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  مرحله قبل از  انجام آزمایش

    نمونه پذیرش :الف 

ت دسترسـی بـه   درصـور ( اطلاعـات بـالینی مـورد نیـاز      مشخصـات کامـل بیمـار و    درخواست انجـام آزمـایش همـراه بـا     -
 )نیستنیاز به این مورد  سامانه اطلاعاتی

ــاتولوژي اولیــه و آزمــایش ایمنوهیستوشــیمی انجــام شــده  - درصــورت دسترســی بــه ســامانه (  یــک نســخه از گــزارش پ
 )یستاطلاعاتی به این مورد نیاز ن

تاییـد   پـذیرش نمونـه پـس از   (بلوکهـاي پـارافینی حـاوي بافـت تومـورال قابـل تطبیـق بـا گـزارش آن           و H&E اسلاید -
ــت تومــورال   ــده ماننــد   تاییــد عــدم  ووجــود و کفایــت باف ــه کنن ــاد CIS1وجــود فاکتورهــاي مداخل ــه میــزان زی در  ب

 )گیرد انجام می توسط پاتولوژیست بلوکهاي ارسالی/بلوك

ــودن - ــخص نم ــه   مش ــاتیو اولی ــیون / فیکس ــان فیکساس ــدت زم ــینگ / م ــول  ( روش پروسس ــر از روش معم ــه غی چنانچ
 )انجام گرفته باشد

  FISH2لازم جهت انجام آزمایش  شرایط: ب

قبل از قرار دادن در  .ساعت در فیکساتیو قرار گیرند 1و در کمتر از مدت  ها باید بلافاصله بعد از برداشت کلیه نمونه -
 .برش داده شود و در صورت لزوم بین برشها گاز گذاشته شود mm 10تا  5 با ضخامتفیکساتیو،  نمونه باید 

  است% 10فیکساتیو مناسب براي این آزمایش فرمالین بافري  -

 .صورت تائید انجام گیرد اي و در فقط پس از انجام مطالعات مقایسه فیکساتیو دیگر، نوع استفاده از هر -

  .نیست استفاده از فیکساتیوهاي انعقادي حاوي الکل و کلرید جیوه مجاز -

 .توده باشد ار برابر حجمباید حداقل چه  میزان فیکساتیو - 

                                                             
1- Carcinoma in situ 
2- Fluorescence in situ hybridization 

  FISHبه روش   HER-2راهنماي انجام آزمایش 
 



2 
 

زیــرا ســبب ایجــاد نتــایج   شــود ســاعت توصــیه نمــی 48بــیش از ( اســت ســاعت 6-48: مــدت زمــان مطلــوب فیکساســیون - 
 FISHبــراي جلــوگیري از ایــن وضــعیت بایــد تغییراتــی در مرحلــه هضــم آنزیمــی هنگــام انجــام   .گــردد منفــی کــاذب مــی

   .)بوجود آورد

 مرحله انجام آزمایش

  هاي پارافینی تهیه برش از بلوك -الف
 .جدا باشنداز سایر کارهاي روزانه  FISHطور کلی بهتر است وسایل مربوط به تهیه اسلاید براي ب −

 .قبل از تهیه نمونه با الکل تمیز شوندهر بار باید  FISHمیکروتوم و سایر وسایل مخصوص تهیه اسلاید براي  −

 .باید از دستکش استفاده شود FISHهنگام تهیه برش براي  −

 .دنباش μm 6تا  4ها باید بین  ت برشضخام −

ــار مثبــت  − ــد داراي ب ــول    .باشــند 3اســلایدهاي مــورد اســتفاده بای ــوان از محل ــراي تهیــه ایــن اســلایدها مــی ت  ،APTES4ب
 .استفاده نمود 5یا پلی ال لیزین هاي مشابه سیلان

 .شوند قرار داده Cº60ساعت در دماي  1باید حداقل  ي تهیه شدهاسلایدهابلوك، پس از برش  −

 .هفته است 6اسلایدها قبل از انجام آزمایش  حداکثر زمان مجاز نگهداري −

منفـی باشـد، ایـن مـورد      FISHآزمـایش  نگهـداري شـده بودنـد و جـواب      FISHدر صورتی که اسلایدها به مدت طولانی قبـل از  : نکته 
  .دقید گردباید در جواب نهایی، 

  6زدایی پارافین  -ب
ممکـن اسـت متفـاوت     بسـته بـه دسـتورالعمل کیـت مـورد اسـتفاده       هـر مرحلـه   مراحل انجام و مدت زمـان  

 .باشد

 

  7آماده سازي اولیه –ج 
ــدهاي     − ــذف بان ــه ح ــن مرحل ــام ای ــدف از انج ــالین    ديه ــط فرم ــده توس ــاد ش ــولفیدي ایج ــردن   س ــاتوره ک ــز دن و نی

