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1. Wstep

OkreSlenie statusu genu HER2 u chorych na raka
piersi jest obecnie istotnym i obowigzkowym ele-
mentem prawidlowo sformutowanego raportu histo-
patologicznego z co najmniej dwéch powoddéw. Po
pierwsze umozliwia wskazanie typu molekularnego
nowotworu, a co za tym idzie — stanowi czynnik pro-
gnostyczny. Po drugie jest czynnikiem predykcyjnym
w odniesieniu do terapii celowanych skierowanych
przeciwko biatku receptora, zaréwno z grupy prze-
ciwciat (trastuzumab, pertuzumab), jak i inhibitoréw
drobnoczasteczkowych jego aktywno$ci kinazowej
(lapatynib).

Pierwotne zalecenia dotyczace oceny statusu genu
HER?2 u chorych na raka piersi zdefiniowano w trak-
cie badan klinicznych zwiazanych z rejestracjg trastu-
zumabu przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci
i Lekow (Food and Drug Administration — FDA).

Dopuszczone zostaly wowczas do stosowania dwie
metody diagnostyczne: badanie immunohistoche-
miczne (zmmunobistochemistry — IHC) oraz fluorescen-
cyjna hybrydyzacja in situ (fluorescent in situ hybridi-
zation — FISH) z wykorzystaniem pojedynczych lub
podwdjnych (z kontrola centromerowa) sond hybry-
dyzacyjnych. Kryteria kwalifikacji chorych do leczenia
trastuzumabem w oparciu o wyniki hybrydyzacji »
situ (in situ hybridization — ISH) obejmowaly sytuacje
okreslane mianem amplifikacji genu HER?2 i zdefinio-
wane zostaly jako:
¢ stosunek liczby sygnaléw hybrydyzacji z son-

da HER2 do liczby kopii sygnatéw hybrydyzacji

z sondg dla centromeru chromosomu 17: HER2/

CEP17 > 2,0 lub
* liczba sygnaléw hybrydyzacji z sonda HER2 > 6,0

(dla sond bez kontroli centromerowej).

Kryterium immunohistochemicznym kwalifikacji
do leczenia byl silny dodatni odczyn w co najmniej
10% komorek nacieku nowotworowego (3+) lub od-
czyn oceniany jako 2+ z potwierdzeniem amplifika-
¢ji genu HER2 metodg FISH.

W 2007 r. powolano panel ekspercki Amerykan-
skiego Towarzystwa Onkologii Klinicznej (American
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Sociery of Clinical Oncology — ASCO) oraz Amerykan-
skiego Towarzystwa Patologdw (College of American
Pathologists — CAP), ktérego celem bylo przeanali-
zowanie aktualnych danych uzyskanych z zakonczo-
nych i trwajacych nowych badaf klinicznych oraz
opracowanie na ich podstawie wytycznych dotycza-
cych wskazan oraz metodologii oceny statusu genu
HER2. W rekomendacjach ASCO/CAP {1} eksperci
zawarli szereg zalecen dotyczacych proceséw preana-
litycznych zwiazanych z prawidlowym pozyskaniem
i przygotowaniem materialu tkankowego do badan
oraz oceny jego przydatnosci pod wzgledem technicz-
nym (definicja materiatu niediagnostycznego). Zmie-
niono takze zakresy wynikéw pozytywnych (HER2/
CEP17 > 2,2 lub HER2 > 6,0) oraz negatywnych
(HER2/CEP17 < 1,8 lub HER2 < 4,0), wprowa-
dzajac jednocze$nie pojecie wyniku niejednoznacz-
nego, ktérego celem bylo wymuszenie ponownego
oznaczenia statusu genu HER2 inng metoda lub
z innego materiatu. Istotna czeScig pierwotnej wer-
sji rekomendacji, ktéra praktycznie nie zmienila sie
w najnowszych zaleceniach, byl rozbudowany system
wewnetrznej i zewnetrznej kontroli jakosci oraz akre-
dytacji laboratoriéw wykonujacych te badania.
Po 6 latach od publikacji pierwszej edycji zalecen,
w listopadzie 2013 r., na podstawie najnowszych da-
nych literaturowych (155 pozycji piSmiennictwa z lat
2006-2013) oraz wynikéw ponownej retrospektyw-
nej analizy badai z randomizacja pierwszej genera-
gji, rekomendacje ASCO/CAP zostaly zmodyfikowa-
ne i wydane w postaci uaktualnienia uzupelnionego
o szereg suplementéw {2, 3]1. Najwazniejsze zmiany
dotycza:
* kryteriéw kwalifikacji do badanq,
* dopuszczonych metod analitycznych i preanali-
tycznych,
* niewielkich zmian kryteridéw rozpoznan w bada-
niach immunohistochemicznych,
* istotnych modyfikacji kryteriéw rozpoznaf w ba-
daniach ISH, zwlaszcza w zakresie interpretacji
i postepowania w przypadku wynikéw niejedno-
znacznych,
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* postepowania w przypadkach trudnych (,poliso-
mia” chromosomu 17, niejednorodno$¢ materiatu
tkankowego),

* obowigzkowych elementéw dokumentacji me-
dycznej.

W dalszej cze$ci opracowania zostang przedsta-
wione i szczegbtowo omoéwione te elementy reko-
mendacji, ktére zmienily si¢ w ostatniej jej edycji.
W zwiazku z tym dla pelni obrazu, zwlaszcza w za-
kresie tematyki kontroli jakosci, czytelnik powinien
si¢ zapoznal z treScig poprzedniego wydania reko-
mendacji, dostepna takze w jezyku polskim {1].

