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TESTlRANJE RECEPTORA HUMANOG EPIDERMALNOG FAKTORA RASTA 2 U
KARCINOMU DOJKE

HUMAN EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR 2 TESTING IN BREAST CANCER

Tatjana IVKOVIC-KAPICL i Slavica KNEZEVIC-USAJ
Sazetak - Odredivanje ekspresije humanog epidermalnog faktora rasta 2 u karcinomu dojke postalo je ncophodan vedic za klinicku
upotrebu Herceptina® (trastuzumab) i zlatni standard u dijagnostickorn algoritmu karcinoma dojke. Osnovne metode testiranja su
imunohistohemijska, kojom se identifikuje povecana proteinska ekspresija humanog epidermalnog faktora rasta broj 2 na cclijskoj
membrani i in situ hibridizacija, koriscenjern fluorescencije (tluorescentna in situ hibridizacija) iIi hrornogena (hromogena in situ hi­
bridizacija), kojom se determinise postojanje genske amplifikacije. Postoje brojni faktori koji mogu da uticu na rezultate testiranja, a
u vezi su sa antitelima/probama, opstorn metodologijom rada i iskustvom. LJ mnogim zemljama postoje nacionalni vodici za testi­
ranje humanog epidermalnog faktora rasta broj 2 sa ciljern da se sve koriscene procedure standardizuju i tako osigura visoka
pouzdanost nalaza. Opsta je preporuka da sve laboratorije u kojima se vrsi testiranje humanog epiderrnalnog faktora rasta hroj 2, bez
obzira na koriscenu rnetodu, moraju biti ukljucene u sisteme unutrasnje i spoljasnje provere kvaliteta.
Kljucne reci: Epidermalni faktor rasta: Rak dojke: Imunohistohemija: In situ hibridizacija; Genska amplifikacija: Kvalitet kontrole

Uvod

Porodicu receptora humanog epidermalnog fak­
tora rasta (HER) cine cetiri membranska proteina:
receptor humanog epidermalnog faktora rasta HERI
(EGFR), HER2 (poznat i kao neu/c-erb B2), HER3
(c-erb-B3) i HER4 (c-erb-B3). Strukturno, HER re­
ceptori se sastoje od tri regiona: ekstracelularnog
podrucja za vezivanje liganda (sa cetiri subdomena
I-IV), hidrofobnog transmembranskog podrucja u
kome se receptor vezuje za celijsku membranu i in­
tracelularnog podrucja (izuzev HER3) sa aktivnoscu
tirozin-kinaze, U inaktivnom stanju HER receptori
su monomeri. Vezivanjem liganda i aktivacijom re­
ceptora dolazi do njihove homo- i heterodimeri­
zacije i aktivacije enzima tirozin-kinaze. Na taj
nacin aktivira se kaskadni mehanizam biohemijskih
promena u samoj celiji, sto dovodi do celijske proli­
feracije, apoptoze, angiogeneze, promena u adheziv­
nosti i motilitetu celija. Porernecaj bilo koje faze
ovog mehanizma moze da dovede do prekomerne
proliferacije, migracije celija i njihovog metastazi­
ranja [1-3].

Klinicki znacaj amplifikacije gena receptora hu­
manog epidermalnog faktora rasta HER2, lokali­
zovanog na hromozomu 17, u karcinomu dojke je
ustanovljen pre dye decenije, kada su Slamon i
saradnici objavili rezultate svog istrazivanja [4]. Od
tada je u brojnim studijama dokazano da HER2 gen­
ska amplifikacija iIi povecana proteinska ekspresija
predstavlja faktor lose prognoze udruzen sa rapid­
nim tumorskim rastom, povecanim rizikom za po­
javu recidiva nakon hirurskog tretmana, slab
odgovor na konvencionalnu hemioterapiju, hormon­
sku terapiju i krace prezivljavanje [5-9]. Povecana
ekspresija HER2 cesto je udruzena sa drugim fak­
torima lose prognoze, kao sto su porast velicina

tumora, los stepen histoloske diferencijacije, estro­
gen i progesteron negativan status, visok prolifera­
tivni indeks i aneuploidija [10,11]. HER2 genska
amplifikacija iIi povecana proteinska ekspresija
vida se kod 10-34% karcinoma dojke [1].

