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Резюме. Цель исследования — сравнить уровни 
экспрессии белка Her2/neu в ткани первичной опухо-
ли и регионарных метастазов рака молочной железы 
(РМЖ) в группе с неопределенным уровнем экспрес-
сии этого маркера (2+), а также сопоставить Her2/neu-
статусы первичной и метастатической опухолей. Ма-
териалы и методы. На материале первичной опухо-
ли и регионарных метастазов 25 больных РМЖ с не-
определенным уровнем экспрессии Her2/neu (2+) в 
клетках первичной опухоли, не имевших неоадъю-
вантной терапии, выполнялось ИГХ-исследование 
Her2/neu (клон 4B5, Ventana). В ткани первичного оча-
га 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 статисти-
ческой обработки использовались знаково-ранговый 
тест Уилкоксона, точный тест Фишера и каппа Коэ-
на. Результаты. Из 25 исследованных случаев в 80% 
уровень экспрессии 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 Фи-
шера). Медиана уровня экспрессии Her2/neu в ткани 
метастазов составляла 1+ (межквартильный размах 
1), отличия от уровня экспрессии в первичной опухо-
ли достоверны (p<0,001, знаково-ранговый тест Вил-
коксона). Из 25 исследованных случаев в 20% обнару-
жена 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 положительных и отрицательных Her2/neu-
статусов ткани первичной и метастатической опухо-

Abstract. Purpose: to compare Her2/neu protein 
expression and Her2/neu statuses of primary breast 
cancer (BC) and its local metastases in cases with 
equivocal (2+) expression of this marker in primary 
tumor (PT). Material and methods. Her2/neu 
immunohistochemical study (Ventana) of PT and local 
metastases by 25 BC patients with equivocal (2+) Her2/
neu expression in PT was performed. Her2/neu gene 
amplification in PT was evaluated by SISH (Ventana). 
ASCO/CAP guidelines were used. Her2/neu expression 
and statuses of PT and metastases were compared using 
Wilcoxon and Fisher exact probability tests, Cohen’s 
kappa was also used. Results. Of 25 studied cases in 80% 
Her2/neu expression in metastases was lower (0, 1+), 
in 4% higher (3+), in 16% the same (2+) if compared 
with PT. Her2/neu expression median was 1+ (IQR 
1) in metastases, difference with PT was significant 
(p<0.001, Wilcoxon signed rank test). Frequency of cases 
with decreasing level of Her2/neu while metastasizing 
(80%) is significantly higher than frequency of cases 
with increasing of such level (4%) (p<0.05, Fisher exact 
probability test). Of 25 studied cases 20% had amplified 
Her2/neu gene in PT and in 4% metastasis had 3+ protein 
expression. Frequency of the same Her2/neu statuses of 
the primary tumor and metastasis was 84% (95% CI was 
63.1–94.8%). Cohen’s kappa was 0.29 (fair agreement 
of positive and negative Her2/neu statuses of PT and 
metastasis).
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лей составило 0,29 (умеренная сходимость результа-
тов).
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Рак молочной железы (РМЖ) является ведущей 
опухолевой нозологией среди женщин как по забо-
леваемости (более 1300000 случаев в год), так и по 
смертности (более 458300 случаев в год) в мире [1]. 
Распространенность РМЖ превышает распространен-
ность опухолей любой другой локализации более, чем 
в два раза [2]. При этом РМЖ — гетерогенное забо-
левание, различные подгруппы которого отличаются 
по прогностическим и предиктивным характеристи-
кам. Существует ряд подходов к исследованию опу-
холевой ткани с последующим отнесением случая 
к определенной подгруппе, включающий в себя как 
молекулярно-биологические методы исследования 
мультигенных сигнатур опухоли, так и суррогатный 
иммуногистохимический (ИГХ) метод оценки уровня 
экспрессии опухолевых биомаркеров. Последний ме-
тод является наиболее распространенным в мире вви-
ду умеренной стоимости исследования и высокой до-
стоверности результатов для оценки прогноза и выбо-
ра персонализированной терапии [3]. «Золотым стан-
дартом» ИГХ-исследования РМЖ является т.н. IHC4, 
панель из четырех биомаркеров, включающая в себя 
рецепторы к эстрогену (ER), рецепторы к прогесте-
рону (PR), Her2/neu и маркер пролиферации Ki67 [4]. 
ИГХ-исследование Her2/neu в случае неопределен-
ного уровня экспрессии (2+) должно быть дополнено 
молекулярно-генетическим исследованием амплифи-
кации гена Erbb2 методом гибридизации in situ (ISH).

