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Resumen

Introduccion

El cancer gastrico (CG) y el cancer de la unidon gastroesofagica (UGE) son neoplasias
malignas que presentan una alta incidencia y mortalidad a nivel mundial. La mayoria de
los casos se diagnostican en estadios avanzados, principalmente debido a la
inespecificidad de los sintomas iniciales, lo que contribuye a un pronostico desfavorable.
En los ultimos afios, las terapias dirigidas, como trastuzumab en tumores HER2 positivos
(HER2+), han representado un avance significativo en la practica clinica; sin embargo, la
respuesta al tratamiento varia considerablemente entre pacientes, lo que refleja una
marcada heterogeneidad biologica y subraya la necesidad de herramientas mas precisas
para identificar pacientes que se beneficien del tratamiento anti-HER2. La determinacion
del estatus HER2 se realiza mediante inmunohistoquimica (IHQ) y/o hibridacién in situ
(ISH), técnicas semi-cuantitativas con limitaciones de precision y reproducibilidad. Por
ello, existe la necesidad de identificar y validar nuevos biomarcadores que permitan
predecir con mayor exactitud la respuesta y prondstico al tratamiento anti-HER2 de forma

mas precisa, y permitan una seleccion mas adecuada de pacientes.

Hipotesis

La cuantificacion de HER?2 a través de la expresion génica de ERBB2 se propone como
un biomarcador pronoéstico y predictivo de la respuesta al tratamiento anti-HER2 en CG
y de la UGE HER2+, con posibles ventajas frente a las técnicas convencionales semi-
cuantitativas como la IHQ y la ISH, con el objetivo de optimizar la seleccion de pacientes

y mejorar los desenlaces clinicos.

Objetivos
El objetivo primario es identificar un biomarcador predictivo de respuesta a trastuzumab
en CG y de la UGE HER2+, mediante la caracterizacion de la expresion génica de ERBB?2

y perfiles inmunes.

Como objetivos secundarios se plantean correlacionar la expresion de acido ribonucleico
mensajero (mRNA) de ERBB2 con los resultados obtenidos por IHQ e ISH e identificar
puntos de corte para clasificar tumores como HER2+ o HER2 negativo (HER2-); asociar

la expresion de mRNA de ERBB2 y HER2 con la supervivencia global (SQG),
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supervivencia libre de progresion (SLP) y respuesta al tratamiento anti-HER2; analizar la
relacion entre la expresion de genes individuales, incluyendo genes inmunes como PD-1
(proteina de muerte programada 1), y los desenlaces clinicos; y comparar el nivel de

expresion de HER2 entre pacientes con CG/UGE y cancer de mama.

Métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo en una cohorte de 134 pacientes con CG y de la UGE
avanzado, de los cuales 58 fueron tratados con trastuzumab y quimioterapia en primera
linea. Se incluyeron pacientes adultos con CG/UGE avanzado y estatus HER2 evaluado
por THQ/ISH; se excluyeron aquellos con tratamiento sistémico previo o muestra
insuficiente. Se compard la utilidad pronostica y predictiva de la expresion de mRNA de
ERBB2 determinada por nCounter y cuantificada a través de HER2DX frente a los
métodos convencionales (IHQ/ISH), evaluando ademas perfiles inmunes relevantes. Se
establecieron correlaciones entre los diferentes métodos diagnosticos, los perfiles
genOémicos e inmunes y las principales variables clinicas (SG, SLP, respuesta al
tratamiento). Se identifico un punto de corte de ERBB2 para clasificar la positividad de
HER2 en CG y de la UGE avanzado, y se realizo una comparacion transversal entre la

expresion de HER2 en CG y cancer de mama.

Resultados principales

Una elevada expresion de mRNA de ERBB2, determinada mediante el test gendmico
HER2DX, mostr6 una correlacion significativa con mejores tasas de respuesta, asi como
con la SLP (hazard ratio [HR] = 0,81; IC 95%: 0,69-0,95; p=0,012) y la SG (HR =0,43;
Intervalo de confianza [IC] 95%: 0,23—-0,81; p = 0,008). Estos resultados superaron la
capacidad predictiva y prondstica de la IHQ/ISH en nuestra cohorte de pacientes. El punto
de corte pre-establecido permitié una clasificaciéon mas precisa de los tumores HER2+ y
su respuesta al tratamiento. El analisis de los perfiles inmunes y de PD-1 no evidenci6
asociacion con las variables clinicas evaluadas en la cohorte estudiada. Ademas, se
identificaron diferencias significativas en la expresion de HER2 entre el CG y el cancer

de mama.
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Conclusiones

La cuantificacion de la expresion génica de ERBB2, realizada mediante el test genomico
HER2DX, se asoci6 con una mayor SLP y SG en pacientes con CG/UGE HER2+,
demostrando ser un biomarcador mas robusto que las técnicas convencionales como la
IHQ y la ISH; esto permite una estratificacion mas precisa del estatus HER2 y una mayor
personalizaciéon del abordaje terapéutico anti-HER2 con potencial impacto en
supervivencia en estos pacientes. Ademads, la incorporacion del conocimiento clinico
derivado de otros tumores HER2+, como el cancer de mama, junto con la implementacion
de biomarcadores innovadores, utilizando nuevas tecnologias, puede contribuir

significativamente al avance de la oncologia de precision en el ambito gastrointestinal.

Palabras clave: cancer gastrico HER2 positivo, HER2DX, expresion génica.
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Resum

Introduccio

El cancer gastric (CG) i el cancer de la uni6 gastroesofagica (UGE) sén neoplasies
malignes amb una alta incidéncia i mortalitat a escala mundial. La majoria dels casos es
diagnostiquen en estadis avangats, principalment a causa de la inespecificitat dels
simptomes inicials, fet que contribueix a un pronostic desfavorable. En els darrers anys,
les terapies dirigides, com el trastuzumab en tumors HER2 positius (HER2+), han
representat un aveng significatiu en la practica clinica; tanmateix, la resposta al tractament
varia considerablement entre pacients, fet que reflecteix una marcada heterogeneitat
biologica i subratlla la necessitat d’eines més precises per identificar els pacients que es
beneficien del tractament anti-HER2. La determinaci6 de 1’estatus HER2 es duu a terme
mitjangant immunohistoquimica (IHQ) i/o hibridacié in situ (ISH), técniques
semiquantitatives amb limitacions de precisio i reproductibilitat. Per aixo, cal identificar
1 validar nous biomarcadors que permetin predir amb més exactitud la resposta i el
pronostic al tractament anti-HER2 de manera més precisa, i facilitin una seleccid6 més

adequada de pacients.

Hipotesi

La quantificacié6 d’HER2 a través de ’expressio genica d’ERBB2 es proposa com un
biomarcador pronostic i predictiu de la resposta al tractament anti-HER2 en CG 1 UGE
HER2+, amb possibles avantatges respecte de les teécniques convencionals
semiquantitatives com I’THQ 1 la ISH, amb I’objectiu d’optimitzar la selecci6 de pacients

1 millorar els resultats clinics.

Objectius

L’objectiu primari és identificar un biomarcador predictiu de resposta al trastuzumab en
CG 1 UGE HER2+, mitjangant la caracteritzacio de 1’expressio geénica d’ERBB?2 i perfils

Immunitaris.

Com a objectius secundaris es planteja correlacionar 1’expressio de acid ribonucleic
missatger (NRNA) d’ERBB2 amb els resultats obtinguts per IHQ i ISH i identificar punts

de tall per classificar tumors com a HER2+ o0 HER2 negatiu (HER2-); associar I’expressio
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de mRNA d’ERBB2 i HER2 amb la supervivéncia global (SG), la supervivencia lliure de
progressio (SLP) i la resposta al tractament anti-HER2; analitzar la relaci6 entre
I’expressio de gens individuals, incloent-hi gens immunitaris com PD-1 (proteina de mort
programada 1), i els resultats clinics; i comparar el nivell d’expressio6 d’HER2 entre

pacients amb CG/UGE i cancer de mama.

Meétodes

Es va dur a terme un estudi retrospectiu en una cohort de 134 pacients amb CG i UGE
avangat, dels quals 58 van ser tractats amb trastuzumab i quimioterapia en primera linia.
Es van incloure pacients adults amb CG/UGE avangat i estatus HER2 avaluat per
IHQ/ISH; es van excloure aquells amb tractament sistémic previ o mostra insuficient. Es
va comparar la utilitat pronostica i predictiva de I’expressi6 de mRNA d’ERBB2
determinada per nCounter i quantificada mitjancant HER2DX respecte dels metodes
convencionals (IHQ/ISH), avaluant a més perfils immunitaris rellevants. Es van establir
correlacions entre els diferents metodes diagnostics, els perfils genomics i immunitaris i
les principals variables cliniques (SG, SLP, resposta al tractament). Es va identificar un
punt de tall &’ ERBB?2 per classificar la positivitat d’HER2 en CG i1 UGE avangat, i es va

realitzar una comparacio transversal entre I’expressio d’HER2 en CG i cancer de mama.

Resultats principals

Una elevada expressio6 de mRNA d’ERBB2, determinada mitjancant el test genomic
HER2DX, va mostrar una correlacié significativa amb millors taxes de resposta, aixi com
amb la SLP (hazard ratio [HR] = 0,81; IC 95%: 0,69-0,95; p=10,012) i la SG (HR =0,43;
interval de confianga [IC] 95%: 0,23-0,81; p = 0,008). Aquests resultats van superar la
capacitat predictiva i pronostica de I’IHQ/ISH en la nostra cohort de pacients. El punt de
tall preestablert va permetre una classificacié més precisa dels tumors HER2+ 1 de la seva
resposta al tractament. L’analisi dels perfils immunitaris i de PD-1 no va evidenciar
associacio amb les variables cliniques avaluades en la cohort estudiada. A més, es van
identificar diferéncies significatives en I’expressi6 d’HER2 entre el CG i el cancer de

mama.
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Conclusions

La quantificaci6é de I’expressié genica d’ERBB2, realitzada mitjangant el test genomic
HER2DX, es va associar amb una major SLP 1 SG en pacients amb CG/UGE HER2+,
demostrant ser un biomarcador més robust que les técniques convencionals com I’'THQ i
la ISH; aixd permet una estratificaci6 més precisa de 1’estatus HER2 i una major
personalitzaci6 de 1’abordatge terapcutic anti-HER2 amb potencial impacte en la
supervivéncia d’aquests pacients. A més, la incorporacid del coneixement clinic derivat
d’altres tumors HER2+, com el cancer de mama, juntament amb la implementacié de
biomarcadors innovadors, utilitzant noves tecnologies, pot contribuir significativament a

I’aveng de 1’oncologia de precisio en I’ambit gastrointestinal.

Paraules clau: cancer gastric HER2 positiu, HER2DX, expressio génica.
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Introduccion

1. Cancer gastrico: Generalidades

1.1 Epidemiologia del cancer gastrico

El cancer gastrico (CQG) representa un desafio significativo para la salud global, con
aproximadamente 1,089,000 nuevos casos diagnosticados anualmente. La tasa de
incidencia ajustada por edad es de 11,1 por cada 100,000 personas. Este tipo de cancer
resulta en aproximadamente 800,000 muertes al afio, lo que representa el 7,7% de todas
las muertes relacionadas con cancer (1). Estas cifras sitian al CG como la quinta causa

principal de mortalidad por cancer en ambos géneros combinados (2).

Las tasas de incidencia y mortalidad muestran una notable variacion regional: las tasas
mas altas se observan en el este de Asia (particularmente en China, Japon y Corea),
Europa del Este y algunas partes de América del Sur, mientras que las tasas son
sustancialmente mas bajas en América del Norte, Europa Occidental y Africa. En Asia,
especialmente en China, el CG representa casi la mitad de los casos y muertes globales,
reflejando tanto la alta prevalencia de factores de riesgo como el tamafio de la poblacion.
Las tasas de incidencia y mortalidad ajustadas por edad son mas altas en hombres y

aumentan con la edad, alcanzando su punto maximo en personas mayores de 70 afos

(3.4).

El CG ha disminuido en las ultimas décadas, con un descenso anual promedio en la
incidencia de aproximadamente el 2% entre 1988 y 2012, una tendencia que se proyecta
continuara en la mayoria de las regiones hasta 2030. Esta disminucion se atribuye a la
reduccion de la prevalencia de la infeccion por Helicobacter (H.) pylori, la mejora en la
conservacion de alimentos, cambios dietéticos y la disminucion de las tasas de
tabaquismo. Sin embargo, algunas regiones, como Ecuador y Lituania, pueden
experimentar un aumento en la incidencia debido a la persistencia de factores de riesgo.
El CG de aparicion temprana (diagnosticado antes de los 50 afios) estd incrementando en

algunas poblaciones, aunque las razones de este incremento permanecen imprecisas (5,6).

La mayoria de los pacientes con CG y de la unién gastroesofagica (UGE) son

diagnosticados en estadios avanzados, con enfermedad inoperable o metastésica, lo que
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condiciona un pronostico desfavorable a pesar de los avances recientes en diagndstico y

tratamiento (7).

1.2 Etiologia y factores de riesgo del cancer gastrico

El CG surge de una etiologia multifactorial que involucra tanto factores de riesgo
ambientales como genéticos. Entre los factores ambientales, la infeccion cronica por H.
pylori es el mas significativo, clasificado como un carcindgeno del grupo I por la Agencia
Internacional para la Investigacion del Céancer y fuertemente asociado con el cancer de la
UGE (1,8). Diversos estudios han demostrado que la erradicacion de H. pylori puede
reducir significativamente la incidencia de CG, especialmente en poblaciones de alto
riesgo. Los factores dietéticos también desempenan un papel crucial en el riesgo de CG.
Un alto consumo de sal, carnes procesadas y granos refinados aumenta la probabilidad de
desarrollar la enfermedad, mientras que una dieta rica en frutas y verduras puede ofrecer
beneficios protectores. Ademads, micronutrientes especificos, como la vitamina C y el
selenio, han mostrado potenciales efectos protectores frente al CG. Los factores de estilo
de vida contribuyen atin mas al perfil de riesgo. Tanto el tabaquismo como el consumo
excesivo de alcohol estan bien establecidos como factores de riesgo para el CG y de la
UGE Por otra parte, la obesidad se ha implicado especificamente en el aumento del riesgo
de CG, lo que subraya la importancia de la gestion del peso como medida preventiva

(9,10).

La predisposicion genética también desempefia un papel critico en el CG. Tener
antecedentes familiares de CG, especialmente en familiares de primer grado, duplica o
triplica el riesgo, lo que refleja tanto las exposiciones genéticas compartidas como las
ambientales. Las mutaciones germinales en genes predisponentes al cancer, como
cadherina 1 (CDH1) asociado con el CG difuso hereditario, asi como en BRCA 1y 2y
genes de reparacion, se asocian con un aumento del riesgo. Los portadores de mutaciones
patogénicas en CDHI presentan un riesgo acumulado elevado de cancer géstrico difuso
(25-80% segun la cohorte), por lo que las guias internacionales recomiendan considerar
gastrectomia total profilactica, habitualmente desde los 20 afios, dado su alta penetrancia
y las limitaciones de la vigilancia endoscopica para detectar lesiones tempranas (11).

Ademas, la infeccion con el virus de Epstein-Barr (VEB) estd implicada en un

subconjunto de canceres gastricos. Otros factores de riesgo incluyen cirugias géstricas



21

previas, anemia perniciosa, ciertas exposiciones ocupacionales y un bajo nivel

socioeconomico (12,13).

Sin embargo, el CG suelen surgir debido a combinaciones complejas, y la carcinogénesis
se produce durante un largo periodo de tiempo, durante el cual la informacion

epidemioldgica anterior de los pacientes puede volverse dificil de identificar (14).

La figura 1 muestra cémo la interaccion de diferentes factores—ambientales, genéticos,
infecciosos, dietéticos y de riesgo poblacional—contribuyen al desarrollo del CG. Esta
ilustracion resalta la importancia de considerar todos estos elementos de manera integrada

para comprender el origen multifactorial de la enfermedad.

FACTORES DE RIESGO PARA
CANCER GASTRICO

—

FACTORES GENETICOS
AMBIENTALES

DIETETICOS RIESGO

. POBLACIONAL
[ ]
afn
INFECCIONES
HISTORIA H. PYLORI
FAMILIAR :

Figura 1.Factores de riesgo para el desarrollo de cancer géstrico. Fuente: elaboracion propia.
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1.2.1 Helicobacter pylori

En 1994, la Agencia Internacional para la Investigacion del Céancer (IARC) clasifico a H.
pylori como un carcindgeno (es decir, como un agente del grupo 1) para el CG sobre la
base de evidencia epidemioldgica (15) y volvid a confirmar este hallazgo en el afio 2009
(16). Actualmente es el principal factor de riesgo infeccioso para el CG, clasificado

también como un carcindgeno de grupo I por la Organizaciéon Mundial de la Salud.

Aunque la infeccion por H. pylori se establece en la nifiez y persiste de por vida a menos
que sea tratada, su prevalencia varia a nivel mundial. Las tasas mas altas se encuentran
en América Central y del Sur (~60%), ciertas regiones de Asia (~55% en China y Corea
del Sur) y Europa del este (~50%) (17). La fuerte correlacion geografica entre la
prevalencia de H. pyloriy la incidencia de CG subraya su vinculo etioldgico, y los
programas de erradicacion poblacional de H. pylori estan siendo considerados o

implementados en paises de alto riesgo para reducir la carga futura de CG (11,17).

Su papel en la carcinogénesis géstrica estd mediado por la infeccion cronica de la mucosa
gastrica, lo que conduce a una secuencia de cambios histopatologicos conocida como la
cascada de Correa: la gastritis cronica activa progresa hacia la gastritis atrofica, luego a
metaplasia intestinal, displasia y, finalmente, adenocarcinoma. El riesgo es especialmente
elevado con cepas de H. pylori que expresan la proteina asociada al gen de citotoxina A
(CagA), que se inyecta en las células epiteliales géstricas a través de un sistema de
secrecion tipo IV, provocando alteraciones en la sefializacion celular, aumento de la
inflamacion y promocion de vias oncogénicas como NF-kB, STAT3 y Wnt/B-catenina.
Otros factores de virulencia, incluyendo vacA, babA y sabA, modulan aun mas las
interacciones entre huésped y patdogeno y la evasion inmunitaria, contribuyendo a la

inflamacion persistente y dafio de la mucosa (8,18-21).

La susceptibilidad genética del huésped, como los polimorfismos en genes de citoquinas
(por ejemplo, IL-1B), y los factores ambientales (como una dieta alta en sal y la
deficiencia de hierro) pueden amplificar el potencial carcinogénico de la infeccion por H.
pylori (8,22). La infeccion cronica por H. pylori induce estrés oxidativo, dafio en el dcido
desoxirribonucleico (ADN) y desregulacion de los mecanismos de reparacion del ADN,

fomentando la inestabilidad gendmica y la transformacion neoplasica (8,19-23).
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Estudios epidemiologicos demuestran que la infeccion por H. pylori aumenta el riesgo de
adenocarcinoma gastrico de 4 a 18 veces, especialmente en presencia de cepas CagA-
positivas y gastritis atrofica cronica (24,25). La erradicacion de H. pylori ha demostrado
reducir la incidencia de CG, lo que refuerza su papel central en la etiologia (8,12). A pesar
de su alta prevalencia, s6lo una minoria de los individuos infectados desarrollan cancer,
lo que subraya la importancia de otros factores del huésped y ambientales en la

modulacion del riesgo (20-22).

1.2.2 Factores ambientales, dietéticos y estilos de vida

La dieta, el consumo de alcohol, de tabaco y el estilo de vida sedentario son factores de
riesgo modificables bien establecidos que aumentan de manera independiente y sinérgica
el riesgo de desarrollar CG, particularmente en el contexto de la infeccion por H. pylori.
Una alta ingesta de sal, carnes procesadas y alimentos conservados altera la barrera
mucosa gastrica, promueve la colonizacion de H. pylori 'y contribuye directamente a la
inflamacion y carcinogénesis de la mucosa (26); por el contrario, la dieta rica en frutas,

verduras y granos integrales son protectoras.

El tabaquismo incrementa el riesgo de CG mediante mecanismos como la activacion de
los receptores nicotinicos de acetilcolina y la induccidén de inflamacion crénica, con un
aumento del riesgo observado independientemente del estado de H. pylori. E1 Stomach
Cancer Pooling Project, que incluyé a 10 290 pacientes con CG y 26 145 controles,
mostrd que, en comparacion con los no fumadores, el odds ratio (OR) de los fumadores
actuales es de 1,25 (IC del 95 %, 1,11-1,40), y el OR de los individuos con antecedentes
de tabaquismo de mas de 40 anos fue de 1,33 (IC 95 %, 1,14-1,54) (27).

El consumo excesivo de alcohol (generalmente definido como mas de cuatro bebidas por
dia o mas de 42 gramos diarios) se asocia con un mayor riesgo de CG, especialmente del
tipo intestinal. Ademads, este consumo puede actuar de forma sinérgica con la infeccion
por H. pyloriy una ingesta elevada de sal, incrementando ain mads el riesgo (28).
Diversos metaanalisis han confirmado esta asociacion. Por ejemplo, en una muestra de 19
302 personas incluidas en diez estudios, se observd una razon de posibilidades
de 1,39 (intervalo de confianza (IC) del 95 %, 1,20-1,61). En otro analisis, realizado
con 5 886 792 participantes de veintitrés estudios, el riesgo proporcional fue de 1,17 (IC

del 95 %, 1,00-1,34) (27,29,30).
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El estilo de vida sedentario, a menudo reflejado en un aumento del perimetro de la cintura
y obesidad, esta relacionado con un mayor riesgo de CG y de la UGE, y es un componente

del indice de estilo de vida poco saludable que se correlaciona con una mayor incidencia

de CG (9,28,31,32).

Es importante destacar que analisis combinados demuestran que estos factores de estilo
de vida pueden interactuar con la infeccion por H. pylori de manera mas que aditiva, lo
que significa que el efecto combinado de, por ejemplo, una alta ingesta de sal o un uso
excesivo de alcohol con la infeccion por H. pylori es mayor que la suma de sus riesgos
individuales. Por lo tanto, las estrategias preventivas integrales que se centran en la
erradicacion de H. pyloriy la modificacion del estilo de vida —cese del tabaquismo,
moderacion del consumo de alcohol, mejora de la dieta y aumento de la actividad fisica—

probablemente tengan un impacto sustancial en la reduccién de la carga del CG (9,31).

1.3 Diagnostico y clinica del cancer gastrico

El diagnostico del CG y de la UGE se basa en una combinacion de sospecha clinica,
evaluacion endoscopica, histopatologia e investigaciones de estadificacion.

Las caracteristicas clinicas son a menudo inespecificas e incluyen dispepsia, pérdida de
peso, saciedad temprana, anemia, disfagia (mas comun en tumores de la UGE) y, en casos
avanzados, masa palpable. Los canceres de la UGE son més propensos a presentarse con
disfagia y estan asociados con factores de riesgo como la obesidad y la enfermedad por
reflujo gastroesofagico, mientras que el CG estd mdas estrechamente vinculado con la

infeccion por H. pylori, factores dietéticos y antecedentes familiares (3,33-35).

El diagnostico comienza con una endoscopia superior de alta definicion, que permite la
visualizacién directa y la biopsia dirigida de lesiones sospechosas. La Asociacion
Americana de Gastroenterologia recomienda protocolos sistematicos de biopsia (por
ejemplo, el Sistema de Sidney actualizado) para condiciones premalignas sospechosas,
con al menos cinco biopsias del antro/incisura y del cuerpo, y muestreo separado de
cualquier lesion visible. La endoscopia mejorada por imagen (por ejemplo, imagen de
banda estrecha) mejora la deteccion de neoplasias tempranas y metaplasia intestinal (36).
Es necesaria la confirmacion histopatoldgica, que permite clasificar la neoplasia como
tipo intestinal o difuso segun la clasificacion de Lauren, ademas de evaluar la presencia

de displasia o carcinoma. Para los tumores localizados en la union gastroesofagica,
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la clasificacion de Siewert (tipos I-III) orienta tanto el abordaje clinico como la

planificacion quirargica (37,38).

La estadificacion implica tomografia computarizada (TC) con contraste del térax y
abdomen, ultrasonido endoscopico (EUS) para la evaluacion loco regional, y en ciertos
casos estudio complementario con Tomografia por Emision de Positrones (PET) para
evaluar metastasis a distancia. En ciertos casos, si existe sospecha clinica, se puede

realizar una laparoscopia para detectar metastasis peritoneales ocultas en el CG (38,39).

La National Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomienda evaluar HER2, PD-
L1 (ligando de muerte programada 1) y la inestabilidad de microsatélites (MSI) en
enfermedad avanzada o metastasica. Ademas, la caracterizacion molecular —como la
propuesta por The Cancer Genome Atlas (TCGA), que clasifica el CG en subtipos VEB
positivo, MSI, gendmicamente estable e inestabilidad cromosdémica— adquiere creciente
relevancia para el prondstico y la seleccion terapéutica (40,41).

En resumen, el diagnostico y la caracterizacion de los CG y de la UGE requieren un
enfoque multidisciplinario que integre datos clinicos, endoscdpicos, histopatoldgicos y

moleculares, segin lo recomendado por las guias internacionales.

1.3.1 Anatomia patologica del cancer gastrico

El adenocarcinoma representa mas del 95% de los casos de CG y la gran mayoria de los
canceres de la UGE segun las guias de la Red Nacional Integral del Céancer y estudios
epidemiologicos de gran escala. El carcinoma de células escamosas es extremadamente
raro, representando menos del 1% de los casos en estas ubicaciones (37,42). Los tumores
neuroendocrinos (TNE) comprenden aproximadamente un 6—7% de las neoplasias
malignas gastricas y menos del 1% de los canceres de la UGE. Otros tipos menos
comunes incluyen los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) y los linfomas, cada
uno representando aproximadamente un 5-7% y un 6-7% de los CG, respectivamente,

con frecuencias atin mas bajas en la UGE (37,42,43).

La confirmacion histopatoldgica es esencial para diagnosticar el adenocarcinoma y
subclasificarlo en los tipos intestinal o difuso segln la clasificacion de Lauren (37).
El sistema de clasificacion de Lauren es el método mas utilizado para la clasificacion

histopatologica del CG y se aplica también a los adenocarcinomas de la UGE. Este
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sistema divide los adenocarcinomas gastricos en tipos intestinal, difuso y mixto,

basandose en la morfologia microscopica.

Los tumores de tipo intestinal se caracterizan por la presencia de estructuras glandulares
o tubulares que recuerdan al epitelio intestinal. A menudo estan asociados con gastritis
cronica, metaplasia intestinal y factores de riesgo ambientales. Estos tumores tienden a
aparecer en pacientes de edad avanzada, son mas comunes en hombres y generalmente se
presentan como lesiones en forma de masa. El tipo intestinal se vincula con una
progresion escalonada desde la gastritis atrofica hasta la displasia y el carcinoma, y

generalmente tiene un mejor pronostico que el tipo difuso (44—47).

Los tumores de tipo difuso carecen de formacién glandular y estin compuestos por células
poco cohesivas, a menudo con morfologia en anillo de sello. Infiltran la pared géstrica de
manera difusa, conduciendo a la linitis plastica. El tipo difuso es mas comun en pacientes
jovenes y en mujeres, estd menos asociado con factores ambientales y presenta un peor
prondstico debido a su comportamiento agresivo y tendencia a la diseminacion peritoneal

(45,47).

Los tumores de tipo mixto muestran caracteristicas de ambos tipos, intestinal y difuso. La
clasificacion de Lauren (tabla 1) se reporta rutinariamente en los andlisis patologicos de
los CG y de la UGE, ya que proporciona informacién prondstica y puede influir en las
decisiones quirurgicas y terapéuticas (45,48,49). Esta se determina tanto en biopsias como
en muestras de reseccion, aunque pueden ocurrir discrepancias, especialmente en biopsias
pequeias. La subclasificacion precisa es importante para el pronostico y puede integrarse
con clasificaciones moleculares y anatomicas para una gestion integral del paciente

(48,49).

