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مقاله
تحقيقاتي

 Real-Time PCR مقایسه نتایج دو روش ایمونوهیستوشیمی و 
در ارزیابی ژن HER-2 در بافت سرطانی پستان

رضوان اسمعیلی1، احمد کاویانی2، محسن فروغی زاده مقدم3، نسرین عبدلی4، محمد حسین لشگری5، علی اکبر زارع6، *کیوان مجیدزاده7

چكيد‌ه
سابقه و هدف: HER-2/neu یکی از نشانگرهای پیش آگهی مولکولی عمده در سرطان پستان بوده و با توجه به دستورالعمل‌های 
تصمیم‌گیری درمان، تکثیر این ژن در روند درمان بیماران مبتلا به سرطان پستان بسیار مهم می‌باشد. رایج‌ترین روش استفاده شده 
برای تشخیص تکثیر ژن HER-2/neu ایمونوهیستوشیمی (IHC) است. نتایج غیرقابل سنجش، عدم تکرارپذیری و زمان طولانی از 
اشکالات عمده این روش بوده که محققان را بر آن داشته تا در جهت یافتن روش جایگزین مدرن بر اساس تکنیک‌های مولکولی مانند 
روش Real-Time PCR تلاش کنند. هدف از این مطالعه مقایسه تکثیر ژن HER-2/neu توسط دو روش Real-Time PCR و IHC بود.
مواد و روش‌ها: تعداد 41 نمونه بافت پارافینه با نتایج IHC مشخص، با روش Real-Time PCR مورد بررسی قرار گرفته و تعداد كپی 
ژن HER-2 در آنها اندازه گیری شد و با نتایج IHC مقایسه شد. در مواردی که نتیجه IHC دو مثبت گزارش شده بود، نمونه مربوطه 

با تست FISH ارزیابی گردید. ضریب Phi Cramer’s V و آزمون Fisher’s Exact برای آنالیز‌های آماری مورد استفاده قرار گرفت.
یافته‌ها: در مجموع نتایج حاصل از Real-Time PCR نشان داد که 39% نمونه‌ها دارای بیان بالا )مثبت( بودند و همچنین36% نمونه‌ها 
نیز IHC مثبت گزارش شده بودند. انطباق بین دو روش مذکور در نمونه‌های مثبت و منفی به ترتیب 85 و 87 درصد بدست آمد. 
نمونه‌هایی که دارای نتیجه IHC دو مثبت بودند نیز توسط تکنیک FISH مورد ارزیابی قرار گرفته و تمام آنها منفی گزارش شدند 

که با نتایج Real-Time PCR مطابقت داشت.
نتیجه‌گیری: نتایج به دست آمده نشان می‌دهد که هم خوانی در حدود 71% بین نتایج دو روش Real-Time PCR و IHC وجود 
دارد. همچنین در مواردی که نتیجه IHC دو مثبت گزارش شده بودند، نتایج Real-Time PCR با FISH هم خوانی داشت. تکنیک 
Real-Time PCR میزان HER2 در بافتها را با دقت بالایی اندازه گیری کرده و با نتایج IHC نیز هم خوانی داشت. بنابراین می‌توان از 

Real-Time PCR به خاطر دقت بالا و نیز ارزانتر و در دسترس‌تر بودن به جای دو روش دیگر برای ارزیابی این نشانگر استفاده کرد.

Real-Time PCR تکنیک - HER-2/neu کلمات کلیدی: سرطان پستان- تعداد کپی ژن - نشانگر
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مقدمه
سرطان پستان شایع‌ترین سرطان در زنان، با وقوع بیش از یک 

میلیون مورد جدید در سال در سراسر جهان می‌باشد و هنوز علت 
عمده مرگ و میر ناشی از سرطان در زنان با 411.000 مرگ و میر 

تاریخ اعلام قبولی مقاله: 92/5/27 تاریخ اعلام وصول: 92/3/8	 	
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رضوان اسمعیلی و همکاران 205مقایسه نتایج دو روش ایمونوهیستوشیمی و Real-Time PCR در ارزیابی ژن HER-2 در ...

