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Повышенная экспрессия или амплификация гена ERBB2, кодирующего тирозинкиназу HER2, – хорошо
известный и широко используемый прогностический биомаркер назначения таргетного противоопухолево"
го препарата трастузумаб и его аналогов при раке молочной железы (РМЖ). Поскольку часть опухолей с по"
вышенной экспрессией HER2 все же не отвечает на трастузумаб, мы провели клиническое исследование
NCT03521245 для выявления дополнительных экспрессионных биомаркеров трастузумаба при HER2"пози"
тивных РМЖ. С помощью РНК"секвенирования мы профилировали генную экспрессию для 23"х образцов
фиксированной в формалине парафинизированной ткани HER2"позитивного РМЖ, полученных от паци"
ентов с известным статусом ответа на трастузумаб. Для групп пациентов"ответчиков и неответчиков на ле"
чение мы обнаружили ряд дифференциально регулируемых генов и молекулярных путей. Мы сравнили эти
результаты с 42"мя профилями РНК"секвенирования пациентов"ответчиков и неответчиков на терапию
трастузумабом, ранее опубликованными по итогам клинических исследований NCT00513292 и
NCT00353483. Мы не нашли корреляции между статусом ответа и уровнем экспрессии самого гена ERBB2 в
HER2"положительных образцах РМЖ. Сравнение дифференциально регулируемых генов и молекулярных
путей в объединенном наборе данных выявило 15 активированных и 27 подавленных у ответчиков на трас"
тузумаб генов и 15/25 молекулярных путей соответственно. Тем не менее по сравнению с моделью случай"
ного распределения статистически значимым оказалось только пересечение молекулярных путей, активи"
рованных у ответчиков по сравнению с неответчиками. Классификатор, построенный нами на основе наи"
более сильно активированного дифференциального молекулярного пути «cAMP Pathway Protein Retention»,
показал наилучшую эффективность для прогнозирования ответа на трастузумаб HER2"положительного
РМЖ как для наших, так и для ранее опубликованных данных. Этот путь также статистически достоверно
(p = 0,041) предсказывал время до рецидивирования заболевания в комбинированном наборе данных.
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МАРКЕРЫ ЭФФЕКТИВНОСТИ ТРАСТУЗУМАБА ПРИ РМЖ

ВВЕДЕНИЕ

На исследования и лечение рака молочной
железы (РМЖ) сильно повлияло открытие та"
ких мощных прогностических биомаркеров, как
сверхэкспрессия или амплификация тирозин"
киназы HER2, экспрессия эстрогенового (ER) и
прогестеронового (PR) рецепторов. Злокачест"
венные опухоли молочной железы, где отсут"
ствует значительная экспрессия ER и PR, с ба"
зальным уровнем HER2 классифицируют как
тройной отрицательный РМЖ. При РМЖ ам"
плификация ERBB2 и повышенная экспрессия
кодируемого им белка HER2 наблюдаются в
15–35% случаев [1–3]. Амплификация ERBB2 и
избыточная экспрессия HER2, называемая
«HER2"положительным» фенотипом опухоли,
хорошо коррелирует с ответом пациента на ле"
чение трастузумабом – HER2"специфичным
моноклональным антителом, применяемым для
таргетной терапии РМЖ и рака желудка [4]. Для
HER2"положительных онкологических заболе"
ваний таргетная терапия трастузумабом обычно
рекомендуется независимо от статуса ER и PR,
что привело к значительному увеличению вы"
живаемости больных в последние годы. HER2"
таргетная терапия часто сочетается со стандарт"
ными режимами химиотерапии или с гормо"
нальной терапией. И наоборот, подавляющее
большинство HER2"отрицательных опухолей
оказываются нечувствительны к HER2"таргет"
ным препаратам [5, 6].