Ademas, se debe evaluar el grado del tumor, la profundidad de la invasion, la invasion
linfovascular y el estado de los margenes quirtrgicos (37,50). En el caso de los tumores
de la UGE, es necesaria la clasificacion de Siewert y la documentacion precisa de la
ubicacion del tumor en relacion con la UGE.

El estado de los ganglios linfaticos y el nimero de ganglios examinados deben ser

reportados en las muestras de reseccion. Estos elementos son esenciales para la



27

estadificacion y planificacion del tratamiento, conforme a las recomendaciones de la

NCCN (37,40).
Caracteristicas Tipo Intestinal Tipo Difuso Tipo Mixto
Morfologia Glandulas bien formadas, | Células dispersas, sin Areas con
patron tubular formacion glandular glandulas y
células
dispersas;
combinacion de
ambos patrones
Epidemiologia Mas frecuente en hombres y | Mas  frecuente en | Sin predominio
ancianos mujeres y jovenes claro;
distribucion
intermedia
Asociacion ambiental | Relacion con gastritis cronica, | Menor asociacion | Asociaciones
H. pylori, dieta ambiental, mas | ambientales y
factores genéticos genéticas
presentes;
heterogéneo
Localizacion Predomina en antro y curvatura | Mas frecuente en todo | Puede
menor el estomago, incluso | presentarse en
cardias cualquier
localizacion
gastrica
Carcinogénesis Secuencia: gastritis — | Sin lesiones | Combinacion de
metaplasia — displasia — | precursoras claras vias de
cancer carcinogénesis
intestinal y
difusa
Comportamiento Crecimiento expansivo, | Crecimiento Mayor
biologico metastasis hematdgena infiltrativo, agresividad,
diseminacion frecuente
peritoneal invasion
linfovascular 'y
ganglionar
Pronéstico Mejor pronostico Peor pronostico Intermedio o

similar al difuso;

mayor riesgo de
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metastasis

ganglionar

Implicancias Responde mejor a | Menor respuesta a | Manejo

terapéuticas quimioterapia quimioterapia quirdrgico
preferente;
respuesta

variable a

quimioterapia

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, morfoldgicas y terapéuticas de los subtipos de la clasificacion de Lauren

en cancer gastrico. Adaptada de referencias 45,48,49.

1.4 Tratamiento sistémico del cancer gastrico avanzado.

El tratamiento del CG y de la UGE HER2+ ha experimentado una transformacion
significativa en los ultimos afios, impulsada por la incorporacion de terapias dirigidas vy,
mas recientemente, de combinaciones con inmunoterapia y quimioterapia. La Tabla 2
presenta una linea de tiempo detallada que resume los hitos mas relevantes, incluyendo
descubrimientos bioldgicos, ensayos clinicos clave y aprobaciones regulatorias que han

definido el abordaje terapéutico actual.

1.4.1 Evolucion de la quimioterapia: el punto de partida

La quimioterapia, desarrollada a mediados del siglo XX, constituy6 el primer abordaje
sistémico para el tratamiento del CG/UGE. Basada en agentes citotoxicos que actian
sobre células de rapida division, incluida la poblacion tumoral, su falta de selectividad se
tradujo en toxicidad significativa y respuestas heterogéneas. En CG, incluido el subtipo
HER2+, farmacos como cisplatino y fluoropirimidinas (5-fluorouracilo, capecitabina, S-
1) fueron durante décadas la base del tratamiento. No obstante, su impacto en la SG es
limitado, especialmente en enfermedad avanzada, lo que evidencid la necesidad de

estrategias mas especificas (51).

Actualmente, la quimioterapia contintia siendo un pilar fundamental en la primera linea

del CG avanzado HER2+, administrada en combinaciéon con trastuzumab y, mas
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recientemente, integrada en esquemas triples junto con inmunoterapia, como se abordara

en secciones posteriores.

Las guias internacionales recomiendan la asociaciéon de quimioterapia con trastuzumab
como tratamiento inicial, sustentada en los resultados del ensayo ToGA (52), que
demostr6 que afiadir trastuzumab a cisplatino y una fluoropirimidina mejora la SG y la
calidad de vida frente a quimioterapia sola. En la préctica clinica, se emplean esquemas
basados en platino (cisplatino u oxaliplatino) y fluoropirimidinas, ajustando dosis segiin

estado funcional y patrones regionales.

Otros agentes citotoxicos, incluyendo fluoropirimidinas, platino, taxanos e irinotecan, son
una pieza clave en el tratamiento del CG avanzado. Generalmente, las fluoropirimidinas
(fluorouracilo, capecitabina y S-1) combinadas con platino se utilizan como base de la
terapia de primera linea (53). Para los pacientes que no son aptos para quimioterapia
intensiva (debido a edad avanzada o mal estado funcional), el ensayo de fase III GO2
demostrd que una dosis modificada de quimioterapia de dos farmacos (60% de la dosis

completa) proporcionaba mejor tolerancia sin comprometer el resultado clinico (54).

Paclitaxel, docetaxel e irinotecan son comuUnmente utilizados en segunda linea o
posteriores tras la progresion a tratamientos anti-HER2. En el ensayo clinico de fase 111
ABSOLUTE realizado en Japdn, el uso semanal de paclitaxel albimina (nab-paclitaxel)
no fue inferior al paclitaxel semanal en términos de SG (55). En el tratamiento de tercera
linea, el trifluoridina-tipiracilo (TAS-102), un agente citotoxico oral, ha demostrado en el
ensayo de fase III TAGS mejorar la SG en comparacion con el placebo (5,7 vs. 3,6 meses,

HR 0,69, IC 95% 0,56-0,85) (56).

En este contexto, el papel de la quimioterapia en el CG avanzado HER2+ va mas alla del
tratamiento de primera linea y continta siendo fundamental a lo largo de multiples lineas

terapéuticas (57-62).

1.4.2 Introduccion de anticuerpos monoclonales: la revolucion de las terapias
dirigidas

Con el avance de la biologia molecular en los afios 80 y 90, se identificaron dianas
terapéuticas especificas en la superficie de las células tumorales, entre las que destaca

HER?2 tras su reconocimiento como oncogén amplificado en cancer de mama y CG. El
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desarrollo de anticuerpos monoclonales, como trastuzumab, marcd una nueva era en
oncologia. Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido al dominio
extracelular 4 de HER2, se establecié como tratamiento de primera linea para el CG
avanzado HER2+, en combinacion con quimioterapia. Esta estrategia logré un aumento
en la SG (mediana de 13,8 meses frente a 11,1 meses con quimioterapia sola) y en la SLP
(mediana de 6,7 meses frente a 5,5 meses), ademés de una mayor tasa de respuesta
objetiva (TRO) (47,3% frente a 34,5%; p = 0,0017). El beneficio fue especialmente
marcado en pacientes con alta expresion de HER2 (IHQ 3+) (52,63). Los eventos
adversos fueron comparables entre los grupos, sin un aumento significativo en la
toxicidad de grado 3—4 atribuible a trastuzumab (52). No obstante, se recomienda la

monitorizacion cardiaca debido al pequefio, pero relevante, riesgo de cardiotoxicidad.

El ensayo ToGA fue disenado para detectar diferencias en la SG; el hazard ratio (HR)
observado de 0,74 se traduce en una reduccion del 26% en el riesgo de muerte con la
adicion de trastuzumab. Sobre la base de estos resultados, las guias internacionales
recomiendan trastuzumab en combinacion con quimioterapia como el régimen estandar

de primera linea para el CG avanzado HER2+ (37,64).

Adicionalmente, el ensayo EVIDENCE ha demostrado que combinar trastuzumab de
primera linea con quimioterapia se asocié con mejores resultados clinicos en pacientes

chinos con CG metastasico HER2+, proporcionando evidencia adicional (65).

Sin embargo, los intentos subsecuentes de terapia dirigida a HER2 en CG avanzado no
fueron tan exitosos como se esperaba. Aunque pertuzumab (66), trastuzumab emtansina
(T-DM1) (67), y lapatinib (68,69) fueron investigados en varios ensayos de primera y
segunda linea, no se observd mejora en la supervivencia en ninguno de estos ensayos.
Ademas, el uso de trastuzumab mas alld de la progresion tampoco mostr6 un beneficio en

la supervivencia en pacientes con CG HER2+ pretratados en el ensayo T-ACT (70).

Recientemente, trastuzumab deruxtecan ha mostrado beneficios clinicos significativos en
pacientes con CG avanzado HER2+, como se demuestra en ensayos clinicos de fase I y
III. En el estudio DESTINY-GastricO1, realizado en pacientes en tercera linea o lineas
subsiguientes de tratamiento, la TRO con trastuzumab deruxtecan fue del 51%, en
comparacion con el 14% observado con la quimioterapia estandar (p<0,001). La mediana

de SG alcanzd los 12,5 meses en el grupo tratado con trastuzumab deruxtecan frente a 8,4
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meses en el grupo control (HR 0,59; IC 95%: 0,39-0,88; p=0,01). De forma paralela, la
mediana de SLP fue de 5,6 meses para trastuzumab deruxtecan versus 3,5 meses para la
quimioterapia, y la duracion mediana de la respuesta fue de 11,3 meses frente a 3,9 meses,

respectivamente (71).

En segunda linea, el ensayo fase III DESTINY-GastricO4 confirmé la eficacia de
trastuzumab deruxtecan, mostrando una mediana de SG de 14,7 meses, comparada con
11,4 meses para la combinacion de ramucirumab y paclitaxel (HR 0,70; IC 95%: 0,55—
0,90; p=0,004). Asimismo, la TRO confirmada fue superior con trastuzumab deruxtecan
(44,3%) en relacidon con ramucirumab-paclitaxel (29,1%), y la SLP también favorecio al

grupo de tratamiento dirigido (HR 0,74; IC 95%: 0,59-0,92) (62).

En cuanto a la seguridad, el perfil de toxicidad de trastuzumab deruxtecan incluye,
principalmente, neutropenia de grado >3 (51%), anemia (38%) y enfermedad pulmonar
intersticial o neumonitis (13,9%, en su mayoria de grado 1-2), lo que obliga a una
monitorizacion pulmonar estrecha durante el tratamiento. La dosis recomendada en los
ensayos fue de 6,4 mg/kg cada tres semanas. Basdndose en estos resultados, trastuzumab
deruxtecan ha sido aprobado por la FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas
en inglés) para CG avanzado HER2+ tras progresion a trastuzumab (62). En la Tabla 3 se
resumen los estudios relevantes sobre terapia anti HER2 y en la tabla 4 se describen

nuevos ensayos clinicos relevantes para esta poblacion de pacientes.

Actualmente, se estan investigando varios agentes innovadores dirigidos a HER2 para el
tratamiento del CG avanzado: anticuerpos monoclonales como margetuximab;
anticuerpos biespecificos como ZW25 y KNO026; anticuerpos conjugados como
trastuzumab deruxtecan, disitamab vedotin y ARX788; inhibidores de la tirosina quinasa
como tucatinib; y otros enfoques terapéuticos novedosos con resultados prometedores
(72).

La evolucion de las terapias en CG y de la UGE, particularmente en tumores HER2+, ha
avanzado desde la quimioterapia no especifica hacia tratamientos dirigidos e
inmunoterapia. A pesar del éxito inicial con trastuzumab, los intentos por ampliar las
opciones terapéuticas han enfrentado retos significativos, como la heterogeneidad
tumoral y la resistencia adquirida. Sin embargo, los avances recientes en anticuerpos
biespecificos, anticuerpos conjugados, ofrecen una perspectiva alentadora para el futuro.

La integracion de biomarcadores mas precisos y combinaciones terapéuticas innovadoras
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sera clave para mejorar los resultados clinicos en esta poblacion de pacientes y la

investigacion nos ayudara a abordar las necesidades no cubiertas en el tratamiento del CG

avanzado HER2+.

Evento relevante en cancer gastrico

Introduccion de la quimioterapia como tratamiento sistémico para tumores solidos, incluyendo el

cancer gastrico.

1981

Identificacion del oncogén neu en modelos animales, precursor del receptor HER2 (Schechter AL, et

al. Nature. 1984).

1985

Descubrimiento del gen humano HER2 (ERBB2), un receptor tirosina quinasa implicado en la

regulacion del crecimiento celular (Coussens L, et al. Science. 1985).

1987

Asociacion de la amplificacion del gen HER2 con un peor pronostico en cancer de mama (Slamon DJ,

et al. Science. 1987).

1998

Aprobacion de trastuzumab (Herceptin), el primer anticuerpo monoclonal dirigido a HER2, para

cancer de mama HER2+.

2010

Ensayo ToGA: Trastuzumab combinado con quimioterapia es aprobado como estandar de tratamiento

para CG/UGE HER2+ avanzado, mejorando la supervivencia global (Bang YJ, et al. Lancet. 2010).

2014

Ensayo TyTAN: Lapatinib mas paclitaxel no mejora la supervivencia global frente a paclitaxel solo en

CG HER2+ en segunda linea (Satoh T, et al. J Clin Oncol. 2014).

2018

Ensayo JACOB: Pertuzumab mas trastuzumab y quimioterapia no demuestra mejora significativa en
supervivencia global frente a trastuzumab y quimioterapia estandar en CG HER2+ (Tabernero J, et

al. Lancet Oncol. 2018).

2020

Ensayo DESTINY-GastricOl: Trastuzumab deruxtecan (T-DXd) mejora significativamente la
supervivencia global y la tasa de respuesta en CG HER2+ refractario (Shitara K, et al. N Engl J
Med. 2020).

2021

Ensayo DESTINY-Gastric02: Trastuzumab deruxtecan (T-DXd) mejora significativamente la
supervivencia global y la tasa de respuesta en CG HER2+ en progresion a primera linea y recibe

aprobacion en segunda linea ( Van Cutsem E, et al. The Lancet. Oncology. 2023;24(7):744-756.).

2023

Investigacion en curso sobre nuevas estrategias, como anticuerpos biespecificos (ZW25, KN026) y
conjugados anticuerpo-farmaco (Disitamab vedotin, ARX788), para superar la resistencia a

trastuzumab.

2024

Ensayo KEYNOTE-811: Aprobacion de Trastuzumab + Pembrolizumab + Quimioterapia en primera
linea para CG avanzado HER2+, tras demostrar mejoria en la supervivencia libre de progresion frente

a trastuzumab + quimioterapia (Janjigian Y'Y, et al. Nature. 2021;600(7890):727-730.).

Tabla 2. Evolucion en el tratamiento sistémico del cancer gastrico avanzado. Fuente: elaboracion propia.
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Nombre del | Afio | Terapia Indicaciones | Resultados Clave | Referencia
Estudio Evaluada
ToGA 2010 | Trastuzumab + | CG/UGE Incremento en la | Bang YJ, et
quimioterapia avanzado supervivencia al. Lancet. 2010
HER2+ global (13,8 wvs.
11,1 meses) en
pacientes HER2+
TyTAN 2014 | Lapatinib + | CG HER2+ | No mejora en la | Satoh T, et al.J
paclitaxel en segunda | supervivencia Clin Oncol. 2014
linea global frente a
paclitaxel solo
(8,8 VS. 8,1
meses).
LOGiC 2016 | Lapatinib + | CG HER2+ No mejora en la | Hecht JR, et al. J
capecitabina y supervivencia Clin Oncol. 2016
oxaliplatino global frente a
quimioterapia
estandar (12,2 vs.
10,5 meses).
GATSBY 2017 | Trastuzumab CG/UGE No mejora en la | Thuss-Patience
emtansina  (T- | avanzado supervivencia PC, et al. Lancet
DM1) HER2+ global frente a | Oncol. 2017
taxanos en
segunda linea (7,9
vs. 8,6 meses).
JACOB 2018 | Pertuzumab  + | CG/UGE No mejora | Tabernero J, et
trastuzumab ~ + | avanzado significativa  en | al. Lancet
quimioterapia HER2+ supervivencia Oncol. 2018
global frente a
trastuzumab +
quimioterapia
(14,2 vs. 138
meses).
DESTINY- 2020 | Trastuzumab CG HER2+ | Mejora Shitara K, etal. N
Gastric0l deruxtecan  (T- | refractario significativa  en | Engl J Med. 2020
DXd) supervivencia

global (12,5 wvs.

8,4 meses) y tasa
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de respuesta
global (51% vs.
14%).

terapia estandar).

La SG fue mayor

con
pembrolizumab
combinado  con
tratamiento

estandar (mediana

de 20 vs 16,8
meses; IC del
95%: 0,67-

0,94;p=0,0040).

T-ACT 2020 | Trastuzumabmas | CG HER2+ | No se observaron | Makiyama A, et
alla de la | avanzado beneficios en | al.J Clin
progresion supervivencia Oncol. 2020
global frente a
quimioterapia
estandar.
DESTINY- 2022 | Trastuzumab CG/UGE Tasa de respuesta | Van Cutsem E, et
Gastric02 deruxtecan (T- | HER2+ (>2* | ~40-45%; SG | al. Nat Med 2023
DXd) linea) media ~12,1
meses
KEYNOTE-811 2024 | Pembrolizumab | CG/UGE Mayor tasa de | Janjigian YY, N
+ trastuzumab + | HER2+  (1? | respuesta (72,6% | Engl ] Med 2024
quimioterapia linea) vs. 60,1% con

Tabla 3. Principales estudios sobre terapias anti-HER2 en cancer géstrico avanzado HER2 positivo. Fuente:

elaboracion propia.
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Agente/Ensa | Tipo  de | Fase | Indicacion | Resultados | Estado /| Referencias
yo Terapia Mas Aprobacion
Avan
zada
Zanidatamab | Anticuerpo | II/IIl | HER2+ Tasas de | En Zanidatamab in
(ZW25) biespecific avanzado respuesta investigacion | HER2+ Gastric
o anti- prometedora Cancer, Clin
HER2 S en Cancer Res,
combinacion 2021
con
quimioterapi
a
KNO026 Anticuerpo | II/III | HER2+ Alta eficacia | En KNO026
biespecific avanzado, | en investigacion | Bispecific
o anti- refractario | combinacion Antibody
HER2 con Study, J Clin
quimioterapi Oncol, 2022
a en
pacientes
refractarios
Trastuzumab | ADC 11T HER2+ Alta FDA 2% linea, | Trastuzumab
deruxtecan (Anticuerp avanzado/r | supervivenci | aprobado Deruxtecan in
(DS-8201, o efractario, | a global y | internacional | Advanced
DESTINY- conjugado) 2%/3 linea | tasa de HER2+ Gastric
Gastric 01, 03 | anti-HER2 respuesta en Cancer, N Engl
y 04) estudios J Med, 2020 &
DESTINY- 2025
Gastric
Disitamab ADC anti- | I/IIl | HER2+ Respuestas En Disitamab
vedotin HER2 avanzado, | robustas en | investigacion | Vedotin and
(RC48-ADC) refractario | pacientes ADCs in Gastric
con Cancer, J Clin
progresion Oncol, 2021; Int
tras J Mol Sci, 2025
trastuzumab
ALX148 ADC anti- | II HER2+ Actividad En ASPEN 06
HER2 refractario | antitumoral investigacion | Study, ASCO
prometedora Gastrointestinal
segun Cancer
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estudios en

curso

Symposium

2025

Tucatinib TKI (| /I | HER2+ Se  evalua | En Tucatinib ~ for
Inhibidor avanzado, | combinado investigacion | HER2+ Gastric
de tirosina refractario | con Cancer, J Clin
quinasa) trastuzumab Oncol, 2023
anti-HER2 y

quimioterapi
a en lineas
avanzadas

Patritumab ADC anti- | I/IT HER2+/H | Resultados En HER3-DXd

deruxtecan HER3 ER3 iniciales investigacion | Activity in

(HER3-DXd) activado prometedore Gastric Cancer,

S en tumores J Clin Oncol,
con 2022
expresion

elevada de

HER3

CAR-T Terapia /11 HER2+ Seguridad y | Experimental | Fighting HER2

(Células T con | celular avanzado actividad in Gastric

receptor  de | dirigida preliminar; Cancer: Current

antigeno anti-HER2 en fase Approaches...,
quimérico) experimental Int J Mol Sci,

anti-HER2 2025

Vacunas anti- | Inmunotera | I/II HER2+ Resultados Experimental | Fighting HER2

HER2 pia avanzado preliminares; in Gastric
especifica en desarrollo Cancer: Current
anti-HER2 Approaches...,

Int J Mol Sci,
2025

Tabla 4. Terapias Emergentes: Ensayos Clinicos recientes y nuevos agentes innovadores en cancer gastrico

avanzado HER2 positivo. Fuente: elaboracion propia.
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1.4.3 Inmunoterapia en cancer gastrico avanzado HER2+

La inmunoterapia, basada en la activacion del sistema inmunolédgico contra las células
tumorales, ha revolucionado el manejo del cancer avanzado, incluido el CG HER2+.
Aunque los inhibidores de puntos de control inmunitario (como los inhibidores de PD-
1/PD-L1) no se dirigen directamente a HER2, se han explorado con éxito en combinacién

con terapias anti-HER2 y quimioterapia para potenciar la respuesta antitumoral (61).

Actualmente, la inmunoterapia se recomienda como parte del tratamiento de primera linea
para el CG y de la UGE avanzado o metastasico HER2+, integrada con terapia dirigida
contra HER2 y quimioterapia. La ASCO recomienda la combinacion de trastuzumab,
pembrolizumab y quimioterapia basada en fluoropirimidina y oxaliplatino para pacientes
con CG HER2+ irresecable o metastasico, no tratados previamente, basandose en los
resultados interinos del estudio KEYNOTE-811 que demostré un aumento significativo
en la TRO sin incremento en la toxicidad en comparaciébn con trastuzumab y
quimioterapia solos (61,64). La justificacion para esta recomendacion es el efecto
sinérgico observado entre la terapia dirigida contra HER2 y la inhibicién de puntos de
control inmunitario, lo cual potencia la actividad antitumoral. La guia sefiala que la
mayoria de los pacientes en el ensayo KEYNOTE-811 presentaban un Combined Positive

Score (CPS) de PD-L1 >1, pero el beneficio fue independiente del estado de PD-L1 (64).

En la actualidad, la combinacion de trastuzumab con quimioterapia, con o sin
inmunoterapia, constituye el estdndar terapéutico de primera linea en pacientes con CG
avanzado HER2+. La complejidad bioldgica del CG HER2+, junto con los mecanismos
de resistencia adquirida, continta representando un desafio clinico significativo. A pesar
de la disponibilidad de nuevas generaciones de agentes dirigidos a HER2 —incluidos
conjugados anticuerpo-farmaco (ADC), inhibidores de tirosina quinasa y anticuerpos
biespecificos, la seleccion dptima y secuencial de estas estrategias sigue siendo un area
prioritaria de investigacion. La identificacion de biomarcadores predictivos de respuesta,
asi como la caracterizacion de toxicidades asociadas a cada régimen, son elementos

esenciales para avanzar hacia una medicina personalizada y precisa (73).

Cabe destacar que, debido a la marcada heterogeneidad en la expresion de HER2, es
imperativo evaluar el estatus HER2 en el tejido tumoral en el momento de la progresion,

mediante la obtencidon de nuevas muestras de biopsia, incluso de lesiones metastésicas.
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Finalmente, la resistencia a terapias anti-HER2 constituye un proceso multifactorial que
involucra alteraciones genomicas, reprogramacion de vias de sefalizacion y
modificaciones en el microambiente inmunologico tumoral. Se prevé que el desarrollo e
implementacion de tecnologias avanzadas de caracterizacion molecular permitan
dilucidar los mecanismos especificos responsables de la resistencia y faciliten la
generacion de estrategias terapéuticas innovadoras orientadas a mejorar los resultados en

pacientes con CG avanzado HER2+.

1.5 Biomarcadores de interés en cancer gastrico

Los biomarcadores recomendados para la caracterizacion molecular al momento del
diagnostico de CG avanzado segun las guias clinicas internacionales y la practica estandar
actual incluyen: HER2, MSI o deficiencia de proteinas de reparacion de desajustes
(dMMR), PD-L1 mediante CPS y, mas recientemente, Claudina 18.2 (CLDN18.2) y
expresion del receptor 2b del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR2b). El analisis
de estos marcadores permite personalizar el tratamiento de los pacientes con diferentes
terapias dirigidas o inmunoterapia en primera linea y lineas subsecuentes; su
determinacion debe realizarse en tejido tumoral del tumor primario o de las metéstasis al

diagnéstico de enfermedad avanzada o metastasica (74—77).

A continuacion, se detallan:
e HER2: Todos los pacientes con adenocarcinoma gastrico o de la UGE avanzado
o metastasico deben someterse a pruebas de HER2 mediante IHQ, con ISH para
casos equivocos (IHQ 2+). La positividad de HER2 identifica candidatos para la
terapia anti-HER2 (37,74,77,78). La positividad del receptor HER2 es el primer
biomarcador descrito asociado con respuesta a la terapia anti HER2 como
trastuzumab como se establecid en el ensayo clinico ToGA en primera linea de
tratamiento (52). Ademas, la senalizacion de HER2 puede influir en la activacion
de células inmunes en los tumores, y trastuzumab aumenta la expresion de PD-1
y PD-L1, mejorando la eficacia de los inhibidores de HER2 cuando se combinan

con anticuerpos anti-PD-1(79).

e Proteinas de reparacion de desajustes (MMR) e inestabilidad de microsatélites
(MSI): Se recomienda realizar la prueba universal para detectar dAMMR mediante

IHQ para MLHI1, MSH2, MSH6 y PMS2, o evaluar la MSI a través de reaccion
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en cadena de la polimerasa (PCR) o secuenciacion de nueva generacion (NGS).
El estado de alta inestabilidad de microsatélites (MSI-H) o dMMR, puede
asociarse al sindrome de Lynch y predice beneficio al tratamiento con inhibidores
de puntos de control inmunitario (37,74,77). El subtipo de tumor con MSI-H es
uno de los cuatro subtipos de CG segun el TCGA (80). La incidencia de MSI-H
en CG varia entre 8 y 25%, siendo menor en enfermedad metastasica (72). Los
tumores con estatus MSI-H o con dMMR presentan acumulacién de mutaciones
que pueden ser objetivos para las células inmunitarias, incrementando la eficacia

de la inmunoterapia (81) independientemente de la linea de terapia (82).

PD-L1: La expresion de PD-L1 debe evaluarse utilizando la puntuacién de CPS
mediante THQ. El estado de PD-L1 se ha considerado un biomarcador predictivo
para la respuesta a los inhibidores de puntos de control inmunolégico y guia la
seleccion de la inmunoterapia, especialmente en combinacion con quimioterapia

en primera linea (37,74,77).

CLDNI18.2 (claudina 18.2): Su expresion permite considerar el uso de anticuerpos
dirigidos como zolbetuximab en primera linea, recientemente incorporado tras
resultados positivos en ensayos fase III y aprobado en EE. UU. para esta

indicacion (77,83).

Expresion del FGFR2b: FGFR2b es un biomarcador independiente que se
sobreexpresa en 4—15 % de los canceres géstricos y de la UGE, asociado a mayor
agresividad tumoral y peor prondstico. Su deteccion es fundamental para
identificar pacientes que pueden beneficiarse de terapias dirigidas como

bemarituzumab (84,85).

Otros biomarcadores de interés que pueden ayudar en la toma de decisiones

terapéuticas son:

Carga mutacional tumoral (TMB por sus siglas en inglés): Una TMB alta es poco
frecuente en CG HER2+, pero cuando estd presente, se asocia con mejor
pronodstico y mayor respuesta a inmunoterapia, independientemente de otros

biomarcadores como PD-L1 y linfocitos infiltrantes de tumores (TILs por sus
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siglas en inglés). La TMB aporta valor predictivo adicional y su integraciéon con
otros marcadores puede mejorar la seleccion de pacientes candidatos a

inmunoterapia (37,86,87).

