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АННОТАЦИЯ
Актуальность: В настоящее время молекулярная диагностика немелкоклеточного рака легкого (НМРЛ) в Казахстане вклю-

чает определение статуса драйверных мутаций EGFR, ALK и статуса PD-L1. Жизненно важная терапия для пациентов с поло-
жительным результатом на эту драйверную мутацию в настоящее время затруднена. 

Цель исследования – оптимизация методов молекулярно-генетической диагностики пациентов с НМРЛ путем внедрения 
тестирования ROS1 в Республике Казахстан. 

Методы: Исследовался биопсийный и операционный материал пациентов с НМРЛ, фиксированный в 10%-ном забуференном 
формалине. После первоначальной морфологической диагностики аденокарциномы, определения статуса мутаций EGFR и ALK 
образцы опухоли с отрицательным статусом EGFR и ALK отбирались для дальнейшего выявления статуса мутации ROS1. Опре-
деление статуса мутации ROS1 проводилось двумя методами: первый метод – иммуногистохимический анализ (ИГХ) на плат-
форме Ventana BenchMark Ultra с использованием антитела ROS1 (SP283) и системы визуализации OptiView DAB Detection Kit. По 
результатам ИГХ образцы с положительными и сомнительными результатами направлялись на полимеразную цепную реакцию с 
обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), чтобы подтвердить статус мутации ROS1 – второй метод.

Результаты: С 01.01.2022 по 30.09.2022 гг. всего ме тодом ИГХ исследовано 99 образцов опухолей пациен тов с EGFR- 
отрицательной и ALK-отрицательной аде нокарциномой легкого. Результаты ИГХ-окрашивания расценивали как: 0 (отрица-
тельно) – 59 образцов, 1+ (от рицательно) – 25 образцов, 2+ (сомнительно) – 12 об разцов, 3+ (положительно) – 3 образца. 
Случаи с ≥70% иммуноокрашивания считались положительными. Об разцы с оценкой окрашивания ИГХ 2+ (сомнительно),  
3+ (положительно) и несколько образцов 1+ были отправ лены на подтверждение ПЦР-тестированием. 

Всего с помощью ОТ-ПЦР было протестировано 22 образца; результаты расценены следующим образом:  
1 (4%) – положительный, 13 (59%) – отрицательный, 8 (37%) – невалидный.

Заключение: При определении статуса мутации ROS1 с помощью ИГХ было получено большое количество положи-
тельных и сомнительных результатов, а при последующем тестировании ОТ-ПЦР – большая доля невалидных результа-
тов. В дальнейшем при выборе методики обнаружения ROS1 для проведения анализов на страновом уровне необходимо оце-
нить экономическую затратную составляющую внедряемых методов, а также сравнить со стандартной валидированной  
методикой FISH.
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in situ (FISH).
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Введение: Рак легкого (РЛ) занимает 2-е место по за-
болеваемости после рака молочной железы и первое 
место по смертности от злокачественных новообразо-
ваний обоих полов в Республике Казахстан (РК) в тече-
ние последних десятилетий. При этом заболеваемость 
РЛ у мужчин с долей 20% от всех случаев рака значи-
тельно выше, чем у женщин. В 2021 г. выявлено 3615 но-
вых случаев рака трахеи, бронхов и легкого, при этом 
доля случаев, диагностированных на I-II стадии, состав-
ляла всего 28%, доля запущенных форм (IV стадия) при 
раке трахеи, бронхов и легкого – 27,1%. Выживаемость 
при РЛ зависит от стадии заболевания и остается отно-

