
Le cancer du sein est le plus fréquent des cancers de la femme, avec près de 42 000 nouveaux cas en 2000 en France, et reste au premier rang des causes de décès par cancer chez la femme avec 11 441 décès en
2006 en France[1-2]. Des thérapies ciblées ont été mises au point, représentées par les anticorps monoclonaux anti-HER2 (trastuzumab, Herceptin®), pour améliorer le pronostic en situation adjuvante[3]. La protéine HER2
est un récepteur de la famille des EGF, de type tyrosine kinase. Le gène codant pour cette protéine est un proto-oncogène appelé HER2/neu (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 ; nom officiel mais peu usité : ERBB2)
identifié au niveau du bras long du chromosome 17 en 17q21[4]. La surexpression de HER2 est liée à son amplification. Un document publié par l’HAS[5] (Haute autorité de santé) des bonnes pratiques rédigé par l’INCa[6]

(Institut National du Cancer) et l’AFSSAPS[7] (Agence française de sécurité sanitaire des produits de santé): « le trastuzumab ne doit être utilisé que chez les patientes porteuses d’un cancer du sein HER2+, c'est-à-dire
dont les tumeurs sur-expriment fortement la protéine HER2 ou amplifient le gène HER2 » ; « la connaissance du statut HER2 est recommandée au moment du diagnostic initial de la maladie pour la stratégie 
thérapeutique en situation adjuvante et pour une inclusion optimale dans les essais thérapeutiques » ; « la surexpression de HER2 doit être recherchée par immunohistochimie (IHC) sur des fragments tumoraux fixés
ou par l’étude de l’amplification génique par hydridation in situ fluorescente (FISH) ».
Les méthodes actuellement validées pour identifier les cancers du sein HER2+ incluent : La technique d’immunohistochimie (IHC) [figure 1], technique rapide, standardisable et fiable, sous réserve d’un calibrage avec
une technique d’hybridation in situ et d’un contrôle de qualité régulier. La technique de FISH [figure 2],  détecte l’amplification du gène HER2 à l’aide d’une sonde du gène et d’une sonde contrôle du centromère du
chromosome 17 (PathVysion®, Vysis). 
Les objectifs de cette étude étaient de fiabiliser le résultat de la technique d’IHC dans les scores 0, 1 et 3 en utilisant la technique de FISH double sonde en référence. Dans ce contexte, une série de 200 cancers du
sein invasifs, de tous stades, ont été désarchivés et testés par les deux méthodes, utilisant, pour l’IHC le kit Pathway® (Ventana), et pour la FISH, le kit double sonde HER2/CEP17 PathVysion (Vysis).

L’évaluation du statut HER2 réalisée anciennement par des techniques de biologie moléculaire (Southern, northern et western blot, puis PCR) a été remplacée par des méthodes in situ pour surmonter l’effet de dilution
des cellules tumorales par les cellules normales et concentrer l’analyse sur les territoires de cancer infiltrant sans risquer de prendre en compte l’éventuelle composante « in-situ ». L’IHC et l’hybridation in situ sont 
actuellement les techniques recommandées, et la FISH est considérée comme la technique de référence pour la calibration de l’IHC[8]. 
Cette étude confirme qu’une technique d’IHC avec l’utilisation de l’anticorps CB11 Pathway® préalablement étalonnée par la FISH permet d’obtenir des résultats comparables à ceux décrits dans la littérature[9]. 
On observe une parfaite concordance entre la surexpression d’HER2 et l’amplification du gène HER2-neu pour les scores 3+. Il n’est donc pas nécessaire de faire à titre systématique un test FISH dans les scores 3+.
Actuellement, le test FISH n’est indiqué que pour les tumeurs avec un score 2+. Dans notre série, seulement la moitié des  cas 2+ montraient une amplification. Les cas de scores 0 et 1+ sont tous négatifs en FISH,
confirmant la bonne spécificité de l’IHC dans ce groupe. Il est recommandé, pour maintenir les performances de l’IHC, d’assurer un contrôle de qualité interne, en testant de façon aléatoire en FISH un certain 
contingent de score 1+ et de score 3+ (5 % des cas de chaque score à l’Institut Curie). Pour assurer un contrôle qualité externe de l’IHC sur le plan national, l’AFAQAP propose aux anatomopathologistes de participer
à des tests de la technique d’IHC sur HER2[10].  Des recommandations techniques pour l’élaboration du test HER2 en IHC devraient bientôt être publiées, validées par l’AFAQAP et la SFP dans une perspective de contrôle
qualité et dans l’optique d’une future accréditation. Ce contrôle qualité externe de la technique d’IHC mise à la disposition des laboratoires de pathologie est un complément au contrôle de qualité interne par la 
technique FISH qui reste coûteuse et n’est pas toujours disponible en routine dans les laboratoires de ville. L’AFAQAP met aussi à disposition des professionnels un module de formation interactive sur HER2 sur son site 
(e-learning). Ce module a pour objectif de compléter la formation des pathologistes qui utilisent l’hybridation in situ, ce qui concerne une trentaine de laboratoires en France. 
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La recherche du statut HER2 dans notre série rétrospective de 200 tumeurs du sein de tous stades montre qu’une excellente sensibilité et spécificité de l’IHC peut être atteinte dans une structure non académique en
utilisant une technique immunohistochimique automatisée préalablement calibrée par le test FISH. Un contrôle qualité régulier de l’IHC et une formation continue des pathologistes aux techniques d’hybridation in situ,
organisée sur le plan national, sera le garant d’une bonne qualité des résultats des tests HER2.
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MATERIELS & METHODES
Population
Une série rétrospective consécutive de 200 cancers du sein reçus entre 2007 et 2008 au laboratoire Cerba, ont
été désarchivés. 

