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Люминальный В HER2/neu-положительный и HER2/neu-положительный (не люминальный) подтипы рака мо-
лочной железы (РМЖ) характеризуются амплификацией гена HER2/neu и гиперэкспрессией соответствующего 
белка на мембране опухолевых клеток. Для лечения пациентов c HER2/neu-положительным РМЖ разработаны 
и применяются в различном режиме и комбинациях несколько таргетных препаратов, однако их использова-
ние существенно ограничено первичной или приобретенной резистентностью, в основе которой лежит мно-
жество факторов, в том числе и генетическая гетерогенность опухоли. Целью нашей работы было оценить ге-
терогенность амплификации HER2/neu в HER2/neu-положительных подтипах РМЖ – люминальном В HER2/
neu-положительном и HER2/neu-положительном (не люминальном). Материал и методы. В исследование вош-
ли 210 пациентов с неопределенной (2+) иммуногистохимической оценкой экспрессии HER2/neu, которым в 
рамках первичной диагностики РМЖ выполняли FISH-исследование с двойной флуоресцентной меткой для 
оценки статуса гена HER2/neu. Результаты и их обсуждение. В ходе исследования было выявлено, что ген 
HER2/neu, экспрессия которого имеет основополагающее значение в патогенезе люминального В HER2/neu-
положительного и HER2/neu-положительного (не люминального) РМЖ, характеризуется выраженным гетеро-
генным характером амплификации в 31 % случаев. При этом как гетерогенные мы интерпретировали опухоли, 
содержащие клетки с соотношением HER2/CEP17 < 2 и количеством копий гена 4 ≤ HER2/neu < 6, т.е. клетки 
с отсутствием амплификации гена HER2/neu. Группы люминальных В и HER2/neu-положительных опухолей 
статистически значимо не различались по количеству гетерогенных по амплификации HER2/neu. В ходе ROC-
анализа была установлена диагностическая значимость показателя HER2/CEP17 для выявления гетерогенности 
опухоли: пороговое значение показателя, при котором достигалась диагностическая эффективность 95 %, со-
ставило 2,6. Заключение. Гетерогенность амплификации HER2/neu обнаруживается при FISH-анализе в 31 % 
случаев РМЖ и не зависит от принадлежности опухоли к люминальному В HER2/neu-положительному или 
HER2/neu-положительному (не люминальному) подтипу. Если в образце опухоли с положительным HER2/
neu-статусом соотношение HER2/CEP17 ≤ 2,6, такой образец с вероятностью 95 % будет содержать минор-
ные субклоны без амплификации HER2/neu. Феномен гетерогенности амплификации HER2/neu в HER2/neu-
положительных опухолях может иметь важное значение при прогнозировании исхода заболевания и выбора 
тактики лечения РМЖ. 
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флуоресцентная гибридизация in situ, таргетная терапия.
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Рак молочной железы (РМЖ) относится к од-
ному из самых распространенных злокачествен-
ных новообразований: в структуре онкологиче-
ской заболеваемости он занимает первое место 
по численности среди женщин [2]. Диагностика 
РМЖ, помимо верификации гистологического 
варианта опухоли, предполагает и обязательное 
установление ее молекулярного фенотипа. Из-
начально предложенная C. Perou в 2000 г., мо-
лекулярная классификация РМЖ претерпела 
значительные изменения и базируется в настоя-
щее время не на анализе генной экспрессии, а на 
суррогатном иммуногистохимическом определе-
нии экспрессии рецепторов к эстрогенам (ER) и 