سالانه می‌باشد که عدد معادل 14٪ از مرگ و میر ناشی از سرطان 
در زنان بوده و روی هم رفته رتبه دوم مرگ و میر در دو جنس 
مرد و زن در سطح جهان را به خود اختصاص داده است. )1, 2(. 
این سرطان در صورت تشخیص در مراحل اولیه از شانس بالایی 
برای درمان برخوردار است. در حال حاضر با استفاده از برنامه‌های 
غربالگری مناسب تعداد زیادی از بیماران مبتلا به سرطان پستان 
در مراحل اولیه تشخیص داده می‌شوند. درمان‌های انتخابی برای 
سرطان پستان در مراحل اولیه سرطان پستان شامل شیمی درمانی 
و هورمون درمانی می‌باشد )3-5(. سلولهای سرطانی پستان دارای 
گیرنده‌های متنوعی بر روی سطح خود و در سیتوپلاسم و یا هسته 
هستند. پیام رسان‌های شیمیایی مانند هورمونها و داروها با اتصال 
به این گیرنده‌ها باعث تغییراتی در سلول می‌شوند. یکی از گیرنده‌ها 
فاکتور رشد اپیدرمال انسانی HER-2/Erbb2 می‌باشد که سلولهای 
دارای این گیرنده پیش آگهی بدتری دارند )6(. سلول‌های سرطانی 
که از نظر HER-2 مثبت می‌باشند به داروهایی مانند آنتی بادی تک 
دودمانی هرسپتین (Trastuzumab) در ترکیب با شیمی درمانی مرسوم 
پاسخ داده و پیش آگهی به طور قابل ملاحظه‌ای بالا می‌رود )7(. تاثیر 
هرسپتین در ترکیب با شیمی درمانی در درمان هر دو نوع اولیه و 
متاستاتیک سرطان پستان که از نظر نشانگر HER-2 مثبت هستند به 
اثبات رسیده است )8(. لذا افراد مبتلا به سرطان پستان که از نظر 
نشانگر زیستی HER-2 مثبت می‌باشند، جهت درمان با این آنتی بادی 
انتخاب می‌شوند )9(. لازم به ذكر است كه این پروتئین نوتركیب 
از جمله گران‌ترین داروهای موجود بوده و هزینه‌های زیادی را به 
بیماران و سیستم بهداشتی كشور تحمیل می‌نماید، لذا شناسایی 

دقیق آن در نزد بیماران از اهمیت بسزایی برخوردار می‌باشد.
 (Trans به خانواده‌ای از چهار گیرنده گذرنده از غشا HER-2 گیرنده
(membrane تعلق دارد که رشد و تمایز سلولی را از طریق مسیر 

انتقال سیگنال کنترل می‌کنند. بیان زیاد و یا افزایش تعداد نسخه‌های 
 HER-2.با بدخیمی و پیش آگهی بد سرطان پستان ارتباط دارد HER-2

به عنوان یک گیرنده واسط در شبکه پیام رسانی عمل کرده و باعث 

 HER-2 افزایش تکثیر سلولهای سرطانی می‌شود. در اغلب موارد
به صورت مونومر دیده می‌شود و دایمر شدن این مولکول باعث 
راه افتادن آبشار آنزیمی شده و در نهایت منجر به تکثیر سلولها 
می‌شود. لیگاند اختصاصی برای HER-2 شناخته نشده است، بلکه 
 HER با دیگر مولكولهای خانواده HER-2 تشکیل هترودایمرهای
باعث تقویت پاسخ به فاکتورهای رشد می‌شود و این در حالی 
است که حذف HER-2 از سطح سلول یا سرکوب فعالیت آنزیمی 
داخل غشایی آن, باعث کاهش خاصیت آنکوژنیک آن می‌شود. 
HER-2 به همراه دیگر اعضای خانواده HER از طریق شبکه سیگنالی 

پیچیده‌ای باعث تنظیم رشد، تمایز و بقای سلول می‌شود )10(.
چهار عضو خانواده گیرنده HER (HER1,2,3,4) شامل فاکتور رشد 
می‌باشندکه   EGFR (epidermal growth factor receptor) اپیدرمی 
همگی در غشای سلول قرار داشته و دارای ساختار مشابهی می‌باشند. 
این ساختار شامل یک دومین خارج سلولی متصل شونده به لیگاند 
غنی از سیستئین، قطعه گذرنده از غشا و دومین تیروزین کینازی 
داخل سلولی به همراه قطعه تنظیم کننده از ناحیه کربوکسیل است. 
بر خلاف دیگر اعضای خانواده HER3،HER  فاقد چند اسید آمینه 
ناحیه کاتالیتیک بوده و در نتیجه خاصیت کینازی ضعیفی دارد. فعال 
شدن گیرنده‌های HER از طریق ایجاد دایمر، با فعالیت تیروزین 
کنیازی منجر به انتقال سیگنال به هسته و در نهایت فعال شدن 

