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% 20-30رود. در  میر ناشی از بدخیمی در زنان در سراسر جهان به شمار می و سرطان پستان، علت اصلی مرگمقدمه: 

های  عمدتاً توسط تکنیک HER2شود. تکثیر ژن  مشاهده می HER2های پستان، تکثیر یا بیان بیش از حد  سرطان

IHC گیری بیان پروتئینی آن در سطح سلول و  جهت اندازهFISH مطالعه  شود. ی تکثیر ژن انجام میجهت بررس

 .انجام گردید FISHدر مقایسه با آزمایش  IHCحساسیت و اختصاصیت حاضر با هدف بررسی 

بلوک پارافینه از بافت کارسینوم پستان متعلق به زنان مبتلا  44 انجام شد، 1399 در سالکه  در این مطالعهکار: روش

برای تعیین تکثیر بیش از حد  FISHبررسی شده بود، با استفاده از روش  IHCبه سرطان پستان که قبلاً با تکنیک 

HER2  .افزار  با استفاده از نرم ها تجزیه و تحلیل دادهمورد ارزیابی قرار گرفتندGraphPad (ver8 Anova انجام )

 .دار در نظر گرفته شد معنی 05/0کمتر از  pشد. میزان 

در  IHC% منفی کاذب بود، بنابراین حساسیت 9% مثبت کاذب و 16شامل  FISHدر مقایسه با  IHCها: یافته

% بود. 1/78های واقعی برابر با در تعیین منفی IHC% و اختصاصیت 6/66+ در مثبت واقعی برابر با HER2شناسایی 

 شامل خطاهای زیادی است. IHCنتایج نشان دادند که روش 

باید  FISHبود، بنابراین روش  %2/86% و 3/53ترتیب برابر با  یج منفی بهسطح اطمینان نتایج مثبت و نتاگیری: نتیجه

 مورد استفاده قرار گیرد. IHCعنوان یک روش جایگزین در کنار روش  به
 

 FISH ،HER2+ ،IHCسرطان پستان، کلمات کلیدی: 
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 مقدمه
ترین انواع سرطان در بین  سرطان پستان، یکی از شایع

شود. سالانه میزان  زنان در سراسر جهان محسوب می

یافته و بیشترین درصد   % افزایش2بروز سرطان 

های مختلف را به خود  ومیر در میان سرطان مرگ

بر این، برخی مطالعات . علاوه (1)است اختصاص داده 

دار بروز سرطان پستان در زنان  نشان دادند که سن معنی

کشورهای غربی است و این سال کمتر از زنان  10ایرانی 

های  . بر اساس گزارش(2)یابد  میمیزان سالانه افزایش 

های پستان، تکثیر یا بیان  % از سرطان20-30اخیر، در 

یک  HER2شده است.   مشاهده HER2از حد  بیش 

کند که  گیرنده تیروزین کینازی داخل غشایی را کد می

انسانی به نام  HER2ای ضد  گونه وسیله پادتن تک به

. هرسپتین (4، 3)شود  سرکوب می 1هرسپتین

به هسته انتقال  HER2 های رشد را که توسط سیگنال

شوند را بلاک کرده و سبب افزایش پاسخ به  داده می

. مصرف هرسپتین سبب (3)شود  درمانی می شیمی

گردد  افزایش طول عمر در بیماران سرطان پستان می

از ارزش  HER2بنابراین تشخیص تکثیر ، (5)

. (6)پستان برخوردار است  آگهی خوبی در سرطان پیش

در هر دو  HER2از حد  این تکثیر ژنی سبب بیان بیش 

ژنی این   وادهگردد. خان و پروتئین می mRNAسطح 

 ،EGFR/HER1 ،HER2شامل چهار عضو   گیرنده
HER3  وHER4 وسیله تحریک  شود که به می

مسیرهای سیگنالینگ فاکتورهای رشد مانند مسیر 

PI3K–AKT–mTOR در مورد عملکرد دارند .

