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:  در سرطان مهاجم پستانHER2/neuتفسير نتايج ايمنوهيستوشيمي بيان 
  كنندگان و در دو بار مشاهده توسط يك نفر بررسي توافق بين مشاهده

  
  
  
  

  Iدكتر مريم كديور*
  IIدكتر پريسا عسكرزاده  
  IIIدكتر نسرين شايانفر  
  IVپور دكتر عليرضا صادقي  
  Vنژاد دكتر مريم بهرامي  

  چكيده
خصوص در زمينه نتايج درمـان         در سرطان مهاجم پستان، به     HER2/neu تعيين صحيح وضعيت     :هدف و زمينه  

 بررسي توافـق بـين مـشاهده كننـدگان و در دوبـار مـشاهده                ،هدف از اين مطالعه    . يك نكته مهم است    Herceptinبا  
  .باشد  ميجم پستان در سرطان مهاHER2/neuتوسط يك نفردر تفسير نتايج ايمنوهيستوشيمي 

آميــزي  رنــگ. گيــري آســان اســتفاده شــد  نمونــه  نــوع مطالعــه بررســي مقطعــي بــود و از روش:روش بررســي
بيان بـيش از حـد پـروتئين        .  مورد سرطان پستان شناخته شده، انجام شد       107 براي   HER2/neuايمنوهيستوشيمي  

 براسـاس شـدت و   3+ تـا 0(بنـدي شـد     درجـه  DAKOطور مستقل با استفاده از معيارهاي  پاتولوژيست به4توسط 
سـازي نظـرات،      بعد از يك جلسه مـشترك بـراي يكـسان         ). هاي توموري   يا بيشتر از سلول   % 10پذيري در     الگوي رنگ 

اسـلايدهايي كـه در مـورد درجـه         . فاصله بين دو بررسي حـداقل دو مـاه بـود          . ها براي بار دوم بررسي شدند       نمونه
 نفـر مـورد بـازبيني قـرار     4 چشمي توسـط هـر    5نبود، با استفاده از يك ميكروسكوپ       پذيريشان نظرات يكسان      رنگ

كننـدگان و     توافق بين مـشاهده   . ها توافق نظر حاصل شده و درجه واحدي به هر يك داده شود              گرفتند تا در مورد آن    
  .توافق در دو بار مشاهده توسط يك نفر با استفاده از آماره كاپا محاسبه شد

دسـت     مورد به ترتيب در بار اول و دوم بررسـي بـه            107مورد از   %) 37 (40و  %) 31 (33وافق كامل در     ت :ها  يافته
، به ايـن ترتيـب كـه        )51/0 و براي بار دوم      44/0كاپا براي بار اول     (كنندگان متوسط بود      توافق كلي بين مشاهده   . آمد

توافق براي دوبار . متوسط بود) 3+ و0(ناري هاي ك نسبتاً خوب وبراي گروه  ) 2+ و 1(+توافق براي گروه هاي وسطي      
، )1+ و 0(با در نـظر گرفتن سه گروه به صورت منفـي  ). 60/0 تا 55/0كاپا (مشاهده تـوسط يك نفر نيز متوسط بود       

 ولـي همچنـان در سـطح  متوسـط           ،كنندگان بهبود يافت    ، توافق كلي بين مشاهده    )3(+و مثبت قوي    ) 2(+مثبت ضعيف   
بندي مـوارد   با گروه.  حداقل توافق را نشان داد2+و گروه )  به ترتيب براي بار اول ودوم60/0 و 54/0اكاپ(باقي ماند  

 75/0 و   68/0كاپـا   (كنندگان به حد قابل قبول رسيد         ، توافق كلي بين مشاهده    )3+و2(+و مثبت   ) 1+ و 0(به عنوان منفي    
براي دوبار مشاهده توسط يك نفر نيز به حد قابل قبـول            همچنين با اين فرض، توافق      ). به ترتيب براي بار اول و دوم      

 مـورد   19، در   صـفر %) 2/39( مورد   42پذيري در      رنگ  دست آمده درجه    طبق توافق نظر به   ). 84/0 تا   71/0كاپا(رسيد  
د دست نيام ، هيچ توافقي به%)5/7( مورد 8در .  بود3%) +3/10( مورد 11 و در ،2%) +2/25( مورد 27، در  %1) +8/17(

 .  بود0 و 1+ مورد بين 2 و در 3+ و 2+ مورد مشكل بين 6كه در 
براي بررسي ) باشد كنندگان مي كه همان توافق بين مشاهده (پذيري     مطالعه حاضر نشان داد كه تكرار      :گيري  نتيجه
 در حـد متوسـط      DAKO و به كار بـردن معيارهـاي         IHC در سرطان مهاجم پستان با استفاده از         HER2وضعيت  

  .است) در حد قابل قبول(پذيري بهتر  ولي براي افتراق بين حالت مثبت و منفي تكرار. است
  

   سرطان مهاجم پستان-3كنندگان       توافق بين مشاهده-HER2/neu     2 -1 :ها كليدواژه
  

  مقدمه
، (HER2/neu) 2-گيرنده عامل رشد اپيـدرمي انـساني      

عـــضوي از خـــانواده گيرنـــده عامـــل رشـــد اپيـــدرمي 
(Epidermal growth factor receptor-EGFR)  اسـت كـه  