2. Kwalifikacja do badania

Zgodnie z aktualna trescig rekomendacji w kazdym
nowo zdiagnozowanym przypadku raka piersi istnieje
obowigzek oznaczenia statusu receptora HER2. Po-
nadto istnieje wskazanie do ponownego oznaczenia
tego statusu w razie istotnej zmiany biologii i/lub
zaawansowania klinicznego choroby, ze szczegdlnym
uwzglednieniem pojawienia si¢ przerzutéw odlegtych.
W takim przypadku oznaczenie powinno by¢ wy-
konane ponownie z materiatu pochodzacego z prze-
rzutu, jesli jest dostepny lub istnieje mozliwo$¢ jego
pobrania.

3. Dopuszczone techniki badan

Dotychczas dopuszczonymi do rutynowego sto-
sowania przy oznaczaniu statusu receptora HER2
metodami diagnostycznymi byly testy immunohi-
stochemiczne oraz FISH majace stosowne certyfikaty
umozliwiajace ich zastosowanie w diagnostyce me-
dycznej [FDA i/lub CE (Conformité Européenne)}. Testy
oparte o FISH sg dostepne w dw6ch odmianach:

* z sondami podwéjnymi (z kontrolg centromerowa)
dajacymi sygnal fluorescencyjny dla genu HER2
oraz centromeru chromosomu 17, w przypadku
ktérych wynik podawany jest w postaci ilorazu
liczby sygnaléw HER?2 i liczby sygnaléw centro-
merowych,

* z sondg pojedyncza (bez kontroli centromerowej,
w Polsce wlasciwie niewykonywane), znakujaca
wylacznie Jocus genu HER2, dla ktérych podawana
jest bezwzgledna liczba sygnatéw HER2 w jadrze
komorki nowotworowej.

Najnowsza edycja rekomendacji ASCO/CAP do-
puszcza ponadto do uzytku certyfikowane testy
w technice ISH zaréwno z sonda pojedyncza, jak
i podwoéjna, oceniane w $wietle przechodzacym z uzy-
ciem tradycyjnego mikroskopu (CISH, SISH i techni-
ki faczone). U podstaw pozytywnej rekomendacji dla
technik ISH jasnego pola legly trzy przestanki:

* metoda opiera si¢ na tym samym ocenianym para-
metrze, jakim jest liczba kopii genu HER2 (ampli-
fikacja genu),

* obserwuje si¢ wysoka zgodno$¢ wynikéw badania
technikami ISH jasnego pola i FISH,

* wystepuje wysoka miedzylaboratoryjna powtarzal-
nos$¢ wynikéw.

Jednocze$nie autorzy zalecenr podkreslaja koniecz-
no$¢ zwrocenia szczegblnej uwagi na morfologie oce-
nianych sygnaléw hybrydyzacji ze wzgledu na wigksze
ryzyko wystapienia artefaktéw w wypadku technik
ISH jasnego pola. Charakter sygnaléw w utkaniu
nowotworowym zawsze nalezy ocenia¢ w odniesieniu
do utkania prawidlowego i powinien on by¢ do niego
zblizony. W przypadkach, ktére nie moga by¢ tatwo
zaklasyfikowane jako negatywne lub pozytywne, na-
lezy zasiegnal opinii eksperta lub postuzy¢ sie techni-
ka alternatywna.

4. Material do badania i elementy
procesu preanalitycznego — material
niediagnostyczny

4.1. Czas zimnego niedokrwienia

W zwiazku z decydujacym znaczeniem biomarke-
réw w wyborze najbardziej odpowiednich dla dane-
g0 pacjenta opcji terapeutycznych istnieje potrzeba
standaryzacji proceséw preanalitycznych, zwlaszcza
zwigzanych z przygotowaniem i utrwalaniem tkanki,
oraz dokumentowania wplywu tych czynnikéw na
uzyskane wyniki. Najnowsze badania wskazuja, ze
duze znaczenie we wlasciwej ocenie statusu receptora
HER2 ma czas od momentu wyciecia tkanki do jej
kontaktu z utrwalaczem. Zgodnie z rekomendacjami
ASCO/CAP czas ten (cold ischemic time) nie powinien
by¢ dluzszy niz 120 minut. Przekroczenie go wiaze
sie z oslabieniem nasilenia odczynu immunohistoche-
micznego i/lubsity sygnatéw hybrydyzacji. W zwigzku
z tym istotne wydaje si¢ nie tylko szybkie umiesz-
czenie tkanki w utrwalaczu, lecz takze zapewnienie
jego sprawnej penetracji do guza nowotworowego, co
mozna osiggnal w prosty sposob poprzez niezwloczne
naciecie materiahu.

4.2. Rodzaj i czas utrwalania

Kolejnymi kluczowymi elementami prawidlowe-
go przygotowania tkanki do badan statusu HER2
oraz innych markeréw sa rodzaj i czas utrwalania. Na
podstawie danych literaturowych przywolywanych
przez autoréw rekomendacji jedynym dopuszczal-
nym utrwalaczem jest 10-procentowy buforowany
roztwér formaliny (réwnowazny 4-procentowemu
roztworowi formaldehydu). Czas utrwalania wg naj-
nowszych zalecen zostal ujednolicony dla obu tech-
nik: IHC oraz ISH, i powinien sie bezwzglednie za-
wiera¢ w przedziale 672 godzin. Kazde odstepstwo
od tej zasady powinno zostaé ujete w dokumentacji
badania.
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4.3. Rodzaj materiatu tkankowego

