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Глава 1. Актуальность проблемы 

Лидером в структуре смертности женского населения среди он-
кологических заболеваний в настоящее время является рак (кар-
цинома) молочной железы (РМЖ). При этом постановка диагноза 
— необходимое условие успешного лечения любого злокачествен-
ного новообразования. Диагноз рака молочной железы основан на 
комбинации данных клинического обследования, патоморфологи-
ческих и молекулярно-биологических исследований и методов лу-
чевой диагностики, которые предоставляют врачу прогностические 
данные, необходимые для назначения лечения. Особенностям ор-
ганизации высокотехнологичной диагностической помощи данной 
категории больных на современном этапе и посвящена эта моногра-
фия. Основным приоритетом монографии является представление 
тех наработок, имеющегося опыта, которые имеются сегодня и при-
знаны как эффективные модели организации помощи больным ра-
ком молочной железы на международном уровне, так и на уровне 
субъекта Российской Федерации — Уральского федерального окру-
га.

1.1. Основные понятия 
Основная цель диагностики рака молочной железы — наиболее 

точно дифференцировать доброкачественные и злокачественные 
новообразования молочной железы, инвазивный и неинвазивный 
рак, определить основные прогностические и предективные фак-
торы для своевременного назначения соответствующего вида лече-
ния. 

Патоморфологический диагноз — это диагноз, поставленный 
на основании изучения микроскопических характеристик клеток 
и тканей, которые позволяют правильно определить гистологиче-
ский тип опухоли. Именно интерпретация микроскопических нахо-
док составляет сегодня окончательный диагноз, является «послед-
ним словом».

Система качества в патологической анатомии
Важна не только доступность диагностического метода, но и уро-

вень, компетентность его выполнения. Это означает, что в резуль-
тате его применения ставится правильный диагноз, а врачи, прово-
дящие лечение, уверены в полученных данных. Качество проводи-
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мых медицинских услуг в патолого-анатомическом отделении свя-
зано с наличием в лаборатории элементов внутреннего и внешне-
го контроля. Важнейшим элементом внешнего контроля является 
система пересмотра материала в референс-лаборатории. В мировой 
практике первая система внешнего контроля качества UKNEQAS 
была создана в Великобритании в 1985 г. Позднее принцип обяза-
тельного пересмотра материала опухолей разными патологами и ла-
бораториями стал внедряться и в других странах [Криволапов и др. 
2011]. Внедрение системы референса вплотную приближает Рос-
сийские патолого-анатомические отделения, участвующие в ней, к 
созданию в их работе условий, соответствующих требованиям ISO 
15189:2003, ГОСТР ИСО-2006 «Медицинские лаборатории. Специ-
альные требования к качеству и компетентности». 

Референс — пересмотр патолого-анатомического материала в от-
делении, имеющего статус референс-лаборатории. 

Референс-система — это набор организационных, структурных 
и финансовых решений, направленных на создание и поддержания 
механизма пересмотра патолого-анатомического материала с це-
лью обеспечения качества выполняемых исследований в отделени-
ях, входящих в эту систему [Сазонов и др., 2011, 2015]. 

Лаборатория первого просмотра — это патолого-анатомическое 
отделение, обеспечивающее диагностику в данном лечебном учреж-
дении и имеющая соответствующую лицензию на данный вид ме-
дицинской деятельности. Данная лаборатория обеспечивает объем 
диагностики в соответствии со стандартами оказания медицинской 
помощи и объемом ее финансирования. Обязательным для вклю-
чения в референс-систему является наличие специальных дополни-
тельных методов исследования и минимальный объем исследова-
ний, выполняемых в течение года [Сазонов и др., 2011, 2013, 2015]. 
В соответствии с основными требованиями, сформулированными в 
2010 г. ASCO/CAP для обеспечения нормальной организации рабо-
ты современной лаборатории молекулярно-биологических методов 
исследования рекомендуемое минимальное количество исследова-
ний в год должно составлять не менее: для иммуногистохимических 
(ИГХ) исследований — 250 исследований, для FISH — 100 иссле-
дований.
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Лаборатория второго просмотра — отделение, в котором осу-
ществляется пересмотр материала, поступающего из лабораторий 
первого просмотра. Такая лаборатория должна не только иметь ли-
цензию на осуществление специализированной медицинской помо-
щи по патологической анатомии, но и пройти добровольную проце-
дуру сертификации процессов выполнения патолого-анатомических 
исследований и патолого-анатомических услуг в здравоохране-
нии в статусе референс-лаборатории, в том числе на выполнение 
патогистологических, морфометрических, иммуноморфологиче-
ских и ISH исследований и получить соответствующий Сертифи-
кат соответствия (см. Приложение). Т.о. в референс-лаборатории 
должна быть возможность выполнения всего спектра молекулярно-
биологических методов исследования. При этом объемы выполняе-
мых такой лабораторией исследований должны быть не меньшими, 
чем рекомендуемые ASCO/CAP. В такой большой по территории 
стране как Россия, референс-лаборатория второго просмотра обыч-
но осуществляет свою деятельность в субъекте федерации (респу-
блике, федеральном округе, столице Федерального округа, област-
ном центре и т.д.). Сотрудники референс-лаборатории второго про-
смотра являются наиболее квалифицированными специалистами в 
данном разделе патологической анатомии, занимаются работой по 
обучению, оказания методической помощи специалистам лаборато-
рий первого просмотра, входящим в референс-систему [Сазонов и 
др., 2011].

Центральная референс-лаборатория — отделение, в котором 
осуществляется пересмотр материала, поступающего из региональ-
ных референс-лабораторий второго просмотра. Такая лаборатория 
имеет лицензию на осуществление специализированной медицин-
ской помощи по патологической анатомии и Сертификат соответ-
ствия процессов выполнения патолого-анатомических исследова-
ний и патологоанатомических услуг в здравоохранении в статусе 
референс-лаборатории, в том числе на выполнение патогистологи-
ческих, морфометрических, иммуноморфологических и ISH иссле-
дований. Сотрудники Центральной референс-лаборатори являются 
наиболее квалифицированными специалистами в данной области 
в России, активно занимаются научно-исследовательской работой, 
являются признанными профессиональным сообществом авторите-
тами, специалистами в данном направлении деятельности, проводят 
работу по обучению, оказанию консультативной и методической 
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помощи специалистам лабораторий, входящим в референс-систему.

1.2. Роль патологической анатомии в диагностике 
рака молочной железы на современном этапе

Постановка диагноза «рак молочной железы» сегодня имеет не 
только чисто диагностическое, но и прогностическое и терапевти-
ческое значения, которые существенно влияют на сохранение и ка-
чество жизни пациентки. Экспертная группа BHGI настоятельно ре-
комендует, чтобы у всех женщин с подозрением на рак молочной 
железы перед началом специального лечения происходила верифи-
кация диагноза с помощью патоморфологических исследований. 
Это относится и к женщинам с клиническими проявлениями, с вы-
сокой вероятностью указывающими на злокачественный характер 
образования. Патолого-анатомической диагностикой нельзя прене-
брегать, поскольку неправильный диагноз может приводить к на-
значению ошибочного лечения, что может ухудшить результаты ле-
чения, качество ее жизни и расточительно с точки зрения неэффек-
тивного дальнейшего использования материальных и финансовых 
ресурсов системы здравоохранения. 

Основное назначение проведения патолого-анатомических иссле-
дований при заболеваниях молочной железы на современном эта-
пе это не только своевременная и точная диагностика, но и полу-
чение дополнительных сведений об опухоли с использованием но-
вых молекулярно-биологических методов. При этом крайне важны-
ми становятся соблюдение протоколов методик забора и оптималь-
ной обработки материала для патолого-анатомических исследова-
ний и компетентная интерпретация макро- и микроскопических на-
ходок. Эффективная работа патолого-анатомической службы тре-
бует своевременного, точного и всестороннего представления полу-
ченных данных, хранения стекол и блоков, а также точной иденти-
фикации пациентов и их материала. 

Интерпретация микроскопических находок сегодня должно опре-
делять окончательный диагноз — заключение патологоанатома без-
условно должно являться «последним словом». Без заключения па-
тологоанатома недопустимо в настоящее время назначать пациент-
ке лечение. В то же время, независимо от метода получения мате-
риала для патолого-анатомического исследования безусловно его 
результаты должны быть сопоставлены с другими данными, в том 
числе с клиническими находками и данными методов визуализа-
ции, чтобы оценить их соответствие. Ключом к постановке точного 
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диагноза является правило «тройного исследования»: если клиниче-
ские данные, результаты методов визуализации или и то, и другое 
крайне подозрительны в отношении рака молочной железы, а при 
патоморфологическом исследовании выявляют доброкачественную 
патологию, результат патоморфологического исследования счита-
ется противоречащим другим данным. В этом случае, для того что-
бы поставить окончательный диагноз необходимо выполнить по-
вторную биопсию.

Внедрение программы диагностики рака молочной железы тре-
бует значительно большие материальные ресурсы, чем необходи-
мые просто для выполнения только пункции или биопсии и интер-
претации их результатов. Эта программа должна быть интегрирова-
на в комплексную систему, адресованную другим участникам диа-
гностического процесса и лечащему врачу. Так, например, должны 
иметься надежные отработанные механизмы маркировки и транс-
портировки материала, занесения результатов патоморфологиче-
ского исследования в медицинскую документацию пациентки и со-
общения его результатов лечащему врачу. 

Диагностика включает в себя как постановку диагноза (позволяет 
определить наличие или отсутствие рака молочной железы), так и 
определение стадии развития злокачественной опухоли у конкрет-
ной пациентки [Sobin et al., 2002, Пальцев и др., 2011]. 

Существует ряд подходов к получению гистологического матери-
ала для патоморфологических исследований при образованиях мо-
лочной железы с целью диагностики злокачественной опухоли. При 
правильном использовании и проведении манипуляции они имеют 
сравнимую точность. В целом методы получения материала для па-
томорфологических исследований, позволяющие надежно диагно-
стировать рак молочной железы, можно разделить на две группы: 

1) минимально инвазивные, или пункционные (пункция образо-
вания с целью получения материала для цитологического исследо-
вания и пункционная биопсия), 

2) хирургические (открытая, или инцизионная биопсия).
Выбор методов получения материала для патоморфологических 

исследований в условиях лечебного учреждения, в котором нахо-
дится лаборатория превичного просмотра, зависит от ряда факто-
ров, таких как доступность необходимого оборудования и наличия 
опыта у персонала [Vargas et al., 2003]. 

При пальпируемых образованиях иглу в большинстве случаев 
можно вводить под контролем пальпации, в других случаях ее мож-
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но вводить под контролем методов визуализации. Пункция с целью 
получения материала для цитологического исследования подразу-
мевает получение клеточного материала с помощью тонкой (22-25 
G) иглы [Vargas et al., 2003]. К преимуществам этого метода отно-
сится то, что он наименее инвазивный и наименее дорогой. Среди 
недостатков следует отметить необходимость наличия персонала, 
обученного получению материала, проведению цитологического 
исследования ткани молочной железы и интерпретации его резуль-
татов, малый объем материала, что затрудняет дальнейшее исполь-
зование дополнительных методов исследования и трудности интер-
претации атипичных клеток при пограничной патологии, а также 
умеренно высокую частоту неинформативных образцов. Последняя 
составляет по данным литературы, около 30% [Chaiwun et al., 2002, 
Pisano et al., 2001] и может быть снижена за счет одномоментного 
проведения нескольких (например 5 и более) пункций [Vargas et al., 
2003]. 

Для получения материала для патоморфологических исследова-
ний образований молочной железы, особенно непальпируемых и 
выявленных методами визуализации, широко используется также 
пункционная биопсия [Meunier et al., 2002]. При пункционной би-
опсии образец тканей получают с помощью режущей иглы (обычно 
14 G) и биопсийного пистолета. Получение множественных (напри-
мер, 3-5) образцов увеличивает вероятность точного диагноза. Од-
нако, как и при пункции с целью получения материала для цитоло-
гического исследования, успех этой процедуры зависит от отбора 
пациенток, наличия опытного врача-патологоанатома и сопоставле-
ния данных гистологического исследования и информации, полу-
ченной при клиническом обследовании и с помощью методов визу-
ализации. Недостатки пункционной биопсии аналогичны недостат-
кам пункции с целью получения материала для цитологического ис-
следования. В первую очередь это небольшой объем получаемого 
материала и часто возникающие трудности интерпретации атипич-
ных клеток и пограничной патологии [Hoda et al., 2005]. 

Традиционным же методом получения материала для патомор-
фологических исследований при объемных образованиях молоч-
ной железы до сих пор остается открытая биопсия. Открытая би-
опсия позволяет получить материал для проведения гистологиче-
ского и дополнительных методов исследования, т.е предоставляет 
наибольшую информацию. Недостатки открытой биопсии — инва-
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зивный характер и значительная стоимость, если биопсию выпол-
няют в операционной. При выполнении в амбулаторных условиях 
стоимость открытой биопсии существенно снижается [Green et al., 
2004]. 

Еще раз нужно подчеркнуть, что точный патолого-анатомический 
диагноз начинается с клинициста, который должен предоставить 
врачу-патологоанатому соответствующие данные проведенных 
клинических исследований. Необходимость тройного исследова-
ния с целью сведения к минимуму числа диагностических ошибок 
особенно важна при использовании минимально инвазивных мето-
дов получения материала для патоморфологических исследований 
[Vargas et al., 2004]. 

1.3. Прогностические факторы 
Прогностические факторы сегодня чрезвычайно важны при пла-

нировании лечения рака молочной железы. Некоторые клиниче-
ские, патоморфологические и биологические особенности опухоли 
позволяют оценить вероятность эффективности определенного ме-
тода лечения [Allred et al., 1998]. Такие параметры, как: 

1) размер опухоли, 
2) состояние региональных лимфатических узлов, 
3) гистологический тип опухоли, 
4) степень злокачественности опухоли, 
5) оценка состояния краев резекции,
6) состояние сторожевого лимфатического узла, наличие метаста-

зов,
необходимо документировать обязательно, поскольку их опре-

деление недорого, а прогностическая ценность достаточно высокая 
[Quiet et al., 1996, Page et al, 1998, Pinder et al.,1994, Vargas et al., 
2003, 2004, Франк и др. 2013]. Эти характеристики полезны для ле-
чащего врача и при определении прогноза течения заболевания. 

Глава 2. Проведение патологоанатомического 
исследования инвазивного рака молочной железы

2.1. Порядок оформления направления 
на патологоанатомическое исследование

В направлении операционного и биопсийного материала на па-
тологоанатомическое исследование должны быть указаны следую-
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щие данные:
• Идентификационный номер пациента (номер истории болезни 

или амбулаторной карты).
• Дата направления материала.
• Дата и время медицинской манипуляции (операции или биоп-

сии).
• Ф.И.О.
• Пол.
• Возраст.
• Краткие анамнестические сведения, включающие информацию 

о наличии и длительности симптомов заболевания (пальпируемое 
образование, выделения из соска, втяжение соска или кожи), о пред-
шествующих манипуляциях на молочной железе (биопсия, пласти-
ка), о системных заболеваниях (сахарный диабет, васкулиты).

• Сведения, полученные при неинвазивных методах исследова-
ния, включающие информацию о размере, количестве и локализа-
ции (по квадрантам или по циферблату часов) опухолевых узлов.

• Сведения о наличии и виде предоперационного лечения (нео-
адъювантная гормональная или химиотерапия, лучевая терапия).

• Наличие или отсутствие мутации генов BRCA1/BRCA2/CHEK 
(если исследовались).

• Характер операции (первичная или по поводу рецидива).
• Тип хирургического вмешательства (трепан-биопсия, открытая 

биопсия, секторальная резекция, радикальная резекция, подкожная 
мастэктомия, мастэктомия с или без регионарной клетчатки и мыш-
цы).

• Тип операционного материала с указанием стороны поражения 
(столбики ткани, сектор молочной железы, молочная железа с или 
без регионарной клетчатки и скелетной мышцы).

• Если материал направляется не единым блоком, следует произ-
водить маркировку материала и отражать это в направлении.

• Клинический диагноз.
• Фамилия и подпись лица, направившего материал на исследо-

вание.

2.2. Этапы гистологического 
исследования материала

 В настоящее время «золотым стандартом» исследования рака мо-
лочной железы является проведение гистологического исследова-
ния, с определением основных шести параметров, указанных выше 
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и молекулярно-биологических характеристик опухоли, к которым 
относятся: определение экспрессии уровней рецепторов к эстроге-
ну, прогестерону, HER2 neu и уровня активности пролиферативных 
процессов по степени экспрессии регуляторного белка Ki 67 опухо-
левыми клетками в ткани [Франк и др., 2011]. 

ИГХ оценка уровня эстрогеновых или прогестероновых рецепто-
ров либо и тех, и других целесообразна только в том случае, если 
в соответствующем лечебном учреждении возможна последующая 
гормонотерапия (назначение тамоксифена, ингибиторов ароматазы, 
хирургическое или медикаментозное выключение функции яични-
ков). В то же время, внедрение исследования ИГХ экспрессии эстро-
геновых и прогестероновых рецепторов и HER-2/neu, рекомендует-
ся уже в лаборатории первого просмотра. Повторное проведение 
исследования экспрессии HER-2/neu, особенно с неясным уровнем 
экспрессии 2+ (т.к. стоимость иммуногистохимического исследова-
ния, флюоресцентной гибридизации in situ и лечения трастузума-
бом в условиях ограниченных ресурсов достаточно высока), в на-
стоящее время рекомендуется только в лаборатории второго про-
смотра материала [Anderson B.O., et al., 2006, Сазонов и др., 2011, 
2015]. 	

На уровне лаборатории первого просмотра материала сегодня мо-
гут быть обеспечены все основные компоненты «Золотого стандар-
та» диагностики рака молочной железы. Кроме того, от качества 
проведенной работы первичной лабораторией в большой степени 
зависит дальнейшая реализация диагностической программы паци-
ентки. Нарушения технологии забора, проводки гистологического 
материала приводят к невозможности получения достоверных ре-
зультатов при проведении дополнительных методов, таких как ИГХ 
или молекулярно-биологические исследования. При этом послед-
ние не требуют соблюдения каких то принципиально новых правил 
обработки материала, а только требуют неукоснительного выпол-
нения схем уже существующих методик. В рекомендациях ASCO/
CAP к патоморфологической лаборатории за 2015 г. это звучит как 
«Использование стандартизованных процедур обработки материа-
ла». В обработку материала входит несколько этапов, каждый из ко-
торых может оказать влияние на результаты проводимых исследо-
ваний. Принципиальная схема этапов обработки показана на рис.1. 

Рассмотрим процедуры, необходимые для проведения на основ-
ных этапах и возможные ошибки, наиболее часто встречающиеся 
при их выполнении.
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Рис.1. Этапы обработки гистологического материала в лабора-
тории первичного просмотра.

Этап: Забор материала. Этап выполняется сертифицированным 
врачом (хирургом, эндоскопистом и др.). На этом этапе очень важ-
но, чтобы врач бережно относился к полученному материалу. Долж-
ны быть использованы острые инструменты, полученные кусочки не 
должны сдавливаться пинцетом и т.д. Материал не должен находить-
ся вне фиксатора, недопустимо его подсыхание. Оптимальной явля-
ется ситуация, когда биопсийный материал сразу же после его забора 
вырезается, помещается в фиксирующий раствор и заполняется на-
правление на патолого-анатомическое исследование. В том случае, 
если последующая работа с материалом осуществляется в гистологи-
ческой лаборатории, то последний должен быть доставлен не позднее 
чем в течение 20 минут. В этом случае материал подписывается, вы-
резается и фиксируется уже непосредственно в лаборатории.

Нужно предупредить лечащего доктора, что:
1. Если планируется последующее проведение специальных мето-

дов диагностики (ИГХ исследования, молекулярно-биологические 
исследования ISH) в этом случае должны браться операционные 
препараты или биоптаты рака молочной железы только до проведе-
ния лекарственного/лучевого лечения.

2. Нужно учитывать, что проведение ИГХ и ISH исследований 
возможно с использованием не только основного узла опухоли, но 
и материала в метастазах.

Последующая обработка (проводка) биопсированного материала 
осуществляется уже непосредственно в гистологической лаборато-
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рии. При этом уровень оснащения лабораторий может существен-
но отличаться. Использование в работе лаборатории тканевых про-
цессоров снимает большинство вопросов к качеству проводки ма-
териала, т.к. осуществляется по предустановленным протоколам и 
основное усилие сотрудников должно быть направлено на соблю-
дение содержания, обеспечение и аккуратное соблюдение техноло-
гии. Формально методика проводки материала принципиально не 
отличается при выполнении в ручном или автоматизированном ва-
рианте, в любом случае все определяют «золотые руки» лаборанта-
гистолога лаборатории. В тоже время, есть некие ключевые суще-
ственные моменты, на которые следует обращать внимание для по-
лучения стабильного, воспроизводимого результата. 

Осторожно нужно относиться при использовании ускоренных 
технологий проводки материала, которые появились в последнее 
время. В любом случае, прежде чем закупать, а тем более приме-
нять подобное оборудование обязательно уточните пригодность по-
лучаемого материала для проведения в последующем специальных 
методов исследования.

Так же недопустимым является желание ускорения процесса, со-
кращения времени проводки биопсийного материала путем повы-
шения температуры растворов.

 
Этап: Фиксация ткани. Основное назначение этапа – предот-

вращение процессов разложения в материале и закрепление при-
жизненного расположения гистологических структур. Нарушение 
процесса фиксации — наиболее частая ошибка при обработке ги-
стологического материала, которая в дальнейшем оказывает влия-
ние на все выполняемые последующие гистологические и дополни-
тельные исследования. 

Основные правила проведения фиксации материала: 
1. Время от забора материала до помещения его в фиксатор не 

должно превышать 30 минут. 
2. Длительность фиксации:
Для образцов хирургических препаратов составляет 6-48 ч. (как 

минимум 1 ч./1 мм. ткани);
Для биоптатов — не более 24 ч. (но как минимум 1 ч./1 мм. ткани).
3. Объем фиксатора должен в 10-20 раз превышать объем фикси-

руемого кусочка.
Необходимо особо обращать внимание на продолжительность 

времени фиксации материала. При снижении указанного выше вре-
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мени фиксации материал окажется непрофиксированным, что ска-
жется в дальнейшем даже при обычном гистологическом исследо-
вании. Более того, в дальнейшем возникнут проблемы с хранением, 
архивированием такого материала из за выраженного процесса раз-
рушения материала в парафиновых блоках. С другой стороны недо-
пустимо и увеличение времени фиксации, с учетом механизма дей-
ствия формалина на ткани (рис. 2).

Рис.2. Механизм воздействие формалина на нуклеиновые кисло-
ты и белки клеток ткани при их фиксации.

Появление сшивок между молекулами белка и цепями нуклеиновых 
кислот при формалиновой фиксации нарастает прямопропорциональ-
но времени фиксации, и наступающая последующая денатурация бел-
ка становится на определенном этапе необратимой. Это особо не от-
ражается на гистологии материала при обычных окрасках, но приво-
дит к необратимым изменениям для применения его при проведении 
ИГХ и ISH исследований. В первую очередь это приводит к появле-
нию ложно-негативных случаев при проведении ИГХ исследований 
рака молочной железы. Не менее существенным этот момент стано-
вится при проведении полуколичественной оценки результатов имму-
ногистохимических реакций. В нашей лаборатории мы специально из-
учали вопрос динамики уровней экспрессии основных ИГХ показате-
лей при фиксации материала рака молочной железы в 10% нейтраль-
ном формалине с использованием цитофотометрического метода ис-
следования. Оказалось, что значительное снижение уровней экспрес-
сии Estrogen в опухолевых клетках обнаруживается уже после 2 су-
ток фиксации в формалине, а к 7 суткам экспрессия ни одного из изу-
ченных иммуногистохимических маркеров уже вообще не определя-
ется (рис. 3, 4). Проведенная работа позволила нам получить косвен-
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ные показатели, позволяющие оценивать качество фиксации и степень 
артифициальных изменений материала, поступающего из лаборатории 
первого просмотра, что является существенным для выявления ложно 
отрицательных случаев при проведении ИГХ исследований.

Рис.3. Динамика изменения экспрессии основных ИГХ показате-
лей при фиксации материала РМЖ в формалине. Уровень экспрес-
сии каждого антитела в 1 сут. принят за единицу (100%). Цито-
фотометрический метод.

Рис 4. Влияние формалиновой фиксации на выявляемый уровень 
экспрессии HER2 в препарате карциномы молочной железы. ИГХ. 
Сроки фиксации: А. – 1 сут., Б – 3 сут., В – 5 сут., Г - 7 сут. (Пре-
параты д.б.н. Завалишиной Л.Э.) 
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4. Характеристика используемого фиксатора:
10% нейтральный забуференный формалин; фиксатор должен 

быть свежеприготовленным или закуплен готовый для использова-
ния (ready to use);

Нужно учитывать, что ИГХ и ISH исследования могут быть за-
труднены при использовании неформалиновых фиксаторов. Обяза-
тельно перед применением нужно уточнить у изготовителя фикса-
тора о возможности проведения дальнейших исследований при его 
использовании.

Этап: Заливка в парафин. Для уплотнения материала, обе-
спечивающее в последующем возможность изготовления тон-
ких гистологических срезов биопсированные кусочки обычно за-
ливают в парафин. С этой целью могут быть использованы и дру-
гие заливочные материалы, однако дешевизна парафина и его 
химико-физические характеристики обычно полностью устраивают 
патолого-анатомические лаборатории. При использовании друго-
го заливочного материала обязательно уточните последующую воз-
можность проведения дополнительных исследований при его при-
менении. Предварительно биопсированные кусочки дегидратиру-
ются серией погружений в этанол/ксилен.

Основные правила, которые необходимо соблюдать при заливке: 
1) используется только свежий парафин;
2) температура расплавленного парафина не должна превышать 

56ºС;
3) необходимо избегать длительного нахождения материала в 

расплавленном парафине, поскольку при высокой температуре мо-
гут повреждаться клеточные антигены; 

4) оптимальный размер стороны среза формируемого в результа-
те заливки парафинового блока должен составлять около 1 см².

При заливке в парафин в настоящее время желательно использо-
вать стандартные заливочные кольца или одноразовые кассеты, что 
значительно упрощает работу в дальнейшем лаборанта-гистолога, в 
том числе и в референс-лаборатории. 

Следует помнить о некоторых базовых принципах при исследова-
нии биопсийного материала.

• При заливке в парафин все столбики ткани следует размещать в 
заливочной форме раздельно и в одной плоскости.

• Не следует помещать более пяти столбиков ткани в один блок.
• Окраска гематоксилином и эозином является обязательной при 
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исследовании трепан-биоптата.
• Необходимо исследовать столбики ткани на разных уровнях, на-

пример, приготовить два среза с интервалом 25 мкм.
Готовые парафиновые блоки, содержащие правильно фиксиро-

ванный и проведенный материал можно длительно годами хранить 
в архиве без существенного ухудшения, изменения его свойств.

Этап: Приготовление срезов. Гистологические срезы должны 
изготавливаться с парафиновых блоков непосредственно перед про-
ведением ИГХ исследования. 

Основные правила приготовления срезов:
1. Используя гистологические препараты, окрашенные гематок-

силином и эозином, выбирается блок оптимальный для проведения 
реакций. В срезе не должно быть выраженных артифициальных из-
менений, участков некроза опухоли, участков с плохой фиксаци-
ей ткани, желательно чтобы в материале присутствовали не только 
элементы опухоли, но и нормальные структуры молочной железы; 

2. Толщина получаемых гистологических срезов для последую-
щего оптимального прохождения ИГХ реакции и правильной ее 
оценки должна составлять около 4 мкм. Несоблюдение этого мо-
мента может при полуколичественной оценке реакции приводить к 
гипо- или гипердиагностике;

3. Полученные гистологические срезы помещаются на предмет-
ные стекла с нанесенным на них веществом, повышающим его ад-
гезию (предметные стекла с нанесенным на них адгезивным поли-
лизиновым покрытием). Не рекомендуется изготавливать подобные 
стекла непосредственно в лаборатории, т.к. это может приводить с 
одной стороны к потере срезов при проведении реакции и с другой 
стороны к появлению фонового окрашивания;

4. Полученные гистологические препараты должны для хорошего 
прикрепления срезов к предметному стеклу могут быть выдержаны:

– в течение 12-24 ч. при температуре 37ºС; или
– в течение 1 ч при температуре 60°C.
Несоблюдение этого правила будет приводить к частичному от-

рыву срезов от стекол или полной утраты материала, что будет зна-
чительно затруднять или делать интерпретацию результатов в даль-
нейшем невозможной.

Этап: Депарафинизация среза. Осуществляется в соответствии 
со стандартной методикой, используемой в обычной гистологии пу-
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тем помещения предметных стекол со срезами последовательно в 
несколько смен растворов ксилол/этанола. 

Основные правила депарафинизации:
1) недопустимо повышать температуру растворов выше комнат-

ной;
2) должны использоваться только свежие растворы. Оставшийся 

в срезе парафин при некачественной депарафинизации будет при-
водить к появлению неспецифичного окрашивания ткани среза, что 
может отразиться на интерпретации результатов ИГХ реакций.

Этап: Окрашивание. Выполняется окрашивание гематоксили-
ном и эозином и орсеином для проведения последующего гистоло-
гического исследования. 

Этап: Проведение патолого-анатомического исследова-
ния. Гистологическое исследование осуществляется врачом-
патологоанатомом при проведении световой микроскопии. При 
правильно выполненных заборе и вырезке материала гистоло-
гическое исследование позволяет оценить все основные параме-
тры, интересующие лечащего врача: гистологический тип опухо-
ли, степень злокачественности опухоли, оценка состояния краев 
резекции, состояние региональных лимфатических узлов, состо-
яние сторожевого лимфатического узла. Необходимо все наход-
ки обязательно документировать, поскольку их определение недо-
рого обходится, а прогностическая ценность достаточно высокая 
[Франк и соавт., 2011, Quiet et al., 1996, Page et al., 1998, Pinder et 
al., 1994, Vargas et al., 2004, 2005]. Эти характеристики важны для 
лечащего врача при определении тактики лечения и прогноза те-
чения заболевания. 

После выполнения гистологического исследования формулиру-
ется описательная часть заключения, определяются дополнитель-
ные методы исследования и выставляется патологоанатомический 
диагноз. РООМ рекомендует включать в протокол патоморфоло-
гического исследования биопсийного и операционного при раке 
молочной железы следующие разделы:

• Макроописание присланного материала.
• Микроописание взятых на исследование фрагментов ткани.
• Заключение (патологоанатомический диагноз).
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2.3. Особенности исследование 
биопсийного материала 

 (трепанобиоптата)
В настоящее время минимально инвазивные и экономически эф-

фективные трепан-биопсии (core needle biopsy) вытесняют откры-
тые биопсии при диагностике поражений молочной железы. Также 
они более информативны, чем тонкоигольные биопсии, ибо позво-
ляют оценить наличие инвазивного компонента и рака in situ, а так-
же корректно исследовать рецепторный статус инвазивного компо-
нента на дооперационном этапе.

