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Резюме
В лекции проф. С. В. Петрова -  одного из ведущих онкоморфологов нашей сфаны, специалиста в области молекулярно
генетических методов исследования опухолей -  представлены обобщенные материалы автора и его сотрудников, 
накопленные почти за 20 лет работы в области ИГХ-диагностики опухолей. Лекция посвящена одному из наиболее 
актуальных вопросов современной онкоморфологии -  возможностям и ограничениям иммуногистохимического метода 
в клинической онкологии.
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Summary
In the lecture Professor S. V. Petrov -  is one of the leading oncomorphological in our country, a specialist in the area of 
molecular-genetic methods -  generalized materials of the author and his collaborators, accumulated almost 20 years of 
experience in the area of immunohistochemical diagnostics of tumors. The lecture is devoted to one of the most pressing issues 
of modern oncomorphology -  opportunities and limitations immunohistochemical method in clinical Oncology.
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В настоящее время диагноз злокачественной опухоли 
основывается на комплексном клинико-морфологическом 
анализе с привлечением, при необходимости, результа
тов дополнительных щггогенетичсскнх и молекулярно- 
биологических методов исследования, в том числе 
иммуногисто-цитохимии (ИГХ).

Считается, что применения иммуногнсто(цито)химии 
требует диагностика 25%-35% злокачсствсшгых опухолей. 
Следует особо подчеркнуть, что может не быть соответ
ствия между степенью дифференцировки на гистологиче
ском II HM?«!yHCrUCTOXlL'.:;r-lCCXDM уровне. К ИтМуИОГИСТОХИ- 
мической верификации как раз чаще нуждаются опухоли 
гистолоппески нгакодифференцированные, вызывающие 
наибольшие трудности при световой микроскопии. Обяза
тельным является ИГХ анализ лимфом, мягкшканых сар
ком, рака молочной железы и ряда друшх опухолей.

Для ИГХ-анапиза опухолей и их метастазов использу
ется широкий спектр маркеров, к которым можно отнести: 
тканеспсцифнчныс (белки промежуточных филаментов - 
ПФ, компоненты базальной мембраны - БМ, рецепторы и 
др.), питоспепифичные (CD-антигены лейкоцитов, факто
ры транскрипции, миоглобии, гладкомышечный актин, ти- 
реоглобулин и др.), маркеры пролиферации (Ki-67 и др.), 
опухоль-ассоциированные антигены (СА 15-3, СА-125, СА

19-9 и др.), опухолевые маркеры: онкофстальныс антиге
ны (альфа-фетопротеин, РЭА и др.), гормоны, ферменты, 
а также белковые продукты клегочных онкогенов и генов- 
супрессоров (р53, p i6, PTEN, Rb), вирусных онкогенов и др.

Наиболее часто для иммуногистохимического анализа 
анапластических опухолей человека применяют антитела 
к белкам ПФ. Как сейчас считается, промежуточные фи- 
ламеиты взаимодействуют с плазматической мембраной и 
оболочкой ядра и играют в клетке больше механическую, 
чем динамическую роль. Виментин экспрессируется в 
фябрссластах, остсошг Год И OCTCO\)ulaCTaX, XCIi^pOlIr иол, 
шванновских клетках, меланоцитах кожи, некоторых типах 
лимфоцитов, плазматических клетках. Десмин найден в 
клетках скелетных мышц, кардномиоцитах, гладкомышеч
ных клетках висцеральных органов и кровеносных сосудов. 
Глиальный фибриллярный кислый белок (ГФКБ) является 
маркером астроцитов. Белок периферии найден в нейронах 
периферической нервной системы, а также в эндокринных 
раках кожи. Ламнны п т а  А и типа В формируют оболочку 
ядра и их экспрессия связана со степенью днфференциров- 
ки клетки. Песпш экспрессируется в стволовых клетках 
нсироэпителия.

