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Результат. При отсроченной на 6 часов фиксации в инвазивном компоненте опухоли имело место появле-
ние Ki-67 в строме в виде мелких гранул и наличие артифициальных щелей. При отсрочке на 12 часов эти изме-
нения были более выражены. При отсроченной фиксации во всех случаях отмечено снижение степени экспрес-
сии HER2. Изменения количественных показателей (%) экспрессии ER и PR были менее однозначны. 

Заключение. Наличие Ki-67 в строме опухоли молочной железы может являться признаком некачественной 
фиксации при анализе материала, поступающего на иммуногистохимическое исследование. Некачественная фик-
сация искажает результаты имммуногистохимического исследования операционного материала. 

Ключевые слова: рак молочной железы, иммуногистохимическое исследование, отсроченная фиксация, 
маркер пролиферации Ki-67.   

FEATURES OF EXPRESSION OF THE KI-67 PROLIFERATION MARKER 
AS A FIXATION QUALITY INDICATOR IN BREAST CANCER 

Yu. V. Krylov1, A. Yu. Krylov2, A. N. Mlyaviy1, U. V. Yanchenko3 
1Vitebsk Regional Clinical Pathoanatomical Bureau, 

Vitebsk, Republic of Belarus 
2Institute for Advanced Training and Retraining of Personnel 

of the State Committee of Forensic Expertise of the Republic of Belarus, 
Minsk, Republic of Belarus 

3Vitebsk State Medical University Vitebsk, Republic of Belarus 

Objective: to study the opportunity of using the localization features of the Ki-67 proliferation marker in tumor 
samples with delayed fixation as an indicator of poor-quality fixation in breast cancer. 

Material and methods. The material of the study was 9 tumors diagnosed with breast cancer removed during 
surgery which were divided into 3 parts. One piece was for control, in the two other pieces fixations were delayed 
for 6 and 12 hours. The standard immunohistochemical study of HER2, ER, PR and Ki-67 with DAKO reagents 
(Denmark) was carried out. 

Result. Ki-67 appeared in the stroma in the form of small granules and artificial fissures were present in the in-
vasive component of the tumor in the 6-hour delayed fixation. In the 12-hour delayed fixation, these changes were 
more pronounced. A decrease in the degree of HER2 expression was observed in all the cases of the delayed fixa-
tion. Changes in the quantitative indices (%) of ER and PR expression were less unambiguous. 

Conclusion. The presence of Ki-67 in the mammary tumor stroma can be a sign of poor-quality fixation in the 
testing of the material received for the immunohistochemical examination. Poor-quality fixation distorts the results 
of the immunohistochemical study of the surgical material. 

Key words: breast cancer, immunohistochemical examination, delayed fixation, Ki-67 proliferation marker. 
 

 
Введение 
Высокая стоимость диагностики и лечения 

пациенток с диагнозом: «Рак молочной желе-
зы» (РМЖ) в настоящее время существенно 
повышает требования к качеству проводимых 
иммуногистохимических (ИГХ) исследований, 
результаты которых позволяют онкомаммоло-
гу оценивать прогноз заболевания и выбирать 
тактику лечения. Отсюда весьма актуальна их 
стандартизация и воспроизводимость. Одним 
из подходов к оценке качества, предложенны-
ми нами ранее, является оценка процента 
тройного негативного рака молочной железы 
(ТНРМЖ) в различных лабораториях. Этот 
показатель несомненно зависит от качества 
фиксации. Плохо фиксированный материал 
может быть тройным негативным, поэтому 
оценка качества фиксации особенно в случаях, 
предполагающих ИГХ-исследование, весьма 
актуальна. Анализ процента ТНРМЖ в имму-
ногистохимических лабораториях также может 
быть одним из подходов к оценке качества 
ИГХ-исследования при РМЖ [1]. В наших 

предыдущих исследованиях на материале опе-
ративно удаленных лейомиом показана воз-
можность оценки скорости и полноты фикса-
ции материала путем добавления пищевого 
красителя (заявка на патент РБ № а20160264 от 
07.07.2016 г.). Данный подход может быть ис-
пользован при мониторинге полноты фиксации 
биопсийного материала при РМЖ [2, 3]. Вместе 
с тем очевидна необходимость иметь в арсенале 
морфолога чувствительный способ оценки каче-
ства фиксации препаратов, поступающих на ги-
стохимическое исследование. Маркер пролифе-
рации Ki-67 входит в обязательный набор, реко-
мендуемый для ИГХ-исследования РМЖ наряду 
с HER2, ER и PR, отсюда целесообразно выяс-
нить возможность использования его в качестве 
маркера некачественной фиксации. 

Цель исследования 
Изучить возможность использования в ка-

честве показателя некачественной фиксации 
особенности локализации маркера пролифера-
ции Ki-67 в образцах опухоли с отсроченной 
фиксацией. 
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Анализ данных таблицы 2, в которой 
представлены стандартные ИГХ-показатели, 
используемые при исследовании РМЖ, пока-
зал, что при отсроченной фиксации все случаи 
со значением 0 для HER2 при 6 и 12 часах не 
изменились. В трех случаях со значением 
HER2 +1 перешли в 0 при 12 часах отсрочен-
ной фиксации, причем один — на 6 часах. У 
двух женщин с HER2 +2 статус изменился на 
HER2 +1 при 6- и 12-часовх отсрочках фикса-
ции. В одном наблюдении с гиперэкспрессией 
HER2 +3 статус снизился до +2 на 6 и 12 часах. 
Изменения уровня экспрессии ER и PR в про-
цессе отсроченной фиксации были менее зна-

чимы по сравнению с контролем, за исключе-
нием двух случаев. В случае № 4 при высоких 
значениях ER и PR в контроле и отсроченных на 
6 и 12 часов фиксациях они были нулевыми. В 
случае № 2 при низком и отрицательном значе-
нии контроля и на 6 часах экспрессия ER и PR на 
12 — составила, соответственно, 90 и 80 %. 

