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Цель — Обновить рекомендации Американского общества клинической онкологии (ASCO)/Колледжа американских патологов (CAP) по исследованиям рецептора эпидермального фактора роста человека 2-го типа (HER2) при раке молочной железы для повышения точности HER2-тестирования и его применения в качестве прогностического маркера при  инвазивном раке молочной железы.
Методы — В рамках ASCO/CAP создан Редакционный комитет в составе соавторов рекомендаций 2007 г. для проведения систематического обзора литературы и обновления рекомендаций по оптимальному  HER2-тестированию.
Результаты — Редакционный комитет определил критерии и области, требующие пояснения для повышения точности HER2-тестирования методом иммуногистохимического анализа (ИГХ) или методом in situ-гибридизации (ISH).   Рекомендации рассмотрены и утверждены обеими организациями.
Рекомендации — Редакционный комитет рекомендует проводить определение HER-2 статуса (HER-2-положительный или негативный)  у всех пациенток с инвазивным раком молочной железы (ранняя стадия или рецидив) на основе одного или нескольких результатов HER2-теста (отрицательный, сомнительный или положительный). Согласно критериям тестирования положительный HER2-статус определяется (область опухоли, состаящая из 10% и более смежных и однородных опухолевых клеток) при подтвержденной гиперэкспрессии белка (ИГХ) или амплификации гена (количество копий HER2 или соотношение HER2/CEP17 методом ISH на основе подсчета как минимум 20 клеток в области). Если результаты сомнительные (уточненные критерии), следует выполнить рефлекс-тестирование с помощью альтернативного метода (ИГХ или ISH). Повторное тестирование следует рассматривать в случае несогласованности результатов с другими морфологическими данными. Лаборатории должны демонстрировать высокую согласованность с валидированным HER2-тестом на достаточно большом и репрезентативном наборе образцов. Тестирование должно выполняться в лаборатории, аккредитованной CAP или другой организацией по аккредитации. Редакционный комитет призывает медицинских работников и системы здравоохранения к сотрудничеству с целью обеспечения высокого уровеня качества тестирования.
(Arch Pathol Lab Med. 2014; 138: 241-256; doi: 10.5858/arpa.2013-0953-SA)
В 2007 году совместная экспертная комиссия, созданная Американским обществом клинической онкологии (ASCO) и Колледжем американских патологов (CAP), провела совещание по разработке рекомендаций, касающихся периодичности и методов тестирования для выявления гена рецептора эпидермального фактора роста человека 2-го типа (HER2) (также называемый ERBB2),1, 2 амплификация и/или гиперэкспрессия которого встречается приблизительно в 15-20% случаев первичного рака молочной железы. После этого выпускались текущие разъяснения и обновления к рекомендациям ASCO/CAP по HER2-тестированию.3-5 Подробное обоснование данного полного обновления 2013 г., а также дополнительная справочная информация представлены в  информационном приложении 1.
	Резюме

	Обновление рекомендаций ASCO
Рекомендации по HER2-тестированию при раке молочной железы: обновление рекомендаций ASCO/CAP 

Вмешательство 
•
Рекомендации по HER2-тестированию при раке молочной железы 

Целевая аудитория
•
Врачи-онкологи, патологи и хирурги 

Основные рекомендации для онкологов
•
В каждом случае первичного инвазивного рака молочной железы необходимо предлагать больной раком молочной железы пройти HER2-тестирование (также на метастатическом участке в случае IV стадии и при наличии образцов), на основании которого принимается решение о проведении HER2-таргетной терапии. В частности, оно должно рассматриваться, когда пациентка, у которой ранее получены отрицательные результаты HER2-теста при первичной опухоли, поступает с рецидивом заболевания, клиническое развитие которого указывает на HER2-положительный или тройной негативный рак молочной железы. 
•
HER2-таргетную терапию следует рекомендовать в случае положительного результата HER2-теста при отсутствии явной несогласованности гистопатологических данных с результатами HER2-тестирования (таблицы 1 и 2), а также если это целесообразно с клинической точки зрения. Если патолог или онколог наблюдает явную несогласованность гистопатологических данных после HER2-тестирования, следует рассмотреть необходимость дополнительного HER2-тестирования.
•
Не принимать решение о проведении HER2-таргетной терапии, если результат первичного HER2-теста сомнительный. В случае сомнительного результата первичного HER2-теста следует выполнить рефлекс-тестирование на этом же образце с помощью альтернативного метода или на другом образце (таблицы 1 и 2).  
•
Не рекомендовать проведение HER2-таргетной терапии, если получен отрицательный результат HER2-теста, при отсутствии явной несогласованности гистопатологических данных с результатами HER2-тестирования (таблицы 1 и 2). Если патолог или онколог наблюдает явную несогласованность гистопатологических данных после HER2-тестирования, следует рассмотреть необходимость дополнительного HER2-тестирования.
•
Не принимать решение о проведении HER2-таргетной терапии, если HER2-статус невозможно подтвердить как положительный или отрицательный после отдельных HER2-тестов (сомнительный результат HER2-теста). Онкологу следует согласовать с патологом необходимость дополнительного HER2-тестирования на этом же или другом образце опухоли.
•
Если в итоге результат HER2-теста считается сомнительным, даже после рефлекс-тестирования альтернативным методом (т. е. если ни один из тестов не является однозначно положительным), онколог может принять решение о проведении HER2-таргетной терапии.  Онколог также должен рассматривать возможность выполнения теста на другом образце опухоли, чтобы попытаться точно установить HER2-статус опухоли и выбрать метод лечения.  Клиническое решение о проведении HER2-таргетной терапии в таких случаях следует принимать индивидуально на основе состояния пациентки (сопутствующие заболевания, прогноз и т. д.) и ее предпочтений после обсуждения имеющихся клинических данных.
Основные рекомендации для патологов
•
Обеспечивать тестирование как минимум одного образца опухоли у всех больных раком молочной железы (ранняя стадия или метастатическое заболевание) на наличие экспрессии белка HER2 (метод ИГХ) либо на экспрессию гена HER2  (метод ISH) с помощью валидированного HER2-теста.
•
В США Комитет по обновлению рекомендаций ASCO/CAP преимущественно рекомендует применение метода, одобренного Управлением по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных средств  (FDA), однако лаборатория, сертифицированная CLIA, может использовать тест, разработанный в лаборатории.  В этом случае аналитические характеристики теста, разработанного в лаборатории, должны быть проспективно валидированы в той же клинической лаборатории, которая будет его выполнять, и аналитическая действительность теста должна быть документально подтверждена (руководство CAP). Методы in situ-гибридизации в светлом поле должны быть сначала валидированы в сравнении с методом флуоресцентной in situ-гибридизации (FISH), одобренным FDA.
•
Представлять результат HER2-теста как положительный, если: (a) ИГХ 3+ положительный или (b) ISH положительный с использованием ISH с одним зондом или ISH с двумя зондами (таблица 1; рис. 1-3).  При условии отсутствия явной несогласованности морфологических данных, наблюдаемых патологом (таблица 2). 
•
Представлять результат HER2-теста как сомнительный и обеспечивать проведение рефлекс-теста на этом же образце (если патолог не имеет претензий к материалу) с помощью альтернативного метода, если  (a) ИГХ 2+ сомнительный или (b) ISH сомнительный с использованием ISH с одним зондом или ISH с двумя зондами (таблица 1; рис. 1-3).  При условии отсутствия явной несогласованности морфологических данных, наблюдаемых патологом (таблица 2).  Необходимо отметить, что существуют редкие формы рака молочной железы (например, опухоли железистых клеток, микропапиллярные карциномы), при которых ИГХ 1+ окраска интенсивная, но неполная (базолатеральная или U-образная) и обнаруживается амплификация гена HER2. Патолог также должен рассматривать эти образцы как сомнительные и обеспечивать проведение рефлекс-тестирования альтернативным методом.
•
Представлять результат HER2-теста как отрицательный, если отдельный тест (или все тесты), выполненный на образце опухоли, показывает: (a) ИГХ 1+ отрицательный или ИГХ 0 отрицательный, (b) ISH отрицательный с использованием ISH с одним зондом или ISH с двумя зондами (таблица 1; рис. 1-3).  При условии отсутствия явной несогласованности морфологических данных, наблюдаемых патологом (таблица 2). 
•
Представлять результат HER2-теста как неопределенный, если по техническим причинам невозможно выполнить один или оба теста (ИГХ и ISH) на образце опухоли, по которому получен положительный, отрицательный или сомнительный результат. Это может происходить в случае неправильной работы с материалом, наличия артефактов (раздавливание или краевые тени), затрудняющих интерпретацию, или невозможности провести оценку.  По возможности следует взять еще один образец и включить примечание в гистологическое заключение с описанием планируемых действий.
•
Обеспечивать соблюдение рекомендаций по интерпретации результатов HER2-тестирования и отчетности по ним (таблица 1; информационные приложения 7, 8, 9 и 10).
•
Результаты ISH в светлом поле следует интерпретировать на основе сравнения структур нормальных и опухолевых клеток молочной железы, так как могут наблюдаться артефакты, которые затрудняют интерпретацию. Если окрашивание клеток опухоли не является нормальным или отсуствует четкая амплификация, тест следует направить на консультацию эксперту. 
•
Обеспечивать быстрое начало процесса фиксации любого образца, используемого для HER2-тестирования (цитологические пробы, пункционные биопсии, образцы, полученные при резекции) (время до фиксации 1 час), их фиксацию в 10% нейтральном буферном формалине на протяжении от 6 до 72 часов, выполнение рутинной обработки, окрашивание или зондирование в соответствии со стандартизованными, аналитически валидированными протоколами. 
•
Обеспечивать соответствие лаборатории стандартам, установленным для аккредитации CAP или аналогичным органом по аккредитации, включая первоначальную валидацию теста, текущее внутреннее обеспечение качества, текущие внешние проверки квалификации, а также рутинный периодический контроль работы.
•
Если наблюдается явная несогласованность морфологических данных в любой ситуации HER2-тестирования (таблица 2), патологу следует рассмотреть необходимость выполнения дополнительного HER2-тестирования по согласованию с онкологом, документально оформить процесс принятия решения и результаты в гистологическом заключении.  В рамках процесса HER2-тестирования патолог может провести дополнительное HER2-тестирование без согласования с онкологом.
•
Несмотря на возможность создания категорий определения HER2-статуса методами ИГХ или ISH, не охватываемыми данными определениями, на практике они встречаются редко, и в этом случае их следует рассматривать как ИГХ сомнительные или ISH сомнительные.