Наиболее многочисленной группой белков промежу
точных филаментов являются цитокератины (сии: прскера-



тины, кератины, ЦКР). Различные варианты эпителия име
ют специфические наборы ЦКР и спектр экспрессируемых 
ЦКР в эпителиальных клетках зависит от типа дифференци- 
ровки, положения клетки в эпителиальном пласте.

В новообразованиях человека установлены опреде
ленные закономерности экспрессии белков ПФ, гшгроко ис
пользуемые в практической работе:

1. В опухолях и их метастазах, в основном, сохраняет
ся тканеспецифическая экспрессия генов белков ПФ (цито- 
кепятины - r раках, десмин - r мышечных саркомах. ГФКВ 
-  в глиомах и т.д.).

2. Гистологичсская диффсрскцировка ракоьои опухо
ли коррел!фует с синтезом специфических цитокератинов.

3. Различные наборы шгтокератинов позволяют раз
делять раковые опухоли по их происхождению и уровню 
дифферешхировки.

4. Информация, полученная при ИГХ анализе белков 
ПФ, независима от морфологических данных, поэтому эти 
маркеры используют для исследования низкодифферсн- 
цированных новообразовании, метастазов с одинаковыми 
морфологическими характеристиками.

В своей практической работе мы разбиваем диа
гностику анапласппеских опухолей на этапы. На первом 
этапе используем 4 антитела, которые дают наиболее важ
ную информацию о гканевом происхождении опухоли, i.e. 
определяем тканеспецифические иммуногистохимические 
признаки, характерные для данной опухоли. Для этого при
меняем МКАТ к виметгпшу, цитокератипам, белку S100, 
общему лейкоцитарному антигену (ОДА). ИГХ анализ 
большого числа первичных низкодифференцнрованных 
опухолей, проведенный нами, позволил во всех случаях 
установить тканевое происхождение новообразований.

Если ИГХ реакция оказалась везде положительной 
или везде отрицательной, то это оценивалось как артефакт и 
ИГХ исследование повторялось. Если имелась положитель
ная реаишя только на виментин, то такими опухолями мог
ли бьпъ: лимфомы, различные саркомы. В тех наблюдениях, 
когда выявлялась яркая позитивная реакция на виме1гтин и 
белок S 100, то эта опухоль могла оцениваться в дальнейшем 
как меланома, или липосаркома. Если положительная окра
ска на виментин сочеталась с реакцией на ОДА и, в редких 
случаях, шокомолекулярные цитокератины, то предполага
лась лнмфома. При положительной реакции на цитокерагги- 
ны, и, в виде исключения, на белок S 100, виментин, можно
иииiO ,кyTdLTI о О ПЯЗгСОДИффсрСПЦИрОВихПЮМ р<1КС, rCpMIIIIGNtC,
а также (значительно реже) о других опухолях.

На 2-м этапе удается разделить цитокерапш- 
позитивные ннзкоднфференцированные опухоли на пере
ходноклеточные, плоскоклеточные, нейроэндокринные 
раки, аденокарциномы и мезотелиому, т.е. определить цито- 
и\или органоспсцифические иммуногистохимические при
знаки.

•  Если положительная реакция на цитокератины, ха
рактерные для плоского эпителия (ЦКР плоек, или №№ 5, 
6, 10), сочеталась с положительной реакцией на щггокера- 
тины, присущие однослойным (простым) эпитслиям (ЦКР 
прост, или №№ 7,8, 18,19), то это был переходною!еточный 
рак, либо некоторые протоковые аденокарциномы.

•  Если иммунофенстгип опухоли был ЦКР-плоск. (+), 
а ЦКР-прост. (-), то это плоско клеточный рак кожи, либо ро
тоглотки, пищевода, гортани.

•  Если положительная реакция на широкий спектр 
цнтокератннов сочеталась с окрашиванием на виментин, то 
это была мезотелиома, либо синовиальная или э пите ли о- 
идная саркомы, либо некоторые раки щитовидной железы, 
почки, яичника и другие, более редкие, раки.