HER2صورت مستقل  سازی به شود که فعال ، تصور می

ویژه هنگامی که گیرنده  دهد، بهاز چنگاله رخ می

HER2  دچار جهش شده و یا بیش از حد بیان شده

سازی سازنده  فعال HER2است. بیان بیش از حد 

کند پذیر می مسیرهای سیگنالینگ فاکتور رشد را امکان

عنوان یک انکوژن در سرطان پستان  و از این طریق به

 .(7)کند عمل می

های سرطان پستان از چندین  در سلول HER2وضعیت 

گیرد؛ از جمله برای تکثیر ژن  طریق مورد بررسی قرار می

                                                 
1 Herceptin 

2با روش در هسته سلول  HER2پروتوآنکوژن 
FISH ،

در سطح سلول با  HER2بیان بیش از حد پروتئین 

، رونویسی معکوس و 3(IHC) روش ایمنوهیستوشیمی

قابل  RNAنورترن بلات برای بیان بیش از حد 

 است. HER2 تشخیص از ژن

FISH  وIHC  دو آزمایش مورد استفاده برای تشخیص

در سطح ژنومی و بیان بیش از حد  HER2تکثیر 

. تشخیص (8)پروتئین آن در سطح سلول هستند 

 FISHهای  طور مرتب توسط تست به HER2وضعیت 

های تشخیصی استفاده اغلب در آزمایشگاهکه  IHCو 

عنوان  به FISH. از (9)گیرد  شود، صورت میمی

با دقت بالا  HER2استاندارد طلایی فعلی تشخیص 

حال چندین معایب در مورد این  شود. با ایناستفاده می

یک تکنیک پرزحمت،  FISHروش مطرح شده است. 

خصصی برای گیر و گران است که نیاز به آموزش ت وقت

عنوان یک  به IHCآمیز دارد. از این رو،  انجام موفقیت

طور معمول، در سراسر جهان  آزمایش جایگزین به

دلیل  اً بهعمدت IHC. محبوبیت (10)شود استفاده می

ارزان بودن و راحتی در کار است. با این حال، تغییر در 

های بادی حساسیت و میزان اختصاصیت برای آنتی

مختلف تجاری گزارش شده است. علاوه بر این، شیوع 

های مختلف در بین جمعیت HER2یکنواخت وضعیت 

. با توجه به افزایش میزان (11)دست نیامده است  به

شیوع سرطان پستان در کشور، تعیین قابلیت اطمینان 

ت و اختصاصیت از طریق ارزیابی حساسی IHCآزمایش 

مورد نیاز است؛ بنابراین مطالعه حاضر با هدف تشخیص 

ای از  مجموعه FISHاز طریق روش  HER2تکثیر 

 IHCتومورهای سرطان پستان و مقایسه نتایج با نتایج 

 از همان تومورها انجام شد.
 

 کارروش

 های پارافینه بیمار سرطان پستانبلوک

 ای که در سال مشاهدهدر این مطالعه آزمایشگاهی 

های پارافینه بافت بلوک 44انجام شد، در مجموع  1399

متعلق به زنان مبتلا به کارسینوم پستان در سنین 

                                                 
2 Fluorescent in situ hybridization 
3 Immunohistochemistry 
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مختلف، توسط مرکز تحقیقات سرطان دانشگاه علوم 

پزشکی شهید بهشتی تهیه شد. تشخیص سرطان پستان 

 در آزمایشگاه تشخیصی تأیید شد.

 (FISHدرجا ) هیبریداسیون فلوئورسانس

عنوان آزمایش گلد استاندارد جهت  به FISHاز تست 

هایی گردد. برش استفاده می HER2تشخیص ازدیاد ژن 

میکرومتر با استفاده از دستگاه میکروتوم از  4با ضخامت 

ها های بافتی پارافینه تهیه شدند. سپس این برشبلوک

لیزین شارژ  -Lای که توسط پلی  به اسلایدهای شیشه

شده بودند، منتقل شدند. پس از روش خارج کردن 

منظور از بین بردن  پارافین، اسلایدها هیدراته شدند. به

های اضافی، اسلایدها توسط پپسین تیمار شدند.  پروتئین

سپس آب اسلایدها با استفاده از رهیدراتاسیون خشک 

های شدند. پس از یک شب هیبریداسیون پروب

های تومور توسط  شدند. سلولفلورسنت، اسلایدها شسته 

 های فلورسنت مشاهده شد.میکروسکوپ

 20حداقل در  CEN17و  HER2هر دو سیگنال 

هسته تصادفی در هر بافت شمارش شدند. نسبت 

HER2/CEN17 ها در نظر گرفته برای تفسیر سیگنال

 FISHعنوان  به 2/2شد. تومورهای با نسبت بیش از 

 8/1و کمتر از  HER2( یا تکثیر شده +FISHمثبت )

بدون  HER2( یا -FISHمنفی ) FISHعنوان  به

با استفاده از  ها تجزیه و تحلیل داده استفاده تعبیر شدند.