сительно низкой. В 2021 г. одногодичная летальность от 
РЛ в РК составила 43,3%. Всего в Казахстане в 2021 г. от 
РЛ умерли 2086 мужчин и женщин, что больше, чем от 
рака молочной железы, прямой кишки и предстатель-
ной железы, вместе взятых [1]. Согласно оценочным 
данным Globocan, в 2020 г. в Республике Казахстан пер-
вичная заболеваемость РЛ составляла 21,8 на 100000 на-
селения (4642 новых случая) и смертность 16,7 на 100000 
населения, что соответствует 17% всех смертей от онко-
логических заболеваний [2]. В соответствии с литератур-
ными данными, немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) 
составляет 80-90% от всех случаев РЛ, тогда как заболе-
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После морфологической диагностики следующим 
шагом является тестирование биомаркеров. Выявле-
ние подтипа рака на основе тестирования биомарке-
ров позволяет подобрать индивидуальное лечение 
для пациентов, в конечном итоге выявляя как паци-
ентов с высокой вероятностью ответа на терапию, 
так и пациентов с меньшей вероятностью ответа [7, 
8]. Сегодня в США и большинстве стран ЕС считается 
обязательным тестирование на мутации EGFR, ALK и 
ROS1 транслокации, включая тестирование мутации 
EGFR T790M при рецидиве заболевания [9, 10]. Тести-
рование ROS1 включено в обновленный протокол 
диагностики и лечения «Рак легкого» в Республике 
Казахстан [6]. Согласно Комплексному плану борьбы 
с онкологическими заболеваниями на 2023-2025 гг. 
в настоящее время в РК проводится следующая мо-
лекулярно-генетическая диагностика НМРЛ: выявле-
ние мутаций EGFR, ALK и статуса PD-L1 [11]. В рамках 
проекта проводится определение Т790М при про-
грессировании EGFR-положительного НМРЛ (жид-
кая биопсия). К сожалению, тестирование на мутации 
ROS1 не было включено в текущий и предыдущий 
Комплексные планы по борьбе с онкологическими 
заболеваниями [11, 12]. По данным Центра морфо-
логических исследований АО «Казахский научно-
исследовательский институт онкологии и радиоло-
гии» (АО «КазНИИОиР»), в 2020 г. из 3240 пациентов с 
впервые выявленным РЛ у 1658 был диагностирован 
НМРЛ (аденокарцинома), у 1161 был взят материал 
для исследований. В общей сложности 932 пациен-
та были направлены на тестирование мутации EGFR 
(167 (17,9%) были признаны положительными); 753 

человека были направлены на ALK-тестирование (38 
(5%) оказались положительными); 825 человек были 
направлены на тестирование PD-L1 (320 (39%) выяв-
лены как положительные).

ROS1 (ROS Proto-Oncogene 1, Receptor Tyrosine 
Kinase) представляет собой рецептор тирозинки-
назы. При НМРЛ транслокация гена ROS1 приводит 
к образованию нескольких онкогенных слитых бел-
ков ROS1 с конститутивной киназной активностью, 
наиболее распространенным из которых является 
CD74-ROS1. Транслокации ROS1 редко встречаются 
одновременно с другими онкогенными драйверны-
ми мутациями, включая транслокации ALK и активи-
рующие мутации EGFR при НМРЛ [13, 14]. Зарегистри-
рованная распространенность ROS1-позитивного 
НМРЛ в Северной Америке составляет 1,6%, в Евро-
пе – около 2% и в Азии – 2,3% [15]. Данных о распро-
страненности мутации ROS1 в Казахстане в настоя-
щее время нет.

В соответствии с международными рекомендация-
ми тестирование на наличие мутации ROS1 рекомендо-
вано проводить у всех пациентов с аденокарциномой 
легкого на поздних стадиях независимо от клиниче-
ских характеристик [9, 10, 16]. Транслокации ROS1 
можно обнаружить с помощью нескольких методов: 
флуоресцентная гибридизация in situ (FISH), секвени-
рование следующего поколения на основе РНК (NGS) 
или полимеразная цепная реакция с обратной транс-
криптазой (ОТ-ПЦР) [16].

FISH – это подтвержденный исследованиями ме-
тод обнаружения транслокаций гена ROS1 [9, 10, 16]. В 
связи с относительно редкой частотой встречаемости 

Рисунок 1 – Алгоритм тестирования пациентов с распространенным НМРЛ в Республике Казахстан

ваемость мелкоклеточным раком легкого (МРЛ) снижа-
ется в течение последних двух десятилетий во многих 
странах [3]. В зависимости от гистологической структу-
ры НМРЛ подразделяется на аденокарциному (наибо-
лее распространенный подтип, 40-50% НМРЛ), плоско-

клеточный рак (25-40% НМРЛ), крупноклеточный рак 
(3-5% НМРЛ), аденосквамозную (2-3% НМРЛ) и саркома-
тоидную (2-3% НМРЛ) карциномы [4, 5].

