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Streszczenie

Badania immunohistochemiczne sq ztotym standardem we wspdtczesnej diagnostyce i ba-

daniach naukowych dotyczqcych zmian patologicznych we wszystkich narzqdach ciata, w tym
w tkankach okolic gtowy i szyi. Praca ma na celu przedstawienie najczesciej stosowanych skal
oceny immunohistochemicznej stosowanych w diagnostyce, przedstawienie stosowanych obec-
nie powszechnie w badaniach naukowych technologii mikro- i makromacierzy oraz znaczenie
wspdtpracy na linii patolog-chirurg w zakresie zabezpieczenia i oceny materiatu tkankowego
do badan diagnostycznych i naukowych.

Stowa kluczowe: immunohistochemia, ocena immunohistochemiczna, barwienie, przeciw-
ciata, skala oceny, nowotwdr, mikromacierz, makromacierz, skala IRS, PD-LI.

Abstract

Immunohistochemical stain is a golden standard of both modern routine diagnostics and
scientific study of pathological changes in all bodily organs, including tissues of head and
neck. This review presents the most commonly used immunohistochemical scoring systems ap-
plied in diagnostics, the microarray and macroarray technology and in scientific studies. The
paper stresses also the significance of cooperation between pathologist and surgeon in terms

of securing and assessment of tissue material for routine diagnostics and scientific study.

Key words: immunohistochemistry, immunohistochemical examination, staining, antibo-
dies, scoring system, neoplasm, microarray, macroarray, IRS scale, PD-LI.

(Postepy w Chirurgii Glowy i Szyi 2021; 2: 22-28)

Wprowadzenie

Badania immunohistochemiczne materiatu tkanko-
wego sg obecnie jednym z podstawowych elementéw
diagnostyki patomorfologicznej w chorobach zar6wno
nowotworowych, jak i nienowotworowych. Zastoso-
wanie paneli badaii immunohistochemicznych pozwala
na uscislenie diagnozy (a niekiedy jest jej niezbednym
warunkiem), okreslenie czynnikéw predykcyjnych oraz
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kwalifikacje wedlug schematéw leczenia. Sg one row-
niez istotnym elementem prac badawczych.

Rodzaj materiatu do badan
immunohistochemicznych
Badania immunohistochemiczne wykonywane sg na

r6znych rodzajach materiatlu zar6wno histologicznego
(tj. zawierajacego tkanke), jak i cytologicznego. Mate-
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rial histologiczny umozliwia uzyskanie bloczka parafi-
nowego, z ktérego mozna uzyska¢ od kilku do kilku-
dziesigciu preparatéw histologicznych, pozwalajacych
na wykonanie panelu oznaczen wielu markeréw na tym
samym fragmencie tkanki [1-3]. Material cytologicz-
ny, jesli nie jest przygotowany metodg cytobloku, jest
pod tym wzgledem ograniczony [1, 4]. Jeden rozmaz
umozliwia przeprowadzenie jednego oznaczenia im-
munohistochemicznego (ewentualnie kilku w przypad-
ku zestawéw wielokolorowych [4], ktére jednak nie sg
w powszechnym uzyciu) (ryc. 1).

Tradycyjnie odczyny immunohistochemiczne oce-
niane sg przez patologéw jakosciowo (pozytywny lub
negatywny) lub pétilosciowo (rézne skale i sposoby
oceny). Ocena ta jednak obarczona jest duza dozg su-
biektywnosci, co moze si¢ przektadaé na stabg powta-
rzalno$¢ wynikow (inter-observer variability, intra-
observer variability). Rozwigzaniem — przynajmniej
czesciowym — tego problemu byto opracowanie ré6znych
potilosciowych skal oceny odczynéw histochemicznych
[5, 6]. Nie eliminujg one catkowicie czynnika subiek-
tywnego, jednak pozwalaja na jego ograniczenie. Taka
skala powinna posiada¢ wlasng definicje, dawac powta-
rzalne i uzyteczne wyniki [7]. Do klasycznych skal oce-
ny naleza: Immunoreactive Score (IRS), Allred Score,
HER-2 score, H-Score.