Interes za HER2 revitalizovan je otkricem hu­
manizovanog monoklonalnog antitela protiv HER2
(Herceptin®/trastuzumab) koji je razvio Genentech
(San Francisco, CA, USA), a koji je predstavila
trzistu kompanija Roche (Nutley, N!, USA) [12].
Trastuzumab deluje na vise razlicitih nacina, ali je­
dan od najznacajnijih mehanizama dejstvaje aktiva­
cija imunog odgovora organizma, koji putem anti­
telo-zavisne celijski posredovane citotoksicnosti
(ADCC, antibody-dependent cellular cytotoxicity)
dovodi do smrti tumorske celije [13]. Efikasnost
ovog leka u tretmanu bolesnica sa agresivnom for­
mom HER2 pozitivnih karcinoma dojke prvi put je
dokazana 1998. godine, u klinickoj studiji u kojoj je
Herceptin koriscen kao druga i treca linija mono­
terapije kod zena sa metastatskom bolescu koje su
prethodno bile tretirane hemioterapijom [3]. Pri­
menjen u prvoj liniji metastatskog karcinoma dojke
u kombinaciji sa taksanima Herceptin, dokazano je,
poboljsava sve parametre klinickog odgovora uklju­
cujuci i prezivljavanje [14,15]. U skorije vreme,
prospektivne randomizirane studije koje je sproveo
u Americi National Surgical Adjuvant Breast Pro-
ject (NSABP) B-31 i Breast Cancer Interugroup
Study (N-9831) u Evropi (HERceptin@ Adjvant trial
(HERA) dokazale su da adjuvantna primena tras­
tuzumaba u trajanju od 1 godine, nakon primenjene
standardne hemioterapije, dovodi do smanjenja rizi­
ka od recidiva i smanjenja mortaliteta kod bolesnica
sa HER2 pozitivnim ranim stadijumom karcinoma
dojke [16-20].
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kancerogeneze, kao i da HER2 status primarnog tu­
mora korelira sa metastatskirn zaristima [3].

Uzimanje i obrada tkivnih uzoraka pre HER2
testiranja (tkivni procesing) moze znacajno da ~Itice

na rezultat. Stoga, potrebno je standardizovati sve
metodoloske korake i koriscene procedure, ukljucu­
juci: vreme od ekscizije dC? fiksa~ije. tkiva, serijsko
secenje uzorka pre fiksacije, trajanje fiksacije, ttp
fiksacije i cuvanje parafinskih kalupa I plocica [3,
19-23].

Imunohistohemija .
Imunohistohemija je primarna metoda utvrdi­

vanja HER2 statusa kojom se, primenom anti.-~IE~2

antitela, u svrhu terapijskog tretrnana, odvajaju Ja­
snopozitivni (skor 3+) od negativnih {skor 0/1+)
slucajeva i, takode, vr~i trijaza .gr~n.icnl~l (skor 2-:~
slucajeva kOJ I zahtevaju dalje IS1?ltlvanj~ FISH ~ It
CISH tehnikom, kako bi se utvrdilo da It pokazuju
gensku amplifikaciju. .

