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Введение. данные об индивидуальных молекулярно-генетических характеристиках опухоли служат основой 
для определения персонифицированного подхода к лечению, прогнозирования течения и исхода заболевания 
при злокачественных новообразованиях, своевременной коррекции противоопухолевой терапии. молекулярные 
методики оценки генетического профиля опухоли позволяют более точно изучить свойства опухоли индивидуаль-
но. точное определение HER2-статуса опухоли молочной железы необходимо для принятия клинических решений 
в отношении стратегии терапии.
Цель исследования – повысить эффективность системной терапии рака молочной железы (РмЖ), снизить коли-
чество необоснованных назначений, обеспечить персонализированный подход к назначению системного лечения 
РмЖ с помощью данных об индивидуальных молекулярно-генетических характеристиках опухоли.
Материалы и методы. В 106 образцах опухолевой ткани пациенток с метастатическим РмЖ изучена экспрессия 
мРНК 100 генов, участвующих в развитии РмЖ. анализ экспрессии генов проводили с использованием технологии 
nCounter, основанной на прямой цифровой детекции мишеней с помощью флуоресцентных штрих-кодов. В рамках 
исследования был выполнен анализ экспрессии 28 генов с высокой предиктивной значимостью.
Результаты. изучение образцов опухолевой ткани с использованием технологии nCounter позволило описать 
для каждого из выбранных 28 генов уровни экспрессии, соответствующие оценкам «1+», «2+» и «3+». Проведено 
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сравнение экспрессии ERBB2 и HER2 в опухолевой ткани. уровень экспрессии HER2 от 252,32 до 6000 штрих-меток 
соответствовал оценке HER2 (0); от 6000 до 9196,25 штрих-меток – HER2 (1+); от 9196,25 до 15022,46 – HER2 
(2+ / ISH±); от 15022,46 и выше – HER2 (3+). В случае HER2 (3+) при экспрессии ERBB2 ниже 6000 штрих-меток 
результат считался ложноположительным, в случае HER2 (0) или (1+) при экспрессии ERBB2 выше 15 000 штрих-
меток – ложноотрицательным. В 18 случаях расхождения относились к подтипам опухоли РмЖ, для которых реко-
мендуются принципиально различные схемы лекарственной терапии, при этом в 2 случаях расхождения были 
в определении уровня экспрессии HER2.
Заключение. HER2-тестирование должно проводиться на образце для эксцизии (в идеале на том же блоке, который 
был представлен для геномного тестирования). Несмотря на корреляцию между молекулярным классом, обогащен-
ным HER2, и ответом на терапию анти-HER2, окончательный результат определения HER2 в дискордантных случаях 
должен основываться на утвержденных в настоящее время анализах после валидации результатов.

Ключевые слова: метастатический рак молочной железы, мультигенная панель, мультигенная сигнатура, молеку-
лярная диагностика, экспрессия генов, HER2, nCounter
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Background. Individual molecular characteristics of a tumor can serve as a basis for a tailored approach to therapy, 
prediction of the disease course and outcome, and timely treatment correction in cancer patients. Tumor genomic 
profiling allows for a more precise tumor assessment in an individual manner. Accurate identification of the HER2 
status of a breast tumor is crucial for clinical decisions and appropriate treatment strategy.
Aim. To increase the efficacy of systemic therapy for breast cancer, reduce inappropriate prescribing, and ensure 
a tailored approach to systemic breast cancer therapy using the information on individual molecular characteristics of 
the tumor.
Materials and methods. We explored the expression of 100 genes involved in breast cancer development in 106 tumor 
samples from patients with metastatic breast cancer. We used the nCounter technology based on direct digital target 
detection using color-coded molecular barcodes. We analyzed the expression of 28 genes with a high predictive value 
for breast cancer.
Results. The nCounter technology allowed us to perform semiquantitative assessment of the expression of 28 genes in 
tumor tissue samples. We compared the expression of ERBB2 and HER2. The HER2 expression between 252.32 and 6000 
barcodes was equivalent to HER2 (0) status; between 6000 and 9196.25 barcodes, to HER2 (1+); between 9196.25 and 
15022.46, to HER2 (2+ / ISH±); and ≥15022.46 barcodes, to HER2 (3+). In case of HER2 (3+) and ERBB2 below 6000 
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barcodes, the result was considered false positive. In case of HER2 (0) or (1+) and ERBB2 above 15 000 barcodes, the 
result was considered false negative. In 18 tumors, the discrepancies in the results meant two principally different breast 
cancer subtypes requiring different treatments; in 2 cases, the discrepancies were in the level of HER2 expression.
Conclusion. HER2 testing should be performed on an excision sample (ideally on the same block that was used for 
genomic testing). Despite the correlation between the HER2-enriched molecular class and the response to anti-HER2 
therapy, the final result on HER2 status in discordant cases should be based on currently approved assays after results 
validation.