( انجام شد. ver8 Anova) GraphPadافزار  نرم

 .دار در نظر گرفته شد معنی 05/0کمتر از  pمیزان 

 

 ها یافته
  FISH و IHC مقایسه نتایج

ترتیب  به 3و + 2، +1برای + IHCهای با نتایج نمونه

( مثبت UC، نامشخص )1تا + 0بین  عددعنوان منفی  به

و مثبت با  2ضعیف با سیگنال ضعیف غشایی عدد +

برای تکثیر پروتئین  3سیگنال قوی غشایی عدد +

HER2 .البته باید در نظر گرفت که  در نظر گرفته شدند

ی باد متغیر بودن روش کار، آنتی IHC در آزمایش

انتخاب شده، فقدان روش استاندارد برای تفسیر نتایج و 

بودن نتایج تفسیر بین کارشناسان، تأثیر  متفاوت

بیان نامطلوبی بر ارزش نتیجه این تست در تعیین ازدیاد 

Her2 نمونه، نتایج 44از کل  گذارد. می IHC  1+برای ،

%( 34) 15%( و 11) 5%(، 55) 24، ترتیب به 3و + 2+

 FISH ،12بودند، در حالی که این نتایج برای آزمون 

%( منفی بودند. پس از مقایسه 63) 32%( مثبت و 27)

دست آمد، اول مثبت  عدد مختلف به FISH ،6با نتایج 

مورد، دوم  8مثبت  FISHمثبت و  IHC(، TPواقعی )

 7منفی  FISH مثبت و IHC (،FPمثبت کاذب )

 FISHمنفی و  IHC(، FNمورد، سوم منفی کاذب )

منفی و  IHC(، TNمورد، چهارم منفی واقعی ) 2مثبت 

FISH  مورد، پنجم و ششم  22منفیIHC  نامشخص

FISH  2مثبت=UCP  وFISH  3منفی=UCN 

 24نمونه مثبت و در  15در  IHCتقسیم شدند. جواب 

 نمونه منفی بودند. 

 FISHبر اساس نتایج  IHCمثبت کاذب و منفی کاذب 

IHCمورد  15محاسبه شد. از 
%( 46نفر ) 7مثبت،  3+

 24%( مثبت واقعی بودند. از 54نفر ) 8مثبت کاذب و 

IHCنفر 
 22%( منفی کاذب و 3/8نفر ) 2منفی،  1+

مورد  5%( منفی واقعی بودند. هنگامی که 7/91)

IHCمشکوک معادل 
 2مورد بررسی قرار گرفت،  2+

 FISH%( 60مورد ) 3مثبت و  FISH%( 40مورد )

 منفی بودند.

مثبت کاذب  7، دارای FISHدر مقایسه با  IHCنتایج 

مورد  8مثبت،  FISH 12منفی کاذب بودند. از  4و 

IHC مورد  4+ وIHC- ( 66برابر با )%TP ( 34و )%

FP  32بودند. از FISH ( 78منفی ،)%مورد  25IHC- 

، FISHبودند. بر اساس نتایج  IHC%( +22مورد ) 7و 

 +IHC% برای موارد IHC 80حساسیت و اختصاصیت 

 شناخته شده است. -IHC% برای موارد 76و 

 FISHدر مقایسه با  IHCحساسیت و اختصاصیت 

 IHC3+ TPمعنای احتمال  به IHCحساسیت تست 

هم مثبت است و  FISHاست؛ یعنی در این حالت 

( TP( )80=%2+8/8)میزان  HER2معنای تکثیر  به

زمانی است  IHCکه اختصاصیت تست  است. در صورتی

هم  FISHمنفی واقعی باشد و نتیجه آزمایش  IHCکه 

(. ارزش TN( )86/75=%22+7/22منفی است )میزان 

 IHCاست زمانی که آزمون  TPبینی مثبت،  پیش

بینی منفی،  (. مقدار پیش7/8+8%=33/53مثبت باشد )
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TN  است زمانی که آزمونIHC  منفی باشد

(. دقت یا کارایی آزمون 1( )جدول %2+22/22=67/91)

IHCدرستی توسط  ، برابر درصد نتایج آزمون است که به

 مشخص شده است IHCآزمون 

(TP+TN+FP+FN( / )TP+TN )

معنای موارد  به +HER2. شیوع (%39/22+8=0/77)

HER2+ شده است های پستان آزمایش  در بین سرطان

(TP+TN+FP+FN+UC/) 

(TP8+FN2+UCP2( ،)6/25=%44/2+2+8.)  میزان

 FISHدر مقایسه با آزمایش  IHCحساسیت آزمایش 

در مقایسه  IHCباشد و میزان اختصاصیت  % می80برابر 

  (.2باشد )جدول  % می76برابر  FISHبا آزمایش 

 