	Резюме (продолжение)

	Методы
•
Редакционный комитет 2013 г. провел систематический обзор и анализ медицинской литературы.
Дополнительная информация
•
В настоящей статье представлены пересмотренные рекомендации, краткий обзор литературы и анализ. Информационные приложения, включая клинические инструменты и ресурсы, можно найти на вебсайтах http://www.asco.org/guidelines/her2 и http://www.cap.org. Информация для пациентов доступна на сайте http://www.cancer.net. ASCO и CAP считают, что крайне необходимо проводить клинические исследования рака для предоставления информации о врачебных решениях и улучшения онкологической помощи, а также обеспечивать возможность участия в них всех пациентов.   


В 2012 году в рамках  ASCO и CAP создан Редакционный комитет с целью проведения официального и комплексного анализа рецензируемой литературы, опубликованной с 2006 года, и изменения рекомендаций при необходимости. С момента выпуска рекомендаций 2007 года в практику введены новые диагностические стратегии, такие как измерения амплификации гена HER2 методом in situ-гибридизации в светлом поле, исследование экспрессии генов с использованием микроматриц ДНК, экспрессия мРНК в полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией, которые, по мнению Редакционного комитета, требуют анализа на основе доказательств.  Редакционный комитет вновь подчеркивает необходимость сравнения любых новых методологий теста для аналогичного клинического применения с референсным тестом, который анализирует тот же аналит и в отношении которого имеются высокие уровни доказательности того, что использование теста приводит к клинической пользе для пациента (т. е. клиническая применимость). По мнению Редакционного комитета, имеется недостаточно данных, подтверждающих применение методов анализа микроматриц мРНК или ДНК для определения HER2-статуса у всех больных (информационное приложение 2A).
В результате применения утвержденных HER2-наборов также выявлены необычные генотипические аномалии HER2, такие как анеусомия хромосомы 17 (полисомия и моносомия),  колокализация сигналов HER2 и CEP17, которая влияет на соотношение HER2/CEP17 при применении методов in situ-гибридизации с двумя сигналами (ISH), и геномный полиморфизм. Ограниченные ретроспективные данные по клинической значимости этих аномалий в завершенных проспективных исследованиях также послужили основанием для обсуждений в рамках обновления данных рекомендаций.6-22 Некоторые из этих вопросов рассматриваются в информационных приложениях 2B и 2C и в отдельной обзорной статье Hanna и соавт.23 
В ходе обсуждений Редакционный комитет рассмотрел вопросы, связанные с ложноотрицательной и ложноположительной оценкой HER2-статуса. Например, ложноотрицательный результат теста может привести к тому, что терапия трастузумабом не будет назначена той пациентке, для которой она может быть наиболее эффективной. Ложноположительные результаты могут привести к проведению потенциально токсичной, дорогостоящей и неэффективной адъювантной HER2-таргетной терапии на протяжении одного года. Редакционный комитет рассмотрел вопрос обязательной проверки всех HER2-негативных тестов (информационное приложение 2D),  а также изучил более узкий набор сценариев, которые могут в отдельных случаях наблюдаться при применении методов ISH с двумя сигналами (информационное приложение 2E; Критерии интерпретации при использовании HER2-теста с двумя сигналами и среднем количестве копий HER2 < 6 сигналов на клетку).
Показано, что трастузумаб увеличивает выживаемость без прогрессирования заболевания и общую выживаемость в комбинации с химиотерапией в режиме лечения метастатических форм рака.28 С 2005 года проведено несколько исследований адъювантной терапии первого поколения, которые подтвердили, что 1 год лечения трастузумабом одновременно с адъювантной химиотерапией или после нее обеспечивает улучшение выживаемости без признаков заболевания и общей выживаемости.29-31 Проспективные рандомизированные исследования, представленные в реферативной форме в конце 2012 года, указывают на то, что оптимальная продолжительность адъювантной терапии трастузумабом составляет 12 месяцев.  
Другие HER2-таргетные лекарственные препараты (например, ингибитор киназы лапатиниб,32 антитело пертузумаб33 и конъюгат антитела и лекарственного препарата адо-трастузумаб эмтанзин [T-DM1]34) одобрены для лечения HER2-положительного метастатического рака молочной железы. В то же время, данные показывают, что лапатиниб (при добавлении к паклитакселу)35 и пертузумаб (в монотерапии) не предоставляют клинических преимуществ пациенткам с HER2-негативным метастатическим заболеванием. Эти новые HER2-таргетные лекарственные препараты в настоящее время исследуются в режиме адъювантной терапии, включая исследования по оценке их роли в режиме монотерапии или с применением двух антител без сопутствующей или последующей химиотерапии. В сравнении с уже используемыми режимами новые препараты настолько же или более дорогие и их применение может быть связано с дозолимитирующей токсичностью, такой как токсичность для кожи и желудочно-кишечного тракта в случае лапатиниба и гепатотоксичность при приеме адо-трастузумаба эмтанзина.37 
Таким образом, необходимость обновления рекомендаций ASCO/CAP по точному HER2-тестированию с целью обеспечения того, чтобы каждый пациент получал подходящее именно ему лечение, в настоящее время приобретает все большую актуальность.22, 24-27, 38 После публикации рекомендаций по HER2-тестированию в 2007 г.  CAP наблюдает заметное развитие программ проверки квалификации (рис. 4),5 в которых в настоящее время участвует почти 1500 лабораторий. CAP также отмечает, что меньше лабораторий имеют недостатки по результатам лабораторной проверки. Косвенные данные указывают на то, что эффективность работы лабораторий, которые проводят HER2-тестирование в США и других странах, улучшается.39-42 Полученные с 2007 года данные и опыт усиливают важность надежной валидации новых методов лабораториями перед клиническим внедрением, а также их текущего мониторинга, повышают ценность различных схем внешнего обеспечения качества, принятых во многих странах. 
МЕТОДЫ
Редакционный комитет по HER2-тестированию (таблица в приложении A1, www.asco.org/guidelines/her2) провел три совещания в форме вебинаров, организованных Руководящим комитетом, с целью анализа данных, опубликованных с января 2006 г. по январь 2013 г. и пересмотра рекомендаций.  Дополнительные данные собраны из публикаций в прессе и личной переписки с исследователями для изучения вопроса об обязательной проверке, в случае если получен результат теста 0 или 1+. Черновые рукописи разосланы по электронной почте, окончательная рукопись утверждена Редакционным комитетом. Настоящие рекомендации проверены внешними рецензентами и одобрены Комитетом по клиническим практическим рекомендациям ASCO и соответствующими органами CAP.
Стратегия поиска литературы
Поиск статей на английском языке проведен в электронных базах данных MEDLINE и Cochrane Collaboration Library по параметрам даты с января 2006 г. по январь 2013 г.  Условия поиска в базе данных MEDLINE включены в информационное приложение 3; обзор результатов поиска литературы представлен в информационном приложении 4.
Критерии включения и исключения
Статьи отобраны для включения в систематический обзор доказательств при условии их соответствия следующим критериям: (1) в исследовании сравниваются, проспективно или ретроспективно, результаты флуоресцентной in situ-гибридизации (FISH), иммуногистохимического анализа (ИГХ) или других тестов; описываются сравнения технических характеристик различных аналитических платформ; изучаются потенциальные алгоритмы исследования при проведении HER2-тестирования; или рассматривается корреляция HER2-статуса при первичных опухолях в сравнении с метастатическими у одних и тех же пациентов; (2) исследуемая популяция состоит из пациенток с диагностированным инвазивным раком молочной железы; или (3) первичные конечные точки включают отрицательную прогностическую значимость (NPV) или положительную прогностическую значимость (PPV) методов ИГХ и ISH при определении HER2-статуса, по отдельности и в комбинации; согласованность положительных и отрицательных результатов между платформами; точность при определении HER2-статуса и эффективности анти-HER2 терапии, а также при определении чувствительности и специфичности отдельных тестов.  Учитывались исследования, в которых напрямую сравниваются результаты между аналитическими платформами.
Исследования не ограничиваются рандомизированными контролируемыми испытаниями и также включают другие типы исследований, в том числе когортные схемы, исследования серии случаев, оценочные и сравнительные исследования. Редакционный комитет также ознакомился с рекомендациями по тестированию и стратегиями проверки квалификации различных организаций США и международных организаций, включая неопубликованные данные.  Письма, комментарии и редакционные статьи проанализированы на предмет новой информации. Сообщения об отдельных случаях исключены.  Клинические вопросы, рассмотренные в процессе обновления, приведены в информационном приложении 5.
Данные сведения использовались Редакционным комитетом для разработки новых алгоритмов тестирования (для патологов и онкологов), уточнения требований и исключений тестирования и облегчения необходимого мониторинга обеспечения качества, который снизит вариабельность HER2-тестирования и будет гарантировать согласованность результатов анализа между лабораториями. Термин «соотношение», используемый в рекомендациях и алгоритмах, всегда применяется к соотношению HER2/CEP17, которое означает соотношение сигналов HER2 на клетку (числитель) к сигналам CEP17 на клетку (знаменатель).
Рекомендации ASCO. Отказ от ответственности
Клинические практические рекомендации и другие руководства, опубликованные в настоящем документе, предоставлены ASCO с целью оказания содействия врачам в процессе принятия клинических решений. Информация, содержащаяся в настоящем документе, не должна использоваться в качестве полной или достоверной, а также не должна рассматриваться как включающая все соответствующие схемы терапии или методы лечения или в качестве заявления о стандарте лечения.  Вследствие быстрого развития научных знаний могут появляться новые данные в период с момента разработки информации до ее  опубликования или ознакомления с ней. Информация не обновляется на постоянной основе и может не отражать самые последние данные. Она относится только к специально указанным в настоящем документе темам и не применяется к другим вмешательствам, заболеваниям или их стадиям. Настоящая информация не устанавливает какой-либо определенный курс медицинского лечения в качестве обязательного. Она также не заменяет независимое профессиональное суждение лечащего врача, так как в ней не учитываются индивидуальные различия между пациентами. Рекомендации отражают конечный результат определенного плана действий с высокой, средней или низкой степенью уверенности.  Использование таких терминов, как «должен», «не должен», «следует», «не следует», указывает на то, что порядок действий рекомендуется или не рекомендуется для большинства пациентов, но в отдельных случаях лечащий врач по собственному усмотрению может выбрать другие планы действий. В любом случае выбранный план действий рассматривается лечащим врачом в контексте лечения конкретного пациента.  Использование информации осуществляется добровольно. ASCO предоставляет настоящую информацию на условиях «как есть» без гарантий, явно выраженных или подразумеваемых, в отношении информации. В частности, ASCO заявляет об отказе от гарантий товарного состояния или пригодности для использования по назначению. ASCO не принимает на себя ответственности за причинение вреда здоровью, за телесные повреждения или имущественный ущерб, возникающие в результате или в связи с использованием настоящей информации или по причине ошибок или упущений. 
Рекомендации CAP. Отказ от ответственности