•  В случаях коэкспрессии ЦКР-прост. с OJIA пред
полагались анапластическая крупнпкпетпчная !гимфома: 
диагноз последней уточнялся с помощью антител к CD30, 
ЭМА, i poHiHMy - В, ангшену CD246 (ALK.).

•  Если положительная реакция на ЦКР-прост. сочета
лась с негативной окраской на ЦКР-плоск., то эта опухоль 
являлась аденокарциномой, которая в дальнейшем тестиро
валась на РЭА, виллин.

•  В случаях ярко положительной реакции на РЭА не
обходимо думать о раке толстой кишки, желудка, поджелу
дочной железы, желчных протоков.

•  Слабая реакция на РЭА встречается при раке моче
вого пузыря, молочной железы, шейки матки, легкого (пло
скоклеточном крупноклеточном варианте).

•  Отрицательная реакция на РЭА наблюдалась в 
клетках аденокарцином простаты, почки, печени, опухолях 
желточного мешка, яичников (серозный рак), щитовидной 
железы, а также в эндокршшоклеточных раковых опухолях, 
в том числе в мелкоклеточном раке легкого с эндокринно
клеточной дифференцировкой.

3-й этап. Дальнейшая диагностика, имеющая целью 
определить органную локализацию анапластической опу
холи с иммунофенотипом РЭА +, ЦКР-прост. +, проводится 
с помощью органоспецифических маркеров.

При раке простаты выявляется специфический анти
ген простаты (PSA) и щелочная фосфатаза, специфичная 
для простаты (РАР), AMACR-рацсмаза, белок гена ERG, 
при раке щитовидной железы -  тиреоглобулнн, хромогра- 
нин, кальцитонин, TTF-1, в клетках печеночноклсточного 
рака - альфа-фстопротеш! и антиген гепатоцитов, рака яич
ника -  WT-1, ОС 125, хорионэпителиомы- хорионический 
гонадотропин. Клетки эндокринноклеточных раков легкого, 
щитовидной железы (медуллярный рак), островковой части 
поджелудочной железы, передней доли гипофиза, паращн- 
товидной железы экспрессируют нейрон-специфическую 
энолазу (NSE), N-CAM (CD56), синаптофизин, хромогра- 
iLriii, 6CitiCCjtu! я сосггвстствующис специфические пептид* 
ные гормоны. Последующая идентификация опухолей с 
фенотипом ЦКР - (прост.+), РЭА (+), таких, как рак молоч
ной железы, проводится с помощью набора антител к бел
ку HER2, рецепторам эстрогенов/прогестерона, антигену 
ВСА-225, антигену GCDFP-15 и др.

Органоспецифических маркеров рака шейки матки, 
желудка, поджелудочной железы, билиарного тракта не су
ществует. 70% аденокарцином легкого и 90% мелкоклеточ
ных раков легкого дают ящерную реакцию на тиреондный 
фактор транскрипции (TTF-1). Уротелиалъными маркерами 
могут служить тромбомодулин, антиген CD 10, уроплакины.

Анапластические опухоли, лающие окраску на вимен
тин, были подразделены на лимфомы (Т и В-клеточные),
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меланому (реагирует с антителами к S 100 протеину; Melan 
А, НМВ-45, тирозиназу, MITF), миогенные саркомы (по
зитивная реакция на гладкомышечный актин, десмин, мио- 
генин, миогпобин), ангиосаркомы (реагирующие с анти
телами к фактору VIII свертывания крови, CD 31, CD 34, 
фасцин), злокачественную фиброзную гистиоцитому - ЗФГ 
(экспрессирует альфа-1-антитрипсин, фактор XIHa, CD68, 
лизоцим, альфа- 1-антихимсприпсин, иногда белок S 100), 
фибросаркому (реагирует с виментином, CD34 при отсут
ствии белка коллагена IV в каркасе вокруг клеток). Плео- 
морфная липосаркома, некоторые шванномы, хондросарко
ма в ряде случаев, кроме виментина, экспрессировали белок 
S100. Лейо- и рабдомиосаркомы можно выявлять раздель
но: антитела к гладкомышечному актину, калдесмону, каль- 
понину окрашивают клетки лейомиосаркомы, а антитела к 
миоглобину, миогенину выявляют клетки рабдомиосарко
мы. Альвеолярная саркома мягких тканей окрашивается на 
виментин и (в ряде случаев) на десмин.

