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Резюме
Целью исследования явилось определение результатов проводимого в 2009 г. референса (пересмотра) основных 
молекулярно-биологических характеристик опухолевых клеток карциномы молочной железы для определения показа
ний к назначению химиотерапии пациентам из разных учреждений здравоохранения УрФО. Обоснована необходимость 
референс-лаборатории, показаны основные результаты HER2/neu тестирования в основных иммуногистохимических ла
бораториях УрФО. Обозначены основные проблемы, возникающие в процессе выполнения исследований в иммуногисто
химических лабораториях, а так же в дальнейшем, при проведении повторного тестирования в референс-лаборатории. 
Определена роль молекулярно-генетического исследования с применением FISH-метода.
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Summary
The purpose of research was definition of reference (revision) results spent in 2009 of the basic molecular-biological 
characteristics of tumoral cells of cancer breast for definition of indications to purpose of chemotherapy to patients from 
different establishments of public health services URFR. Necessity of reference-laboratory is proved, basic results HER2 neu 
testing in basics ummunohistochemistry laboratories of URFR are shown. The basic problems arising during performance of 
researches in ummunohistochemistry laboratories are designated, and as in the further at carrying out of repeated testing in 
reference-laboratory. The role of molecular-genetic research with application of a FISH-method is certain 
Keywords: breast carcinoma, HER2 neu testing, ummunohistochemistry, the FISH-analysis, reference-researches.

Введение
Ген Her2/neu, расположенный на длинном плече 

хромосомы 17(17q 12-q21), кодирует трансмембран^ный 
протеин массой 185 кДа с выраженной тирозин^киназной 
активностью [12]. Белковый продукт гена относится к се
мейству рецепторов эпидермального фактора роста, во
влеченных в активацию сигнальных путей регуляции
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нормального роста и развития тка^ни молочной железы 
[2,4,21]. Гиперэкспрессня про^гоонкогена Her2/neu явля
ется распространенным генетическим нарушением при 
раке молочной железы (РМ Ж ), при использовании имму- 
ногистохимического метода исследования определяется 
почти у 20% пациенток с РМ Ж  [9, 22].

Гиперэкспрессия Нег2/пеи относится к важным про
гностическим маркерам и предопределяет более частое 
рецидивированне, снижение показателя выживаемости 
у больных с впервые выявленным РМЖ. Дан-ные о ста
тусе рецептора Нег2/пеи могут помочь принять опти
мальное решение при выборе схем адъювантной терапии 
и прогнозировать эффективность противоопухолевых 
препаратов различных классов. Пациенты с повышен-
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нон экспрессией Нег2/пеи характеризуются худшим от
ветом на гормональную [3, 15] и цнтостатическую те
рапию, не включающую антрациклиновые антибиотики 
[8, 11, 18]. В то же время таксаны, наря^ду с антрацикли- 
намн, демонстрируют хорошую эффективность как при 
первичном, так и метастатическом Нег2/пеи-позитивном 
РМ Ж  [6, 12, 18, 19].

С введением в клиническую практику трастузума^ба 
(Герцептина) —  высокоэффективного специфического 
гуманизированного моноклонального антитела против 
Her2/neu, корректная оценка статуса этого рецептора ста
ла ключевым моментом в принятии решения о тактике 
лечения пациентки с РМЖ. Так как трастузумаб специ
фично связывается с бельком Нег2/пеи, оценка этой мо
лекулы предоставляет важнейшую информацию о целе
сообразности назначения препарата тому или иному па
циенту. Обоснованное назначение трастузумаба сопро
вождается повышением уровня ответа, удлинением ин
тервала до прогрессирования заболевания и улучшени
ем общей выживаемости при лечении паниентов с ме
тастатическим Нег2/пеи-позитивным разком [17]. Резуль
таты проспективных рандомизированных клинических 
исследований продемонстрировали, что трастузумаб на 
половину снижает риск рецидивирования и на треть —  
смертность больных с РМ Ж  ранних стадий [5, 11, 14]. 
В то же время, терапия трастузумабом не лишена недо
статков. Во-первых, это значительная стоимость препа
рата при необходимости длительной терапии. Во-вторых, 
лечение трастузумабом ассоциируется с риском кардио
токсичности. Все вместе взятое, а именно ожидаемая при 
Нег2/пеи-позитивном РМ Ж  высокая эффективность тра
стузумаба, существенная стоимость и потенциальная 
кардиотоксичность препарата, требует корректной 
оценки статуса рецептора Нег2/пеи. Последнее, опре
деляет необходимость создания системы повторного те
стирования наличия гиперэкспресии HER2/neu„ т.е. соз
дание системы пересмотра результатов иммуногистохи- 
мических исследований, полученных в первой лабора
тории. Лаборатория пересмотра (референс-лаборатория) 
создается на базе патоморфологической лаборатории, 
владеющей двумя методами определения гиперэкспрес
сии HER2/neu: иммуногистохимическим (метод позво
ляет определять уровень экспрессии рецептора HER2/neu 
на поверхности мембран опухолевых клеток) и fluorescent 
in situ hybridization (FISH- молекулярно-генетический 
метод, позволяющий определять уровень амплификации 
мутантного гена в ядре опухолевой клетки). Внедрение 
системы референса вплотную приближает лаборатории, 
участвующие в ней, к созданию в их работе условий, со
ответствующих требованиям ISO 15189:62003. Медицин
ские лаборатории. Частные требования к качеству и ком
петентности.