прогестерону (PgR), белка HER2/neu и маркера 
пролиферации Ki-67. Различают несколько мо-
лекулярных подтипов РМЖ, характеризующихся 
особенностями течения и прогноза: люминаль-
ный А, люминальный В HER2/neu негативный, 
люминальный В HER2/neu-положительный, 
трижды-негативный, HER2/neu-положительный 
[22]. Два из них – люминальный В HER2/neu-
положительный и HER2/neu-положительный (не 
люминальный) – отличаются от остальных под-
типов РМЖ амплификацией гена HER2/neu и 
гиперэкспрессией соответствующего белка на 
мембране опухолевых клеток. Люминальные В 
HER2/neu-положительные случаи РМЖ состав-
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The defining feature of HER2/neu-positive Luminal B and HER2/neu-positive (non-luminal) subtype breast cancer 
is HER2/neu gene amplification and protein overexpression on cancer cell membrane. The HER2-targeted therapy is 
nowadays available for patients with HER2-positive breast cancer However, a significant fraction of HER2+ tumors 
acquire or possess intrinsic mechanisms of resistance, based on multiple factors, and genetic heterogeneity among them. 
The aim of our study was to quantify the heterogeneity of HER2/neu amplification in HER2/neu-positive Luminal B 
and HER2/neu-positive (non-luminal) subtypes of breast cancer. Material and methods. A retrospective analysis of 
210 cases referred for dual probe fluorescence in situ hybridization (FISH) confirmation of an immunohistochemical 
equivocal 2+ result was performed. Results. Our results demonstrated a heterogeneous amplification pattern of HER2/
neu gene, whose expression is a substantial cause of HER2/neu-positive Luminal B and HER2/neu-positive (non-luminal) 
subtypes of breast cancer, in 31 % of invasive breast cancer cases. As heterogeneous, we interpreted tumors containing 
cells with HER2/CEP17 ratio < 2 and gene copies 4 ≤ HER2/neu < 6, that is, those without HER2/neu amplification. 
The amount of heterogeneous tumors between HER2/neu-positive Luminal B and HER2/neu-positive (non-luminal) 
subtypes was not statistically significant. ROC analyses identified optimal cutoff point for HER2/CEP17 ratio as 2.6 
for distinguishing heterogeneous tumors. Conclusion. The heterogeneity of HER2/neu amplification is determined by 
FISH in 31 % of cases and is independent of molecular breast cancer subtype. If a HER2/neu-positive breast cancer 
has HER2/CEP17 ratio ≤ 2,6, it contains minor subclones without HER2/neu amplification with a probability of 95 %. 
Our results demonstrated that HER2/neu amplification heterogeneity may be important for prognosis of survival and 
treatment decisions. 

Key words: breast cancer, intratumoral heterogeneity, HER2 gene amplification, fluorescence in situ hybridization 
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ляют около 30 % всех люминальных В опухо-
лей и характеризуются фенотипом ER+, PgR+/–, 
HER2/neu+ и высокой пролиферативной актив-
ностью (Ki-67 > 20 %) [24]. HER2/neu-положи-
тельные случаи РМЖ (не люминальные) – агрес- 
сивные опухоли, как правило, с высоким проли-
феративным индексом и, как следствие, быстрым 
ростом и склонностью к отдаленному метастази-
рованию (чаще всего в головной мозг) [24]. 

Оба HER2/neu-положительных подтипа РМЖ 
характеризуются высокой вероятностью негатив-
ного исхода заболевания и низкими показателя-
ми общей выживаемости [9, 24]. Связано данное 
обстоятельство с амплификацией гена HER2/neu 
и вызванной этим аберрантной экспрессией он-
копротеина на мембране опухолевых клеток. 
Гиперэкспрессия белка HER2/neu, являющегося 
трансмембранным рецептором, вызывает консти-
тутивную активацию множества сигнальных кас-
кадов (PI3K/AKT, RAS/MAPK/ERK, JAK/STAT), 
участвующих в реализации таких механизмов он-
когенеза, как увеличение времени жизни клетки, 
повышенная пролиферативная активность, при-
обретение способности к инвазивному росту и 
индукция ангиогенеза.

На сегодняшний день для лечения пациентов 
c HER2/neu-положительным РМЖ разработаны 
и применяются в различном режиме и комбина-
циях несколько таргетных препаратов – трастузу-
маб (Herceptin), лапатиниб (Tykerb), пертузумаб 
(Perjeta), трастузумаб эмтанзин (Kadcyla) [4]. 
Определение статуса HER2/neu в рамках пер-
вичной морфологической диагностики является 
рутинным методом оценки чувствительности к 
таргетной терапии [5]. На первом этапе HER2/
neu-тестирования в баллах от 0 до 3+ оценивается 
экспрессия белка HER2/neu иммуногистохими-
ческим (ИГХ) методом. Негативными по HER2/
neu-статусу считаются опухоли с оценками 0 и 
1+. HER2/neu-положительные опухоли характе-
ризуются экспрессией HER2/neu на уровне 3+. 
Неопределенный результат 2+ не позволяет уве-
ренно судить о статусе гена HER2/neu. В таких 
случаях обязательно должно проводиться ис-
следование амплификации гена HER2/neu с по-
мощью гибридизации in situ с использовани-
ем флуоресцентных меток (fluorescence in situ 
hybridization, FISH) или хромогенов (chromogenic 
in situ hybridization, CISH).

