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RAK ZOEADKA. MORFOLOGIA

ANNA NASIEROWSKA-GUTTMEJER, PRZEMYSEAW MAJEWSKI, MALGORZATA MALINOWSKA

1. Wprowadzenie

Rozpoznanie raka zotadka w wigkszosci przypadkéw
mozna ustali¢ na podstawie badania mikroskopowego. Ba-
danie histopatologiczne zwykle polega na ocenie prepa-
ratu barwionego hematoksylina i eozyna (HE). Jednak
w czesci przypadkow wskazane jest zastosowanie dodat-
kowych metod histochemicznych (na przyktad celem wy-
krycia produkcji §luzu w komérkach), immunohistoche-
micznych (celem oceny ekspresji markeréw komérkowych)
lub molekularnych (aby okresli¢ mutacje genéw istotne
dla terapii celowanej). Wynik badania patomorfologicz-
nego oraz ocena endoskopowa zmiany wraz z badaniami
obrazowymi pozwalajacymi okresli¢ kliniczny stopief za-
awansowania choroby, jakimi sg badania radiologiczne,
ultrasonograficzne i tomografia komputerowa, stanowia
podstawe do wdrozenia optymalnej dla pacjenta metody
leczenia. W kazdym przypadku nalezy réwniez uwzgled-
ni¢ dane kliniczne, wywiad dotyczacy przebiegu choroby,
wspoélistniejace schorzenia, terapie lekami, na przyktad nie-
steroidowymi lekami przeciwzapalnymi, oraz wyniki
weczesniejszych badaf histopatologicznych.

Rozpoznanie raka zotadka ustala patomorfolog na pod-
stawie badania materialu pobranego metodami endosko-
powymi w postaci malej biopsji (wycinka) lub metodami
minimalnie inwazyjnymi, takimi jak endoskopowe wycie-
cie Sluzéwkowe (endoscopic mucosal vesection — EMR) lub en-
doskopowa dysekcja pod§luzéwkowa (endoscopic submucosal
dissection — ESD), $rddoperacyjnego badania skrawkéw mro-
zonych lub materialu operacyjnego otrzymanego w wyni-
ku catkowitej lub cze$ciowej resekcji zotadka. W kazdym wy-
mienionym przypadku istnieja odmienne wskazania,
ograniczenia i wytyczne diagnostyczne. Z uwagi na szero-
ki dostep chorych z rakiem zotadka do diagnostyki zaréw-
no przed-, jak i pooperacyjnej celowe wydaje sie przyjecie
powszechnie akceptowanych zasad i procedur w ustalaniu roz-
poznan histopatologicznych. Jednolity sposéb opracowania
raportu histopatologicznego z jednej strony prowadzi do po-
prawy jakosci diagnostyki patomorfologicznej, z drugiej zas
strony jest bezpieczna i obiektywna podstawg wyboru przez
onkologa odpowiedniej i najbardziej skutecznej terapii.

2. Material diagnostyczny uzyskany
metodami endoskopowymi i operacyjny

Rodzaj materiatu diagnostycznego, jaki patomorfolog
otrzymuje do badania, determinuje sposéb jego przygo-
towania i oceny mikroskopowej. W kazdym przypadku

istnieja wskazania i wytyczne do okreslenia klinicznie przy-
datnych cech histopatologicznych.

2.1. Mala biopsja endoskopowa

Mata biopsja endoskopowa jest podstawowym bada-
niem diagnostycznym w rozpoznawaniu raka gruczolowego
zotadka i stanowi podstawe réznicowania z innymi zmia-
nami, zaréwno nowotworowymi, jak i nienowotworowymi
rozwijajacymi si¢ w blonie §luzowej zotadka [1}.

Zalecane jest, aby w kazdym przypadku lekarz wy-
konujacy gastrobiopsje, przesylajac pobrany wycinek
do badania patomorfologicznego, dotaczyt do skie-
rowania informacje o ewentualnych wcze$niej wy-
konywanych badaniach diagnostycznych.

W biopsji endoskopowej nalezy okresli¢ nastepujace sta-
ny patologiczne:
¢ zwykle zapalenie blony §luzowej bez ryzyka rozwoju raka,
* przewlekle zapalenie zanikowe obarczone ryzykiem roz-

woju raka,
* zmiany przedrakowe (neoplazja §rédnablonkowa),
* raka inwazyjnego.

Trudne do oceny dla patomorfologa sg zwlaszcza ta-
godne, zapalne, owrzodziale guzy ze zmianami regene-
racyjnymi blony $luzowej zotadka wywotane dlugotrwa-
ta terapig lekowg (na przyktad w przebiegu choroby
reumatoidalnej), nacieki chtoniaka i raka niezr6znicowa-
nego, drobnokomérkowego. Diagnostyka réznicowa wy-
maga od patomorfologa duzego do$wiadczenia oraz
wdrozenia dodatkowych metod badawczych.

Kolejnymi zmianami do réznicowania w biopsji en-
doskopowej sg wysoko dojrzale nowotwory neuroendo-
krynne (neuroendocrine neoplasm — NET, NEN) i nowotwory
podscieliskowe (gastrointestinal stromal tumors — GIST), kt6-
re zawsze wymagaja wykonania badafi immunohisto-
chemicznych potwierdzajacych ich histogeneze. Nalezy
podkresli¢, ze wynik badania histopatologicznego wraz
z okresleniem indeksu proliferacyjnego Ki67/MIB1 w no-
wotworach typu NEN moze by¢ podstawa do oceny za-
kresu wycigcia zmiany.

Aktualna klasyfikacja dysplazji/neoplazji §rédnabton-
kowej zostata opracowana przez Swiatowq Organizacje
Zdrowia (World Health Organization — WHO) w 2010 r.
[1}. Wedlug niej terminy ,dysplazja” i ,neoplazja §r6d-
nablonkowa” sa synonimami i oba moga by¢ uzywane, bez
preferencji zadnego z nich. Wedlug WHO {1} powyzsze
zmiany dzielg si¢ na nastepujace kategorie:

* wynik negatywny dla neoplazji sr6dnabtonkowej/dysplazji,
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* nieokreslona neoplazja §srédnabtonkowa/dysplazja,

* malego stopnia neoplazja $rédnablonkowa/dysplazja,

* duzego stopnia neoplazja $rédnablonkowa/dysplazja,

* wewnatrz§luz6wkowy inwazyjny nowotwér/we-
wnatrz§luzéwkowy rak.

Ostatnio miedzynarodowy zesp6t patologéw i klini-
cystow opracowal wytyczne do diagnostyki i leczenia zmian
przedrakowych w odniesieniu do raka Zzotadka [2]. Celem
ich jest ustalenie kryteriéw podziatu chorych na grupy ry-
zyka rozwoju raka zotadka. Zgodnie z opracowanymi za-
leceniami zapalenie zanikowe oraz metaplazja powinny by¢
stopniowane wedtug ich stadium zaawansowania. Chorzy
ze zmianami o wysokim stopniu nasilenia powinni by¢ trak-
towani podobnie jak chorzy z duzym ryzykiem rozwoju
raka zoladka. Podkre$lenia wymaga, ze okreslenie wska-
zafi do leczenia i monitorowania pacjentéw w poszcze-
gblnych grupach ryzyka §cisle wigze si¢ z rozpoznaniem
histopatologicznym uwzgledniajacym stopien zaawanso-
wania zapalenia zanikowego blony §luzowej zotadka, me-
taplazji jelitowej i dysplazji. Ustalenie precyzyjnego roz-
poznania przez patologa wymaga $cislej wspdlpracy
z endoskopistag. Wycinki z blony §luzowej zotadka po-
bierane celem oceny stopnia nasilenia zaniku powinny po-
chodzi¢ z miejsc powszechnie akceptowanych jako kry-
tyczne: dwa wycinki z trzonu i jeden z kata (umieszczone
w jednym naczyniu) oraz dwa wycinki z odzwiernika
(umieszczone osobno w drugim naczyniu). Kazde naczy-
nie nalezy opisa¢ zgodnie z topografia pobranej biopsji. In-
formacja o liczbie i miejscu pobrania wycinkéw z podej-
rzanych zmian oraz umieszczenie materialu biopsyjnego
na bibule w plaszczyznie prostopadlej do powierzchni wy-
cinka, tak aby mozna bylo oceni¢ na przekroju calg gru-
bo$¢ blony sluzowej, sa kluczowe dla ustalenia rozpoznania
histopatologicznego. Nieprawidlowe potozenie materia-
tu uzyskanego z biopsji endoskopowej moze takze spo-
wodowac bledng interpretacje struktur mikroskopowych
przez patomorfologa.