Клинические практические рекомендации отражают наилучшие имеющиеся свидетельства и согласованное экспертное заключение, подтвержденные на практике. Рекомендации предоставляются с целью оказания содействия врачам и пациентам в процессе принятия клинических решений, а также определения вопросов и условий для дальнейшего исследования. Вследствие быстрого развития научной информации могут появляться новые данные в период с момента разработки практических рекомендаций или согласованного заявления до их опубликования или ознакомления с ними. Рекомендации и заявления не обновляются на постоянной основе и могут не отражать самые последние данные.
Рекомендации и заявления относятся только к специально указанным в настоящем документе темам и не применяются к другим вмешательствам, заболеваниям или их стадиям. Рекомендации и заявления также не учитывают индивидуальные различия между пациентами и не рассматриваются как включающие все надлежащие методы лечения или как исключающие другие схемы терапии. Ответственность за определение оптимального курса лечения пациента на основе независимого опыта и знаний возлагается на лечащего врача. Соответственно, соблюдение любых практических рекомендаций или согласованного заявления является добровольным, при этом окончательное решение об их применении принимает врач с учетом индивидуальных обстоятельств и предпочтений пациента. CAP не предоставляет никаких гарантий, явно выраженных или подразумеваемых, в отношении рекомендаций и заявлений и, в частности, исключает любые гарантии товарного состояния или пригодности для использования по назначению. CAP не принимает на себя ответственности за причинение вреда здоровью, за телесные повреждения или имущественный ущерб, возникающие в результате или в связи с использованием настоящего заявления или по причине ошибок или упущений. 
Рекомендации и конфликт интересов
Редакционный комитет организован в соответствии с процедурами по управлению конфликтами интересов для клинических практических рекомендаций CAP и ASCO (процедуры ASCO представлены на сайте http://www.asco.org/guidelinescoi). Члены Редакционного комитета заполнили форму раскрытия сведений  ASCO, по которой требуется раскрытие финансовых и любых других интересов, имеющих отношение к предмету рекомендаций, включая отношения с коммерческими организациями, которые с достаточно высокой степенью вероятности почувствуют на себе прямое регуляторное или коммерческое воздействие в результате опубликования рекомендаций. Категории раскрываемой информации включают трудовые отношения, договоры об оказании консультационных услуг, акционерную собственность, гонорары, финансирование научно-исследовательской работы и экспертные заключения. В соответствии с процедурами большинство членов Редакционного комитета не предоставили информации о каких-либо отношениях.
РЕКОМЕНДАЦИИ 
КЛИНИЧЕСКИЙ ВОПРОС 1
Какой алгоритм тестирования для оценки HER2-статуса является оптимальным?
Обновление литературы и обсуждение
Редакционный комитет обнаружил более 70-ти новых публикаций, в которых сообщается о пересмотре алгоритмов тестирования, содержащихся в первоначальных рекомендациях 2007 г. На момент выпуска первоначальных рекомендаций существовали значительные опасения по поводу ложноположительных результатов HER2-тестирования. В рекомендациях отмечены те изменения, которые уменьшают частоту получения ложноположительных результатов, в частности, связанные с вопросами фиксации образца и интерпретации результатов патологом.39, 43-47 Предварительные данные проспективных исследований, которые проводятся в настоящее время, указывают на возможность снижения частоты ложноположительных результатов. Согласованность тестирования в местных лабораториях на территории США и подтверждающего тестирования в центральной лаборатории клиники Мейо (Рочестер, Миннесота) в рамках исследования ALTTO (исследование по оптимизации адъювантного лечения лапатинибом и/или трастузумабом при HER2-положительном раке) показывает, что меньше чем у 6% больных, изначально отвечающих критериям отбора, положительный HER2-статус не подтверждается при последующем тестировании в центральной лаборатории. 
С другой стороны, клинический опыт и новая литература также указывают на то, что необходимо обязательно учитывать возможность получения ложноотрицательных результатов HER2-теста. Редакционный комитет рассмотрел вопросы, которые появились после выпуска рекомендаций 2007 г., о том, что очень небольшое число пациентов потенциально затрагивает рекомендация, согласно которой HER2-положительными считаются только те опухоли, в которых больше 30% клеток (или от > 10% до < 30% при амплификации гена HER2 методом FISH) имеют диффузную и интенсивную кольцеобразную окраску.49 Таким образом, Редакционный комитет решил перейти к ранее использовавшемуся ИГХ-критерию окраски более 10% клеток по HER2, который применялся в качестве входного критерия отбора для участия в первом поколении проспективных рандомизированных исследований адъювантной терапии трастузумабом.18, 22, 49-53 Обоснование этой рекомендации подробно изложено в информационном приложении 1. Помимо очень небольшого числа затрагиваемых пациентов (0,15% от всех пациенток с впервые диагностированным заболеванием, как обсуждалось ранее),5 по мнению Редакционного комитета, улучшения аналитических характеристик HER2-тестирования с 2007 года еще больше снижают уже небольшое число больных с потенциальным риском получения ложноотрицательных результатов теста.   
Тестирование в настоящее время рекомендуется при первичных, рецидивирующих и метастатических опухолях.19, 35, 45, 54-63, 64 Ткань первичной опухоли может быть получена с помощью толстоигольной биопсии, а также инцизионных и эксцизионных хирургических вмешательств.65 Для выявления метастазов на биопсию могут быть взяты ткани из стенки грудной клетки, регионарных лимфоузлов или отдаленных органов.66-74 При определении результатов теста необходимо обеспечить регистрацию и учет времени до фиксации (время, прошедшее от забора ткани до фиксации) и времени фиксации (которое увеличено с 6-48 ч до 6-72 ч в этом обновлении на основе имеющихся данных и в соответствии с рекомендациями ASCO/CAP по определению рецепторов эстрогена [ER]/рецепторов прогестерона [PgR]75, 76).      Дополнительные сведения, касающихся преаналитических вопросов, приведены в информационном приложении 6.
Таким образом, первый тест выполняется на образце толстоигольной биопсии, при его наличии, у пациентки с впервые диагностированным раком молочной железы. Если результат теста однозначно положительный или однозначно отрицательный, как определено в таблице 1, повторное тестирование не требуется. Если результат теста отрицательный, но имеется явная несогласованность морфологических данных (таблица 2), или в случае несоблюдения рекомендаций при работе с материалом, следует провести тест на срезе опухоли из образца эксцизионной биопсии. Если результат положительный, дальнейшее тестирование не требуется. Однако если получен отрицательный результат теста, который вызывает значительные сомнения после консилиума патолога и врача-онколога, целесообразным может быть проведение повторного исследования на другом участке опухоли. Если все три теста отрицательные, дополнительное тестирование не рекомендуется.
В информационном приложении 7 представлена таблица критериев интерпретации результатов ИГХ, а в информационном приложении 8 – таблица критериев интерпретации результатов in situ-гибридизации. В вышеуказанных приложениях более подробно изложены сведения, представленные в таблице 1.
Редакционный комитет прояснил ряд вопросов в данном обновлении на основе недавно выпущенной литературы. Рекомендации в таблице 1 отражают интерпретацию Редакционным комитетом новых данных по полисомии, полиморфизму при in situ-гибридизации, типам и методам анализа10-14, 19-21, 45, 67, 69, 79-135 для включения в настоящее обновление.  Данные вопросы подробно рассматриваются в информационном приложении 2.
Список методов, одобренных Управлением по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных средств США (FDA), доступен на сайте http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/devicesatfda/index.cfm?start_search=1&search_term=HER2&
approval_date_from=&approval_date_to=07/14/2013&sort=approvaldatedesc&pagenum=10 (последняя проверка 14 июля 2013 г.). В инструкциях, вложенных в упаковку препаратов трастузумаб и пертузумаб, подготовленных FDA, указано, что «HER2-тестирование должно выполняться с помощью тестов, одобренных Управлением по качеству пищевых продуктов и лекарственных средств США, лабораториями, имеющими подтвержденную квалификацию».77, 78
Исключения теста HER2 
Каждый тип анализа имеет диагностические недостатки, которые не должны допускаться. Редакционный комитет подтверждает, что существуют ситуации, в которых один тип анализа является предпочтительным ввиду ограничений анализа или образца.  Критерии исключения при выполнении или интерпретации HER2-тестов методом ИГХ или ISH не изменились, с ними можно ознакомиться в первоначальных рекомендациях. Оптимальный метод (ИГХ или ISH) определения HER2-статуса выбирает патолог, который анализирует гистологические данные. 
Алгоритмы HER2-тестирования методом ИГХ и ISH
Алгоритмы оценки экспрессии белка HER2 методом ИГХ и амплификации гена HER2 методом ISH с одним зондом или двумя зондами представлены на рис. 1, 2 и 3.
КЛИНИЧЕСКИЙ ВОПРОС 2
Какие стратегии способны обеспечить оптимальные эффективность, интерпретацию и представление результатов для утвержденных тестов?
Обновление литературы и обсуждение
Требования к валидации аналитических методов —  Редакционный комитет ознакомился с новыми работами и отчетами по стратегиям обеспечения оптимальных технических характеристик, интерпретации и представления результатов тестов.16, 22, 100, 136, 137 По большинству новых HER2-тестов поданы заявки на регистрацию в Управление по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных средств (FDA) в качестве устройств класса III с учетом их использования при выборе метода лечения. Несмотря на то, что клиническая применимость нового HER2-теста должна быть валидирована с использованием образцов из проспективных терапевтических исследований, в которых изучаются эффекты анти-HER2-терапии, Редакционный комитет признает, что из-за небольшого числа этих ценных образцов требуется одобрение новых HER2-тестов на основе исследований согласованности при их сравнении с уже утвержденными HER2-тестами. В связи с этим важно, чтобы ткани, отобранные для таких исследований согласованности, были получены из наборов данных, которые включают широкую репрезентативную выборку больных раком молочной железы, у которых положительный HER2-статус будет наблюдаться приблизительно в 15-20% случаев. 
Текущая оценка компетенций — Редакционный комитет рекомендует проводить текущую оценку компетенций в рамках программы внутренней оценки качества каждой лаборатории. Компетенция лабораторных специалистов и патологов, интерпретирующих результаты тестов, должна соответствовать требованиям Поправок по улучшению результатов клинических лабораторий (CLIA 88). Стандарт приемлемой эффективности работы для таких оценок компетенций остается таким же, как в первоначальных рекомендациях.
Требования к отчетности — Таблицы элементов отчета о результатах ИГХ и элементов отчета о результатах ISH представлены в информационных приложениях 9 и 10. В элементы отчета о результатах ИГХ и ISH внесены изменения с целью обеспечения их соответствия пересмотренным рекомендациям. В случае невыполнения требований к работе с образцами также необходимо заявление об ограничении ответственности.
Новые требования к интерпретации результатов относятся к определению образцов опухоли с геномным полиморфизмом, а также к исследованию и интерпретации результатов этих образцов. К определению полисомии методом ISH новые специальные требования не добавлялись. Лаборатории должны хранить документацию, касающуюся методов обеспечения качества, эта документация должна быть доступна для проверки.
Нормативная база — Нормативная база остается такой же, как в первоначальных рекомендациях.
	Таблица 1. Обзор рекомендаций по HER2-тестированию 2007 и 2013 гг.