Przygotowanie materiatu do badan

Warto podkreslié, ze na ostateczny wynik badania
immunohistochemicznego i jego zmiennos¢ sktada sie
wiele czynnikéw, takich jak rodzaj materiatu, stan tkan-
ki w momencie pobrania wycinka, szybkos¢ i jakosé
utrwalenia, zastosowane procedury laboratoryjne, za-
stosowane przeciwciata. Mogg one prowadzi¢ do bled-
nych wynikéw — falszywie ujemnych, falszywie dodat-
nich, silnego odczynu tta utrudniajacego znacznie oceng
[1-4]. Wigkszos¢ z tych czynnikéw lezy po stronie za-
ktad6éw patologicznych i ich oméwienie wykracza poza
ramy tego artykutu. Jest jednak jeden gtéwny czynnik,
za ktéry odpowiada w wigkszosci przypadkéw lekarz
klinicysta — prawidlowe zabezpieczenie i utrwalenie
materiatu. Standardowym medium utrwalajacym jest
formalina buforowana o stgzeniu 10% (co odpowiada
roztworowi formaldehydu o stgzeniu 4%) [1, 2]. Zada-
niem osoby lub zespolu pobierajacego materiat tkanko-
wy jest niezwloczne umieszczenie go w takim roztwo-
rze, prawidlowe oznaczenie prébki i mozliwie szybkie
przekazanie do zakladu patomorfologii. Duze materiaty
tkankowe mogg wymagaé nacig¢cia lub nastrzyknie-
cia formaling, ze wzglgdu na ograniczong szybkos¢,
7 jakq substancja ta przenika w glab tkanek. Wedlug
autoréw tego artykutlu optymalnym rozwigzaniem jest
szybkie dostarczenie materiatu do zaktadu patomorfo-
logii, gdzie patolog podejmuje decyzj¢ o ewentualnym

POSTEPY W CHIRURGII GEOWY | SYI 2/2021

rozcigciu lub nastrzyknigciu materiatu w celu lepszego
utrwalenia.

Skale oceny barwien
immunohistochemicznych

Wynik badania immunohistochemicznego otrzymy-
wany z zakladu patomorfologii czgsto zawiera uprosz-
czong informacje ,,reakcja lub brak reakcji”. Za tym wy-
nikiem kryje si¢ jednak wiecej elementéw, ktére choé
nie zawsze trafiaja do ostatecznego wyniku, biorg udziat
W ocenie barwienia.

Ocena barwienia immunohistochemicznego zawiera
w sobie nastepujace elementy:

1. Ocena intensywnosci zabarwienia. W wigkszosci
przypadké6w do oceny intensywnosci zabarwienia
(standardowo struktury, w ktérych obecny jest ba-
dany marker, wybarwiajg si¢ na kolor bragzowy; po-
zostale struktury sa bladoniebieskie) uzywa si¢ arbi-
tralnej czteropunktowej skali, gdzie 0 oznacza brak
reakcji, 1 — stabg reakcje, 3 — silny odczyn, a 2 — sto-
pienl posredni pomigdzy 1 a 3 [6, 7].

2. Ocena liczby wybarwionych komoérek (ocena frakcji).
Przewaznie dokonuje si¢ oceny liczby wybarwionych
komoérek badanych w stosunku do wszystkich oce-
nianych komérek, okreslajac procent wybarwionych
komorek. Nalezy zaznaczyé, ze konieczne jest wy-

Rycina 1. Przyklady preparatéw wybarwionych immunohistochemicznie.
0d lewej do prawej: preparat cytologiczny (rozmaz cytologiczny;
zawiera rozproszone pojedyncze komérki i grupy komérek, pozwala

na ich ocene cytologiczng i wykonanie zwykle jednego barwienia
immunohistochemicznego); preparat z biopsii gruboiglowej (core biosy),
wateczek tkankowy, oprécz oceny morfologii komérek pozwala na ocene
struktury badanej tkanki, jednak niewielka ilos¢ dostepnego materialu moie
ograniczac reprezentatywnos¢ prébki i liczhe moiliwych do wykonania
barwies immunohistochemicznych); standardowy preparat histologiczny
z materialu pooperacyjnego (fragment tkankowy; umoiliwia pelng oceng
histologiczng i immunohistochemiczng)
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odregbnienie w preparacie histologicznym populacji
komoérek podlegajacych i niepodlegajacych ocenie
[6]. Na przyktad w ocenie guzéw nowotworowych

Rycina 2. Przyklad reakdji jadrowej (marker p40) w rakv plaskonablon-
kowym. Wycinek przedstawia naciek nowotworowy pod blong sluzowq.