Linfocitos Infiltrantes de Tumores (TILs): Los TILs representan un componente
clave del microambiente tumoral en el CG, incluyendo los subtipos HER2+.
Niveles elevados de TILs, en particular de células T CD3+ y CD8+, se asocian
con una mejor SG y SLP en pacientes con CG. La presencia de TILs refleja una
respuesta inmunitaria antitumoral activa por parte del huésped, y se ha vinculado
con caracteristicas prondsticas favorables, tales como menor invasion tumoral,
menor compromiso ganglionar y estadios mas tempranos segun la clasificacion
TNM (88-92). En el caso especifico del CG HER2+, si bien los datos directos son
limitados, la relevancia pronostica general de los TILs en el CG sigue siendo
aplicable. Una alta densidad de TILs puede indicar un microambiente tumoral mas
inmunogénico, lo cual podria potenciar la eficacia de la inmunoterapia, e incluso
mejorar la respuesta a terapias dirigidas contra HER2. Adicionalmente, los TILs
suelen estar asociados con la positividad para PD-L1, lo cual resulta relevante para

la seleccion de pacientes en ensayos de inmunoterapia (88,89,91-93) .

Fusiones del gen NTRK: Se recomienda la prueba de fusiones NTRK, ya que estas

alteraciones raras son susceptibles de accion con inhibidores especificos (37,74).

Estado del VEB: Los tumores VEB-positivos representan un subtipo molecular
distinto y pueden tener implicaciones terapéuticas uUnicas, incluyendo alta

expresion de PD-L1 y potencial sensibilidad a la inmunoterapia (94).

Las guias europeas y americanas recomiendan que, cuando hay abundante tejido tumoral,

se puede utilizar un perfil gendmico integral mediante NGS validada para evaluar estos

biomarcadores (37).
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1.5.1 Historia del descubrimiento del receptor HER2

HER2, también conocido como ERBB2 o c-erbB-2, fue identificado por primera vez en
la década de 1980 como un miembro de la familia ErbB de receptores de tirosina-quinasa,
moléculas que presentan una homologia estructural significativa con el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR). El potencial oncogénico de HER2 se evidencio
inicialmente a partir de estudios realizados sobre el oncogén neu en ratas, el cual resultd
ser homoélogo a un gen humano posteriormente denominado HER2. Investigaciones
subsiguientes demostraron que tanto la amplificacion génica como la sobreexpresion de
HER2 ocurren en un subconjunto de carcinomas mamarios humanos, fenémeno
directamente asociado con un comportamiento tumoral mas agresivo y un pronostico

desfavorable en comparacion con otros subtipos de cancer de mama (95-98).

A fines de los afios 1980 y principios de los 1990, el uso de técnicas de IHQ y de andlisis
molecular permiti6 establecer de manera concluyente la sobreexpresion de HER2 como
un biomarcador clinicamente relevante en cancer de mama. Este hallazgo condujo a la
definicién de un subgrupo clinico distinto de pacientes con peor prondstico y respuestas
diferentes al tratamiento estandar (95,96). El reconocimiento de la importancia de HER2
como diana terapéutica impulsé el desarrollo de terapias dirigidas, destacandose la

introduccion del anticuerpo monoclonal trastuzumab a finales de la década de 1990.

Trastuzumab se consolidd como la primera terapia anti-HER2 que demostré un beneficio
clinico significativo en pacientes con cancer de mama HER2+, transformando el abordaje
terapéutico de esta patologia (99). Desde entonces, HER2 ha sido reconocido como un
impulsor critico no solo en cancer de mama, sino también en otros tipos de neoplasias
malignas, lo que ha propiciado importantes avances en el campo de la oncologia
personalizada, con el descubrimiento de nuevos agentes dirigidos contra este receptor

(95,96,99).

1.5.2 Caracteristicas del receptor HER2

HER2, es una glicoproteina transmembrana perteneciente a la familia de receptores
EGFR. Esta familia consta de cuatro miembros: EGFR (HER1), HER2, HER3 y HERA4,
todos los cuales desempefian un papel crucial en la regulacion de procesos celulares

fundamentales como la proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. HER2 esta
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codificado por el gen ERBB2, localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17q12-21),
y carece de un ligando conocido, lo que lo hace tnico entre los receptores de su familia

(98,100).

La Figura 2 presenta la estructura tridimensional predicha de la proteina HER2
(ERBB2) obtenida con AlphaFold y visualizada mediante el modulo Structure de Human
Protein Atlas. El modelo exhibe la organizacion modular caracteristica del receptor: un
dominio extracelular compuesto por cuatro subdominios ricos en ldminas beta (I-IV) que
median la dimerizacién y el reconocimiento de epitopos terapéuticos, una hélice
transmembrana Uinica, y un dominio citopldsmico tirosina-quinasa bilobulado que
alberga el bolsillo de union a ATP y los motivos cataliticos conservados. La codificacion
por colores facilita distinguir areas bien definidas del plegamiento frente a regiones
flexibles o desordenadas, lo que aporta contexto para interpretar el impacto potencial
de mutaciones sobre estabilidad, dimerizacion y sefializaciéon. En conjunto, esta
representacion estructural de HER2 sustenta la racionalidad terapéutica en el CG HER2+,
al situar en su entorno tridimensional los sitios de unién de anticuerpos (por ejemplo,
trastuzumab y pertuzumab) y las cavidades “drogables” del dominio cinasa, ademas de

permitir el mapeo de variantes de significado clinico directamente sobre la estructura.
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Description:
Structure prediction of ERBB2-201 from Alphafold v2.3.2
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Figura 2. Estructura tridimensional predicha de HER2 obtenida del visor Structure de Human Protein

Atlas (prediccion AlphaFold v2). Accedido el 09-11-2025.

Desde el punto de vista estructural, HER2 consta de tres dominios principales (101):

1. Dominio extracelular: Responsable de la interaccion con otros receptores de la
familia ErbB, lo que facilita la formacion de heterodimeros funcionales.

2. Dominio transmembrana: Proporciona anclaje en la membrana plasmatica.

3. Dominio quinasa intracelular: Posee actividad tirosina quinasa, lo que permite la

transmision de sefiales hacia el nucleo y otras partes de la célula

HER?2 funciona principalmente al formar heterodimeros con otros miembros de la familia,
como HER3. Estos heterodimeros son particularmente potentes en la activacion de vias
de senalizacion intracelular, entre las que destacan PI3K/AKT/mTOR 'y
RAS/RAF/MEK/ERK. Estas rutas estdin implicadas en procesos clave como la
proliferacion celular, la inhibicion de la apoptosis, la angiogénesis y la invasion tumoral,
lo que subraya la relevancia biologica de HER2 en la progresion del cancer (102). En la
figura 3 se muestra una representacion esquematica de la familia HER, incluido el

receptor HER2.
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Figura 3. Representacion esquematica de las caracteristicas de los receptores de la familia HER. Todos los
miembros de la familia HER tienen un ligando conocido (representado por circulos azules), excepto HER2
(indicado con una X). Todos poseen un dominio intracelular (representado por el rombo azul), a excepcion

de HER3. Fuente: elaboracion propia.

1.5.3 Asociacion del receptor HER2 con el cancer de mama

El descubrimiento mas significativo relacionado con HER2 ocurri6 en 1987, cuando
Dennis Slamon y su equipo demostraron que la amplificacion del gen HER2 estaba
presente en aproximadamente el 20-30% de los casos de cancer de mama. Ademas,
encontraron que esta amplificacion estaba asociada con un comportamiento tumoral mas
agresivo, mayor riesgo de recaida y menor SG. Este estudio pionero establecid por
primera vez una conexion directa entre la amplificacion de HER2 y un prondstico
desfavorable en pacientes con cancer (103). Los canceres de mama con sobreexpresion
de HER2 o HER2+, se asocian con un mayor riesgo de recurrencia y un pronostico
considerablemente mas desfavorable en comparacion con los subtipos HER2-negativos

(97,99,104).

El estado de HER2 constituye un biomarcador fundamental, tanto para establecer el
prondstico de la enfermedad como para la toma de decisiones terapéuticas. La
identificacion de la sobreexpresion de HER2 o la amplificacion del gen HER2 en tumores

mamarios permite predecir la respuesta a terapias dirigidas contra HER2, como el
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anticuerpo monoclonal trastuzumab y otros agentes anti-HER2, los cuales han
revolucionado el manejo clinico y mejorado de manera significativa el pronostico de las
pacientes con enfermedad HER2+ (99,105). Cabe destacar que la positividad para HER2
se asocia con resistencia relativa a la terapia endocrina, sino también con una mayor
sensibilidad a quimioterapia, como las antraciclinas (105,106). La asociacion de HER2
con el cancer de mama no solo transform¢é la comprension del papel de los receptores
tirosina quinasa en la oncogénesis, sino que también destaco la importancia de HER2
como un biomarcador pronostico y potencialmente terapéutico. Este descubrimiento fue

un catalizador para la investigacion de HER2 en otros tipos de cancer.

1.5.4 HER2 en otros tipos de cancer

La amplificacion de HER2 posee una relevancia clinica considerable en diversos tipos de
cancer mas alla del cancer de mama, donde actia no solo como un impulsor oncogénico,
sino también como un marcador pronéstico y un biomarcador predictivo de respuesta a
terapias dirigidas. Entre las indicaciones mas establecidas fuera del contexto mamario se
encuentran los adenocarcinomas gastricos y de la UGE en los cuales la amplificacion de
HER2 se presenta en aproximadamente el 15 a 20% de los casos. En este escenario, la
presencia de HER2 predice el beneficio clinico derivado del uso de terapias anti-HER2,

como trastuzumab, tal como fue demostrado en el ensayo clinico ToGA (52).

En el caso del cancer colorrectal, la amplificacion de HER2 se observa en alrededor del
5% de los casos metastésicos, especialmente en tumores que no presentan alteraciones en
los genes RAS o BRAF. En este contexto las terapias dirigidas contra HER2 han
evidenciado un beneficio clinico significativo (107). Por su parte, el adenocarcinoma
pulmonar exhibe amplificaciéon de HER2 en una minoria de los casos (1-3%), condicién
que se asocia a un pronodstico desfavorable y que actualmente es objeto de investigacion

activa como posible diana terapéutica (108—111).

En las neoplasias ginecoldgicas, la amplificacion de HER2 es mas frecuente en el
carcinoma seroso uterino (hasta un 13%), el carcinoma ovarico mucinoso (14%), y, en
menor medida, en los canceres de endometrio y cuello uterino, donde estudios en curso
evallian la eficacia de los agentes dirigidos contra HER2 en estos contextos. Otras

neoplasias que presentan tasas bajas, pero clinicamente relevantes de amplificacion de
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HER?2 incluyen el cancer de vejiga, de vesicula biliar, el colangiocarcinoma extrahepatico

y el carcinoma endometrial (112-115).

La importancia clinica de la amplificacion de HER2 en estos tipos tumorales radica no
solo en su asociacién con una biologia tumoral mas agresiva, sino en su papel como
biomarcador predictivo de respuesta a terapias dirigidas contra HER2, las cuales estan
siendo progresivamente incorporadas en los esquemas terapéuticos de varios de estos

tumores (97,116).

1.5.5 HER2 en cancer gastrico y de la union gastroesofagica

HER2 se encuentra amplificado en aproximadamente el 10-20% de los adenocarcinomas
gastricos y de la UGE, con una mayor prevalencia en los tumores de tipo intestinal, bien

o moderadamente diferenciados, y en los tumores proximales (117).

Desde el punto de vista bioldgico, HER2 contribuye a la progresion tumoral en el
CG/UGE al activar maultiples vias de sefializacion. La activacion de la via
PI3BK/AKT/mTOR, en particular, promueve la supervivencia celular al inhibir la
apoptosis y aumentar la resistencia a condiciones adversas como la hipoxia. Por otro lado,
la via RAS/RAF/MEK/ERK est4 involucrada en la proliferacion celular y la regulacion
del ciclo celular, lo que favorece un crecimiento tumoral acelerado (118). Ademés, HER2
puede influir en la remodelacion del microambiente tumoral al promover la angiogénesis

mediante la regulacion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (101).

La sobreexpresion de HER2 también puede asociarse con un prondstico desfavorable y,
en el caso del CG temprano no diferenciado, con un mayor riesgo de metastasis en los

ganglios linfaticos (119).

1.5.6 Implicaciones clinicas y bioldogicas de HER2 en cancer gastrico

La positividad para HER2 en CG y UGE tiene implicaciones tanto clinicas como
biologicas. Biologicamente, ERBB2 es un protooncogén que codifica un receptor tirosina
quinasa transmembrana, el cual participa en la proliferacion celular, la supervivencia y la
sefializacion antiapoptotica, y se asocia a una biologia tumoral mas agresiva, incluyendo
mayores tasas de invasion y metastasis ganglionares, aunque su significado prondstico

independiente contintia siendo motivo de debate (37,120,121).
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Clinicamente, la positividad para HER2 constituye un biomarcador predictivo de
respuesta a la terapia dirigida contra HER2. La incorporacion de trastuzumab a la
quimioterapia de primera linea basada en platino y fluoropirimidinas fue considerado el
estandar de tratamiento para la enfermedad avanzada o metastasica HER2+, por la
mejoria en la SG demostrada en el estudio ToGA (52). La American Society of Clinical
Oncology (ASCO), el College of American Pathologists (CAP) y la American Society
for Clinical Pathology recomiendan la determinacion sistematica del estado de HER2 en
adenocarcinomas gastroesofdgicos avanzados o metastdsicos para guiar la decision
terapéutica. Asimismo, la NCCN recomienda la evaluaciéon de HER2 al momento del
diagnostico de enfermedad metastasica. Mdas recientemente, la adicion de inhibidores de
puntos de control inmunitario (por ejemplo, pembrolizumab) a trastuzumab y
quimioterapia, asi como el uso nuevos anticuerpos conjugados contra HER2 (por
ejemplo, trastuzumab deruxtecan), han contribuido a mejorar los resultados clinicos

(71,120-122). Estos avances seran analizados en mayor detalle mas adelante.

Sin embargo, la expresion de HER2 en estos tumores suele ser heterogénea, y la pérdida
de positividad puede ocurrir con la progresion de la enfermedad o posterior al tratamiento,
contribuyendo a la aparicion de resistencia. Por lo tanto, la evaluacion precisa y la
monitorizacion del estado de HER2 previo inicio del tratamiento es fundamental en la

toma de decisiones para un manejo 6ptimo de los pacientes (123,124).

1.5.7 Diferencias en la sobreexpresion del receptor HER2 entre cancer gastrico y

cancer de mama

La expresion de HER2 en el CG se diferencia significativamente de la observada en el
cancer de mama, tanto en aspectos clinicos como biolégicos. En el CG, la positividad
para HER2 se presenta en aproximadamente el 10-20% de los casos, con mayor
prevalencia en los tumores de la UGE y en aquellos de histologia tipo intestinal,
caracterizdndose por una expresion frecuentemente heterogénea. En contraste, en el
cancer de mama la sobreexpresion o amplificacion de HER2 ocurre en cerca del 15-20%

de los casos, habitualmente con un patron homogéneo y difuso (37,58,120,121,125).

La heterogeneidad de la expresion de HER2 en CG/UGE se manifiesta tanto dentro de un
mismo tumor como entre las lesiones primarias y metastasicas, lo que ha exigido el

desarrollo de criterios especificos para la interpretacion de la IHQ e ISH de HER2,
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distintos a los aplicados cénceres de mama. Por ejemplo, en CG/UGE se considera
positiva la tincion incompleta o basolateral de la membrana, mientras que en el cancer de
mama s6lo se acepta como positiva la tincion membranosa completa (120,123,125).

Desde el punto de vista bioldégico, HER2 es un reconocido impulsor oncogénico en el
cancer de mama, confiriendo mal prondstico en ausencia de terapia dirigida, ademas de
ser un marcador predictivo robusto de respuesta a agentes anti-HER2. En el CG/UGE, el
significado prondstico de HER2 es menos claro y podria limitarse a ciertos subgrupos
(por ejemplo, tipo intestinal), ya que algunos estudios han mostrado asociacién con

caracteristicas de agresividad, pero no consistentemente con mal pronostico (58,121).

En la practica clinica, las terapias dirigidas contra HER2, como por ejemplo trastuzumab,
constituyen el estdndar de tratamiento en ambas neoplasias, aunque la eficacia y el
espectro de agentes activos difieren. En el cancer de mama, multiples agentes dirigidos
contra HER2 (trastuzumab, pertuzumab, T-DM1, lapatinib) han demostrado eficacia,
mientras que en CG/UGE, hasta la fecha solo trastuzumab y mads recientemente
trastuzumab deruxtecan han mostrado un beneficio claro; en contra, otros farmacos anti-
HER2 no han mostrado eficacia significativa en términos de supervivencia hasta el
momento (62,71,120). Tanto la NCCN como la ASCO recomiendan la determinacion de
HER?2 en todos los pacientes diagnosticados de CG/UGE avanzados o metastasicos para
orientar el tratamiento, aunque los protocolos de evaluacion y los criterios de

interpretacion son diferentes a los empleados en el cancer de mama (37,120).

En resumen, la expresion de HER2 en el CG/UGE es més heterogénea, requiere criterios
diagnésticos distintos y su valor prondstico es menos claro en comparacion con el cancer
de mama, aspectos que tienen importantes implicaciones para la realizacion de pruebas

diagnésticas y la seleccion del tratamiento.

1.6. Puntuacion de inmunohistoquimica e hibridacion in situ de HER2 en cancer
gastrico

La IHQ es el método principal para la evaluacion de la expresion de HER2 en el CG y de
la UGE, y resulta fundamental para identificar a los pacientes candidatos a terapia dirigida
contra HER2. La IHQ valora la intensidad y el patron de tincion en la membrana celular
de las células tumorales, empleando un sistema de puntuacion (0 a 3+) especifico para el

CG/UGE, debido a sus frecuentes patrones de tincion heterogénea e incompleta. Una
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puntuaciéon de 3+ se considera positiva, mientras que una puntuacioén de 2+ es equivoca
y requiere confirmacion mediante ISH para determinar la amplificacion del gen HER2.
Soélo los tumores con IHQ 3+ o IHQ 2+/ISH+ se consideran HER2+ y candidatos a
tratamiento con trastuzumab. En la tabla 5 se definen los criterios de evaluacion de HER2
por IHQ en muestras quirtrgicas y endoscopicas (120,126), mientras que en la figura 4
se muestran imagenes representativas de los diferentes niveles de IHQ en muestras de

pacientes con CG.

1.6.1 Diferencias clave entre muestras quirurgicas y biopsias

El sistema desarrollado por Hofmann et al. también considera diferencias técnicas y
practicas entre muestras quirirgicas y biopsias endoscopicas. Estas diferencias son
especialmente relevantes en el CG debido a la heterogeneidad intratumoral y a la

distribucion irregular de HER2 dentro del tumor (120,127-129).

1. Muestras quirurgicas:

o Permiten la evaluacion de 4reas mas amplias del tumor, lo que reduce el
riesgo de falsos negativos debido a la heterogeneidad.

o Requieren la evaluacion de al menos el 10% de las células tumorales para
clasificar adecuadamente la puntuacion de IHQ.

2. Biopsias endoscopicas:

o Son mas limitadas en cantidad de tejido y suelen incluir un numero
reducido de células tumorales.

o Las puntuaciones se basan en la evaluaciéon de al menos 5 células
cohesivas, lo que refleja la necesidad de ajustar los criterios para muestras
mas pequenias.

o Los estudios han demostrado que la concordancia entre biopsias y
muestras quirirgicas es alta en tumores con puntuaciones de 3+, pero
puede ser limitada en casos con puntuaciones de 2+ o menor. Esto subraya
la importancia de un muestreo adecuado y la confirmacién mediante

técnicas de ISH cuando sea necesario (128).

Tanto la NCCN, el CAP, la American Society for Clinical Pathology, como la ASCO
recomiendan la evaluacion de HER2 mediante ITHQ (con ISH de rescate en casos
equivocos) en el momento del diagndstico en todos los pacientes con adenocarcinoma

gastrico o de UGE avanzado o metastésico, ya que el estado de HER2 guia directamente
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el uso de trastuzumab en primera linea. Puede considerarse una reevaluacion en caso de

progresion de la enfermedad, si estd clinicamente indicado. La valoracion precisa

mediante THQ es critica, dado que la terapia dirigida contra HER2 mejora

significativamente los resultados solo en los casos HER2+, y una clasificacion incorrecta

podria conducir a una seleccion inapropiada del tratamiento (130-134).

IHQ Muestra quirargica Biopsia endoscopica Resultado de HER2
Puntuacién
0 No hay tincion membranosa | No hay tincion membranosa | Negativo
o tincidén en < 10% de las | o tincion s6lo en células raras
células tumorales. (< 5 células cohesivas).
1+ Tincion membranosa débil o | Tincidbn membranosa débil o | Negativo
incompleta en > 10% de las | incompleta en al menos 5
células tumorales. células cohesivas.
2+ Tincion membranosa | Tincioén membranosa | Equivoco (requiere
completa o  basolateral | completa o  basolateral | ISH).
débil/moderada en > 10% de | débil/moderada en al menos
las células tumorales. 5 células cohesivas.
3+ Tincion membranosa | Tincioén membranosa | Positivo
completa o basolateral fuerte | completa o basolateral fuerte
en > 10% de las células | en al menos 5 células
tumorales. cohesivas.

Tabla 5. Puntuacion de HER2 por IHQ en muestras quirurgicas y endoscopicas. Fuente: Adaptada de
referencias 120,126.




51

.7 0w T W7 AR T
& » " R .‘ -~ -
RIS IE VIR R TIA
(1) “ e ".‘.. » ® %
’ ’ e PR ."'5‘ v »
e 4 >, '.:'. . »a '
: ¥ o Te
2o b2, R Yol L - T %
L) rT &% o B o q 9 Nlae
* ~ .".b ° . P - L R
“' N » p_ ¢ o %t
«'"S W o~ T » » . [*S
[ 5 - L) -
LY .-.) - y 3 4 >
. ~ - » w®,
I CEAPSE ISR JL R JEA S
| . el 4 o“ag we
‘n’ r - v:h. -."-‘l@. s
. 4. o # - « oda
HER20 | g Ay 9% 54
b A 00 5 = A TAnt, QW

& I‘
s

A
25 i (4

&
"

HER22+ | <

Figura 4. Imagenes representativas por IHQ de los diferentes niveles de HER2 en CG. Fuente: imagenes

originales proporcionadas por la Dra. Miriam Cuatrecasas.

1.6.2 Interpretacion clinica de la clasificacion de HER2 por inmunohistoquimica

La interpretacion clinica de la clasificacion de HER2 por IHQ en CG difiere de la utilizada
en cancer de mama y sigue criterios especificos validados por el estudio ToGA (52) y las
guias de la CAP, American Society for Clinical Pathology y ASCO (126).La

clasificacion se aplica de la siguiente manera:

e HER2+ (IHQ 3+): Los tumores cuya expresion HER2 es 3+ por IHQ son
considerados positivos y por lo tanto candidatos a tratamiento con trastuzumab
sin necesidad de pruebas adicionales.

e HER2-equivoco (IHQ 2+): Requiere confirmacion mediante ISH, ya sea por
fluorescencia (FISH) o cromogénica (CISH), para determinar la amplificacion del
gen HER2. En este contexto, la amplificacion se define como un incremento
clonal del namero de copias del locus HER2 en relacion con el centromero del

cromosoma 17 (CEP17), generalmente determinado por wuna relacion
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HER2/CEP17 >2,0 en al menos 20 nucleos tumorales no superpuestos, como se
describe en la siguiente seccion. Esta confirmacion es crucial para clasificar
adecuadamente a los pacientes y optimizar su manejo terapéutico.

e HER2-negativo (IHQ 0 o I+): Se considera que los tumores con estas
puntuaciones no presentan sobreexpresion de HER2 o amplificacion genémica y

no son candidatos a tratamiento con trastuzumab.

La heterogeneidad intratumoral de HER2 en CG es alta, por lo que se recomienda evaluar
multiples bloques o cortes, especialmente en biopsias, para evitar falsos negativos (135).
La interpretacion debe realizarse con los criterios especificos para CG, ya que la
expresion puede ser focal y basolateral, a diferencia del patron circunferencial tipico en
mama.

En resumen, solo los tumores con THQ 3+ o IHQ 2+ con amplificaciéon confirmada por
ISH se consideran HER2+ y son candidatos a terapia anti-HER2, segun las

recomendaciones de las guias internacionales (37,126).

1.6.3 Hibridacion in situ para HER?2 en cancer gastrico

La ISH desempeia un papel fundamental en la evaluacion del estatus de HER2 en CG y
de la UGE, ya que permite confirmar resultados equivocos (2+) de IHQ y orientar la
elegibilidad para la terapia dirigida contra HER2. Las guias clinicas recomiendan iniciar
la valoracion de HER2 mediante THQ; ante un resultado THQ 2+ (interpretado como
equivoco), se debe complementar con ISH (como FISH) para identificar si existe
amplificacion del gen HER2. Sélo se consideran tumores HER2+ aquellos con un puntaje
de THQ 3+ o IHQ 2+ junto con ISH positiva. Por el contrario, los casos con IHQ 0 o 1+
se clasifican como negativos y no requieren evaluacion adicional por ISH, ya que una
positividad aislada por ISH en estos pacientes no predice respuesta clinica a las terapias
anti-HER2. La justificacion de este enfoque radica en que el beneficio clinico de la terapia
dirigida contra HER2 se correlaciona con la sobreexpresion de la proteina HER2, y la
ISH aporta la mayor utilidad diagnostica para resolver los casos equivocos por IHQ, en

los cuales la amplificacion génica puede encontrarse en un 30—50% de los casos (120).

Partiendo del papel de la ISH en la confirmacion de resultados equivocos por IHQ, es
importante sefialar que tanto la FISH como la ISH en campo claro (incluyendo la ISH

cromogénica y la ISH dual) estan técnicamente validadas y son ampliamente utilizadas
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para la deteccion de la amplificacion génica de HER2 en adenocarcinomas gastricos y de
la UGE. Estos métodos cuantifican las sefiales de HER2 y del CEP17 en al menos 20
nucleos tumorales no superpuestos, considerando como positiva para amplificacion una
relacion HER2/CEP17 >2.0. Este enfoque confiere especial importancia en casos IHQ 2+
(equivocos), en los cuales la ISH puede establecer de manera definitiva el estatus de

HER2 y, por tanto, la elegibilidad para la terapia dirigida (126,136).

Las técnicas de ISH también son utiles para abordar la significativa heterogeneidad
intratumoral caracteristica de los CG. La interpretacion debe priorizar las areas de
carcinoma invasivo y aquellas con la tincién mas intensa en IHQ, ya que es donde existe
mayor probabilidad de encontrar amplificacion génica, siendo esencial evitar elementos
no tumorales y artefactos (120,136,137). Si bien la FISH es el método de ISH mas
establecido, la ISH en campo claro ofrece ventajas practicas, como la identificacion mas
sencilla de los nucleos tumorales y la compatibilidad con plataformas automatizadas de
tincion, aunque ninguno de los métodos ha demostrado superioridad diagnéstica clara

sobre los demas (120).

Los estudios han mostrado una alta concordancia entre IHQ e ISH; sin embargo, un
pequeiio subgrupo de casos con IHQ 1+ o incluso 0 pueden presentar amplificacion de
HER2 por ISH, lo que plantea la posibilidad de una subdeteccion de casos, si la ISH se
realiza s6lo en casos IHQ 2+ (130). No obstante, la practica clinica actual y los datos de
estudios clinicos respaldan limitar el uso de ISH a los casos con IHQ 2+, dado que no se
ha demostrado beneficio de la terapia anti-HER2 en tumores IHQ 0/1+, incluso si hay

amplificacion (120,130).