Тем не менее клиническая практика показы"
вает, что только 25–80% женщин с HER2"поло"
жительным РМЖ (согласно иммуногистохими"
ческим тестам и/или гибридизации in situ) отве"
чают на трастузумаб [7–9]. В целом, уровень от"
вета оказывается выше, когда трастузумаб ис"
пользуется в сочетании с химиотерапией или
другими таргетными препаратами, и ниже – в
случае метастатического рака [10].

Следовательно, поиск дополнительных моле"
кулярных биомаркеров, связанных с ответом на
трастузумаб при HER2"положительном РМЖ,
представляет большой фундаментальный и
практический интерес. Молекулярные биомар"
керы могут включать диагностически значимые
мутации или уровни генной экспрессии на уров"
не мРНК или белка [11]. Кроме того, биомарке"
рами нового поколения могут служить уровни
активации молекулярных путей, рассчитанные
на основе профилей генной экспрессии [5, 12,
13]. Они показывают большую диагностическую
значимость, чем уровни экспрессии единичных
генов или наличие отдельных мутаций [14–17].

Данное преимущество молекулярных путей
в качестве биомаркеров обусловлено их фунда"

ментальным свойством объединения экспрес"
сии отдельных генов в результирующий показа"
тель, называемый уровнем активации пути
(УАП). Объединение генных продуктов по
функциональному признаку в молекулярные
пути позволяет использовать УАП вместо уров"
ней экспрессии отдельных генов [5, 18]. Для
многих видов рака было показано, что исполь"
зование УАП вместо уровней отдельных генов
позволяет нивелировать артефакты измерения
генной экспрессии за счет уменьшения значи"
мости технических ошибок основных экспери"
ментальных платформ [19, 20]. Значения акти"
вации молекулярных путей могут быть преобра"
зованы в клинически действенную оценку ин"
дивидуального ответа опухоли на таргетную те"
рапию, например моноклональными антитела"
ми [21] или ингибиторами тирозинкиназ
[22–24].

Для поиска дополнительных биологических
маркеров ответа на трастузумаб при HER2"по"
зитивном метастатическом РМЖ мы иницииро"
вали клиническое исследование NCT03521245,
нацеленное на измерение экспрессии генов и
УАП в раковых тканях ответчиков и неответчи"
ков на терапию. Для определения генной
экспрессии мы использовали метод РНК"секве"
нирования, считающийся в настоящее время зо"
лотым стандартом транскриптомики [11].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биологический материал исследования. Им"
муногистохимическая диагностика образцов
РМЖ (HER2, PR, ER) была выполнена в ГБУЗ
Республики Карелия «Республиканский онко"
логический диспансер» (Петрозаводск, Россия)
с использованием наборов антител («Roche
Diagnostics», США). Для интерпретации статуса
HER2 была использована следующая шкала:
(i) базовое окрашивание (0), (ii) «+» (1), (iii) «++»
(2) и (iv) «+++» (3). Результаты «++» и «+++»
были подтверждены с помощью набора «ISH
DNA Probe Cocktail» («Roche Diagnostics»,
США). При оценке рецепторного статуса стеро"
идных гормонов (PR и ER) была использована
шкала от 0 до 8.

Биоматериал был получен от 23"х женщин с
HER2"положительным РМЖ, средний возраст
которых составил 53,3 г. (диапазон 33–77 лет).
Пациентки получали монотерапию трастузума"
бом или трастузумаб в сочетании с другими про"
тивоопухолевыми препаратами: доцетаксел, или
паклитаксел + карбоплатин, или паклитаксел,
или доцетаксел + карбоплатин, или ингибитор
ароматазы, или пертузумаб, или капецитабин,
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или винорелбин, или гемцитабин; из них 19 па"
циенток получали адъювантную терапию, 4 –
неоадъювантную. Более подробные клиничес"
кие характеристики представлены в табл. S1 в
Приложении.