Przedmiotem analiz prowadzonych w trakcie
przygotowywania zalecen stala si¢ ocena przydatno-
$ci materiatu pochodzacego z biopsji gruboigtowych
do oceny statusu receptora HER2. Autorzy zwrdcili
uwage na dwie kwestie: problem reprezentatywno-
$ci niewielkiego wycinka w stosunku do masy guza
nowotworowego oraz szczeg6low technicznych zwig-
zanych z utrwalaniem bioptatéw. Podkreslono duza
(98,8%) zgodno$¢ wynikéw uzyskanych z materiatu
biopsyjnego i odpowiadajacego mu materiatu poope-
racyjnego pod warunkiem zachowania zalecanego
powyzej rezimu dotyczacego metod i czaséw utrwala-
nia. W wybranych przypadkach wynikéw ujemnych
lub niejednoznacznych uzyskanych z materialu biop-
syjnego rekomendowane jest powtérne oznaczenie
statusu HER2 w materiale pooperacyjnym. Podobnie
powtérne oznaczenie powinno zostaé wykonane bez
wzgledu na rodzaj materiatu tkankowego w przypad-
ku niezgodnosci ze wzgledu na cechy histologiczne.
Sytuacje te wyszczeg6lniono w tabeli I.

5. Metodologia oceny statusu receptora HER?2

Kolejne etapy postgpowania oraz interpretacja
wynikéw badaf immunohistochemicznych ekspres;ji
receptora HER?2 i badania metoda ISH zgodne z zale-
ceniami ASCO/CAP zebrano ponizej. Szczegdly doty-
czace kryteriéw poszczegdlnych rozpoznan oraz algo-

rytmu oceny odczynéw IHC i sygnaléw ISH dla sond
pojedynczych i podwéjnych zestawiono odpowiednio
w tabeli II oraz na rycinach 1.-3.

5.1. Algorytm diagnostyczny dla oznaczen
immunohistochemicznych

5.1.1. Ocena techniczna reakcji

Wstepnym etapem oceny ekspresji receptora HER?2
jest wykluczenie technicznych probleméw w procesie
barwienia poprzez analize kontroli wewnetrznych
(prawidtowe przewody i zraziki) oraz preparatéw
kontrolnych (kontrola dla serii). Barwienie nalezy
powtérzyé w kazdym przypadku stwierdzenia nie-
prawidlowosci, w szczegdlno$ci za$ wystgpienia bar-
wienia cytoplazmatycznego przystaniajacego odczyn
blonowy oraz ewidentnego barwienia cytoplazmy i/
lub silnego odczynu blonowego w prawidlowych
przewodach i zrazikach (z wylaczeniem metaplazji
apokrynowej).

5.1.2. Identyfikacja rejondw zainteresowania i nasilenia
odczyni

Intensywno$¢ odczynu IHC powinna by¢ oceniona
przez patologa w obszarach raka naciekajacego o jednorod-
nej reakgji. Nie nalezy ocenia¢ ekspresji HER2 w kompo-
nencie 2 situ (ductal carcinoma in situ — DCIS). Za dodatnie
uwaza si¢ intensywne, okalajace, kompletne i homogenne
barwienie blonowe w co najmniej 10% komorek nacieku,

Tabela I. Definicje i postgpowanie w przypadku niezgodnosci wynikéw HER2

NIEZGODNOSC POD WZGLEDEM CECH HISTOLOGICZNYCH

Nalezy wykona¢ ponowne oznaczenie statusu receptora HER?2, je$li wynik pierwszego badania IHC lub ISH jest
pozytywny i jednocze$nie wspoétistnieja wymienione ponizej cechy histologiczne:

rak o stopniu zlosliwosci G1

— przewodowy lub zrazikowy, naciekajacy, ER-/PR-dodatni

— typ cewkowy — co najmniej 90% utkania
— typ $luzowy — co najmniej 90% utkania

— typ sitowaty — co najmniej 90% utkania

— typ gruczolowo-torbielowaty — co najmniej 90% utkania (zwykle potréjnie negatywny)

NIEZGODNOSC POD WZGLEDEM RODZAJU BADANEGO MATERIALU

W przypadku materialu pozyskanego na drodze biopsji gruboigtowej nalezy wykona¢ ponowne oznaczenie sta-
tusu receptora HER2 w materiale pooperacyjnym, jesli wynik pierwszego badania IHC lub ISH jest ujemny oraz

wspdlistnieja nastepujace sytuacje:

— stopien zlosliwosci histologicznej G3

— ilo§¢ naciekajacego utkania nowotworu w bioptacie jest niewielka

— material pooperacyjny zawiera skladnik o wysokim stopniu zlo§liwosci o morfologii innej niz obserwowana

w bioptacie

— otrzymano dwukrotnie wynik niejednoznaczny jednocze$nie w badaniu IHC i ISH

— istnieja watpliwo$ci dotyczace etapéw preanalitycznych (czas utrwalania, rodzaj utrwalacza) lub patolog
podejrzewa, ze wynik ujemny uzyskano z przyczyn technicznych

IHC (immunohistochemistry) — badanie i histochemiczne, ISH (in situ hybridization) — hybrydyzacja in situ
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oznaczenie ekspresji HER2 w komponencie
naciekajacym testem walidowanym

Y

kontrole wewnetrzna i serii prawidlowe

v

v

v

v

okalajacy, silny i kompletny
odczyn blonowy

w > 10% komorek nacieku
nowotworowego*

A

okalajacy, kompletny
odczyn blonowy o §rednim/
stabym nasileniu
w > 10% komorek nacieku
nowotworowego* lub silny,

lecz niekompletny odczyn

niekompletny, staby lub
ledwo widoczny odczyn
blonowy
w > 10% komorek nacieku
nowotworowego*

niekompletny, staby lub
ledwo widoczny odczyn
blonowy
w < 10% komorek nacieku
nowotworowego* lub
calkowity brak odczynu

blonowy > 10% komoérek
nacieku nowotworowego¥,
lub silny, okalajacy,
kompletny odczyn blonowy
w < 10% komoérek nacieku
nowotworowego*