Strzatki brgzowe - reakcja jadrowa w komérkach nowotworowych; strzatki

niehieskie — komérki podscieliska niewykazujgce reakeji z przeciwciatem.
W badanym wycinku obecny jest réwniei nablonek blony sluzowej wyka-

konieczne jest odr6znienie komérek nowotworowych
od nienowotworowych (komérek podscieliska, pozo-
statosci tkanek nieobjg¢tych naciekiem, komoérek od-
czynu zapalnego) — jedynie komérki nowotworowe
bedg podlega¢ ocenie ekspresji danego biomarkera
(z pewnymi znaczacymi wyjatkami jak chociazby
ocena markera PDL-1). W niektérych klasyfikacjach
i systemach oceny za warunek miarodajnej oceny
przyjmowana jest okreslona minimalna liczba komé-
rek badanych, ponizej ktérej badany materiat uzna-
wany jest za niediagnostyczny.

. Rodzaj (lokalizacja) odczynu — bardzo istotne jest

okreslenie nie tylko intensywnosci lub frakcji wy-
barwionych komérek, lecz takze okreslenie struktur
komérkowych, ktére ulegajg wybarwieniu. Dany
biomarker moze wykazywac ekspresj¢ jadrowa, cy-
toplazmatyczng, blonowa, reakcj¢ typu dot (punk-
towa ekspresja w cytoplazmie) lub typu dim (staba
rozproszona reakcja). Tylko ekspresja biomarkera
we wlasciwej dla niego strukturze moze by¢ uznana
za wynik dodatni. Dla przyktadu, markery, takie jak
Ki67 (MIB1) lub p40, wykazuja ekspresje jadrowg —
wybarwienie cytoplazmy czy btony komdrkowej nie
bedzie w takim przypadku uznane za reakcj¢ pozy-
tywna.

. Sposéb wybarwienia populacji komérek badanych

(gdy frakcja nie jest réwna zeru lub bliska 100%) —
punktowy, rozlany, grupowy (ryc. 2-5).

zujgcy metaplazie plaskonablonkowq — komérki tego nablonka rowniei
wykazaly reakeje z przeciwciatem p40 — strzatki szare

Przyklady najeczesciej stosowanych skal
oceny badan immunohistochemicznych

Cle ) Skala IRS (tab. 1) ocenia zar6wno odsetek wy-
¥ barwionych komoérek, jak i dominujgcg intensywnos¢é

Lot

Rycina 3. Przyklad reakeji cytoplazmatycznej (marker CK5/6) w raku Y, Wer
plaskonablonkowym jamy ustnej. Wycinek pochodzacy z wnetrza IR SR = il
guza. Strzatki brgzowe — reakcja cytoplazmatyczna w komérkach Rycina 4. Przyktad reakdji blonowej (marker PD-L1) w rakv
nowotworowych; widoczne jest brgzowe wybarwienie cytoplazmy oraz plaskonablonkowym. Wycinek pochodzqcy z wnetrza guza. Widoczne jest
brak reakeji w centralnie potozonych jodrach komérkowych. Strzatki wybarwienie jedynie bton komérkowych (kolor brazowy), podczas gdy
niebieskie — komérki podscieliska niewykazujgce reakeji z przeciwciatem cytoplazma i jodra komérkowe sq niewybarwione (kolor bladoniebieski)
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barwienia. Procentowi wybarwionych komoérek przy-
pisywany jest nastgpnie jeden z pigciu progéw. Ocena
intensywnosci jest czterostopniowa. Punkty uzyskane
za frakcje i intensywnos¢ mnozy sie, uzyskujac maksy-
malnie 12 punktéw, a na ich podstawie klasyfikuje do
czterech ostatecznych kategorii [8, 9].