ژن‌های مربوطه و تقسیم سلول می‌شود )10, 11(.
فعال شدن HER به وجود لیگاندها و دیگر گیرنده‌های خانواده 
مختلف  نوع  لیگاند، چهار  اتصال  نتیجه  در  دارد.  بستگی   HER

HER می‌توانند 10 نوع دایمر گوناگون به صورت همودایمر مثل 

HER1- HER1 و یا هترودایمر HER1- HER-2 تشكیل دهند كه اشكال 

هترودایمر بسیار پایدارتر از فرم همودایمر می‌باشند.
که  است  صورت  این  به  پستانداران  در   HER خانواده  اتصال 
 EGF (Epidermal **به طیف وسیعی از لیگاندها از جمله HER1

 ،AR (Amphiregulin)  ،TGF (tumor growth factor)  ،growth factor)

  Epiregulin و HB-EGF (Heparin-binding EGF-like growth factor)

ولی  ندارد  شده‌ای  شناخته  لیگاند   HER-2 می‌شود.  متصل 
فاکتورهای  یا  از ‌Neuregulinها  وسیعی  طیف  به   HER3, HER4

می‌شود. متصل   (NDF) Factor Differentiation Neu مانند   تمایز 
سلول سرطانی در مقایسه با سلول سالم دارای میزان بیان گیرنده 

اختصارات:
HER: Human Epidermal Growth Factor Receptor
EGFR: Epidermal growth factor receptor
IHC: Immunohistochemistry
BCRC-BB: Breast Cancer Research Center - Bio Bank
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HER-2 بسیار بالا و حتی تا 100 برابر می‌باشد. دلیل این امر اغلب 

به علت افزایش تعداد کپی‌های ژن HER-2 است و این افزایش 
منجر به افزایش سنتز mRNA و تولید پروتئین می‌شود. در سرطان 
پستان نیز اکثر موارد افزایش بیان HER-2 به علت افزایش در تعداد 
کپی‌های ژن است. امروزه روش معمول اندازه گیری این پروتئین، 
IHC است كه نتایج آن به صورت منفی )-(، یك مثبت )1+(، دو 

مثبت )2+(، و سه مثبت )3+( گزارش می‌شود. پاسخ سه مثبت 
اندیكاسیون استفاده از داروی هرسپتین را داشته و پاسخ یك مثبت 
و یا منفی اندیكاسیون استفاده از این دارو را نخواهد داشت. نتیجه 
دو مثبت نیز به عنوان نتیجه مشکوک تلقی شده و برای رفع ابهام در 
این موارد، آزمایش FISH انجام می‌شود كه البته انجام این آزمایش در 
كشور ما بسیار گران بوده و تنها در مراكز محدودی انجام می‌گیرد. 
در نتیجه تصمیم در مورد درمان با هرسپتین در این موارد بویژه با 
عنایت به قیمت بسیار بالای این آنتی بادی بسیار مشكل می‌باشد.

از سوی دیگر اعتبار نتایج آزمایش IHC به دلایل متعددی شدیدا 
وابسته به آزمایشگاه و تجربه فرد انجام دهنده آن بوده و لذا می‌تواند 
از آزمایشگاهی به آزمایشگاه دیگر و یا از فردی به فردی دیگر 
كاملا متفاوت باشد. علاوه بر این، متعدد بودن مراحل آماده سازی 
نمونه، طبیعت پروسه تثبیت (Fixation)، زمان تثبیت و نوع آن، انواع 
مختلف آنتی بادی، همگی از عواملی هستند كه از ثبات نتایج این 
تست میك‌اهند. همچنین، نتایج این آزمایش به صورت كمی نبوده 

