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Введение
Неточности в диагностике рака молочной железы 

(РМЖ) сопровождаются последующими ошибками в на-
значении химиотерапии, определении прогноза заболе-
вания, в конечном итоге – существенными материальны-
ми потерями, уменьшением продолжительности жизни 
пациенток и ухудшением ее качества [1,2,3]. Одним из 
возможных путей решения этой проблемы является вне-
дрение в патологической анатомии системы обеспечения 
качества проводимых молекулярно-биологических ис-
следований, основанной на создании референсных лабо-
раторий в субъектах Российской Федерации [4]. 

Материалы и методы
Региональная референсная лаборатория (лаборато-

рия второго  просмотра)   создается на базе молекуляр-
но-генетической  лаборатории патолого-анатомического 
отделения учреждения здравоохранения, научно-иссле-
довательского института или кафедры патологической 
анатомии, обладающей в своем арсенале двумя специ-
альными методами исследования [5]: иммуногистохими-
ческим (метод позволяет определять уровень экспрессии 
рецептора в ядрах или на поверхности мембран опухоле-
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вых клеток) и in situ hybridization  (ISH- молекулярно-ге-
нетический метод, позволяющий определять наличие  ам-
плификации мутантного гена в ядре опухолевой клетки).  
Иммуногистохимический (ИГХ) метод нашел широкое 
применение в связи с тем, что повседневно используется 
для оцен¬ки экспрессии многих белков и рецепторов, и, 
может быть выполнен на срезах парафиновых блоков тка-
ни, фик¬сированной формалином. При несомнен¬ных 
достоинствах ИГХ метода: легкой вос-производимости 
и относительной дешевизне, он име¬ет и некоторые не-
достатки. Так, возможны ложнопозитивные резуль¬таты, 
обусловленные техническим несовершенством метода, 
кроме того, например, гиперэкспрессия Her2 при РМЖ 
может быть несвязанной с амплификацией гена. Возмож-
ны и ложноотрицательные результаты теста. В некоторых 
случаях, после заливки в парафин, тка¬ни опухоли, могут 
терять рецепторы на поверхности мембраны и утрачивать 
способность давать специфическое окра¬шивание при 
проведении ИГХ-исследования. При должной стандарти-
зации методик данные ИГХ-исследования как при Her2-
негативном (ка¬тегории 0 и 1+), так и Her2-позитивном 
РМЖ (ка¬тегория 3+) подтверждаются результатами ISH. 
В ла¬боратории LabCorp соответствие результатов двух 
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ме¬тодов отмечали у 89% пациентов. У 4% пациентов 
Her2-позитивность по результатам ИГХ-исследо¬вания 
(категория 3+) не подтвердилась результатами ISH [5,6].  
Приемлемой для стандартизованной ИГХ лабо¬ратории 
частота ложнонегативных ре¬зультатов принята за 5%. 
Лабораториям рекомендуется проводить па¬раллельную 
оценку статуса Her2/neu с использованием ИГХ-метода и 
ISH до тех пор, пока у менее 5% пациенток, относящихся 
по данным ИГХ-исследования к ка¬тегории 0/1+, резуль-
таты окажутся позитивными при проведении ISH-теста 
[7]. 

Некоторую проблему составляют случаи РМЖ, от-
носящиеся к категории сомнительных (неоднозначных) 
по данным ИГХ-исследования. В 15% случаев десять и 
более процен¬тов клеток инвазивного рака демонстриру-
ют полное, однако неравномерное окрашивание. Очень 
редко отмеча¬ют вариант интенсивного окрашивания 
всей мемб¬раны в 10 и менее процентах опухолевых 
клеток. Эти случаи относят к категории 2+, а результат 
расценивают как неоднозначный, требующий проведения 
дополнительных молекулярно-генетических исследова-
ний, наиболее часто в патолого-анатомических лаборато-
риях используется метод выявления наличия амплифика-
ции гена - гибридизация in situ (ISH). Метод позволяет 
оценить количество копий гена в клетке, а более совер-
шенные его ва-рианты - флуоресцентная гибридизация in 
situ (FISH) или SISH - определить количество хромосом 
17. Считается, что результат теста является положитель-
ным, если со¬отношение среднего количества копий гена 
Her2 и среднего числа центромер хромосомы 17 в клетке 
превышает 2,2 [8,9]. Проведенные крупные многоцентро-
вые исследования продемонстрировали, что только в ча-
сти случаев (от 12 до 24%), относящих¬ся к категории 2+, 
при ISH выявляется амплификация гена и они являются 
в действительности Her2-позитивными, что делает необ-
ходимым проведение исследования РМЖ в два этапа [4].  