Technique
L’IHC a été pratiqué avec l’anticorps monoclonal CB11 Pathway® (Ventana Medical Systems, Illkirch, France) et
le test FISH avec la trousse double sonde HER2/CEP17 Pathvysion® (Abbott/Vysis, Rungis, France).
Les tumeurs ont été fixées en Formol à 4 % et incluses en paraffine. Pour chacun des cas, le bloc le plus 
représentatif de la tumeur a été sélectionné. Sur chaque bloc, après dégrossissement, 5 coupes consécutives à
3 microns ont été réalisées. Une coupe pour une coloration HES, une coupe pour réaliser la recherche de la 
surexpression de l’HER2 en IHC, et deux coupes pour le test FISH (une pour le test et une en réserve).

- Protocole IHC automatisé sur Benchmark® XT : 
Le protocole comportait : déparaffinage, réhydratation, incubation dans le tampon CC1 pendant 38 mn et 
démasquage thermique, incubation avec l’anticorps primaire anti-oncoprotéine humaine c-erbB2 clone CB11  
Pathway® à la dilution 1/500 pendant 1 h à température ambiante, incubation de l’anticorps secondaire ABC 
peroxydase, et contre-coloration 4 mn à l’Hématoxyline et 4 mn au Bluing reagent. Un contrôle positif 3+ a été ajouté pour chaque série d’immunomarquage. 

- Protocole FISH :
Le protocole comportait : déparaffinage, réhydratation, préparation de la lame pour perméabilisation cellulaire avec prétraitement enzymatique à 37 °C pendant 40 mn, dénaturation thermique 
à 75 °C pendant 10 mn, dépôt du mélange de sondes Pathvysion®, LSI HER2-neu DNA 17q11,2 (SpectrumOrange) et CEP alpha satellite 17q11,1 (SpectrumGreen), hybridation 15 h à 37 °C,  
rinçage post-hybridation, et coloration des noyaux au DAPI, stockage à 4 °C. Une pré-lecture a été effectuée indépendamment par deux techniciennes, sur 100 noyaux en différentes régions de 
la coupe. La validation de la pré-lecture de la FISH a été effectuée par un cytogénéticien (HM) pour l’ensemble des cas.

Lecture des cas
Une première étape de contrôle de la technique de FISH a été réalisée sur les 48 premiers cas, par une double lecture indépendante par deux cytogénéticiens (HM et JC). L’IHC a été calibrée en fonction des 
résultats de ces 48 premiers cas. 
La lecture de l’IHC a été effectuée par deux anatomopathologistes (SC et KH)  pour l’ensemble des cas. Ces deux lectures ont été faites de manière indépendante et, pour l’IHC, sans connaissance des résultats du
test FISH. 

Evaluation de la performance de l’IHC
Les performances  de l’IHC par rapport au test FISH ont été évaluées pour les 200 cas. Le résultat du test FISH a été considéré comme la référence et la sensibilité et la spécificité de l’IHC a été calculée en 
évaluant les cas de scores 0 et 1+, considérés comme négatifs, et ceux de score 3+ comme positifs.

N°1107

IHC/FISH Absence d’amplification Amplification Total

Score = 0/1 160 0 160

Score = 2 6 6 12

Score = 3 0 28 28

Total 166 34 200

[Figure 2] Hybridation in situ en fluorescence : Pathvysion® double sonde HER2 et Centromère 17
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[Figure 2a] Normal,
ratio HER2/CEP17 = 1 

[Figure 2b] Amplification, 
ratio HER2/CEP17 > 2,2

[Figure 2c] Surreprésentation,
ratio HER2/CEP17 = 1 avec augmentation
de HER2 et de CEP17 dans chaque noyau

[Figure 2d] Polysomie 17,
ratio HER2/CEP17 < 1

[Figure 1] Marquage immunohistochimique : Anticorps CB11 Pathway®

[Figure 1a] Score 0 et 1+ [Figure 1b] Score 2+ [Figure 1c] Score 3+ [Figure 1d] Marquage hétérogène 
score 1+et 3+ dans plus de 30 % 
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