Keywords: metastatic breast cancer, multigene panel, multigene signature, molecular diagnostics, gene expression, 
HER2, nCounter
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Введение
Данные об индивидуальных молекулярно-генети-

ческих характеристиках опухоли служат основой 
для определения персонифицированного подхода к ле-
чению, прогнозирования течения и исхода заболевания 
при злокачественных новообразованиях, своевремен-
ной коррекции противоопухолевой терапии.

Молекулярная и иммуногистохимическая класси-
фикации совпадают лишь частично. Методики, позво-
ляющие более точно определять принадлежность опу-
холи к тому или иному молекулярному подтипу, 
постоянно совершенствуются как для фундаменталь-
ных исследований, так и для рутинных клинических 
потребностей.

Молекулярные методики оценки генетического 
профиля опухоли позволяют более точно изучить свой-
ства опухоли индивидуально.

Экспрессия гена – технический термин, обозна-
чающий активность гена. Активность оценивается 
с помощью подсчета молекул мРНК в определенном 
типе клеток или ткани. Экспрессия всех генов в кон-
кретном образце называется генетическим профилем 
(генной сигнатурой, генетическим портретом), боль-
шинство опухолей демонстрируют определенные про-
фили экспрессии, связанные со специфическими био-
логическими свойствами [1, 2].

Общая черта всех генных сигнатур – комбинации 
генов, позволяющие сделать прогноз, поскольку, 
по-видимому, биологическое поведение опухоли име-
ет генетические предпосылки.

Анализ генетического материала с помощью мо-
лекулярных методик позволяет выявить новые про-
гностические и предиктивные маркеры, а также генные 
сигнатуры, которые превосходят по своей значимости 
стандартные рутинные методики [3].

Точное определение HER2-статуса опухоли молоч-
ной железы необходимо для принятия клинических 
решений в отношении стратегии терапии. В настоящее 
время в качестве стандартных методов определения 
статуса HER2 используются иммуногистохимический 
(ИГХ) анализ и метод флуоресцентной гибридизации 

in situ (in situ hybridization, ISH), которые позволяют 
установить число копий ERBB2 (гена, ответственного 
за формирование белка HER2).

Практическую ценность для определения 
HER2-статуса опухоли при метастатическом раке мо-
лочной железы (РМЖ) может представлять технология 
nCounter, позволяющая осуществлять анализ экспрес-
сии генов путем прямой цифровой детекции мишеней 
с помощью флуоресцентных штрих-кодов.

Цель исследования – повысить эффективность си-
стемной терапии РМЖ, снизить количество необосно-
ванных назначений, обеспечить персонализированный 
подход к назначению системного лечения РМЖ с по-
мощью данных об индивидуальных молекулярно-ге-
нетических характеристиках опухоли.

Материалы и методы
В рамках исследования в образцах опухолевой тка-

ни пациенток с метастатическим РМЖ (всего 106 об-
разцов), изучена экспрессия мРНК 100 генов, участ-
вующих в развитии РМЖ.