Her2/neu представляет собой рецепторную тирозин-
киназу семейства Erbb, объединяющего различные ва-

рианты рецепторов к эпидермальному фактору ро-
ста. Особенностью Her2/neu является отсутствие не-
обходимости в присоединении конкретного лиганда 
для активации соответствующего сигнального пути, 
ведущего к реализации клеткой опухолевых свойств, 
что делает экспрессию данной молекулы на мембра-
не клетки одним из ключевых элементов для опреде-
ления прогноза, а также ответа на таргетную терапию 
анти-Her2-антителами. Клинически значимым явля-
ется положительный или отрицательный Her2/neu-
статус опухоли, причем положительным статус при-
знается в случае экспрессии белка Her2/neu, опреде-
ляемой методом ИГХ, на уровне 3+ или в случае по-
ложительной амплификации гена Erbb2, определяе-
мой методом ISH, а отрицательным — в случае экс-
прессии белка на уровне 0 или 1+ или при отрица-
тельной амплификации гена Erbb2. 

Рекомендации ASCO/CAP 2013 года предусматри-
вают оценку Her2/neu-статуса метастатической ткани 
рака молочной железы в тех случаях, когда метаста-
тический очаг развивается метахронно [5], при этом 
в рекомендациях согласительных конференций St. 
Gallen 2015 и 2017 годов предусмотрено исследова-
ние Her2/neu-статуса только первичной опухоли [6, 7]. 
По мнению ряда авторов, различия статуса первичной 
опухоли и метастазов, продемонстрированные в ряде 
исследований, могут вести к неэффективности таргет-
ной терапии и неточной оценке прогноза [8, 9, 10].

В большинстве доступных работ показано суще-
ствование феномена гетерогенности опухоли, прояв-
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ляющейся в несоответствии Her2/neu-статусов пер-
вичной и метастатической опухолей при раке молоч-
ной железы [11]. Однако данные о частотах и направ-
лениях изменений Her2/neu-статуса опухоли при ме-
тастазировании разнородны и не позволяют сделать 
вывод о закономерностях, связанных с этими измене-
ниями [12, 13].

Причины различий уровней экспрессии Her2/neu в 
клетках первичной опухоли и регионарных метаста-
зов не выяснены до конца. Предполагается, что этот 
феномен может наблюдаться вследствие клональной 
селекции опухолевых клеток в результате лекарствен-
ного давления или в силу биологических причин, био-
логической эволюции опухолевых клеток, или как ар-
тефакт, связанный с ошибками на разных этапах обра-
ботки и оценки материала [14].

В связи с отсутствием единого мнения о биологиче-
ских причинах различий уровней экспрессии Her2/neu 
в ткани первичной и метастатической опухолей при 
РМЖ и значимости таких различий для оценки про-
гноза заболевания и принятия терапевтических реше-
ний, а также о закономерностях изменений иммуно-
фенотипа опухоли при метастазировании, исследова-
ния различий уровней экспрессии онкобелка Her2/neu 
клетками первичной опухоли и регионарных метаста-
зов являются актуальными. Среди случаев инвазивно-
го РМЖ особого внимания заслуживает группа с нео-
пределенным уровнем экспрессии Her2/neu в клетках 
первичной опухоли (2+), в связи с чем представляется 
актуальным вопрос, изменится ли уровень экспрессии 
белка Her2/neu при метастазировании этой категории 
опухолей и как в таких случаях соотносится Her2/neu-
статус ткани первичной опухоли, определенный с по-
мощью ISH, со статусом метастатической опухолевой 
ткани.