Алгоритм тестирования пациентов с распространен-
ным НМРЛ в Казахстане представлен на рисунке 1 [6].
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транслокации ROS1 при НМРЛ их скрининг с помощью 
метода иммуногистохимии (ИГХ) может быть предпоч-
тительнее, чем FISH или молекулярная диагностика при 
некоторых условиях. Однако интерпретация ИГХ ROS1 
является сложной задачей, поскольку экспрессия мо-
жет наблюдаться в виде пятнистого окрашивания, как 
правило, со слабой интенсивностью, примерно в тре-
ти опухолей, которые не имеют лежащей в основе му-
тации ROS1 [16]. 

Иммуногистохимия может быть использована для 
предварительного скрининга пациентов; для под-
тверждения диагноза требуется FISH или полимераз-
ная цепная реакция (ПЦР) [10, 16]. NGS становится аль-
тернативным молекулярным тестом для скрининга или 
подтверждения наличия слияния генов [16]. Однако 
на данный момент в большинстве стран NGS не полно-
стью совместимо с клинической практикой из-за высо-
кой стоимости данного исследования, необходимости 
накапливать несколько образцов за один цикл, а так-
же наличия сложного диагностического оборудования 
и хорошо обученного персонала [17].

В связи с отсутствием возможности проведения 
FISH-диагностики ROS1 в АО «КазНИИОиР» на момент 
реализации проекта для определения статуса ROS1 у 
пациентов с аденокарциномой, у которых был получен 
отрицательный результат при исследовании на EGFR, 
ALK-мутации, была выбрана альтернативная методи-
ка диагностики ROS1 – проведение ИГХ исследования 
с последующим ОТ-ПЦР.

Цель исследования – оптимизация методов моле-
кулярно-генетической диагностики пациентов с НМРЛ 
путем внедрения тестирования ROS1 в Республике  
Казахстан. 

Материалы и методы: Исследовался биопсий-
ный и операционный материал пациентов с НМРЛ, 
фиксированный в 10%-ном забуференном формали-
не. Кусочки ткани подвергались стандартной провод-
ке в тканевом процессоре и заливались в парафин 
(FFPE блоки). После первоначальной морфологиче-
ской диагностики аденокарциномы, определения 
статуса мутаций EGFR и ALK образцы опухоли с от-
рицательным статусом EGFR и ALK отправлялись для 
дальнейшего определения статуса мутации ROS1. Осу-
ществлялась подготовка парафиновых срезов толщи-
ной 3-4 мкм на адгезивных стеклах. Сначала прово-
дился ИГХ анализ на платформе Ventana BenchMark 
Ultra с использованием антитела ROS1 (SP283) и си-
стемы визуализации OptiView DAB Detection Kit. Да-
лее образцы с положительными и сомнительными 
результатами после исследований ИГХ направлялись 
на ОТ-ПЦР для подтверждения статуса мутации ROS1. 
ОТ-ПЦР проводили набором для обнаружения слия-
ний генов AmoyDx ROS1 (в соответствии с инструкци-
ей производителя).

Онкоген ROS1 кодирует тирозинкиназу орфанного 
рецептора, связанную с киназой анапластической лим-
фомы (ALK), наряду с членами семейства рецепторов 
инсулина. ALK и ROS1 ответственны за синтез родствен-
ных тирозинкиназ, АТФ-связывающие домены которых 
на 77% идентичны по аминокислотному составу [18]. 
Транслокация приводит к слиянию части ROS1, включа-
ющей весь тирозинкиназный домен, с 1 из 12 различ-
ных белков-партнеров [19].

Иммуногистохимия выявляет известные онкоген-
ные мутации с помощью специфических для мутации 
антител в образце ткани. Антитела связываются с фер-
ментом или флуоресцентным красителем, что позволя-
ет идентифицировать мутационно-положительные об-
разцы с помощью микроскопа [19].

Для диагностики транслокации ROS1 нами были ис-
пользованы: VENTANA ROS1 (SP384) Rabbit Monoclonal 
Primary Antibody, как рекомендовано в литературе 
[19]. Иммуногистохимические диагностические анали-
зы для обнаружения ROS1 проводились с использова-
нием платформы BenchMark Ultra (Ventana) с монокло-
нальным антителом к   ROS1 (SP284, Ventana) и методом 
обнаружения OptiView DAB Detection Kit. Оценка про-
веденных исследований проводилась на световом ми-
кроскопе Leica DM1000. Внутренним позитивным кон-
тролем считалось цитоплазматическое окрашивание 
неопухолевых пневмоцитов II типа. Оценивалась ин-
тенсивность цитоплазматического окрашивания опу-
холевых клеток на увеличении 4 (х4): 0 (отрицательно), 
1+ (отрицательно), 2+ (сомнительно), 3+ (положитель-
но). Положительным считался случай, если имело ме-
сто интенсивное окрашивание не менее 70% опухоле-
вых клеток.