Материалы и методы
Существует целый ряд методов, позволяющих вы

являть гиперэкспрессию HER2/neo. Уровень экспрес
сии белка Нег2/пеи можно определись с помощью 
Вестерн-блоттинга, методов иммунного окрашивания

in situ, в частности иммунофлуоресцентного (F ISH ) и 
иммуногисто^хнмин (И ГХ). ИГХ метод нашел широкое 
применение в связи с тем, что повседневно используется 
для оценни экспрессии многих других протеинов и мо
жет быть выполнен на срезах парафиновых блоков тка
ни, фиксированной формалином. Согласно консенсу
са американских патологов и управления по контролю 
за пнщенымн продуктами и лекарственными средства
ми СШ А (FDA) [20] система оценки результатов ИГХ- 
исследонання экспрессии Her2/neu включает 4 катего
рии (0, 1+, 2+, 3 + ); результат является позитивным — 3+, 
если более 10% клеток инвазивной опухоли демонстри
руют равномерное сильное окрашивание мембраны. При 
несомненных достоинствах ИГХ-метода, а именно лег
кой воспроизводимости и относительной дешевизне, он 
им еет и некоторые недостатки. Возможны ложнопози- 
тнвные результаты, обусловленные техническим несо
вершенством метода. Кроме того, гиперэкспрессия про
теина может быть и несвязанной с амплификацией гена 
Her2/neu. Возможны и ложноотрицательные результа
ты теста. В некоторых случаях, после заливки в пара
фин, ткани  РМЖ, характеризующиеся амплификаци
ей гена Нег2/пеи и гиперэкспрессией соответствующе
го белька, могут терять рецепторы на поверхности мем
браны и утрачивать способность давать специфическое 
ократиивание при проведении ИГХ-исследования [16].

Более надежным методом выявления амплификации 
гена Her2/neu является флуоресцентная гибридизация in 
situ (F ISH ) —  золотой стандарт в диагностике Нег2/пеи- 
позитивных РМ Ж  [7, 20]. Метод позволяет оценить ко
личество копий гена в клетке, а более совершенный его 
вариант —  определить количество хромосом 17. Счита
ется, что результат теста является положительным, если 
соотношение среднего количества копий гена Нег2/пеи 
и среднего числа центромер хромосомы 17 в клетке пре
вышает 2,2 [20].

При должной стандартизации методик данные ИГХ- 
исследования как при Нег2/пеи-негативном (ка-тегории 0 
и 1+), так и Нег2/пеи-позитивном РМ Ж  (категория 3+) 
подтверждаются результатами FISH. В ла-бораторин 
LabCorp соответствие результатов двух методов отме
чали у 89% проанализированных пациентов [1, 17, 19]. 
У 4% больных Нег2/пеи-позитивность по результатам 
ИГХ-исследонания (категория 3+) не подтвердилась ре
зультатами FISH [13]. Приемлемой для стандартизован
ной лаборатории считается 5% частота ложнонегатив
ных результатов. Лабораториям рекомендуется прово
дить параллельную оценку статуса Нег2/пеи с использо
ванием ИГХ-метода и FISH до тех пор, пока у менее 5% 
больных, относящихся по данным ИГХ-исследования к 
категории 0/1+, результаты окажутся позитивными при 
проведении F ISH -теста [21].

