
124

vestnikural.ru

124 ВЕСТНИК УРАЛЬСКОЙ МЕДИЦИНСКОЙ АКАДЕМИЧЕСКОЙ НАУКИ, № 4, 2016     print ISSN 2073-9125 
on-line ISSN 2500-0918

Общественное здоровье и организация здравоохранения

УДК 618.19-006.04
С.В. Сазонов, С.Л. Леонтьев

ОБЕСПЕЧЕНИЕ ВНЕШНЕГО КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА 
МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

ПРИ ДИАГНОСТИКЕ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
В УРАЛЬСКОМ ФЕДЕРАЛЬНОМ ОКРУГЕ (РЕФЕРЕНС) В 2015 г.

Институт медицинских клеточных технологий, г. Екатеринбург, Российская Федерация;
Уральский государственный медицинский университет, г. Екатеринбург, Российская Федерация

S.V. Sazonov, S.L. Leontiev 
SOFTWARE EXTERNAL QUALITY CONTROL 

OF MOLECULAR-BIOLOGICAL RESEARCH IN THE DIAGNOSIS 
OF BREAST CANCER IN THE URAL FEDERAL DISTRICT 

(REFERENCE) IN 2015
Institute of Medical Cell Technologies, Yekaterinburg, Russian Federation; 

Ural State Medical University, Yekaterinburg, Russian Federation

Резюме. Созданная под эгидой Российского обще-
ства патологоанатомов (РОП) система референсных 
исследований рака молочной железы в иммуноги-
стохимических лабораториях успешно реализуется в 
Уральском федеральном округе. Отработанная систе-
ма внешнего контроля качества (референс) дает воз-
можность объективно оценить результаты работы раз-
ных лабораторий, определить причину выявленных 
несоответствий и дать рекомендации по их устране-
нию. Не менее важным является возможность реали-
зации механизмов обучения персонала иммуногисто-
химической лаборатории, участвующего в системе ре-
ференса, стандартизации преаналитического и анали-
тического этапов выполнения исследований, исполь-
зуемых методических приемов проведения исследова-
ний и интерпретации получаемых результатов. Пока-
зана необходимость прохождения иммуногистохими-
ческими лабораториями УрФО процедуры доброволь-
ной сертификации, рекомендованной РОП. 
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Abstract. Established under the auspices of the Russian 
Society of Pathologists (RSP) system reference studies 
of breast cancer in immunohistochemical laboratory is 
being successfully implemented in the Urals Federal 
District. Proven system of external quality control 
(reference) makes it possible to objectively evaluate the 
results of different laboratories, determine the cause of 
the identified inconsistencies and make recommendations 
to address them. No less important is the possibility of 
implementing mechanisms training immunohistochemical 
laboratory involved in the reference system, 
standardization of preanalytical and analytical phases of 
the studies used instructional techniques of research and 
interpretation of the results. The necessity of passing the 
immunohistochemistry laboratory voluntary certification 
procedures recommended by the RSP.
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Актуальность работы
С 2006 г. в Российской Федерации под эгидой Рос-

сийского общества патологоанатомов (РОП) бы-
ло запущено мультицентровое исследование в со-
ответствии с Протоколом “HER2 Screening Program 
ML 19870» [1]. В настоящее время ИГХ исследова-
ния проводятся в 89 лабораториях, включая 6 рефе-
ренсных центров по всей стране. К 2014 г. в Россий-
ской Федерации по Программе было выполнено уже 

более 250 тыс. иммуногистохимических исследова-
ний, в 2014 г. протестировано 43 322 пациенток, в том 
числе 4 544 — в Уральском федеральном округе. Ес-
ли молекулярно-биологические исследования в 2007 
г. выполнялись в двух лабораториях (за год выполне-
но 335 исследований), то в 2011 г. уже в 14 лаборато-
риях (выполнено 3862 исследования). В 2015 г. заве-
дующие трех референсных лабораторий приняли ак-
тивное участие в обсуждении, разработке и подготов-
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ке к изданию «Клинических рекомендаций Россий-
ского общества онкомаммологов по диагностике и ле-
чению рака молочной железы», вошли в состав ав-
торского коллектива, наряду с ведущими эксперта-
ми других специальностей [2]. В обеспечение функ-
ционирования референс-исследований решены во-
просы с обеспечением прав пациентов РМЖ, реше-
ны принципиальные моменты по процедуре оформ-
ления информированного согласия на проведение 
референс-исследований [3], разработаны вопросы ло-
гистики доставки материала пациенток в референс-
лабораторию второго просмотра и Центральную 
референс-лабораторию [4]. 