   موارد سرطان پستان بيان بيش از حـد دارد       %18 -20در  

  
آگهــي بــد  و باعــث درجــه تهــاجم بــالاي تومــور و پــيش 

  بيان بيش از حد ايـن پـروتئين در اثـر تقويـت             )1(.شود  مي
تواند باعث  دهد و علاوه بر پيشرفت تومور مي ژني رخ مي
  مثـل  (هـاي سيـستميك       نواع مختلفي از درمان   مقاومت به ا  

  

  .1387پاتولوژي به راهنمايي دكتر مريم كديور، سال تخصصي رزاده جهت دريافت درجه دكتراي گنامه دكتر پريسا عس اي است از پايان اين مقاله خلاصه
 (I        دانشيار و متخصص پاتولوژي، بيمارستان حضرت رسول اكرم)درمـاني   -لوم پزشـكي و خـدمات بهداشـتي        نيايش، دانشگاه ع   ، خيابان ستارخان، خيابان   )ص

  )ولؤمؤلف مس*(ايران، تهران، ايران 
(II درماني ايران، تهران، ايران -لوم پزشكي و خدمات بهداشتيدستيار پاتولوژي، دانشگاه ع  

(III ايراندرماني ايران، تهران -لوم پزشكي و خدمات بهداشتياستاديار و متخصص پاتولوژي، دانشگاه ع ،  
(IV درماني ايران، تهران، ايران -لوم پزشكي و خدمات بهداشتيدانشيار و متخصص پاتولوژي، دانشگاه ع  
(V متخصص پاتولوژي  
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از طـرف   . باشـد ) متوتروكسات و تاموكسيفن  / سيكلوفسفاميد
 HER2بادي مونوكلونال ضد پروتئين       ديگر درمان با يك آنتي    

توانــد در بيمــاراني كــه  مــي) هرســپتين، تراســتوزومابمثــل (
 افزايش بقـا    ،دهد   نشان مي  HER2تومورشان بيان بيش از حد      

در  HER2 بنــابراين ارزيــابي دقيــق وضــعيت )1-5(ايجــاد كنــد
  .سرطان پستان اهميت زيادي دارد

 (Immunohistochemical-IHC)ايمونوهـــــــسيتوشيمي 
 چـون ارزان و آسـان      ؛ترين روش براي اين ارزيابي است       شايع

ولـي  . هـا نيـاز دارد      زمان كمتري نسبت به ديگـر روش      است و   
بنـدي   هاي درجـه   هاي بررسي و سيستم     ها، روش   چون پروتكل 

خـصوص چـون      شـود و بـه       اسـتفاده مـي    IHCمختلفي بـراي    
باشد، موضـوع     پذيري سابژكتيو و كيفي مي        ارزيابي شدت رنگ  

 از طرف ديگر    )2(.گردد  تغييرپذيري در تفسير نتايج آن مطرح مي      
گيري درماني سرطان پستان تحت تـأثير ايـن تفـسيرها         ميمتص
تكرارپـذيري، سـطح     (هـا   آن بنابراين عدم تغييرپذيري     .باشد  مي

تكرارپـذير بـودن يـك      . يـك نكتـه مهـم و كليـدي اسـت          )  توافق
شود و ثبات آن آزمـايش        آزمايش باعث ارزش و اعتبار آن مي      

  .)1.(كند بندي يك اختلال را تأمين مي براي طبقه
 IHCپذيري تفسير نتـايج   تا به حال اكثر مطالعات در زمينه تكرار   

اـ را      توافـق بـين آزمايـشگاه      ، در سرطان پـستان    HER2براي   ه
كنندگان، مطالعـاتي    در مورد توافق بين مشاهده    . اند  بررسي كرده 

اـ اطـلاع داريـم در ايـران                  )6 -13(.وجود دارد  اـيي كـه م اـ ج  ولـي ت
 گرفته   بنابراين تصميم . نشده است اي در اين مورد انجام        مطالعه

اـم گيـرد        اـم ايـن    . شد تا در اين زمينه پژوهشي انج هـدف از انج
وشيمي تپذيري تفسير نتـايج ايمونوهـسي       پژوهش بررسي تكرار  

HER2  كنندگان و نيـز در    در سرطان مهاجم پستان بين مشاهده
  .باشد دوبار مشاهده توسط يك نفر مي

  

  روش بررسي
 گيـري آسـان      نمونه  ود و از روش   اين مطالعه مقطعي ب   

هاي پارافيني فيكس شده در فرمالين از   بلوك. استفاده شد 
 مورد متوالي سرطان مهاجم پستان كـه بافـت كـافي            107

از هر بلوك پـارافيني    .  انتخاب شدند  ،براي بررسي داشتند  

ــرش ــا ضــخامت   ب ــايي ب ــه و روي 3-4ه ــر تهي  ميكرومت
 .زين قرار داده شـدند    ال لي   اسلايدهاي پوشيده شده با پلي    

سپس در گزيلن دپارافينه شده و پس از آن توسط كاهش           
 بلـوك فعاليـت پراكـسيداز       .دهـي شـدند     درجه اتـانول آب   

در الكـل   % (H2O2 3اي در      دقيقـه  20اندوژن بـا قراردهـي      
سپس مرحله بازيابي اپيتوپ به وسـيله       . انجام شد ) مطلق

ــه ــافر غوطـ ــلايدها در بـ ــيترات  وري اسـ  L/mmol10سـ
)6pH=(     دقيقه صورت گرفت كه پس      20 در اتوكلاو براي 