	Тема
	Рекомендация 2007 г.
	Рекомендация 2013 г.

	Исследуемый материал
	На всех образцах первичного рака молочной железы и метастазах должен быть выполнен как минимум один HER2-тест.
	HER2-тест должен быть выполнен у всех пациенток с впервые диагностированным раком молочной железы. У пациенток, у которых впоследствии развивается метастатическое заболевание, HER2-тест должен быть выполнен на метастатическом участке при наличии образца ткани.  

	Оптимальный алгоритм HER2-тестирования
	Положительный по HER2 определяется как  HER2 3+ методом ИГХ (определяется как однородная интенсивная окраска мембраны у более чем 30% клеток инвазивной опухоли), либо амплификация методом FISH (соотношение HER2 к CEP17 > 2,2 или среднее количество копий гена HER2 > 6 сигналов на ядро для тест-систем без внутреннего контрольного зонда).   
	Представлять результат HER2-теста как положительный, если:a, b
•
ИГХ 3+ на основе кольцеобразной окраски мембраны, которая является неполной, интенсивной c, d
•
ISH положительный на основе следующего:
Среднее количество копий HER2 ≥ 6,0 сигналов на клетку с одним зондомc, e 
Соотношение HER2/CEP17 ≥ 2,0c, e с двумя зондами при среднем количестве копий HER2 ≥ 4,0 сигналов на клетку
Соотношение HER2/CEP17 ≥ 2,0 с двумя зондамиc, e при среднем количестве копий HER2 < 4,0 сигналов на клеткуb
Соотношение HER2/CEP17 < 2,0 с двумя зондамиc, e при среднем количестве копий HER2 ≥ 6,0 сигналов на клеткуb

	
	Сомнительный по HER2 определяется как ИГХ 2+ или соотношение HER2/CEP17 1,8-2,2 методом FISH или среднее количество копий гена HER2 4-6 сигналов на ядро для тест-систем без внутреннего контрольного зонда.
	Представлять результат HER2-теста как сомнительный и обеспечивать проведение рефлекс-теста (на этом же образце с помощью альтернативного метода) или нового теста (на новом образце с помощью этого же или альтернативного метода), если:a, b  

•
ИГХ 2+ на основе кольцеобразной окраски мембраны, которая является неполной и/или слабой/умеренной, в более чем 10% клеток инвазивной опухолиd или неполной и кольцеобразной окраски мембраны, которая является интенсивной, в 10% и менее клеток инвазивной опухолиd
•
ISH сомнительный на основе следующего:
Среднее количество копий HER2 методом ISH с одним зондом ≥ 4,0 и < 6,0 сигналов на клетку e, f Соотношение HER2/CEP17 с двумя зондами < 2,0 при среднем количестве копий HER2 ≥ 4,0 и < 6,0 сигналов на клеткуe, f 