W ostatnich latach, w dobie terapii celowanej mole-
kularnie, biopsja endoskopowa z raka zotadka stala sie przy-
datna do badania zaburzei genu HER2 zaréwno meto-
dami immunohistochemicznymi, jak i molekularnymi.

Material pobrany podczas malej biopsji endoskopowe;
bada si¢ w calo$ci, utrwalajac go w 10-procentowej zbu-
forowanej formalinie i zatapiajac w parafinie. Nie zaleca si¢
krojenia taSmowo kolejnych przekrojéw. Wskazane jest sko-
kowe krojenie, tzw. trymowanie bloczka parafinowego, oraz
pozostawienie czg$ci materialu do badan dodatkowych.

W biopsji endoskopowej okreslany jest typ histologiczny
raka zoladka i stopiefi jego dojrzatosci oraz typ wg kla-
syfikacji Laurena (jelitowy, rozlany lub mieszany) {3}. Na-
lezy jednak zwréci¢ uwage, ze maly wycinek z guza, z uwa-
gi na heterogenno$¢ mikroskopows raka zotadka, moze
nie by¢ reprezentatywny dla masy calego nowotworu. Osta-
teczna diagnoza moze by¢ dopiero postawiona po bada-
niu histopatologicznym calego guza.

2.2. Zmiany w calo$ci usuwane za pomoca
metod endoskopowych

Polipy oraz zmiany plaskie lub plasko-wyniosle z wezes-
nym rakiem zoladka to zmiany usuwane w calo$ci meto-
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dami endoskopowymi minimalnie inwazyjnymi, takimi jak
endoskopowe wyciecie sluzéwkowe (endoscopic mucosal re-
section — EMR) lub endoskopowa dysekcja podsluzéwkowa
(endoscopic submucosal dissection — ESD). Do tradycyjnych
wskazan do usuwania zmian w calo$ci w jednym bloku me-
toda EMR naleza makroskopowo typ wyniosty bez
owrzodzenia, o §rednicy ponizej 2 cm i typ jelitowy raka
wg Laurena. Dodatkowo bierze si¢ pod uwage obecno$é
zator6w z komérek raka w $wietle naczyn chlonnych
i krwiono$nych. Wymieniane parametry sa jednak po-
mijane w wypadku uzycia technik ESD. Bogate do-
$wiadczenia japonskie oraz coraz cze$ciej europejskie [4—
6} pozwalaja rozszerzaé wskazania do wyciecia metodg
dysekcji pod§luzéwkowej do nastepujacych: 1) raka we-
wnatrz§luzéwkowego typu jelitowego bez owrzodzenia nie-
zaleznie od wielkoéci, 2) raka wewnatrz§luzéwkowego typu
jelitowego z owrzodzeniem o $rednicy ponizej 3 cm, 3) raka
podsluzéwkowego typu jelitowego o $rednicy ponizej 3 cm
z inwazjg ponizej 500 pm. Zalecenia koreanskie dopusz-
czaja ESD réwniez w przypadku raka §luzowokomérko-
wego (signet-ring cell carcinoma) wielkosci ponizej 2,5 cm
i bez inwazji naczyf limfatycznych. Wymienione kryte-
ria maja zapewni¢ usuniecie wezesnego raka zolagdka me-
toda mafoinwazyjng z minimalnym ryzykiem wznowy i po-
wstania przerzutéw do weztéw chfonnych. Poza opisanymi
wytycznymi do wykonania ESD wymieniane sa inne zmia-
ny, istotne z klinicznego punktu widzenia, do wycigcia me-
todami endoskopowymi. Zaliczajg si¢ do nich: dysplazja,
pod§luzéwkowe guzki typu podscieliskowego (GIST)
i wysoko dojrzate nowotwory neuroendokrynne typu 1.

Materiat po endoskopowej dysekeji pod§luzéwkowej na-
lezy rozpiaé na plytce korkowej, drewnianej lub parafino-
wej i utrwali¢ w 10-procentowej zbuforowanej formalinie.
Nastepnie nalezy go w calosci pokroié, a kolejne przekroje
zbada¢ mikroskopowo. Raport histopatologiczny w przy-
padku zmian w zotadku usuwanych metodami EMR i ESD
uwzglednia ocene marginesu bocznego w obrebie blony $lu-
zowej i marginesu w glebi, uznajac odleglo$¢ 2 mm za mar-
gines doszczetny mikroskopowo (R0). W razie trudnosci
w ocenie ognisk mikroinwazji mozna zastosowaé metode
immunohistochemiczng z przeciwcialem przeciwko kera-
tynie, ktéra pozwala wykry¢ pojedyncze rozproszone ko-
morki raka.

2.3. Badanie $rédoperacyjne skrawkéw mrozonych

Przydatno$¢ badania srédoperacyjnego skrawkéw mro-
zonych w czasie resekgji pierwotnych lub przerzutowych
rak6w zotadka jest dyskutowana w réznych osrodkach kli-
nicznych. Rzadko si¢ zdarza, aby pierwotne rozpoznanie
raka Zotadka ustalano na podstawie diagnostyki malych,
incydentalnych zmian w watrobie, guzk6w sieci lub jajnika
podejrzanych o przerzuty tego nowotworu. W niektérych
szpitalach wykonuje si¢ ocene marginesu chirurgicznego
zoladka z rakiem. W przypadku typu rozlanego raka z obec-
noécia rozproszonych matych grup lub pojedynczych ko-
moérek naciekajacych w rozproszeniu podscielisko, tatwo
jest jednak je pominaé w preparacie mrozonym. Dlatego
tez badanie skrawkéw mrozonych z marginesu chirur-
gicznego ma ograniczenia w interpretacji mikroskopowe;.
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2.4. Material operacyjny pobrany z zotadka
z rakiem

Material operacyjny pobrany z zoladka z rakiem po-
chodzi z catkowitej lub cze$ciowej dystalnej i proksymal-
nej resekcji zotadka (gastrektomii catkowitej lub cze$cio-
wej). Przedstawione ponizej wytyczne do badania
makroskopowego i mikroskopowego uwzgledniaja stan-
dardy japonskie, europejskie i amerykariskie {3, 7-91.

2.4.1. Utrwalenie materiatu

Przygotowanie materialu operacyjnego do wykonania ba-
dania histopatologicznego wymaga zastosowania prawi-
dlowego utrwalacza i optymalnego czasu utrwalania.
W celu odpowiedniego przygotowania usunietego zotadka
z guzem nalezy go rozciaé wzdhuz przedniego brzegu krzy-
wizny wiekszej, rozpia¢ na plytce korkowej lub innej i wlo-
zy¢ do pojemnika z 10-procentowa zbuforowang formali-
na na 8 godzin do maksymalnie 48 godzin. Po 24 godzinach
wskazane jest zdjecie go z plytki celem utrwalenia od stro-
ny surowicoéwki. Jezeli rozcigcie zotadka wzdhuz krzywizny
wiekszej nie jest mozliwe ze wzgledu na obecnos¢ guza w tym
miejscu, to nalezy przecia¢ Sciane zotgdka tukiem dookota
guza lub wzdtuz przedniego brzegu krzywizny mniejszej. Mar-

Tabela I. Makroskopowe typy wczesnego raka zotadka {7}

gines proksymalny i dystalny oraz ewentualny naciek raka
w obrebie surowicéwki nalezy oznaczy¢ tuszem.

2.4.2. Badanie makroskopowe

Badanie makroskopowe usunietego zotadka wraz z ra-
kiem polega na okresleniu nastepujacych parametréw:

1. Wymiaréw materiatu operacyjnego: dtugosci zotadka
(wzdhluz krzywizny wigkszej i mniejszej), dtugosci przety-
ku i/lub dwunastnicy, jezeli narzady te nadestano do ba-
dania.