Четкий алгоритм проведения HER2/neu-
тестирования и интерпретации результатов из-
ложен в рекомендациях американского общества 
клинической онкологии и коллегии американских 
патологов (ASCO/CAP) [25]. Согласно этим реко-
мендациям, анти-HER2/neu таргетную терапию 
должны получать только те пациенты, которые 

имеют HER2/neu статус 3+ или 2+ (FISH/CISH-
положительные). В клинической практике при-
менение таргетной терапии у пациентов с HER2/
neu-позитивным РМЖ приводит к заметному 
улучшению результатов лечения [4, 9].

РМЖ демонстрирует значительную генети-
ческую гетерогенность, в том числе гетероген-
ность амплификации HER2/neu [6, 16]. Много-
численные исследования указывают на то, что 
сосуществование в пределах одной опухоли кле-
ток с различным HER2/neu-статусом во многом 
определяет ответ на таргетную терапию, а также 
объясняет феномен резистентности к проводимо-
му лечению [6, 7, 23]. Показано, что опухоли с 
неопределенным результатом ИГХ-тестирования 
(2+) примерно в одной трети случаев являют-
ся гетерогенными по амплификации HER2/neu 
[17, 26]. 

Целью нашей работы было оценить гетеро-
генность амплификации HER2/neu в двух моле-
кулярно-генетических HER2/neu-положительных 
подтипах РМЖ, люминальном В HER2/neu-поло-
жительном и HER2/neu-положительном (не лю-
минальном) и объяснить ее с биологической точ-
ки зрения.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

В исследование вошли 210 пациентов, кото-
рым в 2018 г. в рамках первичной диагностики 
РМЖ на базе Патолого-анатомического бюро 
(г. Ростов-на-Дону) проводили оценку уровня 
экспрессии белка HER2/neu и которые получи-
ли неопределенную оценку 2+ по результатам 
ИГХ-тестирования. ИГХ-исследование экспрес-
сии HER2/neu осуществлялось на автостейнере 
«Ventana Benchmark GX» («Ventana», США) по 
стандартному протоколу с использованием моно-
клональных антител к HER2/neu (клон 4B5). Для 
FISH-исследования использовали набор «HER2 
IQFISH pharmDx» («Agilent Technologies», Да-
ния). Статус гена HER2/neu оценивали при FISH-
исследовании с использованием двухцветных 
зондов на центромеры 17-й хромосомы (CEP17) 
и ген HER2/neu в соответствии с рекомендациями 
ASCO/CAP в редакции 2018 г. [25]. Межгруппо-
вые сравнения проводили с помощью критерия 
Манна – Уитни, а в случае категориальных пере-
менных использовали критерий χ2. Различия счи-
тали статистически значимыми при уровне зна-
чимости р < 0,05. Диагностическую значимость 
зависимости гетерогенности амплификации 
HER2/neu в опухоли от показателя HER2/CEP17, 
а также оптимальное значение точки отсече-
ния (cut-off value) по показателям чувствитель-
ности и специфичности оценивали с помощью 
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ROC-анализа в программе easyROC (http://www.
biosoft.hacettepe.edu.tr/easyROC/). Проведение 
исследования одобрено локальным Комитетом по 
биомедицинской этике и соответствовало этиче-
ским нормам Хельсинкской декларации 2000 г.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Из 210 образцов опухолевой ткани с неопре-
деленным уровнем экспрессии HER2/neu (ИГХ 
2+) амплификация гена HER2/neu при FISH-ис-
следовании выявлена в 36 случаях, на основе 
которых формировалась итоговая анализируемая 
выборка. Следует отметить, что обнаруженная 
нами доля HER2/neu-положительных случаев 
РМЖ в опухолях с неопределенным уровнем экс-
прессии HER2/neu (17,1 %) сопоставима с дан-
ными L. Yang et al. (17,8 %) [27] и C. Murray et 
al. (17,4 %) [15], чьи исследования были выпол-
нены на гораздо более многочисленном матери-
але, что свидетельствует о репрезентативности 
нашей выборки. Итоговую анализируемую вы-
борку составили 29 образцов, поскольку в семи 
случаях амплификация HER2/neu визуализиро-
валась при FISH-исследовании в виде кластеров, 
количественный учет которых произвести было 
невозможно. 22 образца принадлежали к люми-
нальному В подтипу РМЖ, остальные семь были 
HER2/neu-положительными (не люминальными). 
Известно, что распределение молекулярно-био-
логических подтипов меняется в зависимости от 
стадии опухоли, но независимо от конкретных 
цифр процентное соотношение количества случа-
ев HER2/neu-положительного и люминального В 
с амплификацией HER2/neu РМЖ примерно оди-
наково [3]. В группе же РМЖ с неопределенным 
по ИГХ HER2/neu-статусом наблюдается диаме-
трально противоположная картина – большин-
ство опухолей с ИГХ-экспрессией HER2/neu на 
уровне 2+ являются люминальными В. Этот факт 
отмечался в различных исследованиях и рань-
ше, хотя причины такой диспропорциональности 
остаются неизученными [10, 20]. 