Большую проблему составляют случаи РМ Ж, 
относящиеся к категории сомнительных по данным 
ИГХ-исследования. В  15% случаев 10 и более процентов 
клеток инвазивного рака демонстрируют полное, однако 
неравномерное окрашивание мембран очевидного ради
ального характера. Очень редко отмечангг вариант ин



Таблица 1 . Распределение И ГХ  исследований карциномы молочной железы, 
проведенных в лабораториях учреждений здравоохранения УрФО

Н аш ан и е лабораю рии Всею ИГХ HER2neu3+ HER2neu 2+
I ИМ  К Г (1.1 K a i c p m i v > \  p i  ) 943 54 93
2. ( ) l IАЬ ( 1 .1 ка 1 сри i i o v p i ) 61 К) 1 1
V (О О Д  (1 .Екаюринбу p i ) 95 4 9

4. О О Д №2 (Н.Тагил) 60 13 15
5. О О Д  ( 1 . К-Уральский) 15 3 2
6. 0 0 /1  (1 Тюмень) 227 43 52
7. О ПАВ (1 .Челябинск) 809 64 76
8. О Д  ([.M a i ннтогорск) 81 9 12
9. О КБ И .Хаптм-Мансинск) 92 25 29
К). ОКТ» ( 1 . С у pi y i ) 115 21 37

Bcei о но УрФО 2483 244 334

Таблица 2. Удельный вес (% )  положительных HER2/neu тестирований карциномы молочной железы 
в лабораториях учреждений здравоохранения УрФО

Название лабора горни Всего ИГХ HER2neu 3+ (% ) HER2neu 2+(%)
1. И М К Т  (г.Екаю рннбур!) 943 16.2 11,4
2. О ПАБ (1.Екаicpiuioypi) 61 18.0 4.0
3. С О О Д (г.Екатеринбург) 95 4.2 11,6
4. О О Д  №2 (Н .Тагил) 60 21,6 25,0
5. О О Д  №3 (1. К-Уральский) 0 20.0 13.3
6. О О Д  ( 1 . Тюмень) 227 18.9 22.9
7. О НАЬ ([ .Челябинск) 809 7,9 9,4
8. О Д (1 .Магните»орск) 81 1IJ 14.8
9. О КБ О .Ханты-Мансийск) 92 27.2 31.5
10. О КБ  (г. Сургут) 115 18.3 32.2

Всего по УрФО 2483 15,0 19,8

тенсивного окрашивания всей мемб^раны в 10 и менее 
процентах опухолевых клеток. Эти случаи относят к ка
тегории 2+. Результаты крупных многоцентровых иссле
дований продемонстрировали, что только в части случа
ев (от 12 до 24%), относящихся к категории 2+, при про
ведении FISH выявляют амплификацию гена и они явля
ются в действительности Нег2/пеи-познтивными [1, 10, 
17, 19].

В работе по проведению референсных исследований 
определения гиперэкспрессии HER2/neo в 2009 г. приня
ло участие 10 патоморфологнческих лабораторий учреж
дений здравоохранения УрФО: ГУЗ СО ИМКТ, ГУЗ СО 
ОПАБ, ГУЗ СООД (г.Екатеринбург), ГУЗ СО ООД №2 
(Н.Тагил), ГУЗ СО ООД №3 (г. К-Уральский), ГУЗ ТО 
ООД (г. Тюмень), ГУЗ ЧО ОПАБ (г.Челябинск), ГУЗ ОД 
(г.Магнитогорск), ГУЗ ОКБ (г.Ханты-Мансийск) ГУЗ 
ОКБ (г. Сургут). Для работы в референс-лабораторию по
ступали готовые парафиновые блоки и стекла с проведен
ной иммуногистохимической реакцией. Референс прово
дили для каждого случая с уровнем экспрессии HER2 neu 
2+ и каждого 10 случая иммуногистохимического иссле
дования, проведенного в первичной лаборатории. Всего 
иммуногистохимические исследования проведены 2483 
пациенткам.

Иммуногистохимические референс-исследования 
проводились на базе ГУЗ СО «Институт медицинских 
клеточных технологий». Выявление экспрессии рецепто
ров HER2 neu осуществлялись в автостейнере “ DAKO” 
(С Ш А ) с использованием набора Herceptest производ
ства «DAKO» (Дания). Предварительно гистологиче

ские срезы обрабатывались в барокамере “ Paskal DAKO 
Cytomation» в течении 10 мин. при давлении 22Р и тем
пературе 127° С. Оценку реакции осуществляли на све
товом микроскопе “ Zeiss Ymager М ” (Германия). Уро
вень экспрессии HER2 neu определялся по шкале от 0 до 
3+. Референс препаратов на амплификацию гена HER2 
neu проводился на базе Патологоанатомического отделе
ния Ф ГУ  Московский научно-исследовательский инсти
тут им. П.А.Герцена Росмедтехнологий, г. Москва (зав. 
отделением: член-корреспондент РАМН, профессор Г.А. 
Франк). По результатам исследования формировались 
базы данных с использованием программы Microsoft 
Office Excel 2003. Статистические исследования выпол
нены с использованием набора программ описательной 
статистики и матриц корреляций в программном пакете 
«Statistica 6.О.».