En resumen, la ISH (incluida la FISH) resulta esencial para confirmar el estatus de HER2
en casos equivocos por IHQ, orientar el uso de terapias dirigidas contra HER2 y enfrentar

los desafios derivados de la heterogeneidad tumoral en del CG y de la UGE.

1.7 Clasificacion y alteraciones moleculares relevantes en cancer gastrico

Los avances recientes en la secuenciacion del genoma del cancer han revelado los perfiles
completos de mutaciones somaticas en los pacientes con CG. El TCGA identificé cuatro
subtipos de CG basados en andlisis gendmicos, epigendmicos y transcriptdmicos

integrados (131).
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. Virus de Epstein-Barr (VEB)-positivo: Caracterizado por la presencia de VEB en

las células tumorales, frecuentes mutaciones de PIK3CA, hipermetilacion extrema
del ADN y amplificacion recurrente de JAK2, CD274 (PD-L1) y PDCDI1LG2
(PD-L2). Estos tumores a menudo muestran una alta infiltracion de células

inmunitarias y pueden responder mejor a la inmunoterapia (80,131,133).

Inestabilidad de microsatélites (MSI): Definido por altos niveles de inestabilidad
de microsatélites e hipermutacién, con mutaciones frecuentes en genes
involucrados en vias de sefializacion oncogénica. Estos tumores estan asociados
con una alta carga mutacional y pueden tener respuestas favorables a los

inhibidores de puntos de control inmunitario (80,131,133).

Genomicamente estable: Enriquecido para la variante histologica difusa, estos
tumores normalmente carecen de alteraciones extensas en el numero de copias
somaticas. Frecuentemente presentan mutaciones en RHOA o fusiones que
involucran proteinas activadoras de GTPasa de la familia RHO, y estan asociados

con pacientes mas jovenes y un prondstico mas desfavorable (80,131-133).

Inestabilidad cromosomica: Caracterizada por una aneuploidia marcada y la
amplificacion focal de receptores tirosina-quinasa (por ejemplo, ERBB2/HER2,
EGFR, FGFR2, MET). Estos tumores son con mayor frecuencia del subtipo
histologico intestinal y estan asociados con mutaciones de TP53 y frecuentes

alteraciones en el numero de copias cromosémicas (80,131,132).

Ademas, los estudios de secuenciacion a gran escala en CG identificaron y confirmaron

amplificaciones genéticas frecuentes en genes que codifican tirosina quinasas receptoras
(ej. ERBB2, ERBB3, EGFR, FGFR2, MET y VEGFR) y mutaciones somaticas en P53,
ARIDI1A, PIK3CA, SMAD4, CDH1 y los genes RHOA, con altas frecuencias en los dos

ultimos especificamente entre los CG de tipo difuso (134,138,139).

La fusion de genes somaticos de CLDN18/ARHGAP también se ha informado como un

evento frecuente en CG difuso (140). El conocimiento de las alteraciones sométicas de

los diferentes subtipos de CG definidos molecularmente, podrian ser objetivos

terapéuticos en un futuro.
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También se sabe que las variaciones de la linea germinal en el genoma humano juegan
un papel importante en la carcinogénesis en varios 6rganos, incluido el estdbmago.
El CG difuso hereditario es un sindrome de predisposiciéon a CG bien conocido que se

atribuye a variantes de linea germinal de genes causantes como CDH1 (141).

CDHI1 es un miembro de la superfamilia de cadherinas que desempefia un papel
importante en la adhesion epitelial de célula a célula (142). Se ha demostrado también
que las variaciones de la linea germinal en los genes que codifican la maquinaria de
reparacion de roturas de doble cadena, como BRCA1/2, PALB2 y RADS51, son factores
causantes de los CG familiares (143). Adicionalmente, se han reportado variaciones en
otros genes de reparacion del ADN, como ATR, NBN, RECQLS5, y MSH2 en casos de
CG difuso hereditario sin variaciones de CDH1 (144).

La clasificacion molecular y alteraciones identificadas en el CG proporcionan un marco
para la estratificacion de pacientes y tiene implicaciones para el pronostico y la seleccion
de terapias dirigidas, sin embargo, hoy en dia, la clasificacion molecular no se utiliza en
la practica clinica asistencial de forma habitual para guiar el tratamiento de los pacientes

con CG/UGE avanzado.

1.8 Interacciones entre el sistema inmune y el cancer gastrico HER2+

La sobreexpresion de HER2 en CG se asocia con alteraciones profundas en el
microambiente tumoral, que adquiere caracteristicas inmunosupresoras. Diversos
estudios han demostrado que el CG HER2+ presenta una infiltracion reducida de
linfocitos T CD3+ y CD8+, junto a un incremento relativo en la proporcion de células T
reguladoras (Tregs) FoxP3+, lo que favorece la evasion inmune por parte de las células
tumorales. Esta plasticidad inmunologica se traduce en menor densidad global de células
inmunes y reduccion significativa en la expresion de moléculas inmunorreguladoras tales
como PD-1, PD-L1, CTLA-4 y LAG-3, especialmente en aquellos tumores con baja
puntuacion de PD-L1 (CPS <1). De este modo, el microambiente se configura como
“inmunologicamente frio”, lo que limita considerablemente la eficacia de la

inmunoterapia (110,145,146).

En este contexto, se ha demostrado que los niveles de mRNA de PD-1 en el CG suelen

ser inferiores en el tejido tumoral respecto al tejido normal adyacente. El andlisis
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mediante PCR cuantitativa con transcripciéon inversa (RT-qPCR; donde RT =
transcripcion inversa y q = cuantitativa) ha corroborado que la expresion de PD-1 esta
significativamente reducida en las muestras tumorales, y este descenso se asocia con una
menor SG, constituyendo un factor prondstico independiente, especialmente en casos con

subtipos histoldgicos indiferenciados (147,148).

El sistema inmune en este escenario desempefia un papel dual y dinamico. Por un lado,
la sefializacion aberrante mediada por HER2 induce mecanismos que suprimen la
actividad antitumoral, dificultando la infiltracion y activacion de linfocitos T citotdxicos
e impidiendo una respuesta inmunitaria efectiva. Por otro lado, la intervencion terapéutica
dirigida contra HER2, particularmente mediante anticuerpos monoclonales como
trastuzumab, aprovecha mecanismos inmunoldgicos para potenciar la eliminacién
tumoral. Especificamente, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos emerge
como un mecanismo central de accion. Este proceso requiere la cooperacion funcional
entre células NK, responsables de la lisis tumoral, y linfocitos T, especialmente CD4
positivos (+) los cuales secretan interleucina-2 (IL-2) y potencian la funcién citotoxica de
las NK. La insuficiencia de esta sefial de ayuda mediada por linfocitos T se reconoce
como un mecanismo relevante de resistencia primaria o adquirida a la terapia anti-HER2.
Estrategias innovadoras, como la activacion especifica de linfocitos T o el uso de
anticuerpos biespecificos capaces de reclutar estas células, han mostrado potencial para

revertir dicha resistencia y mejorar la eficacia terapéutica (149).

La combinacion de inmunoterapia con agentes anti-HER2 ha adquirido especial
importancia a raiz de resultados preclinicos y clinicos que documentan efectos sinérgicos.
La terapia anti-HER2 induce la expresion de antigenos tumorales y moléculas
inmunorreguladoras, sensibilizando las células tumorales y facilitando el reconocimiento
inmunitario. En pacientes con microambiente tumoral inmunoldgicamente activo
(CPS>1), caracterizado por mayor infiltracion de linfocitos T y células NK, la
combinacion de ambos enfoques ha demostrado incrementar significativamente la SG y
la tasa de respuesta clinica. No obstante, es fundamental considerar la heterogeneidad
intratumoral y la plasticidad inherente al microambiente tumoral, ya que ambos factores
condicionan la magnitud de la respuesta terapéutica y favorecen el desarrollo de
resistencia en determinados subgrupos de pacientes. Esta variabilidad clinica refleja la

compleja interaccion entre las sefiales oncoldgicas y la regulacion inmune local, lo que
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subraya la importancia de implementar estrategias terapéuticas personalizadas para

optimizar los resultados (145,146,150,151).

En resumen, la sobreexpresion de HER2 en el CG modula el microambiente tumoral y
dificulta la respuesta inmune, pero representa a su vez una diana fundamental para
intervenciones terapéuticas que combinan agentes anti-HER2 con inmunoterapia.
Comprender la dindmica de este microambiente y los mecanismos de resistencia
constituye un aspecto clave para optimizar el tratamiento y mejorar el pronéstico de los

pacientes con esta neoplasia (145,146,150,151).

1.9 Heterogeneidad molecular del receptor HER2 y nuevos métodos de evaluacion

del receptor HER2

1.9.1 Heterogeneidad molecular de HER2

La heterogeneidad molecular de HER2 en el CG es relevante y se manifiesta tanto a nivel
intratumoral (dentro de un mismo tumor) como intertumoral (entre distintas lesiones o
entre el tumor primario y las metastasis). Esta heterogeneidad implica que la expresion o
amplificacion de HER2 pueden variar ampliamente en distintas areas del tumor, lo que
complica la evaluacion diagndstica y la seleccion de pacientes para terapias dirigidas anti

HER?2 (137,152-154).

En la practica clinica, la heterogeneidad de HER2 impacta directamente en la precision
de la determinacion del estatus HER2, ya que biopsias limitadas pueden no reflejar la
verdadera proporcion de células HER2+, generando falsos negativos y suboptima
seleccion de candidatos para tratamiento con trastuzumab u otros agentes anti-HER2. Por
esa razon, se recomienda la evaluacion de multiples bloques tumorales y el uso
combinado de IHQ y técnicas ISH para mejorar la exactitud diagnostica (152,153).

En cuanto al tratamiento, la heterogeneidad de HER2 se asocia con menor beneficio
clinico de las terapias anti-HER2. Los pacientes con expresion homogénea de HER2
presentan mayor supervivencia y mejor respuesta a trastuzumab, mientras que la
heterogeneidad se relaciona con resistencia primaria y progresion mdas temprana

(155,156).



58

Ademas, la heterogeneidad puede coexistir con otras alteraciones moleculares, como
mutaciones en TP53 y variabilidad en otros genes, lo que contribuye a la resistencia 'y a

la complejidad biologica del tumor (58,157).

Un importante punto que destacar es que la heterogeneidad intratumoral de la expresion
y amplificacion de HER2 es significativamente mayor en el CG HER2+ en comparacién
con el cancer de mama. En el CG, esta variabilidad ocurre tanto a nivel de IHQ como
ISH, afectando hasta un 30-50% de los casos. Esta heterogeneidad se asocia a una menor
proporcion de células HER2+, menor eficacia de las terapias anti-HER2 y peor
pronostico, en contraste con el cancer de mama, donde la expresion de HER2 es mas
homogénea y las determinaciones diagnosticas suelen ser mas fiables. Ademas, la
heterogeneidad en CG requiere evaluaciones diagnosticas mas exhaustivas, ya que puede
impactar negativamente en la seleccion de pacientes y en la respuesta clinica a

tratamientos anti-HER2 (67,155,156,158—161).

Esta heterogeneidad subyacente se considera una de las principales causas del frecuente
fracaso de los ensayos clinicos basados en biomarcadores en CG HER2+ (66—68).

Las limitaciones de los métodos diagnodsticos actuales, como la THQ y la ISH, en la
captura precisa de la complejidad de la expresion de HER2, subrayan la necesidad urgente
de biomarcadores avanzados. Estos biomarcadores podrian ofrecer una comprension mas
detallada de la biologia tumoral, lo que potencialmente llevaria a estrategias de

tratamiento mas personalizadas y efectivas.

1.9.2 Nuevos métodos de evaluacion del receptor HER2.

Los nuevos métodos para la evaluacion del receptor HER2 en CG buscan superar las
limitaciones de la IHQ y la ISH, especialmente frente a la marcada heterogeneidad

intratumoral caracteristica de estos tumores.

Dentro de las técnicas emergentes para la evaluacion de HER2, destaca la cuantificacion
de la expresion génica de ERBB2 mediante métodos basados en 4acido ribonucleico
mensajero (mRNA), como la PCR digital (ddPCR) y el RNA scope. Estas técnicas
permiten no solo detectar, sino también cuantificar de manera precisa el nivel de
transcripcion de ERBB2 en muestras de tejido tumoral. La ddPCR, en particular, posibilita

la medicion exacta del nimero de copias de HER2, tanto en tejido como en plasma,
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mostrando alta concordancia con la THQ y la ISH en tejido sélido, y brindando un
prometedor potencial para la monitorizaciéon no invasiva de la progresion tumoral. Sin
embargo, cabe sefialar que la sensibilidad para la deteccion en plasma todavia es limitada

y su adopcidn en la practica clinica no es estandar (162).

Otra innovacidon relevante es la cuantificacion objetiva de HER2 mediante
inmunofluorescencia automatizada a nivel de célula individual, la cual permite evaluar la
heterogeneidad de la expresion tanto proteica como génica dentro de una misma muestra.
Esta metodologia no solo discrimina subgrupos especificos de pacientes tradicionalmente
clasificados como HER2+, sino que también facilita la identificacion de aquellos que
podrian beneficiarse en mayor grado de terapias dirigidas. Asimismo, el desarrollo de
ensayos basados en mRNA de ERBB2y el uso de técnicas protedmicas como la
espectrometria de masas estdn ampliando la precision y reproducibilidad en la
cuantificaciéon de la expresion génica y proteica, refinando asi la estratificacion

diagnostica y terapéutica de los pacientes (112,163).

A pesar de estos avances, la literatura subraya que la evaluaciéon de multiples bloques
tumorales, asi como la integracion de técnicas tradicionales como IHQ e ISH, sigue
siendo fundamental para minimizar el impacto de la heterogeneidad intratumoral y
reducir el riesgo de falsos negativos, especialmente en casos con focos pequefios de
positividad o resultados equivocos. En consecuencia, si bien los nuevos métodos
gendémicos y protedmicos aportan ventajas relevantes en la cuantificacion y en la
identificacion de heterogeneidad, actualmente actian de forma complementaria y no

sustituyen a los métodos convencionales en la rutina clinica (135,153).

1.9.3 Evaluacion de HER2 por técnicas de expresion génica: nCounter y test

genomico HER2DX.

El andlisis del HER2 mediante tecnologias como nCounter (NanoString Technologies),
ofrece un método cuantitativo y robusto para la evaluacion del estatus HER2 en el cancer,
particularmente en el cancer de mama. Esta plataforma permite medir directamente la
abundancia de mRNA sin la necesidad de amplificacion, lo que facilita la cuantificacion
fiable a partir de muestras fijadas en formol e incluidas en parafina (FFPE), condicion

que frecuentemente representa un desafio para otros estudios moleculares (164—166).
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La evaluacion de ERBB2 basada en mRNA muestra una alta correlacion con la expresion
proteica determinada mediante IHQ, asi como un rango dindmico mas amplio con mayor
objetividad. Esto es especialmente relevante en tumores con bajos niveles de HER2,
donde la IHQ presenta limitaciones inherentes como la variabilidad inter observador y
una ventana de deteccion reducida (167—170). Diversos estudios han demostrado que la
cuantificacion de mRNA puede identificar casos con discordancia en el estatus HER2
respecto a la ITHQ, incluyendo tumores con sobreexpresion de mRNA, pero negativos en
IHQ y en ensayos de nimero de copias, algunos de los cuales pueden responder a terapias
dirigidas contra HER2 (112). Esta caracteristica adquiere especial relevancia en las

posibles indicaciones terapéuticas para tumores HER2-bajos.

Las plataformas nCounter han mostrado alta sensibilidad, reproducibilidad y solidez
técnica para su aplicacion clinica, lo que respalda su uso como métodos complementarios
o alternativos a la IHQ y a la ISH para la evaluacion de HER2 (164—166). Sin embargo,
aunque la cuantificacion de mRNA se correlaciona adecuadamente con la IHQ en muchos
casos, existen situaciones de discordancia. Por ello, se requieren ensayos clinicos
prospectivos que determinen qué método predice mejor la respuesta a terapias dirigidas

contra HER2 y los desenlaces clinicos asociados (112).

Basandonos en la evidencia en cancer de mama, donde la cuantificacion del mRNA de
ERBB? se ha asociado de forma mas consistente que las técnicas semicuantitativas de
IHQ/ISH con la respuesta a T-DM1, nuestro grupo investigo si estos hallazgos podrian
trasladarse al CG HER2+. En un andlisis pan-tumoral de 10,071 muestras
correspondientes a 33 tipos de cancer, publicado por nuestro grupo, identificamos una
proporcion relevante de adenocarcinomas gastricos y esofagicos con niveles elevados de
ERBB2  (6%), y aportamos evidencia translacional adicional al documentar
retrospectivamente un caso de adenocarcinoma gastroesofagico HER2 3+ con altos
niveles de mRNA de ERBB2 que obtuvo una respuesta parcial prolongada a T-DM1,
superior a las tasas medias de respuesta y SLP reportadas en la cohorte global del ensayo

GATSBY (67,171).

Dado que la sobreexpresion de HER2 comparten bases biologicas entre diferentes
histologias, resulta cientificamente sélido y clinicamente pertinente explorar y transferir

este conocimiento a pacientes con CG HER2+ para optimizar la seleccion y maximizar
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el beneficio de las terapias anti-HER2 en estos pacientes. El articulo completo publicado
por nuestro grupo, que establecio los fundamentos metodologicos y conceptuales de esta

tesis, se presenta en el Anexo 2.

La plataforma nCounter es una tecnologia de expresion génica que utiliza sondas de ADN
marcadas con fluorescencia, disefiadas para genes especificos, que se hibridan con sus
RNA diana en muestras FFPE. Posteriormente, los complejos son capturados y las
moléculas de RNA individuales son contadas. nCounter presenta varias ventajas frente a

otras técnicas de cuantificacion de expresion génica, entre ellas (112,164,165,172,173):

1) No se utiliza ningun paso enzimatico, por lo que este enfoque es el recuento

verdaderamente digital.

2) La cantidad de RNA necesaria es menor (100-200 ng).

3) Se utiliza un solo tubo de reaccion (en contraposicidon a una reaccion por tubo/pocillo).
4) Mas facil de usar.

5) Los datos son altamente reproducibles.

6) Es coste equivalente.

7) Se pueden testar hasta 800 genes.

Por lo tanto, esta plataforma permite una facil deteccion de los biomarcadores mediante

la evaluacion de la expresion génica.

Entre las desventajas destacan la necesidad de normalizacion cuidadosa usando genes de
referencia internos, lo que puede afectar la precision si estos no se seleccionan
adecuadamente. El disefio de sondas requiere conocimiento previo de la secuencia diana,
limitando la deteccion de variantes desconocidas o nuevas isoformas. Ademads, aunque la
plataforma es robusta, su coste puede ser elevado en comparacion con los métodos
tradicionales, y la interpretacion clinica de resultados discordantes entre mRNA y la IHQ
requiere validacion prospectiva, especialmente en el contexto de HER2 bajo o casos

discordantes (112).
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En conclusion, la cuantificacion de mRNA de HER2 mediante tecnologias como
nCounter constituye una herramienta valiosa y complementaria a los métodos
tradicionales de evaluacion, particularmente en casos ambiguos o con baja expresion de
HER2. Ademas, su aplicacion tiene pleno sentido en el contexto del CG HER2+, ya que
puede mejorar la seleccion de pacientes candidatos a terapias anti-HER2 vy
potencialmente optimizar los resultados clinicos en este grupo de pacientes

(112,167,169).

Por otro lado, en esta tesis abordaremos el analisis de HER2 mediante test HER2DX.
HER2DX es una prueba gendmica clinicamente validada y desarrollada en cancer de
mama HER2+. La tecnologia que utiliza HER2DX para la evaluacion de la expresion
génica de HER2 es laplataforma nCounter (NanoString Technologies) descrita
previamente. HER2DX ha mostrado un gran potencial al integrar caracteristicas clinicas
con firmas de expresion génica, que incluyen la respuesta inmune, la proliferacion, la
diferenciacion luminal, y la expresion del amplicon HER2 (incluyendo los niveles de

mRNA de ERBB?2) para generar un perfil molecular integral (174—176).

A diferencia de las metodologias convencionales, como la IHQ y la ISH, que son
semicuantitativas y susceptibles a errores de muestreo en tumores heterogéneos,
HER2DX integra la expresion de 27 genes vinculados a la infiltracion inmune,
proliferacion celular, diferenciacion luminal y expresion del amplicon ERBB2, junto con
caracteristicas clinicas relevantes como el tamafio tumoral y el estado ganglionar

(163,174-176).

HER2DX proporciona una puntuacion de mRNA de ERBB2. Esta prueba clasifica a los
pacientes en tres grupos: ERBB2 bajo (1-32), ERBB2 intermedio (33-50) y ERBB2
alto (51-99). Estos puntos de corte se entrenaron para predecir el estado clinico de HER2
de acuerdo con las guias de la CAP (239). En particular, el valor de corte de 33 separa
ERBB?2 bajo de ERBB?2 intermedio/alto y se correlaciona con el estado clinico HER2-
frente a HER2+ en cancer de mama HER2+ (174).

HER2DX permite asi una estratificacion prondstica robusta que supera la informacién
aportada por variables clinicas convencionales y la respuesta patologica, facilitando la
toma de decisiones sobre la intensidad del tratamiento sistémico y la seleccion de

candidatos para estrategias de escalamiento o de-escalamiento terapéutico (177-179).
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En un metaanalisis publicado recientemente (178) el score de riesgo HER2DX se asocia
de manera independiente y significativa con la SLP y la SG. Por ejemplo, los pacientes
clasificados como bajo riesgo por HER2DX presentan tasas de SLP a 6 afos superiores
al 93%, mientras que los de alto riesgo tienen tasas cercanas al 83%, con diferencias
absolutas clinicamente relevantes (177,178). Esta capacidad de discriminacion se
mantiene en subgrupos segun estadio, estado ganglionar, receptor hormonal y tipo de

tratamiento recibido (179).

Considerando el potencial de la puntuacion de mRNA de HER2DX ERBB2 como
biomarcador predictivo, especialmente en el contexto de tratamientos anti-HER2, es
conveniente validar su capacidad para predecir la supervivencia en pacientes con CG
avanzado HER2+ tratados con trastuzumab. La identificacion precisa de aquellos
pacientes que puedan beneficiarse mas de terapias especificas permitira personalizar las
estrategias terapéuticas en este escenario clinico dindmico y complejo. En este sentido, el
desarrollo y la validacion de biomarcadores avanzados como la determinacion del estatus
de ERBB2 mediante técnicas de expresion génica como HER2DX podrian superar las
limitaciones de los métodos diagndsticos convencionales, facilitando decisiones
terapéuticas eficaces para el CG avanzado HER2+. Esta innovacion no solo ofrece una
evaluacion mas exacta de la enfermedad, sino que también abre la puerta a una verdadera
personalizaciéon de los tratamientos, optimizando las intervenciones segin el perfil
molecular individual y preciso de cada paciente, contribuyendo asi a mejorar los

resultados clinicos (112,180).

Por lo tanto, la determinacion de HER2 mediante la expresion génica de ERBB2 como un
biomarcador prondstico y predictivo en CG y de la UGE HER2+ surge de la necesidad
clinica de superar las limitaciones inherentes a los métodos convencionales como la THQ
y la ISH, los cuales presentan problemas de precision y reproducibilidad, especialmente
ante la heterogeneidad tumoral caracteristica de estos tumores. Diversos estudios han
demostrado que la evaluacion cuantitativa de la expresion de ERBB2 mediante
plataformas como nCounter y HER2DX, ya validada en cancer de mama, permite una
estratificacion mas precisa del estatus HER2 y una mejor correlacion con los desenlaces
clinicos como TRO, SG y SLP en pacientes tratados con anti-HER2 (171,181,182). Este
enfoque facilita la identificacion de subgrupos de pacientes realmente susceptibles al

beneficio terapéutico, optimizando asi la seleccion individualizada y personalizando el
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abordaje del CG/UGE HER2+. Adicionalmente, la integracion de la evaluacion de
perfiles inmunes y la comparacion transversal con casos de cancer de mama HER2+
respaldan el potencial de esta metodologia para avanzar hacia una oncologia de precision

en el ambito gastrointestinal.
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2. Hipotesis

La hipotesis principal de este estudio es que la determinacion del receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano mediante un método cuantitativo, como la evaluacion de
la expresion génica de ERBB2 por nCounter, constituye un biomarcador superior de
prondstico y de respuesta al tratamiento anti-receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano en comparacion con los métodos semicuantitativos tradicionales,
como la evaluacion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano por

inmunohistoquimica e hibridacion in situ.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo primario del estudio

Identificar un biomarcador capaz de predecir la respuesta a trastuzumab en el cancer
gastrico y en el cancer de la union gastroesofagica con positividad para el receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano, mediante la cuantificaciéon del &acido

ribonucleico mensajero de ERBB2 y la caracterizacion de perfiles inmunes.

3.2 Objetivos secundarios del estudio

3.2.1. Correlacionar la expresion del &acido ribonucleico mensajero de ERBB?2
determinada por nCounter con la expresion del receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano evaluada por inmunohistoquimica e hibridacion in situ, e identificar
un punto de corte del &cido ribonucleico mensajero de ERBB2 que permita clasificar los
tumores cancer gastrico y de la unidon gastroesofagica como receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano positivo o receptor 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano negativo.

3.2.2. Correlacionar la expresion del &acido ribonucleico mensajero de ERBB?2
determinada por nCounter y la expresion del receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano evaluada por inmunohistoquimica e hibridaciéon in situ con la
supervivencia global, la supervivencia libre de progresion y la respuesta al tratamiento

anti- receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.

3.2.3. Analizar la correlacion entre la expresion de genes individuales, incluyendo genes
inmunes como PDCDI (que codifica la proteina de muerte programada 1), y la
supervivencia global, la supervivencia libre de progresion y la respuesta al tratamiento,
tanto en la poblacion receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano positivo,
como en la poblacidn receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano negativo

y en la cohorte global.

3.2.4. Comparar los niveles de expresion de receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano en pacientes con cancer gastrico y de la union gastroesofagica

receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano positivo frente a los observados
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en pacientes con cancer de mama receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico

humano positivo.

Correspondencia con el articulo publicado

El objetivo primario y los objetivos secundarios 3.2.1, 3.2.2 y 3.2.4 se abordan en el
articulo publicado en ESMO Open (Anexo 1). El objetivo secundario 3.2.3 se desarrolla
en el presente documento. Adicionalmente, se incluye como resultado complementario el
articulo publicado en Cancers (Anexo 2), que proporciono las bases metodoldgicas y

conceptuales para el desarrollo de esta tesis doctoral
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4. Metodologia

4.1 Caracteristicas y disefio del estudio.

Se trata de un estudio retrospectivo y descriptivo. Se seleccion6 una cohorte de 134
pacientes diagnosticados con CG o de la UGE avanzado, entre enero de 2010 y diciembre
de 2019, en el Hospital Clinic de Barcelona y el Hospital General de Granollers. De este
grupo, 58 pacientes recibieron tratamiento de primera linea con trastuzumab mas
quimioterapia: 41 en el Hospital Clinic de Barcelona y 17 en el Hospital General de

Granollers.

Los datos clinicos y patoldgicos de interés fueron recogidos y registrados en una base de
datos para su posterior andlisis. En cuanto al tamafio de la muestra, al tratarse de un
estudio exploratorio, el nimero de casos se determino en funcion de la experiencia previa

y del presupuesto disponible.

