri geni
rilevanti. Anche le tecniche di sequenziamento
di nuova generazione (NGS) sono emerse come
potenti strumenti per la valutazione dello stato
di HER2.>” UNGS consente il sequenziamento
simultaneo di migliaia di molecole di DNA e
RNA, fornendo informazioni complete sull'am-
plificazione e lo stato mutazionale di HER2 e di
altri geni rilevanti. Questo approccio consente
di identificare nuove alterazioni di HER2 e puo
aiutare a sottoclassificare i tumori HER2-positi-
vi in base ai loro profili genomici.®® | test basati
sull'espressione genica/mRNA hanno il van-
taggio di superare alcune limitazioni dell'lHC e
della FISH, come la variabilita inter-osservato-
re e l'eterogeneita dei tessuti,*® pertanto questi
test possono avere il potenziale per migliorare
la valutazione dello stato di HER2 nei pazienti

con BC. Offrendo misurazioni quantitative e
complete dell'espressione di HER2, si potreb-
be sostenere che queste tecniche potrebbero
aiutare nella scelta del trattamento e miglio-
rare gli outcomes dei pazienti; tuttavia, studi
specifici applicati a coorti clinicamente rile-
vanti devono ancora essere eseguiti. || punto
critico di questa letteratura piuttosto vasta e
che non mostra in misura consistente un livello
sufficiente di concordanza tra i test molecola-
ri e quelli basati sui tessuti nel definire lo sta-
to di HER2, quando giudicato secondo i criteri
ASCO/CAP. Di conseguenza, I'uso di test mole-
colari al posto dei metodi convenzionali in situ
non e ancora raccomandato.®® Dal punto di vi-
sta dei carcinomi HERZ, e stato dimostrato che
i livelli di HER2 mRNA™16T e il numero di copie
di HER2'"" correlano con l'espressione della pro-
teina mediante IHC. Tuttavia, | test molecolari
necessitano di ulteriori validazioni necessarie
prima. che il loro utilizzo venga adottato nella
routine diagnostica.?%°
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HER2 NELLE CELLULE TUMORALI CIRCOLANTI

Le cellule tumorali circolanti (CTC) comprendo-
no un gruppo eterogeneo di cellule derivate dal
tumore primario o metastatico nel flusso san-
guigno.®¢®® lindividuazione, la conta e l'analisi
delle CTC hanno implicazioni cliniche signifi-
cative in diversi tipi di tumori solidi, compreso
il carcinoma mammario. Finora, diversi grup-
pi all'interno della Societa Internazionale di
Biopsia Liquida (ISLB) hanno proposto appli-
cazioni cliniche per le cellule tumorali circo-
lanti (CTC), con particolare attenzione al con-
teggio delle CTC nelle pazienti con carcinoma
mammario.®® Ad oggi, CellSearch® (Menarini,
ltalia) e considerato I'approccio gold standard
per isolare e contare le CTC dal sangue peri-
ferico. La procedura di enumerazione delle
CTC viene eseguita classificando i pazienti
con BC sulla base di 5 cellule come valore di
cutoff positivo.”® D'altra parte, una strategia di

isolamento delle CTC piu complessa e tecnica-
mente valida comprende piattaforme basate
su anticorpi, che sono in grado di combinare
parametri fisici (dimensioni) e selezione im-
munitaria specifica (anticorpi) per l'identifica-
zione degli antigeni sulla superficie delle CTC.
La caratterizzazione degli antigeni di superficie
delle CTC consente unanalisi tridimensiona-
le completa dei componenti biologici rilasciati
nel flusso sanguigno dal tessuto tumorale.”!
Questo approccio amplia il panorama dei bio-
marcatori predittivi al di la del DNA e dellRNA,
includendo proteine specifiche trasportate dal-
le CTC. Lespressione di HER2 nelle CTC puo
rappresentare un'arma fondamentale per la
stratificazione delle pazienti in base al livello
di espressione di HER2. E interessante notare
che e stata osservata una OS minore [9,7 (7,1-
12,3)] nelle pazienti con carcinoma mammario

con forte colorazione di HER2 che presentano
> 1 CTC rispetto alle pazienti con carcinoma
mammario con colorazione di HER2 da nega-
tiva a moderata senza alcun segnale per la rile-
vazione di CTC.”? La valutazione dell'espressio-
ne di HER2 sulle CTC ha lo scopo diintegrare la
valutazione dei tessuti, fornendo una prospetti-
va dinamica in aggiunta alle informazioni sta-
tiche ottenute dall'analisi dei tessuti. Tenendo
conto di questi principi, risulta evidente che i li-
velli di espressione di HER2 sulle CTC di pazien-
ti affette da carcinoma mammario potrebbero
potenzialmente servire come preziosa fonte di
informazioni, anche nei casi in cui la malattia
presenta una bassa espressione di HER2. Tut-
tavia, &€ importante notare che, ad oggi, manca-
no dati sostanziali a riguardo.
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CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