و صرفا به صورت نیمه كمی ارائه می‌شود. )12(.
امروزه مطالعات زیادی در جهت یافتن روشهای جایگزین این 
تكنیك انجام شده و یا در حال انجام است )9, 13-23(. روش دیگر 
اندازه گیری نشانگر HER-2 تکنیکی به نام Real-Time PCR می‌باشد 
که روشی آسان و بسیار سریع بوده و از دقت بالایی برخوردار است. 
در این روش تكثیر و كمی سازی بر اساس تکنیک PCR صورت 
گرفته و هیچیك از محدودیت‌های روش IHC از جمله "نیاز به 
تیمارهای نسبتاً طولانی" و "تفاوت اعتبار نتایج از آزمایشگاهی به 
آزمایشگاه دیگر و یا از فردی به فرد دیگر" را نداشته و از طرفی در 
مقایسه با روش FISH آسان‌تر و كم هزینه‌تر می‌باشد )24(. نتایج 
این روش بصورت كمی گزارش شده و حساسیت بسیار بالای این 
روش، تكثیر مقادیر بسیار كم اسید نوكلئیك را امكان پذیر ساخته و 
می‌تواند میزان تكثیر ژن را به طور دقیق بیان كند. این روش هنوز 

برای استفاده متداول نشده و در دستورالعمل‌های معتبر تشخیصی 
و درمانی وارد نشده است. لذا با عنایت به ویژگی‌های ممتاز این 
روش انجام مطالعات متعدد در جهت تایید هر چه بیشتر کارایی و 

صحت آن ضروری به نظر می‌رسد.

مواد و روش‌ها
نمونه‌های بافتی

41 نمونه بافت پارافینه بر اساس داده‌های پرونده بالینی بیماران 
و نتایج آزمایشات IHC به شرح ذیل از بانک زیستی پژوهشکده 
سرطان پستان (BCRC-BB) انتخاب گردید. تعداد نمونه‌ها بر اساس 

نتیجه IHC جهت نشانگر HER-2 در جدول شماره 1 آمده است.

DNA استخراج
استخراج DNA توسط كیت TakaRa DEXPATTM و از بافت پارافینه به 
شرح زیر انجام شد. بافتها در تیوب ریخته شده و ml 0/5 از محلول 
 100°C اضافه شد. تیوب به مدت 10 دقیقه در بن ماری DEXPATTM

قرار گرفته و سپس سریعاً در دمای C°4 با دور rpm 12000 به مدت 
10 دقیقه سانتریفیوژ شد. لایه میانی كه حاوی DNA می‌باشد جدا 
شده و سپس غلظت آن توسط دستگاه اسپكتروفوتومتر سنجیده شد.

انجام Real-Time PCR بر روی نمونه‌ها
پس از استخراج DNA واكنش Real-Time PCR بر روی تمام 41 نمونه 
بافت پارافینه که بر اساس داده‌های پرونده بالینی بیماران انتخاب 
 HER-2 شده بودند، صورت گرفت. این واکنش برای هر دو ژن
و نیز Gastrin )به عنوان ژن کنترل تک کپی( به صورت تكرار سه 

تایی (triplicate) انجام شد.
پرایمر و پروب‌های طراحی شده برای هر ژن از نظر ترمودینامیكی 
كنترل شده و سپس در پایگاه اطلاعاتی BLAST جهت تأیید عدم 

 نتيجه تست
IHC  

 جمع
  +3  *+2 +1  منفي

  41 13  5  2  21 هاتعداد نمونه
 

جدول 1- تعداد نمونه‌های مورد استفاده جهت آزمایش بر اساس نتایج 
ایمنوهیستوشیمی

* نمونه‌های IHC دو مثبت توسط تکنیک FISH مورد ارزیابی قرار گرفتند.
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اتصال غیراختصاصی به نواحی دیگر ژنوم بررسی شد. توالی پرایمر 
و پروب‌ها به شرح جدول 2 می‌باشند.

 Primer از شرکت Master Mix 2x با استفاده از Real-Time PCR واکنش
نهایی  انجام شد. غلظت  Design در واکنشهای 20 میکرولیتری 

پرایمر و پروب‌ها به ترتیب 0/5 میکرومولار و 0/3 میکرومولار 
 Biosystems 7500 بود. اندازه گیری میزان فلورسانت توسط دستگاه
 software 7500 ver.2.0 و آنالیز داده‌ها توسط نرم افزار Applied

انجام شد. پس از اتمام، چرخه‌های آستانه هر نمونه از  	system

نرم ‌افزار استخراج شده و سپس تعداد كپی HER-2 با استفاده از 
 ∆∆CT بازده هر واكنش و e محاسبه شد كه در آن (1+e) -∆∆CT فرمول
تفاوت سیکل آستانه نمونه کنترل نسبت به نمونه توموری می‌باشد. 
از یك نمونه DNA بافت پارافینه فرد سالم نیز به عنوان نمونه كنترل 

استفاده شد.