Целью данного исследования стало выявить раз-
личия уровней экспрессии онкобелка Her2/neu (2+) 
в клетках регионарных метастазов и первичной опу-
холи при раке молочной железы в группе с неопреде-
ленным уровнем экспрессии этого биомаркера в тка-
ни первичного 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 

неспецифическим раком молочной железы, имеющих 
регионарные метастазы, не получавших до операции 
химио- или радиотерапию, с неопределенным уров-
нем экспрессии Her2/neu (2+) в клетках первичной 
опухоли. Гистологические препараты первичной опу-
холи и регионарных лимфоузлов были пересмотрены 
для подтверждения диагноза инвазивного неспеци-
фического рака молочной железы и метастатического 

поражения регионарных лимфатических узлов.
Фиксированная формалином, залитая в парафино-

вые блоки ткань первичной опухоли и регионарных 
метастазов исследовалась иммуногистохимическим 
методом, ткань первичной опухоли дополнитель-
но исследовалась методом хромогенной гибридиза-
ции in situ (SISH). Для проведения ИГХ-исследования 
с блоков изготавливались срезы толщиной 4 мкм, де-
парафинировались, обрабатывались и окрашивались 
моноклональными антителами к Her2/neu (Ventana, 
клон 4B5) с использованием автостейнера Ventana 
Benchmark GX (Ventana, США). Оценка уровня экс-
прессии проводилась в соответствии с рекомендаци-
ями ASCO/CAP 2013 года. Для выполнения гибриди-
зации in situ изготавливались срезы толщиной 3 мкм, 
SISH-исследование проводилось в иммуностейне-
ре Ventana Benchmark XT (Ventana, США), с исполь-
зованием систем визуализации UltraView Red ISH 
DNP, UltraView SILVERISH и зонда INFORM HER2 
DualISH DNA Probe Cocktail. Наличие или отсутствие 
амплификации гена Erbb2 определялось путем под-
счета сигналов HER2/CEP17 в ядрах 20 опухолевых 
клеток [1].

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

При статистической обработке для сравнения частот 
повышения и понижения уровня экспрессии Her2/neu 
при метастазировании использовался точный тест 
Фишера, для сравнения уровней экспрессии Her2/neu 
в ткани первичной и метастатической опухолей ис-
пользовался знаково-ранговый тест Вилкоксона, для 
оценки сходимости частот положительных и отрица-
тельных Her2/neu-статусов первичной опухоли, опре-
деленной методом SISH, и метастатической опухоли, 
определенной методом ИГХ, рассчитывалась каппа 
Коэна. Наблюдаемые различия считались достовер-
ными 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 зна-
чений уровня экспрессии Her2/neu в ткани метаста-
зов составляла 1+ (межквартильный размах — 1), по-
лученные 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%), понизился в 20 слу-
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чаях (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 регионарном метастазиро-
вании обнаружено достоверное преобладание часто-
ты случаев с понижением уровня экспрессии Her2/neu 
при метастазировании (p<0,05, точный тест Фишера) 
(рис. 2).

Рис. 1. Уровни экспрессии Her2/neu в ткани первич-
ной опухоли (ПО) и регионарных метастазов при раке 
молочной железы в случаях с неопределенным уров-
нем экспрессии (2+) Her2/neu в ткани первичной опу-
холи.
Fig. 1. Her2/neu expression levels in primary tumor and 
locoregional metastases of breast cancer in cases with 
equivocal (2+) Her2/neu expression level in primary 
tumor.

Рис. 2. Частоты случаев с понижением и с повышени-
ем уровня экспрессии Her2/neu при регионарном ме-
тастазировании рака молочной железы в исследован-
ной группе случаев.
Fig. 2. Proportions of cases with decreasing and 
increasing Her2/neu expression level during locoregional 
metastasizing of breast cancer in studied cases.