2. Lokalizacji guza w zotadku w okolicy:

* wpustu, dna, trzonu, czesci odzwiernikowe;j,
* krzywizny wiekszej, krzywizny mniejszej,
* $ciany przedniej i §ciany tylnej zotadka.

3. Najwiekszego wymiaru guza.

4. Makroskopowego typu guza.

Rak zotadka ze wzgledu na stopiei zaawansowania i gle-
bokos¢ naciekania dzieli sic na dwie gléwne kategorie: raka
wezesnego i zaawansowanego. Rak wezesny jest ograniczony
do blony §luzowej i/lub pod§luzowej, niezaleznie od stanu
wezléw chlonnych. Rak zaawansowany nacieka co najmniej
warstwe miesniowa $ciany zoladka oraz tkanki otaczajace.
Typ makroskopowy wczesnego raka zotadka zostal okre-
Slony w klasyfikacji_Japanese Research Association for Gastric

MAKROSKOPOWY TYP WCZESNEGO RAKA ZOEADKA

SCHEMAT WCZESNEGO RAKA ZOLADKA

Typ 0 I: polipowaty uniesiony typ O It ST typ uniesiony

Typ 0 Ila: powierzchowny uniesiony typ 0 [la:  —— ~—— typ powierzchowny uniesiony
Typ 0 IIb: plaski typ O IIb:  — w—————— typ plaski

Typ 0 Ilc: powierzchowny zaglebiony typ O Illc: = = typ powierzchowny zaglebiony
Typ 0 III: zaglebiony typ O N/~ typ zaglebiony

Reprinted by permission from Japanese Gastric Cancer Association: Japanese classification of gastric carcinoma: 3" English edition. Gastric Cancer 2011; 14: 101-112.

Tabela II. Makroskopowy typ zaawansowanego raka zotadka [7}

MAKROSKOPOWY TYP ZAAWANSOWANEGO RAKA ZOLADKA

SCHEMAT ZAAWANSOWANEGO RAKA ZOLADKA

Typ 1: guz polipowaty, zwykle na szerokiej podstawie

Typ 2: guz owrzodzialy z wyraznie odgraniczonymi, uniesionymi

brzegami podminowujacymi blone sluzowa

Typ 3: guz owrzodzialy bez wyraznie odgraniczonych brzegéw,

naciekajacy otaczajaca Sciang wraz z blong §luzowa

Typ 4: guz rozlegle naciekajacy, §rodScienny (initis plastica),
bez zaznaczonego brzegu, zazwyczaj bez obecno$ci ewidentnych

owrzodzen

typ 3

— Q

+

Il

2
[l

typ4d BN ;“?ﬁ"“ml v
Al i

Reprinted by permission from_Japanese Gastric Cancer Association: Japanese classification of gastric carcinoma: 3™ English edition. Gastric Cancer 2011; 14: 101-112.
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N

krzyvy{zna |
maniejsza

krzywizna
mniejsza

~— L 4

[T

typ O (rak powierzchowny plaski)

Rycina 1. Sposéb pobrania wycinkéw we wczesnym raku
zoladka. Schemat pokazuje konieczno$¢ wykonania kolejnych
przekrojéw przez makroskopowo podejrzany obszar o naciek
raka i zbadanie pobranych wycinkéw w calosci [ 71

Reprinted by permission from_Japanese Gastric Cancer Association: Japanese classifica-
tion of gastric carcinoma: 3rd English edition. Gastric Cancer 2011; 14: 101-112.

Cancer dla stopnia zaawansowania T1 nowotworu w kla-
syfikacji TNM. W tabelach I i I przedstawiono makro-
skopowe typy wczesnego i zaawansowanego raka zotadka.
Na szczegblng uwage zastuguje typ O III raka wczesnego,
w ktérym naciek raka ograniczony jest do brzegéw owrzo-
dzenia. W rzadkich przypadkach wycinek pobrany podczas
biopsji endoskopowej z brzegu owrzodzenia moze zawie-
ra¢ caly naciek raka, a w materiale operacyjnym, mimo do-
kladnego i seryjnego zbadania calego guza, mozna nie wy-
kry¢ nowotworu. Cechg ta wezesny rak zotadka rézni sie
od podobnego typu 0 III powierzchownego raka przelyku,
gdy naciek raka stwierdza si¢ réwniez w dnie owrzodzenia.

Szczegblng postad stanowi typ 4 zaawansowanego raka
zotadka, ktéry rozlegle i szeroko szerzy sie §rédéciennie,
zajmujac czesto cala grubos¢ $ciany narzadu. W poczat-

A

dodatkowe ciecie prostopadle do
krzywizny mniejszej przez obszar
o najglebszym naciekaniu

ciecie
. w celu
krzywizna oceny
mniejsza B marginesu
blizszego

cigcie w plaszczyznie /
najwickszego
przekroju

cigcie w plaszczyznie
najwigkszego
naciekania

typ1,2,3,415

Rycina 2A. Sposéb wykonania przekrojéow przez guz
w plaszczyznie najwigkszego i najglebszego przekroju wraz
z pobraniem wycinkéw. W celu zbadania marginesu
proksymalnego nalezy wykona¢ cigcia prostopadte do linii
chirurgicznego odciecia zoladka oraz zbadac je seryjnie {71

kowych stadiach rozwoju ta postaé raka moze by¢ tatwa
do przeoczenia w badaniu endoskopowym, a powierz-
chownie pobrane wycinki nie beda zawieraly utkania no-
wotworu. W przypadkach tych brzeg guza jest niemoz-
liwy do oceny i dlatego w niektérych osrodkach klinicznych
w trakcie operacji wykonuje si¢ badania $rédoperacyjne
celem dokladniejszej oceny resekcyjnosci nowotworu. W za-
awansowanym stadium rak réwnomiernie nacieka $ciane
zoladka, znacznie zwezajac jego Swiatlo.

5. Przyblizona gleboko$¢ nacieku nowotworowego
w $cianie zotadka z okresleniem warstw Sciany zotadka ob-
jetych tym naciekiem i stwierdzeniem, czy naciek obej-
muje tkanki otaczajace zotadek.

6. Stan marginesu proksymalnego i dystalnego z za-
znaczeniem, Czy marginesy sa zajete przez proces nOwo-
tworowy, i podaniem odleglo$ci marginesu od nacieku no-
WOtWOrowego.

7. Opis zmian na powierzchni surowicéwki z zazna-
czeniem ich tuszem.

8. Stan, lokalizacje i liczbe weztéw chlonnych z okre-
$leniem liczby powigkszonych wezléw chlonnych podej-
rzanych o przerzuty nowotworowe.

9. Stan sieci mniejszej, wiekszej i otaczajacych tkanek.

10. Opis $ledziony, jezeli jest obecna w materiale ope-
racyjnym.

2.4.3. Okreslenie miejsc i minimalnej liczby pobranych
wycinkdiw

W celu ustalenia pelnego rozpoznania histopatolo-
gicznego patomorfolog zobowiazany jest do pobrania na-
stepujacych wycinkéw z materiatlu pooperacyjnego:

a) margines proksymalny;
b) margines dystalny;

zmiany w obrebie blony surowiczej

krzywizna
mniejsza

margines proksymalny: Y mm
margines dystalny: Z mm

zmiany w obrebie

blony $luzowej

krzywizna wigksza
Rycina 2B. Sposéb zbadania zmian w obrebie surowicéwki
oraz pobrania wycinkéw ze zmian w otaczajacej blonie
$§luzowej {71

Reprinted by permission from_Japanese Gastric Cancer Association: Japanese classification of gastric carcinoma: 3" English edition. Gastric Cancer 2011; 14: 101-112.
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¢) margines radialny (zawsze oznaczony tuszem), ktéry
w zotadku stanowia tkanki miekkie niepokryte otrzew-
na w najblizszym sasiedztwie najglebszego nacieku raka.
W zotadku jedynymi marginesami radialnymi moga by¢
réwniez marginesy w obrebie sieci mniejszej (wigzadta
watrobowo-dwunastnicze i watrobowo-zotadkowe)
oraz krzywizny wickszej;

d) przynajmniej 3 wycinki z guza zawierajace:

* najglebszy naciek w $cianie zoladka,

* najblizszy naciek od strony marginesu proksymalnego/

dystalnego,

* zajecie surowicowki,

* zajecie marginesu obwodowego w guzach wpustu;

e) wezly chlonne (wazna jest liczba usunietych wezléw
chtonnych — minimum 15) moga by¢ usunigte w gru-
pach przez chirurga i przystane w oddzielnych po-
jemnikach lub w jednym bloku z zotgdkiem;

f) jezeli usunieta jest $ledziona, to nalezy pobra¢ dodatkowo

wezly chlonne wneki §ledziony;

g) wycinki ze §ciany zotadka spoza guza;

h) wycinki z innych zmian w blonie §luzowej i/lub $cia-
nie zolgdka.