Необходимо помнить, что в новообразованиях мягких 
тканей опухолевые клетки не всегда сохраняют фенотип, 
присущий нормальному клеточному аналогу и иногда экс
прессируют маркерные молекулы, не связанные с предпола
гаемым направлением дифференцировки новообразования 
(например, мышечные маркеры в злокачественной фиброз
ной гистиоцитоме; цитокератины в неэпителиальных опу
холях и др.). Поэтому диагноз мягкотканной опухоли всегда 
должен основываться на: а) клинико-анатомических данных 
(возраст, пол, локализация и характер роста новообразова
ния, данных МРТ); б) специфических морфологических 
признаках (размер, форма клеток, характеристики ядра); в) 
иммуногистохимическом фенотипе; г) данных цитогенети
ки.

В дифференциальную диагностику анапластических 
опухолей лимфомы включаются очень часто. По морфо
логическим признакам крупноклеточная лимфома может 
походить на меланому или рак. Анапластические круп
ноклеточные (Ki-1+ или CD30, а также ALK-позитивные) 
лимфомы трудны для диагностики еще и потому, что часть 
из них может окрашиваться на ЭМА и цитокератины. Лим
фомы, состоящие из небольших по размерам клеток, могут 
напоминать ряд мелкоклеточных опухолей (например, ней
роэндокринный рак в легком и т.д.). Иммуногистохимия 
играет решающую роль не только в установлении лимфо
идной природы опухолей, но и в их классификации по кри
териям ВОЗ (2008).

Диагностика лимфом - это тот редкий раздел онко
морфологии, где иммуногистохимия может помочь в раз
граничении злокачественного роста и реактивных изме
нений в лимфатическом узле. Равномерное окрашивание 
на bcl-2 герминативных центров лимфоидных фолликулов 
указывает на фолликулярную лимфосаркому, в то время 
как негативная реакция таких центров свидетельствует о 
доброкачественном гиперпластическом процессе. Другим 
примером служит иммуногистохимическое доказатель
ство моноклональной пролиферации лимфоидных элемен
тов в лимфомах (на основании преобладания лямбда- или 
каппа- цепей иммуноглобулинов). Общим маркером для 
лимфом является общий лейкоцитарный антиген (ОЛА).

Необходимо учитывать тот факт, что некоторые лимфомы 
могут быть негативны на ОЛА, а ряд опухолей, не относя
щихся к лимфомам, может давать положительную окраску 
на этот маркер (ЗФГ)- Поэтому, при позитивной реакции на 
ОЛА необходимо дополнительно окрасить опухоль на Т- и 
В-маркеры. Опухолевые клетки при болезни Ходжкина ха
рактеризуются специфической экспрессией CD 15, CD30, 
BLA 36, фасцина, РАХ-5, МиМ-1 и, как правило, отрица
тельной реакцией на ОЛА.

Маркерами клеток меланомы являются антигены 
НМВ-45, Melan-А, тирозиназа, белок S100 и др. Послед
ний для меланомы менее специфичен и может выявляться 
в клетках ряда других опухолей (липосарком, хондросар- 
ком, шванном, нейрофибром, а также в новообразованиях 
слюнных, молочных желез). Необходимо отметить, что 
по отношению к клеткам меланомы антитела к НМВ-45 
(по сравнению с S100) являются более специфичными, но 
менее чувствительными. Поэтому в практической работе 
рекомендуется использовать сочетание ряда (лучше 2-3) 
меланоцитарных маркеров. Окрашивание на S 100 беспиг- 
ментной меланомы более яркое, чем пигментированных 
опухолей. Следует помнить, что эти антитела не позволяют 
отличить меланоцитарную дисплазию от меланомы.