	
	Негативный по HER2 определяется как:
	

	
	•
 ИГХ HER2 0: без окраски
•
ИГХ HER2 1+: слабая, неполная окраска мембраны в любой части опухолевых клеток или слабая,  полная окраска мембраны менее чем 10% клеток  
•
Соотношение HER2/CEP17 методом FISH < 1,8 или среднее количество копий гена HER2 < 4  сигналов на ядро для тест-систем без внутреннего контрольного зонда
	Представлять результат HER2-теста как отрицательный, если отдельный выполненный тест (или все тесты) показывает:a, b
•
ИГХ 1+, определяется по неполной окраске мембраны, которая является неясной, едва различимой, более 10% клеток инвазивной опухолиd
•
ИГХ 0, определяется по отсутствию наблюдаемой окраскиd или окраске мембраны, которая является неясной, едва различимой, в 10% и менее клеток инвазивной опухолиd
•
ISH отрицательный на основе следующего:
Среднее количество копий HER2 < 4,0 сигналов на клетку с одним зондом
Соотношение HER2/CEP17 < 2,0 с двумя зондами при среднем количестве копий HER2 < 4,0
сигналов на клетку

	
	Для Неопределенный по HER2 не определено

	Представлять результат HER2-теста как неопределенный, если по техническим причинам результат одного или обоих тестов (ИГХ и ISH) невозможно определить как положительный, отрицательный или сомнительный. Условия могут включать следующее:
•
Неправильная работа с материалом
•
Наличие артефактов (раздавливание или краевые тени), которые затрудняют интерпретацию
•
Невозможность првоести оценку
Для определения HER2-статуса следует взять еще один образец. Причина получения неопределенного результата должна быть указана в примечаниях к отчету.

	Критерии отклонения теста методом ISH
	Тест отклоняется и проводится повторно в следующих случаях:
•
Контроли не соответствуют плановым значениям 
•
Исследователь не может обнаружить и провести подсчет как минимум двух участков опухоли
•
> 25% сигналов невозможно подсчитать, так как они являются слабыми
•
> 10% сигналов возникают над цитоплазмой
•
Низкое разрешение
•
Высокая автоматическая флуоресценция
	То же, а также представлять результат HER2-теста как неопределенный согласно параметрам, описанным выше.


	Таблица 1 (продолжение)

	Тема
	Рекомендация 2007 г.
	Рекомендация 2013 г.

	Интерпретация результатов ISH
	Интерпретация выполняется при подсчете как минимум 20 клеток; патолог должен подтвердить, что подсчет проводится в инвазивном компоненте.
	Патолог должен полностью изучить предметное стекло ISH перед подсчетом как минимум 20 клеток или использовать ИГХ для определения областей потенциальной амплификации гена HER2.
При наличии второй популяции клеток с повышенным количеством сигналов HER2 на клетку, и если эта популяция больше чем на 10% состоит из опухолевых клеток на предметном стекле (определяется путем анализа изображения или визуальной оценки предметного стекла ISH или ИГХ), необходимо выполнить отдельный подсчет как минимум 20 неперекрывающихся клеток в данной популяции и представить его результаты.
Для ISH в светлом поле при подсчете требуется сравнение структур нормальных и опухолевых клеток молочной железы, так как могут наблюдаться артефакты, которые затрудняют интерпретацию. Если структура клеток опухоли не является нормальной, но без четкой амплификации, тест следует направить на экспертизу. 

	 Приемлемые тесты (ИГХ и ISH)8 Требования к оптимальному тестированию методом ИГХ
	
	По возможности следует использовать методы ИГХ, ISH или FISH, одобренные FDA.g, h  

	
	Тест отклоняется и выполняется повторно, либо проводится тест методом FISH в следующих случаях:
•
Контроли не соответствуют плановым значениям 
•
Артефакты охватывают большую часть образца
•
Образец имеет сильную окраску мембраны в нормальных протоках молочной железы (внутренние контроли)
	

	Критерии интерпретации результатов ИГХ
	При HER2-положительном результате структура должна быть однородной, темной кольцеобразной  (мелкоячеистая проволочная сетка) более 30% инвазивной опухоли. Интерпретацию должны выполнять компетентные специалисты с помощью метода, обеспечивающего соответствие результатов.
	Интерпретировать ИГХ-тест с помощью порогового значения, согласно которому более 10% опухолевых клеток должны иметь однородную, темную кольцеобразную (мелкоячеистая проволочная сетка) структуру, чтобы результат можно было определить как 3+ HER2-положительный. 

	Требования к отчетности по всем типам анализа
	Отчет должен содержать элементы, указанные в рекомендации.
	То же, за исключением изменения требований к отчетности и алгоритмов, определенных в данной таблице (информационные приложения 9 и 10).

	Требования к оптимальной работе с тканями
	Период от получения ткани до фиксации должен быть как можно короче; образцы для HER2-тестирования фиксируются в 10% NBF на протяжении 6-48 часов; цитологический материал должны фиксироваться в формалине.
После надлежащей общей проверки образцов и определения краев необходимо изготовить срезы с интервалами от 5 до 10 мм и поместить их в достаточный объем NBF. 
	Продолжительность фиксации изменена с 6-48 часов до 6-72 часов. Любые исключения из этого процесса должны быть указаны в отчете.

	Требования к оптимальному изготовлению срезов тканей
	По возможности для HER2-тестирования следует использовать срезы, изготовленные не раньше, чем за 6 недель до проведения теста; данный период может изменяться в зависимости от условий первичной фиксации или хранения.  
	То же.

	Оптимальная процедура внутренней валидации
	Валидация теста должна быть выполнена перед тем, как тест предлагается для применения.
	То же (в информационном приложении 12 перечислены примеры различных схем внешнего обеспечения качества).

	Оптимальная первоначальная валидация теста
	Для первоначальной валидации теста требуется проведение исследования 25-100 образцов альтернативным валидированным методом в этой же лаборатории или валидированным методом в другой лаборатории.
	Лаборатории, выполняющие данные тесты, должны соблюдать все требования к аккредитации, одним из которых является первоначальная валидация теста. Лаборатория должна обеспечить соответствие первоначальной валидации требованиям к валидации, предусмотренным в рекомендациях  ASCO/CAP 2010 г. по определению ER и PgR методом ИГХ  с использованием 20 отрицательных и 20 положительных образцов для тестов, одобренных FDA, и 40 отрицательных и 40 положительных образцов для тестов, разработанных в лаборатории.   Данное требование не применяется к тестам, которые ранее валидированы в соответствии с рекомендациями ASCO/CAP по HER2-тестированию, и к тем, которые в установленном порядке используются в проверке квалификации по проведению HER2-тестов, например, по программе, предложенной CAP (информационное приложение 12).  

	
	Подтверждение первоначальной валидации теста, в ходе которой HER2-положительные и отрицательные категории на 90% соответствуют альтернативному валидированному методу или этому же валидированному методу определения HER2-статуса.
	Лаборатории несут ответственность за обеспечение достоверности и точности результатов тестирования при выполнении требований к аккредитации и проверке квалификации для выполнения HER2-тестов.  Специальные требования к согласованности не предусмотрены (информационное приложение 11).


	Таблица 1 (продолжение)

	Тема
	Рекомендация 2007 г.
	Рекомендация 2013 г.

	Оптимальный мониторинг согласованности между методами

	Проверка согласованности должна быть выполнена до начала тестирования, по возможности в форме валидации теста. Если согласованность ниже 95% в любой категории тестирования, в этой категории результатов теста FISH или  метод ИГХ автоматически изменяется на альтернативный перед окончательной интерпретацией. 
	См. пункт «Оптимальная аккредитация лаборатории».

	Оптимальные процедуры внутреннего обеспечения качества
	
	Проверять и документировать проведение внешних и внутренних контролей с каждым тестом и каждой партией тестов.

	
	Текущий контроль качества и техническое обслуживание оборудования.
	То же.

	
	Первоначальное и текущее обучение лабораторного персонала и оценка компетенций. 
	То же.

	
	Использование стандартизованных операционных процедур, включая рутинное применение контрольных материалов.
	То же.

	
	Повторная валидация процедуры в случае ее изменения.
	То же.

	
	Текущая оценка компетенций и образование патологов.
	Выполнять текущую оценку компетенций и документировать предпринятые действия в лабораторном журнале.

	Оптимальная внешняя оценка квалификации
	Участие и успешное завершение программы внешней проверки квалификации не реже чем два раза в год (по почте).
	То же.