Y

A

Y

odczyn IHC 3+ dodatni

Rycina 1. Kryteria oceny ekspresji receptora HER2 w badaniu immunohistochemicznym

odczyn THC 2+
niejednoznaczny

konieczne ponowne
oznaczenie technikg ISH
na tym samym materiale
lub nowy test IHC/ISH na
innym materiale

*Cechy wyraznie dostrzegalne przy malym powigkszenin mikroskopu

odczyn IHC 1+ ujemny

odczyn IHC 0 ujemny

oznaczenie liczby kopii genu HER2 w komponencie
naciekajacym testem walidowanym z sonda pojedyncza

Y

kontrole wewnetrzna i serii prawidtowe

Y

Y

v

sygnatéw na komorke

$rednia liczba kopii genu HER2 > 6,0

$rednia liczba kopii genu HER2 > 4,0
oraz < 6,0 sygnaléw na komérke

srednia liczba kopii genu HER2 < 4,0
sygnaléw na komoérke

Y

A

Y

wynik ISH pozytywny

amplifikacja obecna

wynik ISH niejednoznaczny
konieczne ponowne oznaczenie technikg
ISH z sonda podwdjng na tym samym
materiale lub nowy test IHC/ISH na
innym materiale

wynik ISH negatywny

brak amplifikacji

Rycina 2. Kryteria oceny sygnaléw i odpowiadajace im kategorie wynikéw w badaniu metoda hybrydyzacji in situ

z wykorzystaniem sondy pojedynczej
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oznaczenie liczby kopii genu HER2 w komponencie
naciekajacym testem walidowanym z sonda podwojna

Y

kontrole wewnetrzna i serii prawidlowe

Y

Y

Y

stosunek HER2/CEP17 > 2,0

stosunek HER2/CEP17 < 2,0

Y

v

$rednia liczba kopii genu
HER?2 > 6,0 kopii na
komorke

$rednia liczba kopii genu
HER?2 > 4,0 oraz < 6,0
kopii na komérke

$rednia liczba kopii genu
HER2 < 4,0 kopii na
komérke

Y Y

A Y

wynik ISH pozytywny
amplifikacja obecna

wynik ISH pozytywny
amplifikacja obecna

wynik ISH niejednoznaczny
konieczne ponowne oznaczenie
technikg ISH z sondg

podwdijna (alternatywna dla
chromosomu 17) na tym

samym materiale lub nowy
test IHC/ISH na innym

materiale

wynik ISH negatywny
brak amplifikacji

Rycina 3. Kryteria oceny sygnaléw i odpowiadajace im kategorie wynikéw w badaniu metoda hybrydyzacji in situ
z wykorzystaniem sondy z kontrola centromerowa (podwdjnej)

dajace si¢ fatwo zaobserwowac juz przy matym powigksze-
niu mikroskopu (obraz siatki ogrodzeniowej).

5.1.3. Sformutowanie wyniku

Ostateczne rozpoznanie jest ustalane przez pato-
loga zgodnie z algorytmem i kryteriami przedsta-
wionymi na rycinie 1. i w tabeli I, po wcze$niejszym
uwzglednieniu mozliwych niezgodnosci ze wzgledu
na cechy histologiczne oraz rodzaj uzytego materialu
(patrz tabela I). Ustalenie rozpoznania niejednoznacz-
nego powinno prowadzi¢ do zlecenia ponownego
oznaczenia statusu HER2 metodg ISH ze stosowna
adnotacjag w dokumentacji badania.

5.2. Algorytm diagnostyczny dla oznaczeni
metoda hybrydyzacji in situ

5.2.1. Ocena techniczna reakcji

Pierwszym etapem procesu diagnostycznego po-
winna by¢ ocena techniczna procesu hybrydyzacji
z uwzglednieniem wynikéw kontroli wewnetrznych
oraz kontroli dla serii. W przypadku stwierdzenia nie-
prawidlowosci na tym etapie oznaczenie nalezy powto-
rzy¢ na tym samym lub innym materiale — w zalezno-
$ci od przypuszczalnych przyczyn niepowodzenia.

5.2.2. Identyfikacja rejondw zainteresowania

Nastepnym krokiem jest ocena odpowiadajace-
go, kolejnego, seryjnie skrojonego skrawka bada-
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nej tkanki wybarwionego hematoksyling i eozyna
w celu identyfikacji i lokalizacji nacieku nowo-
tworowego, w ktérym nalezy zlicza¢ sygnaly ISH.
Oceny tej powinien dokonaé patolog, natomiast
samo zliczanie moze by¢ powierzone odpowiednio
przeszkolonemu personelowi innych specjalnosci
biomedycznych.

5.2.3. Okreslenie jednorodnosci biologiczney preparatu

Patolog powinien dokona¢ wstepnej oceny calego
preparatu ISH w celu identyfikacji w nim wyzej wy-
mienionych korespondujacych obszaréw oraz stwier-
dzenia ewentualnej niejednorodnosci tkanki (wyste-
powania réznych populacji komérek nowotworowych
oraz ich udzialu procentowego w calosci) i wskazania
ich do dalszej analizy.