La comparsa di HER2-low come “termine ombrello” per un sottogruppo di pazienti affette da carcinoma mammario che possono essere trattate con
T-DXd sta spingendo la comunita degli anatomopatologi a ripensare alle modalita di test. Pertanto, gli anatomopatologi si trovano ora ad affrontare
il compito di identificare le sottili sfumature delle dinamiche di espressione di HER2 in un intervallo piu ampio, che in precedenza era conside-
rato clinicamente irrilevante. Per affrontare questa sfida, sono essenziali un rigoroso controllo qualita e chiare linee guida di valutazione. Sebbene le
metodiche alla base di questi test (IHC/ISH) siano ben consolidate e ampiamente disponibili nei laboratori di anatomia patologica di tutto il mondo,
la comparsa di HER2-low richiede una formazione dei patologi per analizzare al meglio I'espressione di questo marcatore. | nuovi metodi di analisi
molecolare HER2, le tecnologie di digital pathology e le biopsie liquide sembrano strategie promettenti per questo snodo diagnostico, sebbene ancora
premature e non supportate da studi clinici randomizzati specifici per HER2 nel carcinoma mammario. In conclusione, si possono definire cinque
criteri per la valutazione della malattia HER2-low e della possibile risposta agli ADC che hanno dimostrato una attivita nel contesto di questa malattia:

VE importante introdurre il concetto di bassi livelli di espressione di HER2 nel carcinoma mammario e riconoscere la rilevanza
di nuovi possibili trattamenti per le nostre pazienti.

pfi importante rivalutare inizialmente la malattia avanzata, per confermare la diagnosi e testare il tessuto metastatico; tuttavia,
anche i tumori primitivi possono essere fonte di informazione preziosa sullo stato di HER2-low nel caso in cui il tessuto metastatico
non sia abbastanza informativo.

BSi raccomanda di fornire categorie di score esatte nel referto (parametro essenziale), includendo eventualmente anche la percentuale
di cellule che mostrano I'espressione di HER2 anche a bassi livelli (parametro auspicabile da discutere con le societa scientifiche).
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yGIi anatomopatologi, che storicamente sono i curatori delle caratteristiche preanalitiche, dei saggi analitici e dell'interpretazione del test,
dovrebbero prestare ulteriore attenzione a tutte queste fasi per effettuare le analisi piu precise possibili.

BII limite inferiore dei livelli di HER2 clinicamente rilevanti non & ancora stato chiarito: gli attuali test IHC sono stati sviluppati
per identificare la over-espressione di HER2 nella misura in cui lo score 0 di HER2 non corrisponde alla mancanza di recettori HER2
sulla membrana cellulare delle cellule tumorali. Di conseguenza, @ evidente la necessita di sviluppare dei test che siano in grado
di rilevare le espressioni piu basse di HER2. Attualmente, lo studio DESTINY Breast-06 (DB-06) sta esaminando T-DXd in pazienti
con score HER2 pari a 0, secondo ASCO/CAP, o HER2-ultralow, compresi valori IHC > 0 e < 10%. Lobiettivo € quello di comprovare la validita
e |'utilita clinica del biomarcatore “HER2-zero > 0”, valutando livelli IHC di HER2 progressivamente piu bassi. A differenza del precedente
studio DB-04, il DB-06 include pazienti con score IHC che vanno da piu di “nullo” a meno di 1+. | risultati sono attesi nel 2024 e potrebbero
stabilire che T-DXd & un'opzione terapeutica efficace per due gruppi distinti: quelli con attivazione/dipendenza del pathway HER2 (HER2
over-espresso o amplificato) e quelli con presenza della proteina HER2 (HER2 non over-espresso o amplificato). In piu, potenziali risultati
positivi dello studio DB-06 andrebbero ad abbassare significativamente la soglia del’HER2 in modo da poter rispondere al trastuzumab.

Infine, & corretto affermare che gli anatomopatologi debbano essere pronti ad accogliere ulteriori sviluppi, derivanti sia da semplici score IHC
(livelli di HER2 ultra-low), sia da soluzioni basate su Al o altre tecniche.
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