	
	Для удовлетворительного выполнения требуется как минимум 90% правильных ответов на вопросы по любому тесту. При неудовлетворительном выполнении лаборатория должна будет заполнить форму ответа в соответствии с требованиями программы органа по аккредитации.
	То же.

	Оптимальная аккредитация лаборатории
	Выездная проверка один раз в два года и внутренняя проверка ежегодно.
•
Проверка валидации, процедур, результатов и процессов обеспечения качества, результатов и отчетов.
•
Неудовлетворительное выполнение приводит к прекращению лабораторией HER2-тестирования с использованием данного метода. 
	То же (информационное приложение 11).


ПРИМЕЧАНИЕ: Если не указано иное, качество данных и эффективность рекомендаций являются высокими. Жирным шрифтом выделены изменения в обновленной версии.
Сокращения: ASCO – Американское общество клинической онкологии; CAP – Колледж американских патологов; ER – рецептор эстрогена; FDA – Управление по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных средств; FISH – флуоресцентная in situ-гибридизация; HER2 – рецептор эпидермального фактора роста человека 2-го типа; ИГХ – иммуногистохимия; ISH - in situ-гибридизация; LDT – тест, разработанный лабораторией; PgR – рецептор прогестерона; ОК – обеспечение качества.
a Если рефлекс-тест (тот же образец/та же ткань), проведенный после получения сомнительного результата первоначального HER2-теста, не дает положительный или отрицательный результат, патолог должен проверить морфологические характеристики, по возможности согласовать с онкологом проведение дополнительного HER2-тестирования и задокументировать результаты в гистопатологическом заключении. Патолог может провести дополнительное HER2-тестирование без согласования с онкологом. Такое исследование выполняется с помощью: (1) альтернативного теста (ИГХ или ISH) на этом же образце, (2) любого теста на другом участке (этого же образца) либо (3) любого теста на другом образце (например, толстоигольная биопсия, хирургическая резекция, лимфоузел и/или метастатический участок). Поскольку для принятия решения о проведении HER2-таргетной терапии требуется HER2-положительный результат теста, должно быть предпринято дополнительное HER2-тестирование сомнительных образцов с целью получения HER2-положительного или отрицательного теста и более точного определения HER2-статуса образца опухоли. 
bДополнительную информацию о редких сценариях см. в информационном приложении 2E.
c Наблюдается в однородной и смежной популяции и в более чем 10% клеток инвазивной опухоли.
d Оценивается с помощью объектива с малым увеличением.
e По подсчету как минимум 20 клеток в пределах области. 
f Наблюдается в однородной и смежной популяции.
8 В качестве альтернативы лаборатория, аккредитованная CAP или другой организацией по аккредитации, может использовать тест, разработанный в лаборатории. В этом случае его аналитические характеристики должны быть задокументированы в той же клинической лаборатории, которая будет использовать тест, и должна быть предоставлена документация по аналитической действительности теста. 
h Список HER2-тестов, одобренных FDA в качестве сопутствующих средств диагностики in vitro для применения в оценке пациентов, для которых предусматривается лечение трастузумабом, можно найти в разделе “Medical Devices” на сайте FDA США (http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/devicesatfda/index.cfm?start_searc=I&search_term=HER2&approval_date_from=&approval_date_ to=07/14/2013&sort=approvaldatedesc&pagenum=10; последняя проверка 14 июля 2013 г.).  В инструкциях, вложенных в упаковку препаратов трастузумаб и пертузумаб, подготовленных FDA, указано, что «HER2-тестирование должно выполняться с помощью тестов, одобренных FDA, лабораториями, имеющими подтвержденную квалификацию».77, 78
	Таблица 2. Морфологические характеристики, указывающие на возможную несогласованность результатов HER2-теста

	Критерии*

	Новый HER2-тест не следует проводить в случае наличия следующих морфологических данных при отрицательном результате первоначального HER2-теста: 
Карцинома 1-й гистологической степени (grade 1) следующих типов: 
Инфильтративно-протоковая или дольковая карцинома, ER- и PgR-положительная 
Тубулярная («чистая» как минимум на 90%) 
Муцинозная («чистая» как минимум на 90%) 
Решетчатая («чистая» как минимум на 90%) 
Аденокистозная карцинома («чистая» на 90%) и часто тройная негативная
Новый HER2-тест проводится в случае получения следующих морфологических данных при положительном результате первоначального HER2-теста: 
Карцинома 1-й гистологической степени (grade 1) следующих типов: 
Инфильтративно-протоковая или дольковая карцинома, ER- и PgR-положительная 
Тубулярная («чистая» как минимум на 90%) 
Муцинозная («чистая» как минимум на 90%) 
Крибриформная («чистая» как минимум на 90%) 
Аденокистозная карцинома («чистая» на 90%) и часто тройная негативная
При отрицательном результате первоначального HER2-теста на образце толстоигольной биопсии первичного рака молочной железы новый HER2-тест должен быть проведен на образце толстоигольной биопсии, если наблюдается один из следующих критериев:
Опухоль 3-й гистологической степени (grade 3)
Небольшое количество инвазивной опухоли при толстоигольной биопсии
Образец резекции содержит карциному высокой степени, которая морфологически отличается от наблюдаемой в биоптате 

Результат толстоигольной биопсии сомнительный по HER2 после тестирования методами ISH и ИГХ
Сомнения относительно обработки образца толстоигольной биопсии (длительное время, прошедшее от забора ткани до фиксации, недостаточное время фиксации, другой фиксатор) или потенциально отрицательный тест из-за ошибки тестирования, по мнению патолога  