4.2 Criterios de inclusion.

Para seleccionar a los pacientes, se siguieron los siguientes criterios:

1) Consentimiento informado por escrito de acuerdo con los requisitos
reglamentarios locales antes de comenzar el estudio en los pacientes vivos.

2) Pacientes mayores de 18 afos.

3) Adenocarcinoma gastrico o de la unidon gastroesofagica avanzado.

4) Resultado local disponible del analisis del estado de HER2 mediante IHQ/ISH.

4.3 Criterios de exclusion

1) Pacientes que recibieron tratamiento sistémico previo (neoadyuvante/adyuvante)
al andlisis de HER2.

2) Muestra histologica insuficiente para el analisis.

4.4 Seleccion y analisis de las muestras

Se selecciond una muestra de tumor FFPE por paciente. Las muestras seleccionadas
fueron las mas cercanas al tltimo tratamiento sistémico recibido. El ultimo seguimiento

de los pacientes se realizé en diciembre de 2024.
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4.4.1 Inmunohistoquimica de HER2 e hibridacion fluorescente in situ

El estado de HER2 se evalu6 en 134 FFPE CG/UGE de acuerdo con la normativa de
ASCO/CAP (183). La THQ se realiz6 en secciones de 2 pm de espesor utilizando el
anticuerpo monoclonal de conejo anti-HER2/neu (4B5) (Ventana Medical Systems Inc.,
Oro Valley, AZ, EE. UU.). La ISH para HER2 se llev a cabo en secciones de 4 um
utilizando la sonda AMP XL ERBB2 (HER2/NEU), aprobada por la FDA (MetaSystems

Probes, AltluBheim, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.4.2 Extraccion de RNA y analisis de expresion génica

El RNA se extrajo de biopsias tumorales FFPE y muestras quirtrgicas utilizando el High
Pure FFPET RNA Isolation Kit (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utilizaron de una a cinco ldminas FFPE de 10 um, dependiendo de la celularidad del
tumor, para cada muestra tumoral, y se realizé macrodisecado, cuando fue necesario, para
evitar la contaminacion con tejido normal. Un minimo de 100 ng de RNA total fue
analizado en la plataforma nCounter (Nanostring Technologies, Seattle, EE.UU.)

utilizando un panel personalizado de 72 genes, incluyendo ERBB2 y PDCDI (PD-1).

Los datos de expresion génica fueron transformados a logaritmo y normalizados respecto
a los genes de referencia utilizando scripts personalizados en el software R v4.0.3. Los
niveles de mRNA de ERBB2 en tumores gastricos fueron comparados con una cohorte de

392 muestras tumorales de cancer de mama (171).

4.4.3 Analisis in silico de ERBB2

Para evaluar la expresion del mRNA de ERBB2 en miultiples tipos de tumores,
descargamos los de datos del Pan-Cancer Atlas del TCGA a través de cBioportal (184),
que contienen datos de 6463 muestras de pacientes. Para los datos de expresion de
mRNA, la puntuacion Z calcula la expresion relativa de un gen individual y un tumor con
respecto a la distribucion de la expresion del gen en una poblacion de referencia (todas

las muestras de pacientes en la base de datos).

4.4.4 Analisis in silico de PD-1 (PDCD1I)

Para evaluar la expresion del mRNA de PD-1 (codificado por el gen PDCDI)enel CGy
la UGE, descargamos los de datos del Pan-Cancer atlas del TCGA a través de cBioportal

(184). Para los datos de expresion de mRNA, la puntuacion Z calcula la expresion relativa
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de un gen individual y un tumor con respecto a la distribucion de la expresion del gen en

una poblacion de referencia (todas las muestras de pacientes en la base de datos).

4.4.5 Test HER2DX

El test HER2DX estandarizado (163,174,182,185) se llevo a cabo en el Hospital Clinic
de Barcelona, IDIBAPS, en muestras de pacientes con CG avanzado HER2+ tratados con
trastuzumab mdas quimioterapia (n=58), asi como muestras de 27 pacientes con CG
avanzado HER2-negativo. El ensayo HER2DX cuantifica los niveles de mRNA de 27

genes objetivo y 5 genes de normalizacidon con expresion constitutiva.

Estos 27 genes estan agrupados en cuatro firmas génicas: 1) infiltraciéon inmune, 2)
proliferacion de células tumorales, 3) diferenciacion luminal, y 4) expresion del amplicon

HER2. El puntaje HER2DX ERBB?2 se calcul6 en base a los niveles de mRNA de ERBB?2.

El test HER2DX informa la expresion de mRNA de ERBB2 como una puntuacion
continua que va de 1 a 99. Esta puntuacion fue desarrollada y validada utilizando un
conjunto de datos de referencia compuesto por muestras de cancer de mama HER2+. Con
base en esta cohorte de referencia, se definieron tres categorias de expresion: ERBB2-baja
(puntuaciones de 1 a 32), ERBB2-media (puntuaciones de 33 a 50) y ERBB2-alta
(puntuaciones de 51 a 99). Estas categorias fueron establecidas para alinearse con el
estatus clinico de HER2 (segun las guias ASCO/CAP en cancer de mama) y corresponden
a niveles crecientes de expresion de la proteina HER2. En concreto, el punto de corte de

33 distingue los tumores mamarios probablemente HER2- de los HER2+ (174,175).

En el presente estudio, utilizamos los puntos de corte existentes de HER2DX
(desarrollados para cancer de mama) para la estratificacion inicial, pero adicionalmente

analizamos la puntuacién de ERBB2 como variable continua.

4.6 Analisis estadisticos

Se evaluaron las asociaciones entre ERBB2 (medido por HER2DX) y la SLP, la SG y la
respuesta al tratamiento con trastuzumab mds quimioterapia, utilizando modelos de

regresion de Cox univariados y multivariados.

La SLP se defini6 como el tiempo transcurrido desde el inicio de trastuzumab mas

quimioterapia hasta la progresion de la enfermedad o el fallecimiento, lo que ocurriera
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primero. Por su parte, la SG se definid como el intervalo entre el diagnostico de la

enfermedad avanzada y la muerte o el Gltimo seguimiento realizado.

Para analizar la relacion entre la puntuacion HER2DX ERBB2 y la TRO, se aplicaron
modelos de regresion logistica. Las variables incluidas en el modelo multivariado fueron
seleccionadas en funcion de su relevancia clinica y de asociaciones conocidas con los
resultados en el CG HER2+, aunque no alcanzaran significacion estadistica en los andlisis
univariados, con el objetivo de evitar posibles factores de confusion y mejorar la robustez

del analisis.

La concordancia entre el estado de HER2 determinado por IHQ y/o ISH y los niveles de
expresion del mRNA de ERBB? se evalu6é mediante el coeficiente kappa de Cohen, que
permite medir el grado de acuerdo entre dos métodos de diagndstico. Asimismo, se realizd
un analisis de la curva ROC (Receiver Operating Characteristics) para identificar un
nuevo punto de corte preliminar del HER2DX ERBB2 especifico para CG, contribuyendo

asi a la adaptacion del test en este contexto clinico.

Adicionalmente, se evalud la asociacion entre los niveles de expresion del gen inmune
PDCDI (PD-1) con la TRO y los desenlaces de SLP y SG mediante curvas de Kaplan-
Meier y comparacion entre grupos definidos por la mediana de expresion génica,

utilizando la prueba de log-rank para determinar la significancia estadistica.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software R, version 4.2.2,

asegurando asi la reproducibilidad y calidad de los resultados.

4.7. Aspectos éticos

El Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos del Hospital Clinic de
Barcelona y el del Hospital de Granollers aprobaron el proyecto y la utilizacion de
muestras biologicas para el estudio mencionado. Todos los participantes que se
encontraban vivos en la fecha de inicio del estudio proporcionaron su consentimiento
informado por escrito, utilizando un formulario aprobado por el Comité de Etica de la
Investigacion con medicamentos. En los casos de muestras procedentes de pacientes
fallecidos antes del inicio del estudio, se siguieron las disposiciones legales y éticas
vigentes para el uso de material bioldgico retrospectivo, conforme a la aprobacion del

Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos.
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5. Resultados

5.1 Caracteristicas de los Pacientes

Se analizaron un total de 134 pacientes consecutivos diagnosticados con CG o UGE en
estadio avanzado. Las caracteristicas demograficas y de la enfermedad para toda la
cohorte de pacientes se resumen en la Tabla 6 mientras que los detalles especificos de los
pacientes tratados con trastuzumab mas quimioterapia se muestran en la Tabla 7.

Como resumen, el 78% de los pacientes eran hombres, con una edad media de 70 afios al
momento del diagnostico. En cuanto al estado HER2, el 41% de los pacientes presentaban
expresion IHQ 3+. Entre los tratados con trastuzumab mas quimioterapia Tabla 7, la
mayoria eran hombres (81%), con una edad mediana de 70 afios, y una mayor proporcion

(72%) mostraba expresion HER2 THQ 3+.

Caracteristicas Valor (N =134)
Sexo masculino 104 (78%)
Edad mediana al diagnostico de CG, aiios (rango) 70 (28-91)
Localizacion tumoral CG (Cancer Gastrico) 98 (73%)
Localizacion tumoral UGE (Union Gastroesofagica) 36 (27%)
Subtipo de Lauren: Intestinal 94 (70%)
Subtipo de Lauren: Difuso 38 (28%)
Subtipo de Lauren: NA 2 (2%)
Estado HER2 THQ 0+ 13 (10%)
Estado HER2 IHQ 1+ 12 (9%)
Estado HER2 IHQ 2+/ISH- 24 (18%)
Estado HER2 THQ 2+/ISH+ 29 (22%)
Estado HER2 IHQ 3+ 56 (41%)

Tabla 6. Caracteristicas demograficas y de la enfermedad para todos los pacientes incluidos en el estudio.
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Caracteristicas

Valor (N =58)

Sexo masculino 48 (83%)
Edad mediana al diagnostico de CG, aiios (rango) 70 (28-86)
Estado funcional (ECOG) 0-1 38 (66%)
Estado funcional (ECOG) 2 18 (31%)
Estado funcional (ECOG) 3 2 (3%)
Localizacion tumoral CG (Cancer Gastrico) 37 (64%)
Localizacion tumoral UGE (Union Gastroesofagica) 21 (36%)
Subtipo de Lauren: Intestinal 52 (90%)
Subtipo de Lauren: Difuso 6 (10%)
Estado HER2 THQ 2+/ISH+ 15 (26%)
Estado HER2 THQ 3+ 42 (72%)
Estado HER2 THQ NA/ISH+ 1 (2%)

Primera linea con trastuzumab + quimioterapia

58 (100%)

Enfermedad metastasica al inicio de trastuzumab + quimioterapia

58 (100%)

Tabla 7. Caracteristicas demograficas y de la enfermedad de los pacientes con CG avanzado HER2+

tratados con trastuzumab mas quimioterapia.
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5.2 Expresion de mRNA de ERBB?2 en cancer gastrico

La expresion de mRNA de ERBB2 se evalud en todas las muestras tumorales,
independientemente del estado HER2. Se observé un amplio rango de niveles de

expresion de mRNA de ERBB2 (mediana log2: -0.75; rango intercuartil [IQR]: 1.26).

Como era de esperar, la expresion de ERBB2 vari6 segun las categorias de expresion
HER2 THQ (0, 1+, 2+ y 3+). Entre los casos de CG HER2+, se observaron niveles
significativamente mas altos de ERBB2 en tumores con expresion [HQ 3+ en
comparacion con otras categorias, con una diferencia de 2.15 veces (p<0.001).
Notablemente, también se observo una considerable heterogeneidad en la expresion de

ERBB? dentro del subgrupo de CG HER2 THQ 3+ (IQR: 2.75) (Figura 5).

La expresion de mRNA de ERBB2 se evalu¢ utilizando la plataforma nCounter en los

distintos subgrupos definidos por la IHQ de HER2.

Los valores de p se calcularon mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA),
que permite comparar los niveles de expresion de ERBB?2 entre los diferentes grupos de
pacientes clasificados segln el estado de HER2, proporcionando asi informacioén sobre
posibles diferencias significativas en la expresion génica relacionada con la clasificacion

THQ/ISH.
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Figura 5. Expresion de mRNA de ERBB?2 en cancer gastrico avanzado. La figura ilustra la correlacion entre
la expresion de mRNA de ERBB?2 (eje Y, escala logz) y las categorias de IHQ para HER2, mostrando un
incremento progresivo desde IHQ 0/1+ y 2+ ISH—, pasando por 2+ ISH+, hasta IHQ 3+, donde se observan

los niveles mas elevados.
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5.3. Comparacion de la expresion de ERBB?2 entre varios tipos de cancer

Para contextualizar atin més la expresion de ERBB2 en pacientes con CG avanzado,
analizamos datos de 12 tipos de cancer incluidos en TCGA. El CG exhibio la segunda

expresion mas alta de mRNA de ERBB?2 después del cancer de mama (Figura 6).
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Figura 6. Porcentajes de tumores que presentan sobreexpresion o disminucion en los niveles de mRNA de
ERBB? en diferentes tipos de cancer. La grafica representa cada tipo de cancer con dos colores: el azul
indica la proporcion de tumores que presentan sobreexpresion de ERBB2 (niveles aumentados de mRNA),
mientras que el rojo sefiala aquellos casos con expresion disminuida (niveles reducidos de mRNA). Se
observa que el cancer de mama y el CG presentan mayores porcentajes de tumores con sobreexpresion

(barras rojas mas altas), lo que resalta la importancia de ERBB?2 en estos tipos de cancer.

Finalmente, al comparar los niveles de expresion de ERBB?2 entre los distintos niveles de
HER2 por IHQ en ambos tipos de cancer, se observo que la expresion de ERBB2 fue
significativamente mayor en el cancer de mama que en el cancer CG, con una diferencia

de 4.6 veces (p<0.001; Figura 7).
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Figura 7. Comparacion de los niveles de mRNA de ERBB2 (en valores log2) en cancer de mama (izquierda)
y CG (derecha), estratificados seglin el estatus de HER2 determinado por IHQ y ISH. Los graficos de cajas
representan las categorias de IHQ: 0+, 1+, 2+/ISH—, 2+/ISH+, y 3+. En ambas neoplasias, la expresion de
ERBB2 aumenta progresivamente con el incremento de la puntuacion de HER2 por IHQ, siendo
notablemente mayor en los grupos 3+ (cajas rojas). La expresion de ERBB2 en cancer de mama fue
significativamente mas alta que en CG en cada categoria equivalente, con una diferencia global de 4.6 veces
en el grupo 3+ (p<0.001). Los valores individuales se muestran como puntos, y las medianas estan indicadas
por la linea central de cada caja. Los valores de p indican diferencias significativas entre los grupos

comparados.
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5.4 Expresion de PD-1 en cancer gastrico

Analizamos los niveles de expresion de PD-1 (PDCD1)y ERBB2 en CG/UGE utilizando
datos del TCGA Pan-Cancer Atlas. De manera destacable, encontramos una correlacion
inversa moderada y altamente significativa entre la expresion de PD-1y ERBB2 (Pearson

=-0.30, p=6.64 x 107'°; Spearman r =-0.28, p = 9.03 x 10~°) (Figura 8). Este resultado
indica que los tumores con mayor expresion de ERBB2 tienden a presentar niveles mas
bajos de expresion de PD-1, lo que sugiere una posible interaccion relevante en la biologia

tumoral e inmunitaria.

Spearman: -0.28
(p =9.03e-9)
Pearson: -0.30
(p = 6.64e-10)

= y=-0.3x
R?=0.09

(log RNA Seq V2 RSEM)

ERBB2: mRNA expression z-scores relative to all samples

3 2 1 0 1 2 3

PDCD1: mRNA expression z-scores relative to all samples
(log RNA Seq V2 RSEM)

Figura 8. Dispersion de los z-scores de expresion de PDCD]I (eje Y) frente a los de ERBB2 (eje X),
obtenidos por RNA-Seq. La grafica muestra una correlacion negativa significativa entre ambas variables
(Pearson r = -0.30, p = 6.64¢-10; Spearman r = -0.28, p = 9.03e-9). La linea de regresion (y = -0.3x, R? =
0.09) indica que niveles elevados de ERBB2 se asocian con una reduccion relativa de la expresion de

PDCDI.
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De forma similar, en nuestra cohorte de pacientes, se evaluaron los niveles de expresion
de PD-1 (PDCDI) y HER2 en todos los casos. Como se muestra en la Figura 9, la
expresion de PD-1, medida como valores de mRNA (logz), es significativamente menor
en los tumores HER2 3+ en comparacion con los grupos de menor expresion de HER2
(0+, 14, 24+/ISH—, 2+/ISH+), con una diferencia estadisticamente significativa (p =
0.048). Este hallazgo confirma lo observado previamente en los datos del TCGA y sugiere

una relacion inversa entre la sobreexpresion de HER2 y los niveles de PD-1.
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Figura 9. Niveles de expresion de mRNA de PDCD] estratificados segun el estatus de HER2 determinado
por IHQ. La figura ilustra la correlacion entre la expresion de mRNA de PDCDI(eje Y, escala logz) y las
categorias de IHQ para HER2, mostrando una disminucion progresiva desde IHQ 0/1+ y 2+ ISH-, pasando
por 2+ ISH+, hasta IHQ 3+, donde se observan los niveles mas bajos de la expresion de PDCDI respecto

a los demas grupos (p = 0.048).
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5.5. Resultados clinicos en cancer gastrico HER2+ tratados con trastuzumab mas
quimioterapia

Entre los 134 pacientes con CG avanzado, 58 (43%) fueron clasificados como HER2+ y
recibieron trastuzumab mas quimioterapia de primera linea. Las caracteristicas de los
pacientes tratados se resumen en la Tabla 7. El seguimiento medio desde el inicio del
tratamiento fue de 8.77 meses. Las medianas de SLP y SG fueron de 5.87 meses (IC del
95% = 1.43-8.1) y 9.33 meses (IC del 95% = 7.97-13.4), respectivamente. La tasa de
respuesta fue del 38.6%.

5.6. Categorias de expresion de HER2DX ERBB2 en cancer gastrico HER2+

tratados con trastuzumab mas quimioterapia

Entre los 58 pacientes tratados con trastuzumab mas quimioterapia, 42 (72%) tenian
tumores HER2 THQ 3+, 15 (26%) tenian tumores HER2 THQ 2+/ISH+, y un paciente
carecia de informacion de IHQ de HER2. La distribucién de las categorias de expresion
HER2DX ERBB2, usando los puntos de corte predefinidos del cancer de mama, fue la
siguiente: 44.8% baja, 19.0% media, y 36.2% alta (figura 10a).

En tumores HER2 THQ 3+, la proporcion de grupos HER2DX ERBB?2 baja, media y alta
fue de 32.6%, 23.3%, y 44.2%, respectivamente. En contraste, entre tumores HER2
IHQ2+/ISH+, la distribucion fue 85.7% baja, 7.1% media, y 7.1% alta (figura 10b).
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p-value = 0.002
100

75

50

Percentage

25

2+/ISH+ 3+
HER?2 classification

HER2DX ERBB2 score

B Low
Bl Med

B High

Figura 10. Expresion del mRNA de ERBB2 HER2DX en 58 pacientes con CG avanzado HER2+ tratados

con trastuzumab mas quimioterapia.

(10a) Distribucion de los grupos de puntuacion de HER2DX ERBB?2 segun los puntos de corte predefinidos

en cancer de mama.

(10b) Distribucion de los grupos de puntuacion de HER2DX ERBB?2 segun la clasificacion de IHQ HER2.
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5.7. Asociacion entre el puntaje HER2DX ERBB? y los resultados de supervivencia

en cancer gastrico avanzado HER2+ tratados con trastuzumab mas quimioterapia

Notablemente, el estado HER2 (es decir, HER2 THQ 3+ versus IHQ 2+/ISH+) no se
asocid significativamente ni con la SLP (p = 0.12) ni con la SG (p = 0.088). (Figura 11).

1.00 1.00
HER?2 status HER2 status
— 2+sH+ = 2+nsH+

0.75 + 075 +
>
=
o)
3

0.50 0.50
o
a
n
(@)

0.25 0.25

p=0.088
0.00 0.00
0 6 12 18 0 6 12 18
Months Months
Number at risk Number at risk
2+/ISH+ 14 4 1 1 2+/ISH+ 14 8 2 1

3+ 38 20 6 1 3+ a3 33 18

Figura 11. Supervivencia libre de progresion (panel de la izquierda) y supervivencia global (panel de la

derecha) en funcion del estado HER2 (IHQ 3+ vs. 2+/ISH+) en pacientes con CG avanzado HER2+ tratados

con trastuzumab mas quimioterapia.

En contraste, los niveles de mRNA de ERBB2 medidos mediante HER2DX, se asociaron
significativamente con SLP, tanto como variable continua (HR = 0,81, IC del 95% =
0,69-0,95 p = 0,012) como variable categorica. Los pacientes en el grupo con altos
niveles de mRNA de ERBB?2 tuvieron una mediana de SLP de 8,1 meses, en comparacion
con 2,9 meses en el grupo de baja expresion (HR = 0,38, IC del 95% = 0,19-0,72, p =
0,003) (Figura 12). Estas asociaciones siguieron siendo estadisticamente significativas
después de ajustar por el estado HER2 y otras variables clinicas, incluyendo sexo, edad,

localizacién del tumor y estado de desempefio ECOG (Tabla 8).
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0.251

0.001

HER2DX ERBB2

HR(95% Cl)  p
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-+ Medium 0.51(0.23-1.17) 0.114
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Figura 12.Asociacion de los grupos de puntuacion HER2DX ERBB?2 y la supervivencia libre de progresion

en pacientes con CG avanzado HER2+ tratados con trastuzumab mas quimioterapia.

Variable HR IC 95% p-valor HR IC 95% p-valor
Univariad | Univariad | Univariad | Multivariabl | Multivariabl | Multivariabl
0 0 0 e e e

Puntaje 0,81 0,69-0,95 0,012 0,77 0,61-0,97 0,025

HER2DX

ERBB?2

(variable

continua)

HER2 IHQ | 0,59 0,31-1,14 0,117 1,11 0,49-2,51 0,802

3+ Vs

2+/ISH+)
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Sexo 1,03 0,47-2,23 0,944 0,53 0,21-1,33 0,174
(hombre vs

mujer)

Edad 0,99 0,97-1,02 | 0,557 1,00 0,98-1,02 0,881
Localizacio | 1,11 0,62-1,98 0,730 0,75 0,37-1,51 0,415
n (gastrico

vs UGE)

ECOG 2,01 1,18-3,42 | 0,010 1,70 0,89-3,23 0,106

Tabla 8. Asociacion del puntaje HER2DX ERBB2 con la SLP en pacientes con CG avanzado HER2+

tratados con trastuzumab mas quimioterapia.

Se observd una asociacion similar para SG. El grupo de alto mRNA de ERBB2 tuvo una

mediana de SG de 14,5 meses, en comparacion con 6,8 meses en el grupo de baja

expresion (HR = 0,43, IC del 95% = 0,23-0,81, p = 0,008). Como variable continua, los

niveles més altos de mRNA de ERBB?2 también se asociaron significativamente con una

mejora en SG (HR = 0,82, IC del 95% = 0,71-0,96, p = 0,011) (Figura 13). Estas

asociaciones se mantuvieron robustas después de ajustar por el estado HER2 y

covariables clinicas (Tabla 9).
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1.001

0.751

OS probability

HER2DX ERBB2
-+ Low
-+ Medium
-+ High

Ref.

HR(95% Cl)  p

0.48 (0.22-1.04) 0.062
0.43 (0.23-0.81) 0.008
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p=0.015 ‘L'—L
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0.001
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Number at risk
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High 21 18 12 6 4 2 1

Figura 13. Asociacion de los grupos de puntuacion HER2DX ERBB?2 y la supervivencia global en pacientes

con CG avanzado HER2+ tratados con trastuzumab mas quimioterapia.

Variable HR IC 95% Valor p HR IC 95% Valor p

Univariado | Univariad | Univariad | Multivariab | Multivariable | Multivariabl
0 0 le e

Puntaje 0,43 0,23-0,81 | 0,008 0,77 0,62-0,97 0,023

HER2DX

ERBB?2

(variable

continua)

HER2 IHQ | 0,58 0,30-1,10 | 0,093 1,04 0,47-2,31 0,928

3+ Vs

2+/ISH+)

Sexo (hombre | 1,03 0,50-2,13 | 0,931 0,49 0,20-1,18 0,109

Vs mujer)

Edad 1,00 0,98-1,02 | 0,783 1,01 0,99-1,03 0,562
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Localizacion | 1,28 0,73-2,28 | 0,392 0,84 0,42-1,69 0,632
(gastrico  vs

union GE)

ECOG 1,80 1,10-2,94 | 0,019 1,50 0,86-2,61 0,151

Tabla 9. Asociacion del puntaje HER2DX ERBB2 con la SG en pacientes con CG avanzado HER2+

tratados con trastuzumab mas quimioterapia.

Ademas, identificamos un punto de corte especifico para CG que define la positividad de

HER2, con un area bajo la curva ROC (AUC) de 0,854, una sensibilidad de 0,79 y una

especificidad de 0.81 (Figura 14, a-b).
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Figura 14. Discriminacion y distribucion del score ERBB2 en relacion con el estado HER2 en CG.

(a) Curva ROC que muestra la capacidad del score ERBB2 para discriminar el estado HER2. El area bajo
la curva (AUC) es 0.854, con un punto de corte de —1.94, sensibilidad de 0.79 y especificidad de 0.81.

(b) Diagrama de caja que compara la expresion de mRNA de ERBB2 entre tumores HER2 negativos y
positivos, utilizando el punto de corte —1.94. Se observa una diferencia significativa entre ambos grupos (p

<0.001).

Al aplicar este nuevo umbral, el 79,3% de los tumores HER2+ de nuestra cohorte fueron
clasificados como ERBB2-alto y el 20,7% como ERBB2-bajo (Figura 15, panel de la
izquierda). Es interesante destacar que los tumores ERBB2-bajo representaron el 50% de
los casos con IHQ 2+/ISH+ y el 11,6% de los tumores con IHQ 3+ (Figura 15, panel de
la derecha).
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Figura 15. Distribucion del nuevo punto de corte de ERBB?2 (alto/bajo) en CG.

De manera relevante, esta clasificacion especifica para CG mostré una asociacion
significativa con la SLP (HR alto vs bajo = 0,33, IC 95% = 0,16-0,69, p = 0,003) y la SG
(HR alto vs bajo = 0,32, IC 95% = 0,16-0,63, p = 0,001) (Figura 16).
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Figura 16. Asociacion del nuevo punto de corte de ERBB?2 con el resultado de supervivencia en CG HER2+

tratados con trastuzumab mas quimioterapia. Panel de la izquierda: SLP. Panel de la derecha: SG.
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Establecer este punto de corte adaptado al CG HER2+ representa un avance importante,
ya que mejora la identificacion de tumores HER2+ de acuerdo con sus caracteristicas
moleculares especificas, lo que se refleja en una discriminaciébn mas precisa y con
impacto clinico, permitiendo correlacionar esta clasificacion molecular con desenlaces
clave como la supervivencia y facilitando la toma de decisiones terapéuticas

personalizadas.

Puntaje HER2DX ERBB2 y tasa de respuesta en CG HER2+ tratados con

trastuzumab mas quimioterapia.

El puntaje HER2DX ERBB2 también se asocid con la respuesta a trastuzumab mas
quimioterapia. La TRO fue del 23,1% en el grupo con ERBB?2 bajo, 45,5% en el grupo de
ERBB?2 medio, y 55,0% en el grupo de ERBB? alto (Figura 17). Los pacientes en el grupo
de alta expresion tenian significativamente mas probabilidades de lograr una respuesta en
comparacion con el grupo de baja expresion (OR = 4,07, IC del 95% = 1,18-15,35,p =
0,030). Cuando se analizé como variable continua, el puntaje HER2DX ERBB2 mostrd
una tendencia hacia tasas de respuesta mas altas con el aumento de la expresion (OR =

1,33, IC del 95% = 1,01-1,82, p = 0,054).
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Figura 17. Tasa de respuesta objetiva (TRO) a trastuzumab mas quimioterapia en pacientes con CG con

ERBB? bajo, medio y alto.