Od 2007. godine, po americkirn i kanadskim pre­
porukama za HER2 testiranje,. pozitivni slucajevi
karcinoma dojkeG} skor) definisu sekao tumon.~a­

kompletnim, jakim membransklm. bojenjem u vise
od 30% tumorskih celija, dok se jako membransko
bojenje u ::;30% tumorskih celija, kao i slabo do
umereno kompletno membransko bojenje u naj­
manje 10% celija vrednuje skorom 2+. Skor 1+ po­
drazumeva nekompletno membransko bojenje u vise
od 10% tumorskih celija, dok skor 0 oznacava mem­
bransko bojenje u manje od 10% tumorskih celija
[22,23] (Slika 1). . '" ., v

Tumacenje irnunohistohemijskih bojenja moze
biti subjektivno i moze u~lca~1 n~ rezul~':lt ~E~2
testa, narocito kada je u pitanju dlfer~n?ljacIJa IZ­
medu 2+ i 3+ rezultata [24]. Zato u vecuu nacional­
nih protokola za HER2 testiranje, koji postoje l~

mno- gim zemljama sveta, stoje jasne preporuke I
standardi za turnacenje IHH rezultata. Sa druge
strane, u svim laboratorijama u kojima se vrsi HE~~
testiranje mora postojati razraden rnetodoloski,'.
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Slika 1. HER2-pozitivna imunohistohemijska reakcija, skor 3
Fig. 1. HER2-positive immunohistochemical reaction, score 3

- receptor za humani epiderrnalni faktor rasta
- receptor za epidermalni faktor rasta

- antitelo-zavisna cclijski posredovana citotoksicnost
- National Surgical Adjuvant Breast Project
- HERceptin® Adjvant trial
- imunohistohemija

- in situ hibridizacija

- tluorescentna in situ hibridizacija
- hromogena in situ hibridizacija

- United Kingdom National External Quality
Assessment Service

NordiQC - Nordic tmmunochistochemtcal Quality Control
USCAP - United Stales and Canadian Academy ofPathology
SISH - silver in situ hibridizacija

S obzirom na to da je terapija Herceptinom efi­
kasna sarno kod bolesnica sa dokazanom tumor­
skom HER2 amplifikacijom izuzetno je znacajan
pravilan odabir bol<?snica .za tretf!1an oyim ~ekom.

Potencijalne posledice kOJe prozl1aze IZ laznopo­
zitivnih, kao i laznonegativnih rezultata veoma su
ozbiljne a krecu se od visoke cene troskova neade­
kvatnog tretmana, mogucih nezeljenih kardiotok­
sicnih efekata koji se opisuju u kombinovanoj pn­
meni sa doksorubicinom, do losijeg toka i ishoda
bolesti za bolesnice kojima je terapija bila potrebna
a nisuje primile [21,22].

Metode HER2 testiranja

Osnovne metode testiranja koje se koriste za
odredivanje HER2 statusajesu imunohi~.to~e1!1ijs~a
(IHH), za povecanu proteinsku .ekspreslju I 111 s~~u

hibridizacija, koriscenjem bIlo. fluo.res~enclje

(FISH) iIi hromogena (CISH). Iak.o ~I tesvt~r':lnj~ m?­
ralo biti izrazito senzitivno i specificno, C1l1je111?a je
da se u odredivanju HER2 statusa, pr~en.s~veno}11!U­
nohistohemijskom metodom, mogu ,Javltl znac.aj~le

varijabilnosti. Ove varijacije u veZ;1 su sa b~Oj111m

preanalitickirn i analitickim faktorima, ~ao ~!~ su
vreme fiksacije, v.rsta. pnmar~~g .~ntlt~la I koriscene
metode, kao i subjektivne vanjacije u .1Ilterpretlranju
nalaza i skorovanju [3]. Mnoge zemlje d.o d~nas su
sacinile uputstva za procedure HE,R2 testlranj~, pro~

tokole koji su formirani na nacionalnorn IlIVOU..I
prosledeni svim dijagnostickim centnma u zemlji,
Iako se ovi nacionalni protokoli medu sobom razli­
kuju u pojedinim seg~entima, ?ni se k~mti!1uira.~o
uporeduju i unapreduju, kako bi se dobilo sto V.IS~

podataka 0 faktorima koji ut~cu na H.ER2 t~stiranje I
odgovor na terapiju Herceptinorn. VISO~ 111YO repro:
ducibilnosti i pouzdanosti HER~ tes~lr~nja, kao.1
precizan odabir bolesnica kandidatkinja za ann­
-HER2 terapiju krajnji je cilj ovih nastojanja [18,
23-27]. .