Сокращения: ER – рецептор эстрогена; HER2 – рецептор эпидермального фактора роста человека 2-го типа; ИГХ – иммуногистохимия; ISH - in situ-гибридизация; PgR – рецептор прогестерона.
* Критерии, которые необходимо учитывать в случае несогласованности с очевидными гистопатологическими данными и потенциально ложноотрицательным или ложноположительным результатом HER2-теста.
В настоящее время FDA по собственному усмотрению принимает решение о наблюдении за тестами, разработанными в лабораториях,  которые производятся и выполняются в рамках отдельной лаборатории в соответствии с требованиями CLIA 88. Поправки CLIA 88 предусматривают строгие стандарты качества для сверхсложных тестов, которые включают все исследования прогностических факторов рака. Данный нормативный акт также требует проведения проверок в лабораториях, которые выполняют сверхсложные тесты, два раза в год с установленными критериями и необходимыми действиями в случае недостатков в работе. Тем не менее, сертификация CLIA не требует, чтобы выполняемые тесты демонстрировали высокий уровень доказательства их клинической применимости. Кроме того, одобрение медицинских изделий FDA, в том числе тестов для диагностики in vitro, подобных тем, которые рассматриваются в настоящих рекомендациях, не обязательно требует демонстрации того, что использование результатов теста приводит к улучшению клинических исходов в сравнении с теми, которые наблюдаются без применения теста. Редакционный комитет отмечает необходимость внесения большей ясности в законодательную базу в отношении сопутствующих диагностических тестов и тестов, разработанных лабораториями, для определения опухолевых биомаркеров высокого риска, таких как  HER2. Некоторые из них рассматриваются в рамках Инициативы Evaluation of Genomic Applications in Practice and Prevention (EGAPP) и утверждены Комитетом Института медицины в отношении тестов на основе омик, а также другими организациями.139  Редакционный комитет учитывает, что  FDA осуществляет разработку нормативной базы на основе рисков с целью разрешения вопросов, касающихся точности тестов и их клинической применимости.
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Рис. 1. Алгоритм оценки экспрессии белка рецептора эпидермального фактора роста человека 2-го типа (HER2) методом иммуногистохимического (ИГХ) анализа инвазивного компонента в образце рака молочной железы. Несмотря на возможность создания категорий оценки HER2-статуса методом ИГХ, не охватываемых данными определениями, на практике они встречаются редко, и в этом случае их следует рассматривать как ИГХ 2+ сомнительные. ISH - in situ гибридизация. ПРИМЕЧАНИЕ: Окончательные представленные результаты предполагают отсутствие явной несогласованности морфологических данных, наблюдаемое патологом. (*) Оценивается с помощью объектива с малым увеличением и наблюдается в однородной и смежной популяции инвазивных клеток.
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Рис. 2. Алгоритм оценки амплификации гена рецептора эпидермального фактора роста человека 2-го типа (HER2) методом in situ-гибридизации инвазивного компонента в образце рака молочной железы с использованием анализа с одним сигналом (ген HER2) (ISH с одним зондом). Амплификация в тесте ISH определяется путем подсчета среднего количества копий HER2. При наличии второй смежной популяции клеток с увеличенным количеством сигналов HER2 на клетку, и если эта популяция больше чем на 10% состоит из опухолевых клеток на предметном стекле (определяется путем анализа изображения или визуальной оценки предметного стекла ISH или ИГХ), необходимо выполнить отдельный подсчет как минимум 20 неперекрывающихся клеток в данной популяции и представить его результаты. Несмотря на возможность создания категорий оценки HER2-статуса методом ISH, не охватываемых данными определениями, на практике они встречаются редко, и в этом случае их следует рассматривать как ISH сомнительные (см. информационное приложение 2E). ПРИМЕЧАНИЕ: Окончательные представленные результаты предполагают отсутствие явной несогласованности морфологических данных, наблюдаемое патологом. (*) Наблюдается в однородной и смежной популяции.
Оптимальные методы внешнего обеспечения качества для гарантии точности HER2-тестирования и аккредитации лабораторий — С момента вступления в силу рекомендаций 2007 г. внешняя проверка квалификации является обязательным требованием для CAP-аккредитованных лабораторий. Невыполнение задачи в рамках внешней проверки квалификации требует расследования и проведения корректирующих мероприятий перед тем, как лаборатория сможет продолжать проведение HER2-тестирования.
CAP изменил программу аккредитации лабораторий, включив в нее более тщательную проверку HER2-тестирования, таким образом, создав программу обязательной и расширенной проверки квалификации с целью оценки работы лаборатории. В ходе систематического обзора обнаружено множество новых работ по обеспечению качества, его улучшению, проверке квалификации и установлению согласованности между местными и центральными лабораториями, как в США, так и в других странах.40, 51, 136, 140-146 Пересмотренная таблица по проверке квалификации с описанием статистических требований при проведении проверки представлена в информационном приложении 11. Примеры международных схем внешнего обеспечения качества включены в информационное приложение 12.
Количество лабораторий, участвующих в проверке квалификации по применению прогностических маркеров в исследованиях HER2 и ER в рамках программы улучшения результатов лабораторий CAP с 2004 г., показано на рис. 4. Программа описана на сайте http://www.cap.org/apps/cap.portal?_nfpb=true&_pageLabel=accreditation (последняя проверка 14 июля 2013 г.). 
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Рис. 3. Алгоритм оценки амплификации гена рецептора эпидермального фактора роста человека 2-го типа (HER2) методом in situ-гибридизации инвазивного компонента в образце рака молочной железы при использовании анализа с двумя сигналами (ген HER2) (ISH с двумя зондами). Амплификация в тесте ISH с двумя зондами определяется путем оценки соотношения HER2/CEP17 с последующим подсчетом среднего количества копий HER2 (дополнительную информацию см. в приложении 2E). При наличии второй смежной популяции клеток с увеличенным количеством сигналов HER2 на клетку, и если эта популяция больше чем на 10% состоит из опухолевых клеток на предметном стекле (определяется путем анализа изображения или визуальной оценки предметного стекла ISH или ИГХ), необходимо выполнить отдельный подсчет как минимум 20 неперекрывающихся клеток в данной популяции и представить его результаты. Несмотря на возможность создания категорий оценки HER2-статуса методом ISH, не охватываемых данными определениями, на практике они встречаются редко, и в этом случае их следует рассматривать как ISH сомнительные (см. информационное приложение 2E). ПРИМЕЧАНИЕ: Окончательные представленные результаты предполагают отсутствие явной несогласованности гистопатологических данных, наблюдаемое патологом. (*) Наблюдается в однородной и смежной популяции. (+) Дополнительную информацию об этих редких сценариях см. в приложении 2E.
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Рис. 4. Количество лабораторий, участвующих в проверке квалификации по применению прогностических маркеров в исследованиях рецептора эпидермального фактора роста человека 2-го типа (HER2) иммуногистохимическим методом (ИГХ), HER2 – методом флуоресцентной in situ-гибридизации (FISH),  рецептора эстрогена (ER) методом ИГХ в рамках Программы по улучшению результатов лабораторий Колледжа американских патологов (CAP). Стрелками указаны годы, в которые опубликованы рекомендации по исследованиям HER2 и рецепторов гормонов Американским обществом клинической онкологии (ASCO)/CAP. Количество участвующих лабораторий показано графически и в табличной форме. После выпуска рекомендаций ASCO/CAP по HER2-тестированию 2007 г. и рекомендаций ASCO/CAP по исследованиям рецептора прогестерона/ER 2010 г. значительно увеличилось число лабораторий, участвующих в проверке квалификации CAP по проведению исследований при раке молочной железы (http://www.cap.org/apps/cap.portal?_nfpb=true&_pageLabel=accreditation; последняя проверка 14 июня 2013 г.). Основной задачей CAP является улучшение качества клинической лабораторной диагностики посредством образования и установления стандарта с целью повышения безопасности пациентов, а также оказание помощи лабораториям в обеспечении их соответствия или превышения регулятивных требований, установленных центрами медицинского обслуживания по программам «Медикейр» (Medicare) и «Медикейд» (Medicaid) (CMS), Объединенной комиссией и многими штатами на территории США.
Текущие мероприятия CAP по информированию, обучению и оценке

CAP проводит комплексную работу по обучению патологов способам улучшения лабораторных показателей тестов HER2, ER и PgR. Доступны многочисленные программы интерактивного и дистанционного обучения, предлагаемые CAP и другими организациями. В Северной Америке такие программы проводятся Американским обществом клинической патологии (ASCP) и Академией патологии США и Канады (USCAP). CAP предоставляет различное интерактивное и дистанционное обучение, ориентированное на элементы HER2- и ER-/PgR-тестирования, необходимое патологам в целях выполнения первоначальных рекомендаций ASCO/CAP для HER2 и ER/PgR и обновлений к ним. В контрольных опросах участники в установленном порядке сообщают о внесении изменений в свою практику на основе полученного учебного опыта. Многие возможности обучения предусматривают балльную оценку, которая позволяет участникам проверить свои знания в рамках прохождения курсов и может использоваться в соответствии с требованиями своевременного продления сертификации Американского совета по патологии (ABP), организации по сертификации патологов США. Дополнительную информацию можно найти на образовательном портале CAP (http://www.cap.org) и в первоначальной рекомендации. CAP также создал перечень компетенций в области патологии молочной железы, который составлен экспертами и предоставляется патологам для самооценки. После проведения самооценки патологам рекомендуется пройти учебные курсы по тем направлениям, где был выявлен недостаток знаний. Перечень курсов приведен на образовательном портале http://www.cap.org. 
КАЧЕСТВО ИССЛЕДОВАНИЯ, ОГРАНИЧЕНИЯ ЛИТЕРАТУРЫ И БУДУЩИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
Как в контексте клинического изучения трастузумаба, так и исследований по сравнению платформ для HER2-тестирования интерпретация литературы в области HER2-тестирования все еще затруднена в связи с отсутствием стандартизации в различных исследованиях по применению и интерпретации результатов теста, наличием или отсутствием подтверждающего тестирования, тестированием в местной лаборатории в сравнении с центральной лабораторией, в числе прочих ограничений. Несмотря на валидацию тестов, одобренных FDA, могут быть валидированы не все тесты, разработанные в лабораториях, что осложняет прямое сравнение различных исследований и платформ. Следует отметить, что в данной ситуации сохраняется вероятность того, что значительное число пациенток с раком молочной железы получают ненужное либо недостаточное HER2-таргетное лечение. 
Существенный пробел в литературе, выявленный Редакционным комитетом, касается тех пациентов, у которых получены сомнительные результаты тестов. Решение о проведении специфичной терапии, например, трастузумабом, является по необходимости дихотомическим (да или нет) и по возможности не основывается на сомнительной диагностике HER2-статуса без повторного тестирования. Тем не менее, результаты HER2-теста получают на основе непрерывной переменной, это приводит к тому, что некоторые результаты попадают в серую зону.  Несоответствия также обусловлены тем фактом, что определения сомнительных диапазонов, как для тестов ISH в светлом поле, так и для методов FISH, различаются в отчетах. 
В литературе отсутствуют данные по ответу на HER2-таргетную терапию в подгруппе больных с сомнительными результатами, имеются лишь ограниченные данные по эффективности в подгруппе использования высококачественных тестов ИГХ и FISH, где обнаруживается несогласованность результатов между этими двумя тестами. Больные с такими результатами входят в плохо изученные подгруппы, в которых существует меньшая уверенность в показателях и фактической пользе терапии трастузумабом. Поскольку ретроспективная оценка пользы трастузумаба у больных с явной несогласованностью результатов ИГХ и FISH, которые участвовали в первом поколении исследований трастузумаба, включает лишь небольшое число женщин в каждой подгруппе, пациенток, которые были отобраны для участия в этих исследованиях, следует рассматривать на предмет проведения HER2-таргетной терапии.
Задачей Редакционного комитета является рассмотрение наиболее распространенных клинических ситуаций, с которыми сталкиваются патологи и онкологи в рутинной клинической практике. В частности, в отношении ISH-тестов предполагается возможность создания дополнительных, но редких категорий оценки HER2-статуса методом ISH, не охватываемых определениями, проиллюстрированными на рис. 2 и 3. В информационном приложении 2E рассмотрен более узкий набор сценариев, которые могут в отдельных случаях наблюдаться при применении методов ISH с двумя сигналами.