Итоги работы лабораторий, обсуждение новых под-
ходов в диагностике РМЖ происходит на проводимых 
РОП ежегодных Форумах экспертов по диагностике и 
лечению рака молочной железы с привлечением ино-
странных и отечественных ведущих специалистов: 
как патологов, так и клиницистов, и использованием 
интерактивных технологий обучения. 

С 2012 г. референс-лаборатории проходят сертифи-
кацию через Европейскую систему контроля каче-
ства — NordIQC (Nordic Immunohistochemical Quality 
Control) по основным методам исследования [5]. В 
2015 г. Форум экспертов РОП рекомендовал всем ла-
бораториям, осуществляющим ИГХ диагностику 
РМЖ пройти процесс добровольной сертификации 
иммуногистохимического метода исследований с по-
лучением Разрешения Федеральной службы по над-
зору в сфере здравоохранения на проведение данно-
го вида исследований [4]. В 2015 г. запущен пилотный 
проект по изучению роли стволовых клеток в реали-
зации внутриклеточных механизмов регуляции про-
лиферации, дифференцировки и апоптоза [6], в том 
числе опухолевых стволовых клеток на модели карци-
номы молочной железы.

 Лаборатории пересмотра материала (референс-
лаборатории) в Федеральных округах Российской 
Федерации обязательно имеют в настоящее вре-
мя в своем арсенале два исследования: иммуноги-
стохимический (ИГХ) и in situ hybridization (ISH) 
— молекулярно-генетический метод. Учитывая, что 
молекулярно-генетические исследования в прово-
дятся не во всех патоморфологических лаборатори-
ях округа, референс осуществляется в соответствии 
со следующим алгоритмом: на первом этапе в лабо-
ратории первого просмотра проводится скрининг с 
использованием ИГХ-метода: ИГХ 3+ случаи рас-
сматривают как позитивные, ИГХ 0/1+ как негатив-
ные. В отношении Her2/neu 2+ случаев проводится 
повторное тестирование в региональной референс-
лаборатории с использованием метода ИГХ, при под-
тверждении результата — с использованием мето-
да ISH, позволяющего оценить количество копий ге-
на Her2/neu и исключить наличие полисомии по 

хромосоме 17. Только при наличии заключения из 
референс-лаборатории решается вопрос о назначении 
пациентке соответствующей химиотерапии [7, 8, 9]. 

Материалы и методы
В работе по проведению референсных исследова-

ний определения гиперэкспрессии рецептора HER2 в 
2015 г. принимало участие 13 патоморфологических 
лабораторий учреждений здравоохранения УрФО: 

1. Референс-лаборатория УрФО — лаборатория па-
томорфологии ГАУЗ СО ИМКТ, г. Екатеринбург, 
Свердловская область. 

2. ГБУЗ СОПАБ, лаборатория иммуногистохимии, г. 
Екатеринбург, Свердловская область. 

3. ГБУЗ СООД, патоморфологическое отделение, г. 
Екатеринбург, Свердловская область. 

4. ГБУЗ СО ООД №2, патологоанатомическое отде-
ление, г. Нижний Тагил, Свердловская область. 

5. ГБУЗ СО ООД №3, патологоанатомическое отде-
ление, г. Каменск- Уральский, Свердловская область. 

6. ГБУЗ ЧОКОД, патологоанатомическое отделение, 
г. Челябинск, Челябинская область. 

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

8. ГАУЗ «Медицинский город», патологоанатомиче-
ское отделение, г. Тюмень, Тюменская область. 

9. ГБУЗ СОКБ, патологоанатомическое отделение, г. 
Сургут, Ханты-Мансийский автономный округ. 

10. ГБУЗ НОД, патологоанатомическое отделение, 
г. Нижневартовск, Ханты-Мансийский автономный 
округ. 

