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Введение
Цитологическая лаборатория может предложить 

клиническому специалисту и пациенту гораздо больше, 
чем традиционная цитоморфологическая диагностика. 
И  это не  только жидкостная цитология, постепенно 
занимающая в России свою нишу как скрининговый 
(для рака шейки матки) и вспомогательный диагно-
стический метод, но  и  связанные с  ее применением 
дополнительные возможности: в первую очередь им-
мунохимия и молекулярные исследования. Это также 
и технология клеточных блоков, существующая в раз-
ных модификациях и активно осваиваемая как цито-
логами, так и  патологоанатомами. Злокачественные 
серозные выпоты – поистине неисчерпаемый ресурс 
для изучения индивидуального фенотипического пор-
трета опухоли, определения предиктивных биомар-
керов, создания биобанков и клеточных культур.

Цель обзора – систематизация актуальной инфор-
мации о возможностях рутинной цитологической де-
ятельности и освещение перспективных методов ра-
боты с  выпотными жидкостями в  онкологической 
практике.

Цитологический материал является не только ос-
новой морфологической диагностики на  клеточном 
уровне, но и бесценным источником для изучения раз-
ных биомаркеров [1]. При выявлении злокачественной 
опухоли применение дополнительных методов иссле-
дования для уточнения ее фенотипического портрета, 
факторов предикции и прогноза уже стало повседнев-
ной практикой в крупных онкологических учреждени-
ях. Причем, в зависимости от задачи, можно исполь-
зовать и приготовленный традиционными методами 
материал в виде мазков или цитоспиновых препаратов, 
и материал жидкостной цитологии (ЖЦ), и срезы кле-
точных блоков (КБ). Все эти методы дополняют друг 
друга и расширяют возможности цитологической ла-
боратории [2]. Так, виалы для ЖЦ за счет спиртосодер-
жащей консервирующей среды позволяют сохранять 
материал в  холодильнике до  нескольких месяцев. 
А КБ, которые могут быть приготовлены как из свеже-
го образца (пунктата, аспирата и  т. д.), так и  из  оса-
жденного содержимого виалы для  ЖЦ, позволяют 
обеспечить бессрочное хранение, что  бесценно 
для проспективного и ретроспективного изучения ин-
дивидуальных характеристик опухоли [3].

При работе с клеточными суспензиями в лабора-
тории должна быть предусмотрена возможность гиб-
кого подхода к их обработке, так как, с одной стороны, 
разнообразие преаналитических факторов (методик 
приготовления, фиксации и окрашивания препаратов) 

ограничивает возможности стандартизации протоко-
лов для вспомогательных методов исследования на ци-
тологическом материале [4], а с другой, материал име-
ет вариабельный объем и  клеточность, что  делает 
изготовление тех же КБ не всегда выполнимым.

Клеточные блоки
О достоинствах КБ в отечественной и зарубежной 

научной литературе уже сказано немало, и если кратко 
резюмировать основные, то это:

• возможность бессрочного архивирования цитоло-
гического материала;

• применение дополнительных методов диагностики 
[иммунохимия, флуоресцентная гибридизация 
(fluorescence in situ hybridization, FISH), полимераз
ная цепная реакция (ПЦР), секвенирование и др.].
В России эта методика приобретает все бóльшую 

популярность, особенно в последнее десятилетие [5–7]. 
Эволюция цитологической диагностики и постоянный 
поиск оптимальных вариантов взаимодействия с «ка-
призным» материалом способствовали появлению 
множества разных сред для КБ – от «подручных» же-
латина, агара и плазмы-тромбина до готовых решений, 
в том числе автоматизированных (AgarCyto, HistoGelТМ, 
Shandon Cytoblock KitТМ, CellientТМ Cell Block System 
и др.) [7–16].

Однако коммерческие наборы для приготовления 
КБ не всегда доступны, некоторые из таких методик 
трудоемки и в итоге оказываются экономически неэф-
фективны. Кроме того, наиболее конкордантные ре-
зультаты для иммунохимических (ИХ) и молекулярно-
генетических исследований можно получить на  тех 
КБ, протоколы приготовления которых максимально 
приближены к  гистологическим (FFPE  – formalin-
fixed paraffin-embedded tissue blocks, фиксированные 
формалином и заключенные в парафин образцы). То 
есть с точки зрения стандартизации идеальный КБ – 
тот, который приготовлен методом фиксации клеточ-
ного осадка в 10 % забуференном формалине. Но на 
практике добиться формирования сгустка таким мето-
дом не всегда удается.

Решить эту проблему, помимо желирующих аген-
тов, может спиртоформалиновая смесь (СФС), кото-
рая готовится из расчета: на 9 частей 90 % этилового 
спирта 1 часть 10 % забуференного формалина (рис. 1, а). 
Для  приготовления КБ образец выпотной жидкости 
необходимо осадить в центрифужной пробирке (на ско-
рости 1500 об / мин в течение 10 мин, либо 2400 об / мин 
в течение 5 мин), затем удалить супернатант (рис. 1, б, в). 
К  осадку объемом не  менее 200 мкл добавить СФС 
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из расчета: на 4 части СФС 1 часть осадка. Тщательно 
перемешать, оставить на 1 ч (рис. 1, г). Пробирку по-
вторно центрифугировать на  скорости 1500 об / мин 
в течение 10 мин, удалить супернатант (рис. 1, д, е). 
К осадку добавить забуференный 10 % формалин.