ــراي   DNAپروتئینهــا و جداســازي آنهــا از  ــراي هضــم ب مراحــل  پروتئینــی در فــراهم کــردن امکــان اثــر پروتئازهــا ب
 .بعدي است

 .ناشی از باقی ماندن پروتئین در زمینه شود تواند باعث ایجاد اتوفلورسانس این مرحله میزمان اندك  −

                                                             
3 Positive charged slides 
4 (3-aminopropyl)-triethoxysilane 
5 Poly-L-lysine 
6 Deparaffinization 
7 Pretreatment 
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بیشـترین آسـیب در ایـن مـوارد بـه غشـا       . توانـد منجـر بـه از بـین رفـتن مورفولـوژي گـردد        زمان بیش از حـد نیـز مـی    −
در کنـار غشـا هسـته    ) سـیگنال کنتـرول  (توجـه بـه قرارگیـري سـنترومرها      بایـد در نظـر داشـت بـا    . شود می واردهسته 

  . کنترل گردد تواند منجر به کاهش کاذب سیگنال این مورد می

   . تفاوتهایی دارند ،اند که بسته به نوع کیت مورد استفاده روشهاي متعددي براي این مرحله پیشنهاد شده −

  :هضم آنزیمی -د

در این  .هضم آنزیمی است که کفایت آن در نتیجه نهایی تاثیر مستقیم داردمرحله  FISH در آزمایش از مهمترین مراحل −
رود و امکان هیبریدیزاسیون  توفلورسانس زمینه از بین میا ،شوند هضم می DNAو باند شده به  مرحله پروتئینهاي زمینه

اما . دکنن توصیه میرا  Kسرین پروتئازها مانند پروتئیناز استفاده از  مرحلهبراي این ها  از پروتکل برخی. شود فراهم می
  .استفاده از کربوکسیل پروتئازها مانند پپسین ارجح است باهاي ملایم تر  روش

هـر چـه زمـان فیکساسـیون بیشـتر باشـد زمـان         .بسـته بـه زمـان فیکساسـیون اولیـه متفـاوت اسـت        طول مدت ایـن مرحلـه   −
مـورد اسـتفاده در   بـازه زمـانی و غلظـت پپسـین     بایـد بـه ایـن نکتـه توجـه داشـت کـه         .نزیمی باید طولانی تـر باشـد  هضم آ

زمـان هضـم آنزیمـی بایـد بـراي بافتهـاي گونـاگون بـه صـورت تجربـی در            .براي کیتهاي مختلـف متفـاوت اسـت    این مرحله
 .هر آزمایشگاه استاندارد شود

 قابل ارزیابی استزیر کفایت این مرحله به سه روش  −

 رسانسمیزان اتوفلو .1

 هسته DNAپذیري فلوئورسنس  کیفیت رنگ .2

 توزیع سیگنالمیزان  .3

بــه اسـلاید اضــافه  رنـگ فلوئورســانس مخصـوص هسـته    شستشـو و خشــک کـردن اسـلاید، مقــداري     ،پـس از هضـم آنزیمــی   −
ــود ــگ    هنم ــت رن ــکوپ، اتوفلورســانس و کیفی ــر میکروس ــذیري و در زی ــی پ ــیرا بررس ــاییم م ــودن   .نم ــافی ب ــورت ناک در ص
 .مجددا هضم آنزیمی را با زمان مناسب تکرار کرد باید ،هضم آنزیمیمیزان 

  )دھنده ھضم آنزیمی ناکافی است نشان(  اتو فلورسانس -١
ــه       ــا ب ــدن آنه ــاقی مان ــه ب ــر ب ــا منج ــافی آنه ــم ناک ــتند و هض ــانس هس ــیت اتوفلورس ــا داراي خاص ــل   پروتئینه ــوص در داخ خص

  . گیرد ناشی از پروتئینها معمولا در طیف رنگی سبز قرار مینس اتوفلورسا. شود سیتوزول و فضاهاي بین سلولی می
 .وجود اندکی اتوفلورسانس در هسته معمولا طبیعی است −

 .شودها  تداخل در هیبریدیزاسیون ناشی از باقی ماندن پروتئین تواند باعث میزیاد بودن اتوفلورسانس  −

تهیـه شـده بـراي انجـام آزمـایش      اسـلاید   ، سـلولی  در سـیتوزول و مـاتریکس بـین    فلورسـانس اتـو  در صورت زیـاد بـودن    −
 .قابل قبول نیست

 .کند و در ارزیابی هضم بیش از اندازه نقشی ندارد اتوفلورسانس تنها امکان ارزیابی هضم اندك را فراهم می −