11. ГБУЗ ХМОКБ, патологоанатомическое отделе-
ние, г. Ханты-Мансийск, Ханты-Мансийский авто-
номный округ. 

12. Гистологическая лаборатория ЦНИЛ Уральского 
государственного медицинского университета, Сверд-
ловская область, Екатеринбург. 

13. ГБУЗ СОКБ, патологоанатомическое отделение, 
г. Салехард, Ямало-Ненецкий автономный округ. 

Для работы в референс-лабораторию УрФО (на ба-
зе лаборатории патоморфологии Института медицин-
ских клеточных технологий) поступают готовые па-
рафиновые блоки и стекла с проведенной в лаборато-
рии первого просмотра иммуногистохимической ре-
акцией и результатом исследования [8, 9]. В лечебном 
учреждении, в котором расположена лаборатория пер-
вого просмотра, оформляется информированное со-
гласие пациентки на проведение исследований с ис-
пользованием материала опухоли [3]. Референс прово-
дится для каждого случая с неопределенным уровнем 
экспрессии HER2 neu 2+ в течение текущего меся-
ца. Кроме того, в соответствии с Консенсусом экспер-
тов РОП по диагностике РМЖ от 11 октября 2015 г., 
для первичной лаборатории с объемом ИГХ исследо-
ваний РМЖ более 250 случаев в год один раз в квар-
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тал на референс исследование дополнительно отправ-
ляется каждый 20 случай независимо от его резуль-
тата, для лаборатории с объемом ИГХ исследований 
РМЖ менее 250 случаев в год на референс направля-
ется каждый 10 случай [5]. Определение экспрессии 
рецепторов Estrogen, Progesterone и Ki67 в референс-
лаборатории УрФО осуществляется с использованием 
автостейнера DAKO (USA). Предварительно гисто-
логические срезы обрабатываются в блоке предпод-
готовки материала “LINK DAKO Cytomation» Дания. 
Оценка реакций осуществляется на световом микро-
скопе “Zeiss Imager M” (Германия). Иммуногистохи-
мическое исследование уровня экспрессии HER2 neu 
и молекулярно-биологические исследования по вы-
явлению наличия амплификации гена HER2 neu про-
водятся на автостейнере экспертного класса Ventana 
autostainer Benchmark GX (Universal Staining System, 
USA) c использованием реагентики INFORM HER2 
Dual ISH DNA (Ventana, USA) в модификации SISH 
dual color. Референс препаратов на амплификацию ге-
на HER2 neu проводился в рамках мультицентрового 
исследования по Программе ML 19870 на базе Цен-
тральной референс-лаборатории – кафедры патоло-
гической анатомии РМАПО г. Москва (зав. кафедрой: 
академик РАН, профессор Г.А. Франк).

По результатам проведенных референсных исследо-
ваний формировалась электронная база данных с ис-
пользованием программы Microsoft Office Excel 2003. 

Результаты исследования
Всего лабораториями, включенными в систему про-

ведения референса, в 2015 г. проведено 5642 иммуно-
гистохимических исследования пациенткам с карци-
номой молочной железы, охват ИГХ исследованиями 
составляет в среднем около 94% всех пациенток. Про-
ведение ИГХ тестирования осуществляется крайне 
неравномерно в территориях, так для HER2 процент 
тестирования материала пациенток с РМЖ колеблется 
от 84 до 100% от всех случаев. Средний процент про-
тестированных на HER2 и расцененных как 2+ нахо-
дится в пределах от 8,0 до 29,5% в разных лаборато-
риях. Не меньшая разница отмечается и при анализе 
числа случаев с уровнем экспрессии 3+, где разброс 
средних результатов тестирования составляет от 10,2 
до 34,5%. Это при том, что средние уровни изучае-
мых показателей по данным центральной референс-
лаборатории должны составлять около 18% для 3+ и 
10% для 2+ случаев. Это говорит о имеющихся в ря-
де иммуногистохимических лабораторий УрФО не-
эффективной системы стандартизации исследований 
и несоблюдении единых подходов к оценке проводи-
мых исследований. 