Allred score stosowany jest w ocenie obecnosci re-
ceptoréw hormonalnych w rakach piersi. Opiera si¢ na
podobnych zasadach — oceniana jest intensywnos¢ (0-3)
oraz frakcja wykazujacych barwienie komérek (0-5).
Uzyskane punkty sg nastgpnie dodawane, a nie mnozo-
ne jak w skali IRS [10, 11].

H-score, pierwotnie opracowany réwniez w nowo-
tworach piersi, ma dwa warianty: prostszy, oceniajacy
tylko intensywnos¢ (0-3) oraz bardziej ztozony, oce-
niajacy odsetek komoérek wybarwionych z okreslong
intensywnoscig i nadajacy im osobny mnoznik [12,
13]. Daje on rezultat w zakresie od 0 do 300 punktéw:
[1 x (% komorek 1+) + 2 x (% komobrek 2+) + 3 x (% ko-
morek 3+)].

System oceny HER-2 jest przyktadem skali oceny
Scisle zaleznej od barwionej struktury. Opiera si¢ na wy-
barwieniu btony komérkowej i tylko taki odczyn jest
brany pod uwage [9]. Wybarwienie bton ponizej 10%
komérek oznacza wynik negatywny ,,0”; staby i cze-
$ciowy odczyn blonowy w ponad 10% komoérek okre-
$lany jest jako ,,+1”, ale nadal uznawany za negatywny;
staby do umiarkowanego, ale kompletny odczyn btono-
wy (caly obwdd komorki jest wybarwiony), okreslany
jest jako ,,2+” — wynik graniczny; silny i kompletny od-
czyn btonowy w ponad 30% komorek oznacza wynik
pozytywny ,,3+”.

Innym przyktadem jest ocena markera PD-L1. Uktad
PD1/PD-L1 (programmable death protein 1 — PDI1,
PD-ligand 1 — PD-L1) bierze udzial w mechanizmie
ucieczki komérek nowotworowych spod nadzoru immu-
nologicznego organizmu. Modyfikacja szlaku PD1/PD-
L1 jest podstawg terapii immunologicznej stosowanej
w niektérych nowotworach [14]. Terapia ta jest zasadna
tylko u tych pacjentéw, u ktérych stwierdza si¢ ekspre-
sj¢ PD-L1 w obrebie nowotworu, dlatego tez badanie
immunohistocemiczne tego markera jest niezb¢dnym
elementem kwalifikacji do leczenia.

Sposdb oceny tego markera moze si¢ r6zni¢ w zalez-
nosci od przyjetego protokotu i narzadu, jakiego doty-
czy badanie [15, 16]. Przytaczamy ten przyktad, ponie-
waz znajduje coraz szersze zastosowanie w diagnostyce
rakow glowy i szyi.

W przypadku raka niedrobnokomérkowego ptuc
oceniana jest proporcja komérek nowotworowych
z kompletnym wybarwieniem btony komérkowej w sto-
sunku do wszystkich komérek dostgpnych w badaniu
(tumor proportion score — TPS). Stosowane sg trzy
przedzialy: ekspresja ponizej 1% komorek, ekspresja
w zakresie 1-49% komorek oraz ekspresja w zakresie
50% i wigcej [15, 16]. Ma to znaczenie w kwalifikacji
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cytologicznym. Rozmaz pochodzi z biopsii cienkoigtowej raka jamy ustnej.
Widoczne jest wybarwienie jgder komérek nowotworowych (kolor
brgzowy), w materiale obecne sq réwniei nieliczne komérki zapalne,
niewykazujace reakji (kolor bladoniebieski)

Tabela 1. Skala IRS (Immunoreactive score) — Remmele, Stegner

A - Odsetek komorek wybarwionych B — Intensywnos¢

barwienia

0: brak komérek wybarwionych 0: brak reakcji

1: < 10% komérek wybarwionych 1: reakcja staba

2: 10-50% komorek wybarwionych 2: reakcja umiarkowana

3: 51-80% komdrek wybarwionych 3: silna reakcja

4: > 80% komérek wybarwionych

Wynik IRS (A x B): 0-12

IRS — punkty/klasyfikacja: 0-1 — 0 = negatywny, 2—-3 — 1 = pozytywny,
staba ekspresja, 4-8 — 2 = pozytywny, umiarkowana ekspresja, 9-12 — 3 =

pozytywny, silna ekspresja.