آنالیز آماری
برای بررسی میزان انطباق تکنیک Real-Time PCR با IHC  با استفاده 
از نرم افزار SPSS ver. 16، از آزمون Fisher’s Exact Test و ضریب 
 cut میزان Real-Time PCR استفاده شد. برای روش  Phi Cramer’s V

off برابر عدد2 )بیشتر از 2 مثبت و کمتر از 2 منفی( در نظر گرفته 

شد. نتایج IHC نیز بصورت مثبت )سه مثبت( و منفی )یک مثبت و 
صفر( در نظر گرفته شده و موارد دو مثبت جداگانه با FISH بررسی 

شده و با نتایج حاصل از Real-Time PCR مقایسه شد.

نتایج
میانگین سنی اهداء کنندگان نمونه‌های زیستی حدود )31-82( 

 ( stage) 49/62سال بوده و بیشترین مرحله بیماری + SD = 14/52
2 و 3 و نیز بیشترین رتبه II (grade)  بود. تکثیر ژن HER-2 بر اساس 
تعداد کپی در روش Real-Time PCR و نتایج IHC  در جدول شماره3 
آمده است. تعداد 11 نمونه از نمونه‌هایی که نتایج IHC مثبت داشتند 
با روش Real-Time PCR نیز دارای تعداد کپی بالای 2 بودند و تنها 

در 5 نمونه نتایج این دو تکنیک با هم مطابقت نداشته است.
 Phi Cramer’s V و ضریب Fisher’s Exact Test با استفاده از آزمون
.(p-value=/000) میزان انطباق دو روش مذکور 71 درصد بدست آمد

 FISH دو مثبت بودند توسط تکنیک IHC نمونه‌هایی که دارای نتیجه
مورد ارزیابی قرار گرفته و تمام آنها منفی گزارش شدند که با نتایج 
بدست آمده توسط روشReal-Time PCR  هم خوانی داشتند. جدول 
 Real-Time و FISH شماره 4 تعداد و نتیجه ارزیابی این نمونه‌ها را با

PCR نشان می‌دهد.

بحث و نتیجه‌گیری
از روشهای ارزیابی HER-2 می‌توان به IHC ,Real-Time PCR و تکنیک 
FISH اشاره کرد. با توجه به مشكلات ذكر شده در انجام IHC و 

همچنین طولانی بودن مراحل و قیمت نسبتا بالای FISH مطالعات 
زیادی برای روشهای جایگزین از جمله Real-Time PCR انجام شده 

  ژن  توالي  بازده

3/99 
F GAAGCCTTTCCCCTGAAATC 

R GACAGGGAGAAGCCTGACTG 
P ACCCCTCCGCCCATGTCCCTTGC 

HER-2  

3/96 
F CTCCTGGATCCCACTTCAAG 

R CATATTGAACAGTGCAGATGAAGA 
P ACCAGTGCCATCCAAAAGAACGTCCTATG 

Gastrin 

 

جدول 2- توالی پرایمرها و پروب‌ها

پروب‌ها با استفاده از FAM 3’ TAMRA’ 5 نشاندار شده‌اند

Real-Time PCR 
IHC 

 منفي

IHC 

 مثبت *
  جمع

 14  11  3   2بيشتر از  HER-2  تكثير ژن
  22  2  20   2كمتر از  HER-2 تكثير ژن

  36  13    23    جمع
 

IHC و Real-Time PCR جدول 3- میزان تطابق دو روش

* نتایج IHC از 0 تا 3 گزارش می‌شوند.

