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Резюме. Цель исследования — сравнить уровни экспрессии белка 
Her2/neu в ткани первичной опухоли и регионарных метастазов рака 
молочной железы (РМЖ) в группе с неопределенным уровнем экс-
прессии этого маркера (2+), а также сопоставить Her2/neu-статусы 
первичной и метастатической опухолей. Материалы и методы. На ма-
териале первичной опухоли и регионарных метастазов 25 больных 
РМЖ с неопределенным уровнем экспрессии Her2/neu (2+) в клетках 
первичной опухоли, не имевших неоадъювантной терапии, выполня-
лось ИГХ-исследование Her2/neu (клон 4B5, Ventana). В ткани пер-
вичного очага также исследовался уровень амплификации гена Her2/
neu SISH-методом (Ventana). Оценка результатов реакций ИГХ и SISH 
проводилась в соответствии с рекомендациями ASCO/CAP 2013 года. 
Сравнивались уровни экспрессии белка Her2/neu и Her2/neu-статусы 
первичного и метастатического РМЖ. Для статистической обработки 
использовались знаково-ранговый тест Уилкоксона, точный тест Фи-
шера и каппа Коэна.

Результаты. Из 25 исследованных случаев в 80% уровень экспрес-
сии Her2/neu в метастазах ниже, чем в первичной опухоли (0 или 1+), 
в 4% — выше (3+), в 16% — не отличался (2+) (p<0,05, точный тест 
Фишера). Медиана уровня экспрессии Her2/neu в ткани метастазов со-
ставляла 1+ (межквартильный размах 1), отличия от уровня экспрес-
сии в первичной опухоли достоверны (p<0,001, знаково-ранговый 



ДОКЛАДЫ ОТ ЛАБОРАТОРИЙ ИНСТИТУТА

58

тест Вилкоксона). Из 25 исследованных случаев в 20% обнаружена 
амплификация гена Her2/neu в ткани первичного очага, причем в 4% 
и уровень экспрессии Her2/neu в ткани метастаза был высоким (3+). 
Her2/neu-статусы первичной и метастатической опухолей совпали в 
84% случаев (95% ДИ 63,1–94,8%). Значение каппы Коэна для поло-
жительных и отрицательных Her2/neu-статусов ткани первичной и 
метастатической опухолей составило 0,29 (умеренная сходимость ре-
зультатов).

Ключевые слова: рак молочной железы, иммуногистохимия, 
SISH, Her2/neu, гетерогенность опухоли, метастазирование

Рак молочной железы (РМЖ) является ведущей опухолевой нозо-
логией среди женщин как по заболеваемости (более 1300000 случа-
ев в год), так и по смертности (более 458300 случаев в год) в мире 
[1]. Распространенность РМЖ превышает распространенность опу-
холей любой другой локализации более, чем в два раза [2]. При этом 
РМЖ — гетерогенное заболевание, различные подгруппы которого 
отличаются по прогностическим и предиктивным характеристикам. 
Существует ряд подходов к исследованию опухолевой ткани с по-
следующим отнесением случая к определенной подгруппе, включа-
ющий в себя как молекулярно-биологические методы исследования 
мультигенных сигнатур опухоли, так и суррогатный иммуногистохи-
мический (ИГХ) метод оценки уровня экспрессии опухолевых био-
маркеров. Последний метод является наиболее распространенным в 
мире ввиду умеренной стоимости исследования и высокой достовер-
ности результатов для оценки прогноза и выбора персонализирован-
ной терапии [3]. «Золотым стандартом» ИГХ-исследования РМЖ яв-
ляется т.н. IHC4, панель из четырех биомаркеров, включающая в себя 
рецепторы к эстрогену (ER), рецепторы к прогестерону (PR), Her2/
neu и маркер пролиферации Ki67. ИГХ-исследование Her2/neu в слу-
чае неопределенного уровня экспрессии (2+) должно быть дополнено 
молекулярно-генетическим исследованием амплификации гена Erbb2 
методом гибридизации in situ (ISH).