  فلورسانس ھستھکیفیت رنگ -٢
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آمیــزي هســته  هــاي فلورســانس بــراي رنــگ هســتند کــه در روش DNAمــواد فلورســانس متعــددي داراي خاصــیت اتصــال بــه  
  است 8DAPIروند که شایعترین آنها  کار می به

 .موثر است در ارزیابی هضم آنزیمیپذیري هسته  بررسی کیفیت رنگ −

 .خواهد بودرنگ هسته هتروژن  نتیجهو در شود  اختلال در این اتصال می سبب ایجاد ناکافی هضم آنزیمی −

 .شود و از هم گسیختگی غشا هسته می 9یش از حد باعث ایجاد اشکال حلقه ايهضم آنزیمی ب −

  توزیع سیگنالمیزان  -3
ــدا مرکــز هســته از بــین مــی  افــزایش ســیگنال و   HER2رود کــه ایــن امــر باعــث کــاهش ســیگنال   در هضــم بــیش از حــد ابت

 .گرددباید تکرار  FISH حالت آزمایشدر این . شود می HER2کنترل نسبت به سیگنال 

 
  دناتوراسیون و هیبریدیزاسیون -ه

ــالا از حالــت دو رشــته DNAو  داردر مرحلــه اول بایــد پــروپ مــارکر − ســپس در  .ایــی خــارج شــوند نمونــه، در دمــاي ب
 .شود متصل مینمونه  DNAروي تر پروب مارکردار به توالی مکمل خود  پایین دماي 

ــیون از  − ــراي دناتوراس ــد،ب ــتفاده مــی  pH ترکیــب فورمامی ــا اس ــد غلظــت( شــود و دم ــراي  فورمامی ــدي ب ــا و زمانبن ، دم
 .)وت استکیتهاي مختلف متفا

ــیون   − ــاي اختصاصــی  پــس از دناتوراســیون، هیبریدیزاس ــا پروبه ــا و ب ــط کیــت  در دم ــیه شــده توس ــام  ،زمــان توص انج
 .)به روش دستی یا با استفاده از هیبریدایزر(شود  می

ــروب اضــافپــس از هیبریدیزاســیون  − ــا و زمــان توصــیه شــده در کیــت حــذف    پ ــافر شستشــو در دم ــا اســتفاده از ب ی ب
 .شود می

 .گیرد میري انجام شود و لامل گذا میاضافه  هابه اسلایدرنگ فلورسانس هسته پس از شستشو  −

 .نگهداري شوند و قبل از مطالعه در دماي اتاق قرار گیرند – C20اسلایدها باید در دماي  −

  بررسی اسلایدها -و
 

 :شوند رعایت باید زیر موارد شمارش و بررسی براي

ایــن اســلاید بایــد  ،بــرش 10از نمونــه تهیــه شــود و بــه ازاء هــر  E&Hدر هــر مــورد بایــد بــه طــور همزمــان اســلاید  −
 .تجدید گردد

ــابی اســلاید  − ــابی   E&H، اســلاید FISHقبــل از ارزی ــد توســط پاتولوژیســت مســوول ارزی ــازبFISHبای ینی و نقــاط ، ب
 .دنظر براي شمارش تعیین گردمورد 

 .بازیابی گردند FISHو همزمان روي اسلاید  هدمشخص ش H&Eمحل تومور باید در روي اسلاید  −

                                                             
8 4',6-diamidino-2-phenylindole  
9 Doughnut 
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بازیـابی شـوند تـا از شــمارش     FISHو روي اســلاید  هاســلاید بایـد مشـخص شـد   در و نامناسـب   هنکـروز  قسـمت هـاي   −
 .در این مناطق پرهیز شود

درصــد بـالایی از مــوارد   .بایـد مشـخص شــود تـا از شــمارش در ایـن منـاطق پرهیــز گـردد        situ Inمحـل کارسـنیوم    −
جـر بــه آمــار مثبــت  توانــد من مثبـت هســتند کــه عـدم توجــه بــه ایــن مـورد مــی    HER2از نظــر  situ Inکارسـنیوم  

 .کاذب فراوان شود

سـکن شــود  ا FISHید تمـام قســمتهاي تومـورال اســلا  ابتــدا بایـد   H&Eبـا اســلاید   FISHپـس از مطابقـت اســلاید    −
ــا هتروژنســ ــراي شــمارش انتخــاب   ســپس . یتی احتمــالی شناســایی گــرددت ــه صــورت تصــادفی ب حــداقل دو نقطــه ب

اگــر در اســکن اولیــه بصـورت هتــروژن قســمتهایی داراي ســیگنال مثبــت بودنـد آن منــاطق بایــد بــراي بررســی    .شـود  
 .درصد هتروژنسیتی براي شمارش انتخاب شوند