С 2006 г. в Российской Федерации под эгидой Рос-
сийского общества патологоанатомов (РОП) для обеспе-
чения качества проводимых молекулярно-биологических 
исследований при диагностике РМЖ было запущено пер-
вое мультицентровое исследование в соответствии с Про-
токолом “HER2 Screening Program ML 19870» [7].  ИГХ 
исследования проводились в 89 лабораториях, включая  6 
референсных центров по всей стране.   К 2016 г. в Рос-
сийской Федерации по Программе было выполнено бо-
лее 275 тыс. иммуногистохимических исследований. 
Если молекулярно-биологические исследования в 2007 
г. выполнялись в двух лабораториях (за год выполнено 
335 исследований), то в 2016 г. -  уже в 14 лаборатори-
ях выполнено 4542 исследования. С 2008 г. к указанному 
проекту подключилась лаборатория молекулярно-био-
логических исследований патолого-анатомического от-
деления Института медицинских клеточных технологий 
Министерства здравоохранения Свердловской области 
(г. Екатеринбург) в качестве референсной лаборатории 
Уральского Федерального округа (УрФО). В проект вош-
ли 11 иммуногистохимических лабораторий первого про-
смотра из учреждений здравоохранения УрФО. В 2016 г. 

в иммуногистохимических лабораториях учреждений 
здравоохранения УрФО проведено 5.642 ИГХ и 632 ISH 
исследований. 

Учитывая, что молекулярно-генетические исследо-
вания проводятся не во всех патолого-анатомических от-
делениях учреждений здравоохранения УрФО, референс 
(пересмотр) тестирования HER2 РМЖ осуществлялся в 
соответствии со следующим алгоритмом: 

1. на первом этапе в лаборатории первого про-
смотра проводился скрининг с использо-ванием ИГХ-
метода: ИГХ 3+ случаи рассматрива¬ли как позитивные, 
ИГХ 0/1+ как негативные. 

2. в отношении Her2/neu 2+ случаев проводилось 
повтор¬ное тестирование в региональной референс-
лаборатории с использованием метода ИГХ, при под-
тверждении результата - с использованием метода ISH, 
позволяющего оценить количество копий гена Her2/neu и 
исключить наличие полисомии по хромосоме 17.  

Только при наличии заключения из референс-лабо-
ратории решался вопрос о назначении пациентке соот-
ветствующей химиотерапии [4]. 

 В региональную референсную лабораторию 
второго просмотра поступали готовые парафиновые бло-
ки и стекла с проведенной в лаборатории первого просмо-
тра иммуногистохимической реакцией и результатами 
оценки исследования. Референс проводился для каждого 
случая с неоднозначным уровнем экспрессии HER2 - 2+. 
Для лабораторий первого просмотра с объемом ИГХ ис-
следований РМЖ более 250 случаев в год дополнительно 
на референсное исследование отправлялся каждый 20 
случай независимо от его результата.  Для лаборатории 
с объемом ИГХ исследований РМЖ менее 250 случаев в 
год – каждый 10 случай. Если лаборатория только начала 
принимать участие в программе референса, то отправля-
лось 100% всего протестированного материала до дости-
жения совпадения результатов в 95% всех случаев [9]. 

Референсные иммуногистохимические иссле-
дования уровней экспрессии рецепторов Estrogen, 
Progesterone, Ki67 и HER2 осуществлялись с исполь-
зованием автостейнера “DAKO” (Дания). Предвари-
тельно гистологические срезы обрабатывались в блоке 
предподготовки материала “LINK DAKO Cytomation» 
(Дания). Молекулярно-биологические исследования 
по выявлению наличия амплификации гена HER2 про-
водились на автостейнере экспертного класса Ventana 
autostainer Benchmark GX (universal staining system, 
США) c использованием INFORM HER2 Dual ISH DNA 
(Ventana) в модификации SISH dual color.  Оценку ре-
акций осуществляли на световом микроскопе “Zeiss 
Imager M” (Германия).  

Референсные исследования препаратов на ИГХ 
HER2 и амплификацию гена HER2 из референсной ла-
боратории УрФО проводились на базе Центральной ре-
ференсной лаборатории - в молекулярно-генетической 
лаборатории кафедры патологической анатомии РАМПО, 
г. Москва, (зав. отделением, зав. кафедрой, руководитель 
проекта, академик РАН, главный патологоанатом РФ, 
профессор Г.А. Франк). 
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По результатам исследования формировались базы 
данных с использованием программы Microsoft Office 
Excel 2003. Статистические исследования выполнены 
с использованием набора программ описательной ста-
тистики и матриц корреляций в программном пакете 
«Statistica 6.0.».  