При анализе экспрессии Ki-67 в двух 
наблюдениях (случаи 2 и 3) экспрессия не из-
менилась. Во всех остальных случаях отсро-
ченная фиксация приводила к увеличению 
процента экспрессии Ki-67, начиная с 6 часов 
и продолжаясь на 12 часах, результаты пред-
ставлены в таблице 3 и на рисунках 7 и 8. 
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Рисунок 7 — Изменение экспрессии маркёров в зависимости от времени фиксации: 
a) ER; b) PR; c) HER2; d) Ki-67  

* — достоверное отличие между экспрессией Ki-67 в контрольной серии (КС) и сериями 
отсроченной фиксации (ОФ) на 6 и 12 часов, р=0,018; # - статистически значимое отличие 

между экспрессией HER2 контрольной серии и отсроченной фиксации на 12 часов, р = 0,023 

Таблица 3 — ИГХ-динамика изменения полей зрения с выходом в строму маркёра пролиферации 
Ki-67 в препаратах РМЖ в случаях отсроченной на 6 и 12 часов фиксации и обнаружения артифи-
циальных изменений, щелей  

№ 
п/п 

Контроль 6 часов 12 часов 
% ПЗ с Ki-67 в строме % ПЗ с АИ % ПЗ с Ki-67 в строме % ПЗ с АИ % ПЗ с Ki-67 в строме % ПЗ с АИ

1. 0 0 10 30 20 100
2. 5 0 30 40 50 100
3. 0 20 20 50 20 100
4. 0 0 30 40 40 100
5. 0 0 30 40 40 100
6. 0 0 30 50 30 100
7. 0 0 30 40 30 100
8. 0 30 20 60 40 100
9. 5 0 20 50 50 100
Примечание. Результаты округлены для удобства восприятия таблицы 
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Рисунок 8 — Изменение полей зрения с выходом в строму маркёра пролиферации Ki-67 
в препаратах РМЖ и артифициальные изменения в зависимости от времени фиксации: 

a) с выходом в строму маркёра пролиферации Ki-67; b) с артифициальными щелями  

* — достоверное отличие между выходом в строму Ki-67 в контрольной серии (КС) и сериями 
отсроченной фиксации на 6 и 12 часов, р = 0,007; # — статистически значимое отличие между 

количеством полей зрения с артифициальными щелями контрольной серии 
и серий с отсроченной фиксацией на 6 и 12 часов, р=0,007 

 
 

Таким образом, во всех случаях с отсро-
ченной фиксацией имеет место снижение экс-
прессии HER2. Изменения экспрессии ER, PR 
и Ki-67 были менее однозначны, что требует 
дальнейшего изучения. 

Нами были проведен пересмотр микро-
препаратов 32 случаев ТНРМЖ, диагностиро-
ванных в отделении онкоморфологии УЗ «Ви-
тебское областное клиническое патологоана-
томическое бюро» в 2016 г. В двух наблюде-
ниях были обнаружены изменения, описанные 
нами на 6 часах отсроченной фиксации.  

В исследовании Конышева К.В. (2017 г.) 
25 случаев первичной опухоли РМЖ с неопре-
деленным уровнем HER2 (+2) проведено сопо-
ставление с результатами ИГХ-исследования 
их метастазов. При этом в 20 исследованиях 
уровень экспрессии в метастазах понизился и 
составил 0 и 1+ [5]. В этом плане, учитывая 
полученные данные, можно предположить, что 
лимфоузлы, обладающие капсулой, фиксиро-
вались до поступления на морфологическое 
исследование не разрезанными, что, к сожале-
нию, нередко встречается в повседневной 
практике. Поэтому снижение уровня экспрес-
сии HER2 в метастазах по сравнению с пер-
вичной опухолью, по-видимому, обусловлено 
несвоевременной недостаточной фиксацией, 
как и в нашем экспериментальном материале. 

Заключение 
Экспериментально подтверждено наше 

предположении о том, что некачественная фик-

сация при РМЖ искажает результаты ИГХ-
исследования. При отсроченной на 12 часов 
фиксации во всех случаях отмечено достовер-
ное (р = 0,023) снижение степени экспрессии 
HER2. Изменения количественных показате-
лей (%) экспрессии ER, PR были менее одно-
значны. Экспрессия Ki-67 при отсроченной на 
6 и 12 часов фиксации достоверно увеличива-
ется (р = 0,18). При отсроченной на 6 часов 
фиксации в инвазивном компоненте опухоли 
имело место появление Ki-67 в строме в виде 
мелких гранул и наличие артифициальных 
щелей. При отсроченной на 12 часов фикса-
ции эти изменения были более выражены (р = 
0,007). Наличие Ki-67 в строме опухоли мо-
лочной железы может являться признаком 
некачественной фиксации при анализе мате-
риала, поступающего на иммуногистохимиче-
ское исследование. 

Данные о выявлении некачественной 
фиксации путем оценки особенности локали-
зации Ki-67 в материале, несомненно, обла-
дают научной новизной. Однако, учитывая, 
что этот маркер используется в повседневной 
практике исследования РМЖ, а результаты 
ИГХ-исследования операционного материала 
имеют важное значение для выбора противо-
опухолевой лекарственной терапии, мы ре-
шили не подавать заявку на патент и сделать 
эти результаты наших исследований по оцен-
ке Ki-67 в биопсийном материале общедо-
ступными. 
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