. انتخـاب شـود   ،منطقـه بایـد بصـورت رانـدوم از میـان سـلولهاي داراي حـداقل معیـار شـمارش          شمارش سـلولی در هـر   −
ــ ــالم و حــداقل وجــود یــک       نای ــادگی، غشــا ســلولی س ــم افت ــدون روي ه ــد از وجــود ســلول تکــی ب ــا عبارتن معیاره

ــیگنال  ــرل در آن    HER2س ــیگنال کنت ــک س ــرل  (و ی ــورت اســتفاده از کنت ــت بــراي     ).در ص ــده اس ــنهاد ش پیش
ــراي شــمارش توســط    در انتخــاب خطــایري ازجلــوگ ــراي شــمارش، انتخــاب ســلولها ب ــا ســیگنال بیشــتر ب ســلولهاي ب
 .انجام شود DAPIفیلتر 

 .براي دیدن تمام سیگنالها در یک هسته نیاز به تغییر فوکوس وجود دارد −

ایـن دو منطقـه   مهمترین نکتـه در شـمارش، وجـود حـداقل دو منطقـه تومـورال در اسـلاید تهیـه شـده و شـمارش در            −
 .است

 .در این مناطق شمارش شوند سلول باید 20حداقل  −

 .آموزش دیده به طور جداگانه انجام شود تکنیسین 2شمارش باید توسط  −

ــد توســط پاتولوژیســت  − شــود و کــل اســلاید از نظــر هتروژنســیتی توســط پاتولوژیســت   تائیــد شــمارش و محــل آن بای
 .اسکن گردد

ــوارد مثبــت، منفــی و  مزمــان نمونــه هــايدر هنگــام شــمارش بایــد بــه طــور ه  − نامشــخص بررســی   کنتــرل شــامل م
نـامعتبر  کـاري   هـاي تهیـه شـده در سـري     نمونـه  کـل  ،هـا  اشـکال در نتیجـه کنتـرل   هـر گونـه   در صورت وجود گردد و 

اقــدامات انجــام شــده و نتــایج (کــل رونــد بایــد تکــرار گــردد  ،و پــس از شناســایی و رفــع نقــص و غیرقابــل قبــول بــوده
 ).ثبت شوندت آمده باید بطور کامل بدس

در صــورت و ) معمــولاً قرمــز رنــگ، بــه بروشــور کیــت مراجعــه شــود ( HER2در هــر ســلول بایــد تعــداد ســیگنالهاي  −
ــی،  ــی قســمت ســنترومر کرومــوزم  اســتفاده از کنتــرل داخل معمــولاً ســبز رنــگ، ) (CEP 17( 17ســیگنالهاي کنترل
 .دنشمارش گرد) به بروشور کیت مراجعه شود

ــدد    − ــدن ع ــت آم ــه دس ــی ( HER2/CEP17در نســبت  8/1 – 2/2در صــورت ب ــرل داخل ــوارد اســتفاده از کنت  )در م
ــددي از  ــا ع ــا  4ی ــدم اســتفاده از  ( HER2در شــمارش  6ت ــوارد ع ــیدر م ــرل داخل ــد ) کنت ــز   20بای ســلول دیگــر نی
ورتی کـه نتیجـه   ، تسـت بایـد تکـرار گـردد و در ص ـ    ندد فـوق حاصـل شـد   اعـد امجـددا  در صـورتی کـه   . شمارش شـوند 
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ــود مجــدد نیــز  در ایــن مــوارد  .آزمایشــگاه نتیجــه تاییــد گــردد مجــدد در همــان IHCبایــد توســط انجــام یکســان ب
 .قرار گیرند 10تراستوزومابتحت درمان با  2پیشنهاد شده است موارد با نسبت بالاي 

ــه  − ــمارش نتیج ــک از  ش ــر ی ــینه ــا تکنیس ــام      ه ــانگین خ ــت می ــود و در نهای ــت ش ــه ثب ــمارش اولی ــرم ش ــد در ف بای
ــیگنالهاي  ــبت  HER2 ،CEP17سـ ــی  ( HER2/CEP17و نسـ ــرل داخلـ ــتفاده از کنتـ ــوارد اسـ ــبه  )در مـ محاسـ

 .گردد

 .نتیجه نهایی باید توسط پاتولوژیست مسوول تایید گردد و در برگه شمارش ثبت شود −

  :شودآن موارد زیر ثبت در در هر آزمایشگاه باید یک فرم شمارش تهیه گردد که  −
ü     ــه، نتیجــه ــاتولوژي اولی ــخیص پ ــار، تش ــذیرش بیم ــام و شــماره پ ــاریخ، ن ــورد  Lot، شــماره  IHCت کیــت م