Оставить фиксироваться минимум на 6 ч для фор-
мирования плотного сгустка (рис. 1, ж). В оригиналь-
ной статье K. M. Desai и соавт. [17] предлагаемое время 
фиксации в формалине – 12 ч, после чего осуществля-
ется протокол гистологической проводки. Однако 
в случае, если к моменту добавления формалина сгу-
сток уже сформировался, это время можно сократить 
при условии, что КБ будет фиксироваться в формали-
не не  менее 6 ч. Далее поместить сгусток в  кассету 
для гистологической проводки (по протоколу малых 
биопсий (рис. 1, з). При необходимости использовать 
специальные прокладки.

Протокол гистологической проводки КБ, рекомендо-
ванный в оригинальной статье (каждый этап – 45 мин):

• 90 % метанол;
• 100 % метанол (×2);
• ацетон;
• ксилол (×2);
• залить материал в парафин;
• выполнить серийные срезы толщиной 4 мкм;
• окрасить срезы гематоксилином и эозином.

Воздействие спирта на цитологический материал, 
как отмечено в некоторых публикациях, может повли-
ять на  качество ИХ-реакций, что  требует валидации 
протокола КБ в каждой конкретной лаборатории [18].

Иммунохимия
Серозный выпот при диссеминированной злока-

чественной опухоли, как правило, – богатый материал 
для уточнения ее гистогенеза, определения гормональ-
ного статуса (например, при раке молочной железы, 
тела и  придатков матки) и предиктивных маркеров, 
актуальность анализа которых очевидна по  мере 

Рис. 1. Приготовление клеточного блока с помощью спиртоформалиновой фиксации. Подробное описание см. в тексте

Fig. 1. Preparation of a cell block by means of formalin-alcohol fixation. See text for detailed description
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появления новых таргетных препаратов и  развития 
иммунотерапии.

В частности, для некоторых вариантов карцином, 
например, рака легкого, терапией первой линии явля-
ются селективные ингибиторы тирозинкиназы или 
ингибиторы контрольных точек иммунного ответа 
(чекпойнт-ингибиторы), успешно определяемые им-
муногистохимически. Таким образом, изучение имму-
нохимического профиля метастатической опухоли 
позволяет клиницисту скорректировать прогноз и ле-
чение, а пациенту дает перспективу получения эффек-
тивной терапии либо включения в клинические иссле-
дования.

Рассмотрим несколько наиболее актуальных 
для цитолога ситуаций на практических примерах.

Определение предиктивных 
биомаркеров на материале КБ 
при распространенном 
немелкоклеточном раке легкого
В  лабораторию поступает плевральная жидкость 

от пациентки, 84 лет, с подозрением на карциному яич-
ников, множественными образованиями в легких, 
правосторонним гидротораксом. В  цитологическом 
материале выявлены клетки метастатической адено-
карциномы (рис. 2, а). Препараты клеточные, объем 
выпота составляет 800 мл, что позволяет приготовить 
КБ (рис. 2, б). На материале КБ выполнено иммуно-
гистохимическое (ИГХ) исследование, демонстриру-
ющее в клетках опухоли следующие реакции: СК7+, 
PAX8-, GATA-3-, ER-, TTF-1-, Napsin A+ (рис. 2, в–з), 
что дает возможность диагностировать метастаз адено-
карциномы легкого.

Поскольку у пациентки выявлен распространен-
ный немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ), следую-
щим этапом материал КБ отправляется на молекуляр-
но-генетическое исследование для  тестирования 
на наиболее распространенные мутации в генах EGFR, 
BRAF, KRAS и HER2 методом ПЦР (в данном клини-
ческом наблюдении патологических аберраций не об-
наружено).

Также параллельно ИГХ-методом был оценен уро-
вень экспрессии PD-L1 для определения перспектив 
иммунной терапии (рис. 3).

Трансмембранный белок PD-L1 в норме экспрес-
сируется многими типами клеток и связывается с со-
ответствующим рецептором иммунокомпетентных 
клеток (PD-1), подавляя иммунный ответ и ошибоч-
ное разрушение клеток организма-хозяина. Опухоле-
вые клетки используют этот механизм для ускользания 
от  иммунного ответа. Уровень экспрессии PD-L1 
в клетках опухоли во многом определяет успешность 
ответа на иммунотерапию, блокирующую образование 
комплекса PD-1 / PD-L1. В настоящее время сущест-
вует несколько валидированных клонов антител к PD-L1 
для ИГХ-тестирования; оценка экспрессии РD-L1 мо-

жет проводиться на опухолевых клетках и / или окру-
жающих иммунных клетках. Выбор тест-системы 
и алгоритм подсчета зависит от типа опухоли и тар-
гетного препарата, который планируется назначить 
пациенту.