С появлением толстоигольной пункционной биопсии под кон-
тролем ультразвукового исследования значительно расширились 
возможности дооперационной диагностики рака молочной желе-
зы (РМЖ). При выполнении данного вида биопсии образец тканей 
получают с помощью режущей иглы (обычно 14 G) и биопсийно-
го пистолета. Получение множественных (например, 3-5) образцов 
увеличивает вероятность не только установить гистологический ва-
риант и степень дифференцировки рака, но и выполнить иммуно-
гистохимические и молекулярно-биологические исследования, что 
является сегодня чрезвычайно важным для выбора неоадьювантной 
терапии. 

Благодаря трепанобиопсии и другим методам исследования се-
годня хирург должен идти на операцию уже зная гистологический 
диагноз, степень злокачественности и статус сигнального лимфати-
ческого узла.

2.4. Исследование операционного материала
При макро- и микроскопическом исследовании операционного 

материала должно быть документировано:
• Тип материала.
• Количество обнаруженных опухолевых узлов.
• Расположение опухолевого узла в квадрантах или по цифербла-

ту.
• Размер наибольшего опухолевого узла.
• Гистологическая форма инвазивного рака.
• Степень злокачественности инвазивного рака по Ноттингемской 

системе.
• Наличие рака in situ.
• Наличие инвазии кожи и скелетной мышцы.
• Расстояние до ближайшего края препарата (края резекции).
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• Поражение лимфатических узлов.
• Лечебный патоморфоз.

2.4.1. Тип материала
Сектор молочной железы (с регионарной клетчаткой или без) 

или молочная железа (с регионарной клетчаткой или без). Также 
при описании необходимо отметить наличие фрагмента скелетной 
мышцы и маркёров (проводников), если они обнаружены.

2.4.2. Количество обнаруженных опухолевых узлов
В исследуемом материале может быть обнаружено более одно-

го опухолевого узла, содержащего участки инвазивного рака. Это 
может наблюдаться при мультифокальном и при мультицентриче-
ском росте. Наличие мультифокального или мультицентрического 
рака является неблагоприятным прогностическим фактором [Andea 
A.A., et al., 2002]. 

С практической точки зрения мультифокальным ростом опухо-
ли следует считать очаги инвазивного рака, расположенные на рас-
стоянии < 5 см друг от друга, а мультицентрическим – расположен-
ные на расстоянии > 5 см. При мультифокальном росте все участ-
ки инвазивного роста часто имеют схожие биологические характе-
ристики (гистологическое строение, степень злокачественности, ре-
цепторный статус), а при мультицентрическом – различные. Одна-
ко в обеих ситуация определение категории pT производится толь-
ко для большего узла инвазивного рака независимо от его биологи-
ческих характеристик. 

Для множественного характера роста используется дополнитель-
ный символ “m” в категории рТ (например, pT3m) или указывает-
ся количество обнаруженных узлов инвазивного рака (например, 
pT2(5)) [Щеголев А.И. и др. 2011]. 

В категории N учитывается общее количество лимфатических 
узлов с метастазами не зависимо от их типа гистологического стро-
ения.

2.4.3. Расположение опухолевого узла
Расположение опухолевого узла по квадрантам: верхний наруж-

ный, нижний наружный, верхний внутренний, нижний внутренний, 
центральная зона, сосок. 
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2.4.4. Размер наибольшего опухолевого узла
Размер опухоли является важным прогностическим фактором. 

Размер опухоли должен быть определен макроскопически при вы-
резке и скорректирован при микроскопии, т.к. визуальное опреде-
ление размера часто недостоверно. Необходимо указывать наиболь-
ший размер большего опухолевого узла. С целью сопоставления с 
данными неинвазивных методов исследования можно указать и два 
дополнительных размера. Размеры нескольких расположенных ря-
дом опухолевых узлов не суммируются. 

Если в составе опухолевого узла присутствует значительная доля 
рака in situ, то при стадировании учитывается только размер инва-
зивного компонента. В случае полного лечебного патоморфоза при 
неоадъювантной химиотерапии размер опухолевого узла не указы-
вается, а стадия указывается как рТ0 (при отсутствие резидуальной 
опухоли) или рТis (при наличие резидуального рака in situ).

Размер опухолевого узла стоит указывать с точностью до 1 мм. 
Следует округлять размер до наиболее близкого порогового значе-
ния, рекомендованного для категории T. Например, размер опухоли 
1.1 мм должен быть представлен как 1 мм (pT1mic) или размер 2.01 
см как 2.0 см (pT1c). 

Если опухоль прислана на исследование фрагментированной и 
корректно определить размер узла не представляется возможным, 
то категория рТ обозначается как pTX.

2.4.5. Гистологическая форма инвазивного рака
В соответствие с 4-м пересмотром классификации опухолей мо-

лочной железы (ВОЗ, 2012) выделяют следующие основные морфо-
логические варианты инвазивного рака молочной железы — см. та-
блицу №1 [Lakhani S., et al., 2012].
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Таблица №1
Основные морфологические варианты инвазивного рака молоч-

ной железы с соответствующими кодами МКБ-О
Нозологическая форма рака МКБ-О

Инвазивный неспецифицированный рак 8500/3
Плеоморфный рак 8022/3
Рак с остеокластоподобными стромальными гигантскими клетками 8035/3
Инвазивный неспецифицированный рак с преобладанием лимфоидной 
инфильтрации

8500/3

Инвазивный неспецифицированный рак с нейроэндокринной 
дифференцировкой

8574/3

Инвазивный дольковый рак 8520/3
Тубулярный рак 8211/3
Крибриформный рак 8201/3
Муцинозный рак 8480/3
Медуллярный рак 8510/3
Инвазивный микропапиллярный рак 8507/3
Метапластический рак

Метапластический неспецифицированный рак 8575/3
Железисто-плоскоклеточный рак низкой степени злокачественности 8571/3
Фиброматозоподобный метапластический рак 8572/3
Метапластический рак с плоскоклеточной метаплазией 8070/3
Метапластический рак с веретеноклеточной метаплазией 8032/3
Метапластический рак с хрящевой дифференцировкой 8571/3
Метапластический рак с костной дифференцировкой 8571/3
Смешанный метапластический рак 8575/3

Миоэпителиальный рак 8982/3
Высокодифференцированная нейроэндокринная опухоль 8246/3
Низкодифференцированный нейроэндокринный рак/мелкоклеточный рак 8041/3
Секреторный рак 8502/3
Ацинарноклеточный рак 8550/3
Мукоэпидермоидный рак 8430/3
Онкоцитарный рак 8290/3
Светлоклеточный рак богатый гликогеном 8315/3
Рак сальных желёз 8410/3
Аденокистозный рак 8200/3
Отёчно-воспалительный рак 8530/3
Богатый липидами рак 8314/3
Богатый гликогеном рак 8315/3
Полиморфный рак низкой степени злокачественности 8525/3
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В диагнозе указывается гистологическая форма наибольшего опу-
холевого узла. Если обнаружены опухолевые узлы меньшего разме-
ра с иным гистологическим строением, то в заключение указывает-
ся “Мультицентрическая форма рака молочной железы: 1) Форма 
№1. 2) форма №2”.

При исследовании операционного материала принципиальным 
является выявление протокового и долькового рака in situ с микро-
инвазией. Микроинвазивный рак характеризуются наличием одно-
го или нескольких фокусов инвазивного роста, каждый из которых 
≤1 мм в наибольшем измерении. Так же важно отмечать распро-
странение рака in situ в кожу соска (болезнь Педжета).

2.4.6. Степень злокачественности 
инвазивного рака по Ноттингемской системе

Во всех инвазивных раках должна быть определена степень зло-
качественности согласно критериям Ноттингемской классифика-
ции (система градирования Scarff-Bloom-Richardson в модифика-
ции Elston-Ellis). Ноттингемская система определения степени зло-
качественности оценивает три критерия: формирование желези-
стых структур, выраженность ядерного полиморфизма и число ми-
тозов. Каждый признак оценивается в баллах от 1 до 3. Сумма бал-
лов определяет гистологическую степень злокачественности (см. 
табл. №2, 3, 4) [Elston C.W., Ellis I.O., 1991].
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Таблица №2
Определение степени злокачественности инвазивного рака мо-

лочной железы по Ноттингемской системе
Признак Баллы

Формирование железистых структур 
Формирование железистых структур оценивается при малом увеличении 
микроскопа. Железы должны иметь отчётливый люминальный просвет, 
вокруг которого расположены клетки с радиально ориентированными 
ядрами. Колическтво баллов зависит от площади, занимаемой 
железистыми структурами в гистологическом срезе. 
Железы занимают:
- более 75% от площади опухоли 1
- 10-75% от площади опухоли 2
- менее 10% от площади опухоли 3
Ядерный полиморфизм 
Ядерный полиморфизм опухолевых клеток оценивается при большом 
увеличении (х40). Ядра опухолевых клеток сравнивают с ядрами 
люминального эпителия протоков, расположенных в окружающей ткани 
молочной железы. Наличие и размер ядрышка, а, так же, неровность 
контуров являются дополнительными критериями.
- диаметр ядер опухолевых клеток не превышает по размеру диаметр 
ядер нормальных протоков или превышает менее чем в 1.5 раза, ядрышки 
отчётливо не визуализируются, контуры ядер ровные 
(Мелкие однотипные ядра).

1

- диаметр ядер опухолевых клеток в 1.5-2 раза превышает диаметр 
люминальных клеток нормальных протоков, неровность контуров 
умеренная, визуализируются мелкие ядрышки
(Умеренное увеличение размера).

2

- диаметр ядер опухолевых клеток в 2 раза и более превышает диаметр 
ядер эпителия протоков, ядра значительно варьируют по форме и размеру, 
ядрышки крупные
(Выраженный полиморфизм).

3

 Митотическая активность
 Митотическая активность опухоли определяется как количество фигур 
митоза, обнаруженных в 10 последовательных полях зрения в наиболее 
пролиферативно активной части опухоли. Для подсчета пригодны только 
чётко определяемые фигуры митоза. Гиперхромные, кариоректичные или 
апоптотические ядра должны быть исключены из подсчета. 
Подсчёт производится при большом увеличении (х40). 
Пороговые значения приведены в табл. №3.
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Таблица №3 
Подсчёт баллов для митотической активности опухоли в зависи-

мости от диаметра поля зрения микроскопа
Диаметр поля 
зрения (мм)*

Количество митозов в 10 полях зрения
1 балл 2 балла 3 балла

0,40 ≤ 4 5-9 ≥ 10
0,41 ≤ 4 5-9 ≥ 10
0,42 ≤ 5 6-10 ≥ 11
0,43 ≤ 5 6-10 ≥ 11
0,44 ≤ 5 6-11 ≥ 12
0,45 ≤ 5 6-11 ≥ 12
0,46 ≤ 6 7-12 ≥ 13
0,47 ≤ 6 7-12 ≥ 13
0,48 ≤ 6 7-13 ≥ 14
0,49 ≤ 6 7-13 ≥ 14
0,50 ≤ 7 8-14 ≥ 15
0,51 ≤ 7 8-14 ≥ 15
0,52 ≤ 7 8-15 ≥ 16
0,53 ≤ 8 9-16 ≥ 17
0,54 ≤ 8 9-16 ≥ 17
0,55 ≤ 8 9-17 ≥ 18
0,56 ≤ 8 9-17 ≥ 18
0,57 ≤ 9 10-18 ≥ 19
0,58 ≤ 9 10-19 ≥ 20
0,59 ≤ 9 10-19 ≥ 20
0,60 ≤ 10 11-20 ≥ 21
0,61 ≤ 10 11-21 ≥ 22
0,62 ≤ 11 12-22 ≥ 23
0,63 ≤ 11 12-22 ≥ 23
0,64 ≤ 11 12-23 ≥ 24
0,65 ≤ 12 13-24 ≥ 25
0,66 ≤ 12 13-24 ≥ 25
0,67 ≤ 12 13-25 ≥ 26
0,68 ≤ 13 14-26 ≥ 27
0,69 ≤ 13 14-27 ≥ 28

*Диаметр поля зрения вычисляется как отношение поля зрения 
окуляра к увеличению объектива. Поле зрения окуляра нанесено на 
корпус окуляра рядом с его увеличением. Например, поле зрения оку-
ляра 23, а увеличение объектива х40. Диаметр поля зрения микро-
скопа составляет 23/40 = 0.575 мм.
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Таблица №4 
Определение степени злокачественности инвазивного рака мо-

лочной железы по сумме баллов
СТЕПЕНЬ 

ЗЛОКАЧЕСТВЕННОСТИ
Сумма баллов (формирование железистых структур + 
ядерный полиморфизм + митотическая активность)

1 3-5

2 6 или 7

3 8 или 9

Если опухолевых узлов несколько, то в микроописании указы-
вается степень злокачественности для всех различающихся по это-
му параметру опухолевых узлов. В заключение (патологоанатоми-
ческом диагнозе) указывается только степень злокачественности 
большего опухолевого узла.

2.4.7. Наличие рака in situ
Указывается наличие или отсутствие протокового рака in situ и 

долькового рака in situ. Если протоковый рак in situ не сопровожда-
ется инвазивным компонентом, то указывается его размер.

Степень злокачественности протокового рака in situ основана 
преимущественно на ядерных характеристиках [Schwartz G.F., et 
al., 1997].

• Протоковый рак in situ низкой степени. Ядра однотипные по раз-
меру и форме, с ровными контурами, неразличимыми ядрышками и 
единичными фигурами митоза. Размер ядра в 1.5 раза больше раз-
мера эритроцита. Определяется отчётливая базальная поляризация 
ядер.

• Протоковый рак in situ промежуточной степени. Ядра опухоле-
вых клеток слабо/умеренно варьирую по размеру и форме, ядрыш-
ки отчётливо определяются. Размер ядра в 2 раза больше размера 
эритроцита.

• Протоковый рак in situ высокой степени. Ядра полиморфные, 
с неровными контурами, грубодисперсным хроматином, крупными 
ядрышками, нарушением поляризации, обилием фигур митоза. Раз-
мер ядра в 2.5 раза больше размера эритроцита. Часто отмечается 
наличие комедонекроза.

Следует помнить, что протоковый рак in situ ухудшает прогноз 
течения рака молочной железы при секторальной резекции. Поэто-
му, при исследовании сектора молочной железы, следует тщательно 
описывать характеристики рака in situ, особенно в случае его пре-
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обладания. Если площадь протокового рака in situ составляет более 
25% площади препарата, то края сектора молочной железы необхо-
димо исследовать тотально, поскольку позитивные края препарата 
ассоциированы с высоким риском местного рецидива.

При радикальной резекции и радикальной мастэктомии характе-
ристики рака in situ, сопровождающего инвазивный рак, указывать 
не обязательно.

Следует отмечать распространение протокового рака in situ в эпи-
дермис соска (болезнь Педжета).

2.4.8. Наличие лимфоваскулярной инвазии
Указывается наличие или отсутствие лимфоваскулярной инва-

зии. Порог позитивности для лимфоидной инфильтрации в настоя-
щее время ещё не определён. Можно использовать термин “рак мо-
лочной железы с преобладанием лимфоидной инфильтрации стро-
мы”, который предполагает, что в области фронта инвазии лимфо-
цитов количественно больше, чем опухолевых клеток. 

2.4.9. Наличие инвазии кожи и скелетной мышцы 
В микроописании следует отражать распространение первичной 

опухоли на кожу.
• Опухоль врастает в дерму и эпидермис без изъязвления кожи (не 

влияет на рТ). При этом может наблюдаться ретракция кожи и со-
ска.

• Опухоль врастает в эпидермис с изъязвлением кожи (рТ4b), 
если нет прорастания опухоли в грудную клетку (pT4c) или отёчно-
воспалительной формы рака (pT4d). 

• При мультифокальном росте один из фокусов инвазивного рака 
врастает в кожу (pT4b). Данный очаг инвазивного рака должен быть 
виден макроскопически и подтверждён микроскопически.

• Опухолевые эмболы в лимфатических сосудах дермы. Если дан-
ные микроскопические изменения сопровождается клиническими 
признаками отёчно-воспалительного рака молочной железы (диф-
фузное покраснение и отёк распространяющиеся как минимум на 
треть площади кожи молочной железы), то категория Т классифи-
цируется как pT4d. Если клинические признаки отсутствуют, то 
данные морфологические изменения говорят о плохом прогнозе, но 
не изменяю категорию pT.

Врастание в скелетную мышцу следует отмечать в микроопи-
сании. Врастание в большую и малую грудные мышцы не изменяет 
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стадию. Врастание в межрёберные мышцы классифицируется как 
pT4a. Важно помнить, что скелетная мышца может являться краем 
резекции. Если в мышце, являющейся фасциальным краем резек-
ции, обнаружены структуры протокового рака in situ — это не име-
ет клинического значения, т.к. рак in situ способен распространять-
ся только по протокам, которых нет в более глубоких тканях. Если 
в мышце в фасциальном крае резекции обнаружены очаги инвазив-
ного рака, то это может являться показанием к послеоперационной 
лучевой терапии.

2.4.10. Расстояние до ближайшего края препарата 
(края резекции)

Исследование краёв препарата является обязательным при любом 
типе операции. При радикальной резекции или радикальной ма-
стэктомии следует исследовать ближний к опухоли край препарата 
(чаще всего это фасциальный край препарата).

Корректная идентификация специфических краёв препарата мо-
жет оказаться полезной для хирурга в случае повторного вмеша-
тельств по поводу остаточной опухоли при нерадикальной первич-
ной операции. При секторальной резекции молочной железы пато-
логоанатом, в большинстве случаев, не может корректно маркиро-
вать края резекции. Поэтому, если возможно, фрагменты ткани мо-
лочной железы должны быть ориентированы клиницистом таким 
образом, чтобы было возможно определить специфические края 
(верхний, нижний, медиальный, латеральный и глубокий). Края 
препарата должны быть исследованы на предмет поражения инва-
зивным раком или раком in situ как макро-, так и микроскопически.

Хирург должен маркировать края резекции с помощью шовно-
го материала или клипс, расположенных на поверхности фрагмента 
молочной железы, а так же иным способом по договоренности с па-
тологоанатомом. Любая маркировка должна быть отражена в макро-
описании присланного материала. При вырезке операционного ма-
териала патологоанатом может маркировать края препарата разны-
ми способами, включая многоцветную окраску специальными кра-
сителями или помещением материала с разными краями препара-
та в отдельные кассеты. Если клиницист не маркировал специфиче-
ские края, то все края препарата могут быть маркированы красите-
лем одного цвета. Краситель следует наносить с осторожностью для 
предотвращения проникновения красящего вещества вглубь фраг-
мента молочной железы. Также хирург может сам прислать края ре-
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зекции в виде отдельных кусочков.
Позитивный край препарата — это окрашивание красителем опу-

холи или наличие опухоли в фрагменте ткани, маркированном хи-
рургом или патологоанатомом как край резекции. Поражение края 
препарата инвазивным раком или протоковым раком in situ долж-
но быть отражено в патологоанатомическом заключении. Если при 
этом хирург определил край резекции (верхний, нижний, медиаль-
ный, латеральный или глубокий), то это так же следует отмечать как 
в микроописании, так и в заключении (диагнозе).

Если удалось получить перпендикулярные срезы по отношению к 
поверхности края препарата, то в заключении (диагнозе) необходи-
мо указывать расстояние от опухоли до ближайшего края препара-
та, а в микроописании — до всех исследованных специфицирован-
ных краёв. Важно помнить, что распространение протокового рака 
in situ происходит по протоковой системе. Поэтому, при близком 
расположение опухоли к негативному краю препарата, существует 
вероятность наличия протокового рака in situ в не удалённой ткани 
молочной железы.

2.4.11. Поражение лимфатических узлов
Указывается количество исследованных и поражённых лимфати-

ческих узлов. Размер метастаза, а не размер лимфатического узла 
используется для определения категории N.

 Поражение лимфатических узлов следует подразделять на следу-
ющие типы:

• Макрометастазы — размер очага поражения >2 мм.
• Микрометастазы — размер очага поражения 0,2-2,0 мм или 

>200 клеток, при дискретном расположении опухолевых клеток в 
ткани лимфатического узла. Если в лимфатических узлах обнару-
жены только микрометастазы, то в категории N они обозначаются 
pN1mi. Если обнаружен хотя бы один лимфатический узел с макро-
метастазом, то лимфатические узлы с микрометастазами включают-
ся в общее число поражённых лимфатических узлов. При наличии 
нескольких “крупных” микрометастазов в лимфатическом узле (на-
пример, 7 фокусов по 1 мм в наибольшем измерении) патологоа-
натом имеет право увеличить категорию типа метастаза по своему 
усмотрению, указав на это в комментариях к патоморфологическо-
му заключению.

• Изолированные опухолевые клетки (размер очага поражения 
<0,2 мм или <200 клеток). Часто изолированные опухолевые клетки 
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располагаются мелкими кластерами в краевом синусе лимфатиче-
ского узла, не содержат фигур митоза и не вызывают стромальную 
реакцию. Количество лимфатических узлов с изолированными опу-
холевыми клетками указывается только в микроописании и не из-
меняет категорию pN. Однако для ряда опухолей, преимущественно 
для долькового рака, характерен тип метастазирования в виде мно-
жества дискретно расположенных опухолевых клеток в строме лим-
фатического узла. В таком случае, в качестве порогового значения 
следует использовать “200 клеток”, и если количество опухолевых 
клеток в продольном срезе лимфатического узла >200, то такую си-
туацию не целесообразно расценивать как “изолированные опухо-
левые клетки”. Лимфатические узлы с изолированными опухолевы-
ми клетками не учитываются в качестве “позитивных” при опреде-
лении категории N.

В микроописании количество лимфатических узлов с поражени-
ем каждого типа указывается отдельно. В том случае, если не об-
наружены лимфатические узлы с макрометастазами или микроме-
тастазами, при стадировании учитывается наличие или отсутствие 
изолированных опухолевых клеток как pN0(i+) или pN0(i-), соответ-
ственно. Отдельно указывается количество лимфатических узлов с 
распространением поражения за пределы капсулы лимфатическо-
го узла в окружающую клетчатку. Для этого необходим один срез, 
включающий область предполагаемого экстранодального распро-
странения. Опухолевые узлы в подмышечной клетчатке, без гисто-
логических доказательств остаточной ткани лимфатического узла, 
классифицируются как метастазы в региональных лимфатических 
узлах. Опухолевые эмболы в лимфатических сосудах жировой клет-
чатки вокруг лимфатических узлов не расцениваются как прораста-
ние за пределы капсулы и не влияют на категорию pN. Прямое про-
растание первичной опухоли в лимфатический узел классифициру-
ется как поражение лимфатического узла.

Материал должен быть взят в достаточном количестве, чтобы 
обнаружить все макрометастазы, так как их наличие имеет важ-
ное прогностическое значение. Для того, чтобы избежать ложно-
отрицательных результатов при исследовании лимфатических 
узлов, необходимо каждый лимфатический узел без макроскопиче-
ски видимых изменений разрезать вдоль длинной оси на пластинки 
толщиной 3-4 мм и каждую пластинку исследовать микроскопиче-
ски, делая из неё не менее 2-х срезов с шагом 1 мм.

Материал лимфоузлов должен быть забран таким образом, что-
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бы каждый лимфатический узел мог быть исследован и учтен от-
дельно. 

2.4.12. Лечебный патоморфоз
Понятие лечебного патоморфоза введено в конце прошлого сто-

летия и его появление связано с внедрением неоадъювантной хи-
миотерапии злокачественных новообразований. Этот вид терапии 
применяется у пациенток, которым или противопоказано хирурги-
ческое лечение (при Т4N2-N3-стадии) или с крупными опухолями 
(Т2-Т3) с целью уменьшения размеров опухоли, размеров и коли-
чества пораженных лимфатических узлов, элиминации микромета-
стазов, или с целью увеличения возможности выполнения органо-
сохраняющего лечения, или возможности оценки чувствительности 
опухоли к назначаемой химиотерапии. 

Лечебный патоморфоз в широком понимании — это изменение 
клинических и морфологических проявлений опухоли под воздей-
ствием лечения [Краевский Н.А. и др., 1993]. Эффективность неоа-
дьювантного лечения у пациенток с раком молочной железы скла-
дывается из субъективного, объективного клинического и морфоло-
гического ответов. Субъективный клинический ответ, оцениваемый 
физикально (пальпаторно), часто имеет тенденцию к переоценке 
эффективности неоадъювантной химиотерапии. Объективный кли-
нический ответ определяется степенью уменьшения опухоли, числа 
и размеров патологически измененных лимфатических узлов, выяв-
ляемые при инструментальных методах исследования (УЗИ, мам-
мография, МРТ). Морфологический ответ — оценка совокупности 
морфологических изменений, происходящих в опухоли после про-
веденной химиотерапии. 

Сегодня следует признать, что при сравнении точности физикаль-
ного метода исследования, УЗИ, маммографии и МРТ, макро- и ми-
кроскопического исследования наиболее точным методом являет-
ся микроскопическая оценка размеров опухоли. Все прочие мето-
дики склонны переоценивать результаты неоадъювантного лечения 
(т.е. преуменьшать размеры остаточной опухоли) либо недооцени-
вать ее (т.е. преувеличивать размеры опухоли) [Краевский Н.А. и 
др., 1993]. Лучевые и другие методы оценки лечебного патоморфоза 
ограничены в своей способности обеспечить точную информацию о 
Т и N категориях, и достаточно часто при ответе, расцененном как 
полный патоморфоз лучевыми методами, в операционном материа-
ле при морфологическом исследовании выявляются элементы опу-
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холи [Schott A.F., et al., 2005, Галахин К.А и др., 2000]. Таким об-
разом, достоверность прогноза по лечебному патоморфозу опухоли 
существенно повышается при его морфологической оценке. Следо-
вательно, оценка лечебного патоморфоза должна обязательно вклю-
чать морфологическое исследование операционного материала.

Накопление результатов морфологических проявлений лечебно-
го патоморфоза (морфологического ответа) привело к формирова-
нию понимания ряда закономерностей, основных в той или иной 
мере стереотипно повторяющихся изменений в строении тканей и 
клеток опухоли, которые исследователи постарались не только опи-
сать, но и, каким-то образом, упорядочить и классифицировать. 
Морфологический ответ опухоли на лечение меняется не только в 
зависимости от используемых химиопрепаратов, но и от протоко-
ла их введения в организм пациентки (суммарная доза препарата, 
продолжительность введения, способа введения), а, так же, времени 
между окончанием химиотерапии и резекции опухоли. Все эти мо-
менты необходимо учитывать при последующем сравнении получа-
емых эффектов в разных протоколах исследования.

Морфологический патоморфоз включает в себя альтерацию, ги-
бель клеток, репаративные процессы, воспаление и склероз. В ле-
чебном патоморфозе при гистологическом исследовании можно вы-
делить 2 основных этапа изменений — ранние и поздние [Галахин 
К.А и др., 2000]. 

1 этап (ранние изменения) — максимально проявляются через 7 
дней после начала химиотерапии. Выявляются однотипные дистро-
фические и альтеративные изменения опухоли на фоне выражен-
ных сосудистых расстройств (стазы, полнокровие сосудов, сладж-
феномен, микротромбозы, плазмо- и геморрагии) и воспалительная 
инфильтрация. В опухолевых клетках как правило наблюдается вы-
раженный плеоморфизм, увеличение размеров их ядра, появление 
многоядерных клеток, конденсация хроматина, появление вакуолей 
в ядре, выраженная эозинофилия цитоплазмы клеток, появление в 
цитоплазме вакуолей.

2 этап (поздние изменения) — в полной мере проявляются через 
2 недели и более от начала неоадъювантной терапии. Разрастается 
соединительная ткань вокруг очагов некроза, появляются призна-
ки склероза, гиалиноза и миксоматоза опухоли. Вокруг скоплений 
опухолевых клеток образуются лимфоплазмоцитарные инфильтра-
ты, появляются гигантские многоядерные клетки инородных тел и 
ксантомные клетки, формируются периваскулярные лимфоцитар-
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ные инфильтраты. 
Однако все выше перечисленные признаки обоих этапов с трудом 

поддаются стандартизации при их оценке и в значительной степе-
ни субъективны. 

Основным, наиболее часто оцениваемым большинством иссле-
дователей гистологическим признаком терапевтического патомор-
фоза следует признать объемную долю сохранивших после лече-
ния жизнеспособность опухолевых клеток. Другие параметры, та-
кие как распространенность некроза, сосудистые изменения, воспа-
лительную инфильтрацию, как правило, рассматривают как допол-
нительные факторы и редко оценивают качественно или полуколи-
чественно. Однако всегда было понимание того, что для оценки ле-
чебного патоморфоза важен многофакторный анализ, учет несколь-
ких показателей, а не только объем резидуальных опухолевых эле-
ментов. Однако такое исследование становится достаточно трудо-
емким, а это значит, что внедрение многофакторных способов оцен-
ки патоморфоза по-видимому будет возможно лишь на основе вне-
дрения в работу патоморфологических лабораторий методов авто-
матизированного анализа большинства показателей. 

Несмотря на все выше сказанное до сих пор гистологическая оцен-
ка лечебного патоморфоза имеет меньшее распространение, чем лу-
чевые методы. Это связано, прежде всего, с трудоемкостью такого 
исследования и достаточно низкой объективности получаемых дан-
ных. Нужно учитывать, что при сложившейся системе проведения 
морфологического исследования исследуется лишь часть опухоли, 
однако полученные результаты исследования в последующем авто-
матически переносятся на весь ее объем, при этом игнорируется яв-
ление гетерогенности опухоли. Субъективной является и оценка со-
отношения в опухоли жизнеспособной и некротической ткани, по-
скольку четкие границы между ними часто отсутствуют. В опухоли 
могут наблюдаться спонтанные некрозы, не связанные с проведен-
ной химиотерапией, часто в ней прослеживается градиентный ха-
рактер изменений - их выраженность постепенно убывает от центра 
к периферии опухоли.

Одной из первых гистологических классификацией выраженно-
сти лечебного патоморфоза предложена Е.Ф. Лушниковым [Луш-
ников Е.Ф., 1976], согласно которой выделяют 4 степени лечебного 
патоморфоза, характеризующиеся следующими признаками:

• I (слабый) — дистрофические изменения отдельных опухоле-
вых клеток;
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• II (умеренный) — появление очагов некроза и дистрофические 
изменения опухолевых клеток;

• III (выраженный) — обширные поля некроза, резко выраженные 
дистрофические изменения опухолевых клеток, сохраняют жизне-
способность немногочисленные опухолевые клетки;

• IV (резко выраженный, полный) — отсутствие опухолевых эле-
ментов, тотальный некроз опухоли.

Наиболее распространенная методика оценки лечебного пато-
морфоза в России стала схема Г.А. Лавниковой [Лавникова Г.А., 
1979]. Она основана на учете изменения общей структуры опухо-
ли на тканевом (соотношение строма/паренхима, структурная ати-
пия) и клеточном уровне (степень дистрофии и полиморфизма кле-
ток, митотическая активность). Данная классификация выделяет 4 
степени лечебного патоморфоза:

• I степень — более 50% опухолевой ткани сохранено;
• II степень — сохранено 20–50% опухолевой ткани;
• III степень — до 20% ткани опухоли сохранилось в виде отдель-

ных очагов;
• IV степень — полное отсутствие опухолевой ткани.
Для объективизации оценки лечебного патоморфоза по Г.А. Лав-

никовой используется количественный показатель — индекс по-
вреждения (ИП), рассчитываемый по формуле:

ИП = Пк−Пл/Пк×100, (1)

где:
Пк — средний объем жизнеспособной опухолевой ткани (без ле-

чения); Пл — средний объем жизнеспособной опухолевой ткани (по-
сле лечения); ИП — индекс повреждения в процентах (от 100 до 0). 