Ryciny 1., 2A i 2B przedstawiaja sposoby pobrania wy-

cinkéw w raku wezesnym i zaawansowanym zotadka {71.

2.4.4. Zasady badania mikroskopowego materiatu
operacyjnego

W badaniu mikroskopowym materiatu operacyjnego
nalezy okresli¢ typ histologiczny i stopieni dojrzatosci wg
klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health
Organization — WHO), typ histologiczny wg Laurena, sto-
pien kliniczno-patologicznego zaawansowania raka wg sys-
temu pTNM AJCC/UICC oraz stopien resekcyjnosci R {11.

Typ histologiczny raka zotadka:
* rak gruczotowy (adenocarcinoma):

— rak gruczotowy brodawkowaty (papillary adenocarci-
noma) (ryc. 3.),

— rak gruczolowy cewkowy (tubular adenocarcinoma) (ryc. 4.),

— rak gruczotowy Sluzowy (mucinous adenocarcinoma) (ryc. 5.),

— rak o malej spoistoéci, w tym rak $luzowokomérko-
wy i inne warianty (poorly cobesive carcinoma including
signet ving cell carcinoma and other variants) (ryc. 6.),

Rycina 5A. Rak gruczotowy $luzowy, barwienie
mucikarminem

— rak gruczotowy mieszany (mixed adenocarcinoma) (ryc. 7.);
* rak gruczotowo-plaskonablonkowy (adenosquamouns car-
cinoma);
® rak z naciekiem limfocytarnym w podscielisku (rak rdze-
niasty) {carcinoma with lymphoid stroma (medullary carci-
noma)} (ryc. 8.);

o AA RN

ruczolowy rodawkowaty, HE

Rycina 5B. Rak gruczolowy sluzowy z komé6rkami
sygnetowatymi, HE
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Rycina GA. Rak bez kohezji (signet ring cell carcinoma).
Barwienie mucikarminem na obecno$¢ $luzu

Rycina 7. Rak gruczolowy, typ mieszany (mixed adeno-
carcinoma) G2, HE

o il

2 s

Rycina 9. Rak gruczolowy typ jelitowy Lauren 1, HE

* rak gruczolowy podobny do watrobowokomoérkowego
(hepatoid adenocarcinoma),
* rak plaskonablonkowy (squamous cell carcinoma),
* rak niezréznicowany (undifferentiated carcinoma).
W tabelach III, IV i V przedstawiono charakterysty-
ke typ6éw histologicznych raka zotadka.

Stopieni dojrzalo$ci (zréznicowania) raka zotadka
Okreslenie stopnia histologicznej ztosliwosci (stop-
nia zréznicowania) nowotworu dotyczy wg klasyfikacji
WHO z 2010 r. jedynie rakéw gruczotowych cew-
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Rycina 6B. Rak bez kohezji. Barwienie immuno-
histochemiczne z przeciwcialem przeciwko keratynie

£ Lo

Rycina 8A. Rak gruczolowy z naciekiem limfocytarnym,
HE

kowych i brodawkowatych. W wypadku innych typéw
histologicznych raka zotadka klasyfikacji tej sie nie sto-
suje. W tabeli VI przedstawiono kryteria oceny stop-
nia dojrzalosci (zréznicowania) raka gruczotowego zotad-

ka[1}.

Stopief kliniczno-patologicznego zaawansowania
nowotworu

W ramce na stronie s34 przedstawiono kryteria oce-
ny stopnia zaawansowania raka zoladka wg siédmego

wydania klasyfikacji p TNM AJCC/UICC {1, 9}.
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Tabela III. Czesto spotykane typy histologiczne raka zoladka

Rak gruczotowy brodawkowaty (papillary adenocarcinoma) (ryc. 3.) najczeiciej jest nowotworem o wysokim stopniu
dojrzatosci, zbudowanym z palczastych wydtuzonych rozrostéw pokrytych gruczolowymi komérkami
nowotworowymi z wléknisto-naczyniowym podscieliskiem. Komoérki nowotworowe maja tendencje do utraty
polarnosci.

W czesci guzéw oprocz utkania brodawkowatego wystepuje rowniez utkanie cewkowe. Brzeg nacieku
nowotworowego jest w wigkszosci przypadkéw ostro odgraniczony. W utkaniu nowotworu czgsto stwierdza si¢ ostry
lub przewlekly naciek zapalny.

Rak gruczotowy cewkowy (tubular adenocarcinoma) (ryc. 4.) jest zbudowany z gruczotowych cewek nowotworowych
cze$ciowo rozgalezionych o réznej Srednicy. Stopien atypii komérkowej waha sie od maltego do duzego.

Nisko dojrzaly wariant gruczotowego raka cewkowego mozna nazwa¢ rakiem litym. W tym typie nowotworu
obserwujemy wl6knienie podscieliska (desmoplazje) o réznym stopniu nasilenia.

Rak gruczolowy $luzowy (mucinous adenocarcinoma) (ryc. 5.) cechuje sie obfitym wydzielaniem §luzu, réwniez do
podscieliska, i jest zbudowany z nowotworowych komérek gruczotowych i pozakomérkowych jeziorek sluzu. W celu
rozpoznania tego nowotworu niezbedne jest stwierdzenie obecnosci §luzu pozakomérkowego na ponad 50% obszaru
nacieku nowotworowego. Rak gruczotlowy $luzowy moze zawiera¢ w swoim utkaniu nieliczne rozproszone komérki
$§luzowe sygnetopodobne.

Rak o matej kohezji (poorly cobesive carcinoma) zbudowany jest z izolowanych lub tworzacych male grupy komoérek
raka. Ten typ nowotworu obejmuje raka $luzowokomoérkowego z licznymi sygnetowatymi komoérkami (ryc. 6.).
Rozpoznanie tego typu raka jest mozliwe, gdy naciek z nowotworowych komérek §luzowych stanowi powyzej 50%
utkania. W raku $luzowokomérkowym naciekowi nowotworowemu czesto towarzyszy znaczne widknienie
(desmoplazja) w glebszych warstwach $ciany zotadka. Innymi wariantami tego typu nowotworu sa guzy zbudowane

z komoérek przypominajacych histiocyty, komoérki plazmatyczne lub limfocyty. W innym wariancie komorki
nowotworowe zawierajg silnie eozynofilna cytoplazme lub nieregularne, dziwaczne jadra. Niekiedy ten typ nowotworu
zbudowany jest z réznych wyzej opisanych wariantéw histologicznych.

Rak gruczolowy mieszany (mixed adenocarcinoma) w swoim utkaniu stanowi polaczenie raka okreslanego jako rak
gruczolowy cewkowy lub brodawkowaty i raka §luzowokomoérkowego lub innego typu raka o malej spoistosci.

Tabela IV. Rzadko spotykane typy histologiczne raka zolagdka

Rak gruczolowo-plaskonabtonkowy (adenosquamons carcinoma) stanowi mieszaning utkania raka gruczolowego

i plaskonablonkowego. Raki tego typu zlokalizowane w okolicy wpustu winny by¢ szczeg6lnie dokladnie przebadane,
czy nie jest to rak przelyku (potaczenia przelykowo-zoladkowego) naciekajacy zotadek. W zaawansowanych
przypadkach moze to by¢ trudne.