В 2015 г. в референс-лабораторию УрФО из 13 ла-
бораторий поступило и исследовано 392 блока паци-
енток с карциномой молочной железы, что в среднем 

составило около 7,0% от всех исследованных случаев 
РМЖ (Табл. 1). 

Таблица 1 
Результаты иммуногистохимических и молекулярно-

генетических исследований случаев, поступивших на 
референс 

Table 1
The results of immunohistochemical and molecular 

genetic studies of cases received in the reference

Название лабора-
тории / Name of 

the laboratory

Количество 
случаев ИГХ 
направлен-

ных на рефе-
ренсный ана-
лиз / Number 
of cases of IHC 

directed to 
the reference 

analysis 
(0,1+,2+3+)

%  слу-
чаев, на-

прав-
ленных 

на рефе-
ренс / 

Of cases 
aimed at 
reference

Количество 
ISH иссле-

дований на-
правлен-

ных на рефе-
ренсный ана-
лиз / Number 
of ISH studies 
aimed at the 

analysis of the 
reference

% со-
впаде-

ния ИГХ 
/ IHC 

results 
of 

matches

Лаборатория 1 / 
Laboratory 1 143** 7 110 96

Лаборатория 2* / 
Laboratory 2* 71 4 0 72

Лаборатория 3* / 
Laboratory 3* 25 7 0 64

Лаборатория 4* / 
Laboratory 4* 124 10 0 60

Лаборатория 5* / 
Laboratory 5* 14 1 0 86

Лаборатория 6* / 
Laboratory 6* 12 2 14 71

Лаборатория 7* / 
Laboratory 7* 39 11 0 77

Лаборатория 8* / 
Laboratory 8* 1 <1 0 0

Лаборатория 9* / 
Laboratory 9* 1 <1 0 100

Лаборатория 10* 
/ Laboratory 10* 30 15 0 20

Лаборатория 11* 
/ Laboratory 11* 2 20 0 100

Лаборатория 12* 
/ Laboratory 12* 36 9 0 83

Лаборатория 13* 
/Laboratory 13* 23 10 0 39

ВСЕГО 521 7,5 124 -

Примечание: * — условный номер лаборатории, не совпа-
дающий с порядковым номером в списке лабораторий; ** 
— референс-исследования, проведенные в Центральной 
референс-лаборатории. 
Note: * — conditioned laboratory room that does not 
coincide with the order number in the list of laboratories; 
** — Reference studies conducted in the Central Reference 
Laboratory.

Процент направленных на референс РМЖ также 
значительно отличается в разных лабораториях и со-
ставляет от 1 до 20%. Анализ данных по проценту на-
правленных на референс позволяет говорить о нару-
шении структуры направляемых на пересмотр случа-
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ев (все 2+ и каждый 10 или 20 случай) почти каждой 
лабораторией. 

Важным является такой показатель эффективно-
сти работы референс-системы, как процент совпа-
дения оценки результатов ИГХ исследований пер-
вичной лаборатории при их пересмотре в референс-
лаборатории. И по этому показателю имеются значи-
тельные различия среди лабораторий (Табл. 1). Про-
цент совпадения оценки колеблется от 20 до 100 от 
всех прошедших референс случаев. Необходимо от-
метить тот факт, что лучшие результаты, как правило, 
показывают лаборатории с большими объемами ИГХ 
исследований и оснащенные автостейнерами.

При проведении референса в Центральной 
референс-лаборатории случаев с определением 
HER2neu тестирования из референсной лаборатории 
УрФО установлено, что в 96% случаев результат ис-
следования был подтвержден, что позволяет говорить 
об достаточной конкордантности (совпадения) работы 
региональной референс лаборатории, хотя и указыва-
ет на сохраняющиеся некоторые различия в оценке 
получаемых результатов ИГХ исследований. 

Заключение
Определены основные необходимые шаги по улуч-

шению качества проведения иммуногистохимических 
исследований в лабораториях первого просмотра ма-
териала:

1. Необходимо более активное внедрение в работу 
ИГХ лабораторий, входящих в референс-систему, ав-
томатизированного оборудования для проведения ис-
следований.

2. Использование в первичных лабораториях и, в 
первую очередь, в референсных лабораториях набо-
ров, рекомендованных FDA для проведения ИГХ на 
автостейнерах.