Все исследованные образцы представляли
собой фиксированные в формалине парафини"
зированные ткани РМЖ, содержание опухоле"
вых клеток в которых превышало 70%, из них 19
образцов были получены в ГБУЗ Республики
Карелия «Республиканский онкологический
диспансер» (Петрозаводск) и 4 образца – в
Многопрофильном медицинском центре «Вита"
Мед» (Москва). 21 образец РМЖ представлял
собой фрагменты первичных опухолей и 2 – ме"
тастазы в лимфатических узлах.

РНК"секвенирование было проведено для
всех 23"х образцов РМЖ, однако только 9 из них
соответствовали критериям включения в следую"
щий этап работ: адъювантная терапия, отрица"
тельный ER/PR"статус, метастазирование. Так"
же из дальнейших анализов были исключены
образцы с люминальным подтипом B (HER2"
положительные, ER/PR"положительные), пос"
кольку для него характерен лучший прогноз,
чем для остальной части HER2"положительных
опухолей молочной железы [25, 26].

В итоге 9 образцов, отобранных для дальней"
шего анализа, были получены от женщин с
HER2"положительным ER/PR"отрицательным
РМЖ, средний возраст которых составлял 55,2 г.
(диапазон 44–77 лет). Больные получали моно"
терапию трастузумабом в адъювантном режиме
или трастузумаб в сочетании с другими терапев"
тическими средствами: доцетаксел или пакли"
таксел, + карбоплатин или паклитаксел или до"
цетаксел, + карбоплатин или капецитабин или
винорелбин или гемцитабин (табл. 1). Восемь
отобранных образцов были получены в ГБУЗ
Республики Карелия «Республиканский онко"
логический диспансер» (Петрозаводск), и один
образец – в Многопрофильном медицинском
центре «ВитаМед» (Москва).

Восемь образцов соответствовали первич"
ным опухолям и один – метастазированию в
лимфатический узел (BC"20). Данная проба бы"
ла включена в анализ, поскольку мы стремились
определить надежные биомаркеры устойчивос"
ти к трастузумабу, которые потенциально могли
бы быть применимы не только для биопсий, по"
лученных из первичного очага, но и для мета"
стазов. Пациентов считали ответчиками на те"
рапию, если ремиссия регистрировалась, по
крайней мере, за период до 25"го месяца после
биопсии включительно. Пять пациентов были
классифицированы как ответчики и четыре –
как неответчики на терапию.

Подготовка библиотек и РНК�секвенирова�
ние. РНК выделяли из срезов парафиновых бло"
ков толщиной 10 мкм с использованием набора
RNeasy FFPE («Qiagen», Нидерланды) в соответ"
ствии с протоколом производителя. Для измере"
ния концентрации РНК использовали наборы
RNA 6000 Nano Assay («Agilent Technologies»,
Германия). Целостность РНК (RIN) оценивали
с использованием биоанализатора Agilent 2100
(«Agilent Technologies», Германия). Для удаления
рибосомной РНК и конструирования библио"
тек использовали набор KAPA RNA Hyper
(«Roche Sequencing Solutions Inc», США) с деп"
лецией рибосомальной РНК. Для увеличения
количества анализируемых образцов за один
цикл секвенирования использовали лигирова"
ние адаптеров с баркодами. Концентрации и ка"
чество библиотеки измеряли с использованием
набора Qubit dsDNA HS («Thermo Fisher
Scientific», США) и Agilent Tapestation («Agilent
Technologies», Германия). Всего было получено
не менее 30 млн одноконцевых прочтений на
каждый исследованный образец. РНК"секвени"
рование было выполнено компанией «Омикс"
Лаб», Россия и Кафедрой патологии и лабора"
торной медицины Калифорнийского универси"
тета (Department of Pathology and Laboratory
Medicine, University), США с использованием
секвенатора Illumina HiSeq 3000 («Illumina,
Inc.», США). Проверку качества данных прово"
дили с помощью программного обеспечения
(ПО) Illumina SAV («Illumina, Inc.», США), а де"
мультиплексирование – с помощью ПО Illumina
bcl2fastq2 v 2.17 («Illumina, Inc.», США). Данные
секвенирования были депонированы в NCBI
Sequencing Read Archive (SRA) с кодами доступа
PRJNA565016 и PRJNA578290.