Rak z naciekiem limfocytarnym w podscielisku (rak rdzeniasty) [carcinoma with lymphoid stroma (medullary
carcinoma)} jest to niezrdznicowany nowotwor z obfitym naciekiem limfocytarnym (rak rdzeniasty z limfocytami
w podscielisku), przypominajacy analogiczny nowotwoér nosogardzieli z podobnym, w wigkszosci przypadkéw,
wystepowaniem antygenéw wskazujacych na infekcje wirusem Epsteina-Barr.

Rak gruczotowy podobny do watrobowokomoérkowego (hepatoid adenocarcinoma) to rak wykazujacy

zaréwno réznicowanie gruczotowe, jak i ,hepatoidne” oraz ,enteroblastyczne” cewkowe i brodawkowate z komérkami
jasnymi. Polowa przypadkéw wykazuje obecno$¢ a-fetoproteiny (AFP). Komérki ,hepatoidne” zawieraja glikogen,
kule szkliste, czasem nawet z61¢. Nowotwér ma zazwyczaj masywny, guzowaty typ wzrostu, wezesnie nacieka
naczynia, rokowanie jest zle.

Rak plaskonablonkowy (sguamous cell carcinoma) nie odbiega w swojej strukturze od rakéw plaskonablonkowych
w innej lokalizagji.

Rak niezréznicowany (undifferentiated carcinoma) to nowotwor zawierajacy w swoim utkaniu ponizej
5% struktur gruczolowych, a pozostate komérki nowotworowe nie wykazuja zadnych cech histoformatywnych
pozwalajacych na okreSlenie ich pochodzenia. Wcze$niej ten typ nowotworu okreslano jako G4.

Tabela V. Podzial raka zoladka wedlug Laurena

PODZIAL RAKA ZOEADKA WEDLUG LAURENA

Typ I — rak jelitowy, ograniczony, zawierajacy w swoim utkaniu gléwnie elementy raka gruczolowego o réznym
stopniu dojrzalosci (ryc. 9.)

Typ II — rak rozlany zawierajacy powyzej 50% utkania raka o malej spoistosci, w tym raka §luzowokomoérkowego
1 inne jego warianty

Typ III — posta¢ mieszana zawierajaca w swoim utkaniu zaréwno elementy raka gruczolowego o réznym stopniu
dojrzatosci, jak i raka o malej spoisto$ci, w tym raka §luzowokomérkowego i inne jego warianty

s33



ANNA NASIEROWSKA-GUTTMEJER, PRZEMYSEAW MAJEWSKI, MALGORZATA MALINOWSKA

Tabela VI. Ocena stopnia zréznicowania (dojrzalosci) raka gruczotowego zoladka (G)

OCENA STOPNIA ZROZNICOWANIA (DOJRZALOSCI) RAKA GRUCZOLOWEGO ZOLADKA

Raki gruczolowe o wysokim stopniu dojrzatosci G1 zawierajace w swoim utkaniu powyzej 95% struktur
gruczolowych

Raki gruczotowe o posrednim stopniu dojrzalosci G2 zawierajace w swoim utkaniu 50-95% struktur gruczolowych

Raki gruczolowe o niskim stopniu dojrzatosci G3 zawierajace w swoim utkaniu 5-50% struktur gruczolowych

Klasyfikacja zaawansowania patologicznego pTINM dla raka zotadka (VII edycja)

OCENA GEEBOKOSCI NACIEKU NOWOTWOROWEGO (PT)

pIX — nie mozna oceni¢ guza pierwotnego

pTO  — nie stwierdzono guza pierwotnego

pTIS - rak przedinwazyjny (Srédnablonkowe nowotworzenie duzego stopnia)
pTl - guz ograniczony do blony $luzowej i podsluzowej:

pTla — naciek raka obecny wylacznie w blonie Sluzowej

pT1b — naciek raka obecny w blonie §luzowej i podsluzowej

pT2  — naciek raka obecny w mig$niéwce wlasciwej

pT3  — naciek raka obecny w warstwie podsurowicowkowej

pT4  — guz przekraczajacy surowicowke lub naciekajacy struktury sasiadujace:
pT4a — naciek przekracza surowicéwke (otrzewna trzewng)

pT4b — naciek obejmuje sasiadujace struktury

Uwaga 1. Naciek raka poza miesniéwka wlasciwa, w wiezadle zotadkowo-jelitowym lub zotadkowo-watrobowym
lub sieci wigkszej badz mniejszej, bez perforacji otrzewnej zaliczany jest do pT3.

Jezeli widoczna jest perforacja otrzewnej trzewnej pokrywajacej te struktury, to guz klasyfikowany jest jako pT4a.
Uwaga 2. Do sasiadujacych narzadéw zaliczamy: $ledziong, poprzecznice, watrobe, przepone, trzustke, $ciane jamy
brzusznej, nadnercza, nerki, jelito cienkie, przestrzen zaotrzewnows.

Srédscienne naciekanie dwunastnicy i przelyku klasyfikowane jest jako najglebszy naciek w tych strukturach,
wlaczajac zoladek.

OCENA REGIONALNYCH WEZEOW CHLONNYCH (PN):

pNX — nie badano wezléw chtonnych

pNO  — nie stwierdzono przerzutéw nowotworowych w weztach chlonnych
pN1  — przerzuty nowotworowe w 1-2 weztach chtonnych

pN2  — przerzuty nowotworowe w 3—6 weztach chlonnych

pN3  — przerzuty nowotworowe w 7 lub wiecej weztach chlonnych

pN3a — przerzuty nowotworowe w 7—15 weztach chlonnych
pN3b — przerzuty nowotworowe w 16 lub wiecej weztach chtonnych

Uwaga. W aktualnej klasyfikacji TNM kontrowersyjne zmiany: drobne guzki nowotworowe w tkance tacznej,
klasyfikowane sa jako przerzuty do regionalnych weztéw chlonnych, jezeli maja ,postac i gladki zarys jak wezel chlonny”.
Guzki o nieregularnym zarysie klasyfikowane sa wg kategorii pT.

PRZERZUTY NOWOTWOROWE ODLEGLE (PM)

pMO  — nie stwierdzono przerzutéw odleglych
pM1 - obecne odlegte przerzuty nowotworowe

Uwaga. Wezly chlonne jamy brzusznej, takie jak pozatrzustkowe, krezkowe, okoloaortalne, klasyfikuje sie jako M1.
Przerzuty do watroby i wszczepy otrzewnowe réwniez klasyfikowane sa jako M1.

Tabela VII. Kryteria oceny resekcyjnosci raka zotagdka

OCENA RESEKCYJNOSCI RAKA ZOLADKA — KLASYFIKACJA R

Symbol RO oznacza catkowita makroskopowa i mikroskopowa resekcje z brakiem nacieku nowotworowego
w marginesie proksymalnym, dystalnym i radialnym

Symbol R1 oznacza mikroskopowo stwierdzany naciek raka w marginesie proksymalnym i/lub dystalnym i radialnym

Symbol R2 oznacza makroskopowo i mikroskopowo stwierdzany naciek raka w marginesie proksymalnym
i/lub dystalnym i radialnym
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Tabela VIII. Kryteria mikroskopowej odpowiedzi raka na leczenie przedoperacyjne

OCENA ODPOWIEDZI RAKA NA LECZENIE PRZEDOPERACYJNE

Stopient 0 — brak nacieku raka w preparacie nadestanym do badania

Stopieni 1. — znaczna odpowiedz na leczenie z obecnoscia nielicznych komérek nowotworowych w preparacie

nadestanym do badania

Stopiei 2. — $rednia odpowiedz na leczenie z obecno$cia umiarkowanej liczby komoérek nowotworowych w preparacie

nadestanym do badania

Stopieni 3. — brak lub mata odpowiedz na leczenie z nieznaczna redukcja lub brakiem redukeji nacieku nowotworowego

w preparacie nadestanym do badania

Tabela IX. Czynniki prognostyczne i predykcyjne w zaawansowanym miejscowo raku zoladka