В отношении НМРЛ эффективность иммунотера-
пии определяется экспрессией PD-L1 именно в опу-
холевых клетках, что делает возможной оценку марке-
ра на  цитологическом материале. Подсчитывается 
Tumor proportion score (TPS) – отношение позитивно 
окрашенных опухолевых клеток к  их  общему числу 
(для  подсчета необходимо не  менее 100 опухолевых 
клеток). Результат иммунохимического тестирования 
считается позитивным при наличии полного или ча-
стичного мембранного окрашивания любой степени 
интенсивности. Например, для назначения пациенту 
иммунопрепарата пембролизумаба (Китруда®) в каче-
стве монотерапии первой линии пороговое значение 
TPS должно составлять не менее 50 %.

Также необходимо помнить, что в выпотных жидко-
стях зачастую присутствуют физиологически PD-L1‑по
зитивные макрофаги, поэтому интерпретировать экс-
прессию этого белка следует с осторожностью.

Вместе с тем пока немногочисленные публикации 
показывают высокую сопоставимость в оценке резуль-
татов PD-L1‑тестирования на гистологическом мате-
риале и КБ [19–21]. Цитологические препараты (тра-
диционные и жидкостные) также могут использоваться 
в этих целях, что, однако, требует дальнейшей валида-
ции ввиду менее отчетливого окрашивания мембран 
опухолевых клеток [22–24].

Наряду с  результатами ПЦР-тестирования, им
муногистохимически также были определены ALK- 
и ROS1‑статус опухоли (в данном наблюдении ALK-ста-
тус оказался негативным, а ROS1‑статус – позитивным, 
ввиду чего назначена терапия кризотинибом).

Рецепторные тирозинкиназы ROS1 и ALK акти-
вируются при разных карциномах, в том числе и при 
НМРЛ (частота выявления транслокаций с участием 
гена ROS1 составляет 1–2 %, с участием гена ALK – 
5 %) [25–27]. Показана высокая эффективность тар-
гетных препаратов-ингибиторов тирозиновых киназ, 
поэтому тестирование на  перестройки ROS1 и  ALK 
для таких пациентов является обязательным [28].

Для ROS1‑тестирования ИГХ-исследование счита-
ется экономически более предпочтительным, однако 
рекомендовано только в качестве скринингового теста, 
требующего при положительном результате подтверж
дения с помощью «золотого стандарта» (FISH, real-time 
ПЦР или  РНК-секвенирования нового поколения). 
Такой подход обусловлен гетерогенностью экспрессии 
ROS1 в опухолевых клетках с данной транслокацией 
и высокой частотой ложноположительных результатов 
[26, 29, 30]. Однако есть немало публикаций, сообща-
ющих о 100 % сопоставимости результатов ROS1‑тес
тирования, проведенного иммуногистохимическим 
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Рис. 2. Плевральная жидкость пациентки, 84 лет, с подозрением на карциному яичников, множественные образования в легких, правосторонний 
гидроторакс: а – традиционный цитологический препарат, окраска по Маю–Грюнвальду–Гимзе, ×400: комплекс клеток метастатической 
аденокарциномы; б – клеточный блок (КБ), приготовленный на основе агара, окраска гематоксилином и эозином, ×400: комплекс клеток мета-
статической аденокарциномы; в – иммуногистохимическое (ИГХ) исследование на материале КБ: умеренно выраженная мембранно-цитоплаз-
матическая экспрессия СК7 в клетках опухоли, ×400; г–ж – ИГХ-исследование на материале КБ: отсутствие экспрессии PAX8, GATA-3, ER 
и TTF-1 в клетках опухоли, ×400; з – ИГХ исследование на материале КБ: выраженная цитоплазматическая экспрессия Napsin A в клетках 
опухоли, ×400

Fig. 2. Pleural fluid of an 84‑year-old patient with a suspected ovarian carcinoma; multiple lesions in the lungs, right-sided hydrothorax: a – conventional 
cytology preparation, May–Grünwald–Giemsa stain, ×400: metastatic adenocarcinoma cell complex; б – agar-based cell block, hematoxylin and eosin stain, 
×400: metastatic adenocarcinoma cell complex; в – cell block (CB) immunohistochemistry (IHC): moderate membrane-cytoplasmic expression of CK7 in tumor 
cells, ×400; г–ж – CB IHC: absence of PAX8, GATA 3, ER and TTF 1 expression in tumor cells, ×400; з – CB IHC: marked cytoplasmic expression of Napsin A  
in tumor cells, ×400
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и другими молекулярно-генетическими методами как 
на цитологическом материале, так и на КБ [31–33].

При  оценке экспрессии ROS1, как  и  в  случае 
с PD-L1, важно учитывать возможную физиологиче-
скую экспрессию, в частности, в активированных аль-
веолоцитах II типа и макрофагах.