Для определения индуцированных лечением некрозов в опухоле-
вой ткани используется формула:

А = В/С×100, (2)

где:
В — количество клеток в некрозе; С — общее количество опухо-

левых клеток; А — процент клеток в состоянии некроза по отноше-
нию ко всем опухолевым клеткам.
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Ряд пациентов подвергается гормональной терапии или химиоте-
рапии на предоперационном этапе (неоадъювантная терапия). От-
вет инвазивного рака на такую терапию является важным прогно-
стическим фактором с точки зрения безрецидивной и общей выжи-
ваемости [Франк Г.А., и др., 2015]. Для морфологической оценки 
лечебного патоморфоза было предложено несколько классифика-
ций [Франк Г.А., и др., 2015, Miller I.D.,et al., 2002]. С практической 
точки зрения лечебный патоморфоз в первичной опухоли и в мета-
стазах в лимфатических узлах следует подразделять на полный и 
неполный, либо его отсутствие.

Стадия после неоадъювантной терапии также имеет важное про-
гностическое значение. Категории T и N в этом случае маркируют-
ся добавлением префикса “y” (ypT и ypN).

Инвазивный рак с минимальным ответом на терапию может не 
измениться в размерах. С увеличением степени ответа на терапию 
в опухоли снижается количество клеток инвазивного компонента и 
увеличивается объём фиброзированной стромы. Категория Т оце-
нивается по наибольшему фокусу инвазивного рака. Префикс “m” 
используется в случае обнаружения множественных фокусов инва-
зивного рака. При оценке размеров опухоли нельзя учитывать бес-
клеточные зоны фиброзированного ложа опухоли. Если после про-
ведённого лечения участки инвазивного рака не обнаружены, но 
остались структуры протокового рака in situ и/или метастазы в ре-
гионарных лимфатических узлах, то это отражается в патологоана-
томическом заключении без указания стадии.

После терапии большинство опухолей имеют ту же степень зло-
качественности по Ноттингемской системе, что и до начала лече-
ния. В некоторых случаях степень злокачественности может быть 
выше за счет более выраженного ядерного полиморфизма. В редких 
случаях степень злокачественности может стать ниже из-за сниже-
ния митотической активности опухоли.

Если перед началом терапии инвазивный компонент опухоли 
был негативен по экспрессии рецепторов эстрогенов, прогестерона 
и/или Her2, рекомендуется повторить исследование рецепторного 
статуса опухоли после терапии, так как в раде случаев может быть 
обнаружено изменение рецепторного статуса из-за внутриопухоле-
вой гетерогенности и ограниченности материала, получаемого для 
первичной диагностики.
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Статус лимфатических узлов (ЛУ)
Полный лечебный патоморфоз первичного метастатического по-

ражения ЛУ в некоторых случаях невозможно установить с уве-
ренностью, потому что метастазы могут исчезать и без образова-
ния рубца либо оставлять небольшой фиброзный рубец. Грубый фи-
брозный рубец в ЛУ без признаков наличия опухоли однозначно 
указывает на наличие полного лечебного патоморфоза. 

Частичный патоморфоз в ЛУ характеризуется наличием изолиро-
ванных клеток или кластеров опухолевых клеток, окруженных тон-
ким гиалиновым стромальным фиброзом. ИГХ окрашивание с ци-
токератинами помогает идентифицировать опухолевые клетки, ко-
торые трудно обнаружить при обычной окраске. 

В англоязычной литературе используемый в России термин «ле-
чебный патоморфоз» в практике не применяется. Вместо него обыч-
но определяют степень регресса опухоли или ответ опухоли на ле-
чение. Регресс опухоли — это менее объёмный критерий, чем ле-
чебный патоморфоз, т.к. оценивается всего лишь только непо-
средственные изменения опухоли на проведенную химиотерапию. 
Оценка регресса опухоли требует более формализованного подхо-
да к проводимым исследованиям, использования признаков, подле-
жащих объективной оценке и, по сути, уже почти на прямую не свя-
зано с описанием морфологии опухоли [Франк Г.А.,и др., 2015]. Бо-
лее того, в настоящее время сделан следующий шаг в понимании 
места оценки лечебного патоморфоза — классификация по Miller 
I.D., Payne S. (1999, 2001) уже разработана с учетом показателей об-
щей выживаемости в зависимости от изменения клеточности опу-
холи [Miller I.D., et al., 2002]. В классификации выделено пять сте-
пеней ответа опухоли на лекарственное лечение. Только при пол-
ном отсутствии опухолевых клеток в первичной опухоли и в регио-
нарных лимфатических узлах устанавливается полный патоморфо-
логический ответ (pathologic Complete Response — рСR). При этом 
в исследуемом материале может присутствовать карцинома in situ.

В 1981 г. ВОЗ была принята клиническая классификация степе-
ней ответа опухоли на лечение, основанная на изменении линей-
ных размеров новообразования, определяемых лучевыми методами 
исследования [Miller I.D., et al., 2002]. В 2000 г. классификация пе-
ресмотрена и представлена как критерии оценки ответа солидных 
опухолей (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors — RECIST) 
[Therasse P., et al., 2000]. В соответствии с этой классификацией раз-
личают варианты ответа опухоли:
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• полный ответ (Complete Response — CR) — полное исчезно-
вение всех опухолевых поражений в течение 4 недель с момента до-
кументации полного ответа;

• частичный ответ (Partial Response — PR) — уменьшение, по 
сравнению с исходным на 50% и более, суммы измерений 2 боль-
ших перпендикулярных диаметров. При этом должны отсутство-
вать признаки прогрессирования заболевания;

• прогрессирование заболевания (Prog¬ressive Disease — PD) 
— увеличение размеров опухоли, появление любого нового очага 
или нового выпота, или асцита, связанного с опухолью;

• стабилизация заболевания (Stable Disease — SD) — несоот-
ветствие критериям CR или PR при отсутствии PD.

Новая версия 1.1 RECIST опубликованная в 2008 г. отличается 
как значениями количественных показателей, так и увеличением 
числа оцениваемых параметров, ранжировки их значимости. Она 
включает оценку основных (target lesions) и дополнительных (non-
target lesions) очагов опухолевого поражения (роста) [Eisenhauer 
E.A., et al., 2009].

Оценка основных очагов (количественная) осуществляется по 
критериям:

• CR: исчезновение всех основных очагов. Любой из увеличен-
ных лимфатических узлов (основных или дополнительных) должен 
иметь короткую ось менее 10 мм;

• PR: уменьшение суммы диаметров основных очагов не менее 
чем на 30%;

• PD: увеличение на 20% и более суммы диаметров основных оча-
гов, которая в абсолютном выражении составляет не менее 5 мм; 
появление одного или нескольких новых очагов;

• SD: несоответствие критериям CR или PR при отсутствии PD.

Оценка дополнительных очагов (качественная):
• CR: исчезновение всех дополнительных очагов и нормализа-

ция уровня опухолевых маркеров. Все лимфатические узлы должны 
иметь размер менее 10 мм по короткой оси;

• Non-CR/Non-PD: сохранение одного или нескольких основных 
очагов и/или сохранение уровня опухолевого маркера выше нормы;

• PD: однозначная прогрессия дополнительных очагов, появление 
одного или нескольких новых очагов.

В классификации опухолей молочной железы ВОЗ 2012 г. приве-
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дено уже 8 различных систем оценки pCR [Lakhani S.R., et al., 2012]. 
Из них наибольший интерес представляет Кельнская система клас-
сификации регрессии опухоли (The Cologne Regression Classification 
System), основанная на принципах классификации ВОЗ и выделяю-
щая 4 класса, в модификации Y. Shimosato с соавт. [Shimosato Y., et 
al., 1971], где дополнительно учитывается объем жизнеспособных и 
некротически измененных элементов опухоли, а так же статус реги-
ональных лимфатических узлов:

I класс — минимальная/отсутствие регрессии с сохранением бо-
лее чем 50% жизнеспособных элементов опухоли с наличием мета-
стазов в лимфатических узлах (ypN1);

II класс — частичная регрессия с сохранением менее чем 50% и 
более чем 0% жизнеспособных опухолевых элементов — малая ре-
грессия (классы I/II) без метастазов в лимфатические узлы (ypN0);

III класс — отсутствие жизнеспособных опухолевых элементов 
— выраженная регрессия (классы III/IV), но с наличием метастазов 
в лимфатических узлах (ypN1);

IV класс — полная регрессия без каких-либо признаков опухоле-
вого процесса — выраженная регрессия (классы III/IV) без метаста-
зов в лимфатические узлы (ypN0).

Одновременно продолжилось дальнейшее изучение, расшире-
ние количества изучаемых морфологических показателей опухо-
ли, имеющих прогностическое значение для оценки патоморфоза, 
таких как: изменение объемов жизнеспособной, дистрофической и 
дискомплексированной ткани, характеристика митотической актив-
ности и апоптоза в остаточной опухоли, характер и выраженность 
воспалительной реакции, количества гигантских клеток, характе-
ристика, тип и степень воспалительной реакции в строме опухоли 
[Vincent-Salomon A., et al., 2004, Aas T., et al., 2003, Miller I.D., et 
al., 2002 ]. Такой многофакторный подход в оценке лечебного пато-
морфоза может быть и повышает объективность и прогностическую 
значимость метода, но существенно усложняет проведение самого 
морфологического исследования. В то же время, накопление боль-
шого объема данных о лечебном патоморфозе позволило в мульти-
центровых исследованиях провести анализ и отобрать наиболее зна-
чимые показатели, имеющие существенное значение для его оценки 
и на их основе формировать представления о прогнозе течения за-
болевания конкретного пациента для планирования и коррекции по-
следующих этапов лечения [Penault-Llorca F., et al., 2008]. 

С другой стороны, активно продолжились и клинические мульти-
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центровые исследования, задачей которых являлось установление 
основных параметров опухоли, влияющих на эффективность прово-
димой терапии. Было показано, что такие характеристики опухоли, 
как меньший размер, высокая пролиферативная активность, РЭ(-) 
и РП(-) рецепторный статус опухоли, гистологическая форма ин-
вазивного протокового рака, прогнозируют высокую чувствитель-
ность к химиотерапии и вероятность достижения полного морфо-
логического эффекта, что немаловажно при планировании адекват-
ного неоадъювантного подхода. Так при небольших размерах опу-
холи с наличием регионарных метастазов чаще достигается pCR. 
Уменьшение размеров опухоли стали рассматривать в качестве при-
знака ее радио- или химиочувствительности, а также как важный 
прогностический фактор, коррелирующий с выживаемостью онко-
логических больных [Chollet P., et al., 2002]. Размер опухоли и кли-
нический статус лимфатических узлов оказались значимыми «пред-
сказывающими» факторами степени регресса опухоли в ответ на 
предоперационную химиотерапию. Установлено, что степень зло-
качественности опухоли является не только важным прогностиче-
ским фактором, коррелирующим с течением болезни, но и факто-
ром, предсказывающим вероятность получения полного морфоло-
гического ответа в опухоли. Частота полных морфологических эф-
фектов прямо пропорциональна степени анаплазии: если при 1-й и 
2-й степени злокачественности частота полных морфологических 
ответов составляет всего 10%, то при высокоагрессивных опухо-
лях (3-я степень) вероятность получения полного морфологическо-
го ответа (pCR) при использовании химиотерапии повышается до 
90% [Miller I.D., et al., 2007]. Показано, что отрицательный стеро-
идный рецепторный статус опухоли является фактором, предска-
зывающим хороший ответ на химиотерапию и высокую частоту по-
лучения полного морфологического ответа. Показано, что у паци-
енток с местно-распространенным раком молочной железы часто-
та pCR составила 24% при отрицательном гормональном статусе и 
8% при гормональночувствительных опухолях [Burcombe R.J., et 
al., 2005]. Гиперэкспрессия HER2 является неблагоприятным про-
гностическим фактором, коррелирующим с большим размером опу-
холи, высокой пролиферативной активностью, анеуплоидией, вы-
сокой степенью гистологической злокачественности, метастатиче-
ским поражением лимфатических узлов, агрессивным течением бо-
лезни и низкими показателями общей и безрецидивной выживае-
мости больных РМЖ. Однако использование в качестве таргетной 
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терапии моноклонального антитела к HER2 рецептору позволило 
улучшить как непосредственные результаты лечения (объективный 
ответ и частоту pCR), так и отдаленные результаты терапии HER2-
позитивного рака молочной железы. Показано, что частота полного 
морфологического ответа при HER-позитивном раке выше, чем при 
HER-негативном (23,5% против 7,1%), а при использовании таргет-
ной терапии и химиотерапии у больных с гиперэкспрессией HER-
2 отмечено значительное увеличение частоты достижения pCR (до 
37%) [Puglisi F., et al., 2015, Hamy-Petit A.S., et al., 2016, Chang H. et 
al., 2010., Hicks M., et al., 2015]. Установлено, что опухоли базаль-
ного подтипа активно пролиферируют и имеют самую высокую ча-
стоту полных морфологических регрессий pCR — до 45%, опухоли 
же люминального подтипа с более низким уровнем пролиферации 
показывают соответственно более низкую чаcтоту pCR (около 6%) 
[Rouzier R.,et al., 2004, Minckwitz G., et al., 2012, Бриллиант А.А., и 
др., 2013]. Получены данные о корреляции гистологического ва-
рианта опухоли молочной железы и степени лечебного патомор-
фоза у больных раком молочной железы. Наибольшая чувствитель-
ность к химиотерапии и вероятность достижения полного морфоло-
гического регресса (до 15%) отмечена при инвазивном протоковом 
раке. Дольковый рак часто ассоциирован с люминальным подтипом 
опухолей и низкой частотой достижения pCR (0–3%); при редких 
гистологических типах опухолей (папиллярном и слизистом раке) 
полных морфологических регрессий не отмечено (0%) [Cristofanili 
M., et al.,2005, Cocquyt V.F., et al, 2003]. 

Установлено, что при раке молочной железы морфологический 
ответ на предоперационную химиотерапию прямо коррелирует с 
безрецидивной и общей выживаемостью, а полная морфологиче-
ская регрессия опухоли pCR является важнейшим фактором про-
гноза [Daidone M.G., et al., 1999, Wolmark N., et al., 2001]. Показано, 
что максимальная общая выживаемость наблюдаются при полном 
патоморфозе, минимальная — при слабом или его отсутствии (Рис. 
5). Полная регрессия опухоли (IV степень) сопровождается макси-
мальными показателями общей выживаемости: 3-, 5-, 10-летняя вы-
живаемость у пациенток этой группы равна 100%, 92,3%, 83,1 соот-
ветственно. Напротив, при невыраженном патоморфозе общая вы-
живаемость на аналогичных сроках составила 57,8%, 42,3%, 28,7% 
соответственно. Показатели безрецидивной выживаемости имеют 
аналогичную тенденцию: при полном патоморфозе 3-, 5-, 10-летняя 
безрецидивная выживаемость составила 85,6%, 76,1%, 76,1%, тогда 
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как при слабом — 42,9%, 33,7%, 28,7% соответственно [Огнерубов 
Н.А., 1992, Fisher E.R., et al., 2002].

Рис. 5. Общая выживаемость пациенток с РМЖ после проведен-
ной неоадьювантной химиотерапии. Класс 1 — полный патомор-
фологический ответ (pCR), класс 2 — хороший ответ, 3 — слабый 
ответ, 4 класс — резистентность к проведенной терапии. 

Показано, что лучшая общая и безрецидивная выживаемость до-
стигается у пациенток с местно-распространенным раком молоч-
ной железы в ходе неоадъювантного лечения у которых удалось до-
биться полного морфологического регресса в лимфатических узлах, 
даже при наличии остаточных проявлений опухоли в молочной же-
лезе (исследование Anderson Cancer Center, Texas, USA) [Symmans 
W.F., et al., 2007]. 

Анализ основных параметров при ответе опухоли на неоадью-
вантную химиотерапию и их роли в достижении pCR привел к раз-
работке искусственного критерия — Residual Cancer Burden (до-
словно: «ложе остаточной опухоли», RCB), позволяющего предска-
зывать прогноз заболевания, определять вероятность безрецидив-
ной выживаемости пациенток [Symmans W.F., et al., 2007, Peintinger 
F., et al., 2015]. Критерий рассчитывается на основании измерения 
остаточной опухоли (двухмерные показатели с учетом возможной 
асимметрии опухоли), ее клеточности (по классификации Miller-
Payne), наличия в опухоли рака in situ, а также числа пораженных 
ЛУ и размеров наибольшего метастаза. 

В развитии этого процесса в 2014 г. FDA одобрило применение 
оценки Pathological Complete Response (полного патологического 
ответа опухоли, pCR) в качестве суррагатного маркера эффектив-
ности неоадьювантной терапии, как имеющего существенное про-
гностическое значение для пациенток с РМЖ, а в 2015 г. выпуще-
ны методические рекомендации международного экспертного сооб-



45

щества по РМЖ — BIG-NABCG, содержащие основные принципы 
стандартизации оценки полного патологического ответа опухоли 
pCR на проведенную неоадьювантную химиотерапию [Bossuyt V., 
et al., 2015, Kaufmann M., et al., 2006]. Сообщество приняло консен-
сусное решение — для того чтобы оценить степень ответа опухоли 
на проведенную химиотерапию необходимо и достаточно из боль-
шого числа предлагаемых сегодня критериев эффективности лече-
ния одномоментно учитывать только лишь следующие параметры:

1. Размеры остаточной опухоли;
2. Клеточность опухоли;
3. Наличие в материале карциномы in situ;
4. Количество метастазов и размеры наибольшего метастаза.
Этот подход позволил не только выделить пациенток РМЖ с pCR 

и с неполным ответом опухоли на химиотерапию, но и разделить их 
на группы в зависимости от степени выраженности патоморфологи-
ческих изменений. Это же позволило отнести конкретную пациент-
ку в группу с разным прогнозом выживаемости и, соответственно, 
проводить коррекцию проводимой последующей химиотерапии.

В Anderson Cancer Center (Texas, USA) на основе этих представле-
ний разработана относительно стандартизированная система оцен-
ки остаточной опухолевой нагрузки по характеристике Residual 
Cancer Burden с учетом ранжирования выраженности основных 
признаков лечебного патоморфоза и введения их в разработанную 
математическую модель, учитывающую показатели кривых безре-
цидивной выживаемости пациенток с РМЖ [Symmans W.F., et al., 
2007, Peintinger F., et al., 2015]. Учитываются следующие параме-
тры опухоли:

1. Размер остаточной опухоли. Учитывается размер наибольше-
го узла опухоли, выражается в мм. Измерения проводятся в двух 
проекциях, выбираются два наибольшие размера с учетом асимме-
трии опухоли. Необходимо так же оценить расстояние от опухоли 
до краев ее хирургической резекции. Для выполнения этой задачи 
следует маркировать края резекции краской или прошивать их ли-
гатурами. Удаленный макропрепарат исследуется путем рассечения 
на пластины ткани толщиной до 5 мм. Это наиболее сложная для 
оценки позиция, т.к. размеры, границы «ложа опухоли» часто до-
статочно трудно точно оценить как макроскопически, так и при ги-
стологическом исследовании [Apple S.K., et al., 2006]. В любом слу-
чае для исключения ошибки полученные результаты морфологи-
ческого исследования необходимо сопоставить с предоставленны-
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ми клиническими данными о локализации и размерах опухолево-
го узла. 

2. Клеточность опухоли. Оценивается средняя клеточность оста-
точной опухоли в нескольких произвольно выбранных микроско-
пических областях ее ложа. Клеточность микроскопической обла-
сти рассчитывается как соотношение количества опухолевых кле-
ток и стромы опухоли и выражается в %. Фокусы некроза, крово-
излияния, фиброза при расчете клеточности опухоли не учитыва-
ются. Необходимо рассчитать общую клеточность от средних зна-
чений оценок в нескольких различных микроскопических областях 
ложа опухоли. Для примера: если клеточность в различных обла-
стях ложа опухоли оценили как: 20%, 10%, 20%, 0%, 20%, 30% — то 
средняя оценка общей клеточности составит 20%. 

Могут использоваться готовые шаблоны оценки клеточности для 
облегчения и ускорения расчетов (Miller-Payne, RCB system) [Carey 
L.A., et al., 2005].

Выбирается и используется для введения в калькулятор один из 
следующих вариантов: 0%, 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 
70%, 80%, 90%. 

Признается полезной оценка клеточности с помощью сканиро-
вания гистологического среза «ложа опухоли», с последующим ав-
томатизированным расчетом средний клеточности исследованных 
микроскопических полей.

3. Наличие и площадь, занимаемая Carcinoma in situ (CIS). 
Микроскопически выявляется CIS и выбирается один из следую-
щих вариантов, занимаемой карциномой in situ площади в «ложе 
опухоли»: 0%, 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 
90%, 100%.

4. Количество лимфоузлов (ЛУ) с метастазами. Статус ЛУ яв-
ляется наиболее важным прогностическим фактором у пациентов, 
получавших неоадьювантную химиотерапию. Следует учитывать, 
что ответ опухоли на проведенное лечение в метастазах имеет даже 
бόльшую прогностическую значимость, чем в основном узле [Apple 
S.K., et al., 2006, Symmans W.F., et al., 2007,]. Отсутствие опухолевых 
клеток или наличие в ткани лимфоузла участков фиброза с наличи-
ем активированных гистиоцитов расценивается как признак полно-
го лечебного патоморфоза. Наличие метастазов, выявление микро-
метастазов (размеры менее 2 мм) и даже наличие в синусах лишь 
единичных опухолевых клеток (возможна уточняющая ИГХ реак-
ция с PanKeratin) — все это расценивается как признаки неполного 
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лечебного патоморфоза и заносится для расчетов RCB в калькуля-
тор. Оценка лечебного эффекта в ЛУ может оказаться более затруд-
нительна чем в первичной опухоли, и даже невозможна у некоторых 
пациентов, если пораженный ЛУ был удален до начала проведения 
неоадьювантной химиотерапии во время биопсии сигнальных ЛУ.

5. Размер самого большого метастаза. Определяется и заносит-
ся в калькулятор наибольший диаметр самого большого метастаза, 
размер оценивается в мм. 

Для стандартизированного расчета RCB можно и нужно исполь-
зовать размещенный в свободном доступе на сайте Anderson Cancer 
Center on line калькулятор: www.mdanderson.org/breastcancer_RCB, 
с помощью которого, при соответствующей предварительной под-
готовке, достаточно легко получить ранжированный численный ин-
декс, отражающий индивидуальный ответ опухоли на проведенную 
неоадьювантную терапию РМЖ (Рис. 6). Использование предло-
женных процедур оценки материала и последующего обсчета дан-
ных на калькуляторе позволяет максимально стандартизовать про-
цедуру и обеспечить сопоставимость получаемых данных у разных 
пациенток. 

 
 

Рис. 6. On-line калькулятор MDAnderson Cancer Center *: *Для 
расчета RCB подготовленные заранее значения должны быть вве-
дены обязательно во все поля калькулятора
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По получаемому на калькуляторе индексу (Residual Cancer 
Burden), определяются четыре степени (класса) ответа опухоли 
(Residual Cancer Burden Class) на проведенную терапию, по кото-
рым ориентируются на прогноз заболевания и с его учетом решают 
вопрос о назначении дальнейшей химиотерапии:

При значении индекса RСB 0 — расценивается как полный па-
тологический ответ (pCR) — CR (complete response) — отсутствие 
опухоли в молочной железе и исследованных лимфатических узлах 
— определяет клинически хороший прогноз;

При значениях индекса RСB <1,36 — RСB I — частичный от-
вет PR (partial response) — расценивается как минимальная остаточ-
ная болезнь, низкий риск прогрессирования заболевания;

При значениях индекса RСB от 1,36 до 3,28 — RСB II — мини-
мальный ответ NR (minimal/no response), расценивается как умерен-
ная остаточная болезнь, промежуточный риск прогрессирования за-
болевания;

При значениях индекса RСB >3,28 — RСB III — расценивает-
ся как выраженная остаточная болезнь, резистентность к проведен-
ной терапии — PD (progressive disease) — высокий риск прогресси-
рования заболевания.

В мультицентровых исследованиях показано, что предлагаемая 
система оценки «ложа остаточной опухоли» RCB в настоящее вре-
мя является наиболее объективной и воспроизводимой. Конкор-
дантность проводимых исследований с ее применением составляет 
от 0,90 до 0,95, что позволяет ее рекомендовать для внедрения в ра-
боту патоморфологических лабораторий. При этом патологоанатом 
должен быть уверен, что материал был исследован в достаточном 
объеме, выбранные для исследования фрагменты опухоли соответ-
ствуют локализации ее ложа, что необходимые для оценки данные 
предоставлены ему клиницистами в полном объеме. Так, утверж-
денная Российским обществом патологоанатомов в 2015 г. форма 
учетной карточки пациента РМЖ после проведения неоадьювант-
ной химиотерапии для определения RCB в настоящее время вклю-
чает в себя 45 учетных показателей [Андреева Ю.Ю., и др., 2016]. 

 2.4.13. Стадирование по pTNM
В патологоанатомическом заключении важно указать стадию 

по TNM (pTNM). Стадия pTNM основана на информации, полу-
ченной в результате макро- и микроскопического исследования 
операционного материала. Патологическое стадирование опухо-
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лей представляет дополнительные точные и объективные данные. 
Классификация по категориям T, N, и M произведённая врачом-
патологоанатомом, обозначается префиксом “p” (pT, pN, pM). Воз-
можная комбинация префиксов, например, yрТ.

Префиксы для категорий TNM:
• m (множественные опухолевые узлы инвазивного рака)
• r (рецидив)
• y (после неоадъювантной терапии)
• sn (сторожевой лимфатический узел)

Первичная опухоль (pT):
• pTX: первичная опухоль не может быть оценена
• pT0*: первичная опухоль не определяется
• pTis*: протоковый или дольковый рак in situ, а также болезнь 

Педжета соска, не сопровождающаяся инвазивным раком
• pT1: опухоль ≤20 мм в наибольшем измерении
	 – pT1mi: микроинвазивный рак
	 – pT1a: опухоль более 1 мм, но не более 5 мм в наибольшем 

измерении
	 – pT1b: опухоль более 5 мм, но не более 10 мм в наибольшем 

измерении
	 – pT1b: опухоль более 10 мм, но не более 20 мм в наиболь-

шем измерении
• pT2: опухоль более 20 мм, но не более 50 мм в наибольшем из-

мерении
• pT3: опухоль более 50 мм в наибольшем измерении
• pT4: опухоль любого размера, прорастающая грудную стенку и/

или кожу
	 – pT4a: опухоль прорастает в грудную стенку за исключени-

ем инвазии грудной мышцы
	 – pT4b: изъязвление кожи и/или сателитный узел в коже и/

или отёк кожи
	 – pT4c: комбинация признаков pT4a и pT4b
	 – pT4d: отёчно-воспалительная форма рака молочной железы
Примечание: * — эти категории используются и в тех случаях, 

если при исследовании биоптата был диагностирован инвазивный 
рак, который подвергся полному лечебному патоморфозу в резуль-
тате неоадъювантной терапии.
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Региональные лимфатические узлы (pN):
• pNX: региональные лимфатические узлы не возможно оценить 

(были удалены ранее или не предоставлены для патоморфологиче-
ского исследования)

• pN0: при гистологическим исследовании метастазы в региональ-
ных лимфатических узлах не обнаружены

	 – pN0 (i-): в лимфатических узлах не обнаружены метаста-
зы ни при гистологическом исследовании, ни иммуногистохимиче-
ским методом

	 – pN0 (i+): при гистологическом или иммуногистохимиче-
ском исследовании в лимфатических узлах обнаружены изолиро-
ванные опухолевые клетки

	 – pN0 (mol-): в лимфатических узлах метастазы не обна-
ружении ни морфологически, ни при проведении молекулярно-
биологического исследования (РТ-ПЦР)

	 – pN0 (mol+): в ткани лимфатического узла обнаружена мар-
кёрная РНК опухолевых клеток, однако метастазы не выявлены при 
рутинном гистологическом исследовании или иммуногистохимиче-
ском исследовании

• pN1mi: микрометастазы
• pN1a**: метастазы в 1-3 подмышечных лимфатических узлах, 

один из которых макрометастаз
• pN2a**: метастазы в 4-9 подмышечных лимфатических узлах, 

один из которых макрометастаз
• pN3a**: метастазы в ≥ 10 подмышечных лимфатических узлах, 

один из которых макрометастаз
Примечание: ** — критерии pN1b, pN1c, pN2b, pN3b, pN3c – см. 

в “TNM: Классификация злокачественных опухолей” [Щеголев А.И. 
и др., 2011].

Отдалённые метастазы (pM):
Морфологическая диагностика наличия метастазов (pM1) требу-

ет биопсии метастатического узла и подтверждения наличия опухо-
ли. Таким образом, категория pM0 является неопределяемым поня-
тием и может не использоваться. Она может быть установлена толь-
ко на аутопсии.
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Глава 3. Иммуногистохимические 
(иммуноморфологические) исследования 

Современная диагностика РМЖ требует не только верификации 
гистологического варианта и степени дифференцировки новообра-
зования, но и обязательной оценки прогноза течения болезни, а так 
же предсказания ответа на терапию. В настоящее время для выбо-
ра оптимальной лечебной тактики, выбора адекватного лекарствен-
ного лечения (антиэстрогены, антроциклиновые антибиотики, гер-
цептин и т.д.) следует установить не только стадию развития рака 
(с характеристикой по системе TNM), гистологический вариант и 
степень злокачественности, но и обязательно – иммунофенотип, 
что достигается выполнением иммуногистохимического исследова-
ния. 	

Иммуногистохимия (ИГХ) — это метод качественной и полуко-
личественной гистологии, с помощью которого выявляется наличие 
и локализация того или иного клеточного или тканевого компонен-
та (антигена) благодаря связыванию его с заранее известными ис-
следователю меченными антителами.

Родоночальниками иммунологического метода считается группа 
исследователей под руководством проф. А. Кунса, которые впер-
вые в 1941 г. получили меченные флюоресцеином антитела и при-
менили их в диагностических целях. В последующее время про-
водилось постоянное усовершенствование метода. Так в 1970 г. 
исследовательская группа prof. Sternberger разработала пероксидаза-
антипероксидазный метод. В 1975 г. prof. G. Köhler и prof. C. Milstein 
разработали гибридомную технологию, которая основана на слия-
нии (гибридизации) миеломных клеток со спленоцитами иммуни-
зированных животных, что дало возможность получать монокло-
нальные антитела в больших объемах. За чикл выполненных работ 
авторы гибридомной технологии получили нобелевскую премию в 
1984 г. В начале 1990 гг. были разработаны методы соединения ан-
тител с биотином, авидина — с ферментами, что значительно упро-
стило методику, привело к повышению стабильности (воспроизво-
димости) получаемых результатов и привело к внедрению данной 
методики сначала в научно-исследовательских центрах, а затем и 
в лаборатории практического здравоохранения. В настоящее вре-
мя синтезировано большое количество коммерческих антител как 
поли-, так и моноклональных, которые выпускаются уже промыш-
ленным путем. 
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3.1. Основные понятия
Антигеном называют любое вещество, которое при попадании в 

организм вызывает иммунный ответ, в результате которого вырабаты-
ваются специфические белки или антитела. Антигенами обычно явля-
ются высокомолекулярные белки и полисахариды. Та часть молекулы 
антигена, которая соединяется с антителом, называется эпитопом или 
антигенной детерминантой. Биологические объекты, которые состоят 
из множества макромолекул, например бактерии, содержат большое 
количество эпитопов, в этом случае говорится о коэкспрессии (соче-
тании) антигенов, что в свою очередь, определяет и разнообразие ан-
тител, характеризующий данный объект исследования. 