 دقيقـه انجـام     20 ظـرف    ،از آن، سرد كردن تا دماي اتـاق       
كلونـال    بـادي خرگوشـي پلـي       سپس اسلايدها با آنتي   . شد

رقــت  ( A0485 بــا شــمارهDAKO انــساني HER2ضــد 
200
ــه شــدند  ) 1 ــاق انكوب ــراي يــك ســاعت در دمــاي ات . ب

 LSABيزي ايمنوپروكـسيداز بـا اسـتفاده از كيـت         آم  رنگ
 انجــام و بــا اســتفاده از محلــول    DAKOپروكــسيداز 

ــوژن  ــه5 -10(كروم ــد )  دقيق ــشاهده ش ــل م ــپس . قاب س
  .اسلايدها با هماتوكسلين رنگ شدند

چهار پاتولوژيـست بـه طـور مـستقل اسـلايدها را بـا              
همه موارد از   .  بررسي كردند  DAKOتوجه به معيارهاي    

پذيري غشايي بـراي      وقتي رنگ . بندي شدند    درجه 3  + تا 0
HER2  ــا در كمتــر از هــاي  ســلول% 10 وجــود نداشــت ي

 قـوي يـا ضـعيف        و توموري به صورت كامل يـا ناكامـل       
پذيري ناكامـل   رنگ.  بود0پذيري   درجه رنگ  ،ديده مي شد  

پذيري   هاي تومور درجه يك، رنگ      سلول %10> غشايي در 
هـاي    سـلول % 10> متوسط در كامل غشايي اما ضعيف تا      

 پذيري كامل غشايي اما قـوي در         و رنگ  2توموري درجه   
سـپس جلـسه    .  بـود  3هـاي تومـوري درجـه         سلول% 10>

 پاتولوژيـست بـه منظـور آمـوزش بـراي           4مشتركي بين   
  .ارزيابي بهتر و يكسان سازي معيارهايشان برگزار شد

 مــاه ازبررســي اول، اســلايدها 2بعــد از گذشــت حــداقل 
اسلايدهايي .  پاتولوژيست قرار گرفتند4 مورد ارزيابي اًمجدد

يكـسان نبـود، بـا       پذيريـشان نظـرات     كه در مورد درجه رنگ    
 نفر مورد 4 چشمي توسط هر 5استفاده از يك ميكروسكوپ 

 توافق نظر حاصل شده   ها  آنبازبيني قرار گرفتند تا در مورد       

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 و همكاراندكتر مريم كديور    در سرطان  HER2/neu تفسير نتايج ايمنوهيستوشيمي بيان     

 149مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران     1388 بهار  /  62شماره /  انزدهم  شدورة 

  .و درجه واحدي به هر يك داده شود
 و بين دو بار (interobserver)كنندگان  هتوافق بين مشاهد

 با استفاده از آمـاره      (intraobserver)مشاهده توسط يك نفر     
كاپا توافق را با كنار     .  محاسبه شد  stataافزار    كاپا توسط نرم  

گيرد و تفسير آن طبق نظري اسـت     مي  گذاشتن شانس اندازه  
يب  به اين ترت   )14(. ارائه شده است   Koch و   Landisكه توسط   

 قدرت توافق تقريباً كامـل      ، باشد 81/0 -00/1 كه اگر مقدار آن   
 نشانه قدرت توافق قابل قبـول       ، باشد 61/0 -80/0 وقتي. است
 ، باشـد  صـفر  -20/0 و   21/0-40/0،  41/0-60/0 وقتي. است

  .قدرت توافق به ترتيب متوسط، نسبتاً خوب و ناچيز است
  
  ها يافته

 بيماران و   مشخصات :مشخصات بيماران و تومورها   
توزيــع نــوع .  آمــده اســت1تومورهــا در جــدول شــماره 

   لوبـولار،  NOS  ،9 داكتـال    63: تومورها به اين شرح بـود     
   پــاپيلاري،1 كريبريفــورم، 2 مــدولاري، 2 موســينوس، 2
دسـت آمـده      طبق توافق نظـر بـه     .  آپوكرين 1  و  توبولار 1

  ، در صــفر %)2/39(  مــورد 42پــذيري در    رنــگ  درجــه
   و در،2%) +2/25(  مـــورد27، در 1%) +8/17(  مـــورد19
هيچ توافقي  ) % 5/7( مورد   8در  .  بود 3%) +3/15( مورد   11

   و در  3 + و 2+ مورد مـشكل بـين       6به دست نيامد، كه در      
  . بودصفر و 1+ مورد بين 2

ــين مــشاهده ــدگان توافــق ب ــين :كنن   توافــق كامــل ب
 مـورد  40و %) 31( مـورد  33 پاتولوژيست به ترتيب در     4
دسـت    مورد در بار اول و دوم بررسـي بـه          107از  %) 37(

كاپـاي كلـي   . كاپاي كلي توافق متوسـط را نـشان داد     . آمد
در هـر دو بـار توافـق    ) 1+ و 2(+هاي وسـطي   براي گروه 

در بـار اول    ) 0 و   3(+هاي كنـاري       خوب براي گروه   نسبتاً
 توافق قابـل قبـول را نـشان         ،توافق متوسط و در بار دوم     

 كاپــاي جفتــي بــراي توافــق بــين .)2ماره جــدول شــ(داد 
 خوب و در بـار      كنندگان در بار اول در حد نسبتاً        مشاهده