В отношении ALK-тестирования, напротив, стан-
дартом является именно иммунохимия (и, в частности, 
тест-система Ventana ALK, клон D5F3), поскольку до-
казана высокая сопоставимость ее результатов с FISH, 
ранее считавшимся эталонным методом [28]. Но по-
скольку и тот, и другой методы могут давать ложнопо-
ложительные и  ложноотрицательные результаты, 
по  возможности рекомендуется использовать оба 

варианта тестирования. Многочисленные исследова-
ния показывают, что для ALK-тестирования наравне 
с гистологическим материалом могут использоваться 
и  КБ, и  цитологические препараты  – конкордант-
ность в  выявлении транслокаций ALK достигает 
100 % [34–37].

Среди мишеней для таргетной терапии, вызыва
ющих научный и практический интерес, можно также 
выделить опухоли с  мутациями изоформ гена NTRK 
(NTRK1, NTRK2, NTRK3), кодирующего тропомиози-
новый киназный рецептор (TRK). Перестройки NTRK 
встречаются и в НМРЛ, и в колоректальных карцино-
мах с  KRAS-мутациями; кроме того, уже существу-
ет  одобренный FDA (Food and Drug Administration, 

Рис. 3. Определение уровня экспрессии PD-L1и ROS-1 при распространенном немелкоклеточном раке легкого в плевральной жидкости. Резуль-
таты таргетной терапии кризотинибом: а – ИГХ-исследование на материале КБ: позитивная мембранная экспрессия PD–L1 (тест-система 
SP263, Ventana) более чем в 50 % опухолевых клеток; б – ИГХ-исследование на материале КБ: позитивная экспрессия ROS-1 (клон D4D6, Cell 
Signaling Technology); в, г – результаты компьютерной томографии с разницей в 5 мес: положительная динамика на фоне терапии кризотини-
бом, назначенным в связи с позитивным ROS-1 статусом

Fig. 3. Determination of the level of PD L1 and ROS 1 expression in advanced non-small cell lung cancer in pleural fluid. Results of target therapy with 
crizotinib: a – CB IHC: positive membrane expression of PD L1 (SP263 test system, Ventana) in more than 50 % of tumor cells; б – CB IHC: positive expression 
of ROS 1 (clone D4D6, Cell Signaling Technology); в, г – results of computed tomography 5 months apart: positive response to treatment with crizotinib 
prescribed due to positive ROS 1 status
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Управление по санитарному надзору за качеством пи-
щевых продуктов и медикаментов в США) препарат, 
воздействующий на  любые варианты TRK-позитив-
ных карцином [38]. Как и в случае с ROS1, ИГХ-тести-
рование с  антителом pan-TRK следует использовать 
лишь на скрининговом этапе [39, 40]. Поскольку есть 
данные о ложноотрицательных результатах, ИГХ-ре-
акции следует подтверждать с помощью РНК-секве-
нирования нового поколения (NGS) [41]. А вот эффек-
тивность иммунохимического окрашивания 
с  помощью pan-TRK на  цитологическом материале 
в настоящее время изучена недостаточно.

Наряду с  уровнем экспрессии PD-L1, особенно 
для  колоректального рака и  других аденокарцином, 
отбор пациентов для  иммунотерапии определяется 
микросателлитной нестабильностью опухоли (MSI), 
которая является следствием потери белков репарации 
ошибочно спаренных нуклеотидов (MMR): PMS2, 
MLH1, MHS2, MHS6 [42, 43].

Наиболее удобным и экономически оптимальным 
вариантом тестирования является ИГХ-тестирование, 
однако «золотым стандартом» принято считать прямое 
секвенирование или мультиплексную ПЦР. О микро-
сателлитной нестабильности опухоли свидетельствует 
одновременная потеря пары белков PMS2 и  MLH1 
либо пары MSH2 и MSH6 [44]. В отношении КБ и ци-
тологического материала в данный момент по MMR-
тестированию надежных рекомендаций нет.

По мере накопления научных знаний о механизмах 
развития онкологических заболеваний неуклонно рас-
тет и список потенциально предиктивных иммунохи-
мических маркеров. К ним можно отнести, например, 
ARID1A [45], кодируемый одноименным геном-опу-
холевым супрессором – мутации ARID1A особенно рас-
пространены при уротелиальной карциноме (до 20 %) 
и светлоклеточной карциноме яичников (50 %).

Недостаточность ARID1A является перспективной 
мишенью для противоопухолевой терапии ингибито-
рами контрольных точек иммунного ответа и корре-
лирует с  лучшим ответом в  комплексе, например, 
с химиотерапией гемцитабином или с антиоксидантом 
глутатионом [46, 47].

В  отдельных публикациях при  изучении потери 
экспрессии ARID1A была показана высокая сопоста-
вимость ИХ-реакций на цитологическом и гистологи-
ческом материале, поэтому он может служить полезным 
предиктивным маркером, особенно для метастатичес-
ких выпотов при карциномах яичников [48].

Определение HER-2 и рецепторного 
статуса на материале КБ 
при распространенном раке 
молочной железы
В  лабораторию поступает плевральная жидкость 

от пациентки, 56 лет, получавшей комбинированное 
лечение по поводу карциномы правой молочной же-

лезы (люминальный тип В). Совокупно с богатым ци-
тологическим материалом (рис. 4, а) получен и запрос 
от онколога: установить гормональный и HER2‑статус 
метастатической опухоли для определения дальней-
шей тактики лечения.