Антитела представляют собой γ-глобулины и называются имму-
ноглобулинами. Наиболее распространен класс иммуноглобулинов 
G (IgG). Молекула IgG состоит из двух субъединиц, соединенных 
дисульфидными связями. Каждая субъединица состоит из двух по-
липептидных цепей — тяжелой (Н-цепи) и легкой (L-цепи), кото-
рые также как и субъединицы иммуноглобулина, соединены между 
собой дисульфидными мостиками (Рис. 7).

 

Рис. 7 Принципиальная схема структуры молекулы IgG.
 
В каждой молекуле IgG выделяют следующие области: Fc-

фрагмент (constant fragment) и Fab-фрагмент (antibody fragment). 
Структура Fc-фрагмента идентична для всех молекул IgG у опре-
деленного вида животных. Таким образом, Fc-фрагмент определя-
ет видоспецифичность антител и не участвует во взаимодействии 
антитела с антигеном. Структура Fab-фрагмента крайне вариабель-
на. Именно Fab-фрагмент определяет специфичность антитела, по-
скольку участвует во взаимодействии с эпитопом антигена. Каждая 
молекула IgG имеет в своем составе два Fab-фрагмента, то есть яв-
ляется бивалентной и может соединяться с двумя различными анти-
генными детерминантами.
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Иммуноглобулины являются макромолекулами и сами могут вы-
ступать в роли антигенов. При введении иммуноглобулинов в орга-
низм животного другого вида получают антитела к Fc-фрагменту. 
Поскольку Fc-фрагмент определяет видоспецифичность, то полу-
ченные антитела являются специфичными к иммуноглобулинам 
данного вида животного. Таким способом получают т.н. «вторич-
ные антитела», используемые в современных визуализационных си-
стемах при постановке иммуногистохимических реакций.

Антитела можно конъюгировать (связывать) с флуорохромами 
или ферментами, используя аминокислотные остатки; чаще всего 
используется ковалентное взаимодействие между ε-аминогруппой 
и лизином. Полученные в этом случае антитела называются конъю-
гированными или мечеными.

Антитела, используемые в иммунологических методиках, полу-
чают путем иммунизации различных лабораторных животных (мы-
шей, кроликов, крыс и др.). После выработки антител у животного 
забирается кровь, из которой затем выделяют фракцию антител (им-
муноглобулинов). 

При проведении иммуногистохимических реакций используются 
моно- и поликлональные антитела.

Моноклональные антитела продуцируются клонами клеток ги-
бридомы, считается что они абсолютно идентичны по молекуляр-
ной организации, специфичности и сродству к антигену. Такая од-
нородность моноклональных антител делает более стабильной ре-
зультаты по их дальнейшему разведению, что обеспечивает высо-
кую воспроизводимость результатов, а высокая специфичность обе-
спечивает определение антигена при экспрессии с другими антиге-
нами. При этом моноклональные антитела связываются только с од-
ним участком молекулы антигена, и это определяет меньшую чув-
ствительность ИГХ метода, проявляющуюся более слабым конеч-
ным окрашиванием на срезах. При использовании моноклональ-
ных антител предъявляются более жесткие требования к фиксатору 
и времени фиксации материала, т.к. денатурация белка приводит к 
ранней быстрой утрате небольшого числа эпитопов в ткани. 

Поликлональные антитела, получаемые при иммунизации жи-
вотных, обычно кроликов, коз или овец, содержат антитела одно-
временно к разным эпитопам антигена. В результате этого при про-
ведении ИГХ реакций образуются крупные интенсивно окрашива-
ющиеся комплексы с антигеном благодаря одновременному связы-
ванию антител с многими эпитопами антигена, т.е. они менее чув-
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ствительны к конформационным изменениям антигена. Однако, в 
то же время, соответственно они являются менее специфичными, 
при сравнении с моноклональными антителами.

Полученный комплекс «антиген-антитело» можно определить в 
ткани среза — визуализировать. Для этого используются различные 
метки, обычно связанные с Fc-фрагментом антител. В качестве та-
ких меток используются: разнообразные ферменты, флюорохромы, 
металлопротеиды, радиоизотопы, биотин и др. Метки присоединя-
ются или к первичным антителам — в этом случае говорят о прямом 
методе выявления или к вторичным антитела — непрямой метод. 

Прямой метод предполагает использование меченых меткой пер-
вичных антител против интересующего антигена (Рис. 8). Это наи-
более простой метод визуализации, однако чувствительность его 
крайне низкая, так как на одну молекулу искомого антигена будет 
приходиться всего одно меченое антитело. 

 

Рис. 8. Схематическое изображение прямого иммуногистохими-
ческого метода

Непрямой метод предполагает использование двух различных ан-
тител. Первичное антитело реагирует с антигеном клетки. Связан-
ное с меткой вторичное антитело избирательно специфически свя-
зывается с первичным, которые для вторичных антител являются 
по сути антигеном (Рис. 9). Непрямой метод значительно более чув-
ствительнее прямого, т. к. с каждой молекулой первичных антител 
связывается несколько молекул вторичных антител, содержащих 
метку, что проявляется более яркой реакцией в срезе при проведе-
нии ИГХ реакции. 

 

Рис. 9. Схематическое изображение непрямого иммуногистохи-
мического метода
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Некоторые особенности использующихся меток. На первом этапе 
развития метода иммунофенотипирования, а за тем и ИГХ в каче-
стве меток наиболее часто использовали флюорохромы. И в насто-
ящее время эти метки имеют достаточно широкое распространение 
как в научных, так и гистологических лабораториях патоморфоло-
гических отделений. 

Метод прямой иммунофлуоресценции — антиген связывается 
с антителом, конъюгированным с флуоресцентной меткой в насто-
ящее время используется достаточно редко, т.к. метод имеет низ-
кую чувствительность восприятия для человеческого глаза и требу-
ет дополнительно флуоресцентного микроскопа с соответствующей 
оптикой и набором фильтров. В то же время для проведения про-
точной цитометрии при выполнении иммунофенотипирования ме-
тод остается основным, т.к. чувствительность используемых детек-
торов свечения значительно выше человеческого глаза, а методика 
окраски материала достаточно проста.

Метод непрямой иммунофлуоресценции — в этом случае ан-
тиген связывается с первичным специфическим антителом, а флу-
оресцентная метка связана со вторичным антителом, специфич-
ным к Fc-фрагменту первичного антитела. В этом случае чувстви-
тельность восприятия метода значительно выше, результат реакции 
можно оценивать в флуоресцентный микроскоп, т.к. интенсивность 
свечения значительно выше, по сравнению с прямым методом. Од-
нако опять же метод требует наличия в лаборатории хорошего флу-
оресцентного микроскопа с наборами объективов и фильтров, кро-
ме того методика приготовления препарата более сложная, а препа-
раты не подлежат архивированию, т.к. происходит быстрое выцве-
тание меток.

Указанные недостатки побудили исследователей к разработ-
ке использования при проведении ИГХ реакций других видов ме-
ток. Наиболее широкое распространение в настоящее время достиг-
ли так называемые иммуноферментные методы с использованием 
ферментных меток. В этом случае молекула фермента, связанная с 
вторичным антителом, вступает в реакцию с большим количеством 
молекул субстрата а образующийся нерастворимый комплекс, вы-
падающий в осадок с красителем, располагается в срезе непосред-
ственно около антигена, что позволят видеть окрашивание в обыч-
ный световой микроскоп, которое связано с определенными струк-
турами в гистологическом срезе. 

Наиболее часто в современных визуализационных системах в ка-
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честве ферментной метки используется пероксидаза хрена (HRP) 
или щелочная фосфатаза (AP). Метод выявления активности пе-
роксидазы основан на окрашивании красителя, который выступа-
ет в роли донора электронов, в присутствии перекиси водорода. В 
качестве красителя (хромогена) наиболее часто используются:3-
диаминобензидин тетрахлорид (DAB) — в этом случаи продук-
ты реакции окрашиваются в коричневый цвет или 3-амино-9-
этилкарбазол (AEK) — красного цвета.

Необходимо помнить, что пероксидаза и щелочная фосфата-
за присутствует в небольших количествах и в нормальных тканях 
организма. Особенно велика концентрация пероксидазы в клетках 
крови, поэтому для окраски мазков крови, костного мозга и срезов 
органов кроветворения и иммунной защиты методы с использова-
нием этого фермента, как правило, не применяются. При окраске 
других тканей пероксидазная активность нейтрализуется добавле-
нием перекиси водорода перед инкубацией с первичными антите-
лами. 

Иммуноферментные методы также подразделяются на прямые 
(антиген связывается с антителом, конъюгированным с фермент-
ной меткой) и непрямыми (антиген связывается с неконъюгирован-
ным специфическим антителом (первичным антителом); фермент-
ная метка конъюгирована со вторичным антителом, специфичным к 
Fc-фрагменту первичного антитела). 

Следующим шагом в развитии систем визуализации стали систе-
мы с использованием антител против пероксидазы и щелочной фос-
фатазы (PAP и APAAP-комплексы). На первом этапе на гистоло-
гический срез наносятся первичные антитела, на втором этапе на-
носятся вторичные антитела против первичных (связующее антите-
ло), при этом один из антигенсвязывающих участков вторичных ан-
тител связывается с первичным антителом, а второй остается сво-
бодным; на третьем этапе вносятся антитела против пероксидазы 
или щелочной фосфатазы, полученные от животного того же вида, 
от которого получены первичные антитела, антигенсвязывающие 
участки которого заняты соответствующим ферментом. Эти антите-
ла связываются со вторым антигенсвязывающим участком вторич-
ных (связующих) антител. В результате проведения реакции фор-
мируется комплекс, где с одним антигеном оказываются связанны-
ми уже не одна, а две молекулы фермента, что соответственно уве-
личивает чувствительность метода почти в 2 раза (рис.10). 
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Рис. 10. Принципиальная схема иммуногистохимической реакции 
при использовании PAP-метода.

Настоящим прорывом стала разработка в 1979 году метода непря-
мого иммуноокрашивания с использованием биотин-авидинового 
комплекса. Биотин (витамин H) — соединение, стойкое к действию 
высоких температур, к кислой и щелочной среде, хорошо растворя-
ется в воде и спирте. Он является коферментом во многих реакциях 
присоединения (карбоксилирования). Биотин легко может вступать 
в стойкое соединение с различными белками, в том числе с фермен-
тами и иммуноглобулинами. В большом количестве биотин содер-
жится в белках птичьих яиц, где он связан с гликопротеидом авиди-
ном.

Авидин образует с биотином чрезвычайно стойкий комплекс. 
Разрушить такой комплекс можно только при температурной обра-
ботке, т. к. авидин разрушается при нагревании. Авидин имеет 4 ме-
ста связывания, к которым можно присоединить биотин или бел-
ки. Таким образом, комплекс биотин-авидин можно использовать 
как связующий мостик между антителами и ферментами. Для это-
го готовится комплекс, состоящий из фермента, связанного с биоти-
ном, и авидина. В образующемся комплексе три центра связывания 
авидина связаны через биотин с ферментом или флюорохромом, а 
четвертый остается свободным. Комплекс формируется в три этапа: 
на первом этапе немеченные первичные тела соединяются с антиге-
ном, на втором этапе меченные биотином вторичные антитела сое-
диняются с первичными, на третьем добавляется комплекс авидин-
биотин-фермент, который присоединяется к биотину вторичных ан-
тител (Рис. 11).

После инкубации с вторичными антителами, связанными с биоти-
ном, добавляют комплекс авидин-биотин-фермент. Таким образом, 
с одной молекулой антигена оказываются связанными три молеку-
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лы фермента. Данный метод был назван ABC-методом (Avidin and 
Biotinylated Complex).

 
 

Рис. 11. Приниципиальная схема проведения иммуногистохимиче-
ской пеакции с использованием ABC-метода.

 
К сожалению, и данный метод не лишен недостатков, так как ави-

дин соединяется с эндогенным биотином, который в большом коли-
честве содержится в печени и почках, а также он может соединять-
ся с лектинами и заряженными группами в тканях.

Дальнейшее развитие получила эта технология после замены ави-
дина на стрептавидин — белок, который получают из микроорга-
низмов Streptomyces avidinii (SaBC-метод). Стрептавидин облада-
ет такими же способностями связывать биотин, как и авидин, но в 
отличие от него он не имеет заряда в нейтральной среде, не связы-
вается с эндогенным ферментами и намного меньше с эндогенным 
биотином. Замена авидина на стрептавидин позволила резко умень-
шить фоновое окрашивание и повысить чувствительность метода 
приблизительно в 8 раз.

Дальнейшим развитием систем визуализации стала разработка 
полимерных систем. Основой систем является декстрановая моле-
кула, на которой осаждают до 20 молекул первичных или вторич-
ных антител и до 100 молекул фермента. Таким образом, одна моле-
кула антигена оказывается связанной со 100 молекулами фермента, 
что обеспечивает крайне высокую чувствительность (Рис. 12).
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Рис.12. Принципиальная схема проведения иммуногистохимиче-
ского исследования с применением полимеров.

 
Иммуногистохимические исследования в настоящее время стали 

чрезвычайно широко распространены и являются рутинным мето-
дом исследования в патоморфологической или научной гистологи-
ческой лаборатории. Более того, реактивы уже производятся доста-
точно большим количеством компаний, однако основные принци-
пы, лежащие в основе их производства и разобранные выше оста-
ются неизменными и претерпевают только постоянную некую мо-
дернизацию. Проведение ИГХ исследования превратилось в некую 
технологию, по сути, которая является стандартной и лаборатория, 
в которой произошла постановка для исследования одного антиге-
на, легко может проводить исследования и других, меняя в техно-
логии только первую позицию — антитело, сохраняя все осталь-
ные, т.к. система визуализации является универсальной. Значитель-
ное количество шагов проведения исследования в настоящее вре-
мя успешно компенсировано разработкой автоматизированных ро-
ботизированных станций для проведения иммуногистохимических 
исследований — иммуностейнеров. Внедрение автоматизации ра-
бочего процесса не только облегчает труд лаборантов-гистологов 
и медицинских техников, но и создает предпосылки для стандар-
тизации проведения ИГХ исследований в лаборатории, приближа-
ет лабораторию к выполнению стандартов качества лабораторных 
исследований. Однако отсутствие автостейнера в лаборатории не в 
коей мере не является основанием не внедрять и не проводить ИГХ 
исследования в лаборатории. Все эти исследования успешно могут 
проводятся и с использованием ручного труда лаборантов. Основ-
ное при этом условие — соблюдение требований протоколов им-
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муногистохимических исследований и инструкций, прикладывае-
мых к коммерческим наборам, используемым в лаборатории [Пе-
тров, Райхлин, 2012, 2016].

3.2. Требования к патоморфологической лаборатории, 
занимающейся ИГХ 

При принятии решения о необходимости постановки ИГХ ме-
тода исследования в лаборатории необходимо учитывать требова-
ния, сформулированные ASCO/CAP к патоморфологической ла-
боратории: 

1) обязательное использование стандартизованных методов ИГХ 
исследования; 

2) возможность обеспечить для ИГХ исследований внешний кон-
троль качества;

3) количество иммуногистохимических исследований в год в ла-
боратории не должно быть меньше 250.

Необходимо так же учитывать дополнительные расходы, которые 
потребуется заложить в бюджет лаборатории для выполнения им-
муногистохимических исследования. Средняя себестоимость одно-
го исследования, выполняемого на иммуностейнере колеблется от 
450 до 700 руб. Если лаборатория оснащена автостейнером, то сни-
зить эти расходы на исследования не представляется возможным. 
Снижение затрат на проводимые ручным методом ИГХ исследова-
ния всегда связаны с грубыми нарушениями технологий окраски, а 
значит увеличением доли вероятности появления ошибок.

Остановимся на основных методических моментах, которые сле-
дует учитывать при проведении ИГХ исследований в лаборатории 
первого просмотра материала. Как было указано выше, «золотым 
стандартом» исследования рака молочной железы являются иссле-
дования, включающие в себя панель следующих антител: Estrogen, 
Progesterone, Her2 neu, Ki-67, относящиеся как к прогностическим 
так и предсказывающим факторам. Поэтому именно этот набор ис-
следований мы рекомендуем и далее остановимся на некоторых ме-
тодических особенностях его выполнения в лаборатории. 

Первое с чего нужно начать при постановке ИГХ метода в лабо-
ратории — определить сотрудников, которые будут заниматься вы-
полнением исследований. Наиболее благоприятным является нали-
чие возможностей выделения врача и лаборанта (медицинского тех-
ника, биолога), которые будут заниматься только данной методи-
кой. Отвлечение работников на другие исследования и работы всег-
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да приводит к увеличению вероятности нарушений технологиче-
ского процесса, что сопровождается снижением качество выполня-
емых исследований. Определенных на методику людей необходимо 
обучить, для чего наиболее правильно направить их на стажировку 
на рабочее место в региональную референс-лабораторию (лаборато-
рию второго просмотра) или центральную референс-лабораторию. 
В дальнейшем, учитывая ключевую роль патоморфологической ди-
агностики, на первый план выходит важность обучения, регуляр-
ность и своевременность переподготовки, повышения квалифика-
ции врачей и лаборантов по патологической анатомии [Франк и др., 
2012]. Возможности улучшения качества патоморфологических ис-
следований при раке молочной железы включает в себя не только 
обучение, но и обязательность дальнейшего включения лаборато-
рии первого просмотра в схему референс-системы (пересмотра ма-
териала).

Прежде чем начать исследования ответственным за постановку 
ИГХ исследования нужно определиться с необходимым набором 
оборудования и реагентов. Практика показывает, что чаще всего ко-
пируется организация работы и комплектация лаборатории, в кото-
рой проходило обучение специалистов. И это имеет большой по-
зитивный смысл, т.к. в этом случае берутся на вооружение уже го-
товые схемы и решения, предотвращаются ошибки процесса орга-
низации, присущие новой лаборатории, а значит, в конечном итоге 
экономятся значительные средства и сокращается время от начала 
организационных мероприятий до запуска лаборатории. С другой 
стороны становится понятно, как важно чтобы лаборатория, в кото-
рой проходило обучение работников, была действительно передо-
вой и могла вложить в головы современную идеологию инноваци-
онного развития патологической анатомии что будет сказываться в 
их работе всю последующую профессиональную жизнь.

Необходимый комплект оборудования для проведения им-
муногистохимических исследований. Первоначально иммуноги-
стохимия формировалась на основе проведения реакций на за-
мороженных срезах с использованием флуоресцентных меток. 
Это требовало дополнительного дорогостоящего оборудования 
(микротомы-криостаты), флуоресцентных микроскопов, наклады-
вало временные ограничения во времени проведения реакций и не 
позволяло формировать архив иммуногистохимических препара-
тов. В первую очередь здесь играла роль невозможность проведе-
ния реакций на фиксированных в формалине тканях. Однако, по-
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степенно развитие технологии привело к тому, что почти все основ-
ные реакции сегодня доступны для иммуногистохимии на срезах из 
фиксированного в формалине материала. Поэтому, если в лабора-
тории нет каких-то специальных особых задач, лучше сориентиро-
ваться на постановку исследований на парафиновых срезах из мате-
риала после формалиновой фиксации. Исходя из выше сказанного 
можно обозначить необходимый комплект оборудования для про-
ведения ИГХ исследований. В него входит:

1. Комплект общего гистологического оборудования. Прежде чем 
приступать к постановке ИГХ исследований следует постараться 
укомплектовать гистологическую лабораторию современным обо-
рудованием, что в значительной мере решит проблемы с качеством 
материала а лаборатории первого просмотра. Необходимо традици-
онное гистологическое оборудование, позволяющее получать каче-
ственные гистологические микропрепараты: аппарат для гистологи-
ческой проводки материала, аппарат для заливки парафиновых бло-
ков, хороший микротом с одноразовыми сменными ножами, свето-
вой микроскоп (желательно с хорошей оптикой, исследовательско-
го класса с цифровой цветной фотокамерой), холодильник для хра-
нения ИГХ реактивов и буферов (можно бытовой); термостат – 2 
шт. (один устанавливается на температуру 37ºС, другой – на 60ºС.), 
автомат для закрытия гистологических стекол, систем архивирова-
ния блоков и стекол. 

2. Дополнительное оборудование для выполнения ИГХ метода. 
Набор дополнительного оборудования, зависит от того какой вари-
ант проведения ИГХ исследований планируется: ручной или авто-
матизированный.

Ручной метод требует наличия: 
– Батарею емкостей для депарафинизации и регидратации (емко-

сти для окрашивания) не менее 12 шт.;
– Стеклянная посуда (колбы для буферов, стаканы, цилиндры, ем-

кости, бутыли);
– Контейнеры с держателем термически и химически стойкий для 

термической обработки материала для проведения демаскировки 
антигена — не менее 3 шт;

– Оборудование для термической обработки: или термобаня баня 
для ИГХ (до 100º С, прецизионная) или микроволновая печь (можно 
использовать бытовую, мощностью не менее 800 Вт.); 

– Пипеточные дозаторы с набором наконечников: малого объема 
0,5 – 10 мкл., среднего 1-50, 20-200, большого до 1000 мкл., до 5000 
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мкл. — по 1 шт. каждой позиции);
– Гидрофобный карандаш для ИГХ — 2 шт.; 
– Весы (для самостоятельного приготовления навесок солей для 

буферов) — 1 шт.; Совет: лучше приобретать уже готовые раство-
ры.

– рН-метр (для контроля рН приготовленных буферов) – 1 шт.; 
Совет: лучше приобретать уже готовые буфера. 

Автоматизированный метод потребует:
– водяная баня или специализированный модуль предобработки 

для автостейнера или автостейнер с интегрированным этапом пред-
подготовки гистологических срезов (типа BenchMark, Ventana или 
Bond Max, Leica);

– иммуностейнер. При выборе типа автостейнера нужно исхо-
дить из финансовых возможностей лаборатории, учитывать потре-
буется открытая система или допустима закрытая (возможность ис-
пользования реагентов других производителей), нужно сравнить 
стоимость предлагаемых к использованию производителем реаген-
тов и расходных материалов, сроки их доставки после заключения 
договора, наличие сервисной поддержки и собственной инженер-
ной службы, наличие гарантийного срока обслуживания и постга-
рантийных обязательств, стоимость сервисного обслуживания по-
сле окончания гарантии, наличие возможности выполнения на им-
муностейнере других исследований (например ISH) и обязательств 
по обучению сотрудников лаборатории на рабочем месте.

Необходимый набор реагентов и расходных материалов 
Сюда относятся предметные стекла с адгезионным полилизино-

вым покрытием, растворы предподготовки срезов, промывочные 
буфера, набор первичных антител, подходящие для них системы ви-
зуализации, контрольные стекла.

Обязательно возникнет вопрос о том, какие клоны и каких про-
изводителей лучше приобрести. Давать советы в данном направле-
нии дело неблагодарное. Пока сотрудники лаборатории не приобре-
тут собственный практический опыт нужно исходить из следующих 
основных принципов:

1) качество реактивов и расходных материалов, изготовленных на 
профильном специализированном производстве лучше, чем те, ко-
торые можно приготовить в лаборатории;

2) качество готовых реагентов (c маркировкой RTU — Ready-to-
Use Reagents) изначально будет лучше и более стабильным, а прово-



64

димые исследования, соответственно более воспроизводимыми как 
внутри лаборатории, так и в последующем в других лабораториях, в 
том числе и при прохождении референс-исследований;

3) желательно использовать для проведения конкретного иссле-
дования реагенты от одного производителя (для первичных анти-
тел — соответствующие визуализационные системы);

4) необходимо соблюдать указанные в инструкции к антителу ре-
комендуемые для использования визуализационные системы; 

5) следует строго придерживаться инструкций, прилагаемым к 
каждому реагенту;

6) необходимо обращать внимание на сроки годности реагентов и 
расходных материалов; 

7) соблюдайте требования, предъявляемые производителем к 
условиям хранения реагентов;

8) не следует пытаться экономить на реагентах на снижении объ-
емов реагентов, указанных в инструкции, повторном использовании 
растворов и т.д. 

В тоже время, можно воспользоваться экспертной оценкой реак-
тивов, которая представлена в любой международной системе кон-
троля качества иммуногистохимических исследований. Как пример 
можно привести европейскую систему контроля качества НордиК 
(выход на сайт через http://www.nordiqc.org).

На сайте размещена информация о характеристике первичных 
антител и визуализационных систем, используемых при постанов-
ке иммуногистохимических реакций от основных производителей, 
дается их сравнительная характеристика, указываются особенно-
сти основных клонов антител от разных производителей, приво-
дятся оптимальные протоколы исследований, проводятся тестиро-
вания качества проводимых исследований лабораторий из разных 
стран. Таким образом, выйдя на сайт можно легко составить свое 
собственное мнение на основании информации, предоставленной 
независимыми экспертами из разных стран. 

Прежде чем приступить к постановке иммуногистохимической 
реакции следует проверить комплектность реагентики и соответ-
ствие ее отдельных компонентов. Так, необходимо проверить на со-
ответствие маркировки мышиных антител (М — Mause) и мышиной 
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(M или универсальной) визуализационной системы. Если же ис-
пользуемое антитело кроличье (R – Rabbit) то соответственно долж-
на использоваться соответствующая (R или универсальная) визуа-
лизационная система. В противном случае, при несовпадении им-
муногистохимическая реакция не будет осуществляться, а препарат 
не будет специфически окрашиваться.

3.3. Постановка иммуногистохимического исследова-
ния (рекомендуемый протокол)

Для успешного проведения иммуногистохимической реакции и ее 
необходимо создать некие стандартные условия, которые, с одной 
стороны, повысили бы эффективность взаимодействия антигена с 
антителом, а с другой — свели бы к минимуму неспецифическое 
окрашивание (фон). С этой целью применяют комплекс приемов об-
работки срезов перед их инкубацией с антителами - протокол. Про-
токол состоит из этапов, выполнение которых является обязатель-
ным условием получения стабильного воспроизводимого результа-
та. 

При проведении диагностических исследований желательно 
пользоваться только реагентами сертифицированными для диагно-
стики, а также строго соблюдать предписанные производителями 
антител и наборов протоколы и рекомендации. 

1. Подбор парафинового блока. Проводка и заливка в пара-
фин осуществляются по общепринятым схемам. Необходимо пом-
нить, что для получения стабильных результатов проведения ИГХ 
исследований в качестве фиксаторов материала при изготовлении 
парафинового блока необходимо использовать нейтральный забу-
ференный формалин, этанол или этанол-формальдегид. Фиксация 
в этанол-формальдегиде (1–2% раствор формалина на 80° этаноле) 
позволяет добиться более высокого качества окраски и упростить 
иммуногистохимический протокол. Желательно использовать очи-
щенные сорта парафина с добавлением восков или специально раз-
работанные на основе парафина среды с модифицирующими добав-
ками. Заливка в целлоидин и целлоидин-парафин нежелательна, так 
как приводит к развитию неспецифической фоновой окраски. Имея 
гистологические стекла с обзорной окраской нужно выбрать соот-
ветствующий блок, в срезе которого имеются структуры, подлежа-
щие ИГХ исследованию. 

2. Получение гистологических срезов с парафиновых блоков, 
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как при обычной гистологии (основные правила разобраны выше) 
непосредственно перед проведением иммуногистохимического ис-
следования. Толщина среза должна составлять около 4 мкм. При-
готовленные на микротоме срезы монтируют на стекла, высушива-
ют, депарафинируют и регидратируют. Для обеспечения целостно-
сти среза удобнее использовать готовые к использованию предмет-
ные стекла с полилизиновым покрытием. Полученный препарат вы-
сушивают при комнатной температуре в течение 12-18 час. или для 
ускорения процесса его можно поместить на 1 ч. в термостат с тем-
пературой 60ºС. 

3. Предобработка парафиновых срезов для иммуногистохимии 
начинается с удаления парафина и воды из срезов с использованием 
ксилола и этанола (как для обычной гистологии). Следует все время 
заменять использованные реагенты на свежие, т.к. плохое удаление 
парафина из среза будет приводить к нарушению окрашивания или 
минимум к усилению неспецифического фона при ИГХ окраске.

4. Демаскировка антигенов. Этап связан с особенностями дей-
ствия фиксатора – формалина на эпитопы антигенов ткани, с целью 
их максимального высвобождения. Выполнятся с использовани-
ем нагревания гистологического среза в цитратном буфере (Target 
Retrieval Solution) в результате чего происходит восстановление ан-
тигенной активности образца. Проводится или в водяной бане или в 
микроволновой печи или в модуле предобработки автостейнера или 
в самом автостейнере, оснащенном этой функцией. Удобством по-
следнего варианта является ненужность переноса стекол из модуля 
в автостейнер, при этом весь процесс осуществляется в автоматиче-
ском режиме. 

Необходимо обратить внимание:
4.1. на рН цитратного буфера в зависимости от используемого в 

дальнейшем первичного антитела. Так при использовании антител к 
Estrogen, Progesterone, Ki67 должны использоваться растворы с вы-
соким рН (рН 9,0), что касается HER2 neu — применяется раствор 
с низким рН (рН 6,0). Учитывая важность этапа, желательно буфер 
приобретать в лабораторию готовый к использованию (RTU), кон-
центрированный, требующий только разведения водой в соответ-
ствии с прилагаемой инструкцией. 

4.2. температура восстанавливающего раствора должна достичь 
98-99ºС. Т.о. стекла помещаются в раствор комнатной температу-
ры, затем начинается нагрев (который длится около 25 мин.) и вре-
мя обработки учитывается только после достижения заданной тем-
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пературы.
4.3. после достижения заданной температуры время инкубации 

срезов в растворе должно составить 40 мин. 
4.4. после прохождения заданного времени обработки стекол бу-

фер остывает (около 20 мин.), после чего стекла переносятся для 
проведения ИГХ исследования.

В последнее время появились растворы для проведения предпод-
готовки среза, позволяющее одномоментно осуществить и депара-
финирование, дегидратацию и предобработку. Однако нужно до-
полнительно аккуратно относиться к применению таких растворов: 
вовремя производить их замену, осуществлять постоянный монито-
ринг качество проводимых процедур по контрольным срезам.

5. Промывка стекол в буфере. 
5.1. Стекла достают из раствора предподготовки и переносят в  

промывочный буфер на 2 мин.
5.2. Срезы достают из буфера, слегка подсушивают, удалая из-

лишки буфера (не до высыхания!),
5.3.1. при ручном способе выполнения ИГХ исследований — об-

водят гидрофобным карандашом вокруг среза (для предотвращения  
растекания реагентов).

5.3.2. при автоматизированном — стекла в кассетах сразу же по-
мещают в автостейнер.