Opste je prihvacena preporuka da se .HE.R2 test~­
ranje izvodi kod svih bolesnica sa invazivnirn karci­
nomom dojke u vreme dijagnostikovanja bolesti.
Celishodnost ranog testiranja lezi u cinjenici da se
HER2 pozitivnost razvija u ranom stadijumu
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sistern sa najmanje 250 testiranih slucajeva godi­
snje, adekvatna kontinuirana edukacija patologa i
tehnickog osoblja ukljucenih urad, kao i stalna kon­
trola kvaliteta, unutrasnja i spoljasnja, koja se ost­
varuje preko United Kingdom National External
Quality Assessment Service (UK NEQAS, She­
ffield, UK), Nordic immunochistochemical Quality
Control (NordiQC) i United States and Canadian
Academy ofPathology (USCAP) [3,14,19-24].

U cilju odredivanja tacnog i pouzdanog HER2
statusa u karcinomu dojke, osim slucajeva sa 2+
imunohistohemijskim skorom, na CISH iii FISH se
upucuju i slucajevi u kojima je dostupni uzorak
tkiva mali, iIi se radi 0 core bioptickom materijalu
pri indikovanju neoadjuvantnog tretmana, kao i svi
diskutabilni, sporni i nejasni slucajevi: uzorci sa
heterogenim bojenjem koje moze da ometa interpre­
taciju, citoplazmatski iii retrakcioni artefakti koji
mogu da sakrivaju rnernbransko bojenje, bojenje
normalnog epitela, kao i ekstenzivno nekompletno
rnernbransko bojenje [19-23]. U evaluaciji HER2
skora, patolozima kao pornocni parametar procene
ispravnosti IHH bojenja sluze i morfoloske karak­
teristike tumora. U slucajevima kada se u uzorku tu­
morskog tkiva dostavljenom iz druge laboratorije
dobija neocekivana HER2 imunoreaktivnost, razlog
najverovatnije lezi u razlicitorn rezimu fiksacije [3,
19].

In-situ hibridizacija (ISH)
Godine 1969, Gall i Pradue su predstavili struc­

noj javnosti tehniku poznatu kao in situ hibridi­
zacija (ISH), kojom je ornoguceno Iokalizovanje
nukleinskih kiselina u pojedinacnim celijama. Ova
metoda se do danasnjih dana razvila u standardno
primenjivu fluorescentnu in situ hibridizaciju koja
koristi fluorohrom-konjugovane nukleotide i sve
sire koriscenu hromogenu in situ hibridizaciju [3,
25].

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)
Dok imunohistohernija identifikuje HER2 pro­

teinsku ekspresiju na celijskoj membrani, ISH deter­
rninise HER2 gensku amplifikaciju.

Rezultati primene FISH u detekciji broja kspija
HER2 gena u tkivnim uzorcima prvi put su ob­
javljeni 1992. godine. Od tada je predstavljeno vise
komercijalnih sistema za HER2 FISH testiranje, a
danas su u upotrebi tri: Pathvysion (Abbott-Vysis,
Downers Grove, Illinois, USA), INFORMHER2
FISH (Ventana Medical Systems) koji se koristi u
prognosticke sv~~e i Pharmfrx HER~ ~~SH (pa,ko
Cytomation) kOJIm se utvrduje predikcija senZItIv­
nosti na trastuzumab. Pathvysion i PharrnDx HER2
FISH cine dvostruki sistem fluorescentno obele­
zenih proba, komplementarnih u odnosu na cen­
tromere HER2 gena iIi hromozoma 17 (Ch 17). Pro­
ba za hromozom 17 sluzi kao unutrasnja kontrola i
marker polizomije iIi monozomije (delecije) hromo­
zoma [14].