Иммуногистохимия позволяет достаточно надежно 
идентифицировать мелкие очаги микроинвазии и микроме- 
тасгазы. Так, например, антитела к цитокератинам широко
го спектра легко выявляют небольшие группы или единич
ные раковые клетки в лимфатических узлах. Что касается 
диагностики метастазов без первичного очага, то, по мне
нию большинства авторов, органную/клеточную принад
лежность опухолевых клеток удается определить не более, 
чем в 30% случаев.

Рекомендованная система последовательных этапов 
иммуногистохимического исследования экономит время, 
труд, реактивы. Она вносит определенную последователь
ность в иммуноги стохимическое исследование, рациональ
на и научно обоснована.

Тот факт, что для иммуногистохимического иссле
дования в настоящее время подходит множество антител, 
порождает определенные проблемы, связанные с выбором 
необходимых реагентов из имеющихся 100-150. Как пра
вило, полезную для диагностики информацию, в конечном 
счете, дает выявление 2-3 антигенов, причем, более ценной 
является позитивная, нежели негативная реакция. На выбор 
исследуемых антигенов оказывает влияние множество фак
торов (клинические данные, пол, возраст, морфологическая 
характеристика опухоли, результаты рентгенологического, 
биохимического исследования), а также частота встречае
мости новообразования данной локализации. Например, у 
молодых лиц с недифференцированной опухолью средо
стения необходимо исключать герминогенное новообра
зование и лимфому. С другой стороны, в случаях костных 
метастазов рака у пожилых мужчин наиболее вероятной 
первичной локализацией опухоли является простата.

Необходимо помнить, что аккуратно выполненное им
муноги стохимическое исследование с последующим точ
ным диагнозом в ряде случаев делает нецелесообразным 
проведение дополнительных более дорогостоящих диагно



стических процедур (КТ, МРТ, сцинтиграфию и пр.), помо
гает существенно сократить число койко-дней.

Несмотря на широкие возможности, для иммуно
гистохимии существуют определенные ограничения. 
К трудностям, специфическим для опухолевого роста, 
можно отнести: 1) коэкспрессию маркерных белков, что 
дает "смешанный" иммунофенотип опухоли (например, 
ЦКР+, виментин+, нейрофиламенты+, ЭМА+, синапто- 
физин+ в группе PNET, primitive neuroectodermal tumors); 
2) низкий уровень экспрессии (или его снижение) мар
керных белков при профессии новообразования (в мета
стазах и рецидивных опухолях); 3) посттрансляционную 
модификацию и/или блокирование синтеза маркерных 
белков на разных этапах роста опухоли; 4) отсутствие для 
многих мягкотканных опухолей специфических маркеров 
(фибро-липо-хондро-саркомы, альвеолярная саркома и 
др.); 5) смешанный клеточный состав (В-лимфосаркомы 
с выраженной инфильтрацией Т-лимфоцитами и/или 
гистиоцитами; некоторые лимфомы Ходжкина и др.); 6) 
изменение спектра выявляемых маркеров при лечебном 
патоморфозе (например, повреждение цитоскелета рако
вых клеток после облучения может вызвать негативную 
реакцию на цитокератины при сохранении окраски на 
ЭМА); отмечены постлучевые изменения фенотипа кле
ток Ходжкина и Рид-Штернберга).

Нужно особо подчеркнуть, что во многих случаях 
ИГХ не позволяет подтвердить или отвергнуть злокаче
ственный, либо доброкачественный характер опухоли.

Ограничения возможностей ИГХ методического ха
рактера включают в себя:

1) маскировку антигенных детерминант из-за дли
тельной фиксации, нарушений процедуры заливки в 
парафин, длительного хранения архивных блоков; 2) 
перекрестное реагирование некоторых моноклональных 
антител с клеточными типами, не связанными с имму
ногеном; 3) неспецифическую диффузию антигенов в 
срезе (наепример, тиреоглобулина), 4) реагирование ряда 
моноклональных антител с соответствующими эпитопа
ми только на криостатных или только на парафиновых 
срезах; 5) неспецифическую абсорбцию антител на срезе.