Her2/neu представляет собой рецепторную тирозинкиназу семей-
ства Erbb, объединяющего различные варианты рецепторов к эпидер-
мальному фактору роста. Особенностью Her2/neu является отсутствие 
необходимости в присоединении конкретного лиганда для активации 
соответствующего сигнального пути, ведущего к реализации клет-
кой опухолевых свойств, что делает экспрессию данной молекулы на 
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мембране клетки одним из ключевых элементов для определения про-
гноза, а также ответа на таргетную терапию анти-Her2-антителами. 
Клинически значимым является положительный или отрицательный 
Her2/neu-статус опухоли, причем положительным статус признает-
ся в случае экспрессии белка Her2/neu, определяемой методом ИГХ, 
на уровне 3+ или в случае положительной амплификации гена Erbb2, 
определяемой методом ISH, а отрицательным — в случае экспрессии 
белка на уровне 0 или 1+ или при отрицательной амплификации гена 
Erbb2. 

Рекомендации ASCO/CAP 2013 года предусматривают оценку 
Her2/neu-статуса метастатической ткани рака молочной железы в тех 
случаях, когда метастатический очаг развивается метахронно [4], при 
этом в рекомендациях согласительных конференций St. Gallen 2015 
и 2017 годов предусмотрено исследование Her2/neu-статуса только 
первичной опухоли [5, 6]. По мнению ряда авторов, различия статуса 
первичной опухоли и метастазов, продемонстрированные в ряде ис-
следований, могут вести к неэффективности таргетной терапии и не-
точной оценке прогноза [7, 8].

В большинстве доступных работ показано существование феноме-
на гетерогенности опухоли, проявляющейся в несоответствии Her2/
neu-статусов первичной и метастатической опухолей при раке молоч-
ной железы. Однако данные о частотах и направлениях изменений 
Her2/neu-статуса опухоли при метастазировании разнородны и не по-
зволяют сделать вывод о закономерностях, связанных с этими измене-
ниями [9].

Причины различий уровней экспрессии Her2/neu в клетках пер-
вичной опухоли и регионарных метастазов не выяснены до конца. 
Предполагается, что этот феномен может наблюдаться вследствие 
клональной селекции опухолевых клеток в результате лекарственно-
го давления или в силу биологических причин, биологической эволю-
ции опухолевых клеток, или как артефакт, связанный с ошибками на 
разных этапах обработки и оценки материала [10].

В связи с отсутствием единого мнения о биологических причинах 
различий уровней экспрессии Her2/neu в ткани первичной и метаста-
тической опухолей при РМЖ и значимости таких различий для оцен-
ки прогноза заболевания и принятия терапевтических решений, а так-
же о закономерностях изменений иммунофенотипа опухоли при ме-
тастазировании, исследования различий уровней экспрессии онко-
белка Her2/neu клетками первичной опухоли и регионарных метаста-
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зов являются актуальными. Среди случаев инвазивного РМЖ особого 
внимания заслуживает группа с неопределенным уровнем экспрессии 
Her2/neu в клетках первичной опухоли (2+), в связи с чем представ-
ляется актуальным вопрос, изменится ли уровень экспрессии белка 
Her2/neu при метастазировании этой категории опухолей и как в та-
ких случаях соотносится Her2/neu-статус ткани первичной опухоли, 
определенный с помощью ISH, со статусом метастатической опухо-
левой ткани.

Целью данного исследования стало выявить различия уровней экс-
прессии онкобелка Her2/neu (2+) в клетках регионарных метастазов 
и первичной опухоли при раке молочной железы в группе с неопре-
деленным уровнем экспрессии этого биомаркера в ткани первично-
го очага, оценить степень этих отличий, а также сопоставить Her2/
neu-статус ткани первичной и метастатической опухолей.

Материал и методы
В исследование вошли 25 пациенток с инвазивным неспецифиче-

ским раком молочной железы, имеющих регионарные метастазы, не 
получавших до операции химио- или радиотерапию, с неопределен-
ным уровнем экспрессии Her2/neu (2+) в клетках первичной опухоли. 
Гистологические препараты первичной опухоли и регионарных лим-
фоузлов были пересмотрены для подтверждения диагноза инвазивно-
го неспецифического рака молочной железы и метастатического по-
ражения регионарных лимфатических узлов.