كاپــاي جفتــي بــراي توافــق بــين     . دوم متوســط بــود 
كنندگان با نظر اجماعي بار اول درحد متوسـط و            مشاهده

  .)3جدول شماره ( بار دوم در حد قابل قبول بود
  

  مورها مشخصات بيماران و تو-1جدول شماره 
  )سال(سن 
  ميانه

  اطلاعات در دسترس نبود

  
  )25-90 محدوده (46
5  

  )متر سانتي(اندازه تومور 
  ميانگين

  اطلاعات در دسترس نبود

  
  )5/0-10محدوده  (3

35  
  نوع بافتي

  داكتال
  بولارلو

  ديگر موارد
  اطلاعات در دسترس نبود

  
66  
9  
9  

23  
  گريد بافتي

1  
2  
3  

  اطلاعات در دسترس نبود

  
13  
25  
29  
40  

  گريد هسته
1  
2  
3  

  اطلاعات در دسترس نبود

  
7  

43  
18  
39  

  هاي لنفاوي اگزيلاري گره
  درگير

  غيردرگير
  اطلاعات در دسترس نبود

  
36  
22  
  ) مورد لامپكتومي14 (49

  
  مقدار كاپاي كلي. 2جدول شماره

  بار دوم  بار اول  
   گروه4لايه بندي موارد در 

0  
1+  
2+  
3+  

  كلي

  
54/0  
34/0  
33/0  
57/0  
44/0  

  
64/0  
41/0  
39/0  
62/0  
51/0  

   گروه3لايه بندي موارد در 
  منفي

  مثبت ضعيف
  مثبت قوي

  كلي

  
68/0  
33/0  
56/0  
54/0  

  
75/0  
38/0  
62/0  
60/0  

  75/0  68/0  )منفي و مثبت(گروه 2بندي موارد در لايه
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  مقدار كاپاي جفتي -3جدول شماره
/ پاتولوژيست
  بررسي

  نظراجماعي  4  3  2

          ولبار ا
1  37/0  43/0  50/0  45/0  
2    42/0  48/0  41/0  
3      44/0  57/0  
4        44/0  

          بار دوم
1  49/0  53/0  54/0  77/0  
2    48/0  60/0  50/0  
3      46/0  64/0  
4        60/0  

  
 مورد به دست آمد كه      40در بار دوم، توافق كامل در       

 ،1+ مـورد    9 مورد صفر،    19: توزيع آن به اين ترتيب بود     
 موردي كـه طبـق نظـر        42در   . 3+ مورد   7، و   2+ مورد   5

ــتند در    ــفر داشـ ــه صـ ــاعي درجـ ــر 19اجمـ ــورد هـ    مـ
   مـورد  8 پاتولوژيـست، در     3 مـورد    8 پاتولوژيست، در    4
 پاتولوژيـست درجـه     1 مورد فقط    6 پاتولوژيست، و در     2

 بـار   168به زبـان ديگـر بـه طـور كلـي            . صفر داده بودند  
  ورد وجـود داشـت كـه       م ـ 42بنـدي مربـوط بـه ايـن         درجه
 بار 3 و 1+ بار آن درجه 43( بار آن درجه صفر بود      122

 موردي كـه طبـق نظـر        19 در   .) گرفته بودند  2+آن درجه   
 پاتولوژيـست،   4 مورد هر    9 داشتند، در  1+اجماعي درجه   

 پاتولوژيـست   2 مـورد    2 پاتولوژيست و در     3 مورد   8در  
اجماعي  موردي كه طبق نظر      27در  .  داده بودند  1+درجه  

ــه  ــتند2+درج ــر 5 در، داش ــورد ه ــست، در4 م    پاتولوژي
ــورد 7 ــست و در 3 م ــورد 8 پاتولوژي ــست 2 م  پاتولوژي

 و  3+ بـار درجـه      21 ،در بقيه موارد  .  داده بودند  2+درجه  
  در.  بار  درجه صفر منظور شده بود       1 و 1+ بار درجه    22
   داشـتند در   3+ مواردي كه طبق نظـر اجمـاعي درجـه           11
 پاتولوژيـست و    3 مورد   2 پاتولوژيست، در    4 مورد هر    7

ــورد 1در  ــه  2 م ــست درج ــد3+ پاتولوژي   در.  داده بودن
 3 بـار توسـط      7 موردي كه توافق كامل وجود نداشـت         4

  .)4ل شماره جدو( گرفته بودند 2+پاتولوژيست درجه 
  

   توزيع نظر اجماعي و كل درجات در بررسي دوم-4جدول شماره
    نظر اجماعي

0  1+  2+  3+  
  11  27  19  42  تعداد موارد

تعداد پاتولوژيـستهايي كـه     
  همان درجه را دادند 

        

  7  5  9  19  پاتولوژيست4
  2  7  8  8  پاتولوژيست3

  1  8  2  8  پاتولوژيست2
  1  7  0  6  پاتولوژيست1
  0  0  0  1  پاتولوژيست0

           بار درجه بندي428توزيع 
0  122  5  1  0  
1+  43  64  22  0  
2+  3  6  64  7  
3+  0  1  21  37  

  44  108  76  168  جمع
  

 97توافق در ) 2+ و   3(+از مثبت   ) 0 و   1(+افتراق منفي   
از +) 2(افتراق مثبت ضعيف    . ه شد  مورد نشان داد   107از  

 مــورد مثبــت 38 مــورد از 11فقــط در ) 3(+مثبــت قــوي 
كاپـاي جفتـي    ). 35/0= كاپاي كلـي  (همخواني نشان دادند    