Обработка данных РНК�секвенирования. По"
лученные в результате РНК"секвенирования
FASTQ"файлы обрабатывались с помощью ПО
STAR aligner [27] в режиме «GeneCounts» с анно"
тацией транскриптома человека Ensembl (версия
GRCh38.89). Генные идентификаторы Ensembl
были преобразованы в генные символы с ис"
пользованием набора данных HGNC (https://
www.genenames.org/, версия базы данных от 13
июля 2017 г.). Всего были определены уровни
экспрессии для 36 596 генов с уникальными
идентификаторами HGNC. Минимальное число
уникально картированных прочтений составило
1,40 млн со средним значением 7,35 млн. для 9
отобранных образцов (8,03 – для всех 23"х образ"
цов). Дифференциальный анализ генной экс"
прессии был выполнен с использованием ПО
DESeq2 [28]. Дифференциально экспрессиро"
ванные гены у ответчиков и неответчиков на те"
рапию использовали для дальнейшего анализа.
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Литературные данные генной экспрессии.
Данные генной экспрессии пациентов с РМЖ
были получены из Базы данных генотипов и фе"
нотипов (dbGAP), код доступа: phs001291.v1.p1
[4]. 31 случай РМЖ был изучен в исследовании
Z1041 Американской коллегии хирургов"онко"
логов (NCT00513292), где сравнивали частоту
полного патологического ответа пациентов с
HER2"положительным РМЖ. В исследование
были включены небеременные женщины с ин"
вазивным РМЖ со средним возрастом 50,14 г.
(диапазон 36–70 лет), которые получали нео"
адъювантную химиотерапию и трастузумаб. Па"
циенты были случайным образом разделены на

2 группы. Первая получала фторурацил
500 мг/м2, эпирубицин 75 мг/м2 и циклофосфа"
мид 500 мг/м2 (FEC"75) в 1"й день 21"дневного
цикла для четырех циклов с последующим пак"
литакселом 80 мг/м2 и трастузумабом 2 мг/кг
(после нагрузки 4 мг/кг) один раз в неделю в те"
чение 12 недель. Вторая группа получала пакли"
таксел и трастузумаб один раз в неделю в тече"
ние 12 недель, а затем – четыре цикла FEC"75
(в 1"й день каждого 21"дневного цикла) и один
раз в неделю трастузумаб, в той же дозировке,
что и для первой группы. Помимо пациентов из
исследования Z1041, в phs001291.v1.p1 были
включены также профили для 11 HER2"поло"
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Таблица 1. Клинические данные 9 отобранных для эксперимента пациентов

№

BC"3

BC"4

BC"7

BC"14

BC"20

BC"21

BC"25

BC"27

BC"71

Возраст

55

58

53

49

51

49

77

44

61

Стадия

T2N1M0, IIIa

T2N1M0, IIB

T2N3M0, IIIC

T2N2M0, IIIA

T2N0M0, II

T1N3M0, IIIC

T1N1M0, IIA

T2N0M0, IIA

T2N0M0

Ответчик/
неответчик
на терапию

(О/НО)

О

О

НО

О

О

НО

НО

О

НО

Продолжи"
тельность

безрецидивного
периода (мес.)

−

−

25

−

−

10

14

−

13

Продолжи"
тельность
ремиссии

(мес.)