6. Блок эндогенной пероксидазы. Позволяет удалить из гисто-
логического среза эндогенную пероксидазу для снижения неспеци-
фической фоновой окраски. Для этого гистологические срезы поме-
щаются в блокирующий раствор (Peroxidase-Blocking Solution, 3% 
водный раствор перекиси водорода) при комнатной температуре на 
5 мин. 

7. Промывка срезов в буфере. После каждого проведенного эта-
па ИГХ исследования срезы на 5 мин. помещают в промывочный 
буфер. Наиболее часто для этой цели используют TBS- буфер рН 
7,0-7,6. Буфер можно приготовить самостоятельно в лаборатории, 
однако значительно проще его приобрести уже в готовом виде. 

8. Нанесение первичных антител. На область расположения ги-
стологического среза наносится 100 мкл раствора антител (первич-
ное антитело) к соответствующему антигену. Антитела предвари-
тельно должны быть разведены до рабочей концентрации в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Максимальные и мини-
мальные границы разведения для каждого антитела рекомендова-
ны в инструкции по применению соответствующего антитела. При 



68

закупке маточных растворов антител стоимость получаемых к ис-
пользованию оказывается на 30% меньше по сравнению с готовы-
ми. Однако, в практике, часто гораздо удобнее использовать гото-
вые антитела (с маркировкой RTU). Использование таких антител 
исключает возникновение ошибок, связанных с неправильным их 
разведением. Кроме того, требуется учитывать, что при приготов-
лении рабочих разведений антител должен использоваться специ-
альный раствор – разбавитель (Antibody Diluent). Инкубация пер-
вичных антител продолжается 30 мин. при комнатной температуре. 

9. Промывка срезов в буфере. Дважды промывают в TBS-буфере 
по 2 мин. Следует просушить гистологический срез после промыв-
ки, однако не допуская его высыхания.

10. Инкубация с применением визуализационной системы. В 
соответствии с инструкцией по использованию на гистологический 
срез наносится 100 мкл. визуализирующего реагента (вторичное ан-
титело и HRP комплекс Labelled Polymer). Необходимо проверить 
соответствие визуализационной системы и используемого антите-
ла. В своей работе мы используем универсальную визуализацион-
ную систему, которая позволяет одновременное использование как 
мышиных так и кроличьих первичных антител, что полностью ис-
ключает возможность ошибки соответствия. Инкубация осущест-
вляется при комнатной температуре, время инкубации – 30 мин.

11. Промывка срезов в буфере. Дважды промывают в промы-
вочном TBS-буфере по 2 мин. Следует просушить гистологический 
срез после промывки, не допуская его высыхания.

12. Инкубация с хромогеном. Непосредственно перед постанов-
кой реакции готовят рабочий раствор хромогена (из расчета 20 мкл 
(1 капля) на 1 мл субстрата) с учетом расхода 100 мкл на один ги-
стологический срез. Чаще всего в ИГХ реакциях используется DAB 
Chromogen, связывающийся с комплексом используемой визуализа-
ционной системы с образованием нерастворимого осадка и обеспе-
чивающий интенсивное коричневое окрашивание непосредственно 
у изучаемых структур. Инкубация осуществляется при комнатной 
температуре, время инкубации – 10 мин.

13. Промывка среза в дистиллированной воде, его ополаскива-
ние. 

14. Подкраска ядер. Для дифференцировки структур в срезе 
обычно докрашивают ядра клеток гематоксилином. Для этого ис-
пользуют основной краситель, чаще всего гематоксилин (Mayer’s 
Hematoxylin, Lillie’s Modification), который дает синее окрашивание 
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без фиолетовых оттенков, что облегчает интерпретацию ИГХ реак-
ции в последующем. 

15. Заключение ИГХ среза. Срезы после проведения ИГХ реак-
ций могут длительно сохраняться в архиве без ухудшения их каче-
ства. Для обеспечения сохранности среза необходимо соблюдать все 
этапы его заключения, которые не отличаются от обычных проце-
дур: препараты дегидратируют (проводят по спиртам удаляя воду), 
просветляют (проводя через ксилолы) и заключают в бальзам или 
синтетическую среду. Последний этап можно выполнить как в руч-
ную, так и с использованием автомата для закрытия стекол, значи-
тельно облегчающего труд лаборанта-гистолога. Гистологические 
срезы, закрытые покровными стеклами с применением синтетиче-
ских сред можно микроскопировать уже через 30 мин. 

Постановка ИГХ исследования с применением иммуноавтостей-
нера в значительной мере позволяет стандартизировать проведение 
реакций, обеспечивать воспроизводимость получаемого результата. 
Наличие в референс-лаборатории иммуноавтостейнера и использо-
вание современных протоколов проведения исследования в настоя-
щее время крайне желательно, что отражено и в требованиях ASCO/
CAP к патоморфологической лаборатории: Использование стандар-
тизованных процедур обработки материала, Использование стан-
дартизованных методов ИГХ и IHC исследования.

Необходимые для ИГХ исследования контроли
Для того чтобы правильно интерпретировать результаты имму-

ногистохимического исследования и убедится в том, что все про-
цедуры исследования были выполнены правильно, требуется одно-
временно с диагностическими препаратами исследовать несколько 
контрольных срезов. Чаще всего достаточно иметь два контроль-
ных препарата, обрабатываемых вместе с исследуемой серией (по-
ложительный и отрицательный контроль) и один препарат из иссле-
дуемой серии, который служит для негативного контроля первич-
ных антител. 

Положительный контроль антигена
В качестве положительного контроля используются срезы, в ко-

торых заранее точно известно наличие исследуемого антигена. Если 
при постановке иммуногистохимической реакции в положительном 
контроле не выявляется специфического окрашивания, результа-
ты всей обрабатываемой серии следует забраковать и приступить 
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к анализу протокола и используемых реагентов для выяснения при-
чины ошибки. 

Отрицательный контроль антигена
В качестве отрицательного контроля используют срезы, про ко-

торые заранее точно известно, что в них определяемый антиген от-
сутствует. Выявление какой-либо положительной реакции в отри-
цательном контроле вынуждает забраковать результаты всей серии. 
Этот результат свидетельствует о неспецифической реакции, гово-
рящей о наличии грубых нарушений в соблюдении протокола ИГХ 
исследования.

Отрицательный контроль антител
Для постановки этого контроля следует использовать один из 

препаратов обрабатываемой серии. Вместо первичных антител в со-
ответствующих пунктах протоколов обработки на срезы необходи-
мо нанести разбавитель антител. В таком контроле при окраске по-
ложительная реакция должна отсутствовать. Наличие положитель-
ной реакции свидетельствует о неспецифичности окраски, причем 
за счет некачественных реактивов или (в значительно меньшей сте-
пени) грубых нарушений протокола ИГХ окрашивания. 

3.4. Иммуногистохимическая диагностика РМЖ 
В настоящее время морфологическое исследование карцино-

мы молочной железы подразумевает проведение гистологическо-
го исследования, с последующим определением молекулярно-
биологических характеристик опухоли, к которым относятся: опре-
деление экспрессии уровней рецепторов к эстрогену, прогестерону 
и HER2 neu, а так же определение уровня активности пролифера-
тивных процессов в ткани опухоли. 

Выполнение ИГХ исследования экспрессии эстрогеновых и про-
гестероновых рецепторов и HER-2 neu рекомендуется уже в морфо-
логической лаборатории первого просмотра. Повторное проведение 
исследования экспрессии HER-2 neu, особенно с неясным уровнем 
экспрессии — т.н. 2+, в настоящее время рекомендуется только в ла-
боратории второго просмотра материала. Кроме того, важным про-
гностическим признаком для РМЖ служит уровень пролифератив-
ной активности, которую можно изучать, используя антитела в ИГХ 
реакции к компонентам, вовлеченным в процесс репликации клеток 
опухоли (белки-регуляторы пролиферации – Ki-67, PCNA и актив-
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ность апоптоза, которая определяется уровнем экспрессии, факто-
ров, участвующих в запуске программированной клеточной гибели 
(для примера — каспаза, циклин А, регуляторный белок p53).

Т.о. «золотым стандартом» ИГХ исследования РМЖ является 
определение уровней экспрессии на опухолевых клетках:

1) рецепторов к эстрогену, 
2) рецепторов к прогестерону,
3) рецепторов к HER2 neu,
4) уровня пролиферативных процессов по экспрессии Ki67 в тка-

ни.
За каждым из указанных маркеров стоят особенности прогноза 

развития заболевания и различные варианты назначаемой пациент-
ке терапии. Развитие иммуногистохимической диагностики даже 
привело к созданию новой классификации РМЖ, учитывающей 
особенности иммунофенотипа клеток опухоли. 

 Согласно этой классификации можно выделить 5 подтипов кар-
цином молочной железы: luminal A, luminal B (HER-2-), luminal B 
(HER-2+), HER-2-overexpression, basal-like (Рис. 13).

Рис. 13. Молекулярно-биологические подтипы карциномы молоч-
ной железы

Клинически Luminal А и Luminal B подтипы рассматривают-
ся как однородная ER+ группой опухолей. Однако молекулярно-
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биологические исследования профиля карцином показали, что слу-
чаи с ER+ экспрессией рецепторов рака молочной железы пред-
ставляют собой различные по биологическим свойствам заболева-
ния. Генетические исследования (сравнение Luminal А и Luminal B 
подтипов) показали, что фенотип Luminal B более агрессивен. Для 
ER+ случаев можно считать суррогатными те Luminal B случаи, 
опухолевые клетки которых PR отрицательны. Кроме того, опу-
холи такого подтипа обладают высокой пролиферацией и не всег-
да отвечают на гормональную терапию. В то время как Luminal 
А карциномы экспрессируют рецепторы ER, Luminal B не имеют 
эстроген-регулируемых генов, поэтому используют иные пути сво-
его развития. Современный каталог мутаций показывает, что для 
своего развития Luminal B опухоли могут задействовать рецеп-
торы фактора роста (HER-2, EGFR) а также путь PI3K/Akt/mTor 
[McLendon et al., 2008].

HER-2 подтип характеризуется высокой экспрессией гена HER-2 
на клетках опухоли и регулируется с помощью сигнальных путей, 
связанных с HER-2. Этому подтипу свойственна гиперэкспрессия 
генов, ответственных за клеточную пролиферацию. Для таких опу-
холей не характерны кластеры Basal-like генов, однако в нем мож-
но обнаружить часть генов Luminal рака молочной железы. Боль-
шинство из таких опухолей имеют высокую пролиферацию [Parker 
et al, 2009].

Тройной негативный рак молочной железы характеризуется от-
сутствием экспрессии рецепторов стероидных гормонов, слабой 
выраженностью рецепторов Her2/neu, однако его рост контролиру-
ется посредством Ras / MAPK / МАРК-киназы (MEK) пути. 

Считается, что рецепторный аппарат опухолевых клеток состо-
ит из нескольких частей: лиганда (небольшие молекулы, синтези-
руемые в тканях организма или пептиды, выделяемые эндокрино-
цитами) [Moran, Suster, 2007], и самих рецепторов, находящихся 
на мембране клеток (рецепторы HER-2/neu) либо в клеточном ядре 
(Estrogen receptor, Progesterone receptor, Ki-67). Именно поэтому при 
гистохимическом исследовании мы наблюдаем избирательную экс-
прессию в клетке опухоли: мембранное окрашивание при изучении 
рецепторов HER2 и ядерное окрашивание в реакции на рецепторы к 
стероидным гормонам.
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3.4.1. Иммуногистохимическое исследование уровня 
экспрессии рецепторов к стеройдным гормонам

Именно рецепторный аппарат клеток играет важную биологиче-
скую роль в происхождении опухолей. В большинстве опухолевых 
клеток экспрессируются рецепторы родительских клеточных ли-
ний, отвечающих за их физиологические функции [Riggs, Hartmann, 
2003]. Например, рецепторы эстрогена играют важную роль в функ-
ционировании молочных желез. Через соответствующие рецепто-
ры, эстроген стимулирует рост органа, регуляцию физиологических 
функций клеток. Многие рецепторы принимают участие в процес-
сах канцерогенеза и роста опухоли. Считается, что экспрессия ре-
цепторов эстрогена и прогестерона в клетках влияет на развитие 
карциномы молочной железы [Clemons, Goss , 2001]. 

На сегодняшний день известно три механизма пролиферативного 
действия эстрогенов на молочную железу. К ним относятся прямой 
механизм, в результате которого происходит стимуляция клеточной 
пролиферации за счет взаимодействия комплекса эстроген – эстро-
геновый рецептор с ядерной ДНК; непрямой механизм, при кото-
ром эстроген стимулирует синтез факторов роста, участвующих в 
сигнальных путях, ответственных за пролиферацию; механизм, обе-
спечивающий стимуляцию клеточного роста за счет отрицательной 
обратной связи, при которой эстроген блокирует эффекты ингиби-
рующих факторов роста. 

В реализации второго механизма (опосредованно, через актива-
цию факторов роста), при котором происходит стимуляция проли-
ферации и дифференцировки эпителиальных клеток молочной же-
лезы, а также ингибирование апоптоза, принимают участие такие 
факторы роста и протоонкогены, как эпидермальный фактор ро-
ста (ЭФР), инсулинподобные факторы роста типов I и II (ИПФР-1 
и ИПФР-II), a-трансформирующий фактор роста (ТФР-a) и прото-
онкогены: c-fos, c-myc, c-jun. Во многих карциномах уровень экс-
прессии рецепторов сопоставим с таковым в нормальных (интакт-
ных) тканях. По всей вероятности, регуляция опухолевого роста в 
таких случаях происходит при участии других факторов, влияющих 
на клеточный рост и пролиферацию [Dickson, Stancel, 2000]. 

Считается, что прогестерон поддерживает циклическую проли-
ферацию молочных желез в нормальном менструальном цикле и в 
течение беременности. Общепринятым является факт, что прогесте-
рон ингибирует рост эндометрия, но стимулирует рост эпителия мо-
лочных желез [Hilaire et al, 2011].
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Прогестерон способен оказывать регулирующее действие на мо-
лочную железу, потенциально видоизменяя ответ как нормаль-
ных, так и раковых клеток молочной железы на различных уровнях 
[Faneyte et al, 2003; Gerdes et al, 1991]. Действие прогестерона опосре-
довано стимуляцией продукции 17b-гидроксистероидегидрогеназы 
и эстрон-сульфотрансферазы, которые быстро окисляют Е2аЕ1 
и затем, связывая эстрон, превращают его в неактивный эстрона-
сульфат; участием в созревании и дифференцировки эпителия альве-
ол, который подвергается дальнейшему клеточному делению; down-
регуляцией эстрогеновых рецепторов в эпителии молочной железы 
и обеспечение снижения пролиферации клеток, стимулированной 
эстрогенами; модуляция апоптоза клеток молочной железы посред-
ством р53-супрессора опухоли; модулированием митогенных прото-
онкогенов, таких как C-myc и C-foc [Семиглазов и соавт., 2003].

Число эстрогеновых рецепторов в эпителии молочных желез 
снижается в лютеиновой фазе цикла, в то время, как число проге-
стероновых рецепторов остается высоким в течение всего цикла 
[Soderqvist et al, 1997]. При иммуноцитохимическом исследовании 
аспирата, полученного из “нормальной” молочной железы, также 
установлена более выраженная пролиферация в лютеиновой фазе 
цикла, чем в фолликулиновой [Shoker et al, 1999]. При этом отмече-
на прямая корреляция активности пролиферации с уровнем проге-
стерона крови. Очевидность синергического влияния эстрогенов и 
прогестерона in vitro показана в исследованиях “нормальной” ткани 
молочной железы, полученной при биопсии, взятой рядом с фибро-
аденомой или раком. У женщин с регулярным циклом установлен 
максимум пролиферации эпителиальных клеток молочной железы 
в лютеиновую фазу на фоне высокого уровня прогестерона [Clahsen 
et al, 1999; Goulding et al, 1995].

Некоторые авторы полагают, что эстроген-прогестероновая ци-
клическая пролиферация может способствовать аккумуляции гене-
тических ошибок, которые, возможно, ведут к развитию рака мо-
лочной железы [Hilaire et al, 2011].

Культура эпителиальных клеток молочной железы (in vitro) реа-
гирует подобно эндометрию, а именно пролиферирует под влияни-
ем эстрогенов, при добавлении прогестерона развитие прекращает-
ся (Going et al, 1988).

В последние годы растет число данных о том, что вводимый в 
организм прогестерон может оказывать влияние на пролиферацию 
эпителия молочных желез, подобное таковому на эндометрий, а 
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именно тормозит эстрогенный эффект. Проведенные исследования 
доказывают ингибирующий эффект прогестерона на пролиферацию 
клеток молочных желез. При воздействии прогестерона блокируют-
ся активаторы пролиферации Id-1 и c-myc, а также усиливается экс-
прессия ингибитора пролиферативной активности p 21. [Chang et al, 
1999; Nicholson et al, 1993, Nicholson et al, 1993].

Синтетические аналоги прогестерона могут давать проапопти-
ческий эффект посредством воздействия на антиапоптический бе-
лок bcl-2, снижая его экспрессию, даже в присутствии эстрадиола 
[Gombel et al, 1986].

Крайне важна длительность воздействия прогестерона на молоч-
ную железу. Так, назначение комбинации эстрогенов и прогестеро-
на в течение 14 дней приводит к снижению пролиферации эпителия 
[Ferguson, Anderson, 1981]. Однако со временем комбинированное 
лечение способствует снижению числа клеток с эстрогеновыми и 
прогестероновыми рецепторами. Клинические наблюдения показы-
вают, что длительное назначение прогестерона обеспечивает инги-
бирующее влияние их на молочную железу [Сметник, 2000].

В исследовании, выполненном с привлечением в него 1150 жен-
щин в пременопаузе с доброкачественными заболеваниями молоч-
ных желез, леченных производными 19-норстероидов, отмечено 
снижение риска рака молочных желез на 52% (относительный риск 
0,40) [Pinder, 1995].

Изложенные выше данные о влиянии половых гормонов не явля-
ются физиологическим обоснованием роли стероидных гормонов в 
патогенезе рака молочной железы исходя из их пролиферативной 
и митотической активности в лютеиновой фазе цикла [Аникеева, 
2006; Должиков и соавт., 2007]. Тем не менее, принято считать, что 
эстрогены играют важную роль в развитии рака молочной железы 
(рис. 14) [Mohibi, et al, 2011].

Приблизительно 2/3 случаев рака молочной железы гормонально-
зависимые. Поэтому определение рецепторов к половым гормонам 
в удаленной опухолевой ткани очень важно для выбора тактики ле-
чения и суждения о прогнозе. 

Крайне недостаточны данные о возможном дифференцирован-
ном влиянии эстрогенов и прогестеронов на рецепторный аппарат 
клеток рака молочной железы. Поскольку эстроген является одним 
из наиболее важных факторов роста и развития рака молочной же-
лезы, блокада его действия составляет одну из основных целей ле-
чения рака молочной железы. 
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Рисунок 14. Механизм воздействия стероидных гормонов на раз-
витие рака молочной железы [Mohibi, et al., 2011]

Имеются сведения свидетельствующие о том, что ткани рака мо-
лочной железы содержат все ферменты, необходимые для образова-
ния эстрогена из циркулирующих в крови предшественников, вклю-
чая сульфатазу, ароматазу и 17b-HSD [Moriki et al, 1996; Parise, 2007; 
Pasqualini, Chetrite, 2008]. Ткани рака молочной железы также обла-
дают способностью образовывать сульфаты эстрогена из несвязан-
ных эстрогенов. Роль ферментов в локальном обмене эстрогенов в 
опухолевой ткани молочной железы чрезвычайно важна. Ткань мо-
лочной железы обладает способностью автономно накапливать раз-
личные метаболиты половых стероидов и/или других веществ, не-
смотря на то, что уровни эстрогенов в крови женщин в постмено-
паузе низкие, т.е. происходят локальные изменения стероидогене-
за. Потенциальная способность прогестерона контролировать мито-
зы и активность опухолевых клеток молочной железы объясняются 
несколькими механизмами, которые суммировал B.G. Wren [Weikel 
et al, 1991]. К ним относятся увеличение активности ферментов 
17b-HSD и эстрон сульфотрансферазы, способствующих постоян-
ной конверсии Е2 Е1 и связыванию эстрона в относительно неак-
тивный E1S; индукция клеточного созревания и редукция клеточ-
ных митозов in vivo; уменьшение количества эстрогеновых рецеп-
торов и, как следствие, снижение способности эстрогена вызывать 
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митозы; снижение продукции протоонкогенов, таких как C-myc и 
С-fos; снижение продукции катепсина Д (фактор роста опухолевых 
клеток) [Сметник, 2000].

До сих пор ведутся споры о том, какие гормоны играют ведущую 
роль в карциногенезе: эстроген или прогестерон, или их комбина-
ция. Полагают, что избыточное клеточное деление является осно-
вой для развития злокачественного фенотипа [Kleinsmith et al, 2010].

Различают 2 фазы клеточного цикла: интерфаза (G1, синтез ДНК 
и S-фаза, G2) и митоз. Клетки могут оставить клеточный цикл и во-
йти в фазу покоя - Go, из которой могут повторно входить в клеточ-
ный цикл. Также клетки могут пройти клеточный цикл с последую-
щим вхождением в необратимую программу дифференциации.

В опухолевых клетках молочной железы прогестерон влияет на 
клеточный цикл по-разному. Прогестерон может оставить клеточ-
ный цикл, который может перейти в фазу покоя или Go-фазу, из ко-
торой опять войти в клеточный цикл. В порядке альтернативы клет-
ки могут оставить клеточный цикл с целью вхождения в необрати-
мую программу клеточной дифференциации. 

Митогенный эффект эстрогенов осуществляется в раннюю G1-
фазу. Прогестерон ингибируют клеточный цикл в ранней G1-фазе 
и ускоряет клеточный цикл в поздней G1-фазе. Таким образом, дей-
ствие прогестерона осуществляется внутри G1-фазы [Бобров и со-
авт., 2008].

Таким образом, степень развития и дифференцировки молочной 
железы имеет важное значение для оценки реализации канцероге-
неза. Эстрогены оказывают свое влияние путем связывания с α- и 
β- эстрогеновыми рецепторами. 

Прогестерон участвует в развитии рака молочной железы через 
ингибиторный механизм влияния на клеточную пролиферацию, 
осуществляемый путем торможения G1-фазы и заключительной 
дифференцировки. Влияние прогестерона проявляется в поддержке 
геномической стабильности ДНК и их взаимодействия внутри G1/S 
-перехода клеточного цикла.

Как сказано выше, стероидные гормоны могут оказывать пря-
мое и опосредованное стимулирующее и ингибирующее влияние на 
клеточную пролиферацию. Для понимания более тонких механиз-
мов регуляции клеточной пролиферации стероидными гормонами 
и их роли в каскаде сигнальных путей, вовлеченных в канцерогенез 
необходимы дальнейшие исследования [Сметник, 2000].

Уровень экспрессии Estrogen receptor и Progesterone receptor во 
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всех референс-лабораториях оценивается по шкале от 0 до 8 бал-
лов [Аlledge , et al, 2000]. Данная шкала (см. рис.15) учитывает как 
количество клеток, ядра которых экспрессируют Estrogen receptor и 
Progesterone receptor (PS) по шкале от 0 до 5, так и интенсивность 
окраски, степень экспрессии (IS) по шкале от 0 до 3. 

Рис.15 Шкала оценки уровня экспрессии рецепторов в ядрах кле-
ток при РМЖ (Allred Scoring Guideline)

Расчетный интегративный показатель (TS) позволяет определить 
исследуемый случай в одну из четырех основных групп: в группу с 
уровнем экспрессии 0 баллов (полное отсутствие окрашенных ядер, 
индекс = 0), группу со слабым уровнем окраски (индекс от 2 до 4 
баллов), группу со средним уровнем экспрессии (индекс от 5 до 6 
баллов) и группу с высоким уровнем экспрессии (индекс составляет 
от 7 до 8 баллов). Важным является тот факт, что уровень экспрес-
сии рецепторов связан с разной чувствительностью клеток опухоли 
к воздействию на них женских половых гормонов и разной чувстви-
тельностью опухоли к назначаемой гормональной терапии.

При проведении исследований желательно пользоваться только 
реагентами сертифицированными для диагностики, а также строго 
соблюдать предписанные производителями антител и наборов про-
токолы и рекомендации. Постановка ИГХ исследования с примене-
нием иммуноавтостейнера в значительной мере позволяет стандар-
тизировать проведение реакций, обеспечивать воспроизводимость 
получаемого результата. Наличие в референс-лаборатории иммуно-
автостейнера и использование современных протоколов проведения 
исследования в настоящее время крайне желательно, что отражено и 
в требованиях ASCO/CAP к патоморфологической лаборатории: Ис-
пользование стандартизованных процедур обработки материала, Ис-
пользование стандартизованных методов ИГХ и IHC исследования.
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Этапы протокола:
1. Подбор парафинового блока. Для ИГХ исследования отбира-

ются случаи, когда пациенткам не проводили химиотерапии и лу-
чевой терапии. Проводка и заливка в парафин осуществляются по 
общепринятым схемам. Необходимо помнить, что для получения 
стабильных результатов проведения ИГХ исследований в качестве 
фиксаторов материала при изготовлении парафинового блока необ-
ходимо использовать 10-12% нейтральный забуференный форма-
лин. Имея гистологические стекла с обзорной окраской нужно вы-
брать соответствующий блок, в срезе которого имеются структуры, 
подлежащие ИГХ исследованию. 

2. Получение гистологических срезов с парафиновых блоков, 
как при обычной гистологии (основные правила разобраны выше) 
непосредственно перед проведением иммуногистохимического ис-
следования. Толщина среза должна составлять около 4 мкм. При-
готовленные на микротоме срезы монтируют на стекла, высушива-
ют, депарафинируют и регидратируют. Для обеспечения целостно-
сти среза удобнее использовать готовые к использованию предмет-
ные стекла с полилизиновым покрытием. Полученный препарат вы-
сушивают при комнатной температуре в течение 12-18 час. или для 
ускорения процесса его можно поместить на 1 ч. в термостат с тем-
пературой 60ºС. 

3. Предобработка парафиновых срезов для иммуногистохимии 
начинается с удаления парафина и воды из срезов с использованием 
ксилола и этанола (как для обычной гистологии). Следует все время 
заменять использованные реагенты на свежие, т.к. плохое удаление 
парафина из среза будет приводить к нарушению окрашивания или 
минимум к усилению неспецифического фона при ИГХ окраске. 

4. Демаскировка антигенов. Выполнятся с использованием 
нагревания гистологического среза в цитратном буфере (Target 
Retrieval Solution) в результате чего происходит восстановление ан-
тигенной активности образца. Проводится или в водяной бане или в 
микроволновой печи или в PT модуле предобработки автостейнера 
или в самом автостейнере, оснащенном этой функцией. Удобством 
последнего варианта является ненужность переноса стекол из моду-
ля в автостейнер, при этом весь процесс осуществляется в автома-
тическом режиме. Кроме того, при использовании современных ав-
тостейнеров (пример Ventana) с интегрированным модулем предо-
бработки срезов растворы одновременно позволяют выполнить все 
указанные выше манипуляции 3 и 4 этапов. Однако нужно внима-
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тельно относиться к применению таких растворов: вовремя произ-
водить их замену, осуществлять постоянный мониторинг качество 
проводимых процедур по контрольным срезам.

Необходимо обратить внимание:
4.1. на рН TRS буфера в зависимости от используемого в даль-

нейшем первичного антитела. Так при использовании антител к 
Estrogen и Progesterone должны использоваться растворы с высоким 
рН (рН 9,0. Желательно буфер приобретать в лабораторию готовый 
к использованию (RTU), концентрированный, требующий только 
разведения водой в соответствии с прилагаемой инструкцией. 

4.2. температура восстанавливающего раствора должна достичь 
97–99ºС. Т.о. стекла помещаются в раствор комнатной температу-
ры, затем начинается нагрев (который длится около 20 мин.) и вре-
мя обработки учитывается только после достижения заданной тем-
пературы.

4.3. после достижения заданной температуры время инкубации 
срезов в растворе должно составить 20 мин. 

4.4. после прохождения заданного времени обработки стекол бу-
фер остывает (около 20 мин.), после чего стекла переносятся для 
проведения ИГХ исследования.

5. Промывка стекол в буфере. 
5.1. Стекла достают из раствора предподготовки и переносят в  

промывочный буфер на 2 мин.
5.2. Срезы достают из буфера, слегка подсушивают, удалая из-

лишки буфера (не до высыхания!),
5.3.1. при ручном способе выполнения ИГХ исследований – об-

водят гидрофобным карандашом вокруг среза (для предотвращения  
растекания реагентов).

5.3.2. при автоматизированном – стекла в кассетах сразу же поме-
щают в автостейнер.

6. Блок эндогенной пероксидазы. Гистологические срезы поме-
щаются в блокирующий раствор (Peroxidase-Blocking Solution, 3% во-
дный раствор перекиси водорода при комнатной температуре на 5 мин. 

7. Промывка срезов в буфере. Срезы на 5 мин. помещают в про-
мывочный буфер. Наиболее часто для этой цели используют TBS- 
буфер рН 7,0-7,6. Буфер можно приготовить самостоятельно в ла-
боратории, однако значительно проще его приобрести уже в гото-
вом виде. 

8. Нанесение первичных антител. На область расположения ги-
стологического среза наносится 100 мкл раствора первичных ан-
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тител к соответствующему рецептору. Антитела предварительно 
должны быть разведены до рабочей концентрации в соответствии с 
рекомендациями производителя. В нашей лаборатории для выявле-
ния рецепторов Estrogen и Progesterone на ядрах клеток опухоли ис-
пользуются моноклональные мышиные антитела Monoclonal Mouse 
Anti – Human Estrogen Receptor (Clone SP1) и Monoclonal Mouse 
Anti-Human Progesterone Receptor(Clone SP2). Инкубация первич-
ных антител продолжается 30 мин. при комнатной температуре. 

9. Промывка срезов в буфере. Дважды промывают в TBS-буфере 
по 2 мин. Следует просушить гистологический срез после промыв-
ки, однако не допуская его высыхания.

10. Инкубация с применением визуализационной системы. В 
соответствии с инструкцией по использованию на гистологический 
срез наносится 100 мкл. визуализирующего реагента 2-step polimer 
conjugate. Необходимо проверить соответствие визуализационной 
системы и используемого антитела. В своей работе мы используем 
универсальную визуализационную систему, которая позволяет од-
новременное использование как мышиных так и кроличьих первич-
ных антител, что полностью исключает возможность ошибки соот-
ветствия. Инкубация осуществляется при комнатной температуре, 
время инкубации — 30 мин.

11. Промывка срезов в буфере. Дважды промывают в промы-
вочном TBS-буфере по 2 мин. Следует просушить гистологический 
срез после промывки, не допуская его высыхания.

12. Инкубация с хромогеном. Непосредственно перед постанов-
кой реакции готовят рабочий раствор хромогена (из расчета 20 мкл 
(1 капля) на 1 мл субстрата) с учетом расхода 100 мкл на один ги-
стологический срез. Чаще всего в ИГХ реакциях используется DAB 
Chromogen, связывающийся с комплексом используемой визуализа-
ционной системы с образованием нерастворимого осадка и обеспе-
чивающий интенсивное коричневое окрашивание непосредственно 
у изучаемых структур. Инкубация осуществляется при комнатной 
температуре, время инкубации – 10 мин.

