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A cruel truth of many solid tumors<br />From modest to extensive intratumoral heterogeneity, the rule rather than exception 
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Which therapies cause heterogeneity? 
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ETEROGENEITA’ INTRATUMORALE 

• Istopatologica 

 

 



ETEROGENEITA’ INTRATUMORALE: biomarcatori 















HER2 heterogeneity as a predictor of response to 
neoadjuvant T-DM1 plus pertuzumab: Results from a 
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Background: HER2 Heterogeneity 
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 Study Hypothesis and Rationale 
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Study Design  
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HER2 Heterogeneity: Method of Evaluation 
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Objectives 
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Baseline Characteristics  
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Results: Prevalence of Heterogeneity  
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Effect of Heterogeneity on pCR 

Presented By Otto Metzger Filho at 2019 ASCO Annual Meeting 



Effect of Heterogeneity on RCB 0 or I 
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pCR by Hormone Receptor Status 
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Exploratory Analyses: pCR by HER2 IHC 
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Exploratory Analyses: pCR by HER2 IHC 
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Translational Research: Digital Spatial Profiling  
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Conclusions 
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Un evergreen:  
la corretta fissazione! 

 

• «breast biopsies and excised breast tissue samples be assessed grossly as rapidly as  
possible, sectioned and placed in formalin, ideally within 1 h from excision and 
removal from the patient, and that these times be recorded for each specimen» 

• «biopsies fixed for intervals shorter than 6 hours or longer than 72 hours» 
• «surgical sample fixed <24h and/or >72h» 
 

«Examples of circumstances that may lead to uninterpretable results include: 

testing of needle biopsies or cytology samples fixed in alcohol, use of fixatives other 
than 10% neutral buffered formalin, samples where fixation was delayed for more than 
1 hour» 
 
Hammond et al. 2010; Wolff et al. 2014; Taylor et al 2006; Goldstein NS et al 2003. 
 



 

 
 

 

 

 

 
 

 

«important variables in the analysis of labile macromolecules such as proteins, RNA, and DNA 
from clinical tissue samples».  
 

 

 

American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists Guideline Recommendations for Immunohistochemical Testing of Estrogen 
and Progesterone Receptors in Breast Cancer. Hammond et al 2010. 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hammond ME[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=20404251


HER2 3+? 



ARTEFATTI DA RITARDATA FISSAZIONE 

HER2 ER 
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L’anticorpo primario  



La valutazione dell’espressione 
immunoistochimica di PD-L1 è un compito 
difficile… 



PD-L1 

 

 

TPS (tumour proportion score): LUNG (Pembro) 

 

 

 



 

IC (PD-L1 immune cell): BREAST 

 

 

 

 

 

 



PD-L1 
  CPS (combined positive score): HEAD&NECK (Pembro) 

 



Dinamico 



Biopsia vs CAMPIONE 
OPERATORIO 

Dove  

OPEN 
ISSUES 



Eterogeneità del biomarcatore:  
 







Eterogeneità del biomarcatore 

L’espressione di PD-L1 può essere maggiore all’interfaccia fra stroma e tumore, come esito 
dell’attivazione della risposta immunitaria 

 

 

 

 

E nelle piccole 
biopsie?? 



Eterogeneità del biomarcatore 

• In oltre il 70% dei casi, il carcinoma del polmone 
si manifesta in uno stadio avanzato di malattia 

 

• Di conseguenza, il materiale biologico ottenibile 
per la tipizzazione delle neoplasie è 
rappresentato da piccole biopsie o da campioni 
citologici 

 

• Proprio per questo, il materiale ottenuto 
potrebbe non essere rappresentativo del reale 
stato del biomarcatore 

 

• Il fatto che circa il 10% dei NSCLC risponda agli 
inibitori dell’asse PD-L1/PD-1 nonostante 
l’assenza di espressione del biomarcatore 
potrebbe essere parzialmente spiegato dai 
risultati falsi negativi dei campioni bioptici di 
tumori PD-L1 positivi in modo eterogeneo 
 

 

 

 



Eterogeneità del biomarcatore 

Solo pochi studi hanno affrontato la tematica relativa all’impatto delle piccole biopsie nel determinare l’eleggibilità al 
trattamento con pembrolizumab nei pazienti con NSCLC e hanno ripotato risultati controversi: 

 

• Kitazono et al. (2015)  Hanno studiato l’espressione immunoistochimica di PD-L1 in 79 casi di NSCLC sia sulle biopsie che 
sui campioni chirurgici (45 adenoarcinomi, 23 carcinomi squamosi e 11 altri istotipi); usando un cut-off ≥ 1% hanno 
riscontrato una concordanza pari al 92.4% mentre, usando un cut-off ≥ 50% hanno riscontrato una concordanza pari al 
83.5%  

 

• In un altro studio, Ilie et al (2016) hanno valutano l’espressione immunoistochimica di PD-L1 in 160 casi di NSCLC sia sulle 
biopsie che sui campioni chirurgici (33 carcinomi squamosi e 127 adenocarcinomi); usando un cut-off ≥ 1% hanno 
riscontrato una concordanza, molto inferiore, pari al 52% 

 

 

 



Eterogeneità del biomarcatore 

 

 

 

Il numero minimo 4 biopsie sarebbe necessario per avere una rappresentazione 
adeguata dell’eterogeneità del biomarcatore  
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