do leczenia — przyktadowo pembrolizumab jest wdraza-
ny do leczenia, gdy ekspresja PD-L1 jest wysoka (trzeci
przedziat). Bardzo istotna jest tez reprezentatywnos¢é
probki — opisang powyzej ocen¢ immunohistochemiczng
mozna przeprowadzi¢ tylko na materiale zawierajgcym
minimum 100 zywych komoérek guza. Ogranicza to moz-
liwos¢ uzycia do tej oceny niektérych materiatéw (drob-
ne materialy biopsyjne, biopsja gruboigtowa, wycinki
7 guza objgtego masywng martwicg, cytologia), gdzie
material byt wystarczajacy do potwierdzenia nowotworu
ztosliwego, ale moze nie spetniaé kryteriow do oceny
pod katem PD-L1. Materiat drobny moze ulec tez zu-
zyciu w kostce parafinowej. Pierwsze skrawki (na pod-
stawie ktérych wykonano standardowe barwienie oraz
podstawowe barwienia immunohistochemiczne) moga
zawieraé wigkszg liczb¢ komérek nowotworowych niz
kolejne skrojenia przeznaczone do oceny PD-L1.

W przypadku raka szyjki macicy oraz raka pota-
czenia zolagdkowo-przetykowego w ocenie PD-L1 uzy-
wany jest inny schemat CPS (combined positive score)
uwzgledniajacy w zliczaniu komérek dodatnich rowniez
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komérki biorgce udzial w odpowiedzi immunologicz-
nej — limfocyty i makrofagi obecne w tym samym polu
widzenia przy powigkszeniu 20x. Uzyskang liczbe ko-
mérek dodatnich dzieli si¢ przez catkowitg liczbe zna-
lezionych komérek guza i mnozy przez 100. Otrzymany
wynik moze by¢ mniejszy niz 1 (CPS < 1) (co przyjmu-
je sie za brak ekspresji) lub rowny albo wigkszy niz 1
(CPS = 1) (przyjmuje si¢ za obecng ekspresje) [15, 16].

W przypadku rakéw ptaskonabtonkowych w obre-
bie glowy i szyi stosowany jest podobny schemat jak
opisany powyzej CPS (combined positive score), tyle
ze z wyodrgbnieniem trzech przedziatéw (CPS < 1;
CPS > 1; CPS > 20; przy czym juz przedzial drugi kwa-
lifikuje do terapii) [15, 16] (ryc. 6, 7).

Ocena wybarwienia markera p16, uzywanego po-
wszechnie jako substytut oceny zakazenia HPV [17,
18], uwzglednia nie tylko sposéb wybarwienia komo-
rek, lecz takze rozmieszczenie wybarwionych komdrek.
Za wynik pozytywny uznaje si¢ silng i jednolita reakcje
jadrowo-cytoplazmatyczng, obejmujaca komoérki pod-
stawne 1 przypodstawne nabtonka ptaskiego; reakcja
niejednolita, staba i/lub wylacznie cytoplazmatyczna,
uznawana jest za ujemng [19].

Mikromacierze i makromacierze

Ponizej przedstawiamy technike mikro- i makro-
macierzy. Sg one rozwinigciem metody immunohi-
stochemicznej, ktére umozliwiajg ocen¢ duzej liczby
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Rycina 6. Przyklad reakeji PD-L1 w raku plaskonabtonkowym pluca -
frakeje wykazujgcych reakcje komérek nowotworowych (TPS) oceniono na
90%. Wycinek pochodzqcy z wnetrza guza. Strzatki brgzowe — reakeja
blonowa w komérkach nowotworowych; strzatki niebieskie — komérki
nienowotworowego podscieliska niewykazujace reakeji z przeciwciatem.
W badanym wycinku obecny jest rowniei nablonek walcowaty btony
$luzowej drog oddechowych (strzatki szare), niewykazujgcy reakeji
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wycinkéw tkankowych przy redukcji kosztéw i czasu
potrzebnego na ich wykonanie [20-23]. Tradycyj-
ne barwienie immunohistochemiczne oznacza, ze na
jednym szkietku znajduje si¢ jeden fragment tkanko-
wy. W technice mikro- lub makromacierzy na jednym
szkietku umieszczanych jest wiele wycinkéw tkanko-
wych, jednoczesnie barwionych. Pozwala to zaosz-
czedzi¢ czas oraz pracg personelu, czynniki zuzyte do
barwienia oraz material tkankowy (ktérego pozostata
czgs¢ moze byé wykorzystana do innych badan). Za-
pewnia jednolitos¢ sSrodowiska barwienia w badanych
wycinkach, co sprzyja bardziej miarodajnej ocenie, jed-
nak mniejszy rozmiar badanych prébek moze rzutowaé
na wyniki w przypadku oceny heterogennych guzéw.
Mikro- i makromacierze znajdujg obecnie zastosowanie
gléwnie w badaniach naukowych, gdzie konieczna jest
ocena wielu przypadkéw jednoczesnie za pomocg tych
samych markeréw.