Real-Time PCR 
FISH  
 مثبت

FISH  
 منفي

  جمع

 0  0  0    2بيشتر از  HER-2تكثير 
  5  5  0    2كمتر از  HER-2تكثير 

IHC 2+ 0  5 5 
  10  10  0    جمع

 

جدول 4- تعداد و نتیجه ارزیابی FISH و Real-Time PCR بر روی نمونه‌هایی 
Dکه از لحاظ IHC دو مثبت بودند.
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است )Real-Time PCR .)25 ,23 ,17 به عنوان یک روش با کارایی 
بالا و نیز ارزان قیمت بسیار مورد توجه قرار گرفته و امروزه در 

بسیاری از مراکز تحقیقاتی و تشخیصی نیز در دسترس می‌باشد.
Real- و همکارانش همخوانی بین دو روش Capizzi 2008 در سال
Time RT PCR و FISH بر روی 83 نمونه را حدود 98% گزارش 

کردند. همچنین حساسیت Real-Time PCR حدود 96% و ویژگی 
آن 100% گزارش شده است )25(. در مطالعهBarberis و همکاران 
نیز تطابق 87 درصدی بین نتایج Real-Time PCR و IHC مشاهده 

شده است )26(.
نتایج مقایسه ارتباط PCR Real-Time با IHC و FISH در مطالعه 
Gjerdrum و همکاران نیز بدین صورت بوده است )17(. تعداد 8 

نمونه دارای نتیجه +IHC 3 بودند که نتیجه انجام Real-Time PCR بر 
روی هر 8 نمونه تکثیر بالای ژن مورد نظر را نشان داد. از 8 نمونه 
دیگری که دارای نتیجه +IHC 2 بودند 5 نمونه تکثیر )یا تعداد کپی 
بالا( و 3 نمونه دیگر عدم تکثیر با استفاده از Real-Time PCR را 
نشان دادند. همچنین از 14 نمونه‌ای که IHC منفی بودند 13 نمونه 
Real- PCR عدم تکثیر بالا و تنها 1 نمونه تکثیر بالا با استفاده از

Time را نشان دادند.

 Real-Time PCR مثبت بودند در روش FISH از طرفی 9 نمونه که
نیز تعداد کپی بالا را نشان دادند و از 21 نمونه که FISH منفی 
گزارش شده بودند تنها 5 نمونه تعداد کپی بالا و بقیه موارد تعداد 

کپی کمتر را نشان دادند.
در سال schlemmer 2004 و همکاران با مطالعه برروی 112 نمونه 
 IHC را 92% و با FISH و Real-Time PCR هم خوانی بین روش
را 91% ذکر کرده اند )27(. همچنین نتایج گزارش شده در یک 
مطالعه دیگر توسط Sue و همکاران که در سال 2004 بر روی 87 
 Real-Time PCR نفر صورت گرفته نشان داد که در 72 نمونه، نتیجه
با نتایج FISH منفی مطابقت داشته و تنها در یک نمونه عدم تطابق 
نتایج دیده شد. همچنین 12 نمونه که دارای نتیجه FISH مثبت بودند 
نیز دارای تعداد کپی بالا با استفاده از تکنیک Real-Time PCR شدند 

و در 2 مورد عدم تطابق این دو روش مشاهده شد )28(.
در این مطالعه چون از یک ژن تک کپی کنترل برای مقایسه استفاده 
 )Roche همانند کیت( cut off می‌شد در نظر گرفتن عدد 2 به عنوان
منطقی به نظر می‌رسد كه بر این اساس اعداد بیشتر از 2 مثبت در 

نظر گرفته می‌شوند.
میزان انطباق دو روش Real-Time PCR با IHC در این مطالعه در 
حدود 71 درصد بدست آمد. در مجموع 39% نمونه‌ها که توسط 
Real-Time PCR مورد بررسی قرار گرفتند دارای بیان بالا )مثبت( 

 IHC و 61% دارای بیان پایین )منفی( بودند. همچنین 36% نمونه‌ها
مثبت و 64% نمونه‌ها نیز IHC منفی بودند. از 13 نمونه‌ای که دارای 
نتیجه IHC مثبت بودند، در 11 نمونه نتیجه Real-Time PCR نشان 
دهنده تعداد کپی بالای 2 بوده )مثبت( و تنها در 2 نمونه با وجود 
تكرار آزمایشReal-Time PCR، تطابقی بین دو روش دیده نشد. 
در این مورد هم برای تایید یا عدم تایید جواب، تست FISH انجام 
شد که در نهایت نتیجه تکنیک FISH نتیجه حاصل از IHC را تایید 
کرده و با نتیجه Real-Time PCR مطابقت نداشت. یعنی در مجموع 
 IHC انطباق 85 درصدی با Real-Time PCR در نمونه‌های مثبت