Из 25 случаев, включенных в исследование, в 
5-и ткань первичной опухоли имела Her2/neu-
положительный статус (обнаружена амплифи-
кация гена Her2/neu), в 20 случаях — Her2/neu-
отрицательный статус (отсутствие амплификации ге-
на Her2/neu). В одном случае метастатическая опу-
холь имела Her2/neu-положительный статус (уровень 
экспрессии 3+), причем в этом случае и статус пер-

вичной опухоли был положительным. Частота совпа-
дения Her2/neu-статусов ткани первичной опухоли 
и регионарных метастазов составила 84% (95% ДИ 
63,1–94,8%) (рис. 3). Для оценки сходимости частот 
положительных и отрицательных Her2/neu-статусов 
первичной и метастатической опухолей была рассчи-
тана каппа Коэна, значение которой составило 0,29, 
что соответствует умеренному уровню сходимости.

Рис. 3. Частота совпадений Her2/neu-статусов ткани 
первичной опухоли и регионарных метастазов в ис-
следованной группе случаев.
Fig. 3. Frequency of concordant Her2/neu statuses of 
primary tumor and locoregional metastases of breast 
cancer in studied cases.

Гиперэкспрессия онкобелка Her2/neu (оцениваемая 
как 3+) на клетках опухоли возникает, как правило, 
вследствие амплификации гена Erbb2. В таких случа-
ях онкогенные эффекты белка Her2/neu, приводящие 
к активации клеточных сигнальных путей MAPK и 
PI3K, очень выражены, поскольку количество молекул 
Her2/neu на мембране опухолевой клетки многократно 
превосходит количество таких молекул на мембранах 
опухолевых клеток в случаях с другими уровнями экс-
прессии Her2/neu в опухолевой ткани [15].

Экспрессия онкобелка Her2/neu на мембране опу-
холевых клеток при раке молочной железы на уровне 
2+, как правило, возникает в случае активной транс-
крипции неамплифицированного гена Erbb2. При 
этом количество молекул Her2/neu на мембране опу-
холевых клеток недостаточно для возникновения вы-
раженных онкогенных эффектов. Транскрипция ге-
на Erbb2 регулируется молекулами ряда кофакторов, 
в частности, принадлежащими к семейству AP-2 (AP-
2α и AP-2γ) и SRC [16, 17]. При условии достаточно-
го количества молекул таких кофакторов происходит 
транскрипция гена Erbb2, приводящая к синтезу уме-
ренного количества его белкового продукта — моле-
кул Her2/neu.

В случаях с неопределенным уровнем экспрессии 
онкобелка Her2/neu (2+) развитие опухоли происходит 
за счет других механизмов активации различных эта-
пов онкогенеза, в том числе, метастазирования [18]. 
При этом кофакторы транскрипции AP-2 и SRC, не-
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обходимые для их реализации, могут быть вовлечены 
в процессы транскрипции различных генов и не уча-
ствовать в транскрипции Erbb2. В таком случае экс-
прессия онкобелка Her2/neu клетками метастазов бу-
дет отсутствовать [19].

В люминальных подтипах рака молочной железы 
основным внутриклеточным активатором онкогенных 
механизмов является молекула рецептора к эстроге-
ну. Ядерные рецепторы к эстрогену способны образо-
вывать комплексы с молекулами SRC и изменять со-
отношение молекул AP-2α и AP-2γ, что ведет к суще-
ственному снижению транскрипции гена Erbb2 [20]. 
В большинстве случаев, включенных в данную ра-
боту, при неопределенном уровне экспрессии Her2/
neu (2+) и умеренном уровне экспрессии рецепторов 
к эстрогену в ткани первичной опухоли наблюдалось 

одновременное снижение уровня экспрессии Her2/neu 
до уровня экспрессии 1+ или 0 и повышение уровня 
экспрессии рецепторов к эстрогену до высокого уров-
ня в ткани метастазов [21].

Выводы
1. В случаях с неопределенным уровнем экспрессии 

онкобелка Her2/neu (2+) в ткани первичной опухоли 
при раке молочной железы уровень экспрессии этого 
биомаркера понижается при регионарном метастази-
ровании.

2. Her2/neu-статус опухолевой ткани сохраняется 
при метастазировании рака молочной железы в случа-
ях с неопределенным уровнем экспрессии Her2/neu в 
ткани первичной опухоли.
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