 
 IHC+ ،18% %34نمونه، چپ به راست:  44. از FISHو تأییدیه آنها با آزمایش  -IHCو  +IHCمقایسه نتایج کل  - 1شکل 

IHC+ FISH+ ،16% FISH- IHC+ ،66% IHC- ،57% IHC- FISH-  9و% IHC- FISH+  

 

% موارد آزمایش 9دهد که در  این شکل نشان می

FISH+ های آزمایش  که جواب بوده، در صورتیIHC- 

% 16دهنده نتایج منفی کاذب و در  شده است و نشان

شده است که  +IHCو  -FISHموارد نیز آزمایش 

 باشد. می IHCدهنده نتایج مثبت کاذب آزمایش  نشان

 

  FISHو  IHCیج نتامقایسه  -1جدول 

 HER2 total FISH
+

 FISH
-

 داری سطح معنی 

IHC 
+1

 24 (5/54 ) 2 (3/8 ) 22 (7/91 ) 

05/0> 
IHC 

+2
 5 (5/11 ) 2 (40 ) 3 (60 ) 

IHC 
+3

 15 (34 ) 8 (54 ) 7 (46 ) 

Total 44 (100 ) 12 (27 ) 32 (73 ) 

 

گردد در بیشتر موارد  همانطور که در جدول مشاهده می

IHC
مثبت شده است.  FISHآزمایش  (،60%) 2+

IHCهمچنین در مورد 
مثبت  FISHمورد  2تنها در  1+

% موارد رخ داده، 3/8بنابراین منفی کاذب تنها در  شده،

IHC% مواقع در 46که مثبت کاذب در  در صورتی
رخ  3+

دهنده احتمال خطای بیشتر در این  داده است و نشان

 باشد. حالت می
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 FISH (IHC/FISH )بر اساس نتیجه  IHCبینی مثبت/ منفی  حساسیت، اختصاصیت و ارزش پیش -2جدول 

95%  CI آمار فرمول ارزش 

48/97-39/44% 00/80% (TP/TP+FN)*100 حساسیت 

70/89-46/56% 86/75% (TN/FP+TN)*100 اختصاصیت 

04/70-%84/35% )*(33/53 % (TP/TP+FP)*100 آگهی مثبت ارزش پیش 

48/97-79/75% )*(67/91% (TN/FN+TN)*100 آگهی منفی ارزش پیش 

 

در مقابل آزمایش  IHCمیزان حساسیت آزمایش 

FISH  و میزان اختصاصیت 80برابر %IHC  در مقابل

 .بود% 76برابر  FISHآزمایش 
 

 بحث
در مطالعه حاضر که با هدف مقایسه نتایج تکثیر ژنی 

در  IHCو ازدیاد بیان پروتئینی  FISHپروتوآنکوژن 

در تومورهای سرطان پستان انجام  HER2ارزیابی تکثیر 

% از 46نشان داد که  FISHو  IHCشد، مقایسه نتایج 

IHC
IHC% از 3/8مثبت کاذب و  3+

منفی کاذب  1+

IHCدهد که بودند. این نشان می
مثبت کاذب تقریباً  3+

IHCبرابر بیشتر از  6
افتد.  منفی کاذب اتفاق می 1+

IHCعلاوه بر این، هنگامی که نرخ خطا در 
مشکوک  2+

( 5/3% )60( مثبت و 5/2% )40مورد بررسی قرار گرفت، 

افزایش  HER2بادی  منفی بود. هرچه میزان آنتی

د. این امر با یاب یابد، میزان مثبت کاذب افزایش می می

شود که با افزایش بیان  این واقعیت توضیح داده می

HER2بادی ، احتمال هیبریداسیون غیراختصاصی آنتی-

افزایش  HER2های ساختاری مشابه با ها با پروتئین

یابد. یکی دیگر از دلایل احتمالی این است که شدت  می

دلیل  شود که ممکن است به افزوده می IHCهای لکه

 افتد.ت خطای آزمایشگاهی اتفاق میاتصالا

 IHCدر مطالعه حاضر، حساسیت و اختصاصیت 

% گزارش شد. مطالعه بانکفالوی و 76% و 80ترتیب  به

% و اختصاصیت 80( از حساسیت 2000همکاران )