5.2.4. Okreslenie zdatnosci preparatu do oceny

Jednocze$nie z czynno$ciami opisanymi powyzej
nalezy okresli¢ przydatnos¢ preparatu do oceny. Sci-
ste kryteria w tym zakresie zbiorczo prezentuje tabe-
la II. Szczegblng uwage nalezy zwrdci¢ na morfologie
sygnaléw w technikach hybrydyzacji w jasnym polu
(CISH, SISH i ich kombinacje). W kazdym przy-
padku ich charakter nalezy ocenia¢ w odniesieniu
do utkania prawidlowego i powinien on by¢ do nie-
go zblizony. Wszelkie niejednoznacznosci powinny
prowadzi¢ do ponownego oznaczenia alternatywng
technikg.
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Tabela II. Zestawienie kryteriéw dla poszczegdlnych rozpoznan

WYNIK UJEMNY
WynNik IHC/ISH SPEENIAJACY JEDNO (JESLI WYKONANO OZNACZENIE TYLKO JEDNA Z METOD) LUB OBA Z NIZEJ WYMIENIONYCH
KRYTERIOW

e IHCO/1+

—IHC 0 niekompletny, staby lub ledwo widoczny odczyn blonowy w < 10% komérek nacieku nowotworowego® lub
calkowity brak odczynu w badaniu immunohistochemicznym

—IHC 1+ niekompletny, staby lub ledwo widoczny odczyn blonowy w > 10% komoérek nacieku nowotworowego
w badaniu immunohistochemicznym”

* ISH (-)
— przecietnie < 4,0 sygnaléw HER2 na komoérke nowotworowa w badaniu ISH z sonda pojedyncza
— warto$¢ stosunku liczby sygnatéw HER2/CEP17 < 2,0 przy przecietnie < 4,0 sygnaléw HER2 na komérke

WYNIK DODATNI

* THC 3+ kompletny, okalajacy i silny odczyn blonowy w > 10% komorek nacieku nowotworowego (obraz siatki
ogrodzeniowej)”

* ISH (+)
— przecietnie > 6,0 sygnaléw HER2 na komoérke nowotworowg w badaniu ISH z sonda pojedyncza
— warto$¢ stosunku liczby sygnaléw HER2/CEP17 > 2,0 bez wzgledu na przecietna liczbe sygnaléw HER2 na komoérke
— warto$¢ stosunku liczby sygnatéw HER2/CEP17 < 2,0 z przecietna liczba sygnaléw HER2 na komérke > 6,0

WYNIK NIEJEDNOZNACZNY
KONIECZNE WYKONANIE NOWEGO OZNACZENIA ALTERNATYWNA METODA NA TYM SAMYM MATERIALE ALBO TA SAMA LUB
ALTERNATYWNA METODA NA INNYM MATERIALE

e JHC 2+

— okalajacy, kompletny odczyn blonowy o srednim lub stabym nasileniu w > 10% komoérek nacieku nowotworowe-
go’
— silny, lecz niekompletny odczyn blonowy w > 10% komérek nacieku”
— silny, kompletny i okalajacy odczyn blonowy (obraz drucianej siatki) w < 10% komoérek nacieku nowotworowego®
¢ ISH
— przecietnie > 4,0 i < 6,0 sygnaléw HER2 na komérke nowotworowa w badaniu ISH z sonda pojedyncza

— przecietnie > 4,0 i < 6,0 sygnaléw HER2 na komoérke nowotworows i jednocze$nie stosunek liczby sygnalow
HER2/CEP17 < 2,0 w badaniu ISH z sonda podwdjna

WYNIK NIEDIAGNOSTYCZNY

ROZPOZNANIE USTALANE W KAZDE]J SYTUACJI, GDY NIE MA MOZLIWOSCI OKRESLENIA WYNIKU W KATEGORII DODATNI/UJEMNY/
NIEJEDNOZNACZNY. NALEZY WYKONAC PONOWNE OZNACZENIE NA INNYM MATERIALE I/LUB ALTERNATYWNA METODA, PODAJAC
PRZYPUSZCZALNA PRZYCZYNE NIEPOWODZENIA.

¢ JHC

— nieprawidlowe wyniki kontroli wewnetrznych i/lub serii
— artefakty obejmujace wigksza cze$¢ preparatu
— barwienie cytoplazmatyczne przystaniajace odczyn blonowy

— ewidentne barwienie cytoplazmy i/lub silny odczyn blonowy w prawidlowych przewodach i zrazikach
(z wylaczeniem metaplazji apokrynowej)

* ISH
— nieprawidlowe wyniki kontroli wewnetrznych i/lub serii
— nie mozna zidentyfikowa¢ co najmniej 2 obszaréw nacieku nowotworowego zdatnych do oceny
— > 25% sygnaléw jest zbyt stabych do oceny
— > 10% sygnaléw stwierdza si¢ w obszarach odpowiadajacych cytoplazmie
— 7le zachowana morfologia jader komérkowych, ktéra nie pozwala na ich wyodrebnienie z grupy

— silna autofluorescencja

*dostrzegalne przy malym powigkszeniu mikroskopu

[HC (i histochemistry) — badanie i histochemiczne, ISH (in situ hybridization) — hybrydyzacja in situ
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5.2.5. Zliczanie sygnatow bybrydyzacji

Zliczanie poszczegllnych sygnaléw hybrydyzacji
powinno sie odbywaé¢ w co najmniej dwéch réznych
obszarach naciekajacego raka. Wstepnie nalezy oce-
ni¢ minimum po 10 jader komérkowych w kazdym
z obszar6w (razem 20 jader). W przypadku uzyska-
nia wartosci stosunku liczby sygnaléw HER2/CEP17
z zakresu 1,8-2,2 lub HER2 > 4,0 i < 6,0 druga oso-
ba powinna oceni¢ kolejne 20 jader komérkowych.
Ich morfologia w ocenianych obszarach powinna
umozliwia¢ jednoznaczna identyfikacje poszczegél-
nych jader. W przypadku stwierdzenia wystepowania
réznych populacji komérek nowotworowych nalezy
postepowal zgodnie z algorytmem przedstawionym
na rycinie 4.