 استفاده
ü  وضــعیتHER2  وCEP17  ــر یــک از ــر اســت  (ســلول شــمارش شــده   20در ه ــراي ثبــت جــدولی بهت ب

 )فرم طراحی شوداین موارد در 

ü  آمار نهایی کل سیگنالها و نسبتHER2/CEP17 )در موارد استفاده از کنترل داخلی( 

ü زومی و هتروژنسیتی وجود پلی 

ü  تفسیر نهایی 

ü بررسی کننده اسلایدهاپاتولوژیست و  ها نام تکنسین 
 

  در هنگام شمارش سیگنالها  مهم نکات -ز
 

انـد بایـد بـه عنـوان یـک       مسـاوي یـک سـیگنال از یکـدیگر قـرار گرفتـه       یـا  دو سیگنال هم اندازه کـه بـه فاصـله کمتـر     −
 .سیگنال در نظر گرفته شوند

ــا یــک رنــگ تــک(دارنــد  یــک نــوع ســیگنالهــایی کــه  هســته − در شــمارش  هســتند، یــا بــدون ســیگنال) ســیگنال ب
 .شوند محاسبه نمی

در قسـمت خـارج از روي هــم   ي ه کلیـه ســیگنالها اسـت چنانچ ـ روي هـم افتــاده   هـا  هســته مـواردي کـه قسـمتی از    در −
 .افتادگی باشند شمارش بلامانع است و به تعداد سیگنالها باید انجام شود

 .نباید انجام شود دارندروي هم افتادگی سلول ها کاملا در قسمتهایی که شمارش  −

 .از حد نباید شمارش شوند بیش سلولهاي با هضم شدگی −

ــوارد − ــهدر م ــزان  ي ک ــیون می ــاد HER2آمپلیفیکاس ــه    زی ــورت خوش ــه ص ــیگنالها ب ــت س ــع  ا اس ــته تجم ي در هس
در ایــن توجــه بــه ایــن نکتــه ضــروري اســت کــه . در ایــن مــوارد تعــداد ســیگنالها بایــد تخمــین زده شــوند. یابنــد مــی

ــیگنال    ــت س ــن اس ــت ممک ــد  CEP17حال ــر دور بمان ــراي. از نظ ــوگیري از ب ــی     جل ــر تک ــد از فیلت ــت بای ــن حال ای
 .را مشاهده نمود CEP17د تا بتوان تنها سیگنالهاي استفاده شو CEP17مخصوص سیگنال 

                                                             
10 Trastuzumab 
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 زومی  پلی  - ح

زومــی  در مــوارد پلــی. همــراه اســت HER2کپــی ژن  6تــا  4شــود کــه بــا  تومورهــاي پســتان دیــده مــی% 8زومــی در  پلــی
یــا  mRNAدیــده شــده اســت کــه در اغلــب مــوارد ) HER2بــه همــراه افــزایش متنــاظر  CEP17یــا بیشــتر  3شــامل (

تــا  4از جـه شــمارش  یکــه نت CEP17بــدون  HER2ایــن حالـت در مــوارد بررسـی   . یابــد افــزایش نمـی  HER2پـروتئین  
  . دهند نیز تایید شده است نشان می 6

شـود   زومـی بـه عنـوان نتیجـه مثبـت در نظـر گرفتـه نمـی         بنابراین طبق شواهد موجود در حال حاضـر پلـی  
  .ولی باید در گزارش نهایی به آن اشاره شود

  )GH11(ژنتیکی  یتیسنهتروژ -ط

مـوارد عـدم اسـتفاده از کنتـرل داخلـی یـا نسـبت         در  HER2سـیگنال   6سـلول بـا شـمارش بیشـتر از     % 50تـا   5وجود بین 
HER2/CEP17  ــین ــا  8/1ب ــی   د 2/2ت ــرل داخل ــتفاده از کنت ــوارد اس ــی    ،ر م ــیگنال طبیع ــلولهاي داراي س ــان س  ،در می

شـمارش یـا نسـبت نهـایی در      ،سـلولها بـا شـرایط فـوق    % 50بـدیهی اسـت در صـورت وجـود بـیش از     . است GHبیانگر وجود 
  .گروه با نتیجه مثبت قرار خواهد گرفت

 در شمارش علاوه بر نتیجه نهایی باید عبارت زیر نیز ارائه شود GHدر صورت وجود  •
‘‘HER2 Genetic Heterogeneity is present. See comment.’’ 