Svi metodoloski koraci, kao sto su tkivna dige­
stija, hibridizacija i ispiranje, moraju biti standardi­
zovani, a protokoli za izvodenje striktno postovani,
Pravilan pretretman formalin-fiksiranih parafinskih
rezova od primarnog je znacaja za uspresno izvo­
denje ISH [26].

Brojanje se vrsi u zoni tkivnog reza u kom naj­
veci broj jedara (>50%) pokazuje signal. Broj hro­
rnozorna 17 i HER2 signala broje se 1I 20-60 ne­
preklapajucih jedara tumorskih celija, koriscenjem
najmanje tri zasebna tumorska polja, iii vise, uk­
oliko postoji heterogenost. Ostccenja izazvana
prekomernom digestijom, mehanickim dejstvom iii
okrnjena jedra izuzimaju se pri skorovanju. Racuna
se prosecan odnos HER2 i Ch 17 kopija.

Odnos HER2/Ch 17 2::2,00 smatra se HER2 pozi­
tivnirn. Istovremeno, nema raspolozivih podataka 0

tacno utvrdenorn nivou pozitivnosti za pojedinacne
probe ISH. Kao granicne kategorije navode se vred­
nosti HER2/Ch 17 odnosa izrnedu 1,80 i 2,20, iii
prosecni broj genskih kopija izrnedu 4,0 i 6,0 za po­
jedinacne HER2 probe. U Pathvysion Vysis Kitu.
preporuka je da vrednost HER2/Ch 17 odnosa iz­
rnedu 1,80 i 2,20 treba oprezno interpretirati, s obzi­
rom da se nalazi blizu granicnog nivoa pozitivnosti,
i da je u izvestaju to potrebno navesti. Optirnalan
pristup za povecenje pouzdanosti testa, u ovakvim
slucajevima bio bi povecanje izbrojanih celija na
60-120, iIi ponavljanje testa [19-23,27].

Aberacije hrornozorna 17 ceste su u karcinomu
dojke. One mogu biti delecije iii polizomije. Ove
aberacije imaju znacajan uticaj na odredivanje i tu­
macenje rezultata HER2 genske amplifikacije. Sto­
ga je merenje broja hrornozornskih kopija, uporedo
sa HER2, veoma znacajno [28,29]. Ucestalost sluca­
jeva polizomije razlikuje se u sprovedenirn studi­
jama, prvenstveno zbog razlicite selekcije slucajeva
za analizu, IHH skora i razlicitog nivoa granicnih
vrednosti u FISH vrednovanju. U idealnim uslovi­
rna, polizomiju bi trebalo definisati na osnovu anali­
ze norrnalnog tkiva dojke u istorn uzorku. General­
no, polizornija 17 moze da vodi do povecanja pro­
teinske ekspresije i u odsustvu HER2 genske arnpli­
fikacije. Zbog razlika u definisanju polizomije u
razlicitirn sprovedenim studijama, od znacaja bi bila
dalja validacija definisanja ove aberacije [19-23].

Hromogena in situ hibridizacija (CISH)
Alternativna metoda FISH tehnici za utvrdi­

vanje broja kopija HER2 gena jeste ISH koja koristi
hromogeni metod detekcije [30-38]. Za razliku od
vee potvrdene FISH u kojoj se koriste dye boje,
CISH se bazira na kolorimetrijskoj detekciji samo
jedne probe. Nakon detaljne i pazljive optimizacije
metode, kao tacka koja oznacava granicnu vrednost
za definisanje HER2 amlifikacije prihvaceno je sest
iii vise kopija. Tumori bez HER2 amlifikacije poka­
zuju 1-2 signala po celiji iii, u slucajevima hrorno­
zomskih aneuploidija, 3-5 kopija po celiji, Zbog
DNA replikacije tokom S i G"/M faze celijskog ci­
klusa, mali procenat (10-30%) aneuploidnih tu-



72

morskih celija rnoze da sadrzi 5-8 signala po jedru
(cesto kao signal-parovi). Ovakvi nalazi tumace se
kao negativni, bez HER2 amplifikacije [30]. Ukoli­
ko CISH ne pokazuje hibridizacioni signal, hibridi­
zacija je neuspesna, iz tehnickih razloga [30].