Образцы опухолевой ткани (биоптаты или опера-
ционный материал) были предоставлены медицински-
ми учреждениями, в которых пациентки находились 
под наблюдением и получали лечение: ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н. Н. Петрова» Минздрава России, 
ГБУЗ НО «Нижегородский областной клинический 
онкологический диспансер», ГАУЗ Тюменской области 
«Многопрофильный клинический медицинский центр 
«Медицинский город», КГБУЗ «Алтайский краевой 
онкологический диспансер», ОБУЗ «Ивановский об-
ластной онкологический диспансер», ГБУЗ СК «Пя-
тигорский межрайонный онкологический диспансер», 
ГБУЗ СК «Ставропольский краевой клинический он-
кологический диспансер»; БУ ХМАО – Югра «Окруж-
ная клиническая больница»; ОГБУЗ «Белгородский 
областной онкологический диспансер»; ГБУ Рязан-
ской области «Областной клинический онкологиче-
ский диспансер». У всех пациенток было получено 
письменное согласие на исследование образцов опу-
холевой ткани.
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Анализ экспрессии генов проводили с использо-
ванием технологии nCounter, основанной на прямой 
цифровой детекции мишеней с помощью флуорес-
центных штрих-кодов (nCounter Analysis System, 
NanoString Technologies, США) согласно протоколу 
производителя.

Основные этапы технологии nCounter включают 
гибридизацию, пробоподготовку (отмывку не связав-
шихся проб, иммобилизацию проб на картридже, вы-
равнивание в электромагнитном поле), цифровой 
подсчет штрих-кодов, основанный на детекции от-
дельных флуоресцентных меток, специфически свя-
зывающихся с последовательностями РНК исследуе-
мых проб.

Для получения РНК из залитых парафином образ-
цов ткани использовали набор FFPE Total RNA 
Purification Kit (Norgen, Канада), выделение и очистку 
РНК проводили согласно протоколу производителя. 
Технология основана на хроматографии на спин-ко-
лонках с использованием в качестве сепарационной 
матрицы патентованной смолы Norgen. Преимущест-
ва данной технологии: возможность анализа до 800 ми-
шеней в 1 пробе; не требуются предварительная об-
ратная транскрипция и амплификация; высокая 
воспроизводимость результатов; автоматизированный 
рабочий процесс; простая обработка данных; низкая 
чувствительность к качеству образца. Продемонстри-
рована сопоставимость результатов технологии nCounter 
c данными количественной полимеразной цепной ре-
акции с обратной транскрипцией, ИГХ-исследования 
и ISH [4].

Сначала процесс включал депарафинизацию 
образцов ткани посредством серии промываний кси-
лолом и этанолом. Затем образцы ткани гидролизова-
ли протеиназой К и буферным раствором для гидро-
лиза A. Далее к лизату добавляли буферный раствор 
RL и этанол, полученный раствор загружали на спин-
колонку. Смола Norgen связывает нуклеиновые кис-
лоты способом, который зависит от концентраций 
ионов. Таким образом, с колонкой связывалась только 
РНК, в то время как другие контаминанты удалялись 
с потоком или задерживались наверху смолы. Затем 
связанную РНК промывали прилагаемым раствором 
для промывания РНК А для удаления каких-либо при-
месей, и очищенную общую РНК элюировали раство-
ром для элюирования А. Достоинством данной мето-
дики является очистка РНК от других клеточных 
компонентов без использования фенола или хлоро-
форма, наличие и недостаточная отмывка которых 
могут негативно сказываться при дальнейших подсче-
тах количества РНК.

Состав изучаемой мультигенной сигнатуры пред-
ставлен на рис. 1. Выбор генов был основан на ре-
зультатах изучения данных литературы и опыта раз-
работки других мультигенных сигнатур, а также 

оценки клинической значимости маркеров прогно-
стических шкал.

Исследования с целью подтверждения мутации 
генов проводили методами секвенирования нового 
поколения (next generation sequencing, NGS) и поли-
меразной цепной реакции с обратной транскрипцией 
в научном отделе биологии опухолевого роста ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Петрова» Минздрава 
России.

В рамках исследования был выполнен анализ экс-
прессии 28 генов с высокой предиктивной значимо-
стью: ESR1, PGR, PIK3CA, BCAR4, BCAS2, CCND1, 
CCND2, CCND3, FOXA1, ERBB2, EGFR, CDH3, FOXC1, 
KRT14, KRT5, CD274, CDK4, CDK6, P53, PTEN, BRCA1, 
BRCA2, CHEK2, CLDN3, CLDN7, AR, TOP2a, TUBBIII. 
По результатам анализа был определен молекулярный 
подтип опухоли, который сравнивали с результатами, 
полученными при проведении ИГХ-исследования 
в локальной лаборатории соответствующего медицин-
ского учреждения (суррогатный подтип) [5].