Фиксированная формалином, залитая в парафиновые блоки ткань 
первичной опухоли и регионарных метастазов исследовалась имму-
ногистохимическим методом, ткань первичной опухоли дополнитель-
но исследовалась методом хромогенной гибридизации in situ (SISH). 
Для проведения ИГХ-исследования с блоков изготавливались сре-
зы толщиной 4 мкм, депарафинировались, обрабатывались и окра-
шивались моноклональными антителами к Her2/neu (Ventana, клон 
4B5) с использованием автостейнера Ventana Benchmark GX (Ventana, 
США). Оценка уровня экспрессии проводилась в соответствии с реко-
мендациями ASCO/CAP 2013 года. Для выполнения гибридизации in 
situ изготавливались срезы толщиной 3 мкм, SISH-исследование про-
водилось в иммуностейнере Ventana Benchmark XT (Ventana, США), 
с использованием систем визуализации UltraView Red ISH DNP, 
UltraView SILVERISH и зонда INFORM HER2 DualISH DNA Probe 
Cocktail. Наличие или отсутствие амплификации гена Erbb2 опреде-
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лялось путем подсчета сигналов HER2/CEP17 в ядрах 20 опухолевых 
клеток [1].

Положительный или отрицательный Her2/neu-статус определялся в 
первичной опухоли в соответствии с результатом SISH-исследования 
(наличие или отсутствие амплификации гена). В метастатической 
опухоли случаям с уровнем экспрессии Her2/neu 3+ присваивался по-
ложительный статус, а случаям с другими уровнями экспрессии (0, 
1+, 2+) присваивался отрицательный статус.

При статистической обработке для сравнения частот повышения 
и понижения уровня экспрессии Her2/neu при метастазировании ис-
пользовался точный тест Фишера, для сравнения уровней экспрессии 
Her2/neu в ткани первичной и метастатической опухолей использо-
вался знаково-ранговый тест Вилкоксона, для оценки сходимости ча-
стот положительных и отрицательных Her2/neu-статусов первичной 
опухоли, определенной методом SISH, и метастатической опухоли, 
определенной методом ИГХ, рассчитывалась каппа Коэна. Наблюдае-
мые различия считались достоверными при уровне значимости ≤0,05. 
Статистическая обработка проводилась с помощью программ Gretl и 
MS Excel 2007 согласно общепринятым методам.

Результаты и обсуждение
Уровень экспрессии Her2/neu в ткани первичной опухоли у всех 

пациенток составлял 2+, медиана значений уровня экспрессии Her2/
neu в ткани метастазов составляла 1+ (межквартильный размах — 1), 
полученные различия достоверны (p<0,001, знаково-ранговый тест 
Вилкоксона) (рис. 1). При этом уровень экспрессии Her2/neu был 
выше в ткани метастазов в 1 случае (4%, 95% ДИ 0,2–22,3%), пони-
зился в 20 случаях (80%, 95% ДИ 58,7–92,4%), остался прежним в 4 
случаях (16%, 95% ДИ 5,2–36,9%). При сравнении частот случаев с 
понижением и повышением уровня экспрессии Her2/neu при регио-
нарном метастазировании обнаружено достоверное преобладание ча-
стоты случаев с понижением уровня экспрессии Her2/neu при мета-
стазировании (p<0,05, точный тест Фишера) (рис. 2).

Из 25 случаев, включенных в исследование, в 5 ткань первичной 
опухоли имела Her2/neu-положительный статус (обнаружена ампли-
фикация гена Her2/neu), в 20 случаях — Her2/neu-отрицательный ста-
тус (отсутствие амплификации гена Her2/neu). В одном случае ме-
тастатическая опухоль имела Her2/neu-положительный статус (уро-
вень экспрессии 3+), причем в этом случае и статус первичной опухо-
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ли был положительным. Частота совпадения Her2/neu-статусов ткани 
первичной опухоли и регионарных метастазов составила 84% (95% 
ДИ 63,1–94,8%) (рис. 3). Для оценки сходимости частот положитель-
ных и отрицательных Her2/neu-статусов первичной и метастатиче-
ской опухолей была рассчитана каппа Коэна, значение которой соста-
вило 0,29, что соответствует умеренному уровню сходимости.