 Novacastra CB11بادی  % با استفاده از آنتی100

خبر داد. سایر مطالعات  HER2برای تشخیص پروتئین 

% 6های مختلف، دامنه قبلی برای حساسیت در جمعیت

. این دامنه بالای (12-15)دست آوردند  % را به80تا 

دلیل استفاده  عمدتاً به IHC HER2تنوع بین وضعیت 

. در (16)ها با درجه حساسیت متفاوت است بادی از آنتی

، HER2 ،Dako A0485های ضد بادی میان آنتی

Novacastra CB11،Zymed Tab250  وDako 

Herceptest ترین انواع تجاری هستند که در  رایج

 HER2های تشخیصی برای تعیین وضعیت  آزمایشگاه

. در میان آنها ثابت (17)گیرند میمورد استفاده قرار 

 بیشترین حساسیت را دارد. TAB250شده است که 

IHC% از 46در مطالعه حاضر 
از  %3/8مثبت کاذب و  3+

IHC
رفت که همه ، منفی کاذب بودند. انتظار می1+

IHC
+3+ ، FISH باشد و همهIHC

 FISHکاملاً با  1+

مطابقت داشته باشند. با این حال، برخی پارامترها باعث 

 IHCدر روش  شوند.می IHCو  FISHاختلاف بین 

بادی انتخاب شده، فقدان  کار، آنتی متغیر بودن روش

بودن نتایج  متفاوتروش استاندارد برای تفسیر نتایج و 

تفسیر بین کارشناسان، تأثیرات ناهمگنی بر ارزش نتیجه 

 گذارد. می Her2بیان این تست در تعیین ازدیاد 

برخی مشکلات عمده در مرحله تثبیت بافت همچنین 

دوره زمانی بین استخراج بافت و تثبیت،  دهد.رخ می

های از نمونه پارافینه مدت زمان تثبیت و ضخامت برش

در مراحل بعدی  IHCتواند بر نتایج تا حد زیادی می

 6-48. بهترین زمان برای تثبیت (18)تأثیر بگذارد 

. تثبیت بیش از حد (19)ساعت پس از استخراج است 

بافت در فرمالین باعث افزایش ساختار سلول و چگالی 

شود، بنابراین در نفوذ پروب و کروماتین می

کند و منجر به نتایج دخالت می DNAهیبریداسیون به 

FISH علاوه بر این، در (21، 20)شود منفی کاذب می .

دهد، در % موارد بیان بیش از حد پروتئین رخ می15-3

شود، در  تکثیر نمی DNAدر سطح  HER2حالی که 

 DNAمثبت در سطح  HER2حالی که بخشی از آنها 

بدون بیان بیش از حد در سطح پروتئین هستند، 

از طریق  HER2بنابراین یک زیرگروه از موارد مثبت 

که این نتایج  (22)رود از دست می FISHآزمایش 
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بینی نتیجه  آگهی و پیش تواند تأثیر منفی در پیش می

این خطاها حاکی  درمان به داروی هرسپتین ایجاد نماید.

مستعد نتایج  IHCو  FISHاز آن است که هر دو 

های مکمل عنوان تست کاذب هستند، بنابراین باید به

 اعمال شوند.
 

 گیری نتیجه
در  IHCدر این مطالعه میزان حساسیت و اختصاصیت 

% گزارش 76% و 80ترتیب  به FISHمقایسه با آزمایش 

این است در  IHCبه نسبت  FISHبرتری آزمایش شد. 

 تر در تعیین وجود  تر و اختصاصی حساس FISHکه 

 
2-

HER در سطحDNA صورت باشد و به سلول می 

های آن نسبت به خوانی نتایج آزمایش و هماست کمیّ 

IHC  .در نتیجه مطالعه حاضر نشان داد که بیشتر است

های عنوان اولین قدم برای غربالگری بافت باید به IHCاز 

استفاده  HER2سرطان پستان برای وضعیت تکثیر 

عنوان یک  ، بهFISHشود، با این حال، یک آزمایش 

-شود تا در آن نمونهشدت توصیه می آزمایش مکمل به

 مثبت ضعیف اعمال شود. IHC با نتایجهایی 
 

 تشکر و قدردانی
این مطالعه توسط یک پروژه از پژوهشگاه ملی مهندسی 

آوری، وزارت علوم، تحقیقات و  ژنتیک و زیست فن

وسیله از مرکز  فناوری تهران پشتیبانی شد. بدین

تحقیقات سرطان دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی 

کنندگان در این  شرکت تمامها و از  علت تهیه نمونه هب

 شود. خاطر همکاری آنها تشکر و قدردانی می همطالعه ب
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