 :تکمیلی باید موارد زیر گزارش شوند 12توضیحدر  •

o دهنده هتروژنسیتی درصد سلولهاي نشان 

o 14، تجمعی13پراکنده(هاي منفی  نحوه آرایش این سلولها در میان سلول( 

o   شـمارش یـا نسـبت سـیگنالی در آن منطقـه بایـد جداگانـه ارائـه شـود و وجـود            ،در موارد آرایـش تجمعـی
 .گزارش شود H&Eمنطقه با مراجعه به اسلاید هیستولوژي متفاوت احتمالی در آن 

ابـل اعتمـاد نیسـت و    در نمونـه بیوپسـی بایـد گـزارش نمـود کـه نتیجـه بـه دسـت آمـده ق           GHدر صورت مشـاهده   •
 .مونه اصلی تکرار شودبهتر است روي ن

ــر روش درمــانی مشــخص نیســت و نیازمنــد انجــام تحقیقــات   GHدر حــال حاضــر اهمیــت کلینیــک وجــود   • و تغیی
 .بیشتر است

 شرایط نیازمند تکرار آزمایش  -ي

 سلولها % 25ها در بیش از  ضعیف بودن سیگنال −
                                                             
11 Genetic Heterogeneity 
12 Comment  
13 Scatterd 
14 Cluster 
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 سیگنالها در داخل سیتوپلاسم  % 10وجود بیش از  −

 وجود اتوفلورسانس شدید در سیتوپلاسم و ماتریکس زمینه  −

 تومورال در اسلاید وجود کمتر از دو منطقه −

 سلول تومورال 20وجود کمتر از  −

 عدم امکان افتراق مناطق کارسینوم درجا از کارسینوم مهاجم در صورت مثبت بودن مناطق کارسینوم درجا −

 هاي کنترل پذیري مناسب نمونه عدم رنگ −

  نتایجتفسیر – ك

ــت − ــیگنالهاي م :مثب ــانگین س ــتر از  HER2ی ــته  6بیش ــر هس ــه ازاء ه ــدد ب ــیگنال   ع ــتفاده از س ــدم اس ــوارد ع در م
ــی  ــرل داخل ــبت   کنت ــا نس ــتر از  HER2/CEP17ی ــیگنال    2/2بیش ــتفاده از س ــوارد اس ــوان   CEP17در م ــه عن ب

  کنترل داخلی
ــخص − ــیگنالهاي  : 15نامش ــانگین س ــا  4از  HER2می ــته   6ت ــر هس ــه ازاء ه ــیگنال    ب ــتفاده از س ــدم اس ــوارد ع در م

ــا نســبت  کنتــرل داخلــی ــا  8/1بــین  HER2/CEP17ی ــوان  CEP17در مــوارد اســتفاده از ســیگنال  2/2ت ــه عن ب
  کنترل داخلی

ــی − ــانگین ســیگنالهاي : منف ــر از  HER2می ــر هســته   4کمت ــه ازاء ه ــرل  ب ــوارد عــدم اســتفاده از ســیگنال کنت در م
ــی ــبت   داخل ــا نس ــر از  HER2/CEP17ی ــیگنال    8/1کمت ــتفاده از س ــوارد اس ــرل    CEP17در م ــوان کنت ــه عن ب

 یداخل

 .تعویض بلوك حل نشود یاکه با تکرار  "ي"موجود در بند وجود هر یک از شرایط : 16قابل تفسیر غیر −

شــرایط بــالینی و  .دیــده شــده اسـت  HER2در مـورد   FISHو  IHCمــوارد عــدم تطـابق بــین نتیجــه  % 4لازم بـه ذکــر اسـت در   
  .ام لازم در این موارد هنوز تبیین نشده استاقد

  گزارش نهایی – ل
ü  گزارش نهایی باید حاوي اطلاعات زیر باشدبرگه: 

o مشخصات بیمار 

o مشخصات پزشک درخواست کننده 

o تاریخ پذیرش و تاریخ گزارش 

o  شماره پذیرش(مشخصات نمونه( 

o محل نمونه 

o  نمونه تازه یا بلوك به همراه مشخصات آن(نوع نمونه( 
                                                             
15 Equivocal  
16 Not interpretable  
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o فیکساتیو استفاده شده  

o  در صورت اطلاع(زمان فیکساسیون( 

o  نام روش مورد استفادهمشخصات و 

o 17کفایت نمونه 

o که باید شامل اطلاعات زیر باشد نتیجه: 

o تعداد سلولهاي شمارش شده 

o تعداد افراد مطالعه کننده 

o و توضیح تکمیلی در هر مورد یتی در صورت وجودسزومی و هتروژن اشاره به پلی 

o  میانگین تعداد سیگنالهايHER2 به ازاء هر هسته 

o اي میانگین تعداد سیگنالهCEP17 در صورت استفاده از کنترل داخلی( به ازاء هر هسته( 

o  نسبتHER2/CEP17 )در صورت استفاده از کنترل داخلی( 

o نهاییتفسیر 

ü  غیر قابل تفسیربه صورت مثبت، نامشخص، منفی یا 

 .مجدداً انجام شود باید در گزارش نهایی ذکر گردد IHCدر صورتی که در طی کار به هر دلیلی 