1. Glebokos¢ naciekania $ciany zotadka wg klasyfikacji pTNM UICC/AJCC

2. Naciekanie surowic6wki pT4

Niezalezny czynnik prognostyczny wiazacy sie z 5-letnim przezyciem ponizej 50%

3. Margines proksymalny i dystalny zoladka wg klasyfikacji R
Istotny czynnik prognostyczny i predykcyjny oraz podstawa oceny jakosci leczenia chirurgicznego
Przypadki R1 lub R2 traktowane sa jako leczone nieradykalnie

4. Typ histologiczny raka wg klasyfikacji WHO i Laurena

Typ rozlany $wiadczy o zlym rokowaniu, wiaze si¢ z rozleglym $§rédsciennym naciekiem raka i trudnym do oceny

makroskopowo marginesem

5. Liczba i stan regionalnych weztéw chlonnych

Piecioletnie przezycie radykalnie zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem liczby wezléw chlonnych z przerzutami
i wynosi 46% w przypadku zajecia od 1 do 6 weztéw chlonnych oraz 30% w przypadku 7—15 weztéw chlonnych

z przerzutami

Minimalna liczba 15 wezléw chlonnych w preparacie operacyjnym $wiadczy o jakosci wykonanej operacji

Dodatkowo w klasyfikacji pTNM stosuje sie nastepu-
jace oznaczenia:
* pT (m)NM - liczne guzy,
* ‘TNM — guz nawrotowy stwierdzany, kiedy udokumen-
towany jest okres bez obecnoéci nacieku nowotworowego,
* aTNM - guz stwierdzany w trakcie autops;ji.

Ocena margineséw chirurgicznych

Kolejnym elementem rozpoznania histopatologicznego
w wypadku raka zotadka jest ocena resekcyjnoéci guza wg
klasyfikacji R, w ktorej dla raka zotadka przyjeto kryte-
ria przedstawione w tabeli VII.

W celu uzupelnienia informagji podanych w tabeli VIII
nalezy dodad, ze jesli guz zlokalizowany jest we wpuscie,
to ocenia si¢ margines obwodowy (circumferential surgical
resection margin — CRM) w obrebie dolnego odcinka prze-
tyku wg klasyfikacji raka przelyku. Jezeli guz (naciek
raka, ogniska depozytowe w tkankach miekkich lub
przerzuty w weztach chtonnych) znajduja sie w odleglos-
ci mniejszej niz 1 mm od CRM, to ten margines jest
okreslany jako mikroskopowy naciek (R1). Patomorfolog
poza okresleniem resekcyjnosci guza (klasyfikacja R)
powinien podaé (w milimetrach) odlegtosé¢ nacieku
nowotworowego od linii cigcia.

Inne czynniki prognostyczne oceniane w prepara-
tach barwionych hematoksylina i eozyna

W badaniu histopatologicznym powinno si¢ réwniez
uwzgledni¢ inne prognostyczne cechy, takie jak: inwazje
naczyf krwiono$nych i limfatycznych oraz nacieki nowo-
tworowe wzdtuz naczyn i nerwéw.

Jezeli pacjent przed zabiegiem chirurgicznym byt le-
czony metodami neoadiuwantowymi, patomorfolog po-
winien opisa¢ morfologiczne rezultaty leczenia i okresli¢
odpowiedZ na leczenie wg kryteriéw przedstawionych
w tabeli VIIL

3. Czynniki predykcyjne w raku zoladka

3.1. Rak zotadka zaawansowany miejscowo
leczony operacyjnie bez chemioradioterapii
przedoperacyjnej

Czynniki prognostyczne i predykcyjne dziela chorych
ze wzgledu na konieczno$¢ zastosowania lub odstapienia
od leczenia uzupelniajacego w postaci adiuwantowej
chemioradioterapii. Dlatego tez tak wazna jest prawidlowa
ocena materiatu operacyjnego oraz wspélpraca z chirurgiem,
warunkujaca jako$¢ badania histopatologicznego. Kluczowa
jest ocena patomorfologiczna operacyjnie usunigtego
narzadu wraz z guzem, kté6ra przedstawiono powyzej. Kli-
nicznie przydatne czynniki prognostyczne i predykcyjne
w raku zotadka leczonym operacyjnie przedstawiono
w tabeli IX.

3.2. Rak zotadka zaawansowany miejscowo
leczony operacyjnie oraz
chemioradioterapia przedoperacyjna

W wypadku oséb z rakiem zoladka leczonych przed
operacja, po chemioradioterapii przedoperacyjnej, wyma-
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Tabela X. Kryteria odpowiedzi raka zotadka na chemioradioterapi¢ przedoperacyjna

STOPIEN REGRESJI RAKA

INTERPRETACJA

0 — caltkowita regresja

brak komoérek raka

1 — odpowiedz $redniego stopnia
(moderate response)

pojedyncze komoérki lub male ich grupy

2 — odpowiedz matego stopnia
(minimal response)

grupy komoérek raka otoczone wldknistym podscieliskiem

3 — odpowiedz staba lub brak odpowiedzi
(poor response)

minimalny efekt lub jego brak, rozlany naciek raka bez zmian
po leczeniu

Wytyczne wg National Comprehensive Cancer Network (NCCN) version 2.2012 Gastric Cancer z nwzglgdnieniem wytyczmych College of American Pathologists

(www.cap.org)

ga sie dodatkowo okreslenia odpowiedzi terapeutycznej
nowotworu na leczenie. Kryteria tej oceny przedstawiono
w tabeli X.

3.3. Rak zotadka wymagajacy adiuwantowe;j
chemioradioterapii

Chorzy z rakiem zolgdka kwalifikowani sa do radio-
chemioterapii na podstawie Zle rokujacych mikrosko-
powych czynnikéw prognostycznych w materiale op-
eracyjnym lub juz w momencie rozpoznania jako
pacjenci z nieoperacyjnym i nieresekcyjnym nowo-
tworem, wymagajacy leczenia paliatywnego. Nalezy pod-
kresli¢, ze na terapie uzupelniajaca kierowani sg chorzy
leczeni chirurgicznie, ale w sposéb nieradykalny, z re-
sekcja zoladka typu R1 lub R2, lub gdy nie ma podanych
przez patologa margineséw chirurgicznych w raporcie
histopatologicznym. Réwniez zbyt mata liczba weztéw
chtonnych zweryfikowanych w materiale operacyjnym
powoduje traktowanie pacjentéw jako leczonych nier-
adykalnie. Rokowanie wymienionej grupy chorych,
mimo stosowania chemioradioterapii, jest jednak nadal
niepomyslne, a mediana przezycia wynosi 11 miesiecy.
U cze$ci pacjentéw z nieresekcyjnym zaawansowanym
rakiem zoladka z przerzutami nadziej¢ budzi terapia
celowana trastuzumabem (Herceptin), przeciwcialem
monoklonalnym ukierunkowanym na zewnatrzko-
mérkowa domene receptora HER2 z klasyczna chemiote-
rapia. W badaniu klinicznym III fazy ToGA Trial
(2009 ASCO) wykazano wzrost mediany przezycia
chorych do 16 miesiecy.

3.3.1. Ekspresja receptora HER2 w raku Zolgdka

Receptor HER2 nalezy do rodziny ludzkiego na-
skérkowego czynnika wzrostu. Amplifikacja genu HER2
wiaze si¢ z nadekspresja biatka HER2. HER2 jest
przezbtonowym receptorem o aktywno$ci kinazy ty-
rozynowej, zaangazowanym w przewodzenie sygnatéw
prowadzacych do indukcji wzrostu i réznicowania
komoérek. Trastuzumab ma zdolno$¢ do specyficznego
wigzania sie z domena IV pozakomérkowej czesci biatka
HER2. Poprzez blokowanie receptora, hamuje nad-
mierng proliferacje komérek, ktére wykazuja jego nadeks-
presje. Receptor HER2 jest czynnikiem predykcyjnym
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w odniesieniu do leczenia trastuzumabem raka zoladka.
Nadekspresja receptora HER2 stwierdzana jest w 13-23%
wszystkich przypadkéw raka zotadka, w 16-34% rakéw
typu jelitowego wg Laurena i w 24-34% przypadkéw zmian
usytuowanych w polaczeniu przetykowo-zotagdkowym.