Отличий по количеству копий гена HER2/neu 
в двух исследуемых группах не было: критерий 
Манна – Уитни U(7,22) = 76,5, р > 0,05. При ана-
лизе характера амплификации HER2/neu обращал 
на себя внимание размах значений числа копий 
HER2/neu, свидетельствующий о высокой вари-
ативности данного показателя. Существенные 
отличия копийности гена HER2/neu между клет-
ками одной и той же опухоли отмечены многими 
исследователями [7, 12, 18]. В основе такой ге-
терогенности лежит сам механизм интрахромо-
сомной амплификации генов – повторяющиеся 
циклы BFB (Breakage-Fusion-Bridge). Каждый 

BFB-цикл начинается с двуцепочечного разры-
ва (breakage) ДНК с последующим «слипанием» 
(fusion) концов сестринских хроматид и образо-
ванием «мостика» (bridge). В результате образу-
ется нестабильная дицентрическая хромосома, 
в которой во время анафазы митоза происходит 
следующий двуцепочечный разрыв и BFB-цикл 
повторяется [1]. Поскольку количество двуцепо-
чечных разрывов и, соответственно, BFB-циклов 
в каждой клетке абсолютно случайно, это и при-
водит к вариабельности амплификации, визуаль-
но определяющейся методом FISH. 

Подсчет соотношения HER2/CEP17 в каждой 
учтенной опухолевой клетке каждого образца и 
соотнесение его с количеством копий HER2/neu 
позволил обнаружить, что в 31 % случаев РМЖ 
присутствуют клетки с соотношением HER2/
CEP17 < 2 и количеством копий гена HER2/neu 
4 ≤ HER2/neu < 6. Рекомендации ASCO/CAP в 
редакции 2018 г. относят такие опухоли (с не-
которыми допущениями, как то: пересмотр 
ИГХ и трактовка на основе данных ИГХ и 
FISH в совокупности, повторный подсчет FISH-
сигналов) к HER2/neu-негативным [25]. Поэто-
му мы интерпретировали клетки с соотношени- 
ем HER2/CEP17 < 2 и количеством копий гена 
4 ≤ HER2/neu < 6, как клетки с отсутствием ам-
плификации гена HER2/neu, а опухоли, их содер-
жащие, – как гетерогенные. Количество гетеро-
генных по амплификации HER2/neu опухолей не 
различалось в исследуемых нами группах: 31,8 % 
при люминальном B HER2/neu-позитивном и 
28,5 % при HER2/neu-положительном (c2 = 0,094; 
р = 0,759). 

Поделив анализируемую выборку, без привяз-
ки к молекулярно-генетическим подтипам, на две 
группы – имеющих и не имеющих опухолевые 
клетки без амплификации, мы обнаружили стати-
стически значимые их различия. В группе с гете-
рогенной амплификацией значения HER2/CEP17 
были меньше, чем в группе, в которой все учтен-
ные клетки характеризовались наличием ампли-
фикации HER2/neu: соответственно 2,50 (95%-й 
доверительный интервал (95 % ДИ) 2,06–2,60) и 
4,56 (95 % ДИ 3,57–5,94), U(9,20) = 8,5; р < 0,0001. 
Данные группы различались и по количеству ко-
пий гена HER2/neu на ядро, U(9,20) = 17; р = 0,0002. 
Количество копий гена HER2/neu в группе опу-
холей с гетерогенной амплификацией составило 
6,35 (95 % ДИ 4,75–6,6), в группе без таковой – 
9,08 (95 % ДИ 7,55–11,35).