13. Промывка среза в дистиллированной воде, его ополаскивание. 
14. Подкраска ядер. Для дифференцировки структур в срезе 

обычно докрашивают ядра клеток гематоксилином. Для этого ис-
пользуют основной краситель, чаще всего гематоксилин (Mayer’s 
Hematoxylin, Lillie’s Modification), который дает синее окрашивание 
без фиолетовых оттенков, что облегчает интерпретацию ИГХ реак-
ции в последующем. 
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15. Заключение ИГХ среза. Гистологические срезы дегидрати-
руют (проводят по спиртам удаляя воду), просветляют (проводя че-
рез ксилолы) и заключают в бальзам или синтетическую среду. Ги-
стологические срезы, закрытые покровными стеклами с применени-
ем синтетических сред можно оценивать уже через 30 мин. 

16. Оценка результата ИГХ окрашивания. Осуществляется в 
соответствии с принципами Allred Scoring Guideline для рака мо-
лочной железы. Принимается во внимание только ядерная окра-
ска. Окрашивание ядер клеток оценивается только в клетках опухо-
ли. Нормальные структуры молочной железы являются внутренним 
положительным или отрицательным контролем, на что обязательно 
необходимо обращать внимание.

Необходимые для ИГХ исследования внешние контроли:
Положительный контроль антигена
В качестве положительного контроля используются срезы, в ко-

торых заранее точно известно наличие исследуемого антигена – ги-
стологический срез слизистой влагалища. 

Отрицательный контроль антигена
В качестве отрицательного контроля используют срезы, про ко-

торые заранее точно известно, что в них определяемый антиген от-
сутствует – для примера гистологический срез лимфатического узла 

Отрицательный контроль антител
Для постановки этого контроля следует использовать один из 

препаратов обрабатываемой серии. Вместо первичных антител в со-
ответствующих пунктах протоколов обработки на срезы необходи-
мо нанести разбавитель антител. В таком контроле при окраске по-
ложительная реакция должна отсутствовать. Наличие положитель-
ной реакции свидетельствует о неспецифичности окраски, причем 
за счет некачественных реактивов или (в значительно меньшей сте-
пени) грубых нарушений протокола ИГХ окрашивания. 

Результаты ИГХ реакции для оценки уровня экспрессии 
Estrogen и Progesterone Receptor клетками рака молочной железы 
от 406 пациенток. Сформированы четыре группы: в первую группу 
вошли карциномы 243 пациенток с минимальной экспрессией ре-
цепторов эстрогена (уровень экспрессии от 0 до 2). Вторая груп-
па включала в себя 75 случаев со слабой экспрессией рецепторов 
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эстрогена (уровень от 3 до 4). Средний уровень экспрессии эстро-
геновых рецепторов (от 5 до 6) обнаружен в 50 случаях, которые 
составили третью группу. Сильная экспрессия рецепторов эстроге-
на представлена в четвертой группе (уровень от 7 до 8), в которую 
вошли 38 исследованных случаев. 

Процентное соотношение между группами представлено на ри-
сунке 16. 

Рис. 16. Распределение пациентов с раком молочной железы в со-
ответствии с уровнем экспрессии Estrogen receptor (в %)

В результате проведенного анализа оказалось, что только около 
40% исследованных карцином экспрессировали Estrogen receptor, в 
остальных случаях экспрессия отсутствовала (Рис. 17, 18, 19, 20) 
[Бриллиант и др., 2011].

Рис.17. Инвазивный рак молочной железы с отрицательной реак-
цией Estrogen receptor на клетках опухоли (TS=0) . ×100.

Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-
лин Майер
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Рис. 18. Инвазивный рак молочной железы со слабой степенью 
экспрессии Estrogen receptor на клетках опухоли (TS=4). ×100.

Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-
лин Майер

 

Рис. 19. Инвазивный рак молочной железы с средней степенью 
экспрессии Estrogen receptor на клетках опухоли (TS=6). ×100.

Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-
лин Майер
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Рис. 20. Инвазивный рак молочной железы с максимальной степе-
нью экспрессии Estrogen receptor на клетках опухоли (TS=7). ×100.

Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-
лин Майер

Рис. 21. Распределение пациентов с раком молочной железы в со-
ответствии с уровнем экспрессии Progesterone receptor (в %)

 
При анализе полученных данных экспрессии Progesterone receptor 

выяснилось, что большинство исследованных карцином не экспрес-
сируют рецепторы прогестерона [Бриллиант и др., 2012]. Положи-
тельная реакция обнаружена только в 34% случаев (Рис. 21). 

3.4.2. Постановка иммуногистохимического 
исследования HER2 neu (c–erbB2 Oncoprotein) 

(рекомендуемый протокол):
Ген Her2/neu, расположенный на длинном плече хромосомы 17 

(17q12–q21), кодирует трансмембранный протеин массой 185 кДа 
с выраженной тирозинкиназной активностью [Pritchard et al., 2006]. 
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Белковый продукт гена относится к семейству рецепторов эпидер-
мального фактора роста (EGFR), вовлеченных в активацию сиг-
нальных путей при регуляции нормального и опухолевого роста 
тка¬ни молочной железы (рис. 22, 23). HER2/neu-тирозинкиназный 
трансмембранный рецептор из семейства ERBB, состоящего из че-
тырех функционально связанных рецепторных молекул, играющих 
важную роль в клеточной дифференцировке, пролиферации, апоп-
тозе. Под действием лигандов HER2/neu образует гетеродимеры с 
другими рецепторами данного семейства и регулирует работу соот-
ветствующих сигнальных каскадов [Cobleigh et al., 1997, De Placido 
et al., 1998]. HER2/neu экспрессируется в небольшом количестве и 
в клетках нормальных тканей. Однако в процессе злокачественно-
го роста происходит его гиперэкспрессия и/или амплификация ко-
дирующего его гена, что доказывается только специальными мето-
дами исследования. Гиперэкспрессия протоонкогена Her2/neu яв-
ляется распространенным генетическим нарушением при раке мо-
лочной железы, при использовании иммуногистохимического ме-
тода исследования определяется почти у 20% пациенток с РМЖ 
[Coussens et al., 2005, Di Augustine et al., 2009, Owens et al., 2004].

 

А                                             Б
Рис. 22. Принципиальная схема, отражающая различный уровень 

экспрессии рецепторов HER2 на клеточной плазмолемме на нор-
мальных (А) и опухолевых клеток (Б). 

Гиперэкспрессия Her2/neu относится к важным прогностиче-
ским маркерам и предопределяет более частое рецидивирование, 
снижение показателя выживаемости у больных с впервые выяв-
ленным РМЖ. Данные о статусе рецептора Her2/neu могут помочь 
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принять оптимальное решение при выборе схем адъювантной тера-
пии и прогнозировать эффективность противоопухолевых препара-
тов. Пациенты с повышенной экспрессией Her2/neu характеризуют-
ся худшим ответом на гормональную [De Placido et al., 1998, Ross 
et all., 1999] и цитостатическую терапию, не включающую антра-
циклиновые антибиотики [Owens et al., 2004, Piccart-Gebhart et al., 
2005]. В то же время таксаны, наряду с антрациклинами, демонстри-
руют хорошую эффективность как при первичном, так и метастати-
ческом Her2/neu-позитивном РМЖ [Konecny et al., 2004, Pritchard et 
al., 2006, Thor et al., 1998, Vogel et al., 2002].

Рис. 23. Механизмы регуляции роста и пролиферации опухоле-
вых клеток рака молочной железы через рецептор HER2 (EGFR), 
по [Zarbo, Hammond, 2003]).

С введением в клиническую практику трастузумаба (Герцептина) 
— специфического гуманизированного моноклонального антитела 
против Her2/neu, корректная оценка статуса этого рецептора стала 
ключевым моментом в принятии решения о тактике лечения паци-
ентки с РМЖ. Так как трастузумаб специфично связывается с бел-
ком Her2/neu, оценка этой молекулы предоставляет важнейшую ин-
формацию о целесообразности назначения препарата тому или ино-
му пациенту. Обоснованное назначение трастузумаба сопровожда-
ется повышением уровня ответа, удлинением интервала до прогрес-
сирования заболевания и улучшением общей выживаемости при 
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лечении пациентов с метастатическим Her2/neu-позитивным ра-
ком [Slamon et al., 2001]. Результаты проспективных рандомизиро-
ванных клинических исследований продемонстрировали, что тра-
стузумаб на половину снижает риск рецидивирования и на треть 
— смертность больных с РМЖ ранних стадий [Joensuu et al., 2006, 
Piccart-Gebhart et al., 2005, Romond et al, 2005]. В то же время, тера-
пия трастузумабом не лишена недостатков. Во-первых, это значи-
тельная стоимость препарата при необходимости длительной тера-
пии. Так, адьювантная терапия герцептином в течение одного года 
подразумевает 17 введений 6 мг/кг (или 440 мг при весе пациент-
ки 75 кг, стоимость одного флакона составляет 92 478 руб., 17 фла-
конов — 1 572 126 руб.). Во-вторых, лечение трастузумабом ассо-
циируется с риском кардиотоксичности. Все вместе взятое, а имен-
но ожидаемая при Her2/neu-позитивном РМЖ высокая эффектив-
ность трастузумаба, существенная стоимость и потенциаль ная кар-
диотоксичность препарата, требует корректной оценки статуса ре-
цептора Her2/neu. Последнее, определяет необходимость создания 
системы повторного тестирования наличия гиперэкспресии HER2/
neu,, т.е. создание системы пересмотра результатов иммуногистохи-
мических исследований, полученных в первой лаборатории. 

При проведении ИГХ исследований c–erbB2, учитывая последу-
ющее полуколичественный учет реакции, желательно на пользо-
ваться только реагентами сертифицированными для диагностики, а 
также строго соблюдать предписанные производителями антител и 
наборов протоколы и рекомендации. Иммуногистохимическое ис-
следование (ИГХ) в ручном режиме или с использованием иммуно-
гистостейнера рекомендуется проводить с набором реактивов, гото-
вых к использованию (RTU).

Методы, одобренные в настоящее время и рекомендованные для 
использования FDA (табл. 5).

Таблица №5
Коммерчески доступные наборы для проведения ИГХ для оценки 

экспрессии HER2 neu
Набор Производитель Антитело

Ventana CONFIRM HER-2/neu 1 Roche Tissue Diagnostics 4B5

HercepTest™ 2 Dako A0485

1. Ventana CONFIRM HER-2/neu. Available at:
ht tp: / /www.ventanamed.com/msds/fi les/N574%200607B_
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Her2_4B5_InterpGuide_Final_rev3.pdf 
2. Dako Herceptest™ Interpretation manual. Available at: http://pri.

dako.com/28630_herceptest_interpretation_manual.pdf. 

Постановка ИГХ исследования HER2 neu с применением имму-
ноавтостейнера в значительной мере позволяет стандартизировать 
проведение реакций, обеспечивать воспроизводимость получаемо-
го результата. В своей работе лаборатория должна руководство-
ваться требованиями, сформулированными ASCO/CAP к патомор-
фологической лаборатории [цит. по Завалишина и др. 2011]: 

1. Использование стандартизованных процедур обработки мате-
риала.

2. Использование стандартизованных методов ИГХ и IHC иссле-
дования.

3. Внешний контроль качества. (Необходима 95% конкордант-
ность с позитивными и негативными случаями.)

4. Конкордантность FISH и IHC 90% для IHC 0 и 3+ и 95% для 
IHC 1+

5. Минимальное количество исследований в год: IHC – 250, FISH 
– 100.

Этапы протокола:
1. Подбор парафинового блока. Для ИГХ исследования HER2 

neu отбираются случаи, когда пациенткам не проводили предопера-
ционной химиотерапии и лучевой терапии. Пациенткам при плани-
ровании лечения с предоперационной терапией необходимо выпол-
нить толстоигольную трепанобиопсию и провести иммуногистохи-
мическое исследование на этом материале. Проводка и заливка в 
парафин осуществляются по общепринятым схемам. Необходимо 
помнить, что для получения стабильных результатов проведения 
ИГХ исследований в качестве фиксаторов материала при изготов-
лении парафинового блока необходимо использовать 10-12% ней-
тральный забуференный формалин. Имея гистологические стекла с 
обзорной окраской нужно выбрать соответствующий блок, в срезе 
которого имеются инфильтративный компонент опухоли. 

Проведение исследования на цитологическом материале не допу-
скается. 

В случае отсутствия материала первичной опухоли возможна 
оценка гиперэкспрессии на метастатических лимфатических узлах, 
т.к. в большинстве случаев HER2-статус в метастазах опухоли обыч-
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но сохраняется.
2. Получение гистологических срезов с парафиновых блоков, 

производится как при обычной гистологии (основные правила сфор-
мулированы выше) непосредственно перед проведением иммуноги-
стохимического исследования. Толщина среза должна составлять 
около 4 мкм. Приготовленные на микротоме срезы монтируют на 
стекла, высушивают, депарафинируют и регидратируют. Для обе-
спечения целостности среза удобнее использовать готовые к ис-
пользованию предметные стекла с полилизиновым покрытием. По-
лученный препарат высушивают при комнатной температуре в те-
чение 12-18 час. или для ускорения процесса его можно поместить 
на 1 ч. в термостат с температурой 60ºС. 

3. Предобработка парафиновых срезов для проведения ИГХ ис-
следования HER2 neu начинается с удаления парафина и воды из 
срезов с использованием ксилола и этанола (как для обычной ги-
стологии). Следует все время заменять использованные реагенты на 
свежие, т.к. плохое удаление парафина из среза будет приводить к 
нарушению окрашивания или минимум к усилению неспецифиче-
ского фона при ИГХ окраске. 

4. Демаскировка антигенов HER2 neu выполнятся с исполь-
зованием нагревания гистологического среза в цитратном буфе-
ре (Target Retrieval Solution) в результате чего происходит восста-
новление антигенной активности образца. Проводится или в водя-
ной бане или в микроволновой печи или в PT модуле предобработ-
ки автостейнера или в самом автостейнере, оснащенном этой функ-
цией. Удобством последнего варианта является ненужность перено-
са стекол из модуля в автостейнер, при этом весь процесс осущест-
вляется в автоматическом режиме. Кроме того, при использовании 
современных автостейнеров (пример Ventana) с интегрированным 
модулем предобработки срезов растворы одновременно позволяют 
выполнить все указанные выше манипуляции 3 и 4 этапов. Однако 
нужно внимательно относиться к применению таких растворов: во-
время производить их замену, осуществлять постоянный монито-
ринг качество проводимых процедур по контрольным срезам.

Необходимо обратить внимание:
4.1. на рН TRS буфера в зависимости от используемого в дальней-

шем первичного антитела. Так при использовании антител к Her2 
neu должны использоваться растворы с низким рН (рН 6,0). Жела-
тельно буфер приобретать в лабораторию готовый к использованию 
(RTU), концентрированный, требующий только разведения водой в 
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соответствии с прилагаемой инструкцией. 
4.2. температура восстанавливающего раствора должна достичь 

97-99ºС. Т.о. стекла помещаются в раствор комнатной температу-
ры, затем начинается нагрев (который длится около 20 мин.) и вре-
мя обработки учитывается только после достижения заданной тем-
пературы.

4.3. после достижения заданной температуры время инкубации 
срезов в растворе должно составить 40 мин. 

4.4. после прохождения заданного времени обработки стекол бу-
фер остывает (около 20 мин.), после чего стекла переносятся для 
проведения ИГХ исследования.

Артефакты, связанные с неадекватной предподготовкой материа-
ла, могут приводить к ошибочной интерпретации результатов.

5. Промывка стекол в буфере. 
5.1. Стекла достают из раствора предподготовки и переносят в  

промывочный буфер на 2 мин.
5.2. Срезы достают из буфера, слегка подсушивают, удалая из-

лишки буфера (не до высыхания!),
5.3.1. при ручном способе выполнения ИГХ исследований – об-

водят гидрофобным карандашом вокруг среза (для предотвращения  
растекания реагентов).

5.3.2. при автоматизированном – стекла в кассетах сразу же поме-
щают в автостейнер.

6. Блок эндогенной пероксидазы. Гистологические срезы поме-
щаются в блокирующий раствор (Peroxidase-Blocking Solution, 3% 
водный раствор перекиси водорода при комнатной температуре на 
5 мин. 

7. Промывка срезов в буфере. Срезы на 5 мин. помещают в про-
мывочный буфер. Наиболее часто для этой цели используют TBS- 
буфер рН 7,0-7,6. Буфер можно приготовить самостоятельно в ла-
боратории, однако значительно проще его приобрести уже в гото-
вом виде. 

8. Нанесение первичных антител. На область расположения ги-
стологического среза наносится 100 мкл раствора первичных ан-
тител к соответствующему рецептору. Антитела предварительно 
должны быть разведены до рабочей концентрации в соответствии с 
рекомендациями производителя. В нашей лаборатории для выявле-
ния рецепторов HER2 neu на мембранах клеток опухоли использу-
ются моноклональные кроличьих антитела Monoclonal Rabbit Anti 
– Human Ventana CONFIRM HER-2/neu. Инкубация первичных ан-
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тител продолжается 30 мин. при комнатной температуре. 
9. Промывка срезов в буфере. Дважды промывают в TBS-буфере 

по 2 мин. Следует просушить гистологический срез после промыв-
ки, однако не допуская его высыхания.

10. Инкубация с применением визуализационной системы. В 
соответствии с инструкцией по использованию на гистологический 
срез наносится 100 мкл. визуализирующего реагента 2-step polimer 
conjugate. Необходимо проверить соответствие визуализационной 
системы и используемого антитела. В своей работе мы используем 
универсальную визуализационную систему, которая позволяет од-
новременное использование как мышиных так и кроличьих первич-
ных антител, что полностью исключает возможность ошибки соот-
ветствия. Инкубация осуществляется при комнатной температуре, 
время инкубации – 30 мин.

11. Промывка срезов в буфере. Дважды промывают в промы-
вочном TBS-буфере по 2 мин. Следует просушить гистологический 
срез после промывки, не допуская его высыхания.

12. Инкубация с хромогеном. Непосредственно перед постанов-
кой реакции готовят рабочий раствор хромогена (из расчета 20 мкл 
(1 капля) на 1 мл субстрата) с учетом расхода 100 мкл на один ги-
стологический срез. Чаще всего в ИГХ реакциях используется DAB 
Chromogen, связывающийся с комплексом используемой визуализа-
ционной системы с образованием нерастворимого осадка и обеспе-
чивающий интенсивное коричневое окрашивание непосредственно 
у изучаемых структур. Инкубация осуществляется при комнатной 
температуре, время инкубации — 10 мин.

13. Промывка среза в дистиллированной воде, его ополаскивание. 
14. Подкраска ядер. Для дифференцировки структур в срезе 

обычно докрашивают ядра клеток гематоксилином. Для этого ис-
пользуют основной краситель, чаще всего гематоксилин (Mayer’s 
Hematoxylin, Lillie’s Modification), который дает синее окрашивание 
без фиолетовых оттенков, что облегчает интерпретацию ИГХ реак-
ции в последующем. 

15. Заключение ИГХ среза. Гистологические срезы дегидрати-
руют (проводят по спиртам удаляя воду), просветляют (проводя че-
рез ксилолы) и заключают в бальзам или синтетическую среду. Ги-
стологические срезы, закрытые покровными стеклами с применени-
ем синтетических сред можно оценивать уже через 30 мин., в даль-
нейшем они подлежат архивированию без ухудшения их качества. 

16. Оценка результата ИГХ окрашивания. Осуществляется в 
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соответствии с учетом следующих принципов: 
Исследование HER2 должно проводиться в лабораториях с под-

твержденной квалификацией.
Все образцы опухолей молочной железы необходимо исследо-

вать на статус HER2.
Первоначально статус HER2 необходимо рутинно исследовать 

методом ИГХ.
Образцы с сомнительной оценкой ИГХ ( 2+) необходимо переде-

лывать с исследованием материала в другом блоке или исследовать 
методом ISH для подтверждения положительного статуса HER2.

HER2-статус оценивается только в инвазивном компоненте опу-
холи. Рак in situ оценке не подлежит, несмотря на то, что подобные 
структуры часто отличаются резко выраженной положительной ре-
акцией.

Оценивается только окрашивание мембран клеток, цитоплазма-
тическое окрашивание оценке не подлежит.

Проводится обязательное сравнение интенсивности окрашивания 
опухолевых и нормальных структур (внутренний контроль). При их 
одинаковой интенсивности окраски HER2-статус считается отрица-
тельным.

В каждом цикле проведения ИГХ исследования необходимо ис-
пользовать контрольные срезы.

Необходимые для ИГХ исследования внешние контроли:
Положительный контроль антигена
В качестве положительного контроля используются срезы, в ко-

торых заранее точно известно наличие исследуемого антигена — 
наиболее целесообразно использовать в виде контроля срезы с бло-
ка РМЖ с заранее известным уровнем экспрессии на 2+.

Отрицательный контроль антигена
В качестве отрицательного контроля используют срезы, про ко-

торые заранее точно известно, что в них определяемый антиген от-
сутствует — 0. 

Отрицательный контроль антител
Для постановки этого контроля следует использовать дополни-

тельный гистологический срез с контрольного блока 2+. Вместо 
первичных антител в соответствующих пунктах протоколов обра-
ботки на срезы необходимо нанести разбавитель антител. В таком 
контроле при окраске положительная реакция должна отсутство-
вать. Наличие положительной реакции свидетельствует о неспеци-
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фичности окраски за счет использования некачественных реактивов 
или грубых нарушений протокола ИГХ окрашивания. 

Оценка результатов реакции на HER2 проводится с помощью 
балльной шкалы оценки, разработанной производителем теста и 
одобренной FDA [Завалишина, Франк, 2006]. Согласно консенсуса 
амери¬канских патологов и управления по контролю за пище¬выми 
продуктами и лекарственными средствами США (FDA) [Wolff et al., 
2007] система оценки результатов ИГХ-исследо¬вания экспрессии 
Her2/neu включает 4 категории (0, 1+, 2+, 3+); Оценка 0 баллов вы-
ставляется при полном отсутствии мембранного окрашивания или 
слабого окрашивания на мембранах менее чем 10% клеток опухо-
ли, 1+ — при слабом окрашивании части мембран более чем 10% 
клеток опухоли, 2+ — при умеренном окрашивании мембран более 
чем 10% клеток опухоли или сильном окрашивании мембран менее 
чем 10% опухолевых клеток; и 3+ — если более 10% клеток инва-
зивной опухоли демонстрируют равномерное сильное окрашивание 
мембран (Рис. 24). 

Рис. 24. Принципиальная схема оценки уровней экспрессии HER2 
neu при РМЖ

Оценка проводится с использованием светового микроскопа, в 
основном при увеличении объектива 10× и лишь в пограничных 
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случаях 1+/2+ — объектива 20×. Если мы отмечаем реакцию более 
чем в 10% клеток при увеличении 20×, то такой результат оценива-
ется как 1+ (рис. 24, 25).

HER2–статус, оцененный как 0 и 1+, следует считать негативным, 
т.е. гиперэкспрессия белка и амплификация гена Her–2 отсутству-
ют. HER2–статус, оцененный как 3+, является позитивным, т.е. ги-
перэкспрессия белка и амплификация гена имеются (Рис. 24, 27). 
При HER2–статусе 2+ (неопределенный) по экспрессии белка на 
основании иммуногистохимической реакции нельзя уверенно су-
дить об амплификации гена, поэтому требуется исследование, пря-
мо выявляющее наличие или отсутствие амплификации (Рис. 24). 

Рис. 25. Инвазивный рак молочной железы. 
Экспрессия HER-2/neu на клетках опухоли 2+. ×100. 
Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-

лин Майера
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Рис.26 . Инвазивный рак молочной желез. 
Экспрессия HER-2/neu на клетках опухоли 2+. ×400. 
Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-

лин Майера

Рис. 27. Инвазивный рак молочной железы. 
Экспрессия HER-2/neu на клетках опухоли 3+. ×100. 
Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-

лин Майера

Таким методом является in situ гибридизация: при использовании 
флуоресцентной метки — FISH (флуоресцентная in situ гибридиза-
ция) и при использовании хромогенной метки — СISH (хромоген-
ная in situ гибридизация) [Coussens et al., 2005]. Оба метода выпол-
няются на срезах с того же образца (блока), на котором проводилось 
иммуногистохимическое исследование в референс-лаборатории.
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Результаты ИГХ реакции HER-2/neu на клетках карциномы 
молочной железы

При анализе данных, полученных в ходе проведенного исследования 
уровней экспрессии фактора роста HER-2/neu, в которое вошли 406 слу-
чая инвазивного рака молочной железы, были сформированы четыре 
группы (Бриллинат и др., 2011, Сазонов и др, 2011,2013). Первую груп-
пу составили 243 случая без экспрессии фактора роста в клетках карци-
номы. Вторую группу составили 102 случая с уровнем экспрессии фак-
тора роста оцененным на 1+, третью — 40 случаев с уровнем экспрес-
сии 2+, в четвертой группе (21 случай) уровень экспрессии был оценен 
как 3+. Процентное соотношение между сформированными группами 
случаев карциномы молочной железы представлено на рис. 28.

Как видно из полученных при иммуногистохимическом исследова-
нии данных, большее количество исследованных карцином не экспрес-
сирует рецептор HER-2/neu. Причем из 40% карцином с наличием экс-
прессии по изученному показателю только 15% случаев оцениваются 
как HER-2 положительные (уровень экспрессии которых равен 2+ и 3+).

Рис. 28. Распределение пациентов с раком молочной железы в со-
ответствии с уровнем экспрессии Her-2/neu (в %)

Цель проводимого ИГХ исследования. Эффективность про-
водимой терапии впрямую связана с особенностями молекулярно-
биологических характеристик клеток РМЖ и их ответа на применя-
емую химиотерапию, что показано в табл. 6.

Таблица №6 
Результаты ИГХ/FISH и эффективность лечения моноклональ-

ным антителом (трастузумаб) РМЖ
Экспрессия/ амплификация Объективный ответ

ИГХ 2+ (FISH -) 0%
ИГХ 2+/3+ 26%

ИГХ 3+ 35%
FISH + 41%

Цит. по: Vogel et al. Proc ASCO 2000;19:Abstract 275



98

3.4.3. Постановка иммуногистохимического 
исследования Ki-67 (рекомендуемый протокол)

Процессы клеточного деления, дифференцировки и апоптоза про-
исходят как в нормальных, так и в опухолевых клетках. Последние 
отличаются от нормальных тем, что происходящие в ней процессы 
являются неконтролируемыми. Опухолевые клетки содержат набор 
молекул, необходимых для выживания, пролиферации, дифферен-
цировки, апоптоза и экспрессии специфических функций. Неспо-
собность регулировать эти процессы приводит к изменению фено-
типа клеток и развитию опухоли, при этом изменяется структура ре-
цепторного аппарата клеток (Andreeff, Goodrich, 2003). 

Ki-67 впервые был обнаружен Гердесом и соавторами в 1991г. как 
ядерный негистонный белок. В 1993г. была найдена последователь-
ность генов, кодирующих данный белок. Было показано, что микро-
инъекции антител, направленных против мышиного Ki-67 приво-
дят к снижению скорости деления клеток [Blau, Banfi, 2001]. Ана-
логичные результаты были получены введением человеческих ан-
тител белка Ki-67. Эти данные убедительно свидетельствуют о том, 
что данный белок играет существенную роль в клеточной пролифе-
рации [Scholzen et al, 1997].

Известно, что экспрессия Ki-67 меняется в пределах всего клеточ-
ного цикла. Уровень белка считается низким в течении G1 и ранней 
S фазе, и возрастает до максимума к митозу. В анафазе и телофазе 
экспрессия Ki-67 значительно снижается. Это доказывает тот факт, 
что белок является точным маркером роста клеточной фракции [Ра-
дюкова и соавт., 2012].

Считается, что степень пролиферации ткани карциномы молоч-
ной железы наряду с определением стероидных рецепторов имеет 
как прогностическое, так и предсказывающее значение. Рандоми-
зированый многомерный анализ показал, что Ki-67 является неза-
висимым прогностическим фактором выживаемости без учета тече-
ния заболевания. На сегодняшний день существует проблема стан-
дартизации методик и методов оценки, необходимых для интегра-
ции биомаркера в длительное прогнозирование исхода заболевания 
и эффективности химиотерапии. Несмотря на это, было доказано, 
что случаи с высоким индексом Ki-67 дают полный ответ на приме-
нение неадъювантной терапии [Lopez, 1991].

Установлена корреляция между количеством клеток, экспресси-
рующих Ki-67, и степенью злокачественности опухоли, а также ми-
тотическим индексом. Penault-Llorca установил, что пациенты, опу-
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холи которых экспрессируют Ki-67 более чем в 50% клеток, име-
ют высокий риск развития рецидива заболевания [Penault-Llorca et 
al, 2003].

Имеются данные, свидетельствующие о том, что высокие показа-
тели различных маркеров опухолевой пролиферации (высокий про-
лиферативный индекс, III степень гистологической злокачественно-
сти, уровень экспрессии Ki-67 равный или больше 20%) ассоции-
руются с большей вероятностью полного регресса опухоли в ответ 
на химиотерапию [Ernster. et al, 1996; Penault-Llorca et al, 2003]. Во 
многих исследованиях высокая степень гистологической злокаче-
ственности ассоциировалась с большей частотой полных морфоло-
гических регрессов после различных режимов неоадъювантной хи-
миотерапии [Amat et al, 2002; Penault-Llorca et al, 2003; Urruticoechea 
et al, 2005; Вторушин и соавт., 2007]. 

При проведении ИГХ исследований Ki-67, учитывая значимость 
этого показателя для прогноза и тактики назначаемой химиотера-
пии желательно пользоваться только реагентами сертифицирован-
ными для диагностики, а также строго соблюдать предписанные 
производителями антител и наборов протоколы и рекомендации. 	
Иммуногистохимическое исследование в ручном режиме или с ис-
пользованием иммуногистостейнера рекомендуется проводить с на-
бором реактивов, готовых к использованию (RTU).

Постановка ИГХ исследования Ki-67 с применением иммуноав-
тостейнера в значительной мере позволяет стандартизировать про-
ведение реакций, обеспечивать воспроизводимость получаемого ре-
зультата. В своей работе лаборатория так же должна руководство-
ваться требованиями, сформулированными ASCO/CAP: 

Использование стандартизованных процедур обработки матери-
ала.

Использование стандартизованных методов ИГХ исследования.
Наличие внешнего контроля качества. 
Наличие тренинга патологов и технологов.
Применение методов анализа изображения.

Этапы протокола:
1. Подбор парафинового блока. Для ИГХ исследования Ki-67 

желательно, чтобы пациенткам не проводили предоперационной 
химиотерапии и лучевой терапии. Проводка и заливка в парафин 
осуществляются по общепринятым схемам. 