بـراي مثبـت ضـعيف و       كننـدگان     براي توافق بين مشاهده   
  .)5جدول شماره  (مثبت قوي كم تا متوسط بود

  

 مقدار كاپاي جفتي براي افتراق مثبـت ضـغيف از           -5جدول شماره   
  مثبت قوي در بررسي دوم

  نظراجماعي  4  3  2  پاتولوژيست
1  46/0  33/0  45/0  40/0  
2    32/0  44/0  27/0  
3      15/0  45/0  
4        49/0  

  

  توافـق  :توسـط يـك نفـر     توافق در دوبار مشاهده     
  4 و 3 و 2 و 1در دوبــار مــشاهده بــراي پاتولوژيــست  

ــب در   ــه ترتي ــه دســت %2/68و % 71، %2/68، %3/67ب   ب
 حــدتوافق  كاپــاي جفتــي بــراي هــر پاتولوژيــست . آمــد

بنـدي مـوارد در دو گـروه          با لايـه  . متوسط را نشان داد   
 توافق براي همه به حد قابل قبول افـزايش          ،مثبت و منفي  
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  .)6جدول شماره (ت ياف
  

  )كاپا( توافق براي يكنفر در دو بار بررسي -6جدول شماره 

 4لايه بندي موارد در   پاتولوژيست
  گروه

 لايه بندي موارد در
   گروه2

1  55/0  73/0  
2  55/0  71/0  
3  60/0  84/0  
4  57/0  76/0  

  
  بحث

ــال حاضــر بررســي وضــعيت   ــزء HER2در ح ــك ج  ي
. ران داراي سـرطان پـستان اسـت       ناپذير در اداره بيمـا      جدايي

 مـوارد   %18 -20چون بيان بيش از حد ايـن پـروتئين كـه در             
 در  )1(.شود  آگهي بد مي    سرطان پستان وجود دارد، باعث پيش     

ــا داروي     ــان ب ــد درم ــاران كاندي ــوارد بيم ــن م ضــمن در اي
بـادي مونوكلونـال      ، يك آنتـي   (Trastuzumab)تراستوزوماب  
  هـاي مختلفــي  تكنيـك . ندشــو ، مـي HER2/neuضـد پـروتئين   

ــي وضــعيت   ــراي بررس ــي HER2ب ــتفاده م ــوند   اس ــهش   ك
  فلورســــانس  جــــاي در  ، هيبريديزاســــيونIHC :شــــامل

(Flourescent in situ hybridization-FISH) ،
 Chromogenic in situ)  هيبريديزاسيون در جاي كروموژنيك

hybridization-CISH)ســيلور و هيبريديزاســيون در جــاي  
(Silver in situ hybridization-SISH) 15-17 و2( .باشد مي(  

IHC استانداردسازي اين   ،پس. ترين روش است     شايع 
.  لازم اسـت   HER2تست براي بررسي صـحيح وضـعيت        

باشد كه    پذيري اين تست مي      تكرار ،بعد از آن پرسش مهم    
در مطالعه حاضر اين پارامتر بـا اسـتفاده از آمـاره كاپـا              

  .شدبررسي 
  بنـدي مـوارد در      كننـدگان در لايـه      ن مـشاهده  توافق بي 

، در حد متوسـط     DAKO گروه با استفاده از معيارهاي       4
  هـاي وسـطي     كاپاي كلي در هـر دوبـار بـراي گـروه          . بود
) 0 و   3(+هاي كناري      خوب و براي گروه    نسبتاً) 2+ و   1(+

توافـق بـا در نظـر گـرفتن سـه           . متوسط تا قابل قبول بود    
و ) 2(+ مثبـت ضـعيف      ،) و صفر  1(+گروه به عنوان منفي     

 ولــي همچنــان در ســطح ،بهبــود يافــت) 3(+مثبــت قــوي 
  متوسط باقي مانـد و بـا در نظـر گـرفتن دو گـروه منفـي                

  . به حد قابل قبول رسيد) 2+ و 3(+و مثبت ) صفر و 1(+
نتايج مطالعه حاضر در مورد توافق كلي با نتايج مطالعـه           

Hitoshi Tsuda هـا نيـز در    آن. د و همكارانش همخـواني دار
  پاتولوژيست، 6 -5  مورد سرطان پستان توسط    106بررسي  

رسيدند؛ ولي در نتـايج     ) 46/0كاپاي  (به سطح توافق متوسط     
 توافــق كامـل بـود، درحاليكــه در   3+هـا در مـورد درجـه     آن

  )6(.ر حد قابل قبول بودمطالعه حاضر توافق د
.  اسـت  Inqatنتايج مطالعه حاضر ماننـد نتـايج گـروه          

ــا آن ــين     ه ــذيري ب ــه تكرارپ ــيدند ك ــه رس ــن نتيج ــه اي  ب
بخش نيست، ولي تعيـين دو گـروه          كنندگان رضايت   مشاهده
 )1+ و   2(+تر از دو گروه وسـطي         آسان)  صفر  و 3(+كناري  

 اين موضـوع ثـانوي در مطالعـه انجـام شـده             )7(.باشد  مي
 بـه  . و همكاران نيز بيان شده استThomson TAتوسط 