3. Создание в ИГХ лабораториях базы контроль-
ных образцов (блоков и стекол ИГХ) тестирова-
ния HER 2 с уровнями экспрессии: 0/1 — (HER2-
отрицательный), 2 — (HER2-неопределенный), 3 — 
(HER2-положительный).

4. Формирование внутреннего стремления у врачей 
лаборатории первого просмотра к достижению кон-
трольных цифр распределения уровней экспрессии 
при проведении HER2 тестирования РМЖ — ори-
ентировочно: при уровне экспрессии 1 — 10%, 2 — 
10%, 3 — 16%.

5. Разработка и внедрение в работу патологанато-
мических лабораторий, выполняющих ИГХ исследо-
вания, системы контроля качества работы. Обязатель-
ное прохождение лабораториями добровольной сер-
тификации на соответствие качества выполняемых 
иммуногистохимических исследований в Российской 
системе добровольной сертификации с получением 
соответствующего Сертификата соответствия и Разре-

шения на проведение ИГХ исследований.
6. Необходимо, по крайней мере, чтобы один обра-

зец ткани опухоли у всех пациенток с раком молоч-
ной железы тестировался либо на экспрессию бел-
ка HER2 (методикой ИГХ), либо на экспрессию гена 
HER2 (методикой ISH) c использованием валидизиро-
ванного теста.

7. Необходимо, чтобы в своей работе лаборатория, 
осуществляющая ИГХ диагностику, руководствова-
лась стандартами, принятыми профессиональным со-
обществом (в Российской Федерации — Экспертной 
группой Российского общества патологоанатомов), 
прошла первичную валидизацию методики тестиро-
вания (прошла процедуру добровольной Сертифика-
ции проводимых в лаборатории ИГХ исследований), 
осуществляла постоянный внутренний контроль каче-
ства и постоянное внешнее тестирование (референс), 
а также обеспечивала рутинный периодический вну-
трилабораторный контроль.

В работе лабораторий, занимающихся HER2 тести-
рованием РМЖ, следует руководствоваться обновлен-
ными рекомендациями АSCO/CAP [10]:

1. Результаты HER2-тестирования следует считать 
положительными, если: а) получен положительный 
результат ИГХ 3+ или б) получен положительный ре-
зультат ISH. При этом имеется отсутствие патоморфо-
логических несоответствий полученного результата. 

2. Результаты HER2 тестирования следует считать не-
определенными и необходимо провести тестирование 
с использованием альтернативной методики (или на-
править в региональную референс-лабораторию), ес-
ли: а) получен неопределенный результат ИГХ 2+; или 
б) получен неопределенный результат ISH. Подразуме-
вается отсутствие очевидных патоморфологических не-
соответствий. Встречаются редкие гистологические ва-
рианты рака молочной железы (опухоли железистой 
структуры, микропапиллярный рак), демонстрирующие 
интенсивное, но неполное базолатеральное окраши-
вание при ИГХ и амплификацию HER2. Такие случаи 
должны быть также расценены как неопределенные.

3. Результаты HER2-тестирования следует считать 
как отрицательные, если один или все тесты, выпол-
ненные на образце опухоли, демонстрируют: а) отри-
цательный результат ИГХ0/1; б) получен отрицатель-
ный результат ISH. При этом отсутствуют очевидные 
патоморфологические несоответствия. 

4. Результаты HER2-тестирования следует считать 
не подлежащими оценке, если по техническим причи-
нам невозможно охарактеризовать результаты одного 
или обоих методов (ИГХ и ISH) как положительные, 
отрицательные или неопределенные. Данная ситуация 
может возникнуть при неадекватной обработке образ-
цов (в соответствии с утвержденным РОП протоко-
лом. Еще раз подчеркивается, что время до фиксации 
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(холодовой ишемии) биопсийного материала не долж-
но превышать 1 час, время фиксации в 10% нейтраль-
ном забуференном растворе формалина – должно со-
ставлять от 6 до 72 часов). Последующая обработка, 
окрашивание, исследование должны проводиться в 

соответствии с рекомендованными к использованию 
валидизированными протоколами. 
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