داشته است.
از 23 نمونه‌ای که دارای نتیجه IHC منفی بودند نیز در 20 نمونه 
نتیجه Real-Time PCR نشان دهنده تعداد کپی کمتر از 2 )منفی( بوده 
و تنها 3 نمونه نتیجه مثبت را نشان دادند. در نمونه‌های منفی نیز در 

مجموع Real-Time PCR انطباق 87 درصدی با IHC داشته است.
همچنین یکی از نمونه‌ها که IHC یک مثبت داشت نیز با توجه با 
نتیجه Real-Time PCR که 2.1 بود، تکرار شده و نتیجه جدید +2 
گزارش شد که این خود عدم تکرار پذیری نتایج IHC و در عین 
حال دقت روش دوم را نشان می‌دهد. در مطالعه حاضر نمونه‌های 
+IHC 2 با استفاده از تکنیک ‌FISH مورد ارزیابی قرار گرفتند که نتایج 

آنها منفی بود. نتیجه انجام Real-Time PCR بر روی همین نمونه‌ها 
 Real-Time PCR نیز منفی به دست آمد كه نشان دهنده تطابق نتایج
با FISH در این نمونه‌ها است و این نتیجه، برتری این روش را در 

تمایز این دسته از گزارشات IHC به خوبی نشان می‌دهد.
همه موارد ذکر شده توانایی Real-Time PCR را در مقایسه با IHC و 
در برخی موارد عدم تکرار پذیر بودن نتایج IHC را نشان می‌دهد و 
اینکه می‌توان از روش اول به عنوان جایگزین مناسبی برای روش 

دوم بهره جست.
 FISH و IHC با نتایج Real-Time PCR با توجه به هم خوانی نتایج
و نیز با عنایت به این نکته که روش اولی دقیق‌تر و حساس‌تر از 
روش دوم می‌باشد می‌توان از Real-Time PCR به عنوان جایگزین 
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مناسبی برای روشهای نیمه کمی مثل IHC استفاده کرد. همچنین 
با توجه به هم خوانی نتایج Real-Time PCR با FISH می‌توان از آن 
به جای آزمایشات تشخیصی که هزینه بالایی را به بیمار و سیستم 
وارد می‌کنند استفاده کرد. همچنین از آنجائیكه در بهینه سازی 

روشهای اندازه گیری تعداد كپی، بهتر است میزان cut off بر مبنای 
نتایج همان آزمایشگاه تعیین شود، پیشنهاد می‌شود كه آزمایش 
بر روی تعداد بیشتری نمونه )هم برای تعیین میزان cut off و هم 

افزایش اعتبار تست( انجام شود.
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Abstract

Background: HER-2/neu is one of the major molecular prognostic markers in breast cancer  and due to 
treatment decision guidelines, the amplification of this gene is very important in breast cancer patients treatment. 
The most commonly used method for detecting HER-2/neu gene amplification is immunohistochemistry 
(IHC). Unquantifiable results, lack of reproducibility and long procedure time are among the drawbacks of this 
method which have persuaded researchers to seek alternative modern molecular based techniques such as 
Real-Time PCR. The aim of our study was the comparison of  HER-2 gene amplification assessed by Real-
Time PCR and IHC method.  

Materials and Methods: After DNA extraction, 41 formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) breast 
carcinoma with  known IHC results, had been assessed using Real-Time PCR and gene copy number of 
HER-2 were measured and compared with the results of IHC. Fluorescent in situ hybridization (FISH) for 
equivocal IHC and unreliable results were performed. The Fisher's Exact Test and Phi Cramer's V Coefficient 
were used for statistical analysis. 

Results: According to the results, 39% of samples tested by Real-Time PCR have HER-2/neu gene 
amplification and 36% of  samples was positive by IHC. The correlation of two methods in positive and 
negative samples were  85% and 87% respectively. Overrall correlation between two methods was 71%. 
Also, IHC2+ results have been assessed by FISH technique and all of them were negative, which was in 
concordance with the results of the Real-Time PCR.

Conclusion: About 71% concordance had been observed between two methods. In the case of IHC2+ 
results, FISH was performed and proved the Real-Time PCR results. Real-Time PCR could precisely measure 
the amount of tissue HER2 amplification and also were in agreement with IHC results. Since Real-Time PCR 
has high precision, also is cheaper and more accessible than other methods, we suggest it to be used to 
assess this indicator.

Keywords: Breast Neoplasms; HER-2/neu; Copy Number Changes, DNA; Polymerase Chain Reaction
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