2. Получение гистологических срезов с парафиновых блоков, 
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производится как при обычной гистологии (основные правила сфор-
мулированы выше) непосредственно перед проведением иммуноги-
стохимического исследования. Толщина среза должна составлять 
около 4 мкм. Приготовленные на микротоме срезы монтируют на 
стекла, высушивают, депарафинируют и регидратируют. Для обе-
спечения целостности среза удобнее использовать готовые к ис-
пользованию предметные стекла с полилизиновым покрытием. По-
лученный препарат высушивают при комнатной температуре в те-
чение 12-18 час. или для ускорения процесса его можно поместить 
на 1 ч. в термостат с температурой 60ºС. 

3. Предобработка парафиновых срезов для проведения ИГХ ис-
следования Ki-67 начинается с удаления парафина и воды из сре-
зов с использованием ксилола и этанола (как для обычной гистоло-
гии). Следует все время заменять использованные реагенты на све-
жие, т.к. плохое удаление парафина из среза будет приводить к на-
рушению окрашивания или минимум к усилению неспецифическо-
го фона при ИГХ окраске. 

4. Демаскировка антигенов Ki-67 выполнятся с использовани-
ем нагревания гистологического среза в цитратном буфере (Target 
Retrieval Solution) в результате чего происходит восстановление ан-
тигенной активности образца. Проводится или в водяной бане или в 
микроволновой печи или в PT модуле предобработки автостейнера 
или в самом автостейнере, оснащенном этой функцией. Удобством 
последнего варианта является ненужность переноса стекол из моду-
ля в автостейнер, при этом весь процесс осуществляется в автома-
тическом режиме. Кроме того, при использовании современных ав-
тостейнеров (пример Ventana) с интегрированным модулем предо-
бработки срезов растворы одновременно позволяют выполнить все 
указанные выше манипуляции 3 и 4 этапов. Однако нужно внима-
тельно относиться к применению таких растворов: вовремя произ-
водить их замену, осуществлять постоянный мониторинг качество 
проводимых процедур по контрольным срезам.

Необходимо обратить внимание:
4.1. на рН TRS буфера в зависимости от используемого в дальней-

шем первичного антитела. Так при использовании антител к Her2 
neu должны использоваться растворы с низким рН (рН 6,1). Жела-
тельно буфер приобретать в лабораторию готовый к использованию 
(RTU), концентрированный, требующий только разведения водой в 
соответствии с прилагаемой инструкцией. 

4.2. температура восстанавливающего раствора должна достичь 
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97-99ºС. Т.о. стекла помещаются в раствор комнатной температу-
ры, затем начинается нагрев (который длится около 20 мин.) и вре-
мя обработки учитывается только после достижения заданной тем-
пературы.

4.3. после достижения заданной температуры время инкубации 
срезов в растворе должно составить 40 мин. 

4.4. после прохождения заданного времени обработки стекол бу-
фер остывает (около 20 мин.), после чего стекла переносятся для 
проведения ИГХ исследования.

5. Промывка стекол в буфере. 
5.1. Стекла достают из раствора предподготовки и переносят в  

промывочный буфер на 2 мин.
5.2. Срезы достают из буфера, слегка подсушивают, удалая из-

лишки буфера (не до высыхания!),
5.3.1. при ручном способе выполнения ИГХ исследований — об-

водят гидрофобным карандашом вокруг среза (для предотвращения  
растекания реагентов).

5.3.2. при автоматизированном — стекла в кассетах сразу же по-
мещают  в автостейнер.

6. Блок эндогенной пероксидазы. Гистологические срезы поме-
щаются в блокирующий раствор (Peroxidase-Blocking Solution, 3% 
водный раствор перекиси водорода) при комнатной температуре на 
5 мин. 

7. Промывка срезов в буфере. Срезы на 5 мин. помещают в про-
мывочный буфер. Наиболее часто для этой цели используют TBS- 
буфер рН 7,0-7,6. 

8. Нанесение первичных антител. На область расположения ги-
стологического среза наносится 100 мкл раствора первичных ан-
тител к соответствующему рецептору. Антитела предварительно 
должны быть разведены до рабочей концентрации в соответствии 
с рекомендациями производителя. В нашей лаборатории для выяв-
ления рецепторов HER2 neu на мембранах клеток опухоли исполь-
зуются моноклональные мышиные антитела Monoclonal Mouse Anti 
– Human Ki-67 (Сlone MIB-1). Инкубация первичных антител про-
должается 30 мин. при комнатной температуре. 

9. Промывка срезов в буфере. Дважды промывают в TBS-буфере 
по 2 мин. Следует просушить гистологический срез после промыв-
ки, однако не допуская его высыхания.

10. Инкубация с применением визуализационной системы. В 
соответствии с инструкцией по использованию на гистологический 
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срез наносится 100 мкл. визуализирующего реагента 2-step polimer 
conjugate. Необходимо проверить соответствие визуализационной 
системы и используемого антитела. В своей работе мы используем 
универсальную визуализационную систему, которая позволяет од-
новременное использование как мышиных так и кроличьих первич-
ных антител, что полностью исключает возможность ошибки соот-
ветствия. Инкубация осуществляется при комнатной температуре, 
время инкубации — 30 мин.

11. Промывка срезов в буфере. Дважды промывают в промы-
вочном TBS-буфере по 2 мин. Следует просушить гистологический 
срез после промывки, не допуская его высыхания.

12. Инкубация с хромогеном. Непосредственно перед постанов-
кой реакции готовят рабочий раствор хромогена (из расчета 20 мкл 
(1 капля) на 1 мл субстрата) с учетом расхода 100 мкл на один ги-
стологический срез. Чаще всего в ИГХ реакциях используется DAB 
Chromogen, связывающийся с комплексом используемой визуализа-
ционной системы с образованием нерастворимого осадка и обеспе-
чивающий интенсивное коричневое окрашивание непосредственно 
у изучаемых структур. Инкубация осуществляется при комнатной 
температуре, время инкубации – 10 мин.

13. Промывка среза в дистиллированной воде, его ополаскивание. 
14. Подкраска ядер. Для дифференцировки структур в срезе 

обычно докрашивают ядра клеток гематоксилином. Для этого ис-
пользуют основной краситель, чаще всего гематоксилин (Mayer’s 
Hematoxylin, Lillie’s Modification), который дает синее окрашивание 
без фиолетовых оттенков, что облегчает интерпретацию ИГХ реак-
ции в последующем. 

15. Заключение ИГХ среза. Гистологические срезы, окрашенные 
на Ki-67 дегидратируют (проводят по спиртам удаляя воду), про-
светляют (проводя через ксилолы) и заключают в бальзам или син-
тетическую среду. Срезы, закрытые покровными стеклами с приме-
нением синтетических сред можно оценивать уже через 30 мин., в 
дальнейшем они подлежат архивированию без ухудшения их каче-
ства в течение продолжительного времени. 

16. Оценка результата ИГХ окрашивания. Осуществляется в 
соответствии с учетом следующих принципов: 

Исследование Ki-67 должно проводиться в лабораториях с под-
твержденной квалификацией.

Все образцы опухолей молочной железы подлежат исследованию 
на уровень экспрессии в опухолевой ткани Ki-67.
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Экспрессия Ki-67 оценивается в инвазивном компоненте на пе-
риферии роста опухоли. 

В каждом случае должно исследоваться не менее 500 опухолевых 
клеток в 3–5 полях зрения в за¬висимости от плотности опухоли, 
при увеличении ×200. При наличии так называемых «горячих то-
чек» пролиферации их дополнительно включают в обсчет (5 полей 
+ одна «горячая точка».

Оценивается только ядерное окрашивание, цитоплазматическое 
или мембранное окрашивание является артефактом и оценке не 
подлежит. Учитываются все окрашенные ядра независимо от ин-
тенсивности окраски.

Определяется индекс пролиферации Ki-67 — число положитель-
но окрашенных ядер клеток от общего количества подсчитанных 
клеток, в процентах. Экспрессия Ki-67 оценивается как высокая 
(>20 %) и низкая (<20 %). 

В последние годы все чаще проявляется стремление разработать 
общие принципы оценки степени экспрессии Ki-67 в ткани опухо-
ли, т.к. различия в получаемых результатах в разных исследовани-
ях колеблются от 15 до 40%. Более того, появляются автоматизиро-
ванные комплексы для обсчета уровней пролиферации в гистологи-
ческих срезах. Однако, несмотря на значительные успехи достигну-
тые в этой области, в работу рутинной патоморфологической лабо-
ратории, по видимому они будут внедрены не в самом скором вре-
мени. 

Необходимые для ИГХ исследования Ki-67 контроли:
Необходимые для ИГХ исследования внешние контроли:
Положительный контроль антигена
В качестве положительного контроля используются срезы, в кото-

рых заранее точно известно наличие исследуемого антигена – наи-
более целесообразно использовать в виде контроля срезы с блока 
РМЖ с заранее известным уровнем экспрессии Ki-67.

Отрицательный контроль антител
Для постановки этого контроля следует использовать дополни-

тельный гистологический срез с контрольного блока. Вместо пер-
вичных антител в соответствующих пунктах протоколов обработки 
на срезы необходимо нанести разбавитель антител. В таком контро-
ле при окраске положительная реакция должна отсутствовать. На-
личие положительной реакции свидетельствует о неспецифичности 
окраски за счет использования некачественных реактивов или гру-
бых нарушений протокола ИГХ окрашивания. 
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Внутренний контроль:
Как правило, в опухоли присутствует клетки, экспрессирующие 

Ki-67. Поэтому, если мы обнаруживаем ядерное окрашивание в 
клетках гистологического среза можно с уверенностью говорить, 
что реакция прошла.

Оценка результатов реакции: 
Уровень пролиферативной активности оценивали по ядерному 

индексу пролиферации клеток опухоли – KI-67. По процентному от-
ношению числа окрашенных ядер клеток карциномы к неокрашен-
ным судили о пролиферативной активности исследуемой опухоли. 
Все случаи в соответствии со степенью пролиферации были распре-
делены по трем группам [Бриллиант и др., 2012]. Первую группу 
составили случаи рака молочной железы с низким уровнем проли-
ферации, индекс ядерной пролиферации в которой менее 20% (Рис. 
29), вторая группа содержала случаи со средней пролиферативной 
активностью опухоли (индекс KI-67 от 20% до 30% включительно, 
рис. 30) и третья – случаи с высокой пролиферативной активностью 
опухоли (индекс KI-67 более 30%, рис. 31).

При обработке данных 406 случаев карциномы молочной желе-
зы в соответствии с экспрессией белка KI-67 на клетках карциномы 
были сформированы 3 группы. В первую группу были вошло 248 
случаев (61%), в которых менее чем 20% клеток включительно экс-
прессировали KI-67, во вторую группу вошли 82 случая (20%), в ко-
торых KI-67 экспрессировали более чем 20%, но менее 30% клеток 
включительно. В третью группу вошло 

Рис. 29. Экспрессия KI-67 в инвазивном раке молочной железы со 
степенью пролиферации 10% опухолевых клеток. ×100. 

Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-
лин Майера
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Рис. 30. Экспрессия KI-67 в инвазивном раке молочной железы со 
степенью пролиферации около 30% опухолевых клеток. ×100. 

Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-
лин Майера

 

Рис. 31. Экспрессия KI-67 в инвазивном раке молочной железы со 
степенью пролиферации более 50% опухолевых клеток. ×100. 

Окраска: ИГХ реакция HRP/DAB, докраска ядер — гематокси-
лин Майера

Рис. 32. Распределение пациентов с инвазивном раком молочной 
железы в соответствии с процентом клеток, экспрессирующих KI-67
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76 случаев карцином (19%), где рецепторы KI-67 определялись на 
более чем 30% клеток. Распределение случаев с карциномой молоч-
ной железы в соответствии с процентом экспрессирующих KI-67 
опухолевых клеток представлено на рис. 32.

Таким образом, большинство карцином молочной железы имеют 
низкий уровень пролиферации, то есть до 10% клеток экспресси-
руют рецепторы белка KI-67 [Бриллиант и др., 2011, Сазонов и др., 
2011, 2013, 2015, 2017].

3.4. Определение подтипа рака молочной железы
На основании рекомендованной на 14th St. Gallen International 

Breast Cancer Congress (BCC, 2015) молекулярно-генетической 
классификации рака молочной железы сегодня выделяют 5 основ-
ных биологических подтипов различающихся по прогнозу и чув-
ствительности к различным видам лекарственной терапии [Франк 
Г.А. и др., 2015, Esposito A., et al., 2014 ]. Учитывая значительно бо-
лее ограниченное применение генетических методов исследования 
в патоморфологических лабораториях, разработана классификация, 
основанная на суррогатном иммуногистохимическом определении 
подтипов РМЖ, по сочетанию экспрессии рецепторов к эстрогену 
(ER), прогестерону (PR), HER-2 и Ki-67 (табл. 7). 

Таблица 7 
Биологические подтипы инвазивного рака молочной железы

Биологический подтип ER PR HER-2 Ki-67
Положитель-

ный если 
окрашено 
> 1% ядер 

опухолевых 
клеток

Положитель-
ный если 
окрашено 
> 1% ядер 

опухолевых 
клеток

Положительный 
если оценка 3+ 

ИГХ или 2+ и 
амплификация 
методом FISH> 

2.0

Пороговое 
значение 
степени 

экспрессии, 
14% ядер 

опухолевых 
клеток

Luminal A ER и/или PR пoложительные отрицательный Низкое <14%
Luminal B (HER/2 

негативный)
ER и/или PR пoложительные отрицательный Высокое 

>14%
Luminal B (HER/2 

позитивный)
ER и/или PR пoложительные положительный Любое

HER-2 
гиперэкспрессированный

отрицательные положительный Любое

Тройной негативный отрицательные отрицательный Любое
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Пролиферативную активность РМЖ в настоящее время приня-
то учитывать только при разделении гормон-рецептор позитивных 
опухолей на Luminal A и Luminal B биологические подтипы (уро-
вень экспрессии Ki-67 низкий и высокий соответственно). Причем 
пороговые значения степени экспрессии белка Ki-67 пересматрива-
лись за последние 10 лет несколько раз, и останавливались на значе-
ниях 10, 14, 20% опухолевых клеток. В настоящее время погранич-
ным значением между низким и высоким уровнем пролиферации 
рекомендовано считать от 10 до 29 %. В остальных подтипах РМЖ 
считается, что уровень Ki-67 может быть любым и при их опреде-
лении его значение можно не учитывать [Франк Г.А. и др., 2015]. 

Однако, проведенные в нашей лаборатории исследования показа-
ли, что имеются общие закономерности изменения уровней проли-
феративной активности в ткани опухоли в зависимости от иммуно-
подтипа опухоли.

Проведен анализ уровня пролиферативной активности РМЖ раз-
ных биологических подтипов на основании подсчета индекса про-
лиферации Ki-67. В каждой исследуемой группе определено мини-
мальное и максимальное значение индекса Ki-67. Полученные дан-
ные представлены в табл. 8.

Таблица 8 
Диапазон значений индекса пролиферации Ki-67 в разных биоло-

гических подтипах инвазивного рака молочной железы

Биологический подтип Минимальное значение 
Ki-67

Максимальное значение 
Ki-67

Люминальный А 1% 14%

Люминальный B (HER-2 
положительный) 15% 90%

Люминальный B (HER-2 
отрицательный) 20% 90%

HER-2 
гиперэкспрессированный 5% 90%

Тройной негативный 
подтип 20% 97%

Произведен подсчет средних значений индекса пролиферации Ki-
67, стандартной ошибки среднего и доверительного интервала для 
среднего в каждой из изучаемых групп. Результаты статистическо-
го анализа представлены в табл. 9.
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Таблица 9 
Статистический анализ пролиферативной активности (Ki-67) 

в опухолевой ткани разных биологических подтипов инвазивного 
рака молочной железы

Биологический подтип
Доверитель-
ный интер-
вал (95%)(-)

Доверитель-
ный интер-
вал (95%)(+)

Среднее зна-
чение (М)

Стандарт-
ная ошиб-
ка средне-

го (m)

Люминальный А 7% 9% 8,4% 0,2%

Люминальный B (HER-2 
положительный) 23% 33% 28,8% 2,5%

Люминальный B (HER-2 
отрицательный) 30% 34% 32,3% 1,0%

HER-2 гиперэкспрессиро-
ванный 34% 43% 39,0% 2,2%

Тройной негативный под-
тип 50% 58% 54,6% 2,1%

Среднее значение индекса Ki-67 разных биологических подтипов 
РМЖ представлено на рис. 33.

Рисунок 33. Среднее значение индекса пролиферативной актив-
ности по Ki-67 в разных биологических подтипах рака молочной 
железы
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 Проведение статистического исследования позволило устано-
вить некоторые закономерности состояния пролиферативных про-
цессов в опухолевой ткани инвазивного рака молочной железы в за-
висимости от определяемого молекулярно-биологического подти-
па. Средний уровень индекса пролиферации Ki-67 для группы опу-
холей Люминального А подтипа установлен в 8,4±0,2%, при этом 
для генеральной совокупности случаев Люминального А подтипа 
среднее значение Ki-67 с доверительной вероятностью 95% нахо-
дится в диапазоне ДИ=7-9%. Средний уровень индекса пролифе-
рации Ki-67 для группы опухолей Люминального В (HER-2 поло-
жительный) подтипа составил 28,8±2,5%, при этом для генераль-
ной совокупности случаев Люминального В (HER-2 положитель-
ный) подтипа среднее значение Ki-67 с доверительной вероятно-
стью 95% находится в диапазоне ДИ=23-33%. Средний уровень ин-
декса пролиферации Ki-67 для группы опухолей Люминального В 
(HER-2 отрицательный) подтипа равняется 32,3±1,0%, при этом для 
генеральной совокупности случаев Люминального В (HER-2 отри-
цательный) подтипа среднее значение Ki-67 с доверительной веро-
ятностью 95% находится в диапазоне ДИ=30-34%. Средний уровень 
индекса пролиферации Ki-67 для группы опухолей HER-2 гиперэк-
спрессированного подтипа определен как 39,0±2,2%, при этом для 
генеральной совокупности случаев HER-2 гиперэкспрессированно-
го подтипа среднее значение Ki-67 с доверительной вероятностью 
95% находится в диапазоне ДИ=34-43%. Средний уровень индек-
са пролиферации Ki-67 для группы опухолей Тройного негативно-
го подтипа составляет 54,6±2,1%, при этом для генеральной сово-
купности случаев Тройного негативного подтипа среднее значение 
Ki-67 с доверительной вероятностью 95% находится в диапазоне 
ДИ=50-58%. 

 Выявлены достоверные различия в уровне пролиферации меж-
ду всеми исследуемыми группами опухолей (p<0,05), за исключе-
нием групп опухолей Люминального В (HER-2 отрицательный) и 
Люминального В (HER-2 положительный) биологических подтипов 
(p>0,05). Закономерности изменения уровня индекса пролиферации 
Ki-67 в зависимости от биологического подтипа опухоли представ-
лены на рис. 33. Обнаружено, что наименьший уровень пролифера-
ции характерен для Люминального А подтипа карциномы молоч-
ной железы (среднее значение — 8,4%), наибольший уровень про-
лиферации в ткани опухолях, относящихся к Тройному негатив-
ному подтипу, при этом средний уровень индекса пролиферации в 
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данной группе достигает 54,6%. Уровень пролиферации в группе 
опухолей Люминального А подтипа ниже на 20%, чем в аналогич-
ной группе Люминального В (HER-2 положительный) подтипа, на 
24%, чем в группе опухолей Люминального В (HER-2 отрицатель-
ный) подтипа, на 31%, чем в группе случаев HER-2 гиперэкспрес-
сированного подтипа и на 46%, чем в аналогичной группе Трой-
ного негативного подтипа (p<0,05). Не выявлено достоверных раз-
личий между уровнями экспрессии Ki-67 в группах Люминально-
го В (HER-2 позитивный) и Люминального В (HER-2 негативный) 
подтипов (p>0,05). Уровень пролиферации в случаях, относящих-
ся к Люминальному В (HER-2 позитивный) подтипу достоверно 
ниже, чем в аналогичной группах HER-2 гиперэкспрессированно-
го и Тройного негативного подтипов на 10 и 26% соответственно 
(p<0,05). Уровень экспрессии случаев Люминального В (HER-2 не-
гативный) подтипа так же достоверно ниже, чем в группах опухо-
лей HER-2 гиперэкспрессированного и Тройного негативного под-
типов на 7 и 22% соответственно (p<0,05). Уровень экспрессии ин-
декса пролиферации в группе случаев HER-2 гиперэкспрессирован-
ного подтипа - достоверно ниже аналогичного показателя в группе 
случаев Тройного негативного подтипа на 16% (p<0,05).

Пролиферация опухолевых клеток рака молочной железы в пер-
вую очередь регулируется через внутриклеточный сигнальный путь 
RAS/RAF/MEK/ERK, реализация которого связана одновремен-
но как с тиразинкиназными рецепторами (HER-2), так и с активно-
стью эстрогенового сигнального пути и наличием Estrogen receptor 
[Bilous M., et al., 2003]. Эти взаимодействия внутри указанного сиг-
нального пути при определении экспрессии рецепторов при изме-
нении степени дифференцировки опухолевых клеток, по-видимому, 
играют основную роль в состоянии процессов пролиферации в опу-
холевой ткани рака молочной железы любых биологических подти-
пов. Исчезновение обозначенных выше рецепторов на опухолевых 
клетках приводит к уходу последних из под контролирующего вли-
яния регуляторных факторов и приводит к бесконтрольному всту-
плению клеток опухоли в пролиферацию, в результате чего боль-
шинство опухолевых клеток выходят в митотический цикл и на-
ходятся в разных его периодах, что сопровождается методической 
возможностью выявления ИГХ методом в их ядрах белка Ki-67. 

Количество клеток, экспрессирующих в ядрах Ki-67 достовер-
но увеличивается при опухолевой трансформации по сравнению с 
уровнем пролиферации в обычном люминальном эпителии молоч-
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ной железы. Уровень пролиферативных процессов, экспрессия ре-
цепторов в люминальном эпителии так же циклически изменяется 
во время овариально-менструального цикла у женщины в связи с 
колебаниями в ее крови концентрации женских половых гормонов. 

Уровень пролиферации в опухолевой ткани при РМЖ так же в 
первую очередь связан с особенностями рецепторного аппара-
та клеток. Индекс пролиферации Ki-67 в ткани гормон-рецептор-
позитивного РМЖ является относительно низким (менее 10%) для 
Люминального А подтипа и достоверно более высоким для Люми-
нального В, что отражено в общепринятой на сегодняшний день 
молекулярно-генетической классификации. Необходимо уточнить, 
что низкий уровень пролиферации в группе РМЖ, отнесенных с по-
мощью ИГХ метода к Люминальному А подтипу формируется пу-
тем искусственной селекции в эту группу случаев с пролифератив-
ным индексом ниже 14%. Случаи гормон-рецептор-позитивного 
рака, с пролиферативным индексом более 14% соответственно от-
носят к Люминальному В подтипу. В результате такой избиратель-
ной селекции формируется две группы РМЖ, достоверно отличаю-
щихся по среднему уровню пролиферации в ткани опухоли (уровни 
пролиферации 8,4±0,2% и 28,8±2,5% соответственно). 

Результаты проведенных исследований свидетельствуют о досто-
верно более высоком уровне пролиферативных процессов в опухо-
левой ткани гормон-рецептор-негативных раков молочной желе-
зы по сравнению с гормон-рецептор-позитивными подтипами рака. 
Наиболее высокий уровень экспрессии Ki-67 обнаружен в случаях, 
относящихся к Тройному негативному подтипу рака молочной же-
лезы (средний уровень экспрессии составляет 54,6±2,1%). 

Обнаруженные достоверные различия уровней экспрессии Ki-67, 
выявленные для всех подтипов РМЖ, позволяют рекомендовать 
учет их как дополнительного диагностического критерия на соот-
ветствие ИГХ показателей внутри каждого подтипа. 
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Глава 4. Организация работы системы 
пересмотра материала РМЖ (референс) 

4.1. Основные принципы проведения 
референсных исследований 

Первые полученные результаты контроля качества морфологиче-
ской диагностики опухолей, проведенные в Российской Федерации, 
по данным проф. Франка Г.А. и др., 2011, говорят о наличии неточ-
ностей при формулировке морфологических заключений в 5-71% 
всех случаев, а также наличие существенных дефектов в методике 
проведения иммуно-гистохимических исследований. Неточности в 
диагностике рака молочной железы (РМЖ) сопровождаются после-
дующими ошибками в назначении химиотерапии, определении про-
гноза заболевания, в конечном итоге – существенными материаль-
ными потерями и ухудшением качества жизни пациентов.

Доступность и качество является сегодня одним из основных 
принципов оказания медицинской помощи (Федеральный закон от 
23 ноября 2011 г. № 323-ФЗ «Об основах охраны здоровья граждан 
в Российской Федерации»). Качество оказания медицинской помо-
щи согласно статье 2 этого же закона определено как совокупность 
характеристик, отражающих своевременность оказания медицин-
ской помощи, правильность выбора методов диагностики и лече-
ния, степень достижения запланированного результата.

Выделение нескольких биологических подтипов рака молочной 
железы (St.Gallen, 2013) при генетическом тестировании или «сур-
рогатном» иммуногистохимическом (ИГХ) исследовании позво-
ляет онкомаммологу оценивать прогноз заболевания и определять 
тактику лечения. При этом, сегодня, по сути определена минималь-
ная панель моноклональных антител, необходимых для иммуноги-
стохимического исследования: определение рецепторов Estrogen, 
Progesterone, HER2 neu и маркера клеточной пролиферации по опре-
делению экспрессии в ядрах опухолевых клеток - Ki67. В связи с 
этим, а так же с учетом стоимости проводимых диагностики и лече-
ния пациентов раком молочной железы (РМЖ), повышаются требо-
вания к качеству проводимых иммуногистохимических исследова-
ний, их стандартизации и воспроизводимости в гистологической ла-
боратории. Появляется необходимость создания системы комплек-
са мероприятий, направленных на обеспечение качества проводи-
мых исследований. 
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Первая большая группа мероприятий связана с разработкой и за-
креплением нормативными документами требований к осуществле-
нию деятельности в патоморфологических лабораториях (лаборато-
риях первого просмотра материала). Сюда относятся: использова-
ние стандартизованных процедур обработки материала, использо-
вание стандартизированных методов ИГХ исследования, определе-
ние минимально достаточного и необходимого перечня используе-
мых отрицательных и положительных контролей, единых стандар-
тизированных критериев оценки результатов проведенных исследо-
ваний, заполнение универсальных форм протоколов исследования, 
обучение персонала лабораторий. 

Вторая группа мероприятий связана с созданием системы внеш-
него контроля качества проводимых иммуногистохимических ис-
следований. В первую очередь к ним относится разработка норма-
тивных документов, регламентирующих организацию и последу-
ющую работу региональных референс-лабораторий (лабораторий 
второго просмотра, пересмотра материала), центральной референс-
лаборатории, одной из функций, которых является осуществление 
контроля за качеством проводимых исследований, источники фи-
нансирования их работы. Конкордантность проводимых иммуноги-
стохимических исследований в лаборатории первого просмотра и 
референс-лаборатории должна составлять не менее 95% с позитив-
ными и негативными случаями, для молекулярно-биологических 
исследований методом ISH не менее 90%. 

Третья группа мероприятий должна быть направлена на исправ-
ление несоответствий Стандарта медицинской помощи больным со 
злокачественными новообразованиями молочной железы 0,I,II,IIIА 
(Тis,Т1-3N0-2М0) стадии (хирургическое лечение) современным 
требованиям иммуногистохимической диагностики РМЖ, приведе-
ние их к минимально необходимому уровню диагностики.

 В 2005 г. экспертная группа BHGI (Breast Health Global Initiative) 
по проблемам рака молочной железы разработала рекомендации 
по диагностике рака молочной железы (РМЖ) в странах с «огра-
ниченными финансовыми ресурсами системы здравоохранения» 
[Anderson B.O., et al., 2006, Vargas H.I., et al., 2004]. Предложенная 
экспертами схема предоставляет последовательную, методичную 
основу для совершенствования возможностей диагностики рака мо-
лочной железы, в том числе патоморфологических исследований. 
Эксперты организации пришли к заключению, что перед началом 
лечения рака молочной железы обязательна патоморфологическая 
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верификация диагноза, основанная на микроскопическом исследо-
вании образцов ткани. Для улучшения качества диагностики при 
патологии молочной железы было намечено несколько приоритет-
ных направлений, среди них, как основные можно выделить:

1) организация системы обучения врачей патологоанатомов; 
2) внедрение новых высокотехнологичных (в том числе 

молекулярно-биологических) методов патоморфологической диа-
гностики в специализированных лечебно-профилактических учреж-
дениях; 

3) организация системы референс-лабораторий в патолого-
анатомической службе и внедрение контроля качества проводимых 
исследований.

В мировой практике первая система внешнего контроля качества 
UKNEQAS была создана в Великобритании в 1985 г., позднее прин-
цип обязательного пересмотра материала опухолей разными пато-
логами и лабораториями стал внедряться и в других странах [Франк 
Г.А. и др, 2011, Сазонов С.В., 2010]. Внедрение системы референса 
вплотную приближает Российские патоморфологические лаборато-
рии, участвующие в ней, к созданию в их работе условий, соответ-
ствующих требованиям ISO 15189:2003, ГОСТР ИСО-2006 «Меди-
цинские лаборатории. Специальные требования к качеству и компе-
тентности». 

Одним из возможных путей решения этой проблемы является 
внедрение в патологической анатомии системы обеспечения каче-
ства проводимых молекулярно-биологических исследований, осно-
ванной на создании референсных лабораторий в субъектах Россий-
ской Федерации [Франк Г.А. и др, 2011]. 

Региональная референсная лаборатория (лаборатория второго 
просмотра) создается на базе молекулярно-генетической лаборато-
рии патолого-анатомического отделения учреждения здравоохране-
ния, научно-исследовательского института или кафедры патологи-
ческой анатомии, обладающей в своем арсенале двумя специальны-
ми методами исследования [Perez E.A., et al., 2002]: иммуногисто-
химическим (метод позволяет определять уровень экспрессии ре-
цептора в ядрах или на поверхности мембран опухолевых клеток) 
(рис. 34) и in situ hybridization (ISH- молекулярно-генетический ме-
тод, позволяющий определять наличие амплификации мутантного 
гена в ядре опухолевой клетки) (рис. 35). 

Иммуногистохимический (ИГХ) метод нашел широкое примене-
ние в связи с тем, что повседневно используется для оцен¬ки экс-
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прессии многих белков и рецепторов, и, может быть выполнен на 
срезах парафиновых блоков ткани, фиксированной формалином. 
При несомненных достоинствах ИГХ метода: легкой воспроизво-
димости и относительной дешевизне, он имеет и некоторые недо-
статки. Так, возможны ложнопозитивные результаты, обусловлен-
ные техническим несовершенством метода, кроме того, например,  
гиперэкспрессия Her2 при РМЖ может быть несвязанной с ампли-
фикацией гена. Возможны и ложноотрицательные результаты те-
ста. В некоторых случаях, после заливки в парафин, ткани опухо-
ли, могут терять рецепторы на поверхности мембраны и утрачи-
вать способность давать специфическое окрашивание при прове-
дении ИГХ-исследования. При должной стандартизации методик 
данные ИГХ-исследования как при Her2-негативном (категории 0 
и 1+), так и Her2-позитивном РМЖ (категория 3+) подтверждаются 
результатами ISH. В лаборатории LabCorp соответствие результа-
тов двух методов отмечали у 89% пациентов. У 4% пациентов Her2-
позитивность по результатам ИГХ-исследования (категория 3+) не 
подтвердилась результатами ISH [Zerbo R.J., et al., 2003]. 