Необходимо помнить, что многие МКАТ могут эф
фективно окрашивать опухолевые клетки только после 
проведения адекватных процедур демаскировки анти
генов, указанных фирмой-производителем антител (на
гревание в микроволновой печи, кипячение в цитратном 
буфере или обработка протеолитичкеским ферментом).

Среди технических трудностей, связанных с про
цедурой демаскировки антигенов, следует отметить: 1) 
денатурацию ткани, приводящую к повреждению среза, 
нарушению морфологии клеток; эффект возникает при 
слишком долгой обработке стекол или фиксации опухо
ли не в растворе формалина; 2) потерю срезов со стекол, 
покрытых белком, что предотвращается предваритель
ной обработкой поверхности стекла поли-лизином или 
другими адгезивными веществами; 3) избыточную ре
активность (артефакт) некоторых антител с клеточными 
элементами, которые не должны были окрашиваться. Не
обходимо отметить, что методы демаскировки антиген

ных детерминант подходят не для всех антител. Напри
мер, интенсивность окраски на антиген НМВ-45 (маркер 
меланомы) после процедур демаскировки не меняется.

Другим разделом клинической онкологии, где ИГХ 
нашла широкое применение, оказался анализ маркеров, 
способных определить не только чувствительность опу
холей к терапии, но и степень их клинической агрессив
ности. Эти маркеры включают в себя рецепторы стеро
идных гормонов, белки онкогенов и генов-супрессоров 
(р53, Нег2 (рис. 1, рис.2), c-kit, pRb, bcl-2 и др.), белки, 
связанные с клеточным циклом (Ki-67, циклины, р16, 
топоизомераза-2а и др.), каспазы, молекулы адгезии 
(CD44, кадхерины и др.), инвазивности и метастазиро- 
вания (металлопротеиназы и др), а также ангиогенеза 
(факторы роста сосудов, их рецепторы и др.). Если для 
ряда маркеров существуют полуколичественные крите
рии оценки, позволяющие стандартизировать методику 
(гормонорецепторы-система счёта по С. Allred, белок 
HER2 -  HercepTest и др.), то для других маркерных мо
лекул подобные подходы находятся в стадии разработки. 
Поэтому иммуногистохимия для целей «таргетной» тера
пии должна использоваться только в хорошо оборудован
ных лабораториях с грамотным, обученным персоналом 
врачей и лаборантов.

В референсной лаборатории иммуногистохимиче- 
ской диагностики опухолей (ИДО) нашего диспансера за 
19 лет выполнена ИГХ верификация новообразований у 
32 тыс. пациентов. Из них 57% случаев составили опу
холи молочной железы, которые исследовались на про
гностические маркеры. Из оставшихся наблюдений 15% 
были лимфопролиферативными процессами, 15 % -ана- 
пластическими раками и метастазами без выявленного 
очага и 10% составляли мягкотканные опухоли. Процент 
ошибочных иммуногистохимических заключений был 
2,6, и они касались чаще опухолей центральной нервной 
системы, лимфом и метастазов без первичного очага. 
Среди главных причин неточных диагнозов следует на
звать отсутствие у патолога результатов клинического 
исследования, узкую панель примененных антител, не
правильную трактовку данных ИГХ и гистологической 
структуры, технические проблемы.

В заключение следует подчеркнуть целесообраз
ность и перспективность в ряде диагностических случа
ев сочетания иммуногистохимии с FISH, SISH, RT-PCR и 
другими методами молекулярной биологии и цитогене
тики.

Мы считаем, что внедрение в последнее десятиле
тие иммуногисто (цито-)химии в повседневную практику 
врачей-онкологов в регионах России позволило поднять 
качество диагностики и лечения опухолей на высокий 
уровень, характерный для современной онкологической 
клиники.■

Семен Венедиктович Петров , Доктор медицин
ских наук, профессор. Казанский государственный м е
дицинский университет. Республиканский клинический 
онкологический диспансер, г. Казань
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