 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                             
17 Adequecy 
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  HER2 FISHکیفیت آزمایش  نحوه تضمین
  
 18  اولیهگذاري  صحه -1

 .صحت کار خود را ارزیابی نماید قبل از شروع آزمایشباید  HER-2هر آزمایشگاه متقاضی انجام  −

ــایشارزیــابی بایــد  − ــر آزم ــا   FISHمشــابه  در براب ــبلا  IHCی ــات رســیده صــحت کــه ق ــه اثب اســت در همــان  آنهــا ب
 .دگیرجام آزمایشگاه دیگر انآزمایشگاه یا 

مثبـت و منفـی انجــام شـود کـه ایـن کــار بـا بررسـی نتــایج         سـري نتــایج هـر دو   بـراي تشخیصـی بایــد   صـحه گـذاري   −
 .شود میمنفی قبلی انجام نتیجه نمونه با  100تا  25مثبت قبلی و  نمونه با نتیجه 100تا  25 مربوط به 

. دنداشــته باشـ ـهمخــوانی  یکــدیگربــا مــوارد % 95یش از بــهــر دو گــروه مثبــت و منفــی در    بایــد در   نتــایج −
)Concordance> 95%( 

 .اولیه باید ثبت و نگهداري شوند ه گذاريصح سوابقکلیه  −

ــه روش  HER2جهــت کســب مجــوز آزمــایش  دســتورالعمل صــحه گــذاري و ســوابق مربــوط بــه انجــام آنهــا ارائــه  − ب
FISH الزامی است. 

 .باید به صورت سالیانه تجدید شود و مدارك آن نگهداري گردد صحه گذاري −

فیکساســیون تــا تغییـر در نحــوه  از  اعــم، شـامل کلیــه مراحــل  آزمــایشهــر گونــه تغییـر در رونــد انجــام  پـس از ایجــاد   −
  باید صورت پذیرد  مجدداًي ه گذارصح ،زمان تفسیر تست

  یتکیفداخلی کنترل  -2

ثبـت   و بـراي هـر کیـت جدیـد      اري وک ـسـري  در هـر  ) مثبـت، منفـی، نامشـخص   (سـه گانـه    استفاده از کنتـرل هـاي   - 1
 نتایج آنها 

 کالیبر نمودن دستگاهها به خصوص میکروسکوپ فلورسانس - 2

 و ثبت سوابق  انجام اقدامات مربوط به کنترل و نگهداري دوره اي دستگاهها - 3

 لامهاي استاندارد براي بررسی کیفیت میکروسکوپ فلورسانس و ثبت دوره اي نتایج  استفاده از  - 4

 و ثبت سوابق دما در مراحل مختلف هیبریدیزاسیون، شستشو و بعد از هیبریدیزاسیون کنترل - 5

  براي کنترل دما /+ -oC1وجود دماسنج کالیبره در آزمایشگاه با بازه دمایی  -6

   )PT 19( آزمون مهارت آزمایی  -3
 .شرکت نماید وندر آزم طبق ضوابط کشوريباید انجام می گیرد ،  HER2 که در آن آزمایشهر آزمایشگاه  −

                                                             
18 Internal Validation 
19 Proficiency testing 
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 ــ − ــر آزم ــول    PTون در ه ــه مجه ــخص نمون ــداد مش ــی   تع ــرار م ــابی ق ــورد ارزی ــه  م ــرد ک ــده در   گی ــت آم ــایج بدس نت
 .باشند همخوانی داشتهنمونه هاي ارسالی  مربوط به نتایجبا موارد % 90باید در  آزمایشگاه

بــازنگري در  بــدنبال(اصــلاح شــرایط  تــا زمــانانجــام آزمــایش بایــد ،  %90عــدم رســیدن بــه حــد نصــاب   صــورتدر  −
و شـرح اقـدامات اصـلاحی     شـرایط علـل عـدم انطبـاق رخ داده شـده      در ایـن . متوقـف گـردد  ) روشها و اصـلاح رونـدکار  

 .دگردباید ثبت 
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Summary of ASCO/CAP HER2 Guideline 
Recommendations 

Optimal algorithm for HER2 testing 
Recommendation: 
Positive for HER2 is either IHC HER2 3+ (defined as uniform intense membrane staining of > 30% of invasive 
tumor cells) or FISH amplified (ratio of HER2 to CEP17 of >2.2 or average HER2 gene copy number >six 
signals/nucleus for those test systems without an internal control probe). 
Equivocal for HER2 is defined as either IHC 2+ or FISH ratio of 1.8–2.2 or average HER2 gene copy number four 
to six signals/nucleus for test systems without an internal control probe. 
Negative for HER2 is defined as either IHC 0-1+ or FISH ratio of <1.8 or average HER2 gene copy number of <four 
signals/nucleus for test systems without an internal control probe. 
Comments: 
These definitions depend on laboratory documentation of the following: 
1. Proof of initial testing validation in which position and negative HER2 categories are 95% concordant with 
alternative validated method  
or same validated method for HER2. 
2. Ongoing internal QA procedures. 
3. Participation in external proficiency testing. 
4. Current accreditation by valid accrediting agency. 