ОТ-ПЦР выполнялась в качестве подтверждающего 
метода при положительных или сомнительных резуль-
татах ИГХ исследований на ROS1. Этим высокоспеци-
фичным методом обнаруживается слияние генов из 
опухолевой РНК и не обнаруживаются альтернативные 
партнеры по слиянию [19].

Исследование проводилось на амплификаторе 
«Tanlong Real – time PCR System» с использованием 
следующих реактивов: выделение РНК/ДНК – с приме-
нением Invitrogen, DNase I и PureLinktm FEPE (Thermo 
Fisher Scientific, США), проверка концентрации РНК/
кДНК – с применением методов спектрофотометрии 
с помощью NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, 
США), амплификация и детекция результатов – с при-
менением наборов ROS1 Gene Fusions Detection Kit 
(AmoyDx, Китай) в соответствии с инструкцией произ-
водителя.

Интерпретация результата ПЦР анализа производи-
лась согласно инструкции производителя по каналам 
детекции FAM и HEX/VIC:

1) Для NTC: значения Ct FAM для реакционной смеси 
1-4 и значения Ct HEX/VIC реакционной смеси 4 долж-
ны быть ≥31. Если нет, то результаты считались нева-
лидными. По рекомендации производителя образец 
следовало протестировать повторно.

2) Для положительного контроля: значения Ct FAM 
реакционных смесей 1-4 и значения Ct HEX/VlC реакци-
онной смеси 4 должны быть <24. Если нет, результат –
невалидный. По рекомендации производителя обра-
зец следовало протестировать повторно.

3) Анализ для референсного гена (сигнал HEX/VIC) в 
реакционной смеси 4 для каждого образца:

a) HEX / VIC значение Ct должно быть ≤20.
b) Если HEX/VlC значение Ct >20, это указывает 

на деградацию РНК или прецизионную реакцию ин-
гибиторов ПЦР. По рекомендации производителя 
образец следовало протестировать повторно или 
заново экстрагировать РНК, так как могли быть лож-
ноотрицательные результаты.
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4) Анализ для каждого образца: записывалось значение 
Ct FAM реакционных смесей 1-4 для каждого образца:

a) Если значение Ct FAM реакционной смеси 
1-4 ≥30, образец определялся как отрицательный 
(слияние ROS1 не обнаружено) или LOD (предел об-
наружения) набора ниже. 

Рисунок 2 – Алгоритм тестирования пациентов с аденокарциномой НМРЛ

b) Если какое-либо значение Ct FAM реакцион-
ной смеси 1-4 <30, образец определялся как поло-
жительный (ген слияние ROS1 обнаружен).
На рисунке 2 представлен схематично алгоритм те-

стирования пациентов с аденокарциномой НМРЛ в 
рамках исследования.

Результаты: С 01.01.2022 по 30.09.2022 гг. всего ме-
тодом ИГХ исследовано 99 образцов опухолей пациен-
тов с EGFR-отрицательной и ALK-отрицательной аде-
нокарциномой легкого. Результаты ИГХ-окрашивания 
расценивали как: 0 (отрицательно) – 59 образцов, 1+ (от-
рицательно) – 25 образцов, 2+ (сомнительно) – 12 об-
разцов, 3+ (положительно) – 3 образца. Случаи с ≥70% 
иммуноокрашивания считались положительными. Об-
разцы с оценкой окрашивания ИГХ 2+ (сомнительно), 3+ 
(положительно) и несколько образцов 1+ были отправ-
лены на подтверждение ПЦР-тестированием.

В Центре молекулярно-генетических исследований 
АО «КазНИИОиР» методом ОТ-ПЦР было протестирова-
но 22 образца. Результаты расценены следующим об-
разом: 1 (4%) – положительный, 13 (59%) – отрицатель-
ный, 8 (37%) – невалидный.