كننـدگان بـراي درجـه        ق بـين مـشاهده    اين ترتيب كه تواف ـ   
 نــاچيز بــوده 2+ و 1+ خــوب و بــراي درجــه 3+ و صــفر
 اين نكتـه را هـم گـزارش         حاضر مانند مطالعه    ها  آن. است
 بـه عنـوان     صفر و   1+اند كه با در نظر گرفتن درجه          كرده

 )8(.شود كنندگان كم مي گروه منفي، از اختلاف بين مشاهده
دي موارد به عنـوان منفـي و        بن  اين كاهش اختلاف با گروه    

 و همكـاران نيـز ذكـر شـده     Chih-Yi-Hsuمثبت در مطالعـه   
 Lacroix-Triki در يك مطالعه مولتي سنتريك توسط )9(.است

 سطح توافـق    2+و همكاران كاپاي كلي خوب بود، ولي گروه         
ناچيز نشان داده بود كه اين موضوع ماننـد مطالعـه حاضـر             

ديگــري كــه بــراي بررســي  در چنــد مطالعــه )10(.باشــد مــي
 انجام شده است، HER2 براي IHCپذيري تفسير نتايج  تكرار

  )11-13(.نيز سطح توافق قابل قبول تا كامل بوده است
طور كه ذكر شد مقادير كاپـاي مختلفـي بـراي             همان

كنندگان در مطالعـات قبلـي گـزارش          توافق بين مشاهده  
ه در  دسـت آمـد     شده است كه اكثراً بهتـر از مقـادير بـه          

توانـد    دليـل ايـن موضـوع مـي       . باشـد   مطالعه حاضر مي  
بادي به كـار    اختلاف در جمعيت مورد مطالعه، نوع آنتي      
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بنـدي مـورد اسـتفاده و نكـات           رفته، نوع سيستم درجـه    
در مــورد جمعيــت مــورد مطالعــه يــك  . تكنيكــي باشــد

 در آن   HER2فاكتور مهم، توزيع سطوح مختلـف بيـان         
 كـه چنـدين مطالعـه نـشان         طـور   همان. باشد  جمعيت مي 

كنندگان مربـوط بـه       اند، كمترين توافق بين مشاهده      داده
باشــد و درصــد   مــيHER2هــاي وســطي بيــان  گــروه

گيرنـد، روي توافـق       مواردي كه در اين قسمت قرار مـي       
 در مطالعه حاضر با توجه به نظـر  )10(.گذارد كلي اثر مي 

 قـرار   2+چهـارم مـوارد در گـروه           حـدود يـك    ،اجماعي
هـاي    رفتند، كه بيش از مـوارد ذكـر شـده در گـزارش            گ

در هــر حــال، در مطالعــه حاضــر فراوانــي . قبلــي اســت
چون .  قابل بررسي نبود   HER2واقعي بيان بيش از حد      

FISH              به عنـوان يـك روش مرجـع بـراي مقايـسه، يـك 
  .ران است و در دسترس نبود خاص و گ تكنيك

بنـدي مـورد اسـتفاده        موضوع ديگر، معيارهاي درجه   
 HER2توسط مؤلفين مختلـف بـراي تفـسير سـطح بيـان            

ــي ــد مـ ــستم  . باشـ ــر از سيـ ــه حاضـ  DAKOدر مطالعـ
)اسـتفاده شـد كـه بـراي افتـراق          ) ركاربردترين سيـستم  پ

هـاي مثبـت را در نظـر           تعـداد سـلول    ،3+ و   2+هاي    درجه
پـذيري قـرار    دت رنگگيرد، بلكه تنها وجه افتراق را ش  نمي
دهد كه بسيار سابژكتيو است و منجر به اختلاف نظـر             مي

 از  2+در عين حـال، تمـايز       . شود  كنندگان مي   بين مشاهده 
 خيلي مهـم اسـت، چـون تنهـا بيمـاراني تحـت درمـان                3+

 3+گيرند كه تومورشان در گـروه         تراستوزوماب قرار مي  
ا در تـري ر    بعضي مطالعات ديگـر، جزئيـات اضـافه       . باشد

انـد كـه      بنـدي لحـاظ كـرده و نـشان داده           معيارهاي درجه 
هــاي مثبــت باعــث بهبــود  تركيــب كميــت و كيفيــت ســلول

ها نيز از آنـاليز        بعضي سيستم  )10و9(.شود  تكرارپذيري مي 
انـد و بـه نتـايج بهتـري          تصويري كامپيوتري كمك گرفتـه    

ــيده ــستم   رس ــن سي ــي اي ــد، ول ــه   ان ــترس هم ــا در دس ه
ند و بــراي كارهــاي روزانــه عملــي  هــا نيــست آزمايــشگاه

  )18(.نيستند
 است كه يكـي     IHC مشكلات تكنيكي    ،نكته مهم ديگر  

ــرار   ــاهش تك ــل ك ــر    از عوام ــه حاض ــذيري در مطالع پ
ــادي  . باشــد مــي درواقــع در مطالعــه حاضــر مقــدار زي
ها وجود داشت كه منجر  پذيري سيتوپلاسمي سلول رنگ

ايـن  . دش  پذيري غشايي واقعي مي     به پوشيده شدن رنگ   
ترين عامل اختلاف در  اين مطالعه احتمالاً مهم  مشكل در 
  اگرچــه افتــراق مــوارد منفــي. باشــد نتــايج مــي تفــسير

سطح تـوافقي قابـل قبـول       ) 3+و  + 2(از مثبت   ) 0 و   1(+
. خوب نبـود  + 3از  + 2و  + 1داشت، ولي افتراق صفر از      