При наличии у пациенток низких уровней экспрессии HER2, не достигающих порогового значения для HER2-положительного заболевания, Редакционный комитет рекомендует включать их, в случае соответствия критериям отбора, в проспективные клинические исследования по изучению эффективности адъювантной HER2-таргетной терапии при раке молочной железы с низкими уровнями экспрессии HER2, такие, например, как исследование NSABP B-47 (Проект по адъювантной терапии рака молочной железы и толстой кишки)(NCT01275677). Редакционный комитет также поддерживает участие в исследованиях по оценке других дискриминационных уровней и иных технологий для оптимизации критериев отбора с целью проведения HER2-таргетной терапии.
ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ МЕЖДУ КЛИНИЦИСТОМ И ПАЦИЕНТОМ
Пациентки (члены их семьи или ухаживающие за ними лица) должны получать информацию о результатах гистопатологических тестов и о том, как они используются для разработки плана лечения с учетом природы их онкологических заболеваний.  Поскольку многие пациентки с впервые диагностированным заболеванием могут находиться в состоянии эмоционального стресса и/или сложная медицинская терминология может быть для них непривычной, использование простого понятного языка (на образовательном уровне, который доступен больной) является ключевым фактором точной коммуникации. Обращение к пациенткам с просьбой повторить основные сведения, предоставление заметок в письменной или печатной форме, а также использование визуальных средств помогает обеспечить эффективное донесение информации.
Пациенткам должна быть предоставлена копия гистологического заключения и результатов HER2-теста. Клиницист обязан просмотреть результаты с пациенткой, обсудить вопросы по интерпретации или техническим характеристикам теста и спросить, есть ли у нее дополнительные вопросы, касающиеся результатов.
Ключевые моменты, касающиеся HER2-статуса, которые клиницисты должны обсуждать с пациентками 
Объяснить важность определения биологических характеристик рака молочной железы — Пациентки должны понимать, что общепринятыми биологическими тестами являются тесты для определения ER, PgR и HER2, а исследование этих маркеров необходимо для выбора правильного лечения.  Общее число пациенток с HER2-положительным раком молочной железы составляет от 15% до 20%. Наблюдаемые цифры могут изменяться в зависимости от популяции, исследуемой в отдельных лабораториях.
Объяснить важность HER2-тестирования — Пациентки должны понимать, что HER2-статус определяет необходимость назначения определенных лекарственных препаратов (например, трастузумаб, лапатиниб, пертузумаб, T-DM1). Они также должны быть в курсе, что ген HER2 играет важную роль в росте опухолевых клеток. Опухоли с повышенными уровнями HER2 (измеренными по амплификации гена HER2 или сверхэкспрессии белка HER2) обычно прогрессируют быстрее и имеют более агрессивное клиническое развитие. 
Объяснить тип ткани, используемой для HER2-тестирования — Пациентки должны знать, какой тип ткани используется для HER2-тестирования (например, толстоигольная биопсия, эксцизионная биопсия).
Объяснить типы тестов, используемых для определения HER2-статуса — Пациентки должны знать о наличии различных методов исследования, одобренных FDA, для определения гиперэкспрессии белка HER2 или наличия амплификации гена HER2.
Объяснить интерпретацию результатов HER2-теста — Пациентки должны понимать, что, несмотря на получение однозначно положительных или отрицательных результатов HER2-теста в большинстве случаев, существуют сомнительные результаты, при которых требуется дополнительное тестирование с применением альтернативного метода или с использованием этого же или альтернативного метода на другом участке одного и того же образца. Иногда онколог или патолог может рекомендовать проведение дополнительного тестирования с использованием образца опухоли другого типа (например, хирургическое вмешательство или толстоигольная биопсия), при его наличии. Больных следует  проинформировать о том, какие тесты выполняются, и о планируемом времени получения по ним результатов. К сожалению, некоторые результаты остаются неопределенными или не согласуются с другими морфологическими данными. В этих случаях окончательное решение о проведении HER2-таргетной терапии должно быть принято после консилиума патолога и онколога и обсуждения с пациенткой.
Объяснить важность повторного тестирования для определения HER2-статуса при новых, метастатических опухолях —  Пациентки должны понимать, что в отдельных случаях HER2-статус может различаться (не согласовываться) при сравнении первичной опухоли и участка рецидива или при наличии множественных одновременных метастатических участков. В некоторых случаях невозможно полностью дифференцировать фактическое биологическое изменение, полиморфизм опухоли или вариабельность характеристик теста.
Сообщить о наличии рекомендаций по HER2-тестированию — Пациентки должны быть уверены, что соблюдаются рекомендации по HER2-тестированию. Для получения дополнительной информации они должны ознакомиться с обновлением рекомендаций ASCO/CAP на сайтах  www.asco.org/guideline/her2 и/или http://www.cap.org.

НЕРАВЕНСТВО В ОБЛАСТИ ЗДРАВООХРАНЕНИЯ
Несмотря на то, что в клинических практических рекомендациях ASCO представлены наилучшие методы выявления и лечения заболеваний с целью обеспечения наиболее высокого уровня диагностики и терапии рака, необходимо отметить, что некоторые пациентки расовых/этнических меньшинств имеют ограниченный доступ к оптимальному медицинскому лечению и/или аккредитованным лабораториям. В то же время, некоторые больные, застрахованные по программе «Медикейд»  или незастрахованные, могут иметь доступ к аккредитованным лабораториям за счет получения лечения, частично или полностью, в академическом медицинском центре.147-150 Неравенство явно существует и влияет на вероятность проведения HER2-тестирования. В США Lund и соавт.151 использовали данные Реестра надзора, эпидемиологии и конечных результатов (SEER) Национального института рака Атланты совместно с данными Полного реестра рака Джорджии  (Comprehensive Cancer Registry) для оценки HER2-тестирования во всех случаях первичного инвазивного рака молочной железы, диагностированного у женщин с 2003 по 2004 годы. В целом, подтверждено проведение HER2-тестирования у 90,1% женщин.  Уровни HER2-тестирования существенно не отличаются в зависимости от социально-экономического статуса (на основе процента тех, чей доход ниже федерального прожиточного минимума) и сходны между чернокожими (91,3%) и белыми (89,8%) женщинами. Это согласовывается с другими отчетами, демонстрирующими сходные или более высокие уровни HER2-тестирования среди чернокожих и белых женщин с раком молочной железы. Тем не менее, в исследовании Lund и соавт. вероятность проведения HER2-тестирования у латиноамериканок значительно ниже (79,3%), так как заболевание у них диагностируется на IV (80,7%) или неизвестной стадии (71,7%). При этом средний возраст женщин, в отношении которых проведено HER2-тестирование (58,8 года), значительно меньше, чем у не проходивших тест (61,3 года). В других исследованиях также отмечена значительно меньшая вероятность проведения HER2-тестирования у женщин пожилого возраста153, 154 и с метастатическими опухолями. Stark и соавт.155 отмечают значительно меньшую вероятность проведения тестов для определения HER2-статуса у женщин с медицинским страхованием на основе фиксированной суммы (по сравнению с платным медицинским страхованием). В контексте настоящих клинических рекомендаций необходимо знать и учитывать возможное неравенство в доступе к лечению, при этом учреждения здравоохранения должны стремиться к предоставлению онкологической помощи этим уязвимым популяциям на наиболее высоком уровне.
ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ РЕСУРСЫ
Информационные приложения, включая таблицы данных, а также клинические инструменты и ресурсы, можно найти на сайте www.asco.org/guidelines/her2. Информация для пациентов доступна на сайте http://www.cancer.net.
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2-тестирование (инвазивный компонент) с помощью 





валидированного метода ISH c двумя зондами





Контроли партии и контроли на предметном стекле показывают 





надлежащую гибридизацию





Соотношение 





НЕR2/СЕР17 2,0*





Соотношение 





НЕR2/СЕР17 < 2,0





Среднее количество 





копий HER2 4,0 





сигналов на клетку*





Среднее количество 





копий HER2 < 4,0 





сигналов на клетку*





Среднее количество 





копий HER2 6,0 





сигналов на клетку*





Среднее количество 





копий HER2 4,0 и 





< 6,0 сигналов на 





клетку*





Среднее количество 





копий HER2 < 4,0 





сигналов на клетку





ISH 





положительный





ISH





 





отрицательный





ISH 





положительный





ISH 





положительный





ISH





 





сомнительный





Проведение рефлекс-теста (на этом же образце методом ИГХ), теста альтернативным 





методом  ISH с зондом хромосомы 17 или нового теста (на новом образце, при его 





наличии, с помощью ИГХ или I





ISH)
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Сведения об авторах приведены в конце статьи. 
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