Istota oceny amplifikacji jest oznaczenie wskaznika R
(ratio), czyli stosunku liczby kopii genu HER?2 do liczby
centromeréw chromosomu 17, na ktérym gen ten jest po-
tozony. Ekspresja immunohistochemiczna biatka HER2
(3+) oraz wskaznik ISH > 2,2 z ekspresja HER2
okreslong na 2+ lub 3+ $wiadcza o obecnosci amplifikacii
genu HER?2, ktéra jest czynnikiem predykcyjnym terapii
trastuzumabem os6b chorych na raka zotadka. Ocena czyn-
nikéw predykeyjnych metodami immunohistochemicznymi
i molekularnymi bedacych podstawa do zastosowania dro-
giej terapii celowanej wymaga do$wiadczenia oséb
wykonujacych badania. Bardzo wazna jest takze walidacja
i kontrola jakosci stosowanych metod. Zgodnie z zalece-
niami §wiatowymi powinien by¢ prowadzony rejestr za-
ktad6éw oraz pracowni histopatologicznych dokonujacych
oceny HER2, walidacja warunkéw pracy i stosowanych
metod badawczych IHC i hybrydyzacji 7 situ oraz kon-
trola jakosci wykonywanych badan.

Podstawg oceny jakosci badania jest standaryzacja pro-
cedur badania, ktéra uwzglednia:

A. Przygotowanie materialu tkankowego.

B. Wykonanie badania HER2 metoda immunohisto-
chemiczna i/lub ISH.

C. Oceng ekspresji immunohistochemicznej HER2 lub
badania ISH u chorych na raka zotadka lub polaczenia
przetykowo-zotadkowego.

D. Walidacje i kontrole jakosci badania statusu HER2
metodami IHC i ISH w raku zoladka.

Ad A. Material nalezy utrwali¢ w 10-procentowej zbu-
forowanej formalinie (wodny nasycony ok. 35—40-pro-
centowy roztwor aldehydu mréwkowego (inaczej formalde-
hydu) zbuforowany do pH = 7,2) w czasie minimum
8 godz. i maksimum 48 godz.

Ad B. Wykonanie badania immunohistochemicznego
wymaga standaryzacji protokotu metody i aparatury
(wyposazenie pracowni). Do kolejnych etapéw postepowa-
nia z materialem tkankowym nalezg:

* odwodnienie i prze§wietlenie, kolejno w etanolu
i ksylenie,
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Tabela XI. Kryteria oceny barwienia immunohistochemicznego HER2 z interpretacja

SKALA OCENY BARWIENIA IMMUNOPATOLOGICZNEGO RECEPTORA HER?2 1 JEJ INTERPRETACJA

WYNIK INTERPRETACJA

0, 1+ stan negatywny

2+ stan graniczny (wymaga dalszego postepowania diagnostycznego — ocena metoda
hybrydyzacji in situ)

3+ stan pozytywny

Tabela XII. Ocena amplifikacji genu HER? i interpretacja wyniku

WskAZNIK R OBECNOSC AMPLIFIKACJT

INTERPRETACJA

<18 brak amplifikacji genu HER2  stan negatywny
1,8<R<22 amplifikacja watpliwa stan graniczny — wymaga powtérzenia oceny amplifikacji
R>22 amplifikacja genu HER2 stan pozytywny

w badaniu powtérnym amplifikacja genu HER2
przeprowadzonym metoda

FISHR > 2,0

stan pozytywny

FISH — fluorescent in situ hybridization (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ)

Uwaga! W przypadku, gdy w badaniu amplifikacji genu HER2 wskaznik R wynosi 1,8-2,2 (stan graniczny), konieczne jest wykonanie powtdrnego badania.

W trakcie powtdrnego badania nalezy przeanalizowac kolejnych co najmniej 20 komdrek raka, najlepiej w innym fragmencie badanego skrawka lub na innym wycinkn

z guza; w tym przypadku za dodatni wynik badania amplifikacji genu HER2 uznaje sig wskaznik R = 2,0. W stanach granicznych zaleca si¢ dodatkowo oceng liczby

kopii genn HER2; zdaniem ekspertow stwierdzenie ponad 6 kopii genu HER2 nwaza si¢ za wynik pozytywny, gdy liczba kopii jest mniejsza od 4 status genn HER2

traktowany jest jako negatywny.

* zatopienie w parafinie w temp. 55—60°C,

* krojenie na skrawki ok. 4 pm,

* polozenie skrawkéw na szkietkach z wlasciwosciami
przylegania (superfrost slides, poly-L-lysine-coated slides),

* suszenie preparatOw ze skrawkami przez 12-24 godz.
w temperaturze pokojowej lub godzine w 60°C,

* catkowite odparafinowanie i prze§wietlenie w ksylenie
w temperaturze pokojowej.

Walidacja metody oceny immunohistochemicznej
HER2 wymaga:

A. Uzycia komercyjnie dostepnych dwdich zestawéw do
THC: Ventana anti-HER-2/nex Rabbit Monoclonal Primary
Antibody kit (Ventana/Roche Tissue Diagnostics) i Her-
cepTest (Dako). Inne przeciwciala nie sg zalecane.

B. Wiarygodnosci i powtarzalno$ci metody, na ktére
sktada si¢ czas przechowywania ukrojonych preparatéw
(24 tygodnie), oraz uwzglednienia w technice odkrywania
antygenu aktywacji endogennej biotyny jako nieswoistego
tla reakdji.

C. Wykonania (z zastosowaniem tych samych warunk-
6w reakgji) kontroli dodatniej i ujemne;.

Ad C. Ocena statusu receptora HER2 jest domena
patomorfologa. Najpierw nalezy zastosowa¢ metodg¢ im-
munohistochemiczna. W przypadkach problematycznych
w immunohistochemii rekomendowane jest badanie FISH
(luorescence in situ bybridization) 1 SISH (lver in situ hybridization).
Wynik pozytywny potwierdza amplifikacja genu HER?2.

Na patomorfologu spoczywa odpowiedzialno$¢ za
wyb6r whasciwego skrawka tkankowego do badania ek-
spresji receptora HER2 (lub amplifikacji jego genu). Ze
wzgledu na heterogenny charakter odczynu na HER2
w komorkach raka zoladka w przypadku materialéw biop-

syjnych zalecane jest testowanie calego dostepnego ma-
teriatu tkankowego. W przypadku materialéw opera-
cyjnych patomorfolog winien wybra¢ do badania ekspresji
HER?2 wycinek tkankowy o najlepszej jakosci (pozbaw-
iony artefaktéw), zawierajacy jak najmniejsze ogniska
martwicy. W przypadku mieszanego histologicznego
utkania guza do badania HER2 nalezy wybra¢ skrawki za-
wierajagce komponent raka typu jelitowego.

Kryteria oceny receptora HER2 w raku zoladka:
Badanie immunohistochemiczne ekspresji HER2 wyma-
ga zastosowania jako$ciowych i ilo§ciowych akcep-
towanych standardowych kryteriéw oceny reakcji
w preparacie. Zaliczaja si¢ do nich: lokalizacja reakgji
barwnej, liczba komoérek z pozytywna reakcja, intensywno$é
reakcji barwnej i powiekszenie w mikroskopie §wietlnym.
W raku zotadka za prawidlowa reakcje ekspresji
HER2 uznawany jest blonowy odczyn obecny na
powierzchni podstawno-bocznej lub bocznej komérki przy
braku reakcji od strony $wiatla gruczotéw. Zasadnicza
réznica w interpretacji badania IHC statusu receptora
HER2 w raku zolagdka w poréwnaniu z rakiem piersi pole-
ga na okresleniu granicznej liczby komérek uznanych za
reakcje pozytywna. Kryterium oceny pozytywnej reakcji
IHC stanowi grupa co najmniej 5 komérek w biopsji en-
doskopowej raka zotadka oraz 10% komorek w materia-
le operacyjnym usunictego nowotworu. Nalezy zaz-
naczy¢, ze w raku zoladka amplifikacja genu HER2 nie
zawsze koreluje z ekspresjg ocenianag immunohisto-
chemicznie. Wymieniane sg przypadki, w ktérych nie ma
ekspresji HER2 lub jest ona oceniona na HER2 1+ i jed-
nocze$nie stwierdza si¢ amplifikacje genu HER2. Z kolei
w czesci rakéw z ekspresja HER2 3+ nie stwierdza si¢ am-
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Tabela XIII. Kryteria oceny receptora HER2 metodami IHC i ISH w raku zoladka