Tipicna genska amplifikacija CISH predstavlja
peroksidaza-pozitivne nakupine (klastere) multiplih
kopija gena, koji se lako identifikuju na mikroskopu
sa 40 puta objektivskim povecanjem. U slucajeve sa
visokom amplifikacijom gena ubrajaju se i oni sa
deset i vise kopija po celiji, u vise od 50% tumor­
skih celija. Najkompleksnija kategorija u CISH je
amplifikacija niskog stepena (6-10 kopija gena po
celiji), U ovim slucajevima moze biti korisno iz­
vodenje hromozom 17 centromer CISH i poredenje
broja kopija. U pojedinim zemljarna, preporuka je
da se u slucajevima granicnih vrednosti iIi CISH
niske amplifikacije vrsi dodatno FISH testiranje.

Iako je CISH metoda bila osporavana od brojnih
zagovornika FISH kao zlatnog standarda u defini­
sanju HER2 statusa, danas je ona u sve siroj
upotrebi i dokazano se moze koristiti kao validna al­
ternativa FrSH. U brojnim studijama sprovedenim
sirorn sveta, u koj ima su na velikim uzorcima tu­
mora dojke poredene ove dye metode ISH, utvrdena
je dobra korelacija. Kao najveca prednost CISH me­
tode srnatra se to sto se rezultati rnogu ocitavati na
standardnorn svetlosnom mikroskopu, bez upotrebe
objektiva sa uljnom imerzijom. FISH, sa druge
strane, zahteva skupi tluorescentni mikroskop snab­
deven sistemom za snimanje slike, s obzirom da se
FISH plocice tesko mogu arhivirati. Cuvanje CISH
plocica je jednostavno izvodlj ivo i moze biti od
znacaja za retrospektivnu analizu uzoraka, kako u
svrhu istrazivanja tako i za slucaj eventualnih iz­
mena u preporukama za indikovanje Herceptina. Na
primer, u skorasnj im podacima se navodi da zene sa
tumorom u kom je ustanovljen povecan broj kopija
HER2 gena zbog povecanog broja kopija h17 (poli­
zomije) mogu parcijalno odgovarati na terapiju Her­
ceptinom. Kao prednost CISH navodi se i mogu­
cnost da se na plocici istovremeno, zahvaljujuci he­
matoksilinskom bojenju, moze vrsiti i histoloska in­
spekcija. U FISH metodi, s druge strane, uvid u
histolosku gradu je veoma tezak, a izbor pravog
polja za brojanje kopija gena HER2 u tumorskim
celijama rnoze biti problernatican. Iako su najtezc
kritike CISH metode u vezi sa nemogucnoscu
procene prisustva polizomije hromozoma 17, ovo
rnoze biti prevazideno koriscenjem hrornozom 17
centrornerne CISH probe za uzorke koji pokazuju

Ivkovic-Kapicl T, i sar. Testiranje HER2

nizak novo HER2 amplifikacije i CISH metode dvo­
strukog bojenja [39].

Nedavno je predstavljena kornercijalna automati­
zovana verzija CISH koja koristi srebro kao hro­
mogen (SISH).

Iako se CISH sve vise koristi u patoloskim labo­
ratorijama i siroko je prihvacena metoda, narocito u
Grckoj, Portugaliji, Finskoj, Australiji, kao i kod
nas u Srbiji, jos uvek ne postoji zvanican sistem
odrzanja i kontrole kvaliteta medu laboratorijama. U
skorijoj buducnosti moze se ocekivati formiranje
specijalizovanih organizacija za spoljasnju kontrolu
kvaliteta HER2 CISH testiranja u Evropi [39].