Для оценки диагностической значимости на-
личия в опухоли клеток без амплификации от 
показателей копийности гена HER2/neu и сред-
него значения HER2/CEP17 был применен метод 
ROC-анализа. Показатель, который интересовал 
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нас в первую очередь – площадь под ROC-кривой 
(area under curve, AUC). AUC для HER2/neu со- 
ставил 0,905, а для HER2/CEP17 – 0,952. По-
скольку AUC для HER2/CEP17 приближается к 1, 
целесообразно рассматривать этот показатель в 
качестве диагностически оптимального. Значе-
ние HER2/CEP17, при использовании которого 
в качестве порогового достигается максималь-
ная диагностическая эффективность (95 %) – 2,6 
(рис. 1). Чувствительность оценки гетероген-
ности опухоли по показателю HER2/CEP17 со-
ставляет 1,0 (95 % ДИ от 0,664 до 1); специфич-
ность – 0,9 (95 % ДИ от 0,683 до 0,988). Эти 
значения, соответствующие показателю порого-
вого значения HER2/CEP17, наглядно видны на 
ROC-кривой (рис. 2).

Существование генетической гетерогенно-
сти – пространственной и временной – отличи-
тельная черта РМЖ, что отмечается во многих 
исследованиях [8, 13, 23]. Вероятно, появление 
нескольких субклонов в пределах одной опу-
холи является одним из способов изменения ее 
злокачественного потенциала [14]. В несколь-
ких ретроспективных исследованиях показано, 
что случаи гетерогенного РМЖ ассоциированы 
с плохим прогнозом [11, 21]. Авторы объясняют 
прогрессию заболевания существованием резис- 
тентных к терапии субклонов опухоли, получаю-
щих конкурентное преимущество на фоне прово-
димого лечения. Поэтому определение и характе-
ристика таких клонов имеют не только научный 

интерес, но и непосредственное отношение к 
прогнозу течения и выбору тактики лечения за-
болевания. Так, например, показано, что случаи 
РМЖ с высокой вариабельностью количества 
копий гена HER2/neu и присутствием клеток без 
амплификации на фоне доминантной HER2/neu-
положительной опухоли имеют более высокий 
риск прогрессии и развития отдаленных метаста-
зов по сравнению с гомогенными по амплифи-
кации HER2/neu-положительными опухолями, а 
также с опухолями с отрицательным HER2/neu-
статусом [19]. 

Амплификация HER2/neu, вероятно, вносит 
значительный вклад в появление опухолевых 
клонов de novo, генетическое и клональное раз-
нообразие РМЖ. Таргетная анти-HER2/neu те-
рапия, действуя на чувствительные к ней HER2/
neu-позитивные клетки, тем самым может спо-
собствовать селективному отбору минорных суб-
клонов с отрицательным HER2/neu-статусом и 
прогрессии заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Паттерн амплификации HER2/neu идентичен 
в случаях люминального В и HER2/neu-положи-
тельного РМЖ и характеризуется большой внут-
риопухолевой вариабельностью. Присутствие в 

Рис. 1.  Диаграмма распределения образцов опухолей 
относительно оптимального порогового зна-
чения показателя HER2/CEP17 2,6

Fig. 1.  Diagram of distribution of tumor patterns as rela-
ting to optimal threshold level of HER2/CEP17 2,6

Рис. 2.  ROC-кривая предиктора гетерогенности ам-
плификации HER2/neu – показателя HER2/
CEP17. Отмечены показатели чувствительно-
сти и специфичности (в долях) для порогового 
значения показателя HER2/CEP17 2,6

Fig. 2.  ROC-curve of amplification heterogeneity predictor 
HER2/neu – indicator of HER2/CEP17. Marked 
the sensitivity and specifity indicators (in fractions) 
for the iHER2/CEP17 2,6 indicator threshold level
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ткани опухоли клона с амплификацией HER2/neu 
не исключает наличия минорных субклонов с от-
рицательным HER2/neu-статусом, которым могут 
быть присущи другие генетические аберрации. 
В ходе ROC-анализа установлена диагностиче-
ская значимость показателя HER2/CEP17 для 
выявления гетерогенности опухоли: пороговое 
значение, при котором достигалась максималь-
ная диагностическая эффективность (95 %), 
составило 2,6. Таким образом, если при FISH-
исследовании с двойной флуоресцентной меткой 
обнаружена амплификация гена HER2/neu и при 
этом соотношение HER2/CEP17 ≤ 2,6, образец 
опухоли с вероятностью 95 % будет содержать ми-
норные субклоны без амплификации HER2/neu. 
Феномен обнаруженной нами гетерогенности 
амплификации HER2/neu в части HER2/neu-по-
ложительных РМЖ может иметь важное значе-
ние при прогнозировании исхода заболевания и 
выбора тактики лечения РМЖ. 
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