 خيلـي مهـم     3+ از   2+طور كه قبلا ذكر شد افتراق         همان
عين حال مستعد به سابژكتيوي زيادي است كه        ولي در   

پذيري سيتوپلاسمي مشكلات بيـشتري       در حضور رنگ  
+ 1در افتراق درجه صفر از      . آيد  در اين افتراق پيش مي    

 بود، چون تنها     نيز در مطالعه حاضر اختلاف نظر شايع      
ــي    ــدا م ــم ج ــن دو را از ه ــه اي ــاري ك ــداد   معي ــد تع كن

ايي دارنـد و تعيـين      پذيري غش   هايي است كه رنگ     سلول
پـذيري سيتوپلاسـمي       براي آن در زمينه رنـگ      %10حد  

ــواحي     ــه نـ ــي كـ ــصوص وقتـ ــه خـ ــود؛ بـ ــشكل بـ   مـ
. پذيري غـشايي كوچـك و غيرمـداوم بودنـد           داراي رنگ 

 اهميـت   1+ين صـفر و     ولي در هـر صـورت اخـتلاف ب ـ        
  .باليني ندارد

 اسـتفاده از    IHCيكي از ملاحظـات مهـم در تكنيـك          
نفي است و عدم استفاده از اسلايد       هاي مثبت و م     كنترل

 يـك عامـل     ،كنترلي براي هر مـورد در مطالعـه حاضـر         
پـذيري غيريكنواخـت كـه در         رنگ. ساز ديگر بود    مشكل

بعضي از موارد مطالعه حاضر وجود داشت، نيز منجـر       
بــه ســابژكتيوي و در نتيجــه اخــتلاف نظــر در تخمــين  

موضـوع ديگـر ايـن اسـت كـه          . كميت ناحيه مثبـت شـد     
نـواحي  . بندي بايد در نواحي معرف تومور باشـد         جهدر

له شده و     ها و نواحي    اند، مثل كناره    كه خوب حفظ نشده   
ــت ــي مــي  آرتفك ــد باعــث اخــتلاف در   هــاي حرارت توانن

  . تفسيرها شوند
 IHCيك راهنماي توصـيه شـده بـراي تفـسير نتـايج             

بنـدي در جـزء        اين است كه بررسي و درجه      HER2براي  
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 كه  رسد  نظر مي   به. دنجزء درجا انجام شو   مهاجم و نه در     
ثر ين مورد ممكن است يكـي از عوامـل مـؤ          عدم توجه به ا   

  .در اختلاف نتايج باشد
فاكتورهاي ديگر منجر بـه تغييرپـذيري نتـايج كـه در            

 اشـاره شـده اسـت عبارتنـد از          هـا   آنمطالعات ديگـر بـه      
هاي توموري و      سلول %30پذيري ضعيف در بيش از        رنگ
  .ي غشايي ناكامل به طور وسيعپذير رنگ

توافق در دو بار توسط يك نفر نيز در چند مطالعـه            
ها بـه سـطوح قابـل          همه آن  )12 و 7،11(.بررسي شده است  

 و Rodriguez در مطالعــه .انــد  قبــول توافــق رســيده  
 و )12()1 و 87/0كاپـا  (همكاران توافق تقريباً كامـل بـود    

وافق قابل قبول  و همكاران سطح تSantinelliدر مطالعه 
 ولي مطالعه  )11().89/0 تا   6/0كاپا  (دست آمد    تا كامل به  

يك توضيح قابل دفـاع     . حاضر توافق متوسط نشان داد    
ــراي     ــسه ب ــك جل ــه حاضــر ي ــه در مطالع ــن اســت ك اي

بنــدي بــين دو بــار  اســتاندارد كــردن معيارهــاي درجــه
اين جلسه اگرچه كه بار . مشاهده اسلايدها وجود داشت

 بهبود در توافق بين هر پاتولوژيست با نظـر          دوم باعث 
 ولي از طرف ديگر باعث شد كه توافـق در           ،اجماعي شد 

دو بار مشاهده توسط هر پاتولوژيست كـم شـود و در            
 ،علاوه بـر آن   . حد متوسط و نه در حد قابل قبول باشد        

فاكتورهاي مؤثر در اختلاف نتايج در مورد توافق كلـي          
بالا ذكر شدند، در اينجا نيز      كنندگان كه در      بين مشاهده 

  .ثير داشتندتأ
كلونال ضـد     بادي خرگوشي پلي    در اين مطالعه از آنتي    

HER2   انساني DAKO     با شـماره A0485    اسـتفاده شـد  .
. آمــد  نتــايج بهتــري بــه دســت مــيHerceptestشــايد بــا 

Herceptest         اولين تست باليني مـورد تأئيـد ،FDA   بـراي 
هـاي    هـا و روش      است و معـرف    HER2بررسي وضعيت   

  )9(.استاندارد دارد
 طبق نظر حاضردر پايان بايد ذكر شود كه در مطالعه 

كـه بـيش از     ) 2+ و   3(+ موارد مثبـت بودنـد       %38اجماعي  
اين نسبت بالا در    . باشد  نسبت مثبت در مطالعات ديگر مي     

يك مطالعه انجام شده ديگر در ايـران نيـز گـزارش شـده              
ييد يا   براي تأ  FISHتفاده از    مطالعات ديگر با اس    )19(.است