На материале КБ (рис. 4, б) выполнено ИГХ-ис-
следование, подтверждающее диссеминацию рака 
молочной железы по  плевре: СК7+, маммаглобин+, 
GCDFP-15+ (рис. 4, в–д). Вторым этапом проводится 
оценка экспрессии рецепторов к эстрогену (ER), рецеп-
торов к  прогестерону (PR) и  онкопротеина с-erbB-2 
(HER2 / neu) (рис. 4, е, з), демонстрирующая тот же 
иммунофенотипический портрет опухоли, что и в пер-
вичном очаге.

Выраженная экспрессия белка с-erbB-2, как в дан-
ном примере, связана с амплификацией одноименно-
го гена HER2 / neu в клетках опухоли, отмечается при-
мерно в  20 % случаев карциномы молочной железы 
и ассоциирована с неблагоприятным прогнозом [49]. 
Таргетная анти-HER2 терапия применяется не только 
при раке молочной железы. Ее эффективность иссле-
дуется, например, при раке желудка, желчных протоков, 
колоректальном раке, НМРЛ, раке мочевого пузы-
ря [50]. «Золотым стандартом» в определении HER2‑ста
туса опухоли является FISH-исследование на гистоло-
гическом материале, однако для ИГХ была показана 
высокая сопоставимость результатов, что  с  учетом 
наличия четких критериев оценки реакций позволяет 
использовать этот метод в первичном звене диагности-
ки [51, 52].

Для цитолога особенно важно знать, что успешное 
определение HER2‑статуса метастатической карцино-
мы молочной железы возможно и на материале КБ [53, 
54], что подтверждает и наш собственный опыт. При 
этом обязательным требованием к объекту исследова-
ния является фиксация материала в 10 % забуферен-
ном формалине [52]. На  цитологических препаратах 
(традиционных или жидкостных) оценить экспрессию 
HER2 / neu иммунохимически сложнее ввиду отсутст-
вия стандартизации и различий в условиях пробопод-
готовки; однако в отечественной и зарубежной лите-
ратуре есть публикации, показывающие высокий 
уровень конкордантности иммуноцитохимических 
(ИЦХ) и ИГХ-реакций [55, 56]. Тем не менее, ввиду 
недостаточной изученности вопроса и низкой воспро-
изводимости результатов, в рутинной практике при
бегать к ИЦХ-исследованию не рекомендуется, а в от-
сутствие доступного гистологического материала 
предпочтение отдается FISH-исследованию на цитоло-
гическом материале [52]. В метастатических опухолевых 
очагах HER2‑статус, как правило, остается неизмен-
ным, однако, по данным литературы, вариабельность 
результатов FISH-исследования отмечается почти в 8 % 
случаев, что  может быть связано как  с  трудностями 
в  интерпретации амплификации на  цитологических 
препаратах, так и с гетерогенностью опухоли [57].
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Рис. 4. Плевральная жидкость пациентки, 56 лет. В анамнезе: рак правой молочной железы T2N0M0, люминальный тип В (Her2‑статус 3+), 
состояние после химио-, таргетной и гормональной терапии: а – цитологический препарат, приготовленный с помощью цитоцентрифуги, 
окраска по Романовскому, ×200: клетки метастатической карциномы; б – КБ, приготовленный с помощью спиртоформалиновой фиксации, 
окраска гематоксилином и эозином, ×200: комплексы клеток метастатической карциномы; в – ИГХ-исследование на материале КБ: умеренная 
и выраженная мембранно-цитоплазматическая экспрессия СК7 в клетках опухоли, ×200; г – ИГХ-исследование на материале КБ: умеренная ци-
топлазматическая экспрессия маммаглобина в части опухолевых клеток, ×200; д – ИГХ-исследование на материале КБ: выраженная цитоплаз-
матическая экспрессия GCDFP-15 в части опухолевых клеток, ×200; е, ж – ИГХ-исследование на материале КБ: отсутствие экспрессии ER и PR 
в клетках опухоли, ×200; з – ИГХ-исследование на материале КБ: выраженная мембранная экспрессия HER2 (3+) в клетках опухоли ×200

Fig. 4. Pleural fluid of a 56‑year-old patient. Medical history: right breast T2N0M0 cancer, luminal type B (HER2 status 3+), status post chemo-, target and 
hormone therapy: a – cytology preparartion made by means of cytocentrifugation, Romanowsky stain, ×200: metastatic carcinoma cells; б – cell block prepared 
by means of formalin-alcohol fixation, hematoxylin and eosin stain, ×200: metastatic carcinoma cell complexes; в – CB IHC: moderate and marked membrane-
cytoplasmic expression of CK7 in tumor cells, ×200; г – CB IHC: moderate cytoplasmic expression of mammaglobin in some tumor cells, ×200; д – CB IHC: 
marked cytoplasmic expression of GCDFP 15 in some tumor cells, ×200; е, ж – CB IHC: absence of ER or PR expression in tumor cells, ×200; з – CB IHC: 
marked membrane expression of HER2 (3+) in tumor cells, ×200
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В еще одном клиническом наблюдении с диссеми-
нацией опухолевого процесса по плевре была иссле-
дована плевральная жидкость от пациентки, 69  лет, 
с  инвазивным раком левой молочной железы G1 
в анамнезе. Онкологом был поставлен вопрос: дейст-
вительно ли это метастаз рака молочной железы и если 
да, то отличается ли он от первичной опухоли по ре-
цепторному и HER2 статусам? И материал цитоспи-
новых препаратов (рис. 5, а, б), и срезы КБ (рис. 5, в, г) 
продемонстрировали высокую клеточность, с харак-
терными для  метастатического поражения серозных 
оболочек рака молочной железы шаровидными струк-
турами.