5.2.6. Formutowanie wyniku

Ostateczne rozpoznanie ustalane jest przez pa-
tologa zgodnie z algorytmem i kryteriami przed-
stawionymi na rycinach 2. i 3. oraz w tabeli II, po
wczesniejszej weryfikacji prawidtowosci zliczenia sy-
gnaléw hybrydyzacji oraz uwzglednieniu mozliwych
niezgodnosci ze wzgledu na cechy histologiczne oraz
rodzaj uzytego materiatu (patrz tabela I).

5.3. Wynik niejednoznaczny — postepowanie

Podstawowym celem wprowadzenia kategorii wy-
niku niejednoznacznego w pierwszej edycji rekomen-
dagji i jej podtrzymanie w uaktualnieniu z 2013 r.

wykonanie badania ISH HER2 testem
walidowanym z sonda pojedyncza lub
podwdéjna

Y

ocena jednorodnosci uzyskanych sygnatéw
ISH w calym preparacie

v

jest wymuszenie ponownego oznaczenia statusu genu
HER2. W najnowszych zaleceniach przedefiniowa-
no istotnie kryteria dla wynikéw niejednoznacznych
w badaniach ISH. Zrezygnowano z definicji opartej
na wartosci stosunku liczby sygnatéw HER2/CEP17
w przedziale 1,8-2,2 dla sond podwdjnych, wprowa-
dzajac dla nich kryteria oparte o bezwzgledna licz-
be sygnatéw HER2 stosowane dotychczas tylko dla
sond pojedynczych (z liczba sygnaléw HER2 w prze-
dziale 4,0-6,0 — patrz ryc. 5.). Tak zdefiniowany za-
kres niejednoznacznosci obejmuje przypadki, ktére
do tej pory uznawane byly za ujemne, co powoduje
wzrost liczby wynikéw niejednoznacznych. Obserwa-
¢je wlasne autora (dane niepublikowane z 2013 r.)
potwierdzaja wspomniana zalezno$¢, wskazujac jed-
nocze$nie na jej zwiazek ze zjawiskiem ,polisomii”
chromosomu 17. Biorac to pod uwage, jak réwniez
fakt, iz w Polsce badanie ISH wykonywane jest pra-
wie zawsze jako drugie po badaniu IHC z wynikiem
niejednoznacznym (IHC 2+), szczegélnie przydatny
wydaje sie algorytm postepowania z wykorzysta-
niem alternatywnej sondy do okre$lania liczby kopii
chromosomu 17 (ryc. 6.). W przypadku braku moz-
liwosci technicznych wykonania takiego oznaczenia
zaleca si¢ przeprowadzenie ponownego badania ISH
z sonda pojedyncza z innego bloczka tego samego
materiatu lub ponownego oznaczenia takg sama lub
alternatywna metodg na innym materiale, jesli jest
dostepny. W polskich warunkach najszerzej dostep-
ng, alternatywng do FISH metoda diagnostyczna sa
techniki ISH jasnego pola. Dodatkowo, uzywajac

!

Y

widoczne komoérki o réznej przecietnej liczbie sygnaléw ISH
stanowiace > 10% ogélnej liczby komérek nowotworu

charakter sygnatéw ISH

v
v v

jednakowy w calym
preparacie

sygnaléw ISH sa wzajemnie
przemieszane (leza pojedynczo)

komérki o réznej liczbie
sygnaléw ISH stanowia
oddzielne, sp6jne obszary

komorki o réznej liczbie

v

' v

obecna jedna populacja komérek nowotworowych
wyniki ISH podac¢ jako $rednia ze wszystkich
komorek tacznie
(20 jader w 2 obszarach)

liczbe sygnaléw okresli¢, liczac oddzielnie po 20 jader w 2 obszarach

amplifikacje genu HER?2 rozpoznal, jesli wystepuje w ktérejkolwiek

obecne populacje komérek nowotworowych
w kazdej z populacji

z populacji

Rycina 4. Algorytm postepowania w przypadku stwierdzenia niejednorodnosci genetycznej prébki (obecnosci dwoch lub
wiecej populacji o réznych liczbach sygnatéw hybrydyzacji w badaniu hybrydyzacji i situ)
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ISH z sonda pojedynczg ASCO/CAP 2007

< 4,0 HER2 na komérke 4,0-6,0 HER2 na komorke > 6,0 HER2 na komorke

ISH z sonda podwdjna

HER2/CEP17 < 1,8 HER2/CEP17 1,8-2,2 HER2/CEP17 > 2,2

T
HER2/CEP17 = 2,0

ISH z sonda pojedyncza (jak ASCO/CAP 2007) ASCO/CAP 2013

< 4,0 HER2 na komorke 4,0-6,0 HER2 na komorke > 6,0 HER2 na komorke

ISH z sonda podwdjna

4,0-6,0 HER2 na

HER2/CEP17 < 2,0 .
komorke

HER2/CEP17 > 2,0

HER2/CEP17 = 2,0

Rycina 5. Kryteria dla wynikéw niejednoznacznych w badaniu hybrydyzacji i situ z sonda pojedyncza i podwéjna. W gérnej
czesci przedstawiono kryteria zgodne z pierwsza edycja rekomendacji, w dolnej — po wprowadzeniu uaktualnienia z 2013 r.

wykonanie badania ISH HER?2 testem walidowanym
z sondg podwéjng

v

ocena liczby sygnaléw hybrydyzacji dla sondy CEP17
i HER2

¥
HER2/CEP17 > 2,0

Y

HER2/CEP17 < 2,0

Iub oraz
HER2 2 6,0 HER2 > 4,01 < 6,0
albo

HER2/CEP17<2,0 przy HER2 <4,0 (wynik niejednoznaczny + CEP17 2 3)