5.8 Firmas moleculares adicionales del ensayo HER2DX incluida una firma
inmunolégica en cincer gastrico avanzado HER2+ tratados con trastuzumab mas
quimioterapia

Finalmente, exploramos caracteristicas moleculares adicionales proporcionadas por el
ensayo HER2DX, que incluyen el amplicon HER2, IGG, y firmas de proliferacion. Entre
estas, solo la firma del amplicon HER2 se asoci6 significativamente con SLP cuando se

analiz6 como variable continua (p = 0,024) (Figura 18). Las firmas IGG (firma
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inmunologica) y de proliferacion no se asociaron significativamente con SLP o SG

(Tablas 10y 11).
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Figura 18. Asociacion del amplicon de HER2 (panel izquierdo), Firma IGG (panel central) y firma de

proliferacion, con la supervivencia libre de progresion (paneles superiores) y la supervivencia global

(paneles inferiores).

Tabla 10. Asociacion de las firmas HER2DX como variables continuas y categoricas segun umbrales

preespecificados con la SLP en pacientes con CG HER2+ tratados con trastuzumab mas quimioterapia.

Firma HER2DX como variable continua

Firma HER2DX HR IC 95% p-valor
IGG 1,00 0,99-1,01 0,901
Proliferacion 1,01 0,99-1,02 0,333
HER?2 amplicon 0,99 0,98-0,99 0,040
Luminal 1,01 0,97-1,06 0,532
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Firma HER2DX Nivel HR IC 95% p-valor
IGG Bajo Ref.
Medio 1.28 0,46-3,52 0,639
Alto 1.24 0,47-3,31 0,667
Proliferacion Bajo Ref.
Medio 2.23 1,09-4,56 0,028
Alto 1.16 0,53-2,54 0,703
HER2 amplicon Bajo Ref.
Medio 0,40 0,20-0,81 0,010
Alto 0,56 0,25-1,25 0,159

Tabla 11. Asociacion de las firmas HER2DX como variables continuas y categoricas segun umbrales

preespecificados con la SLP en pacientes con CG HER2+ tratados con trastuzumab mas quimioterapia

Firma HER2DX como variable continua

Firma HER2DX HR IC 95% Valor p
IGG 1,00 0,99-1,01 0,698
Proliferacion 0,99 0,98-1,00 0,197
Amplificacion HER2 0,99 0,98-1,00 0,059
Luminal 1,01 0,97-1,06 0,561

Firma HER2DX como variable categorica
Firma HER2DX Grupo HR IC 95% Valor p
IGG Bajo Ref.
IGG Medio 1,98 0,66-5,92 0,224
IGG Alto 1,72 0,60-4,92 0,310
Proliferacion Bajo Ref.
Proliferacion Medio 1,18 0,62-2,22 0,617
Proliferacion Alto 0,56 0,27-1,15 0,114
Amplificacion HER2 Bajo Ref.
Amplificacion HER2 Medio 0,55 0,29-1,01 0,070
Amplificacion HER2 Alto 0,46 0,20-1,05 0,066
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5.9 Asociacion entre los niveles de expresion de PD-1 y los resultados de
supervivencia y tasa de respuesta en CG avanzado HER2+ tratados con

trastuzumab mas quimioterapia

Se analiz¢ la relacion del gen inmune PDCDI (PD1) con la supervivencia en pacientes
con CG HER2+ tratados con trastuzumab mas quimioterapia. Para ello, los pacientes se
dividieron en dos grupos de expresion alta y baja de PDCDI segin la mediana de
expresion del gen. Al comparar la SLP entre ambos grupos mediante curvas de Kaplan-
Meier, no se observé una diferencia significativa, con un valor de p por log-rank de 0.674
(Figura 19). Esto indica que la expresion de PDCDI no se asocid a cambios relevantes

en la SLP dentro de esta cohorte, mostrando ambas curvas una evolucion muy similar.
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Figura 19. SLP segun la expresion de PDCD], definida por la mediana, en pacientes con CG avanzado

HER2+ tratados con trastuzumab mas quimioterapia
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Adicionalmente, se analiz6 la relacion del gen inmune PDCDI (PD1) con la SG en
pacientes con CG HER2+ tratados con trastuzumab mas quimioterapia. Los pacientes
fueron agrupados en funcién de niveles altos y bajos de expresion de PDCD1, definidos
segun la mediana de expresion del gen. Al comparar la SG entre ambos grupos mediante
curvas de Kaplan-Meier, no se observaron diferencias significativas, con un valor de p
por log-rank de 0,465 (figura 20). Esto sugiere que la expresion de PDCD1 no se asocid

con variaciones relevantes en la SG en esta cohorte de pacientes.
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Figura 20. SG segun la expresion de PDCDI, definida por la mediana, en pacientes con CG avanzado

HER2+ tratado con trastuzumab mas quimioterapia
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Finalmente, se compararon los niveles de expresion de PDCD1 (expresados como valores
log2 de mRNA) segun la mejor respuesta clinica en pacientes con CG HER2+ tratados
con trastuzumab mds quimioterapia. El andlisis reveld que la expresion de PDCDI no
mostrd una asociacion significativa con la mejor respuesta clinica en esta cohorte de

pacientes bajo el régimen terapéutico evaluado (Figura 21).
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Figura 21. Niveles de expresion de PDCD] y respuesta clinica en pacientes con CG HER2+ tratados con
trastuzumab mas quimioterapia. El eje y muestra los valores de mRNA de PDCD/ (log2), y el eje x
representa la mejor respuesta clinica obtenida tras el tratamiento (0 = sin respuesta, 1 = respuesta parcial o
completa). Aunque se observa una tendencia en los datos, el analisis estadistico no evidenci6 diferencias
significativas entre ambos grupos (p=0,164), indicando que la expresion de PDCDI no se relaciona de

manera significativa con la tasa de respuesta clinica en esta cohorte de pacientes.
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6. Discusion

En los ultimos afios, el panorama terapéutico de las estrategias dirigidas contra HER2 en
CG ha experimentado una notable transformacion, convirtiendo un escenario previamente
asociado a un pronostico desfavorable en una enfermedad con alternativas terapéuticas

cada vez mas efectivas y personalizables (58,186).

En este contexto, el avance en el desarrollo de nuevas opciones de tratamiento se ha visto
acompafiado por la creciente y urgente necesidad de identificar biomarcadores robustos,
precisos y reproducibles. La deteccion e implementacion de estos biomarcadores resulta
fundamental no solo para anticipar la respuesta individual a las distintas terapias dirigidas,
sino también para optimizar la seleccion de pacientes, asegurando asi un abordaje
verdaderamente personalizado y alineado con los principios de la oncologia de precision

(187).

Este reto adquiere una especial relevancia en el contexto del CG y de la UGE HER2+,
donde la complejidad radica en una marcada heterogeneidad, tanto gendomica como
fenotipica, que introduce multiples dificultades en la adecuada seleccion de los pacientes
y, en consecuencia, en la toma de decisiones terapéuticas (161). La heterogeneidad en la
expresion y amplificacion de HER2 en el CG representa un obstaculo fundamental para

el éxito de las estrategias terapéuticas anti HER2.

Por ejemplo, la eficacia de los tratamientos dirigidos a HER2, como la combinacion de
trastuzumab con quimioterapia, depende en gran medida de como se distribuye la proteina
HER2 dentro del tumor. Cuando el tumor presenta una heterogeneidad
intratumoral significativa, es decir, cuando la expresion de HER2 varia entre diferentes
regiones dentro del mismo tumor, los resultados clinicos suelen ser peores. Esta
heterogeneidad puede limitar tanto la respuesta a trastuzumab como a trastuzumab

deruxtecan, aunque este ultimo ofrece ventajas clinicas gracias a su mecanismo de accion.

Trastuzumab deruxtecan es un anticuerpo conjugado que posee una alta relacion fArmaco-
anticuerpo y un payload citotdxico altamente permeable, lo que le permite penetrar y
destruir células cercanas independientemente de que tengan una alta expresion de HER2.
Por ello, trastuzumab deruxtecan puede resultar activo incluso en tumores con expresion

baja o heterogénea de HER2, superando parcialmente las barreras impuestas por la
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heterogeneidad tumoral y mejorando la eficacia frente a otras terapias dirigidas
exclusivamente a HER2 (62,71,188). No obstante, la evidencia indica que la respuesta
terapéutica es mayor en tumores con expresion homogénea y alta de HER2, donde el
farmaco puede ejercer su maxima accion. Por este motivo, se recomienda realizar una
reevaluacion del estatus HER2 mediante biopsias adicionales tras la progresion de la

enfermedad, ademas de una cuantificacion precisa de la expresion de HER2.

Sin embargo, los métodos clasicos para determinar la positividad HER2, como la IHQ y
la ISH, no siempre capturan la complejidad de la heterogeneidad tumoral y pueden no ser
suficientemente precisos para predecir la respuesta clinica real. Asi, existe la necesidad
de incorporar tecnologias mas sensibles y biomarcadores mas sofisticados que permitan
una mejor seleccion y estratificacion de los pacientes y predecir el beneficio clinico de

los farmacos anti-HER2 (153,157,160,161).

Los estudios demuestran que los pacientes con tumores homogéneamente
HER2+ presentan una mayor SLP y SG tras tratamiento con trastuzumab, en comparacién
con aquellos tumores con alta heterogeneidad (155,156). Ademas, la proporcion de
células HER2+ y el grado de amplificacion génica son factores predictivos de beneficio
clinico; se ha sugerido que al menos un 40% de células HER2+ y una relacion de

amplificacion >3 optimizan la seleccion de pacientes (156)

En consecuencia, la busqueda de métodos diagndsticos mas sofisticados se ha traducido
en el desarrollo e integracion de biomarcadores innovadores, cuyo potencial reside en
ofrecer una caracterizacion mas integral del estado tumoral y una mejor seleccion de los

pacientes candidatos a tratamientos anti-HER2.

Actualmente, existe mucha investigacion en este contexto; asi, la cuantificacion precisa
de los niveles proteicos de HER2 mediante protedmica basada en espectrometria de masas
ha alcanzado un especial protagonismo. Diversos trabajos han sefialado que pacientes con
niveles superiores a determinados umbrales (por ejemplo, 1825 atomoles (amol)/
microgramo (pg)) logran resultados clinicos significativamente superiores con
trastuzumab, incluso dentro de subgrupos clasificados como positivos por IHQ/ISH, lo
que denota la importancia de la valoracion cuantitativa sobre la cualitativa en oncologia
molecular (189). Adicionalmente, el método de monitoreo de reaccion paralela por

espectrometria de masas (PRM-MS, por sus siglas en inglés) también ha demostrado alta
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sensibilidad, y reproducibilidad para la cuantificacion de HER2 y otros marcadores en
muestras clinicas (190,191). En estudios recientes, estos métodos han permitido
establecer puntos de corte cuantitativos para la seleccion de pacientes candidatos a
terapias anti-HER2, y han mostrado alta concordancia con los métodos convencionales

(190-193).

A esto se suma la utilidad de la NGS y el andlisis del ADN tumoral circulante (ctDNA),
herramientas que permiten identificar la amplificacion génica de ERBB2 con una buena
sensibilidad y especificidad. La evidencia actual sefiala que una alta amplificacion génica
se traduce en una mejor respuesta a terapias anti-HER2, mientras que los casos de
amplificacion de bajo nivel experimentan beneficios considerablemente menores. Este
hallazgo refuerza la hipotesis de que el espectro de la activacion de HER2 es, en si mismo,
heterogéneo y que la seleccion estricta basada en un umbral cuantitativo podria mejorar

los resultados clinicos (194,195).

Por otra parte, el concepto de resistencia primaria a terapias anti-HER2 ha cobrado
relevancia con la identificacion de co-alteraciones genéticas en genes incluidos en el
denominado panel AMNESIA—tales como EGFR, MET, KRAS y elementos de la via
PI3K, cuya presencia se asocia sistemdticamente con una menor probabilidad de
respuesta, mientras que su ausencia confiere mayor sensibilidad al tratamiento dirigido
(196). Ademas, la investigacion traslacional se estd volcando en la caracterizacion de
nuevos perfiles de expresion génica; en particular, niveles elevados de HAS2 y SHB se
estan evaluando como prometedores predictores de sensibilidad a trastuzumab, aunque

tales aproximaciones precisan de una mayor validacion en cohortes independientes (197).

En el terreno de la IHQ avanzada, la exploracion especifica del epitopo de la region
extracelular de HER2, reconocida por trastuzumab, esta emergiendo como estrategia
complementaria que podria incrementar la precision predictiva sobre las técnicas
convencionales. A diferencia de la IHQ convencional, que suele emplear anticuerpos
dirigidos contra el dominio intracelular de HER2, la THQ basada en el epitopo de
trastuzumab evalta directamente la fraccion proteica que es el blanco terapéutico,
permitiendo una correlacion mas estrecha con la respuesta clinica al tratamiento anti-
HER2 (198). La IHQ con anticuerpos que mimetizan el sitio de union de trastuzumab ha

demostrado que la intensidad de la tincién (>2+) se asocia significativamente con mejor
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supervivencia libre de progresion y supervivencia global en pacientes tratados con
trastuzumab, superando la capacidad predictiva de las técnicas convencionales basadas

en IHQ estandar o ISH (198).

Desde una perspectiva integral, estos biomarcadores estan siendo sometidos a una
investigacion intensiva, y ya influyen de manera progresiva en la seleccion de pacientes
y en la optimizacion de las estrategias terapéuticas personalizadas en pacientes con CG
avanzado HER2+. Paralelamente, la revolucion de la oncologia traslacional se apoya cada
vez mas en la integracion de enfoques moleculares como el perfil de expresion del mRNA
de ERBB2, el cual promete ofrecer una estratificacion de pacientes mas afinada y

fundamentar decisiones verdaderamente individualizadas (76,156,199).

Un claro ejemplo de la tendencia hacia la personalizacion y la precision en el diagnostico
molecular es la introduccion del test HER2DX, desarrollado en 2022. Este innovador test
no solo analiza la expresion de 27 genes clave, sino que también integra diversas
caracteristicas clinicas del paciente, lo que permite una evaluacién mas integral y precisa
del perfil tumoral. HER2DX fue disefiado y validado inicialmente en el contexto
del cancer de mama HER2+, proponiendo una cuantificaciéon continua y ortogonal de la
expresion de mRNA de ERBB2. Esta técnica muestra una correlacion robusta con los
niveles proteicos de HER2 determinados por las técnicas convencionales. Gracias a esta
aproximacion multifacética, HER2DX puede reflejar con mayor fidelidad la biologia
tumoral y ayudarnos tanto en la prediccion de respuesta terapéutica como en el prondstico

clinico de los pacientes (163,174-176,178,180,181,200).

Los puntos de corte para el score de HER2DX se definieron utilizando una cohorte sélida
de 637 pacientes con cancer de mama, que incluia tanto casos HER2-positivos como
HER2-negativos y empled los criterios diagnosticos internacionalmente aceptados
por ASCO/CAP. Segtin esta clasificacion, un valor por debajo de 33 en el score HER2DX
ERBB?2 indica una expresion baja del gen ERBB2 (“HER2DX ERBB2-bajo”), mientras
que un valor por encima de 51 corresponde a una expresion alta (“HER2DX ERBB2-
alto”). Por su parte, los pacientes cuyos resultados se encuentran en el intervalo medio
(entre 33 y 51) se consideran de expresion intermedia. Esta estratificacion facilita una

interpretacion mas matizada del estatus HER2, permitiendo identificar grupos de
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pacientes con diferentes perfiles bioldgicos y potenciales de respuesta a las terapias

dirigidas (174,175).

La aplicabilidad clinica de esta estratificacion reside en que los tumores HER2DX
ERBB2-bajo presentan menor sensibilidad a terapia anti-HER2, mientras que los
subgrupos medio y alto muestran un beneficio superior y, por tanto, son los candidatos

ideales para el tratamiento dirigido.

En el contexto del cancer de mama metastdsico, HER2DX ha demostrado que la
expresion de ERBB2 mRNA, medida por esta prueba, se asocia de manera significativa
con la respuesta objetiva y la supervivencia tras el tratamiento con T-DM 1. Los pacientes
que presentan niveles elevados de ERBB2 mRNA experimentan tasas superiores de
respuesta y mejores desenlaces en cuanto a SLP y SG, independientemente de los
resultados de la IHQ para HER2, el estado hormonal, la edad, la presencia de metastasis

cerebrales o la linea de tratamiento administrada (163).

Ademas, el test HER2DX incorpora la evaluacion de siete genes inmunorelacionados—
CD8A, CXCL9, CCLS5, CXCL13, IGKC, CD274 (que codifica PD-L1) y STAT1—, los
cuales conforman una firma molecular asociada al infiltrado inmune tumoral. Esta firma
inmune se combina en la prueba con otras firmas genéticas relevantes, como las
relacionadas con la proliferacion celular, la diferenciacion luminal, y la expresion del
amplicon ERBB2. Gracias a esta integracion de multiples dimensiones bioldgicas,
HER2DX permite una estratificacion prondstica mucho mds precisay mejora la
capacidad de predecir qué pacientes responderan favorablemente a las terapias anti-
HER2. Aunque el desarrollo y validacion clinica del test se ha centrado principalmente
en el cancer de mama HER2+, sus fundamentos y utilidad ofrecen un enorme potencial
para ampliar su aplicacion en otros tumores HER2+, incluido el CG, donde la
caracterizacion molecular y la respuesta a tratamientos dirigidos siguen siendo un desafio

clinico importante (163,174,175).

En nuestra cohorte de pacientes, no se identificaron asociaciones estadisticamente
significativas entre la expresion de la firma inmune incluida en HER2DX y los desenlaces
clinicos analizados, como la respuesta al tratamiento o supervivencia. Al examinar de

manera individual la expresion de PD-1, tampoco se observaron correlaciones relevantes
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con los resultados clinicos. Estos hallazgos sugieren que, al menos en nuestra
poblacion, ni la firma inmune de la prueba HER2DX ni la expresion aislada de PD-
1 parecen aportar valor predictivo o prondstico. Una posible explicacion para esta
ausencia de significacion estadistica podria estar relacionada con el tamafio limitado de
la muestra analizada, lo que puede reducir la potencia estadistica y dificultar la deteccion
de asociaciones robustas. Por tanto, serd necesario realizar estudios en cohortes mas
grandes y variadas que permitan validar estos resultados y definir el verdadero aporte de

la firma inmune del HER2DX y de PD-1 como biomarcadores clinicos en este contexto.

A pesar de estos hallazgos, es fundamental resaltar que la integracion de estos genes
inmunologicos en el panel permite capturar la compleja heterogeneidad bioldgica y la
dindmica de la interacciéon tumor-inmunidad, elementos considerados claves para la
seleccion de estrategias terapéuticas personalizadas. Este enfoque multidimensional
podria ser particularmente relevante a medida que se desarrollan nuevas combinaciones
o secuencias de tratamientos dirigidos e inmunoterapias, lo que subraya la importancia de
seguir investigando estos marcadores en distintos contextos clinicos poblacionales (174—

176).

No obstante, aunque la validez prondstica y predictiva del score HER2DX ERBB?2 se ha
confirmado extensamente en cancer de mama, su extrapolacion al CG HER2+ plantea

interrogantes aun no resueltos.

Esta investigacion representa el primer analisis que explora la utilidad clinica de
la medicion de la expresion de mRNA de ERBB2 mediante la prueba HER2DX,
utilizando la plataforma nCounter, en una cohorte de pacientes con CG/UGE avanzado
HER2+ tratados con la combinacion de trastuzumab y quimioterapia. Este estudio aporta
una perspectiva innovadora a la literatura existente, al aplicar una tecnologia molecular
de vanguardia en un contexto clinico real, permitiendo asi evaluar el valor de la prueba
HER2DX mas alla del cancer de mama y en una indicacién donde la caracterizacion
molecular y la selecciéon optima de pacientes siguen siendo retos significativos. Los
resultados obtenidos contribuyen a orientar futuras estrategias de estratificacion y

personalizacion terapéutica en tumores HER2+.
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Es relevante sefialar que, aunque el cancer de mama y el CG HER2+ difieren biologica y
clinicamente, en ambos casos, los pacientes con niveles bajos de ERBB2 (ERBB2-low)

presentan un prondstico desfavorable.

Asimismo, la distribucion de grupos segun score HER2DX en CG difiere
significativamente del cancer de mama: en el CG se observa una mayor proporcion de
casos en el grupo ERBB2-low, fendmeno congruente con la reconocida mayor
heterogeneidad molecular del CG HER2+, lo que podria explicar en parte, la poca

respuesta al tratamiento anti HER2 en CG frente al cancer de mama.

En pacientes con CG HER2+, varios farmacos anti-HER2 han fallado en ensayos
clinicos al no demostrar beneficio clinico significativo en supervivencia (66,67,69).

En pacientes con CG HER2+ en progresion a primera linea, la continuacion del
tratamiento con trastuzumab y paclitaxel no logré prolongar la supervivencia en
comparacion con paclitaxel en monoterapia (70). Asimismo, la combinacion
de pertuzumab con trastuzumab y quimioterapia en la primera linea terapéutica tampoco
logré mejorar significativamente la supervivencia global ni la supervivencia libre de

progresion (201).

De forma similar, el uso de lapatinib asociado a quimioterapia, tanto en pacientes que no
habian recibido previamente trastuzumab como primera o segunda linea, no ofrecid

ventajas respecto a placebo o quimioterapia sola, respectivamente (68,69).

Por ultimo, el uso de T-DM1 tampoco no mejord la supervivencia ni la respuesta clinica

respecto a los taxanos en pacientes con CG HER2+ previamente tratado (202).

Esta situacion contrasta con el cancer de mama HER2+, en el que numerosos agentes
dirigidos contra HER2, como trastuzumab, pertuzumab, margetuximab, T-DMI,
trastuzumab deruxtecan, lapatinib, neratinib y tucatinib, han demostrado de manera
consistente beneficios clinicos significativos y han sido aprobados para su uso

terapéutico (203).
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La falta de beneficio de los farmacos anti HER2 mencionados en CG HER2+ se atribuye,
en parte, a la heterogeneidad bioldgica y a mecanismos de resistencia especificos de este

tumor (117,204-207).

Un ejemplo destacado es el ensayo clinico GATSBY, estudio internacional, aleatorizado
y abierto de fase 2/3, que comparé T-DM1 con taxanos (docetaxel o paclitaxel) en
pacientes con adenocarcinoma gastrico o de la UGE localmente avanzado o metastasico,
HER2+ y previamente tratados. El objetivo primario fue evaluar la SG. Los resultados
mostraron que T-DM1 no fue superior a los taxanos, con una mediana de SG de 7,9 meses
para T-DM1 (2,4 mg/kg semanal) frente a 8,6 meses para los taxanos (HR 1,15; IC 95%:
0,87-1,51; p=0,86) (202).

Sin embargo, un andlisis posterior del ensayo clinico GATSBY evidencié que, los
pacientes con CG HER2+ que presentaban niveles elevados de mRNA de ERBB2
lograban mayor beneficio en supervivencia con T-DMI respecto a la quimioterapia
convencional (202). Estos hallazgos subrayan la importancia de la cuantificacion precisa
de la expresion de HER2, ya que la heterogeneidad y la baja expresion de HER2 se
asocian con resistencia y menor beneficio clinico de los fairmacos anti-HER2 en CG

avanzado HER2+.

De manera similar, en una publicacién previa que realizamos durante el desarrollo de esta
tesis y disponible en el Anexo 2, reportamos de forma retrospectiva el caso de un paciente
masculino de 42 afios diagnosticado de adenocarcinoma de la UGE, HER2+ (IHQ 3+).
El paciente fue tratado inicialmente de forma quirirgica mediante esofagectomia. En el
postquirtrgico se identifico ascitis y derrame pleural que fueron positivos para metastasis
de adenocarcinoma siendo valorado como adenocarcinoma de la UGE estadio IV. El
tratamiento sistémico de primera linea fue cisplatino + 5-fluorouracilo + trastuzumab
obteniendo una respuesta completa luego de 6 ciclos de tratamiento. Luego de 10 meses,
el paciente progresd con metastasis pulmonares y 6seas. En ese momento, el paciente fue
incluido en el ensayo clinico GATSBY recibiendo tratamiento con T-DM1 a una dosis de
2,4 mg/kg/semanal, logrando una respuesta parcial confirmaday un tiempo hasta la
progresion de 5,4 meses (210). Es relevante destacar que, en el brazo de T-DM1 del
estudio GATSBY, se observo una SLP media de 2,7 meses y una tasa de respuesta del

20,6% (171).
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En este paciente, se analizaron de forma retrospectiva los niveles de mRNA de ERBB2 en
el tumor primario y se encontraron niveles elevados de ERBB2, que se correlacionaron

con la eficacia registrada al tratamiento anti HER2 (171).

Los hallazgos del articulo complementario resultan especialmente relevantes para esta
tesis por dos razones fundamentales. Primero, demostramos que existe una proporcion no
despreciable de pacientes con adenocarcinoma géstrico y de la UGE que presentan niveles
elevados de expresion de ERBB2, lo que amplia el marco clasico de la “positividad
HER2” basada en IHQ/ISH hacia una definicion mas cuantitativa y potencialmente mas
precisa para la estratificacion terapéutica. Segundo, aportamos evidencia del mundo real
mediante un caso clinico de un paciente con adenocarcinoma de la UGE HER2+ con alta
expresion de ERBB2 que obtuvo una respuesta parcial prolongada a T-DM1, subrayando
que la cuantificacion de la expresion génica puede actuar como un biomarcador predictivo

de respuesta al tratamiento anti-HER2.

En la misma linea, el estudio prospectivo VARIANZ, de disefio multicéntrico, encontr6
que solo los pacientes con CG o UGE avanzado con alta expresion de HER2, medida por
PCR cuantitativa y traducida en elevados niveles de mRNA, obtenian un beneficio en

supervivencia significativo tras el tratamiento con trastuzumab (156).

Resulta también fundamental destacar que la discrepancia entre los métodos de
evaluacion local y central de HER2, sobre todo en casos limite, conlleva decisiones
terapéuticas equivocadas y resultados subdptimos para el paciente, reafirmando la
necesidad de criterios cuantitativos robustos para optimizar la seleccion y el abordaje

terapéutico.

Pese a estos avances, todavia existen consideraciones clave que deben ser abordadas al
considerar la expresion génica de ERBB2 como biomarcador de seleccion y respuesta al

tratamiento anti-HER2 en pacientes con CG avanzado HER2+.

Primero, la validacion de los puntos de corte para ERBB2, medidos por HER2DX y
previamente definidos en cancer de mama, necesita una confirmacion especifica en CG,
debido a las diferencias biologicas entre ambos tumores. La estructura molecular, la

heterogeneidad intratumoral y los patrones de expresion de HER2 pueden variar



106

considerablemente entre cancer de mama y gastrico, lo que puede impactar tanto en la
sensibilidad como en la especificidad de los puntos de corte determinados. Es probable
que el establecimiento de puntos de corte exclusivos para CG permita una
mejor discriminacion entre los distintos subgrupos de pacientes y ayude a optimizar el

rendimiento predictivo de la herramienta.

El punto de corte propuesto en este estudio para pacientes con CG HER2+ constituye
una primera aproximacion en este contexto y abre la puerta a una posibilidad de
personalizacion de las estrategias de estratificacion. Sin embargo, para garantizar su
relevancia clinica y utilidad prondstica, se requiere la validacion adicional de este umbral
en cohortes independientes y mas extensas. Este proceso de validacion ayudara a
confirmar la solidez del punto de corte y a definir su impacto en los resultados clinicos,
como la respuesta al tratamiento y la supervivencia. Ademas, la inclusion de diferentes
contextos clinicos y grupos étnicos contribuird a confirmar su aplicabilidad en escenarios

reales.