Optimal FISH testing requirements 
Recommendation: 
Fixation for fewer than 6 hours or longer than 48 hours is not recommended. 
Test is rejected and repeated if: 
• Controls are not as expected. 
• Observer cannot find and count at least two areas of invasive tumor. 
• >25% of signals are unscorable due to weak signals. 
• >10% of signals occur over cytoplasm. 
• Nuclear resolution is poor. 
• Autofluorescence is strong. 
Interpretation done by counting at least 20 cells; a pathologist must confirm that counting involved invasive tumor. 
Sample is subjected to increased counting and/or repeated if equivocal; report must include guideline-detailed 
elements. 

Optimal IHC testing requirements 
Recommendation: 
Fixation for fewer than 6 hours or longer than 48 hours is not recommended. 
Test is rejected and repeated or tested by FISH if: 
• Controls are not as expected. 
• Artifacts involve most of sample. 
• Sample has strong membrane staining of normal breast ducts (internal controls). 
Interpretation follows guideline recommendation. 
• Positive HER2 result requires homogeneous, dark circumferential (chicken wire) pattern in >30% of invasive 
tumor. 
• Interpreters have method to maintain consistency and competency. 
Sample is subjected to confirmatory FISH testing if equivocal based on initial results. 
Report must include guideline-detailed elements. 
Wolff AC, Hammond ME, Schwartz JN, et al. American Society of Clinical Oncology/College of American 

Pathologists guideline recommendations for human epidermal growth factor receptor 2 testing in breast cancer. Arch 

Pathol Lab Med. 2007;131:18–43. 
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Optimal tissue handling requirements*  

*Revised per the 2011 ASCO/CAP Clinical Notice on HER2 and ER/PgR  
Recommendation:  
Time from tissue acquisition to fixation should be ≤ one hour; samples for HER2 testing are fixed in neutral 
buffered formalin (NBF) for 6–48 hours; samples should be sliced at 5–10mm intervals after appropriate gross 
inspection and margins designation and placed in sufficient volume of neutral buffered formalin. If tumor comes 
from remote location, it should be bisected through the tumor on removal and sent to the laboratory immersed in a 
sufficient volume of NBF. Cold ischemia time, fixative type, and time the sample was placed in NBF must be 
recorded.  
Sections should ideally not be used for HER2 testing if cut > 6 weeks earlier; this may vary with primary fixation 
for storage conditions.  
Time tissue is removed from patient, time tissue is placed in fixative, duration of fixation, and fixative type must be 
recorded and noted on accession slip or in report.  

Optimal internal validation procedure  
Recommendation:  
Validation of test must be done before test is offered.  
Initial test validation requires 25–100 samples tested by alternative validated method in the same laboratory or by 
validated method in another laboratory.  
Proof of initial testing validation in which positive and negative HER2 categories are 95% concordant with 
alternative validated method or same validated method for HER2.  
Ongoing validation should be done biannually.  

Optimal internal QA procedures  
Recommendation:  
Initial test validation.  
Ongoing quality control and equipment maintenance.  
Initial and ongoing laboratory personnel training and competency assessment.  
Use of standardized operating procedures including routine use of control materials.  
Revalidation of procedure if changed.  
Ongoing competency assessment and education of pathologists.  

Optimal external proficiency assessment  
Recommendation:  
Participation in external proficiency testing programs with at least two testing events (mailings)/year.  
Satisfactory performance requires at least 90% correct responses on graded challenges for either test.  
• Unsatisfactory performance will require laboratory to respond according to accreditation agency program 
requirements.  

Optimal laboratory accreditation  
Recommendation: 
Onsite inspection every other year with annual requirement for self-inspection.  
• Reviews laboratory validation, procedures, QA results and processes, results and reports.  
• Unsatisfactory performance results in suspension of laboratory testing for HER2 for that method.  
Abbreviations: HER2, human epidermal growth factor receptor 2; IHC, immunohistochemistry; FISH, fluorescent in 

situ hybridization; QA, quality assurance; NBF, neutral buffered formalin; ASCO, American Society of Clinical 

Oncology; CAP, College of American Pathologists 