29

33

без
ремиссии

27

28

без
ремиссии

без
ремиссии

26

без
ремиссии

Схема терапии

2 курса: доксорубицин + цикло"
фосфамид, затем 6 курсов: доце"
таксел + трастузумаб; монотера"
пия трастузумабом (каждые 3 не"
дели, 18 инъекций)

6 курсов: паклитаксел + доксору"
бицин; монотерапия трастузума"
бом (18 инъекций)

3 курса: адъювантная химиотера"
пия, лучевая терапия; монотера"
пия трастузумабом

6 курсов: доксорубицин + цикло"
фосфамид; паклитаксел 
(12 инъекций); монотерапия
трастузумабом каждые 21 день

6 курсов: доцетаксел + карбопла"
тин + трастузумаб; монотерапия
трастузумабом (каждые три неде"
ли в течение 12 мес.)

2 курса: паклитаксел + доксору"
бицин; 3 курса: паклитаксел; мо"
нотерапия трастузумабом (5 мес.)

6 курсов: доксорубицин + цикло"
фосфамид; паклитаксел + кар"
боплатин + трастузумаб; моноте"
рапия трастузумабом

паклитаксел (12 инъекций) +
трастузумаб 

5 курсов АС (доксорубицин +
циклофосфамид); паклитаксел +
трастузумаб; монотерапия трас"
тузумабом
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жительных случаев РМЖ, участвующих в иссле"
довании Медицинской школы Вашингтонского
университета (NCT00353483), получавших нео"
адъювантную терапию трастузумабом в сочета"
нии с химиотерапией: трастузумаб + паклитак"
сел + карбоплатин, или доксорубицин + кар"
боплатин, затем трастузумаб + паклитаксел, или
FEC"75, затем трастузумаб + паклитаксел [4].

HER2"положительный статус для всех случа"
ев определялся иммуногистохимически и/или с
помощью флуоресцентной гибридизации in situ
(FISH). Образцы РНК выделяли из заморожен"
ных биоптатов опухоли, полученных до лечения
пациентов, и секвенировали. Опубликованный
набор данных (табл. S2 в Приложении) содер"
жал профили РНК"секвенирования для 42"х па"
циентов, из которых 17 соответствовали крите"
риям включения в исследование – двойной от"
рицательный ER и PR статус. Из них 12 пациен"
тов продемонстрировали полный патологичес"
кий ответ (ППО) после лечения, а у 5 обнаружи"
ли остаточное заболевание. Клиническая анно"
тация исследованного набора образцов приве"
дена в табл. 2.

Анализ молекулярных путей. Уровни актива"
ции молекулярных путей были рассчитаны с ис"
пользованием метода и аналитического ПО

Oncobox [29]. Для анализа были отобраны 1754
пути, содержащие по крайней мере 10 генных
продуктов, доступные в открытых базах данных
Reactome [30], NCI Pathway Interaction Database
[31], Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
[32], HumanCyc [33], Biocarta [34] и Qiagen
Pathway Central, перечисленых в табл. S3 в При"
ложении.

Для расчета УАП все экспериментальные
профили генной экспрессии для ответчиков бы"
ли нормализованы на профили неответчиков.
Таким же образом были нормализованы и лите"
ратурные профили генной экспрессии. Молеку"
лярные пути были визуализированы с использо"
ванием методов визуализации путей Oncobox
[16, 29, 35–37].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЕЛЕДОВАНИЙ

В настоящем исследовании мы сравнили
экспериментальные и литературные данные по
дифференциальной экспрессии генов и актива"
ции молекулярных путей при РМЖ в зависи"
мости от успешности лечения трастузумабом.