Результаты
Выполнен молекулярно-генетический анализ с ис-

пользованием технологии nCounter 106 образцов опу-
холи пациенток с метастатическим РМЖ.

Изучение образцов опухолевой ткани с использо-
ванием технологии nCounter позволило описать 
для каждого из выбранных 28 генов уровни экспрес-
сии, соответствующие оценкам «1+», «2+» и «3+».

Проведено сравнение экспрессии ERBB2 и HER2 
в опухолевой ткани.

Для гена ERBB2 был установлен диапазон уровня 
экспрессии, соответствующий ложноположительным 
и ложноотрицательным результатам ИГХ-исследова-
ний статуса опухоли в отношении HER2-рецепторов, 
что позволяет обеспечить выбор оптимальной тактики 
лечения.

Уровень экспрессии HER2 от 252,32 до 6000 штрих-
меток соответствовал оценке HER2 (0); от 6000 до 9196,25 
штрих-меток – HER2 (1+); от 9196,25 до 15022,46 – 
HER2 (2+ / ISH±); от 15022,46 и выше – HER2 (3+).

Рис. 1. Исследуемая 100-генная сигнатура для рака молочной железы 
(лечебно-ориентированная часть)

Fig. 1. A 100-gene signature for breast cancer (genes relevant to therapy)
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В случае HER2 (3+), наблюдаемом при экспрессии 
ERBB2 ниже 6000 штрих-меток, результат считался лож-
ноположительным, в случае HER2 (0) или (1+) при 
экспрессии ERBB2 выше 15 000 штрих-меток – лож-
ноотрицательным (рис. 2).

В 18 случаях (из 106 исследованных образцов) рас-
хождения относились к подтипам опухоли РМЖ, для 
которых рекомендуются принципиально различные 
схемы лекарственной терапии, при этом в 2 случаях 
расхождения были в определении уровня экспрессии 
HER2.

Обсуждение
HER2+ РМЖ характеризуется гиперэкспрессией 

при ИГХ-исследовании либо амплификацией при ISH. 
Гиперэкспрессия HER2 – показание к применению 
анти-HER2-терапии. Регистрация и внедрение в кли-
ническую практику препаратов из группы конъюгатов 
моноклональных антител (antibody-drug conjugates, 
ADC), демонстрирующих эффективность при низком 
уровне экспрессии HER2, обусловливают важность 
точного определения HER2-статуса опухоли. В иссле-
довании DESTINY-Breast04 трастузумаб дерукстекан 
(ADC-препарат) продемонстрировал снижение риска 
прогрессирования заболевания или смерти на 50 % 
(отношение рисков 0,50; 95 % доверительный интервал 
0,40–0,63; p <0,001) [6].

Однако клинические и молекулярные особенности 
РМЖ с низким уровнем экспрессии HER2 (HER2-low) 
еще предстоит выяснить. F. Schettini и соавт. проведе-
но ретроспективное исследование клинико-патологи-
ческих данных 3689 пациентов с HER2-отрицательным 
РМЖ в сравнении с результатами PAM50. Доля 
HER2-low была выше при гормоноположительном 
заболевании (65,4 %), чем при трижды негативном 
РМЖ (36,6 %). При HER2-low уровни экспрессии 
ERBB2 были выше при гормоноположительном забо-
левании, чем при трижды негативном. Воспроизводи-
мость результатов HER2-low среди патологоанатомов 
была субоптимальной [7]. Это исследование подчер-
кивает большую биологическую гетерогенность РМЖ 

с низким уровнем экспрессии HER2 и необходимость 
внедрения воспроизводимых и чувствительных ана-
лизов для измерения низкой экспрессии HER2.

Высокая корреляция между генным статусом HER2 
и уровнем мРНК HER2 хорошо документирована. 
Для анализа мРНК HER2 применяется несколько ме-
тодик, в том числе количественные, такие как коли-
чественная полимеразная цепная реакция в реальном 
времени. Однако эти методы не нашли широкого при-
менения в клинической практике и в настоящее время 
не признаны в качестве альтернативных методов оцен-
ки HER2-статуса в диагностической практике.