В юридическом сопровождении проведения рефе-
ренсных исследований в рамках Проекта РОП решены 
вопросы с обеспечением прав пациентов РМЖ, прорабо-
тана процедура оформления информированного согласия 
на проведения референс-исследований [10].  Разработа-
ны вопросы логистики доставки материала пациенток 
для проведения исследований в региональную референс-
ную лабораторию второго просмотра и Центральную 
референсную лаборатории [7]. В 2015 г. заведующие 
референсных лабораторий приняли активное участие в 
обсуждении, разработке и подготовке к изданию «Клини-
ческих рекомендаций Российского общества онкомаммо-
логов по диагностике и лечению рака молочной железы», 
вошли в состав большого авторского коллектива, наряду 
с ведущими экспертами других специальностей [2].  Ито-
ги работы референсных лабораторий, обсуждение новых 
подходов в диагностике РМЖ происходило на проводи-
мых РОП ежегодных Форумах экспертов по диагностике 
и лечению рака молочной железы с привлечением ино-
странных и отечественных ведущих специалистов: как 
патологов, так и клиницистов, в том числе и с исполь-
зованием интерактивных технологий обучения [7]. Еже-
годная публикация отчетов референс-лаборатории о про-
деланной работе в научно-практических журналах.

Сертификация работы региональных референсных 
лабораторий первого и второго просмотра материала. 
С 2012 г. референс-лаборатории проходят сертифика-
цию через Европейскую систему контроля качества – 
NordIQC (Nordic Immunohistochemical Quality Control) по 
основным методам исследования [6,7]. В 2015 г. Форум 
экспертов РОП рекомендовал всем лабораториям, осу-
ществляющим ИГХ диагностику РМЖ пройти процесс 
добровольной сертификации иммуногистохимического 
метода исследований с получением Разрешения Феде-
ральной службы по надзору в сфере здравоохранения на 
проведение данного вида исследований [7]. 

Обучение специалистов референсных лабораторий 
первого и второго просмотра. Обучение специалистов 
осуществляется на проводимых РОП ежегодных Фору-
мах экспертов по диагностике и лечению рака молочной 
железы с привлечением иностранных и отечественных 
ведущих специалистов: как патологов, так и клиници-
стов в том числе и использованием интерактивных тех-
нологий обучения с выдачей сертификата об участии в 
мероприятии системы НМО и начислением баллов. Не-
прерывное обучение и повышение квалификации специ-
алистов из референсных лабораторий осуществляется на 
сертификационных курсах РАМПО г. Москва (зав. кафе-
дрой – академик РАН, профессор Франк Г.А.) с выдачей 
удостоверения установленного образца и сертификата 
специалиста. Обучение специалистов на рабочем месте 
(врача или лаборанта-гистолога из референсной лабора-

тории первого просмотра в региональной референсной 
лаборатории второго просмотра или Центральной рефе-
ренсной лаборатории).

Проведение научных исследований в рамках Про-
екта. Участие в профильных научных конференциях с 
докладами о основных достижениях исследовательской 
работы в референсной лаборатории. В 2015 г. запущен 
пилотный проект по изучению роли стволовых клеток 
в реализации внутриклеточных механизмов регуляции 
пролиферации, дифференцировки и апоптоза опухоле-
вых стволовых клеток на модели карциномы молочной 
железы [11-15].  Исследование внутриклеточных меха-
низмов регуляции процессов межклеточного взаимодей-
ствия и развития эпителио-мезенхимального перехода 
опухолевых клеток при метастазировании [16-20].

Заключение
В результате реализации проекта определены ос-

новные шаги по улучшению качества проведения имму-
ногистохимических исследований в лабораториях перво-
го просмотра материала:

1. Необходимо более активное внедрение в рабо-
ту ИГХ лабораторий первого просмотра, входящих в ре-
ференс-систему автоматизированного оборудования для 
проведения исследований;

2. Использование в лабораториях первого про-
смотра валидированных ИГХ наборов, рекомендованных 
FDA для проведения исследований на автостейнерах;

3. Создание в ИГХ лабораториях базы контроль-
ных образцов (блоков и стекол ИГХ) тестирования HER 
2 с уровнями экспрессии: 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 патологоана-
томических лабораторий, выполняющих ИГХ исследова-
ния системы контроля качества патологоанатомических 
исследований. Обязательное прохождение лаборатория-
ми добровольной сертификации на соответствие качества 
выполняемых иммуногистохимических исследований в 
Российской системе добровольной сертификации с полу-
чением соответствующего Сертификата соответствия и 
Разрешения на проведение ИГХ исследований.