En segundo lugar, la notoria heterogeneidad de la expresion de HER2 en CG indica que
el uso de un tnico biomarcador podria ser insuficiente para una estratificacion precisa de
los pacientes. Esta variabilidad, puede limitar la capacidad de prediccion y clasificacion
de las herramientas actuales, si se utilizan de manera aislada. Por ello, el abordaje
Optimo probablemente se sustente en laintegracion de multiples biomarcadores,
combinando la informacion aportada porla expresion génica de ERBB2 con otros

perfiles, como marcadores gendmicos y biomarcadores inmunoldgicos (153,161).

En tercer lugar, es necesario realizar més estudios en pacientes tratados con nuevas
estrategias terapéuticas, tales como trastuzumab deruxtecan y la combinacion de terapias
anti-HER2 con inmunoterapia. Esto es especialmente relevante en el contexto actual,
donde estas opciones se estan consolidando como estdndares de tratamiento en las
primeras lineas para el CG HER2+. La evidencia emergente sugiere que la eficacia y el
perfil de seguridad de estos abordajes podrian diferir de los tratamientos convencionales,
y plantean interrogantes sobre la seleccion 6ptima de pacientes, el manejo de la resistencia

y el papel de biomarcadores predictivos (62,71,188).

Un cuarto aspecto relevante es la posible implementacion de la prueba HER2DX en la

practica clinica habitual de pacientes con CG HER2+. Aunque esta herramienta
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diagnédstica supone un mayor coste que los métodos convencionales (IHQ/ISH), ofrece
informacion molecular adicional, lo que podria evitar la administracion de tratamientos
ineficaces y sus efectos adversos, redundando en potenciales ahorros en recursos
sanitarios y mejorando los resultados clinicos. En cdncer de mama, la validacion e
incorporacion de HER2DX ha mostrado clara utilidad clinica y repercusion positiva en la
eficiencia del sistema sanitario (182); en CG, aunque faltan analisis formalmente coste-
efectividad, el potencial es considerable, particularmente ante escenarios de ambigiiedad

diagnéstica y heterogeneidad tumoral.

En quinto lugar, es importante destacar el papel de la firma inmune y de genes inmunes
individuales, como PD-1, especialmente ahora que la inmunoterapia se ha incorporado
como parte del tratamiento de primera linea en el CG HER2+. El andlisis de la expresion
de genes inmunorelacionados aporta informacion clave sobre el microambiente tumoral,
lo que puede influir directamente en el pronostico y en la respuesta clinica tanto a la
inmunoterapia, a los tratamientos dirigidos contra HER2, como a las estrategias

combinadas de ambas modalidades terapéuticas.

En nuestra cohorte, no se observaron asociaciones significativas entre la firma inmune
evaluada por HER2DX ni la expresion de PD-1 y los desenlaces clinicos. Sin embargo,
este resultado debe interpretarse con precaucion debido al limitado tamafio muestral, y
sera necesario validar estos hallazgos en estudios mas amplios y multicéntricos. En
conjunto, la integraciéon de perfiles inmunes, marcadores gendmicos y expresion de
ERBB2 podria favorecer una estratificacion mucho mas precisa de los pacientes y
contribuir al desarrollo de estrategias terapéuticas verdaderamente personalizadas en el

CG HER2+.

Por ultimo, es importante reconocer que la presente investigacion aporta evidencia
retrospectiva basada en una muestra limitada de pacientes procedentes de dos
instituciones, circunstancia que recalca la necesidad de investigaciones prospectivas y
multicéntricas que permitan validar si la expresion de mRNA de ERBB2 puede,
efectivamente, guiar de manera fiable las decisiones terapéuticas en tiempo real en
pacientes con CG HER2+. Las investigaciones hoy en curso y las futuras se orientan
justamente a establecer puntos de corte especificos para CG y validar estos resultados en

cohortes independientes y de mayor tamafio, con vistas a consolidar el papel de los
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biomarcadores moleculares como eje en la medicina personalizada del futuro en

oncologia gastrointestinal.
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7. Conclusiones

1. La cuantificacion del 4&cido ribonucleico mensajero de ERBB2 mediante
nCounter/HER2DX mejora la estratificacion bioldgica del cancer gastrico avanzado
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano positivo en comparacion con

inmunohistoquimica e hibridacion in situ.

2. El acido ribonucleico mensajero de ERBB2 constituye un biomarcador con valor
pronostico y predictivo independiente, asociado con mayor supervivencia libre de
progresion, supervivencia global y tasa de respuesta al tratamiento anti-receptor 2 del

factor de crecimiento epidérmico humano.

3. La heterogeneidad molecular del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano en el cancer gastrico explica parte de la variabilidad clinica observada y limita el

rendimiento de los métodos tradicionales.

4. Los puntos de corte derivados del HER2DX para céncer gastrico permiten una
clasificacion molecular mas precisa y clinicamente 1til que la basada exclusivamente en

inmunohistoquimica e hibridacion in situ.

5. Los tumores con receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
inmunohistoquimica 3 positivo muestran niveles superiores de ERBB2, pero mantienen
una heterogeneidad significativa que solo puede resolverse mediante métodos

cuantitativos.

6. El contraste con el cancer de mama evidencia diferencias bioldgicas importantes en la
expresion de ERBB2, subrayando la necesidad de biomarcadores especificos por tipo

tumoral.

7. La expresion del gen PDCDI(que codifica la proteina de muerte programada 1),
muestra una asociacion inversa con la expresion de ERBB2, tanto en el Atlas del Genoma
del Céancer como en la cohorte del estudio, lo que sugiere interacciones relevantes entre
la sefalizacion del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano y el

microambiente inmune.
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8. La expresion del gen PDCD1(que codifica la proteina de muerte programada 1), no se
asocid con la supervivencia libre de progresion, la supervivencia global ni la tasa de
respuesta en pacientes con cancer gastrico receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico

humano positivo, lo que indica que su papel clinico en este contexto es limitado.

9. El andlisis de firmas moleculares de HER2DX muestra que solo el amplicon del
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano se asocia significativamente con
la supervivencia, mientras que las firmas inmunes e inflamatorias no muestran impacto

en esta cohorte.

En conjunto, los resultados respaldan la implementacion clinica de la cuantificacion del
acido ribonucleico mensajero ERBB2 mediante nCounter/HER2DX para optimizar la
seleccion de pacientes con cancer gastrico avanzado receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano positivo candidatos a terapias anti-receptor 2 del factor de

crecimiento epidérmico humano
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Background: Response to trastuzumab combined with chemotherapy (T-chemo) in human epidermal growth factor receptor
2 (HER2)-positive advanced gastric cancer (AGC) varies widely, highlighting the need for more precise biomarkers beyond
conventional HER2 assessment with immunohistochemistry (IHC) and in situ hybridization (ISH). The HER2DX ERBB2
messenger RNA (mRNA) assay, a clinically validated genomic test initially developed for early-stage HER2-positive breast
cancer, quantitatively measures ERBB2 expression and may improve patient selection for T-chemo in AGC.

Patients and methods: In a retrospective cohort of 134 patients with AGC, including 58 who received T-chemo, we
evaluated whether the HER2DX ERBB2 score defines more accurately HER2 status and correlates with treatment
response and survival outcomes in HER2-positive AGC, compared with standard pathology-based methods.

Results: Our findings demonstrate that a high HER2DX ERBB2 score was significantly associated with improved
progression-free survival [hazard ratio (HR) 0.81, 95% confidence interval (Cl) 0.69-0.95, P = 0.012] and overall
survival (HR 0.43, 95% Cl 0.23-0.81, P = 0.008).

Conclusions: These results suggest that ERBB2 mRNA expression, as measured by HER2DX, may help refine selection
for T-chemo and guide more personalized treatment strategies in HER2-positive AGC.

Key words: HER2DX, ERBB2, HER2-positive, gastric cancer, genomics

INTRODUCTION

Gastric cancer (GC) is a significant global health burden, with ~1
089 000 new cases diagnosed annually and an age-standardized
incidence rate of 11.1 per 100 000 people. It accounts for 7.7% of
all cancer-related mortality, with 800 000 deaths each year, being
the fourth leading cause of cancer death worldwide.?
HER2-positive advanced GC (AGC) represents 15%-20%
of cases and is characterized by distinct biological features
and aggressive clinical behavior, often associated with poor
prognosis. This highlights the critical need for precise
diagnostic tools and targeted therapeutic strategies.a'7
While trastuzumab-based chemotherapy (T-chemo) has

improved outcomes in HER2-positive AGC, responses
remain variable, with a median overall survival (OS) of 13.8
months and an overall response rate (ORR) of <50%.%”
The addition of pembrolizumab to trastuzumab-based
chemotherapy has reshaped the standard of care for
patients with unresectable HER2-positive AGC and a
programmed death-ligand 1 (PD-L1) combined positive score
(CPS) >1, achieving an ORR of 72.6% and a median OS of 20.1
months.® However, despite these improvements, a substantial
proportion of patients do not respond to targeted therapy.’
AGC has high genomic and phenotypic heterogeneity, even
within individual tumors, which is a major challenge for
biomarker-driven clinical trials and contributes to treatment

: 10,11 . . :
resistance.” " Current diagnostic methods, such as immuno-
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histochemistry (IHC) and in situ hybridization (ISH), have limi-
tations in accurately capturing the complexity of HER2
expression, underscoring the need for more advanced
methods."”> A deeper molecular understanding of HER2-
positive AGC could enable more precise patient stratification
and individualized therapy.
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multivariate model were selected based on clinical relevance
and known associations with outcomes in HER2-positive
AGC, even if not statistically significant in univariate ana-
lyses to avoid potential confounding factors. Agreement
between HER2 IHC/ISH status and ERBB2 mRNA expression
levels was assessed using Cohen’s kappa coefficient.
Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was
used to identify a new preliminary HER2DX ERBB2 cut-off for
GC. All statistical analyses were carried out using R software
(version 4.2.2).

RESULTS

Patient characteristics

A total of 134 consecutive patients diagnosed with AGC were
analyzed. Demographic and disease characteristics for the
entire cohort are summarized in Supplementary Table S1,
available at https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2025.105563,
while details specific to patients treated with T-chemo are
provided in Table 1. Overall, 78% of patients were male, with a
median age of 70 years at diagnosis. Regarding HER2 status,
41% of patients exhibited IHC 3+ expression. Among those
treated with T-chemo (Table 1), the majority were male (81%),
with a median age of 70 years, and a higher proportion (72%)
displayed HER2 IHC 3+ expression.

ERBB2 mRNA expression in AGC

ERBB2 mRNA expression was assessed in all tumor samples,
regardless of HER2 status. A broad range of ERBB2 mRNA
expression levels was observed [log2 median —0.75, inter-
quartile range (IQR) 1.26]. As expected, ERBB2 expression
varied according to HER2 IHC expression categories (0, 1+, 2+,
and 3+). Among HER2-positive AGC cases, significantly higher
ERBB2 levels were observed in tumors with IHC 3 expression
compared with other categories, with a 2.15-fold difference (P
< 0.001). Notably, considerable heterogeneity in ERBB2
expression was also observed within the HER2 IHC 3+ AGC
subgroup (IQR 2.75) (Figure 1A). Representative images illus-
trating HER2 expression levels analyzed by IHC and ISH are
shown in Figure 1B.

Comparison of ERBB2 expression across cancer types

To further contextualize ERBB2 expression in AGC, we analyzed
data from 12 cancer types included in The Cancer Genome
Atlas Program (TCGA). GC exhibited the second-highest ERBB2
mRNA expression following BC (Supplementary Figure S1,
available at https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2025.105563).
Finally, when comparing HER2 IHC 3+ tumors between
the two cancer types, ERBB2 expression was significantly
higher in BC than in GC, with a 4.6-fold difference (P < 0.001)
(Supplementary Figure S2, available at https://doi.org/10.
1016/j.esmoop.2025.105563).

Clinical outcomes in HER2-positive AGC treated with
T-chemo

Among the 134 patients with AGC, 58 (43%) were classified
as HER2-positive and received first-line T-chemo. Baseline
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Table 1. Demographic and disease characteristics for patients with HER2-
positive AGC treated with T-chemo
N = 58
Sex: male, n (%) 48 (81)
Median age at GC diagnosis, years (range) 70 (28-86)
ECOG performance status, n (%)
0-1 39 (66)
2 18 (31)
3 2(3)
Tumor location, n (%)
GC 37 (63)
Gastroesophageal junction 22 (27)
Lauren subtypes, n (%)
Intestinal 52 (88)
Diffuse 7(12)
HER2 status, n (%)
IHC 2+/ISH+ 15 (26)
IHC 3+ 42 (72)
IHC NA/ISH+ 1(2)
First line with T-chemo, n (%) 58 (100)
ic disease at start of T-chemo, n (%) 58 (100)

GC, gastric cancer; HER2, human epidermal growth factor 2; IHC, immunohisto-
chemistry; ISH, in situ hybridization; NA, not available; T-chemo, trastuzumab
combined with chemotherapy.

patient characteristics are summarized in Tables 2 and 3.
The median follow-up from T-chemo initiation was 8.77
months. Median PFS and OS were 5.87 months (95% ClI
1.43-8.1 months) and 9.33 months (95% Cl 7.97-13.4
months), respectively. The ORR was 38.6%.

HER2DX ERBB2 expression categories in HER2-positive
AGC

Among the 58 patients treated with T-chemo, 42 (72%) had
HER2 IHC 3+ tumors, 15 (26%) had HER2 IHC 2+/ISH+ tu-
mors, and one patient lacked HER2 IHC information but was
ISH+. The distribution of HER2DX ERBB2 expression cate-
gories, using the BC predefined cut-offs, was as follows: 44.8%
low, 19.0% medium, and 36.2% high (Figure 2A). In HER2 IHC
3+ tumors, the proportion of HER2DX ERBB2 low, medium,
and high groups was 32.6%, 23.3%, and 44.2%, respectively. In
contrast, among HER2 IHC 2+/ISH+ tumors, the distribution
was 85.7% low, 7.1% medium, and 7.1% high (Figure 2B).

Association between HER2DX ERBB2 score and survival
outcomes in HER2-positive AGC

Notably, HER2 status (i.e. HER2 3+ versus not) was not
significantly associated with either PFS [hazard ratio (HR)
0.59, 95% confidence interval (Cl) 0.31-1.14, P = 0.117] or
0S (HR 0.58, 95% Cl 0.30-1.10, P = 0.093) (Supplementary
Figure S3, available at https://doi.org/10.1016/j.esmoop.
2025.105563). In contrast, HER2DX ERBB2 mRNA levels
were significantly associated with PFS, both as a continuous
variable (HR 0.81, 95% Cl 0.69-0.95, P = 0.012) and as a
categorical variable. Patients in the high ERBB2 mRNA
group had a median PFS of 8.1 months, compared with 2.9
months in the low-expression group (HR 0.38, 95% Cl 0.19-
0.72, P = 0.003) (Figure 3A). These associations remained
statistically significant after adjusting for HER2 status and
other clinical variables, including sex, age, tumor
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Table 3. Association of HER2DX ERBB2 score with overall survival in patients with HER2-positive advanced gastric cancer treated with T-chemo
Univariate HR 95% Cl P value Multivariable HR 95% Cl P value

HER2DX ERBB2 score (continuous variable) 0.43 0.23-0.81 0.008 0.77 0.62-0.97 0.023
HER2 IHC (3+ versus 2+/ISH+) 0.58 0.30-1.10 0.093 1.04 0.47-2.31 0.928
Sex (male versus female) 1.03 0.50-2.13 0.931 0.49 0.20-1.18 0.109
Age 1.00 0.98-1.02 0.783 1.01 0.99-1.03 0.562
Localization (gastric versus GEJ) 1.28 0.73-2.28 0.392 0.84 0.42-1.69 0.632
ECOG 1.80 1.10-2.94 0.019 1.50 0.86-2.61 0.151

Cl, confidence interval; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; GEJ, gastroesophageal junction; HR, hazard ratio; IHC, immunohistochemistry; T-chemo, trastuzumab

combined with chemotherapy.

the low-expression group [odds ratio (OR) 4.07, 95% Cl 1.18-
15.35, P = 0.030]. When analyzed as a continuous variable,
the HER2DX ERBB2 score showed a trend toward higher
response rates with increasing expression (OR 1.33, 95% Cl
1.01-1.82, P = 0.054).

Additional molecular signatures from the HER2DX assay in
HER2-positive AGC

Finally, we explored additional molecular features provided by
the HER2DX assay, including the HER2 amplicon, immune/
immunoglobulin G (IGG), and proliferation signatures. Among
these, only the HER2 amplicon signature was significantly
associated with PFS when analyzed as a continuous variable
(P =0.024) (Supplementary Figure S6, available at https://doi.
org/10.1016/j.esmoop.2025.105563). The IGG and prolifera-
tion signatures were not significantly associated with PFS or OS
(Supplementary Tables S2 and S3, available at https://doi.org/
10.1016/j.esmoop.2025.105563).

DISCUSSION

The clinical landscape of HER2-targeted therapies is evolving
rapidly, driven by the need for more precise biomarkers to

predict treatment response. This is particularly relevant in
HER2-positive AGC, where significant genomic and phenotypic
heterogeneity complicates treatment strategies. The high level
of HER2 heterogeneity observed in GC impacts the efficacy of
T-chemo, underscoring the limitations of conventional
biomarkers such as IHC and ISH. In recent years, interest has
grown in novel biomarkers that may predict response to anti-
HER2 therapies in patients with HER2-positive AGC, beyond
what is possible with traditional IHC and ISH. Quantitative
assessment of HER2 protein levels by mass-spectrometry-based
proteomics has been shown to stratify patients more precisely,
with those exceeding defined thresholds (such as 1825 amol/
Hg) achieving significantly better outcomes with trastuzumab,
even within IHC/ISH-positive subgroups.”” High-level ERBB2
(HER2) gene amplification, as determined by next-generation
sequencing or circulating tumor DNA, is also correlated with
improved responsiveness to anti-HER2 therapy, whereas
low-level amplification is linked to attenuated benefit.”** The
absence of co-alterations in genes included in the AMNESIA
panel (such as EGFR, MET, KRAS, and elements of the PI3K
pathway) appears to predict enhanced response to trastuzu-
mab, while the presence of such alterations is associated with
primary resistance.”> Emerging gene expression signatures,
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Figure 2. HER2DX ERBB2 score in 58 patients with human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-positive advanced gastric cancer (AGC) treated with
with (T-chemo). (A) Distribution of HER2DX ERBB2 score groups according to the predefined cut-offs in breast cancer. (B)

Distribution of HER2DX ERBB2 score groups across HER2 IHC classification.
ISH, in situ hybridization.
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Figure 3. Association of HER2DX ERBB2 score groups with survival outcome. (A) Progression-free survival (PFS). (B) Overall survival (OS).

Cl, confidence interval; HR, hazard ratio; Ref. reference.

including high HAS2 and SHB expression, are being evaluated as
potential predictors of trastuzumab response, though further
validation is required.”® Additionally, IHC assessment focused
on the trastuzumab-specific epitope—targeting the HER2
extracellular domain—may provide more accurate response
prediction than conventional IHC.?”

Collectively, these biomarkers are under active investi-
gation and are increasingly informing patient selection and
the optimization of anti-HER2 therapeutic strategies in
AGC. Innovative molecular approaches, such as ERBB2
mRNA expression profiling, may offer improved patient
stratification and more effective personalized treatment
strategies. #2529

The HER2DX ERBB2 score was originally developed and
validated in BC to provide an orthogonal, continuous assess-
ment of ERBB2 mRNA expression, which correlates with HER2
protein levels.** HER2DX cut-offs were derived from a training
cohort of 637 patients with HER2-negative and HER2-positive
BC, according to ASCO/CAP guidelines.**"* The lower cut-off at
33, which separates HER2DX ERBB2-low from ERBB2-medium/
high, corresponds to the clinical HER2-negative threshold,
meaning that none of the HER2-negative BC cases (IHC 0, 1+,
or 2-+/ISH-negative) were categorized as ERBB2-medium or
high. The upper cut-off at 51, which differentiates ERBB2-
medium from ERBB2-high, corresponds to the upper 33% of
HER2-positive BC cases, which exhibit the highest ERBB2
mRNA expression levels. Notably, ~10%-15% of clinically
HER2-positive BC are identified as HER2DX ERBB2-low, while
60%-70% fall into the HER2DX ERBB2-high category. These
findings are clinically relevant, as HER2DX ERBB2-low tumors
have been associated with reduced sensitivity to anti-HER2
therapies, whereas HER2DX ERBB2-medium and ERBB2-high
tumors tend to derive greater benefit.'® Although the

6 https://doi.org/10.1016/j.esmoop.2025.105563

HER2DX ERBB2 score has been extensively validated in BC, its
applicability to HER2-positive AGC remains an open question.
The new GC-specific cut-off identified using ROC curve analysis
was also associated with improved survival outcomes. Never-
theless, this GC-specific threshold has not been validated due
to the limited availability of GC samples and future validations
are warranted.

Our study is the first to evaluate ERBB2 mRNA expression
and the HER2DX assay in a real-world cohort of HER2-positive
AGC patients. Although there are biological and clinical dif-
ferences between HER2-positive BCs and GCs, the ERBB2-low
group in both cancer types has a poor outcome. Interestingly,
the distribution of HER2DX ERBB2 groups observed in HER2-
positive AGC differs from HER2-positive BC, where a higher
proportion of cases fall into the ERBB2-high category and
fewer into ERBB2-low. This difference is consistent with
the known biological and molecular heterogeneity of HER2-
positive AGC, which is characterized by more frequent
intratumoral HER2 heterogeneity compared with BC.>*%"*

In metastatic BC, the HER2DX ERBB2 score has been vali-
dated in patients receiving first-line trastuzumab, pertuzumab,
and taxane (THP), as well as trastuzumab emtansine (T-DM1)
monotherapy, where it successfully stratified patients based on
PFS and 0S.***%*! Interestingly, translational analyses of the
GATSBY trial,®”> which compared T-DM1 with taxane chemo-
therapy in HER2-positive AGC, revealed that patients with
higher ERBB2 mRNA expression exhibited a greater benefit
from T-DM1 in terms of PFS.** Similarly, the prospective,
multicenter VARIANZ study found that only patients with high
HER2 expression, as measured by quantitative PCR and corre-
sponding to elevated HER2 mRNA levels, derived significant
survival benefit from trastuzumab in metastatic GC or gastro-
esophageal junction cancer. The study also demonstrated that
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discrepancies between local and central HER2 testing, particu-
larly in borderline cases, led to inappropriate treatment selec-
tion and poorer outcomes. These findings suggest that
quantitative HER2 testing criteria should be considered to
optimize patient selection for HER2-targeted therapy in meta-
static gastric or gastroesophageal junction cancer, rather than
relying solely on traditional IHC/ISH thresholds.*>** Overall,
these findings suggest that ERBB2 mRNA expression could
serve as a biomarker for identifying patients with HER2-positive
AGC who are more likely to respond favorably to HER2-targeted
therapies.

Several key considerations remain. Firstly, the HER2DX
ERBB2 cut-offs were established in BC, and further studies
are necessary to confirm their applicability to HER2-positive
AGC. Given the distinct biology of HER2-positive AGC, it is
possible that different cut-offs may more effectively define
HER2-positive subgroups in this disease. Secondly, the
heterogeneity of HER2 in AGC suggests that a single
biomarker may not fully capture the complexity of HER2-
driven oncogenesis. Future studies should investigate
combinations of the HER2DX ERBB2 score with other
genomic or immune-based biomarkers to refine treatment
stratification. Thirdly, additional data on novel anti-HER2
therapies, such as trastuzumab deruxtecan, as well as
combinations of trastuzumab with immunotherapy, are
needed, as these are becoming standard of care.**

Fourthly, the application of HER2DX in routine clinical
practice of HER2-positive AGC remains to be evaluated.
While HER2DX is currently more expensive than traditional
IHC or ISH-based testing, it provides additional molecular
resolution that may support more accurate patient selec-
tion. In BC, where the HER2DX test is already validated and
used in clinical practice, it has been shown to reduce
overall health care costs by minimizing the use of ineffec-
tive treatments and associated toxicities and resources.*®
Although formal cost-effectiveness studies in AGC have not
yet been conducted, the potential for similar health care
savings exists, especially in scenarios where HER2 hetero-
geneity and ambiguous HER2 status complicate treatment
decisions.

Finally, this study provides retrospective evidence
derived from a limited sample size across two institutions,
underscoring the need for further confirmatory research to
determine whether ERBB2 mRNA expression can reliably
guide real-time treatment decisions in HER2-positive AGC.
Ongoing and future studies aim to define GC-specific
thresholds and validate these findings in larger, indepen-
dent cohorts.

In conclusion, this study demonstrates that higher ERBB2
mRNA expression, as measured by the standardized
HER2DX ERBB2 test, is significantly associated with
improved PFS and OS in HER2-positive AGC treated with
trastuzumab-based chemotherapy. Notably, the HER2DX
ERBB2-low group, which represents ~45% of cases,
exhibits very poor outcomes, highlighting the need for
targeted approaches in future clinical trials. Moving for-
ward, further validation in GC cohorts could enhance
patient stratification and inform treatment selection.
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Abstract: Trastuzumab emtansine (T-DM]1) is approved for the treatment of human epidermal growth
factor receptor 2 (HER2)-positive (HER2+) metastatic breast cancer (BC) and for residual disease after
neoadjuvant therapy; however, not all patients benefit. Here, we hypothesized that the heterogeneity
in the response seen in patients is partly explained by the levels of human epidermal growth factor
receptor 2 gene (ERBB2) mRNA. We analyzed ERBB2 expression using a clinically applicable assay
in formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tumors (primary or metastatic) from a retrospective
series of 77 patients with advanced HER2+ BC treated with T-DM1. The association of ERBB2 levels
and response was further validated in 161 baseline tumors from the West German Study (WGS)
Group ADAPT phase II trial exploring neoadjuvant T-DM1 and 9 in vitro BC cell lines. Finally,
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ERBB2 expression was explored in 392 BCs from an in-house dataset, 368 primary BCs from The
Cancer Genome Atlas (TCGA) dataset and 10,071 tumors representing 33 cancer types from the
PanCancer TCGA dataset. High ERBB2 mRNA was found associated with better response and
progression-free survival in the metastatic setting and higher rates of pathological complete response
in the neoadjuvant setting. ERBB2 expression also correlated with in vitro response to T-DM1.
Finally, our assay identified 0.20-8.41% of tumors across 15 cancer types as ERBB2-high, including
gastric and esophagus adenocarcinomas, urothelial carcinoma, cervical squamous carcinoma and
pancreatic cancer. In particular, we identified high ERBB2 mRNA in a patient with HER2+ advanced
gastric cancer who achieved a long-lasting partial response to T-DM1. Our study demonstrates that
the heterogeneity in response to T-DM1 is partly explained by ERBB2 levels and provides a clinically
applicable assay to be tested in future clinical trials of breast cancer and other cancer types.