Результаты и обсуждение
Всего иммуногистохимические исследования про

ведены 2483 пациенткам с карциномой молочной же
лезы, что составляет 53% от всех заболевших. Количе
ство проведенных Нег2/пеи тестирований в учреждени
ях здравоохранения УрФО, а так же их результаты пред
ставлены в Табл. 1. Необходимо отметить, что охват па
циенток с карциномой молочной железы тестированием 
осуществляется неравномерно. Если в крупных онколо
гических центрах (г. Екатеринбург, г. Челябинск) процент 
охвата достигает до 90% всех пациенток, то в учреждени
ях с меньшим коечным фондом %  обследованных коле
блется от 15 до 38.



□ степень экспрессии О

□ степень экспрессии 1 +

■ степень экспрессии 2+

■ степень экспрессии 3+

■ материал не пригоден к 
исследованию________

Рис. 1. Распределение результатов И Г Х  уровней 
экспрессии HER2 пей в материале пациенток 

из ГУ З  СООД (г.Екатеринбург)

□ степень экспрессии О

□ степень экспрессии 1 +

■ степень экспрессии 2+

■ степень экспрессии 3+

■ материал не пригоден к 
исследованию

Рис. 2. Распределение результатов И Г Х  уровней 
экспрессии H ER2 пей в материале пациенток 

из М УЗ ГКБ40 (г. Екатеринбург)

1% 6%
□ степень экспрессии О
□ степень экспрессии 1 +
■ степень экспрессии 2.♦
■ степень экспрессии 3+

Рис.З. Распределение материала пациенток 
с карциномой молочной железы по уровню 

экспрессии Her2/neu, отобранных для проведения 
референса в НИИ им. П.А.Герцена

а число случаев 
отправленых на 
реферемс 

I  число случаев 
после референс 
исследования

степень степень степень степень
экспрессии экспрессии экспрессии экспрессии 

О 1+ 2+  3 *

Рис. 4. Результаты референса случаев, 
проведенных в Н И И  им. П.А.Герцена

Значительно колеблется и процент положительных 
результатов Нег2/пеи тестирования (Табл. 2). Так, сред
ний %  протестированных и расцененных как 3+ коле
блется от 4 до 27 в разных лабораториях. Не меньшая 
разница отмечается и при анализе выявленных случаев 
с уровнем экспрессии 2+ - от 4 до 32%. Это при том, 
что средние уровни изучаемых показателен по данным 
референс-лабораторин патологоанатомического отделе
ния Ф Г У  Московский научно-исследовательский инсти
тут им. П.А.Герцена Росмедтехнологий, г. Москва долж
ны составлять около 20 и 10% соответственно. Этот факт 
говорит об отсутствии в нммуногистохимическнх лабо
раториях системы стандартизации проводимых исследо
ваний. На результаты исследования могут влиять особен
ности фиксации, проводки материала, использование ре- 
агентнкн для иммунногистохимических исследований 
от разных производителей, разный методический уро
вень проведения исследований (автоматизированный или 
ручной), разный уровень квалификации и опыт персона
ла. Наглядным является пример, когда при исключении 
всех прочих условий, различие в технологии проведения 
иммуногистохимнческнх исследований ограничивается 
только фиксацией и проводкой материала. Так, при ана
лизе структуры уровней экспрессии Her2/neu получае
мых в ГУЗ СО И М КТ на материале из СООД и ГКБ  №40 
(г.Екатеринбург) была обнаружена существенная разни
ца в количестве 1+, 2+ и 3+ случаев (рис. 1, рис.2). При
чем, если в материале пациенток из СООД в 3 раза, по 
сравнению с контрольными показателями, преобладают 
Нег2/пеи 1+ случаи и в 2 раза меньше карцином, экспрес
сирующих Her2/neu 3+, то в материале из ГКБ  №40 коли
чество Нег2/пеи 3+ случаев снижено почти в 20 раз. Та
кая существенная разница может быть объяснена только 
различим в фиксации и проводке материала: в СООД про
цесс осуществляется в автоматизированном, а в ГКБ  40 
- ручном варианте.