Обсуждение: При ИГХ большая доля образцов – 
15 из 99 образцов (15%) – оказались положитель-
ными и сомнительными. В процессе проведения 
ИГХ-исследований и их оценки возникли трудности 
с интерпретацией результатов в связи с большим 
количеством позитивных и сомнительных результа-
тов. По этой причине были проведены дополнитель-
ные консультации для интерпретации полученных 
данных. Имелись случаи с гетерогенным окрашива-
нием образцов, что требовало проведения FISH-ис-
следования с оценкой в участках опухоли с ярким и 
умеренным окрашиванием. Это позволило выявить 
истинную гетерогенность опухоли или найти объяс-
нение в предварительной подготовке материала.

При ОТ-ПЦР получено: 1 (4%) – положитель-
ный, 13 (59%) – отрицательных, 8 (37%) – невалид-
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ных результатов из 22. К сожалению, судя по боль-
шому количеству не прошедших реакцию образцов 
(невалидные – 37%), возможно, выделенная из FFPE 
блоков РНК была невысокого качества, и такие об-
разцы не подходили для ПЦР. Учитывая полученные 
результаты, для получения точных выводов требу-
ются дальнейшие исследования.

По данным N.I. Lindeman с соавт., чувствитель-
ность ИГХ составляет 96% (95% ДИ, 71–99%) и спе- 
цифичность 94% (95% ДИ, 89–96%) по сравнению 
с FISH при использовании антител D4D6 с интен-
сивностью окрашивания не менее 2+ (как опреде-
лено в исследованиях). В связи с несовершенной 
специфичностью ИГХ (нет единой оценки резуль-
татов ИГХ, и каждая лаборатория подбирает свою 
границу интенсивности окрашивания), авторы так-
же подчеркивают сложности интерпретации интен-
сивности окрашивания. Однако, учитывая высокую 
чувствительность ИГХ, образцы опухоли, в которых 
явно отсутствует окрашивание ROS1, могут быть ин-
терпретированы как отрицательные по наличию 
транслокаций ROS1 [16]. 

В подобном исследовании при применении мето-
да ИГХ 34 из 111 (30,6%) были иммунореактивными 
к ROS1, в последующем при FISH диагностике толь-
ко 5 из 34 иммунореактивных к ROS1 опухолей ока-
зались ROS1-позитивными [20]. В исследовании Shan 
L. с соавт. среди 60 случаев 16 (26,7%), 13 (21,7%), 20 
(33,3%) случаев были ROS1 положительными, выяв-
ленными с помощью ИГХ, FISH и ОТ-ПЦР, соответ-
ственно [21]. 

В исследовании Boyle T. A. с соавт. оценивалось 33 
образца на транслокации ROS1 с помощью ИГХ; в ре-
зультате высокая экспрессия белка ROS1 с помощью 
ИГХ была обнаружена в 6 образцах. Из этих 6 образ-
цов 5 также были положительными при FISH на нали-
чие транслокации гена ROS1. 27 образцов биопсий 
РЛ, которые были отрицательными на транслокации 
ROS1 при генетическом тестировании, имели либо 
низкую экспрессию белка ROS1, либо не имели экс-
прессии белка ROS1. Авторы пришли к выводу, что 
ИГХ при ROS1 может быть практичным и экономиче-
ски эффективным методом скрининга транслокаций 
гена ROS1 [22].

Хотя мутация ROS1 встречается относительно 
редко, составляя от 2% до 3% аденокарцином лег-
кого [13-15], структурные транслокации с участием 
гена ROS1 приводят к появлению опухолей, которые 
можно успешно лечить таргетными препаратами. 
Одно клиническое исследование фазы I с участием 
50 пациентов с НМРЛ продемонстрировало, что на-
личие транслокации ROS1, определенное с помощью 
FISH или ОТ-ПЦР, предсказывает ответ на направлен-
ное ингибирование с использованием кризотиниба 
с частотой ответа 72% и медианой выживаемости без 
прогрессирования 19,2 месяца [23]. Основываясь на 
результатах данного исследования, FDA расшири-
ло использование кризотиниба у пациентов с НМРЛ 
с транслокациями ROS1. В 2016 г. Европейское мно-
гоцентровое ретроспективное исследование 32 па-
циентов с НМРЛ с транслокацией ROS1, получавших 
кризотиниб, продемонстрировало ЧОО 80% и медиа-
ну безрецидивной выживаемости 9,1 месяца [24].