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

7. Необходимо, чтобы в своей работе лаборатория, 
осуществляющая ИГХ диагностику, руководствовалась 
стандартами, принятыми профессиональным сообще-
ством (в Российской Федерации - Экспертной группой 
Российского общества патологоанатомов), прошла пер-
вичную валидацию методики тестирования (прошла про-
цедуру добровольной Сертификации проводимых в лабо-
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ратории ИГХ исследований), осуществляла постоянный 
внутренний контроль качества и постоянное внешнее те-
стирование (референс), а  так же обеспечивала рутинный 
периодический внутри лабораторный контроль;

В работе лабораторий, занимающихся HER2 тести-
рованием РМЖ, следует руководствоваться обновленны-
ми рекомендациями АSCO/CAP [5, 8]:

1. Результаты HER2-тестирования следует считать 
положительными, если: 

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

несоответствий полученного результата. 
2. Результаты HER2 тестирования следует считать 

неопределенными и необходимо провести тестирование 
с использованием альтернативной методики (или напра-
вить в региональную референс-лабораторию), если: 

а. получен неопределенный результат ИГХ 2+; или 
б. получен неопределенный результат ISH. 
Подразумевается отсутствие очевидных патоморфоло-

гических несоответствий. Встречаются редкие гистологиче-
ские варианты рака молочной железы (опухоли железистой 
структуры, микропапиллярный рак), демонстрирующие ин-
тенсивное, но неполное базолатеральное окрашивание при 
ИГХ и амплификацию HER2.  Такие случаи так же должны 
быть расценены как неопределенные.

3. Результаты HER2-тестирования следует считать 
как отрицательные, если один или все тесты, выполнен-
ные на образце опухоли демонстрируют: 

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

ческие несоответствия. 
4. Результаты HER2-тестирования следует считать 

не подлежащими оценке, если по техническим причинам 
невозможно охарактеризовать результаты одного или 
обоих методов (ИГХ и ISH) как положительные, отри-
цательные или неопределенные. Данная ситуация может 
возникнуть при неадекватной обработке образцов (в со-
ответствии с утвержденным РОП протоколом. 

Время до фиксации (холодовой ишемии) биоп-
сийного материала не должно превышать 1 час, время 
фиксации в 10% нейтральном забуференном растворе 
формалина – должно составлять от 6 до 72 часов). После-
дующая обработка, окрашивание, исследование должны 
проводиться в соответствии с рекомендованными к ис-
пользованию валидированными протоколами.  

Наиболее распространенные ошибки лабораторий 
первого просмотра при организации работы в рамках ре-
ференсной 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 объе-
мом ИГХ исследований РМЖ до 250 исследований в год 
и каждого 20 случая свыше этого количества;

3. Неудовлетворительно заполняется сопроводи-

тельная документация (не указывается: возраст пациент-
ки, стадия, дата проведения исследования, результат ИГХ 
исследования лаборатории первого просмотра);

4. При направлении материала на референсное ис-
следование используется бланк направления неустанов-
ленной формы. 

В работе лабораторий молекулярно-биологических 
исследований патологоанатомических отделений, отно-
сящихся к референсной системе следует руководство-
ваться основными положениями, сформулированными 
ASCO/CAP [5, 7]:

1. Необходимо использование стандартизованных 
процедур обработки     материала; 

2. Необходимо использование стандартизованных 
(валидированных) методов проведения молекулярно-
биологических исследований;

3. Необходим внешний контроль качества прово-
димых исследований. Лаборатория должна добиваться не 
менее чем 95% конкордантности (совпадения) с позитив-
ными и негативными случаями, прошедшими через рефе-
ренс-лабораторию; 

4. Для обеспечения оптимальной работы лабора-
тории молекулярно-биологических исследований реко-
мендуемое количество исследований в год должно со-
ставлять не менее: для ИГХ – 250 исследований, для ISH 
– 100 исследований.

5. Необходим внутренний контроль качества в 
лаборатории молекулярно-биологических исследований. 
Применение положительных и отрицательных контролей 
для каждого ИГХ исследования. 

6. Необходим обязательный периодический тре-
нинг врачей-патологоанатомов и лаборантов гистологов.

7. Необходимо внедрение в патологическую ана-
томию автоматизированных методов анализа изображе-
ния и телепатологии.

При создании и правильном использовании рефе-
ренсной лаборатории второго просмотра для лабораторий 
первого просмотра значительно расширяются диагно-
стические возможности. Становятся доступными допол-
нительные диагностические и сопутствующие методы, 
которые могут значительно улучшить диагностику, и, 
опосредованно прогноз течения рака молочной железы. 
Постоянный внутри лабораторный контроль качества про-
водимых исследований является одним из наиболее важ-
ных факторов, гарантирующих качество работы отдельной 
взятой лаборатории. Система внешнего контроля качества 
дает возможность объективно оценить результаты работы 
разных лабораторий, определить причину выявленных не-
соответствий и дать рекомендации по их устранению. ■
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