Y 4 Y

ponowne oznaczenie

ponowne oznaczenie

statusu HER2 metoda ISH
z uzyciem sondy pojedynczej
z tego samego bloczka
lub innego bloczka
tego samego materiatu

nowy test metoda IHC i/lub

ISH na innym materiale

statusu HER2 metoda ISH
z uzyciem alternatywnej
sondy CEP17
lub dla innego genu na

chromosomie 17 (TP53)

z tego samego bloczka

Y
Y Y wynik ISH jednoznaczny Y
) ) pozytywny/negatywny ik ISH ied
wynik ISH jednoznaczny wynik ISH jednoznaczny HER2/CEP17 > 2,0 M g
pozytywny/negatywny pozytywny/negatywny lub HER2/CEP17, . > 2.0

HER2 > 6,0 HER2 > 6,0 b

albo HER2 < 4,0 albo HER2/TP53 > 2.0

HER2/CEP17< 2,0 przy ’
HER2 < 4,0

wynik ISH wynik ISH wynik ISH

niejednoznaczny < niejednoznaczny < niejednoznaczny <

Rycina 6. Algorytm postepowania w przypadku stwierdzenia wyniku niejednoznacznego ze wspélistniejacg ,,polisomia”
chromosomu 17 (= 3 sygnaly centromeru chromosomu 17 przypadajace na jadro komérkowe). CEP17  — alternatywna
sonda centromerowa dla chromosomu 17, HER2/TP53 — stosunek liczby sygnatéw hybrydyzacji z sondg HER2 do liczby
sygnaléw z sonda dla genu TP53
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testow z sonda pojedyncza, nalezy mie¢ na uwadze
wickszy wplyw grubosci skrawka na uzyskiwana
przecietng liczbe sygnalow HER2 na komorke niz
w metodach z zastosowaniem sondy podwdjnej.

W podsumowaniu podrozdziatu warto podkreslic,
ze wg aktualnych kryteriéw Narodowego Funduszu
Zdrowia (NFZ) do leczenia adiuwantowego trastu-
zumabem kwalifikuja si¢ chorzy z potwierdzonym
histopatologicznie zajeciem weztéw chlonnych dolu
pachowego lub z guzem o minimalnym wymiarze
powyzej 1 cm {4}. W wypadku niespelnienia wymie-
nionych kryteriéw korzystniejsze wydaje si¢ szybkie
wlaczenie leczenia niz opéZnianie go do momentu
ustalenia jednoznacznego rozpoznania odno$nie do
statusu receptora HER?2.

6. Przypadki szczegdlne

6.1. ,,Polisomia” chromosomu 17

Polisomie definiuje si¢ jako stan, w ktérym w ko-
moérce wystepuje jedna lub wiecej dodatkowych
kopii calego chromosomu. Kliniczne znaczenie po-
lisomii chromosomu 17 przy braku nadekspresji re-
ceptora HER?2 nie jest znane. Sytuacje komplikuje
brak jednolicie stosowanego kryterium rozpoznania
»polisomii” chromosomu 17. Najszerzej akcepto-
walng wartoscia jest przecietnie > 3 sygnalow hy-
brydyzacji przypadajacych na jedno jadro komérko-
we. Tak zdefiniowana polisomia jest zjawiskiem dos¢
czestym w raku piersi, raportowanym w zaleznosci
od opracowania w 3-46% przypadkéw, zwlaszcza
w grupie IHC 2+ [5}. Cho¢ nie wykazano zalezno-
$ci miedzy polisomig w badaniu ISH z sonda cen-
tromerowa a ekspresja HER2 oraz odpowiedzig na
trastuzumab, to zwrécono jednak uwage na moz-
liwos¢ falszywego zanizania w takich przypadkach
warto$ci stosunku liczby sygnaléw hybrydyzacji
HER2/CEP17, co mogloby prowadzi¢ do ustale-
nia wyniku ujemnego i wykluczenia chorej z te-
rapii trastuzumabem. Jednocze$nie szereg badan
innymi metodami biologii molekularnej (aCGH,
MALP, FISH z alternatywna sonda) wykazalo, ze
rzeczywiste zwielokrotnienie calego chromosomu
17 wystepuje w 6-17% przypadkéw z ,,polisomiag”
rozpoznang na podstawie liczby sygnaléow sondy
CEP17 [5]. Fenomen ten tlumaczy si¢ zjawiskiem
koamplifikacji Jocus genu HER?2 i centromeru chro-
mosomu 17 w zwiazku z ich bliskim sgsiedztwem na
chromosomie {3, 51. W takich przypadkach autorzy
rekomendacji proponuja jeden z dwéch mozliwych
schematéw postepowania:

* wykonanie ponownego oznaczenia statusu HER2
metoda ISH z pojedyncza sonda (lub THC — jesli
pierwszym i jedynym testem bylo badanie ISH)
z tego samego materialu i tego samego lub innego
bloczka albo ponownego badania IHC i/lub ISH
z innego materiatu,

§40

* powtérzenie oznaczenia na tym samym materiale/
bloczku z uzyciem alternatywnej sondy centro-
merowej lub sondy dla genu zlokalizowanego na
chromosomie 17 w wigkszym oddaleniu od /locus
genu HER2 (SMS, RARA, TP53). Na szczegblne
polecenie zastuguje sonda TP53 ze wzgledu na od-
legta lokalizacje genu w dystalnej czesci krotkiego
ramienia chromosomu 17.