WYNIK IHC KRYTERIA OCENY ITHC KRYTERIA OCENY StAaTus HER2
PREPARATOW OPERACYJNYCH PREPARATOW BIOPSYJNYCH
(DUZE WYCINKI) (MALE WYCINKI)
0 brak odczynu lub reakcja barwna brak odczynu lub reakcja barwna ujemny
w blonach komérkowych w blonach komoérkowych
w < 10% komorek raka w < 5 komoérek raka
1+ staba reakcja barwna blonowa staba reakcja barwna blonowa ujemny
(powigkszenie > 10% komoérek raka, reakcja niezaleznie od procentu wybarwionych
40X) blonowa o charakterze nieciagtym komorek (przynajmniej 5 komoérek raka)
2+ staba do $redniej kompletna reakcja  staba do $redniej kompletna reakcja niejednoznaczny,
(powigkszenie barwna blonowa, reakcja blonowa barwna blonowa, boczno-podstawna wymaga
10-20X) boczno-podstawna lub boczna lub boczna niezaleznie od procentu wykonania ISH*
w > 10% komoérek raka wybarwionych komérek,
w > 5 komérkach raka
3+ silna, kompletna reakcja barwna silna, kompletna reakcja barwna dodatni
(powigkszenie blonowa, podstawno-boczna blonowa, podstawno-boczna
2,5-5X) lub boczna > 10% komorek raka lub boczna, niezaleznie od procentu

wybarwionych komérek,
> 5 komorek raka

*w preypadku niejednoznacznego wyniku badania IHC status genu HER2 nalezy ustalic na podstawie badania ISH. Za dodatni wynik badania HER2-ISH unznaje
stg wskaznik R > 2,2. Wskaznik R < 1,8 oznacza wynik ujemny, a wskainik 1,8 < R < 2,2 traktowany jest jako stan graniczny

Tabela XIV. Rekomendacje immunohistochemiczne wedtug European Medicines Agency (J. Ruschoff, Modern Pathology,
2012; 1-14). Wytyczne do badania IHC

WYTYCZNE DO BADANIA THC

Reprezentatywny material operacyjny lub odpowiedni z biopsji (6—8 wycinkéw).
Jesli wycinki zawieraja martwice, nalezy zbada¢ wszystkie zywe fragmenty tkankowe.
Immunohistochemia jest pierwsza metoda do oceny statusu HER2.

HER?2 pozytywny:
IHC HER2/3+ lub IHC 2+/FISH+, lub ITHC 2+/SISH+

Przypadki graniczne:

— IHC1+/THC2+
— ogniskowa i intensywna reakcja blonowa w < 10% komoérek potwierdzona FISH lub SISH+ (obie metody podane

W raporcie)

Nalezy uzywac jedynie zaaprobowanych (zwalidowanych) zestawéw HER2.

Material operacyjny: catkowita, podstawno-boczna lub boczna reakcja w > 10% komorek.
Wycinki endoskopowe: catkowita, podstawno-boczna lub boczna reakcja w co najmniej 5 komdrkach.
Powigkszenie mikroskopowe nalezy analizowa¢ razem z ocena punktowa reakgji.

FISH — fluorescent in situ hybridization, SISH — silver in situ hybridization

Tabela XV. Rekomendacje immunohistochemiczne wedtug Exropean Medicines Agency (J. Ruschoff, Modern Pathology, 2012,
1-14). Kontrola jakosci

KONTROLA JAKOSCI

Zalecane jest uzywanie walidowanych kit-6w do IHC i testéw hybrydyzacji 7 situ.
Obligatoryjne sa kontrole dodatnia i ujemna.
Okres 5 dni jest zalecany do uzyskania calkowitej diagnozy, od momentu otrzymania materiatu do badania do uzyskania

wyniku.

Interdyscyplinarne spotkania sg wskazane w celu omawiania przypadkéw i aktualizacji wiedzy.

Rekomendowany jest wybér centralnego zakladu, pracowni do wykonywania badaf oraz uczestniczenie wszystkich
rekomendowanych zakladéw i pracowni w programie kontroli jakosci badan.
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plifikacji genu. Dlatego tez wykonanie oceny amplifikacji
genu HER2 w raku zolagdka jest kluczowe do podjecia
leczenia. W tabelach X1 i XII przedstawiono kryteria oce-
ny barwienia immunohistochemicznego HER2 i ampli-
fikacji genu HER2 wraz z ich interpretacja [10}].

Ocena ekspresji receptora HER2 metoda immunohis-
tochemicznag i amplifikacji genu HER2 metoda hybrydyzagji
in situ (ISH) jest rekomendowana do stosowania w diag-
nostyce patomorfologicznej raka zotagdka. Zawarta jest w ra-
porcie histopatologicznym wg wytycznych Amerykanskiego
Towarzystwa Patologéw (College of American Pathologist),
co przedstawiono w tabeli XIII {11, 12}.

Oceniajac status receptora HER2 metodami IHC i ISH,
nalezy zawsze przestrzegaé oméwionych wyzej standar-
dowych kryteriéw. Nalezy jednak by¢ ostroznym w inter-
pretacji trudnych i dyskusyjnych przypadkéw z graniczna
reakcjg IHC, ktéra stwierdza sic w nastepujacych przy-
padkach:

1. 1+/2+ w barwieniu IHC.

2. Obecno$¢ artefaktycznego zabarwienia na brzegu
wycinka.

3. Nieswoiste zabarwienie cytoplazmy komérek raka
lub tkanki prawidtowe;j.

4. Heterogenno$¢ barwienia HER2 w przypadkach
operacyjnych z silng reakcja HER2 przy powigkszeniu
2,5X/5X w < 10% komorek lub przy obecnosci matych
ognisk raka THC 3+.

Ad D. W lipcu 2010 r. miedzynarodowy zespél pa-
tologéw opracowal wytyczne dotyczace diagnostyki
i leczenia trastuzumabem os6b z rakiem zoladka i rakiem
polaczenia przetykowo-zotadkowego z przerzutami.
Wynik HER2 pozytywny jest czynnikiem predykcyjnym
w wyborze tej terapii. Za wynik pozytywny uznaje sie
ekspresje IHC HER2 (3+) lub THC HER2 (2+)
i potwierdzenie amplifikacji genu HER2 metodami hy-
brydyzacji in situ FISH lub SISH. W tabelach XIV i XV
przedstawiono wytyczne dotyczace badania i kontroli jakos-
ci oceny IHC ekspresji receptora HER2 wg Exropean Med-
icines Agency 2010 {13].

4. Podsumowanie

Rak zotadka jest rozpoznawany w Polsce w stadiach za-
awansowanych i czesto sg to nieresekcyjne guzy wymagajace
stosowania chemioradioterapii uzupetniajacej. Dlatego tez,
aby poprawi¢ przezycie i jako$¢ zycia chorych, oczekuje sie
dalszego poglebienia wspétpracy migdzy patomorfologami
i gastroenterologami w zakresie wykrywania dobrze roku-
jacych postaci raka wczesnego, migdzy patomorfologami
i chirurgami onkologicznymi celem poprawy jakosci leczenia
i oceny mikroskopowej materiatu operacyjnego oraz miedzy
patomorfologami, biologami molekularnymi i onkologami
klinicznymi przy wyborze metod chemioradioterapii opiera-
jacych sie na czynnikach predykcyjnych.

Rozdzial opracowano na podstawie zaleceri do diagnos-
tyki majacych rekomendacje Polskiego Towarzystwa Pa-
tologéw {14} 1 opierajac sie na klinicznym konsensusie raka
zotadka {15].
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