  .رد اين موضوع مورد نياز است
 عـدم . 1:  از نـد هاي اين مطالعـه عبـارت بود       تمحدودي

جــع بــراي  بــه عنــوان يــك روش مرFISHدسترســي بــه 
پذيري در بعضي از اسـلايدها       عدم كفايت رنگ  . 2مقايسه  

  .موجود نبودن اطلاعات كامل بعضي از بيماران. 3و 
  
  گيري نتيجه

كـه همـان    (پـذيري      نشان داد كه تكـرار     حاضرعه  مطال
بــراي بررســي ) باشــد مــيكننــدگان  توافــق بــين مــشاهده

 در سرطان مهاجم پستان بـا اسـتفاده از          HER2وضعيت  
IHC  كار بـردن معيارهـاي        و بهDAKO      در حـد متوسـط 

ــت ــي     . اس ــت و منف ــت مثب ــين حال ــراق ب ــراي افت ــي ب ول
  .است) در حد قابل قبول(پذيري بهتر  تكرار

ــرار  ــود تكــ ــراي بهبــ ــايج   بــ ــسير نتــ ــذيري تفــ پــ
  :گردد پيشنهاداتي ارائه مي ،HER2/neuايمنوهيستوشيمي 

 تعـداد مـوارد بيـشتر در ايـن          مطالعات بيشتر و بـا    ) 1
  زمينه
، كاليبراسـيون   IHC هـاي   استاندارد كردن پروتكـل   ) 2
IHC   با FISH     هاي   كنترل و كنترل  ، استفاده از اسلايدهاي

  اي خارجي دوره
  ،رعايت كامل راهنماها) 3
  ،هاي آموزشي مداوم  برنامه) 4
استاندارد كردن معيارهاي قضاوت بـا اسـتفاده از         ) 5

  ،هاي رنگي  كنفرانس و اطلس-اسلايد
طـور    توسط دو نفر يا بيشتر به      IHCارزيابي نتايج   ) 6

  ،مستقل و بررسي بيشتر در موارد ناهمخوان
ييدي ت تأ ي مياني و موارد متناقص يك تس      ها  گروه) 7
  ، داشته باشدFISHمثل 
 در يك آزمايـشگاه معتبـر       HER2 براي   IHCانجام  ) 8

انجام شود و تفسير آن توسط شـخص آمـوزش ديـده و             
  .خبره باشد
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Interpretation of Immunohistochemistry Results of HER2/neu 
Expression in Invasive Breast Cancer: Evaluation of Interobserver 

and Intraobserver Agreement  

  
*M. Kadivar, MDI        P. Askarzadeh, MDII        N. Shayanfar, MDIII 

A.R. Sadeghipour, MDIV          M. Bahraminejad, MDV 
  
  
 

Abstract 
Background and Aim: The accurate determination of HER-2 in invasive breast cancer has become a 

critical issue, particularly in context of the results of Herceptin adjuvant therapy. The aim of this study 
was to evaluate inter- and intraobserver reproducibility of assessment of HER2/neu immunostaining in 
invasive breast cancer 

Materials and Methods: This study was cross sectional and the convenience sampling method was 
applied. IHC for HER2/neu was performed on 107 archival invasive breast carcinoma tissues. Protein 
overexpression was scored independently by 4 pathologists using the criteria recommended by DAKO (0 to 3+ 
reflecting the intensity and pattern of the immunohistochemical signal present in 10% or more of tumor 
cells.). After a session in order to train for better evaluation and standardization of the scoring criteria, the 
samples were evaluated for the second time. A minimum of two months elapsed between the two 
examinations. The discrepancies in scoring results were reviewed by the 4 observers using a multihead 
microscope to obtain consensus. The inter- and intraobserver agreements were calculated by kappa statistics.  

Results: Complete agreement was achieved in 33 (31%) and 40 (37%) of 107 cases in the first and 
second examinations, respectively. Generally, interobserver agreement was moderate (Kappa=0.44 in the 
first examination and 0.51 in the second one), with intermediate categories (1+, 2+) showing fair agreement 
and extreme categories (0, 3+) showing moderate agreement. Intraobserver agreement was also moderate 
(from the minimum kappa=0.55 to the maximum of 0.60). Considering three groups as negative (0/1+), 
weakly positive (2+) and strongly positive (3+), interobserver agreement improved but still staying in the 
moderate level (kappa=0.54 and 0.60 in the first and second time, respectively) with score 2+ group showing 
the least level of agreement. However, with dividing the cases into two groups as negative (0/1+) and 
positive (2+/3+), interobserver agreement improved to substantial level (kappa=0.68 and 0.75 in the first 
and second time, respectively).Also, with this consideration, intraobserver agreement improved to substantial 
level (0.71 to 0.84). By consensus there were 42 cases (39.2%) that were scored 0, 19 cases (17.8%) scored 
1+, 27 cases (25.2%) scored 2+, and 11 cases (10.3%) scored 3+. For 8 cases (7.5%) no consensus was 
achieved; in 6 of them the problem was placing them into 2+ or 3+ category  and in 2 cases the problem was 
placing them into 0 or 1+ category. 

Conclusion: Our study showed that reproducibility (interobserver agreement) is moderate for 
evaluation of HER2 status in invasive breast carcinoma by IHC using DAKO criteria. However, for 
discrimination between negative and positive state, reproducibility (that is in substantial level) is better. 

 
Key Words:1) HER2/neu      2) Interobserver agreement      3) Invasive breast cancer 
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