Szczegbtowo algorytm postepowania przedsta-
wiono na rycinie 6. Jego klinicznym uzasadnieniem
sg cytowane w rekomendacjach ASCO/CAP wnioski
ponownej retrospektywnej analizy wynikéw badania
klinicznego N9831. Wiskazuja one na potencjalne ko-
rzysci ze stosowania trastuzumabu u chorych IHC 3+
{czas wolny od choroby (disease-free survival — DFS) ry-
zyko wzgledne (hazard ratio — HR): 0,57, 95% CI:
0,08-3,891, a takze IHC <2+ (DFS HR: 0,51, 95%
CI: 0,21-1,23) z jednoczesng warto$cia stosunku licz-
by sygnatéw HER2/CEP17 < 2,0 {3}.

6.2. Niejednorodnos$é prébki

Wiele najnowszych doniesien dowodzi, ze nie-
jednorodnos$¢ genetyczna guza nowotworowego jest
zjawiskiem czestszym, niz pierwotnie przypuszczano
(5-40%) {51, wskazujac tym samym dodatkowa pod-
grupe pacjentéw mogacych odnies¢ korzysci z terapii
celowanej. Pojeciem heterogennosci guza okresla sie
stan, gdy w tym samym guzie wspdlistnieja dwie lub
wiecej populacji komérek nowotworowych. Zjawisko
to moze przybieral trzy formy:

* roztacznych, jednorodnych obszaréw
przez rézne klony,
* przemieszanych klonéw komérek z amplifikacja

i bez niej, zajmujacych ten sam obszar,

* pojedynczych komérek z amplifikacja w przewaza-
jacej masie komoérek bez amplifikacji.

Eksperci sg zgodni, iz praktyczne znaczenie moga
mie¢ populacje w postaci spéjnych obszaréw (pierw-
szy z wymienionych przypadkéw) przy zalozeniu,
ze jeden z klonéw stanowi co najmniej 10% catego
preparatu. W takiej sytuacji zliczenie sygnaléow hy-
brydyzacji i wyliczenie wartosci stosunku HER2/
CEP17 wykonuje si¢ oddzielnie dla kazdego z nich,
wydajac wynik pozytywny przy stwierdzeniu ampli-
fikacji w ktérymkolwiek z klonéw (ryc. 4.). W reko-
mendacji zwrécono réwniez uwage na koniecznos§é
analizy calego preparatu w celu wykluczenia mozli-
wosci zliczenia tylko jednej, przypadkowo wybranej
populacji. W pozostalych sytuacjach oceniany obszar
traktuje si¢ jako calo§¢, a parametry podaje jako $red-
nia ze wszystkich zliczonych komérek (z amplifika-
¢ja 1 bez niej tacznie). W przypadku przemieszanych
komoérek réznych klonéw stanowiacych 1-10% calej
populacji niektérzy autorzy sugeruja oceng dodatko-
wych komérek do osiagniecia tacznej ich liczby 60
lub powtérzenie oznaczenia w materiale z przerzutu
do wezta chlonnego {5}.

zajetych
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7. Raportowanie wynikéw

Wspdlnymi elementami obowigzkowo umieszcza-
nymi na wyniku badania zaréwno IHC, jak i ISH sa:
¢ dane osobowe pacjenta,
® data badania,
¢ identyfikator probki,

* typ i miejsce pobrania prébki,

* rodzaj zastosowanej metody (nazwa testu/produ-
centa, klon lub rodzaj sondy, posiadane certyfikaty),

¢ wyniki kontroli wewnetrznych,

* przydatnos$¢ preparatu do oceny.

Dane dotyczace etapu preanalitycznego, takie jak
czas do umieszczenia w utrwalaczu, czas utrwalania
oraz rodzaj uzytego utrwalacza, powinny by¢ do-
kumentowane jedynie w protokole laboratoryjnym.
W przypadku odstepstw od przyjetych procedur
w tre$ci wyniku powinna si¢ znalez¢ stosowna adno-
tacja.

W przypadku ekspresji HER2 na wydruku wyni-
ku nalezy umiesci¢ informacj¢ o obecnosci i odsetku
komérek wykazujacych kompletne, okalajace bar-
wienie blonowe oraz ostateczne rozpoznanie z kate-
gorii: wynik pozytywny, negatywny, niejednoznaczny
lub niediagnostyczny. W uzupelnieniu wyniku nie-
diagnostycznego nalezy podal przypuszczalng przy-
czyne niepowodzenia. Zlecenie ponownego oznacze-
nia powinno by¢ odnotowane w komentarzu (wynik
niejednoznaczny lub niediagnostyczny).

Elementy obowigzkowe raportu z badania ISH
obejmuja nastepujgce informacje:

* liczbe 0s6b oceniajacych preparat,
* liczbe ocenianych populacji, a dla kazdej z nich:
— liczbe ocenionych komoérek nowotworowych,
— $rednig liczbe sygnatéw HER2 przypadajacych
na jadro komérkowe,
— $rednig  liczbe  sygnaléw  centromerowych
przypadajacych na jadro komérkowe,
* warto$¢ stosunku HER2/CEP17 (dla sond podwdj-
nych),
* rozpoznanie z kategorii: wynik pozytywny, ne-
gatywny, niejednoznaczny, niediagnostyczny —

z obowiazkiem podania przypuszczalnej przyczyny

niepowodzenia.

Parametry dotyczace liczby ocenionych komé-
rek, sygnaléw HER2, CEP17 oraz warto$¢ stosunku
HER2/CEP17 sa réwniez obowigzkowym elementem
sktadowym rekomendowanego przez Polskie Towa-
rzystwo Patologéw raportu histopatologicznego do-
tyczacego raka piersi {6}.
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