По нашему опыту, в подобной ситуации (при от-
сутствии уверенности в  источнике метастатической 

карциномы) в выпотной жидкости оптимально прово-
дить иммунохимическое исследование в  два этапа. 
Таким образом, на первом этапе подтверждается ги-
стогенез опухоли: СК7+, СК20-, TTF-1-, маммагло-
бин+, что соответствует карциноме молочной железы 
(рис. 6, а–г). Затем определяется уровень экспрессии 
ER, PR, HER2. Опционально возможно определение 
и маркера пролиферативной активности Ki-67 [56, 58] 
с прогностической целью (подобный запрос также мо-
жет поступить от лечащего врача), однако количест-
венный подсчет следует проводить только при нали-
чии четкого структурообразования в  препарате 
во  избежание некорректной трактовки физиоло
гически позитивных ядер доброкачественных клеток 
(элементов воспаления и  мезотелия). В  данном 

Рис. 5. Плевральная жидкость пациентки, 69 лет, с канцероматозом плевры в анамнезе: гистологически верифицированный инвазивный рак 
левой молочной железы неспецифицированного типа, I степени злокачественности (2+2+1) по Ноттингемской системе. При ИГХ-исследовании: 
ER: TS=8 баллов, PR: TS=5 баллов (по системе Allred), Her-2 / neu: отсутствие четкой мембранной экспрессии (0), Ki-67≈35 %: а, б – цитоло-
гический препарат, приготовленный с помощью цитоцентрифуги, окраска по Романовскому, ×100–400: комплексы клеток метастатической 
карциномы; в, г – КБ, приготовленный на основе желатина, окраска гематоксилином и эозином, ×100–400: комплексы клеток метастатичес-
кой карциномы

Fig. 5. Pleural fluid of a 69‑year-old patient with pleural carcinomatosis. Medical history: histologically verified invasive left breast cancer of an unspecified 
type, Nothingham grade I malignancy (2+2+1). IHC findings: ER: TS = 8 points, PR: TS = 5 points (as per Allred score); HER2 / neu: absence of clear 
membrane expression (0), Ki 67 ≈ 35 %: а, б – cytology preparation made by means of cytocentrifugation, Romanowsky stain, ×100–400: metastatic carcinoma 
cell complexes; в, г – gelatin foam cell block, hematoxylin and eosin stain, ×100–400: metastatic carcinoma cell complexes
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Рис. 6. Плевральная жидкость пациентки, 69 лет, с канцероматозом плевры. В анамнезе: гистологически верифицированный инвазивный рак 
левой молочной железы неспецифицированного типа, I степени злокачественности (2+2+1) по Ноттингемской системе. При ИГХ-исследовании 
экспрессия ER: TS=8 баллов, PR: TS=5 баллов (по системе Allred), Her-2 / neu: отсутствие четкой мембранной экспрессии (0), Ki-67≈35 %:  
а – ИГХ-исследование на материале КБ: выраженная мембранно-цитоплазматическая экспрессия СК7 в клетках опухоли, ×400; б, в – ИГХ-
исследование на материале КБ: отсутствие экспрессии СК20 и TTF-1 в клетках опухоли, ×200; г – ИГХ-исследование на материале КБ: уме-
ренная цитоплазматическая экспрессия маммаглобина в части опухолевых клеток, ×400; д – ИГХ-исследование на материале КБ: ядерная 
экспрессия рецепторов к эстрогену ER: TS=8 баллов (по системе Allred), ×400; е – ИГХ-исследование на материале КБ: ядерная экспрессия ре-
цепторов к прогестерону PR: TS=5 баллов (по системе Allred), ×400; ж – ИГХ-исследование на материале КБ: отсутствие четкой мембранной 
экспрессии HER2 (0) в клетках опухоли, ×200; з – ИГХ-исследование на материале КБ: экспрессия маркера пролиферативной активности Ki-67 
в ядрах от 5 до 30 % клеток опухоли, ×400