Клинические данные. В ходе клинического
испытания NCT03521245 «Маркеры активации
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Таблица 2. Клиническая аннотация 17"ти HER2+/ER–/PR– образцов РМЖ из литературного набора phs001291.v1.p1

№

BRC251

BRC261

BRC262

BRC263

BRC271

BRC272

BRC274

BRC276

BRC277

BRC278

BRC279

BRC280

BRC284

BRC286

BRC288

BRC290

BRC295 

Источник

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

Z1041

NCT00353483

NCT00353483

NCT00353483

NCT00353483

Z1041

Возраст

52

61

45

49

70

47

52

39

57

53

61

48

50

47

61

50

54

T"стадия

T2

T2

T4

T3

T4

T2

T3

T2

T2

T3

T1

T3

T2

T3

T2

T3

T2

N"стадия

N1

N1

N1

N0

N2

N0

N0

N0

N0

N1

N1

N1

N2

N1

N1

N0

N2

Гистологи"
ческая степень
злокачествен"

ности

3

2

3

3

3

3

3

2

2

3

3

3

3

3

3

2

3

Полный
патологи"

ческий ответ
(да/нет)

да

да

да

да

да

нет

нет

да

да

да

да

нет

нет

да

нет

да

да

Иденти"
фикатор

SRR6447437

SRR6498562

SRR6447573

SRR6447580

SRR6447458

SRR6447472

SRR6447567

SRR6498531

SRR6498535

SRR6498552

SRR6498528

SRR6498538

SRR6498557

SRR6447563

SRR6447558

SRR6447556

SRR6447565

Время до
рецидива
болезни

(дни)

1679

1665

1674

1582

1285

112

1064

NA

936

874

352

216

NA

NA

NA

NA

1674
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молекулярных путей, прогнозирующие эффек"
тивность терапии трастузумабом HER2"пози"
тивного рака молочной железы» мы получили
набор экспериментальных данных для настоя"
щего исследования. Пациенты были жителями
Северо"Западной и Центральной частей Рос"
сийской Федерации, которые проходили лече"
ние в ГБУЗ Республики Карелия «Республика"
нский онкологический диспансер» (Петроза"
водск) или Многопрофильном медицинском
центре «ВитаМед» (Москва). Использовали сле"
дующие критерии включения: взрослые женщи"
ны с гистологически подтвержденным HER2"
положительным РМЖ и доступными образцами
опухоли молочной железы; пациенты, получав"
шие трастузумаб отдельно или в комбинации с
другими схемами химиотерапии с известным
ответом, согласно критериям RECIST 1.1; паци"
енты с РМЖ II или более поздней стадии, кото"
рые подписали информированное доброволь"
ное согласие на участие в этом клиническом ис"
следовании. Критерием исключения являлось
наличие менее 70% опухолевых клеток в доступ"
ных образцах ткани РМЖ (рис. 1). На первом
этапе в исследование было включено 23 пациен"
та, опухолевые образцы которых профилирова"
ли с помощью РНК"секвенирования (табл. S1 в
Приложении). Средний возраст в группе паци"
ентов составил 53 года. В качестве критерия от"
вета опухоли на терапию использовали ремис"
сию в течение не менее 25 мес. после биопсии. В
соответствии с этим пациенты были классифи"
цированы как отвечающие или не отвечающие
(ответчики/неответчики) на лечение трастузу"
мабом. Тем не менее мы не могли напрямую
сравнивать статусы ответа на трастузумаб для
всех включенных пациентов, поскольку они
принадлежали к разным подтипам HER2"поло"
жительного РМЖ: люминальный B или
ER–/PR– фенотип. Эти два подтипа имеют су"
щественно различающиеся прогнозы по ответу
на терапию и общую выживаемость [25, 26], что
препятствует их объединению в одну группу.
Для дальнейшего анализа мы отобрали группу
из 9 пациентов, которые имели ER–/PR– фено"
тип, получали адъювантную терапию и имели
метастазы: пять ответчиков и четыре неответчи"
ка. Все пациенты получали трастузумаб в раз"
личных схемах лечения. Наиболее распростра"
ненные комбинации с трастузумабом (табл. 1)
включали таксаны (паклитаксел или доцетак"
сел, n = 7) и доксорубицин (n = 6).