Для осуществления контроля проведенных в ИМ КТ 
иммунногистохимических исследований уровней экс
прессии Нег2/пеи, а так же проведения молекулярно
генетических исследований для выявления амплифика
ции гена в случаях с уровнем экспрессии Нег2/пеи 2+ ме
тодом FISH, было отобрано 77 блоков пациенток с кар
циномой молочной железы, что составило всего 12% от 
всех проведенных исследований. Структура по уровню 
экспрессии Нег2/пеи представлена на рис. 3.

Более половины случаев референса составили кар
циномы с уровнем экспрессии Нег2/пеи 2+. Не менее 
важным являлось проведение референса для 40% слу
чаев Her2/neu 3+, так как таким пациентам не проводят
ся дополнительные исследования, и решение о назначе
нии им химиотерапии принимается по результатам им- 
муногистохимического исследования. В результате про
веденного референса, как видно на рис. 4, несколько из
менилась структура в уровне экспрессии Нег2/пеи в сто
рону приближения показателей к контрольным значени
ям. Так, часть случаев, при повторном иммуногистохи- 
мическом исследовании перешла из группы с экспресси
ей Нег2/пеи 2+ в Her2/neu 3+, а из Нег2/пеи 1+ в Нег2/



neu2+. В целом, по всей группе, в 95% случаев имму- 
ногистохнмическнх исследований карциномы молочной 
железы результат направляемых уровней экспрессии был 
подтвержден, что позволяет говорить о эффективности 
работы референс-лабораторни первого пересмотра, хотя 
и указывает не сохраняющиеся некоторые различия в 
оценке получаемых результатов ИГХ исследований.

Проведенные дальнейшие молекулярно- 
генетические исследования материала пациентов с уров
нем экспрессии Нег2/пеи 2+, показали обоснованность и 
необходимость более глубокого обследования этой груп
пы больных (рис5). Так, в 43% случаев у таких пациентов 
в материале карциномы была обнаружена амплификация, 
увеличение среднего количества копий гена Нег2/пеи 
хромосомы 17 в ядрах опухолевых клеток. Причем ис
пользование метода FISH позволяет не только выявлять 
амплификацию гена, но и исключать полнсомню хро
мосомы 17, которая не сопровождается значительным 
увеличением количества копий Нег2/пеи, как в случае ам
плификации гена, и не приводит к достаточному для це
ленаправленной терапии моно^клональным антителом 
повышению уровня экспрессии белка Нег2/пеи [15, 22].

Выводы
1. показаны существенные различия в получае

мых результатах нммуногистохимнческих исследований 
уровней экспрессии при оценке статуса Нег2/пеи, связан
ные в основном с различными методическими особенно
стями работы ИГХ лабораторий,

2. показана необходимость проведения молекулярно- 
генетических исследований при получении нммуногистохи- 
мическим методом уровня экспрессии статуса Нег2/пеи 2+,

3. полученные результаты двух методов оценки 
статуса Нег2/пеи продемонстрировали высокую сопо
ставимость данных ИГХ- и F ISH -методов в отно-’шении 
случаев РМ Ж  категории 0, 1+ и 3+,

4. работа лабораторий, относящихся к системе пере
смотра (референса) результатов ИГХ исследований должна 
осуществляться в соответсвии со следующим алгоритмом:

■ FISH (-) случаи 
в FISH(+) случаи

Рнс. 5. Распределение материала пациенток 
с карциномой молочной железы, 

исследованных методом F ISH

Парафиновый блок опухоли 
Первая лаборатория

Статус llcr2/ncu ИГХ

з+

Референс-лаборатория

J
И Г Х

1
2+------- F IS H . Х имиотерапия

Рнс.9. Алгоритм тестирования H ER2 пей 
карциномы молочной железы

на первом этапе проводится скрининг с использованием 
ИГХ-метода: ИГХ 3+ случаи рассматрнва-тот как позитив
ные, ИГХ 0/1+ - как негативные. В отношении Нег2/пеи 2+ 
случаев проводится повторное тестирование с использова
нием метода ИГХ, при подтверждении результата - с исполь
зованием метода FISH, позволяющего оценить количество 
копий гена Her2/neu и наличие полисомни по хромосоме 17и
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