Fig. 6. Pleural fluid of a 69‑year-old patient with pleural carcinomatosis. Medical history: histologically verified invasive left breast cancer of an unspecified 
type, Nothingham grade I malignancy (2+2+1). IHC findings: ER: TS = 8 points, PR: TS = 5 points (as per Allred score); HER2 / neu: absence of clear 
membrane expression (0), Ki 67 ≈ 35 %: a – CB IHC: marked membrane-cytoplasmic expression of CK7 in tumor cells, ×400; б, в – CB IHC: absence  
of CK20 or TTF 1 expression in tumor cells, ×200; г – CB IHC: moderate cytoplasmic expression of mammaglobin in some tumor cells, ×400; д – nuclear 
estrogen receptor (ER) expression: TS = 8 points (as per Allred score), ×400; е – CB IHC: nuclear progesteron receptor (PR) expression: TS = 5 points (as 
per Allred score), ×400; ж – CB IHC: absence of clear membrane expression of HER2 (0) in tumor cells, ×200; з – CB IHC: nuclear expression of Ki 67 
proliferation marker in 5 to 30 % of tumor cells, ×400
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клиническом примере результаты оценки иммунофе-
нотипа метастатической опухоли на  материале КБ 
(рис. 6, д–з) практически полностью совпали с резуль-
татами, полученными ранее на гистологическом мате-
риале из первичного очага.

При  распространении рака молочной железы 
по серозным оболочкам, в отсутствие доступного ги-
стологического образца, иммунохимическое исследо-
вание на цитологическом материале может стать един-
ственным способом установить, является ли пациент 
кандидатом на гормонотерапию. И хотя высокая сте-
пень корреляции данных показана для любого вари-
анта цитологического материала, тонкоигольных ас-
пирационных биопсий и  выпотов, на  предметных 
стеклах и срезах КБ [55, 56, 58–61], определять уровень 
экспрессии ER и PR предпочтительнее на материале 
КБ, поскольку протокол его изготовления максималь-
но приближен к гистологическому, что повышает ва-
лидность полученных результатов.

FISH
Роль FISH-исследования в диагностике злокаче-

ственных новообразований сложно переоценить. Од-
нако в силу трудоемкости процедуры и высокой стои-
мости расходных материалов и оборудования данный 
метод едва ли можно назвать рутинным. Тем не менее 
мы считаем важным осветить современный взгляд 
на возможности этого метода в оценке предиктивных 
биомаркеров.

Многие зарубежные лаборатории адаптировали 
дополнительные методы исследования к  материалу, 
фиксированному в формалине и заключенному в па-
рафин (FFPE) [3], поэтому в большинстве случаев мо-
лекулярные, ИХ  и  FISH-исследования проводятся 
и на КБ. Тем не менее для FISH более предпочтитель-
ны цитологические препараты как традиционные, так 
и жидкостные – ДНК опухолевых клеток, в силу от-
сутствия воздействия формалина, сохраняется лучше, 
позволяя более достоверно оценить количество флюо
ресцентных сигналов [62]. FISH-исследование можно 
проводить на любом материале, в том числе окрашен-
ном и использованном для ИЦХ. Если же количество 
материала ограничено, целесообразно прибегнуть 
к первоначальной оцифровке цитологического препа-
рата с  последующей прицельной (таргетной) FISH 
на том же стекле: такой подход обеспечивает наиболь-
шую эффективность метода [63].

Актуальность FISH при исследовании выпотных 
жидкостей особенно возрастает при подозрении на ме-
зотелиому: гомозиготная делеция p16 / CDKN2A (9p21) 
определяется в 56–79 % случаев мезотелиом, диагно-
стируемых в плевральных выпотах цитологически [64]; 
реакция проводится с помощью того же набора, кото-
рый применяется для диагностики уротелиальных кар-
цином (UroVysion®, Abbot Laboratories, США). Хотя 
делеция 9p21 специфична для мезотелиом, она также 

часто обнаруживается при  других типах карцином, 
например, при НМРЛ [65]. Поэтому вначале следует 
удостовериться в мезотелиальной природе опухолевых 
клеток с помощью ИХ-реакций.

Современная диагностика мезотелиомы подразу-
мевает цитологическое или гистологическое заключе-
ние, подтвержденное иммунохимически потерей экс-
прессии BRCA1‑ассоциированного белка 1 (BAP1), 
обнаруживаемой в 60–70 % мезотелиом плевры [66], 
либо упомянутой выше гомозиготной делецией 9p21 
при  соответствующей клинико-рентгенологической 
картине [64, 67]. В качестве альтернативы FISH-иссле-
дованию большой перспективой обладает иммунохи-
мический тест на  метилтиоаденозин-фосфорилазу 
(МТАФ), потеря экспрессии которой является инди-
катором делеции 9p21 (и, соответственно, малигниза-
ции процесса) в 91–100 % случаев [68–70].

Помимо мезотелиомы, FISH также может быть 
использована в диагностике неходжкинских лимфом, 
протекающих с  вовлечением плевры: исследование 
на транслокации MYC, BCL2 и BCL6 – для В-клеточ-
ных лимфом, перестройки ALK – для анапластической 
крупноклеточной лимфомы, мутация TCL1  – для 
Т-пролимфоцитарной лимфомы [71]. Кроме того, в си-
лу ограниченных возможностей ИХ, в  диагностике 
лимфопролиферативных поражений серозных оболо-
чек на материале выпотных жидкостей наиболее целе-
сообразно прибегнуть к проточной цитометрии [72].