Заключение: При определении статуса мутации 
ROS1 с помощью ИГХ было получено большое коли-
чество положительных и сомнительных результатов 
(15 из 99), а при последующем тестировании ОТ-ПЦР 
- большая доля невалидных результатов. При вы-
боре методики обнаружения ROS1 для реализации 
в масштабах всей страны необходимо оценить эко-
номическую составляющую внедряемых методов, а 
также сравнить их со стандартной валидированной 
методикой FISH.

В Казахстане доступ пациентов с РЛ к жизнен-
но важной молекулярной диагностике для опреде-
ления мутаций ROS1 затруднен, поэтому необходи-
мо внедрение тестирования ROS1 с использованием 
рекомендованной, одобренной и проверенной ме-
тодики для предоставления персонализированной 
таргетной терапии.
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АҢДАТПА

ҚАЗАҚСТАН РЕСПУБЛИКАСЫНДА ROS1 ТЕСТІЛЕУІН ЕНГІЗУ АРҚЫЛЫ ҰСАҚ 
ЖАСУШАЛЫ ЕМЕС ӨКПЕНІҢ ҚАТЕРЛІ ІСІГІ БАР НАУҚАСТАРДЫ  

МОЛЕКУЛАЛЫҚ-ГЕНЕТИКАЛЫҚ ДИАГНОСТИКАЛАУ ӘДІСТЕРІН ОҢТАЙЛАНДЫРУ
О.В. Шатковская1, Д.Р. Қайдарова1, М.Г. Оразгалиева1, Э.Б. Сатбаева1,2, С.О. Осикбаева1, А. Б. Койшыбаева1

1«Қазақ онкология және радиология ғылыми-зерттеу институты» АҚ, Алматы, Қазақстан Республикасы; 
2«Алматы онкология орталығы» ШЖҚ КМК, Алматы, Қазақстан Республикасы

Өзектілігі: Қазіргі уақытта Қазақстанда ұсақ жасушалы емес өкпенің қатерлі ісігінің (ҰЖЕӨҚІ) молекулярлық диагностикасы 
EGFR, ALK-дағы драйверлік мутациялардың мәртебесін және PD-L1 мәртебесін, бірақ та ROS1 емес,  анықтауды қамтиды, ол осы 
драйверлік мутацияға оң нәтиже берген пациенттердің өмірлік маңызды терапияны алу мүмкіндігін шектейді.

Зерттеудің мақсаты – Қазақстан Республикасында ROS1 тестілеуін енгізу арқылы ҰЖЕӨҚІ бар науқастардың молекулалық-
генетикалық диагностикасының әдістерін оңтайландыру.

Әдістері: ҰЖЕӨҚІ бар науқастардың 10% буферленген формалинге салынған биопсиялық және операциялық материа-
лы зерттелді. Аденокарциноманың бастапқы патологиялық диагностикасынан кейін, EGFR және ALK мутациясының күйін 
анықтағаннан кейін, EGFR және ALK теріс мәртебесі бар ісік үлгілері ROS1 мутациясының мәртебесін әрі қарай анықтау 
үшін жіберілді. Определение статуса мутации ROS1 мутациясының мәртебесін анықтау екі әдіспен жүргізілді: Бірінші әдіс 
– Ventana BenchMark Ultra платформасында ROS1 антиденесін (SP283) және OptiView DAB Detection Kit визуализация жүйесін 
пайдалана отырып, иммуногистохимиялық талдау (ИГХ). ИГХ нәтижелері бойынша  оң және күмәнді нәтижелері бар үлгілер 
ROS1 мутациясының мәртебесін растау сияқты екінші әдіс үшін кері транскриптазасы бар  полимеразды тізбекті реакцияға 
(КТ-ПТР) жіберілді. 

Нәтижелері: 01.01.2022 бастап 30.09.2022 дейін ИГХ әдісімен EGFR-теріс және ALK-теріс өкпе аденокарциномасы бар науқас-
тардан алынған жалпы 99 ісік үлгілері зерттелді. ИГХ-бояу нәтижелері былайша бағаланды: 0 (теріс) – 59 үлгі, 1+ (теріс) – 25 үлгі, 
2+ (күмәнді) – 12 үлгі, 3+ (оң) – 3 үлгі. ≥70% иммундық бояуы бар жағдайлар оң деп саналды. 2+ (күмәнді), 3+ (оң) және 1+ бірнеше 
үлгілері ИГХ бояуын бағалауы бар үлгілер ПТР-тестілеумен растауға жіберілді. 