Poredenje IHH metode i ISH u HER2 testiranju
Analiza podataka tri velike referentne laborato­

rije u Engleskoj pokazala je visok nivo podudarnosti
izmedu IHH i ISH metode u HER2 testiranju. S
druge strane, u nekoliko studija utvrdeno je da su
varijacije u interpretacij i nalaza nize za FISH nego
IHH [40-46].

U analizi odgovora na terapiju trastuzumabom
kod bolesnica sa metastatskom bolescu, rezultati po­
jedinih analiza ukazuju na to da bi nesto boJji odgo­
vor na terapiju Herceptinom mogle imati bolesnice
kod koj ih je HER2 pozitivan status cdreden FISH
metodom, u odnosu na IHH. Podaci 0 poredenju
IHH i FISH metoda u predikciji adjuvantnog tret­
mana jos uvek ne postoje. Nejasni su i rezultati 0

odgovoru na terapiju trastuzumaba kod bolesnica sa
granicnirn vrednostima HER2 genske amplifikacije i
hromozomskom 17 polizornijorn. Jos uvek je tesko
odrediti koja od ovih metoda rnoze bolje da predvidi
odgovor na anti-HER2 terapiju. Tacan mehanizam
koji odreduje osetJjivost na trastuzumab jos uvek
nije poznat, sto je od izuzetne vaznosti ako se uzme
u obzir da oko 60% HER2 pozitivnih bolesnica sa
metastatskim karcinomom dojke reaguje na terapiju
[14]. Dodatno, ne zna se da Ii navedeno vazi i za
noviji HER2 usmereni terapeutski agens Lapatinib
(Tykerb ™ GlaxoSmithKline) [14].

Princip HER2 testiranja, cini se, slozeniji je
nego sto se u pocetku mislilo, prvenstveno zbog ci­
njenice da na terapiju trastuzumabom ne reaguju
sve HER2 pozitivne bolesnice, kao i da ne postoji
zlatni standard test, kojim bi se sasvim pouzdano
mogle izdvojiti bolesnice koje ce sigurno imati ko­
risti od prirnenjene terapije trastuzurnaborn. Her­
ceptin i pored svega ostaje mocna terapija izbora za
HER2 pozitivne bolesnice sa karcinomom dojke, a
tacno i pouzdano HER2 testiranje preduslov efikas­
nog tretmana [47-49].
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Summary

Introduction
Testing for human epidermal growth factor receptor-Z in breast
cancer at the time ofprimary diagnosis is now the standard of
care. Positivity for epidermal growth factor receptor-Z in
breast cancer is a prognostic factor regarding tumor aggres­
siveness and a predictive factor for response to Herceptin. Ac­
curate assessment is essential to ensure that all patients who
may benefit from Herceptin are correctly identified.
Assay method
The principal testing methods used for determination ofepider­
mal growth factor receptor-Z status are immunohistochemistry
for protein overexpression and in situ hybridization using either
fluorescence or a chromogen. Immunohistochemical testing
method allows identification of epidermal growth factor
receptor-Z .rositive patients (3 +) who may benefit trom Her­
ceptin therapy, whereas negative patients (0/1+) Can be ex­
cluded. A proportion of specimens defined as equivocal by

immunohistochemistry (2+) must be retested by in situ hybridi­
zation to determine their status. Chromogen in situ hybridiza­
tion is a methodfor determination ofgene amplification using a
peroxidase-based chromogenic reaction, which can be viewed
using a conventional bright field microscope and it determines
the actual degree of gene amplification. Various factors can
affect the results achieved with these assays, including the as­
say antibody/probe, the methodology and the expirience ofper­
sonnel. Many countries implemented national testing guidelines
in an attempt to standardize testing procedures and make re­
sults more accurate.
Conclusion
The key point underlined by this review is that whatever method
is used to test HER2 status, the technology must be validated
first, and there must be regular internal and external quality
assurance procedures.

Key words: Epidermal Growth Factor; Breast Neoplasms; Immunohistochemistry: /n Situ Hybridization: Gene Amplification; Qua­
lity Control
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