Keywords: ERBB2 mRNA; HER2-positive breast cancer; T-DM1; antibody-drug conjugates

1. Introduction

Trastuzumab emtansine (T-DM1) is an antibody—drug conjugate (ADC) linking the anti-HER2
(human epidermal growth factor receptor 2) monoclonal antibody trastuzumab to a microtubule
inhibitor, DM1. T-DM1 is approved in several countries as single-agent treatment for HER2+ metastatic
breast cancer (BC) patients previously treated with trastuzumab and a taxane. In the phase III
randomized EMILIA trial, T-DM1 was compared with capecitabine plus lapatinib in previously treated
(trastuzumab and taxane) HER2+ metastatic BC patients [1]. In the phase III randomized TH3RESA
trial, enrolling patients previously treated with trastuzumab and lapatinib in the advanced setting,
T-DM1 was compared with treatment of physician’s choice [2]. Treatment with T-DM1 was associated
with a significant improvement in both progression-free survival (PFS) and overall survival (OS)
in both trials. Recently, trastuzumab emtansine (T-DM1) has also been approved (Food and Drug
Administration and European Medicines Agency) for the treatment of residual invasive disease after
neoadjuvant treatment for HER2+ BC. In fact, the phase III randomized KATHERINE trial, which
enrolled HER2+ BC who were found to have residual invasive disease (breast or axilla) after receiving
neoadjuvant therapy containing at least a taxane and trastuzumab, demonstrated a clear improvement
in invasive disease-free survival for patients who were switched to T-DM1 instead of continuing
trastuzumab [3].

HER2-positivity is currently defined by semi-quantitative methods such as immunohistochemistry
(IHC) and in situ hybridization (ISH). This definition was originally designed to predict benefit from
trastuzumab in advanced and adjuvant trials [4,5], and has remained the definition for the development
of the rest of anti-HER2 therapies, including T-DM1. However, the classic definition of HER2-positive
breast cancer has been recently been challenged. For example, the presence of HER2 intratumor
heterogeneity plays a significant role in modulating response to anti-HER2 treatments and is associated
with worse patient outcomes, in terms of shorter disease free survival and overall survival [6-8],
an aspect scarcely accounted for by semi-quantitative evaluations; at the same time, new HER2-targeted
ADCs approved [9] or currently under investigation in phase III trials for HER2+ advanced BC have
been reported to be active in HER2-low BC (defined as IHC 1+ or 2+/non amplified) [10-12], thus raising
the question if different definitions of HER2-positivity should be adopted for each HER2-targeted agent.

Here, we hypothesized that quantitative measurements of HER2, such as ERBB2 mRNA expression,
might further help better identify within HER2+ metastatic BC patients those who will benefit
from T-DM1.
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2. Results

2.1. ERBB2 mRNA in Advanced HER2+ BC Treated with T-DM1

Seventy-seven consecutive patients diagnosed with HER2+ advanced BC and treated with T-DM1
at Hospital Clinic of Barcelona (HCB) and Istituto Oncologico Veneto (IOV) in Padova were evaluated.
Demographic and disease characteristics of these patients are presented in Table 1. Briefly, all patients
were pre-treated with trastuzumab in the (neo)adjuvant or metastatic setting and most had received
at least 1 line of HER2-targeted treatment for metastatic disease (median 1, range 0—4). In addition,
twenty-eight patients (36%) presented brain metastases at time of initiation of T-DM1. Regarding
T-DM1 efficacy, overall response rate (ORR) was 47% (6 complete and 30 partial responses) and median
progression-free survival (PFS) was 5.3 months (95% CI 4.4-10.7).

Table 1. Patient characteristics.

Characteristics n=77
Median age at BC diagnosis, years (range) 49 (27-88)
Median age at start of T-DM1, years (range) 51 (35-93)
Histology: Ductal 71 (92%)
Lobular/other 5 (6%)
NA 1(1%)
Histologic Grade: G1 2 (3%)
G2 10 (13%)
G3 28 (36%)
NA 37 (48%)
Hormone-receptor: positive 46 (60%)
negative 31 (40%)
HER?2 IHC status: IHC 0 5 (6%)
IHC 1+ 3 (4%)
HC 2+ 16 (21%)
IHC 3+ 50 (65%)
NA* 3 (4%)
HER2 ISH status in HER2 IHC 2+ cases: Amplified 15 (94%)
Not evaluable * 1 (6%)
HER2 ISH status in HER2 IHC 0/1+ cases: Amplified 3 (38%)
Non-amplified * 1 (12%)
Not available * 4 (50%)
Previous (neo)adjuvant treatment 44 (57%)
Median number previous lines HER2-targeted 1(04)
treatment for metastatic disease (range)
Previously received:
Pertuzumab-trastuzumab 31 (40%)
Trastuzumab 41 (53%)
Lapatinib 14 (24%)
Visceral metastases at start of T-DM1 66 (86%)
Brain metastases at start of T-DM1 28 (36%)
Concomitant endocrine treatment during T-DM1 17 (22%)

* These cases were confirmed to be HER2-positive in other tumor samples and treated with T-DM1 according to
clinical practice.

ERBB2 mRNA expression was assessed in 77 tumor samples from patients with advanced HER2+
BC treated with T-DM1. After determination of an ERBB2 mRNA cutoff predictive of response to
T-DM1, several cohorts were evaluated. On one hand, the ERBB2 mRNA assay was validated in 161
patients recruited in the WSG-ADAPT phase II neoadjuvant trial of T-DM1. On the other, ERBB2
mRNA expression and response was evaluated in 9 in vitro BC cell lines. Finally, ERBB2 mRNA
expression was explored in 392 BCs from an in-house dataset, 368 primary BCs from the TCGA BC
dataset, and 10,071 tumors representing 33 cancer types from the PanCancer TCGA dataset (Figure 1).
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Figure 1. Workflow of the study.

A large range of ERBB2 mRNA expression was observed (log2 median 2.98; interquantile range
1.60-3.91). As expected, the expression of ERBB2 varied according to HER2 IHC expression (0, 1+, 2+
and 3+) (Figure S1). Compared to 0-2+, the expression in 3+ tumor samples was increased by 5.7-fold.
Of note, although all patients were classified as HER2+ tumors by guidelines [4], based on clinical
history and previous assessment of HER2 status on tumor samples, and were eligible for treatment
with T-DM1, 8 of the 74 samples that were re-analyzed for HER2 had an IHC HER2 result of 0 (n = 5)
or 1+ (n = 3). Four of these 8 samples were tested for HER2 amplification by ISH, and HER2 was found
amplified in 3 cases and non-amplified in 1 sample.

The clinicopathological variables associated with response (i.e., partial and complete) to T-DM1
were: negative hormone-receptor status, lower number of prior lines of HER2-targeted therapy in
the metastatic setting, higher HER2 IHC expression (i.e., 3+ vs. 0—2+) and higher ERBB2 mRNA as a
continuous variable (Table 2). The overall response rate in HER2 3+ was 62.0% compared to 20.8% in
the 0-2+ group (odds ratio = 1.84, 95% confidence interval [CI] 1.26-2.69, p = 0.002). However, only
ERBB2 mRNA expression (as a continuous variable) and number of prior HER2-targeted lines, but
not HER2 THC expression or hormone-receptor status, were found independently associated with
response (Table 2).

Table 2. Univariable and multivariable logistic regression analyses of overall response.

. . . Univariate Multivariable
Clinicopathological Variable 0Odds Ratio 0Odds Ratio
©95%CD) 4 95%CI) 4
Hormone-receptor status negative ref 0.038 L 0.152
positive 0.37 (0.14-0.95) 0.39 (0.11-1.41)
De-novo metastatic disease o ref 0.990
yes 0.99 (0.40-2.49)
Visceral disease no ref 0.577
yes 0.69 (0.19-2.50)
Brain involvement no ref 0.966
yes 0.98 (0.39-2.49)
HER2 IHC <2+ ref 0.002 . 0.257
3+ 1.84 (1.26-2.69) 1.32 (0.82-2.13)
ERBB2 (continuous) 1.73 (1.25-2.39) 0.001 1.95 (1.22-3.12) 0.006
Prior lines HER2-targeted therapy 01 ref 0.009 71-& 0.002

>2 0.06 (0.01-0.50) 0.02 (0.002-0.23)
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2.2. Identification of an Optimized ERBB2 mRNA Cutoff

Using T-DM1 response data in advanced HER2+ BC (i.e., PR and CR vs. stable disease [SD] and
progression of disease [PD]), an optimized ERBB2 mRNA cutoff was identified based on Fisher’s exact
test. This cutoff maximized the area under the curve (AUC) of the receiver operating characteristic
(ROC) curve (AUC = 0.701, sensitivity: 100%, specificity: 41.5%) (Figure 2a). The cutoff was ERBB2
log2 value = 1.483 and it classified 60 tumors (77.9%) as ERBB2-high and 17 (22.1%) as ERBB2-low
(Figure 2b). As expected, the ERBB2-high group had a response rate of 60%, whereas the response rate
in the ERBB2-low group was 0%. ERBB2-high, as compared to ERBB2-low, was significantly associated
with higher response rates, both in the HER2 IHC 3+ subgroup (67% vs. 0%, Fisher exact p = 0.017)
and in the HER2 IHC 0-2+ subgroup (42% vs. 0%, Fisher exact p = 0.037).

Finally, the ERBB2-high group had a better PFS compared to the ERBB2-low group (median PFS 6.2
months vs. 2.93 months; hazard ratio = 0.36, 95% CI 0.20-0.65, p = 0.001) (Figure 2c), even after correction
by number of prior lines of HER2-targeted therapy in the metastatic setting (hazard ratio = 0.38, 95%
CI0.21-0.70, p = 0.002).
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Figure 2. ERBB2 mRNA expression predicts T-DM1 response and survival in metastatic HER2+ BC.
(a) ROC curve to identify ERBB2 mRNA cutoff of response to T-DM1. (b) ERBB2 mRNA levels in
patients with progressive disease (PD) or stable disease (SD) (n = 41) vs. patients achieving complete
response (CR) or partial response (PR) (1 = 36). p-value was determined using a two-tailed unpaired
t-test. The ERBB2 mRNA cutoff is shown as a red line. (c) Kaplan-Meier estimate of progression-free
survival (PFS) using the ERBB2 mRNA cutoff.

2.3. Validation of ERBB2 mRNA Expression in Early-Stage HER2+ BC Treated with Neoadjuvant T-DM1

To further validate the ERBB2-based assay as a predictor of response to T-DM1 in the neoadjuvant
setting, we assessed gene expression and pCR data from 158 patients treated with T-DM1 (alone or in
combination with endocrine therapy) in the WSG-ADAPT HER2+/hormone receptor-positive (HR+)
Phase II Trial [13]. Since gene expression in the WSG-ADAPT trial was determined using a different
nCounter CodeSet and house-keeping gene list, we estimated where our ERBB2 cutoff would fall.
To accomplish this, we first determined the percentile of ERBB2 mRNA expression corresponding to our
ERBB2 cutoff (i.e., 1.483) in 77 HER2+/HR+ primary tumors from our previously published PAMELA
trial [14], since this cohort is similar to the WSG-ADAPT cohort. Our ERBB2 cutoff corresponded to
the 50th percentile in primary HER2+/HR+ tumors.

We then applied the 50th percentile of ERBB2 mRNA expression as the cutpoint to define
ERBB2-high from ERBB2-low in the 161 patients of WSG-ADAPT trial. The overall pCR rate was 34.8%
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(56/161). When the ERBB2 cutoff was evaluated, the pCR rate in the ERBB2-high group was 42.9%
(33/77) and in the ERBB2-low group was 27.4% (23/84) (sensitivity = 58.9%; specificity = 58.1%; odds
ratio = 2.0; p-value = 0.041). Altogether, these results confirmed a significant association between
ERBB2 mRNA levels and response to neoadjuvant T-DM1.

2.4. Exploring ERBB2 mRNA Expression and In Vitro Response to T-DM1

Next, we evaluated the expression of ERBB2 and the effects of T-DM1 across 6 HER2+ (HCC1954,
ZR-75-30, BT-474, SK-BR3, HCC1569 and MDA-MB-453) and 3 HER2-negative BC cell lines (MCF7,
T-47D and MDA-MB-468) (Figure 3a,b). ERBB2 mRNA expression varied substantially across cell
lines and similarly to patient’s tumors (interquartile range of 6.16 across all cell lines and 0.60 within
the HER2+ cell lines). As expected, HER2+ cell lines showed higher ERBB2 expression than the
HER2-negative cell lines (mean 1.39 vs. —4.64, p = 0.0002) (Figure S2A). HER2+ cell lines were also
more responsive to T-DM1 than HER2-negative cell lines (Figure 3c and Figure S2B), consistently with
findings reported by others [15,16]. Response was defined as the decrease in cell viability (%) at 72 h
of T-DM1 treatment. HER2+ cell lines showed greater response to T-DM1 than HER2-negative cell
lines (mean response 54.71% vs. 5.24%, p = 0.008) (Figure S2C). Importantly, we observed response to
T-DM1 in all cell lines with ERBB2 mRNA levels above the cutoff. In addition, correlation between
ERBB2 mRNA and T-DM1 response was observed across the 9 cell lines (coefficient = 0.7, p = 0.05)
(Figure 3d). This correlation coefficient suggests that 76.6% of the differences in response across cell
lines may be explained by ERBB2 levels.

2.5. ERBB2 mRNA Expression in BC across the HER2 IHC-Based Groups

To determine the proportion of ERBB2-high tumors across the HER2 IHC groups, we analyzed a
retrospective dataset of 392 tumor samples from HCB with both HER2 IHC status and gene expression
data. As HER?2 protein increased, ERBB2 mRNA levels increased as well, and all possible comparisons
(except for 1+ vs. 2+/non-amplified) of ERBB2 expression between groups were statistically significant.
According to our pre-established cutoff, the proportion of ERBB2-high across 0, 1+, 2+/ISH-negative,
2+/ISH-positive and 3+ was 0%, 1.1%, 0%, 9.38% and 76.17%, respectively (Figure 4a).

To provide more evidence of the association of ERBB2 and HER2 IHC expression in BC, we
explored 368 BCs from the TCGA dataset including ERBB2 mRNA expression and HER2 IHC. Since the
methodology to assess ERBB2 mRNA expression in our dataset (nCounter) was different to the TCGA
dataset (RN Aseq), the range of ERBB2 mRNA expression was different for each cohort. Therefore, we
estimated where the pre-established cutoff would fall in the TCGA cohort. To do so, we calculated the
median ERBB2 mRNA log?2 values for each IHC group in HCB and TCGA cohorts (Figure S3A) and the
Pearson correlation between the two cohorts (Figure S3B). The proportion of ERBB2-high across 0, 1+,
2+/ISH-negative, 2+/ISH-positive and 3+ was 0%, 0.59%, 0%, 25% and 74.04%, respectively (Figure 4b).
The correlation coefficient between these ERBB2-high proportions and the proportions found in our
in-house dataset was 0.975.
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Figure 3. ERBB2 mRNA expression correlates with response to T-DM1 in cell lines. (a) Images of HER2
expression by IHC in 9 BC cell lines (40x). (b) Image of HER2 amplification by ISH (100x). (c) Cell
viability of 9 BC cell lines upon 72 h of treatment with 1.25 ug/mL T-DM1. Data points represent the
mean; error bars represent the standard error of the mean of 3 independent experiments. (d) Spearman
correlation between ERBB2 mRNA expression and response to 1.25 ug/mL T-DM1 expressed as 1-cell
viability (%).
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Figure 4. ERBB2 mRNA expression in BC across the HER2 IHC groups. Distribution of ERBB2 mRNA
levels across HER2 IHC subgroups of the primary BC (a) HCB and (b) TCGA datasets. The proportion
of ERBB2-high tumors is indicated as defined by the ERBB2 mRNA cutoff (shown as a red line). p-values
were determined using one-way analysis of variance.

2.6. ERBB2 mRNA Expression across Cancer Types

In order to determine the proportion of ERBB2-high tumors in other cancer types, we
explored ERBB2 expression for 10,071 tumors of different origins. According to our pre-established
cutoff, ERBB2-high tumors were identified in 15 cancer types including: prostate cancer (0.2%),
lung adenocarcinoma (0.59%), lung squamous cell carcinoma (0.83%), head and neck squamous cell
carcinoma (0.97%), ovarian serous cystadenocarcinoma (1%), colon adenocarcinoma (1.14%), uterine
carcinosarcoma (1.75%), uterine corpus endometrial carcinoma (2.09%), pancreatic adenocarcinoma
(3.39%), rectum adenocarcinoma (3.9%), bladder urothelial carcinoma (3.93%), cervical squamous cell
carcinoma (4.08%), esophageal adenocarcinoma (6.08%), stomach adenocarcinoma (6.32%) and breast
cancer (9.41%) (Figure 5 and Table S1). As expected, we identified a lower proportion of ERBB2-high
tumors in each cancer type as compared to standard IHC/ISH definition of HER2-positivity, thus
potentially selecting tumors sensitive to T-DMI1 treatment even in cancer types generally not considered
amenable to treatment with this agent.
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Figure 5. ERBB2 mRNA expression across cancer types. Distribution of ERBB2 mRNA levels across
cancer-types TCGA datasets. The ERBB2 mRNA cutoff is shown as a red line. Abbreviations are shown
in Table S2.
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2.7. ERBB2 mRNA Expression in HER2+ Gastric Cancer Treated with T-DM1

We retrospectively studied the case of a 42-year-old male with a gastroesophageal adenocarcinoma
diagnosed at HCB. In September 2011, a total esophagectomy and cervical esophago-gastric anastomosis
was performed. Ascites and pleural effusion positive cytology adenocarcinoma were observed after
surgery, and the patient was diagnosed with a HER2 3+ pT2pN3pM1 stage IV gastroesophageal
junction adenocarcinoma. The patient subsequently received 6 cycles of first-line treatment with
cisplatin plus 5-fluorouracil and trastuzumab achieving a radiological CR.

After 10 months, the patient presented with lung and bone PD and was enrolled in the GATSBY
phase II/III trial [17] and treated with T-DM1 (2.4 mg/kg weekly) monotherapy. Since July 2013, he
received 8 cycles of T-DM1 and obtained a PR (Table 3 and Figure S4) and a time-to-progression of
5.4 months. Of note, median PFS and ORR in GATSBY’s T-DM1 arm was 2.7 months and 20.6%,
respectively [17]. Concordant with the efficacy results obtained in our patient, ERBB2 mRNA levels
measured in the primary tumor were high (i.e., 2.99). Upon PD, the patient received third-line docetaxel
monotherapy achieving SD until July 2014 when he presented with a central nervous system PD.
The patient was lost to follow-up in November 2014.

Table 3. Response evaluation criteria in solid tumors (RECIST) table for a gastric cancer case before
and during T-DM1 treatment.

Target Lesion Screening Pre Cycle 3 Pre Cycle 5 Pre Cycle 7 Pre Cycle 9
Right upper lobe lung metastasis 14 mm 8 mm 8 mm 8 mm 10 mm
Left upper . 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 12 mm
lobe lung metastasis

Mesentheric adenopathy 17 mm 11 mm 11 mm 11 mm 18 mm
Retroperitoneal adenopathy 18 mm 9 mm 9 mm 9 mm 17 mm
Total 59 mm 38 mm 38 mm 38 mm 57 mm

R NA 39% reduction ~ 39% reduction  39% reduction 36% increase

esponse
NA PR Maintained PR Maintained PR PD

3. Discussion

As an increasing number of HER2-targeted agents are becoming available in clinical practice,
biomarkers are increasingly needed that can predict the response to specific anti-HER2 agents beyond
the classic IHC/ISH definition of HER2-positivity. In this context, HER2 3+ tumors have been reported
to benefit more from T-DM1 than other IHC groups in retrospective and prospective studies [7,18].
Moreover, benefit associated with the use of post-neoadjuvant T-DM1 as compared to trastuzumab in
the KATHERINE trial appeared to more marked in HER2 3+ than in HER2 2+ tumors [19]. Greater
benefit to T-DM1 in HER2 3+ tumors has also been reported in the KATE2 trial [20] and other cancer
types [21,22].

ERBB2 mRNA expression has been previously associated with a more pronounced T-DM1 benefit
in several randomized clinical trials which tested the use of T-DM1 as compared to other HER2-targeted
treatments in HER2+ metastatic BC [23-25]. In the randomized EMILIA trial, which compared T-DM1
and capecitabine-lapatinib (CL) for pretreated metastatic HER2+ BC patients, patients with tumor
ERBB2 mRNA levels above median showed a greater benefit from the use of T-DM1 in terms of ORR
and overall survival (OS). However, T-DM1 treatment, compared with CL, reduced the risk of PD to a
similar degree regardless of tumor ERBB2 mRNA levels and tests for interaction between treatment
and ERBB2 mRNA levels were not statistically significant (p = 0.07). However, tests were exploratory
and not powered to detect an interaction [23].

Moreover, data from the randomized TH3RESA trial, which compared T-DM1 vs. treatment of
physician choice for pretreated metastatic HER2+ BC patients, confirmed that patients with higher
ERBB2 mRNA levels benefited more from T-DM1 than patients with lower ERBB2 mRNA levels [24].
Similar results confirming an association between higher ERBB2 mRNA levels and increased T-DM1
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benefit, both in terms of ORR and PFS, were also reported for several randomized phase II trials [25-27].
Furthermore, the impact of ERBB2 mRNA levels on T-DM1 benefit has been reported in other cancers
beyond BC. A translational study [21] evaluating gastric cancer samples of the GATSBY trial [17]
demonstrated more benefit to T-DM1 in terms of PFS in patients with tumors with higher ERBB2
mRNA levels [21].

In addition, recently presented biomarker data from the post-neoadjuvant KATHERINE trial have
been reported showing that patients with high ERBB2 mRNA levels (above median) at surgery have a
worse outcome than patients with low ERBB2 mRNA levels when treated with adjuvant trastuzumab,
but not when treated with adjuvant T-DM1. In fact, while both patients with ERBB2 mRNA levels above
and below median levels benefited from switching to T-DM1, those with higher ERBB2 mRNA levels
(above median) benefited more from T-DM1 than those with lower ERBB2 mRNA levels, potentially
questioning the use of median mRNA expression value as cutoff in this setting [28].

Our results not only confirm the association between ERBB2 mRNA expression and T-DM1
benefit in a more heterogeneous real-world setting, but also highlight the relevance of a quantitative
method as a better method to predict response to T-DM1 by proposing a cutoff for selecting patients
responsive to T-DM1 both in the metastatic and neoadjuvant settings. Other HER2-targeted ADCs
are entering clinical practice, for instance DS-8201, which has shown activity in HER2-low advanced
BC [12,29]. Therefore, we might expect that different ERBB2 cutoffs will be needed for different ADCs.
In this context, the use of a quantitative method such as ERBB2 mRNA expression, which offers
the opportunity to identify different cutoffs, might potentially improve treatment personalization.
Moreovet, a quantitative method as ERBB2 mRNA expression might recapitulate tumor heterogeneity
in a single, easily manageable assay.

Our study has several limitations. First, the study cohort is retrospective and only involved
a limited number of patients who were treated according to everyday clinical practice, thus being
heterogeneous, both in previous lines of treatment received and in the kind of histological samples
available (primary tumor vs. metastasis). Despite this, our analysis was able to clearly identify ERBB2
mRNA expression as the main predictor of responsiveness together with number of previous lines of
HER2-targeted treatment. Moreover, we validated ERBB2 mRNA as a predictor of response in the
neoadjuvant setting. This highlights the clinical importance of ERBB2 mRNA expression. Second, we
could not address if the biomarker works better when primary or metastatic tumor samples are used.
Third, our data in non-BC-types is currently in the hypothesis-generating stage.

4. Materials and Methods

4.1. Patient Datasets and Tumor Samples

This study analyzed a retrospective cohort of 77 HER2+ (as defined by standard guidelines [4])
advanced/metastatic BC patients treated with T-DM1 between January 2013 and November 2019 in two
independent institutions: Hospital Clinic of Barcelona (HCB) (n = 26) and Istituto Oncologico Veneto
(IOV) in Padova (n = 51). One formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tumor sample per patient
was selected: if available, a biopsy of metastatic site nearest in time to start of T-DM1 was preferred
(n = 38); otherwise primary tumor sample was used (n = 39), favouring pre-treatment biopsy over
surgical sample for patients treated with neoadjuvant therapy. Gene expression was also assessed in
77 primary HER2+/HR+ BC of the PAMELA trial [14], and gene expression and pathological complete
response (pCR) data was evaluated in 161 HER2+ primary samples of the T-DM1 arms (A&B) of the
WSG-ADAPT HER2+/HR+ Phase II Trial [13]. In addition, we evaluated 392 primary BCs from HCB
with available HER2 IHC status and gene expression data evaluated at the nCounter platform; 368
primary BCs from The Cancer Genome Atlas (TCGA) with HER2 IHC status and ERBB2 RNASeqv2
data; and 10,071 TCGA pan-cancers with ERBB2 RNASeqv2 data. Finally, we analyzed a primary
tumor sample of a patient with advanced gastric cancer treated with T-DM1 in the GATSBY trial [17]
at HCB.
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4.2. In Vitro Cell Lines and T-DM1

The BC cell lines BT-474, HCC1569, HCC1954, MCF7, MDA-MB-453, MDA-MB-468, SK-BR3,
T-47D and ZR-75-30 were purchased from the American Type Culture Collection. All cell lines were
maintained as recommended by the suppliers. T-DM1 was provided as remnant of the product used in
common clinical practice by the oncology pharmacy Service at HCB.

4.3. HER2 Immunohistochemistry and Fluorescent In Situ Hybridization

HER?2 status was re-assessed in 74 of 77 FFPE tumors of the T-DM1 HCB/IOV cohort and FFPE BC
cell line pellets by either IHC and/or in situ hybridization (ISH) according to the American Society of
Clinical Oncologists (ASCO)/College of American Pathologists (CAP) guidelines. IHC was performed
on 2-pm-thick sections using anti-HER-2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody kit (Ventana
Medical Systems Inc., Oro Valley, AZ, USA) and ISH for HER2 was performed on 4-um-thick sections
using the FDA-approved XL ERBB2 (HER2/NEU) AMP (MetaSystems Probes, Altlufheim, Germany)
according to manufacturer’s instructions.

4.4. In Vitro Cell Viability Assay

BC cell lines were plated in triplicate at 4000 cells/well in 96-well plates. Cells were then treated
with 1.25 ug/mL T-DM1. Cell viability was determined 72 h after treatment using CellTiter 96 AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA)
following the manufacturer’s instructions, and quantified using the Gen5 Microplate Reader and
Imager Software (BioTek, Winooski, VT, USA). Data were analyzed using GraphPad Prism 5 software
(GraphPad, San Diego, CA, USA).

4.5. RNA Extraction

RNA samples were extracted from biopsy and surgical tumor FFPE material using the High
Pure FFPET RNA isolation kit (Roche) following manufacturer’s protocol. FFPE slides with at least
10% tumor cells and 4 mm? of tissue were used for each tumor specimen, and macrodissection was
performed to avoid contamination with normal breast tissue if needed. Cell line RNA samples were
extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanya). RNA samples were quantified at
the NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

4.6. Gene Expression Analysis

The nCounter platform (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA) was used to analyze RNA
samples from tumors and cell lines. A minimum of 100 ng of total RNA was used to measure the
expression of 50 genes of the PAMS50 intrinsic subtype predictor assay and 5 housekeeping genes
(ACTB, MRPL19, PSMC4, RPLPO, and SF3A1). Expression counts were then normalized using the
nSolver 4.0 software (nanoString, Seattle, WA, USA) and custom scripts in R 3.4.3 (R Foundation,
Vienna, Austria) [30].

4.7. Statistical Analysis

Univariate and multivariable logistic regression analyses were used to investigate the association
of each variable with overall response. Odds ratios and 95% confidence intervals (CIs) were
calculated for each variable. An optimized cutoff of gene expression was identified to predict
overall response. Univariate and multivariable Cox proportional hazard regression analyses were
performed to investigate the association of each variable with PFS. All statistical analyses were carried
out using the R software version 3.4.3.
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5. Conclusions

To conclude, our study presents a clinically applicable assay to help identify patients most likely
to benefit from T-DM1, regardless of HER?2 status. In addition, the assay could help identify patients
most likely to benefit from other HER2-targeted ADCs across cancer types.
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the TCGA dataset, Figure S4: Partial response to T-DM1 in gastric cancer patient.
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