Рис. 34. Проведение ИГХ исследования с использованием авто-
стейнера DAKO.

Некоторую проблему составляют случаи РМЖ, относящие-
ся к категории сомнительных (неоднозначных) по данным ИГХ-
исследования. В 15% случаев десять и более процентов клеток ин-
вазивного рака демонстрируют полное, однако неравномерное окра-
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шивание. Очень редко отмечают вариант интенсивного окрашива-
ния всей мембраны в 10 и менее процентах опухолевых клеток. Эти 
случаи относят к категории 2+, а результат расценивают как неод-
нозначный. Проведенные крупные многоцентровые исследования 
продемонстрировали, что только в части случаев (от 12 до 24%), от-
носящихся к категории 2+, при ISH выявляется амплификация гена 
и они являются в действительности Her2-позитивными, что делает 
необходимым проведение исследования РМЖ в два этапа [Cobleigh 
M.A., et al., 1997]. 

 

Рис. 35 Проведение молекулярно-биологических исследований ме-
тодом ISH на автостейнере Ventana.

С 2006 г. в Российской Федерации под эгидой Российского об-
щества патологоанатомов (РОП) для обеспечения качества про-
водимых молекулярно-биологических исследований при диагно-
стике РМЖ было запущено первое мультицентровое исследова-
ние в соответствии с Протоколом “HER2 Screening Program ML 
19870» [Франк Г.А., и др. 2012]. ИГХ исследования проводились 
в 89 лабораториях, включая 6 референсных центров по всей стра-
не. К 2014 г. в Российской Федерации по Программе было выпол-
нено более 250 тыс. иммуногистохимических исследований. Если 
молекулярно-биологические исследования в 2007 г. выполнялись 
в двух лабораториях (за год выполнено 335 исследований), то в 
2011 г. уже в 14 лабораториях выполнено 3862 исследования [Франк 
Г.А. и др., 2012]. С 2008 г. к указанному проекту подключилась ла-
боратория молекулярно-биологических исследований патолого-
анатомического отделения Института медицинских клеточных тех-



117

нологий Министерства здравоохранения Свердловской области (г. 
Екатеринбург) в качестве референсной лаборатории Уральского 
Федерального округа (УрФО). В проект вошли 11 иммуногистохи-
мических лабораторий первого просмотра из учреждений здраво-
охранения УрФО. В 2016 г. в иммуногистохимических лаборатори-
ях учреждений здравоохранения УрФО проведено 5.642 ИГХ и 632 
ISH исследований. 

4.2. Материалы и методы
Учитывая, что молекулярно-генетические исследования в прово-

дятся не во всех патолого-анатомических отделениях учреждений 
здравоохранения УрФО, референс (пересмотр) тестирования HER2 
РМЖ осуществлялся в соответствии со следующим алгоритмом: 

1) на первом этапе в лаборатории первого просмотра проводил-
ся скрининг с использованием ИГХ-метода: ИГХ 3+ случаи рассма-
тривали как позитивные, ИГХ 0/1+ как негативные; 

2) в отношении Her2/neu 2+ случаев проводилось повторное те-
стирование в региональной референс-лаборатории с использовани-
ем метода ИГХ, при подтверждении результата — с использовани-
ем метода ISH, позволяющего оценить количество копий гена Her2/
neu и исключить наличие полисомии по хромосоме 17. 

Только при наличии заключения из референс-лаборатории ре-
шался вопрос о назначении пациентке соответствующей химиоте-
рапии [Slamon D.J., et al., 2001, Vogel C.L., et al., 2002] (Рис. 36). 

 

Рис. 36. Схема проведения молекулярно-биологических исследова-
ний рака молочной железы в лаборатории первого просмотра и ре-
ференсной лаборатории второго просмотра 
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Метод выявления наличия амплификации гена — гибридизация 
in situ (ISH) — является золотым стандартом в диагностике Her2-
позитивных РМЖ. Метод позволяет оценить количество копий гена 
в клетке, а более совершенные его варианты — флуоресцентная ги-
бридизация in situ (FISH) или SISH — определить количество хро-
мосом 17. Считается, что результат теста является положительным, 
если соотношение среднего количества копий гена Her2 и среднего 
числа центромер хромосомы 17 в клетке превышает 2,2 [Ma Y., et 
al., 2005, Wolff A.C., et al., 2007].

Приемлемой для стандартизованной ИГХ лаборатории частота 
ложнонегативных результатов принята за 5%. Лабораториям реко-
мендуется проводить параллельную оценку статуса Her2/neu с ис-
пользованием ИГХ-метода и ISH до тех пор, пока у менее 5% па-
циенток, относящихся по данным ИГХ-исследования к категории 
0/1+, результаты окажутся позитивными при проведении ISH-теста 
[Reddy J.C., 2006]. 

4.3. Схема проведения молекулярно-биологических 
исследований рака молочной железы

В работе по проведению референсных исследований по обеспе-
чению качества молекулярно-генетических исследований РМЖ в 
2008–2016 гг. принимало участие 11 патолого-анатомических отде-
лений из учреждений здравоохранения УрФО (рис.37): 

1) референс-лаборатория УрФО — молекулярно-генетическая ла-
боратория патолого-анатомического отделения ГАУЗ СО ИМКТ, г. 
Екатеринбург, Свердловская область;

2) ГБУЗ СОПАБ, лаборатория иммуногистохимии, г. Екатерин-
бург, Свердловская область; 

3) ГБУЗ ОДКБ, иммуногистохимическая лаборатория Област-
ного детского онко-гематологического центра, г. Екатеринбург, 
Свердловская область; 

4) ГБУЗ СО ООД №2, патологоанатомическое отделение, г. Ниж-
ний Тагил, Свердловская область; 

5) ГБУЗ СО ООД №3, патологоанатомическое отделение, г. 
Каменск-Уральский, Свердловская область;

6) ГБУЗ ЧОКОД, патологоанатомическое отделение, г. Челя-
бинск, Челябинская область;

7) ГБУЗ ЧОПАБ, лаборатория иммуногистохимии, г. Челябинск, 
Челябинская область;

8) ГБУЗ ТООД, патологоанатомическое отделение, г. Тюмень, 
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Тюменская область;
9) ГБУЗ СОКБ, патологоанатомическое отделение, г. Сургут, 

Ханты-Мансийский автономный округ; 
10) ГБУЗ НОД, патологоанатомическое отделение, г. Нижневар-

товск, Ханты-Мансийский автономный округ; 
11) ГБУЗ ХМОКБ, патологоанатомическое отделение, г. Ханты-

Мансийск, Ханты-Мансийский автономный округ. 

Рис. 37. Схема проведения референсных исследований рака мо-
лочной железы в УрФО. 

Для работы в региональную референсную лабораторию второго 
просмотра поступали готовые парафиновые блоки и стекла с прове-
денной в лаборатории первого просмотра иммуногистохимической 
реакцией и результатами оценки исследования. Референс проводил-
ся для каждого случая с неоднозначным уровнем экспрессии HER2-
2+. Для лабораторий первого просмотра с объемом ИГХ исследова-
ний РМЖ более 250 случаев в год дополнительно на референсное 
исследование отправлялся каждый 20 случай независимо от его ре-
зультата. Для лаборатории с объемом ИГХ исследований РМЖ ме-
нее 250 случаев в год — каждый 10 случай. Если лаборатория толь-
ко начала принимать участие в программе референса, то отправля-
лось 100% всего протестированного материала до достижения со-
впадения результатов в 95% всех случаев [Cobleigh M.A., et al, 1997, 
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Fretschy J.M., 2008, Reddy J.C., 2006, Vyberg M., et al., 2005]. 
Референсные иммуногистохимические исследования уровней экс-

прессии рецепторов Estrogen, Progesterone, Ki67 и HER2 осущест-
влялись с использованием автостейнера “DAKO” (Дания). Предва-
рительно гистологические срезы обрабатывались в блоке предпод-
готовки материала “LINK DAKO Cytomation» (Дания). 

Молекулярно-биологические исследования по выявлению нали-
чия амплификации гена HER2 проводились на автостейнере экс-
пертного класса Ventana autostainer Benchmark GX (universal staining 
system, США) c использованием INFORM HER2 Dual ISH DNA 
(Ventana) в модификации SISH dual color. 

Оценку реакций осуществляли на световом микроскопе “Zeiss 
Imager M” (Германия). 

Референсные исследования препаратов на ИГХ HER2 и амплифи-
кацию гена HER2 из референсной лаборатории УрФО проводились 
на базе Центральной референсной лаборатории — патологоанато-
мического отделения ФГУ Московский научно-исследовательский 
институт им. П.А. Герцена, г. Москва, с 2012 г. — в молекулярно-
генетической лаборатории кафедры патологической анатомии 
РАПО, г. Москва, (зав. отделением, зав. кафедрой, руководитель 
проекта, академик РАН, главный патологоанатом РФ, профессор 
Г.А. Франк). 

По результатам исследования формировались базы данных с ис-
пользованием программы Microsoft Office Excel 2003. Статистиче-
ские исследования выполнены с использованием набора программ 
описательной статистики и матриц корреляций в программном па-
кете «Statistica 6.0.». 

4.4. Результаты внедрения системы 
референсных исследований

Динамика исследований пациенток с РМЖ 
по программе HER2 тестирования

Всего лабораториями, включенными в систему проведения рефе-
ренса за годы реализации программы проведены ИГХ исследования 
37 800 пациенткам с РМЖ. Если в 2008 г. проведено всего 2508 им-
муногистохимических исследований пациенткам с раком молочной 
железы, что составило 58% от всех заболевших, то в 2016 г. прове-
дено уже 5642 иммуногистохимических исследования, что состави-
ло 96% от всех вновь выявленных пациенток (рис. 38). 
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Рис. 38. Процент охвата ИГХ исследованиями пациенток с РМЖ 

Необходимо отметить, что охват пациенток с раком молочной же-
лезы HER2 тестированием в 2008 г. осуществлялся крайне неравно-
мерно и колебался от 28 до 95 % от всех случаев в разных учрежде-
ниях УрФО. Значительно колебались и значения процента положи-
тельных результатов Her2/neu тестирования. Так, средний % проте-
стированных и расцененных как 2+ находился в пределах от 4,0 до 
32,2 в разных лабораториях. Не меньшая разница отмечалась и при 
анализе числа случаев с уровнем экспрессии 3+, где разброс средних 
результатов тестирования составлял от 4,2 до 27,2%. Это при том, 
что средние уровни изучаемых показателей по данным центральной 
референс-лаборатории должны составлять около 20% для 3+ и 10% 
для 2+ случаев. Этот факт говорил об отсутствии при вступлении в 
проект в иммуногистохимических лабораториях системы стандар-
тизации исследований и единых подходов к оценке проводимых ис-
следований. На результаты исследования влияло множество субъ-
ективных факторов или параметров, которые можно разделить на 
преаналитические, аналитические и постаналитические. К преана-
литическим факторам, влияющим на результаты ИГХ исследования 
можно отнести особенности фиксации, проводки и заливки матери-
ала, качество получаемых в лаборатории гистологических срезов. 
Под аналитическими параметрами понимают особенности прото-
кола ИГХ исследований, применяемого в конкретной лаборатории, 
особенности предподготовки срезов для исследования, использова-
ние реагентов для иммунногистохимических исследований от раз-
ных производителей, разный методический уровень проведения ис-
следований (автоматизированный или ручной варианты, время ин-
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кубации антител, используемые растворы с разными рН и т.д.). На 
постаналитическом этапе наибольшее значение имеет разный уро-
вень квалификации и опыт персонала [Vyberg M., et al., 2005]. 

На референс для проведения иммунногистохимических ис-
следований уровней экспрессии и проведения дополнительно 
молекулярно-генетических исследований для выявления амплифи-
кации гена в случаях с уровнем экспрессии Her2/neu 2+ методом 
ISH поступило 315 блоков пациенток с РМЖ, что составило 12,6% 
от всех проведенных исследовании в 2008 г. (Табл. №10). Процент 
направленных на референс случаев значительно колебался в разных 
лабораториях составляя от 2,7% до 100,0% всех случаев.

Таблица №10 
Результаты иммуногистохимических и молекулярно-

генетических исследований случаев, поступивших на референс 
Лаборатории 

проекта 
Количество слу-

чаев ИГХ направ-
ленных на рефе-
ренсное исследо-
вание (0,1+,2+3+)

% случаев, 
направлен-

ных на рефе-
ренсное ис-
следование 

Количество ISH 
исследований 

направленных на 
референсное ис-

следование 

% совпаде-
ний HER2 ста-

туса 

2008 г. 2016 г. 2008 г. 2016 г. 2008 г. 2016 г. 2008 г. 2016 г.

Лаборатория 1 25 143** 2,7 7,0 15 110 95 96

Лаборатория 2* 4 71 6,5 4,0 0 0 72 100

Лаборатория 3* 94 25 11,6 7,0 0 0 64 96

Лаборатория 4* 40 124 32,0 10,0 0 0 60 93

Лаборатория 5* 57 14 100,0 1,0 0 0 86 93

Лаборатория 6* 20 12 25,7 2,0 0 14 71 90

Лаборатория 7* 25 39 11,0 11,0 0 0 77 85

Лаборатория 8* 26 1 11,5 <1 0 0 85 -

Лаборатория 9* 10 1 16,6 <1 0 0 80 100

Лаборатория 10* 25 30 21,0 15,0 0 0 64 83

Лаборатория 11* 0 36 - 9,0 - 0 57 80

ВСЕГО 315 521 12,6 7,5 15 124 73,7 91,6

Примечание: * — условный номер лаборатории, не совпадающий 
с порядковым номером в списке; ** — референс-исследования, про-
веденные в Центральной референс 
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Все имеющиеся случаи (100% пациенток) были направлены на 
пересмотр лабораторией, присоединившейся к референсным иссле-
дованиям в 2010–2012 гг. и по договоренности в первый год участия 
в референс-системе направляющей каждый случай РМЖ, исследо-
ванный ИГХ. В то же время, анализ данных по % направленных на 
референс случаев позволяет говорить о нарушении структуры на-
правляемых на пересмотр случаев (все 2+ и каждый 10 случай) поч-
ти каждой лабораторией. По проценту совпадения оценки результа-
тов ИГХ исследований при их пересмотре в 2008 г. среди иммуно-
гистохимических лабораторий первого просмотра материала име-
лись значительные различия. Процент совпадения оценки колебал-
ся от 57 до 100% от всех прошедших референс случаев. Лучшие ре-
зультаты показывали лаборатории с большими объемами ИГХ ис-
следований и оснащенные автоматизированными комплексами для 
проведения исследований.

При проведении референсных исследований в Центральной рефе-
ренсной лаборатории случаев с определением HER2-тестирования 
из региональной референсной лаборатории второго просмотра 
УрФО установлено, что в 95% случаев результат уровней экспрес-
сии при проведении референсных исследований был подтвержден, 
что позволяет говорить о допустимой конкордантности получаемых 
данных и достаточной эффективности ее работы как референс лабо-
ратории второго пересмотра. 

Проведенные молекулярно-генетические исследования материа-
ла пациентов с уровнем экспрессии Her2 – 2+ при проведении сре-
ди таких пациентов методом ISH в 27% случаев позволили обнару-
жить увеличение среднего количества копий (амплификации) гена 
Her2 хромосомы 17 в ядрах опухолевых клеток, что привело к уве-
личению числа пациентов с положительным HER2 статусом.

При сравнении динамики основных показателей, отражающих 
работу референсной лаборатории второго присмотра, можно уста-
новить некоторые закономерности и подвести промежуточные ито-
ги реализации проекта РОП по HER2-тестированию РМЖ и органи-
зации референсных исследований на территории УрФО с 2008 по 
2016 гг. Результаты работы за промежуточные годы (c 2009 по 2015 
гг.) представлены в ранее опубликованных статьях, поэтому факти-
ческий материал промежуточных лет повторно в данной статье не 
приводится [Сазонов С.В. и др., 2009, 2010, 2011, Леонтьев С.Л. и 
др., 2014, Сазоноа С.В. и др., 2015, 2016, 2017]. С учетом всех имею-
щихся материалов по проекту можно сделать следующие выводы:
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1. Полнота охвата исследованиями пациенток с РМЖ. Коли-
чество пациенток с РМЖ за время реализации проекта увеличилось 
почти в 2 раза (с 58 до 96%). В настоящее время по сути все пациент-
ки охвачены молекулярно-генетическими исследованиями. Умень-
шилась неравномерность обследования в зависимости от учрежде-
ния здравоохранения, в котором осуществлялись диагностика и ле-
чение заболевания. 

2. Средний процент HER2 2+ случаев РМЖ. До начала проекта 
показатель находился в пределах от 8,0 до 29,5% в разных лечебных 
учреждениях, при средних мировых значениях около 10%. В 2016 
г. процент HER2, 2 + случаев находился в пределах от 10 до 15%. 

3. Средний процент случаев РМЖ, расцененных как HER2 3+. 
В 2008 г. составлял в лабораториях от 10,2 до 34,5% от всех случаев. 
В 2016 г. процент HER2, 3+ случаев находился в пределах от 10 до 
18%, при средних мировых значениях показателя около 15%). 

4. Средний процент протестированных HER2 позитивных 
случаев РМЖ в региональной референсной лаборатории второ-
го просмотра. В 2008 г. количество направленных на референс со-
ставило 12,6% от всех первично диагностированных случаев РМЖ. 
Снижение процента к 2016 г. связано как с большим соблюдением 
требований к отбору случаев РМЖ на рефенсные исследования, так 
и увеличением числа пациенток, вовлеченных в проект.

5. Средний процент пациенток с РМЖ, направленных на ре-
ференс. Если в 2008 г. количество направленных на референсные 
исследования колебалось в границах от 2,7 до 100%, то в 2015 г. в 
референсную лабораторию поступило и исследовано от 1 до 15% 
пациенток с раком молочной железы. Анализ данных по проценту 
направленных на референс позволяет говорить о нарушении струк-
туры направляемых на пересмотр случаев (все 2+ и каждый 10 или 
20 случай) почти каждой лабораторией.

6. Процент совпадения оценки результатов ИГХ исследова-
ний после референсных исследований. Важным является показа-
тель, отражающий эффективность работы референсной системы - 
процент совпадения оценки результатов ИГХ исследований первич-
ной лаборатории при их пересмотре в референсной лаборатории. И 
по этому показателю имеются значительные различия среди лабо-
раторий (Табл. 1). Если процент совпадения оценки в 2008 г. коле-
бался от 57 до 95% от всех случаев, то в 2016 г. — от 80 до 100%. 
Необходимо отметить тот факт, что лучшие результаты, как пра-
вило, показывают лаборатории с большими объемами ИГХ иссле-
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дований и оснащенные автостейнерами. Последний момент, наря-
ду с накоплением опыта лабораторий в проведении исследований, 
играл роль в улучшении результатов молекулярно-генетической ди-
агностики РМЖ. При проведении референса в Центральной рефе-
ренсной лаборатории случаев с определением HER2 neu тестиро-
вания из референсной лаборатории второго просмотра УрФО уста-
новлено, что в 2008 г. и 2016 г. соответственно в 95% и 96% случа-
ев результат исследования был подтвержден, что позволяет гово-
рить об достаточной конкордантности (совпадения) этих лаборато-
рий [Reddy J.C., 2006]. 

7. Налажена методическая работа референс лаборатории 
УрФО. 

7.1. В юридическом сопровождении проведения референсных ис-
следований в рамках Проекта РОП решены вопросы с обеспечением 
прав пациентов РМЖ, проработана процедура оформления инфор-
мированного согласия на проведения референс-исследований [Со-
лоницына Л.А. и др. 2012, 2013, 2015]; 

7.2. разработаны вопросы логистики доставки материала пациен-
ток для проведения исследований в региональную референсную ла-
бораторию второго просмотра и Центральную референсную лабо-
ратории [Франк Г.А. и др. 2014, Леонтьев С.Л., Сазонов С.В., 2012, 
Сазонов С.В. и др., 2015]. 

7.3. В 2015 г. заведующие референсных лабораторий приняли ак-
тивное участие в обсуждении, разработке и подготовке к изданию 
«Клинических рекомендаций Российского общества онкомаммоло-
гов по диагностике и лечению рака молочной железы», вошли в со-
став большого авторского коллектива, наряду с ведущими экспер-
тами других специальностей [Семиглазов В.Ф. и др., 2015, Семигла-
зов В.Ф. и .др., 2016, Пожарисский К.М. и др., 2016]. 

7.4. Итоги работы референсных лабораторий, обсуждение новых 
подходов в диагностике РМЖ происходило на проводимых РОП 
ежегодных Форумах экспертов по диагностике и лечению рака мо-
лочной железы с привлечением иностранных и отечественных веду-
щих специалистов: как патологов, так и клиницистов, в том числе и 
с использованием интерактивных технологий обучения. 

7.5. Ежегодные отчеты референс-лабораторий о проделанной ра-
боте, публикация отчетов в научно-практических журналах [Сазо-
нов С.В. и др., 2009, 2010, 2011,2013,2014, 2015, Леонтьев С.Л., Са-
зонов С.В., 2012].

8. Сертификация работы региональных референсных ла-
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бораторий первого и второго просмотра материала. С 2012 г. 
референс-лаборатории проходят сертификацию через Европейскую 
систему контроля качества – NordIQC (Nordic Immunohistochemical 
Quality Control) по основным методам исследования [Vyberg M., et 
al., 2005]. В 2015 г. Форум экспертов РОП рекомендовал всем ла-
бораториям, осуществляющим ИГХ диагностику РМЖ пройти про-
цесс добровольной сертификации иммуногистохимического мето-
да исследований с получением Разрешения Федеральной службы по 
надзору в сфере здравоохранения на проведение данного вида ис-
следований [Сазонов С.В. и др. 2015]. 

9. Обучение специалистов референсных лабораторий первого 
и второго просмотра. 

9.1. Обучение специалистов осуществляется на проводимых РОП 
ежегодных Форумах экспертов по диагностике и лечению рака мо-
лочной железы с привлечением иностранных и отечественных ве-
дущих специалистов: как патологов, так и клиницистов в том чис-
ле и использованием интерактивных технологий обучения с выда-
чей сертификата об участии в мероприятии системы НМО и начис-
лением баллов. 

9.2. Непрерывное обучение и повышение квалификации специа-
листов из референсных лабораторий осуществляется на сертифика-
ционных курсах РАПО г. Москва (зав. кафедрой — академик РАН, 
профессор Франк Г.А.) с выдачей удостоверения установленного 
образца и сертификата специалиста. 

9.3. Обучение специалистов на рабочем месте (врача или 
лаборанта-гистолога из референсной лаборатории первого просмо-
тра в региональной референсной лаборатории второго просмотра 
или Центральной референсной лаборатории).

10. Проведение научных исследований в рамках Проекта. 
10.1. Участие в профильных научных конференциях с докладами 

о основных достижениях исследовательской работы в референсной 
лаборатории. 

10.2. В 2015 г. запущен пилотный проект по изучению роли ство-
ловых клеток в реализации внутриклеточных механизмов регуля-
ции пролиферации, дифференцировки и апоптоза опухолевых ство-
ловых клеток на модели карциномы молочной железы [Бриллиант 
А.А. и др, 2016, 2017, Brilliant A.A. et al., 2015, 2016, 2017, 2018]. 

10.3. Исследование внутриклеточных механизмов регуляции 
процессов межклеточного взаимодействия и развития эпителио-
мезенхимального перехода опухолевых клеток при метастазирова-
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нии [Засадкевич Ю.М. и др., 2015, 2016, Арутюнян Е.В. и др., 2015, 
2016, Бриллиант Ю.В. и др., 2017, Kazanceva N.V., et al. 2016, 2017 ].

4.5. Основные шаги по улучшению качества проведе-
ния иммуногистохимических исследований в лабора-

ториях первого просмотра материала 
В результате реализации проекта РОП 2008-2016 гг. определены 

основные шаги по улучшению качества проведения иммуногисто-
химических исследований в лабораториях первого просмотра мате-
риала:

1. Необходимо более активное внедрение в работу ИГХ лаборато-
рий первого просмотра, входящих в референс-систему автоматизи-
рованного оборудования для проведения исследований;

2. Использование в лабораториях первого просмотра валидиро-
ванных ИГХ наборов, рекомендованных FDA для проведения ис-
следований на автостейнерах;

3. Создание в ИГХ лабораториях базы контрольных образцов 
(блоков и стекол ИГХ) тестирования HER 2 с уровнями экспрес-
сии: 0/1 — (HER2-отрицательный), 2 — (HER2-неопределенный), 
3 — (HER2-положительный);

4. Достижение ИГХ лабораториями первичного и вторичного 
просмотра контрольных цифр распределения уровней экспрессии 
при проведении HER2 тестирования РМЖ — ориентировочно: при 
уровне экспрессии 1 — 10%, 2 — 10%, 3 — 16%;

5. Разработка и внедрение в работу патологоанатомических лабо-
раторий, выполняющих ИГХ исследования системы контроля каче-
ства патологоанатомических исследований. Обязательное прохож-
дение лабораториями добровольной сертификации на соответствие 
качества выполняемых иммуногистохимических исследований в 
Российской системе добровольной сертификации с получением со-
ответствующего Сертификата соответствия и Разрешения на прове-
дение ИГХ исследований.

6. Необходимо, чтобы контрольный образец ткани опухоли у всех 
пациенток с РМЖ тестировался либо на экспрессию белка HER2 
(методикой ИГХ), либо на экспрессию гена HER2 (методикой ISH) 
c использованием валидированного теста;

7. Необходимо, чтобы в своей работе лаборатория, осуществляю-
щая ИГХ диагностику, руководствовалась стандартами, принятыми 
профессиональным сообществом (в Российской Федерации — Экс-
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пертной группой Российского общества патологоанатомов), про-
шла первичную валидацию методики тестирования (прошла проце-
дуру добровольной Сертификации проводимых в лаборатории ИГХ 
исследований), осуществляла постоянный внутренний контроль 
качества и постоянное внешнее тестирование (референс), а так же 
обеспечивала рутинный периодический внутри лабораторный кон-
троль.

В работе лабораторий, занимающихся HER2 тестированием 
РМЖ, следует руководствоваться обновленными рекомендаци-
ями АSCO/CAP [Wolff A.C., et al., 2007]:

1. Результаты HER2-тестирования следует считать положитель-
ными, если: 

а) получен положительный результат ИГХ 3+; или 
б) получен положительный результат ISH. 
При этом имеется отсутствие патоморфологических несоответ-

ствий полученного результата. 
2. Результаты HER2 тестирования следует считать неопределен-

ными и необходимо провести тестирование с использованием аль-
тернативной методики (или направить в региональную референс-
лабораторию), если: 

а) получен неопределенный результат ИГХ 2+; или 
б) получен неопределенный результат ISH. 
Подразумевается отсутствие очевидных патоморфологических 

несоответствий. Встречаются редкие гистологические варианты 
рака молочной железы (опухоли железистой структуры, микропа-
пиллярный рак), демонстрирующие интенсивное, но неполное базо-
латеральное окрашивание при ИГХ и амплификацию HER2. Такие 
случаи так же должны быть расценены как неопределенные.

3. Результаты HER2-тестирования следует считать как отрица-
тельные, если один или все тесты, выполненные на образце опухо-
ли демонстрируют: 

а) отрицательный результат ИГХ0/1; 
б) получен отрицательный результат ISH. 
При этом отсутствуют очевидные патоморфологические несоот-

ветствия. 
4. Результаты HER2-тестирования следует считать не подлежа-

щими оценке, если по техническим причинам невозможно охарак-
теризовать результаты одного или обоих методов (ИГХ и ISH) как 
положительные, отрицательные или неопределенные. Данная ситу-
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ация может возникнуть при неадекватной обработке образцов (в со-
ответствии с утвержденным РОП протоколом. 

Еще раз подчеркивается, что время до фиксации (холодовой ише-
мии) биопсийного материала не должно превышать 1 час, время 
фиксации в 10% нейтральном забуференном растворе формалина — 
должно составлять от 6 до 72 часов). Последующая обработка, окра-
шивание, исследование должны проводиться в соответствии с ре-
комендованными к использованию валидированными протоколами. 

4.6. Наиболее распространенные ошибки лабораторий 
первого просмотра, выявленные при внедрении 

системы референсных исследований 
Наиболее распространенные ошибки лабораторий первого про-

смотра при организации работы в рамках референсной системы:
1. Не в полном объеме направляются на референс-исследование 

2+ случаи (должны составлять около 10% от всех случаев).
2. Не в полном объеме используются возможности пересмотра 

каждого 10 случая для лаборатории с объемом ИГХ исследований 
РМЖ до 250 исследований в год и каждого 20 случая свыше этого 
количества.

3. Неудовлетворительно заполняется сопроводительная докумен-
тация (не указывается: возраст пациентки, стадия, дата проведения 
исследования, результат ИГХ исследования лаборатории первого 
просмотра).

4. При направлении материала на референсное исследование ис-
пользуется бланк направления неустановленной формы. 

В работе лабораторий молекулярно-биологических исследований 
патологоанатомических отделений, относящихся к референсной си-
стеме следует руководствоваться основными положениями, сфор-
мулированными ASCO/CAP:

1. Необходимо использование стандартизованных процедур об-
работки материала. 

2. Необходимо использование стандартизованных (валидирован-
ных) методов проведения молекулярно-биологических исследова-
ний.

3. Необходим внешний контроль качества проводимых исследо-
ваний. Лаборатория должна добиваться не менее чем 95% конкор-
дантности (совпадения) с позитивными и негативными случаями, 
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прошедшими через референс-лабораторию. 
4. Для обеспечения оптимальной работы лаборатории 

молекулярно-биологических исследований рекомендуемое количе-
ство исследований в год должно составлять не менее: для ИГХ — 
250 исследований, для ISH — 100 исследований.

5. Необходим внутренний контроль качества в лаборатории 
молекулярно-биологических исследований. Применение положи-
тельных и отрицательных контролей для каждого ИГХ исследова-
ния. 

6. Необходим обязательный периодический тренинг врачей-
патологоанатомов и лаборантов гистологов.

7. Необходимо внедрение в патологическую анатомию автомати-
зированных методов анализа изображения и телепатологии.

Заключение
При создании и правильном использовании референсной лабора-

тории второго просмотра для лабораторий первого просмотра зна-
чительно расширяются диагностические возможности. Становят-
ся доступными дополнительные диагностические и сопутствующие 
методы, которые могут значительно улучшить диагностику, и, опо-
средованно прогноз течения рака молочной железы. Участвуя в си-
стеме референсных исследований, пересмотре материала, лаборато-
рия первого просмотра материала автоматически включается, ста-
новится элементом системы качества проведения патологоанато-
мических, иммуногистохимических и молекулярно-биологических 
исследований. Постоянный внутри лабораторный контроль каче-
ства проводимых исследований является одним из наиболее важ-
ных факторов, гарантирующих качество работы отдельной взятой 
лаборатории. Система внешнего контроля качества дает возмож-
ность объективно оценить результаты работы разных лабораторий, 
определить причину выявленных несоответствий и дать рекоменда-
ции по их устранению. 
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