По  сравнению с  другими молекулярно-генети
ческими методами FISH обладает преимуществом 
в изучении малоклеточных образцов (менее 100 кле-
ток). И, как уже упоминалось ранее, FISH-исследова-
ние имеет большое значение в оценке предиктивных 
генных реаранжировок: ALK, ROS1, RET и NTRK1-3; 
амплификации HER2, MET. В отношении HER2‑ста-
туса FISH-исследование является диагностическим 
стандартом и обязательно проводится при неопреде-
ленных результатах ИГХ-реакций (2+). При  невоз-
можности технического проведения FISH допустимо 
использовать методику хромогенной гибридизацией 
in situ (CISH) [54].

Молекулярная генетика
Современная молекулярная генетика в приложе-

нии к исследованию выпотных жидкостей предлагает 
цитологу множество опций: это секвенирование ново-
го поколения (NGS), секвенирование по Сэнгеру, пи-
росеквенирование, различные их подвиды и модифи-
кации. Все эти методы применимы в  диагностике 
метастатических выпотов и оценке предиктивных био-
маркеров (например, минимально необходимая па-
нель при НМРЛ включает EGFR, ALK, ROS1 и BRAF) 
[28, 73]. Основное их  ограничение  – необходимость 
в достаточном количестве опухолевых клеток. Решить 
эту задачу можно с  помощью методов обогащения 
образцов, например, одноклеточного секвенирования 
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или лазерной захватывающей микродиссекции (LCM), 
позволяющей как  отбирать опухолевые клетки, так 
и удалять контаминирующие элементы [74].

Также к  перспективным методам молекулярной 
диагностики относятся эпигенетические исследования 
(определение уровня метилирования ДНК), цифровая 
ПЦР, определение РНК злокачественных клеток и др., 
позволяющие выявлять те же предиктивные биомар-
керы в материале выпотных жидкостей с сопостави-
мой и иногда даже более высокой чувствительностью 
[75–78]. Причем для исследования подходят не только 
клеточные осадки, но и супернатант – важный источ-
ник информации о разрушенных клетках опухоли.

Еще одной интенсивно развивающейся техноло-
гией в  онкопатологии является определение ми-
кроРНК, являющихся важнейшими регуляторами 
экспрессии генов. Так, помимо рака легкого, исследо-
вание микроРНК может помочь в диагностировании 
мезотелиомы – их экспрессия выявляется и во внекле-
точных везикулах, экзосомах [79–81].

Биобанкинг, органоиды  
и клеточные культуры
Серозный выпот является питательной средой, 

что  позволяет успешно культивировать из  образцов 
метастатических выпотов линии опухолевых клеток. 
Такой подход может обеспечить всестороннее изуче-
ние молекулярно-генетического портрета опухоли 
и использовать клеточные линии в качестве объекта 
доклинических испытаний противоопухолевых препа-
ратов in vitro [82–84]. Осажденные клетки без потери 
их жизнеспособности можно хранить в холодильнике 
в течение 1–2 дней, а также замораживать или сохра-
нять в виде КБ.

Культивирование клеток ex vivo можно также уско-
рить с помощью условного репрограммирования (CR): 
совместного высевания раковых клеток с питающими 
облученными фибробластами мыши в  присутствии 

ингибитора Rho-киназы  – его можно использовать 
и для обогащения раковыми клетками образцов мочи 
и плевральных выпотов [85–88]. Подобные технологии 
позволяют создать неисчерпаемую базу для фундамен-
тальных научных и прикладных исследований.

Среди культивируемых культур особенно выделя-
ются органоиды, или сфероиды (трехмерные модели 
раковых клеток ex vivo), которые воспроизводят осо-
бенности опухолей человека, в том числе их генетиче-
скую и фенотипическую гетерогенность [89]. Это чрез-
вычайно перспективная, но  пока недостаточно 
разработанная методика, призванная обеспечить пер-
сонализированную терапию онкологических больных 
[90–92].

Более подробно методы, освещенные в этом обзо-
ре и не вошедшие в него, представлены в недавно опу-
бликованной книге, приуроченной к выходу Между-
народной классификации цитопатологии выпотных 
жидкостей 2019 г. [93].

Заключение
Выпотные жидкости  – одна из  редких разно

видностей биоматериала, которую цитолог может 
исследовать всесторонне, не ограничиваясь морфоло-
гическим заключением. Знание о  современных воз-
можностях иммунохимии, молекулярной генетики 
и рекомендованных протоколах преаналитики позво-
ляет грамотно распорядиться биологическим матери-
алом, выбрать из  дополнительных диагностических 
методов наиболее оптимальный с учетом объема и кле-
точности серозного выпота, технологических и техни-
ческих возможностей лаборатории. Злокачественные 
выпоты являются важнейшим субстратом для тести-
рования предиктивных биомаркеров при распростра-
ненном опухолевом процессе, что  дает возможность 
клиницисту получить максимум разнообразной полез-
ной информации и оптимизировать тактику лечения 
пациента.
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