Тесты на экспрессию генов, такие как Oncotype Dx 
и Prosigna, в настоящее время используются в некото-
рых случаях для оценки ER-положительного / HER2– 
статуса. Oncotype Dx позволяет определить уровень 
мРНК HER2, а Prosigna – внутренний подтип (напри-
мер, HER2-обогащенный). Следует отметить, что су-
ществует лишь незначительная корреляция между 
внутренним подтипом, установленным с помощью 
профилирования экспрессии генов, и клиническим 
уровнем HER2-реакции; до трети HER2-обогащенных 
опухолей являются HER2-отрицательными при ис-
пользовании общепринятых методик и примерно треть 
HER2-положительных опухолей классифицируются 
как не-HER2-обогащенные. Тем не менее в случае не-
соответствия результатов клинического теста на экс-
прессию генов данным клинического исследования 
необходимо пересмотреть результаты анализа на HER2, 
и, если первоначальный HER2-статус был установлен 
при трепанобиопсии, следует рассмотреть возможность 
проведения повторного HER2-тестирования.

HER2-тестирование должно быть проведено 
на образце для эксцизии (в идеале на том же блоке, 
который был представлен для геномного тестирова-
ния). Несмотря на корреляцию между молекулярным 
классом, обогащенным HER2, и ответом на анти-
HER2-терапию, окончательный результат определения 
HER2 в дискордантных случаях должен основываться 
на утвержденных в настоящее время анализах после 
валидации результатов. Результаты геномных анализов 
не должны использоваться для определения HER2-ста-
туса опухоли как положительного или отрицательного 
для клинического лечения.

Методы NGS, такие как секвенирование всего 
 генома, находят все большее применение в клини-
ческой практике. Методы NGS могут помочь выявить 
ERBB2-активирующие мутации и увеличение количе-
ства копий HER2, а также составить список генов, 
предположительно коррелирующих с ответом или ре-
зистентностью к терапии HER2 [8]. Однако их исполь-
зование в клинической практике для определения 
HER2-статуса еще предстоит оценить: надежность NGS-
анализа для выявления HER2-статуса, критерии опре-
деления HER2-положительности и доказательства 

Рис. 2. Экспрессия ERBB2 при метастатическом раке молочной же-
лезы, определенная с помощью технологии nCounter

Fig. 2. ERBB2 expression in metastatic breast cancer analyzed using the 
nCounter technology
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в пользу применения NGS в качестве предиктора от-
вета на анти-HER2-терапию по сравнению с сущест-
вующими утвержденными анализами. В опухолях, 
в которых результаты HER2 по данным NGS не 
 совпадают с результатами одобренных анализов 
(ИГХ-исследование и / или ISH), HER2-статус опре-
деляется в соответствии с результатами одобренных 
анализов.

O. Martinez-Sáez и соавт. опубликовали исследо-
вание, основанное на результатах определения мутации 
PIK3CA у 6338 пациентов с РМЖ, в котором была опре-
делена группа пациентов с HER2-положительным 
РМЖ с мутацией PIK3CA. Доля пациентов, имеющих 
сопряжение 2 предикторов – HER2 и PIK3CA, соста-
вила 31 % [9].

В 2022 г. было начато исследование ALPHABET – 
рандомизированное исследование фазы III, в котором 
оценивается применение комбинации алпелисиб + 
трастузумаб с фулвестрантом или без него при ранее 

леченном HER2-положительном распространенном 
РМЖ с мутацией PIK3CА [10].

Сведения об индивидуальном профиле опухоли 
расширяют представления о гетерогенности опухоле-
вого процесса, позволяют проводить сбор данных 
о предиктивной и прогностической значимости от-
дельных биомаркеров и формировать базу для развития 
персонализированного подхода к терапии РМЖ [5].

Выводы
HER2-тестирование должно быть проведено 

на образце для эксцизии (в идеале на том же блоке, 
который был представлен для геномного тестирова-
ния). Несмотря на корреляцию между молекулярным 
классом, обогащенным HER2, и ответом на терапию 
анти-HER2, окончательный результат определения 
HER2 в дискордантных случаях должен основываться 
на утвержденных в настоящее время анализах после 
валидации результатов.
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