Technologia mikromacierzy tkankowych polega na
umieszczeniu na jednym preparacie przeznaczonym do
barwienia wielu reprezentatywnych wycinkéw tkanko-
wych z licznych badanych przypadkéw (dziesiatek czy
nawet setek). Materiat pozyskiwany jest przez wycigcie
cylindra tkankowego ze standardowego bloczka parafi-
nowego [22, 23]. Do jej zalet naleza oszczgdnos¢ mate-
riatu 1 odczynnikéw, jednolite srodowisko reakcji mini-
malizujace blad metody. Gléwnymi minusami sg maty
rozmiar prébki badanej tkanki, przez co heterogennosé
badanej zmiany moze mie¢ wptyw na uzyskany wy-
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Rycina 7. Przyklad reakeji PD-L1 w raku plaskonabtonkowym pluca -
frakeje wykazujgcych reakcje komérek nowotworowych (TPS) oceniono na
20%. Wycinek pochodzacy z wnetrza guza. Strzatka brgzowa - reakcja
blonowa w komérkach nowotworowych; strzatki szare — komorki
nowotworowe niewykazujgce reakeji; strzatki niebieskie — komorki
podscieliska, rownie niewykazujgce reakdji z przeciwcialem
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Rycina 8. Poréwnanie standardowego preparatu histologicznego
wybarwionego immunohistochemicznie (po lewej) oraz prostej
makromacierzy zawierajgcej pie¢ roinych wycinkow, wybarwionych jednym
przeciwcialem (po prawej)

nik, oraz brak standardéw w tworzeniu mikromacierzy.
Prébki tkankowe makromacierzy maja zwykle rozmiar
od 0,6 do 2,0 mm.

Technologia makromacierzy tkankowych jest po-
dobna do technologii mikromacierzy. Gtéwna réznica
jest rozmiar prébek umieszczanych na makromacie-
rzy — 4 mm lub wigcej. Prébki mogg zosta¢ pozyskane
z wykonanych wczesniej do innych celéw (np. diagno-
styki) standardowych bloczkéw parafinowych lub moga
zosta¢ pobrane z materialu pooperacyjnego konkretnie
w celu badania na makromacierzach [20, 21]. Makroma-
cierze majg t¢ przewage nad mikromacierzami, ze za-
pewniaja zacznie lepsza, bardziej reprezentatywng pro-
be heterogennych guzéw i sg latwiejsze technicznie do
wykonania. Minusem w poréwnaniu z mikromacierzami
jest mniejsza liczba badanych jednoczesnie prébek (od
kilku do 20 prébek na jedng makromacierz).

Mikro- i makromacierze stanowig material histolo-
giczny i podlegaja ocenie za pomoca skal stosowanych
w immunohistochemii, opisanych powyzej (ryc. 8).

Podsumowanie

Badania immunohistochemiczne sg preznie rozwija-
jacym sie dzialem patologii o znaczacych implikacjach
terapeutycznych. Bez tych metod nie mozna dokonad
prawidlowej diagnostyki ani wdrazy¢ leczenia celowa-
nego w duzej grupie pacjentéw z chorobami nowotwo-
rowymi. Dlatego tez wazna jest wsp6tpraca pomigdzy
patologami i klinicystami (w szczegdlnosci chirurgami)
oraz przyblizenie technik i zasad ceny preparatéw za
pomoca technik immunohistochemicznych.
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