Гиперэкспрессия онкобелка Her2/neu (оцениваемая как 3+) на клет-
ках опухоли возникает, как правило, вследствие амплификации гена 
Erbb2. В таких случаях онкогенные эффекты белка Her2/neu, приводя-
щие к активации клеточных сигнальных путей MAPK и PI3K, очень 
выражены, поскольку количество молекул Her2/neu на мембране опу-
холевой клетки многократно превосходит количество таких молекул 
на мембранах опухолевых клеток в случаях с другими уровнями экс-
прессии Her2/neu в опухолевой ткани [11].

Экспрессия онкобелка Her2/neu на мембране опухолевых клеток 
при раке молочной железы на уровне 2+, как правило, возникает в 
случае активной транскрипции неамплифицированного гена Erbb2. 
При этом количество молекул Her2/neu на мембране опухолевых кле-
ток недостаточно для возникновения выраженных онкогенных эф-
фектов. Транскрипция гена Erbb2 регулируется молекулами ряда ко-
факторов, в частности, принадлежащими к семейству AP-2 (AP-2α и 
AP-2γ) и SRC. При условии достаточного количества молекул таких 
кофакторов происходит транскрипция гена Erbb2, приводящая к син-
тезу умеренного количества его белкового продукта — молекул Her2/
neu.

Рис. 1. Уровни экспрессии Her2/neu в ткани первичной опухоли 
(ПО) и регионарных метастазов при раке молочной железы в случа-
ях с неопределенным уровнем экспрессии (2+) Her2/neu в ткани пер-
вичной опухоли.
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Рис. 2. Частоты случаев с понижением и с повышением уровня 
экспрессии Her2/neu при регионарном метастазировании рака молоч-
ной железы в исследованной группе случаев.

Рис. 3. Частота совпадений Her2/neu-статусов ткани первичной 
опухоли и регионарных метастазов в исследованной группе случаев.

В случаях с неопределенным уровнем экспрессии онкобелка Her2/
neu (2+) развитие опухоли происходит за счет других механизмов ак-
тивации различных этапов онкогенеза, в частности, метастазирова-
ния. При этом кофакторы транскрипции AP-2 и SRC, необходимые 
для их реализации, могут быть вовлечены в процессы транскрипции 
различных генов, и не участвовать в транскрипции Erbb2. В таком 
случае экспрессия онкобелка Her2/neu клетками метастазов будет от-
сутствовать [12].

В люминальных подтипах рака молочной железы основным вну-
триклеточным активатором онкогенных механизмов является молеку-
ла рецептора к эстрогену. Ядерные рецепторы к эстрогену способны 
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образовывать комплексы с молекулами SRC и изменять соотношение 
молекул AP-2α и AP-2γ, что ведет к существенному снижению транс-
крипции гена Erbb2 [13]. В большинстве случаев, включенных в дан-
ную работу, при неопределенном уровне экспрессии Her2/neu (2+) и 
умеренном уровне экспрессии рецепторов к эстрогену в ткани пер-
вичной опухоли наблюдалось одновременное снижение уровня экс-
прессии Her2/neu до уровня экспрессии 1+ или 0 и повышение уров-
ня экспрессии рецепторов к эстрогену до высокого уровня в ткани ме-
тастазов.

Выводы
1. В случаях с неопределенным уровнем экспрессии онкобелка 

Her2/neu (2+) в ткани первичной опухоли при раке молочной желе-
зы уровень экспрессии этого биомаркера понижается при регионар-
ном метастазировании.

2. Her2/neu-статус опухолевой ткани сохраняется при метастази-
ровании рака молочной железы в случаях с неопределенным уровнем 
экспрессии Her2/neu в ткани первичной опухоли.
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