КТ-ПТР бойынша барлығы 22 үлгі тексерілді, нәтижесі келесідей бағаланды: 1 (4%) – оң, 13 (59%) – теріс, 8 (37%) – сәйкес емес.
Қорытынды: ИГХ арқылы ROS1 мутациясының мәртебесін анықтау көптеген оң және күмәнді нәтижелерге әкелді, ал кейінгі 

КT-ПТР тестілеуі кезінде  сәйкес емес нәтижелердің үлкен бөлігі орын алды. Әрі қарай елдік деңгейде талдау жүргізу үшін ROS1 
анықтау әдісін таңдаған кезде, енгізілетін әдістердің экономикалық шығындық  құрамын бағалау керек, сондай-ақ FISH стандарт-
ты валидацияланған әдістемемен  салыстыру қажет.

Түйінді сөздер: ROS1 молекулалық-генетикалық диагностикасы, өкпенің қатерлі ісігі, ұсақ жасушалы емес өкпенің қатерлі ісігі 
(ҰЖЕӨҚІ), иммуногистохимия (ИГХ), кері транскриптазасы бар полимеразды тізбекті реакция (КТ-ПТР), in situ флуоресцентті 
гибридизациясы (FISH).
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF MOLECULAR GENETIC DIAGNOSTICS OF PATIENTS  
WITH ADVANCED NON-SMALL CELL LUNG CANCER BY INTRODUCING ROS1 TESTING  

IN THE REPUBLIC OF KAZAKHSTAN
O.V. Shatkovskaya1, D.R. Kaidarova1, M.G. Orazgaliyeva1, E.B. Satbayeva1,2, S.O. Ossikbayeva1, A.B. Koishibaeva1

1«Kazakh Institute of Oncology and Radiology» JSC, Almaty, the Republic of Kazakhstan;  
2«Almaty oncological center» MSE on REM, Almaty, the Republic of Kazakhstan

Relevance: Currently, molecular diagnosis in NSCLC in Kazakhstan includes detection of EGFR, ALK driver mutations status, and PD-L1-
status, but not ROS1, what limits the access of patients with this driver mutation to vital therapy. 

The study aimed to optimize the methods of molecular genetic diagnosis of patients with NSCLC by introducing ROS1 testing in the Republic 
of Kazakhstan. 

Methods: The biopsy and surgical material of non-small cell lung cancer (NSCLC) fixed in 10% buffered formalin was studied. After the initial 
morphological diagnosis of adenocarcinoma, EGFR, and ALK mutation status determination, EGFR, and ALK-negative tumor assays were sent 
for further determination of ROS1 mutation status. First, we performed immunohistochemistry (IHC) using the Ventana BenchMark Ultra platform 
using the ROS1 antibody (SP283) and the OptiView DAB Detection Kit imaging system. After that, samples with positive and doubtful IHC results 
were sent for RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) to confirm the ROS1 mutation status.

Results: A total of 99 tumor samples from patients with EGFR-negative and ALK-negative lung adenocarcinoma were studied by IHC 
from January 01 till September 30, 2022. The results of IHC staining were assessed as: 0 (negative) – 59 samples, 1+ (negative) – 25 samples,  
2+ (doubtful) – 12 samples, 3+ (positive) – 3 samples. Cases with ≥70% immunostaining were considered positive. Samples with an IHC stain 
score of 2+ (doubtful), 3+ (positive), and a few samples of 1+ were sent for confirmation by PCR. 

Overall, 22 samples were tested using RT-PCR, and results were considered as follows:1 (4%) – positive, 13 (59%) – negative,  
8 (37%) -– invalid.

Conclusion: A large proportion of positive and questionable results were obtained when determining ROS1 mutation status using IHC, and a 
large proportion of invalid results during subsequent RT-PCR testing. Choosing methods for nationwide ROS1 implementation, one should evalu-
ate the economics of the methods to be implemented and compare them with a standard validated FISH method.

Keywords: ROS1 molecular genetic diagnostics, lung cancer (LC), non-small cell lung cancer (NSCLC), immunohistochemistry (IHC), reverse 
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR), fluorescence in situ hybridization (FISH).