В качестве данных для сравнения мы ис"
пользовали ранее опубликованную коллекцию
[4] из 42"х клинически аннотированных профи"
лей РНК"секвенирования РМЖ, доступных в
базе данных генотипов и фенотипов (dbGAP) с

кодом доступа phs001291.v1.p1 (табл. S2 в При"
ложении). Из них 31 случай был описан в иссле"
довании Американской коллегии хирургов
Z1041 (NCT00513292). В этом исследовании па"
циенты были случайным образом распределены
между двумя группами, где первая получала те"
рапию в режиме FEC"75 (фторурацил, эпируби"
цин, циклофосфамид), затем паклитаксел +
трастузумаб, а вторая – в режиме паклитаксел +
трастузумаб, затем трастузумаб + FEC"75. Кро"
ме того, набор phs001291.v1.p1 содержал 11 про"
филей HER2"положительного РМЖ, включен"
ных в исследование Медицинского университе"
те штата Вашингтон (NCT00353483), участники
которого получали неоадъювантную терапию
трастузумабом в сочетании с химиотерапией в
режимах: трастузумаб + паклитаксел + карбо"
платин, или доксорубицин + карбоплатин, за"
тем трастузумаб + паклитаксел, или FEC, затем
трастузумаб + паклитаксел [4]. Пациентами бы"
ли женщины с инвазивным РМЖ, средний воз"
раст группы составлял 50 лет. Для дальнейшего
исследования мы отобрали образцы с ER–/PR–
статусом. Пациенты также были классифициро"
ваны как ответчики (патологический полный
ответ) и неответчики (остаточное заболевание).
Всего для последующего анализа было отобрано
17 литературных профилей, соответствующих 12
ответчикам и пяти неответчикам на терапию
(табл. 2).

Дифференциально регулируемые гены и моле�
кулярные пути. На массивах экспериментальных
и литературных данных мы отобрали гены, диф"
ференциально экспрессируемые при РМЖ у от"
ветчиков и неответчиков на терапию. Для экс"
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Рис. 1. Репрезентативная гистологическая микрофотогра"
фия исследуемой ткани РМЖ. Показан умеренно диффе"
ренцированный инфильтрированный протоковый рак (об"
разец BC71; HER2+/ER–/PR–). Окрашивание гематокси"
лином и эозином, масштабный отрезок приведен на ри"
сунке. (С цветными вариантами рис. 1–6 можно ознако"
миться в электронной версии статьи на сайте: http://
sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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Рис. 2. Пересечение групп дифференциально экспрессируемых генов между экспериментальными и литературными на"
борами данных. Диаграммы Венна показывают количество дифференциально экспрессируемых подавленных (а) и акти"
вированных (б) генов между экспериментальным набором данных (NCT03521245) и литературным набором данных
(dbGAP: phs001291.v1.p1). Гистограммы (в и г) показывают фактически наблюдаемое, а также теоретически ожидаемое ко"
личество дифференциально регулируемых генов исходя из модели случайного распределения, число случайных переста"
новок 1000. в – Распределение пересечения подавленных генов, qGзначение для реально наблюдаемого пересечения сос"
тавляет 0,98. г – Распределение пересечения активированных генов, qGзначение для реально наблюдаемого пересечения
составляет 0,17

,
,
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периментальных данных статистический уро"
вень значимости (р < 0,05) был пройден для 1600
генов, из которых 402 были активированы и
1198 подавлены в группе ответчиков на тера"
пию. Для литературных данных было выявлено
2235 дифференциальных генов (p < 0,05), где
1049 были активированы и 1186 – подавлены у
ответчиков (табл. S4 в Приложении). В свою
очередь, пересечение экспериментальных и ли"
тературных данных дало 15 активированных и
27 подавленных генов в группе ответчиков
(рис. 2, а и б).

Статистическая значимость этого пересече"
ния была исследована путем пересечения слу"
чайных групп генов того же размера со случай"
ной перестановкой названий генов. Как для ак"
тивированных, так и для подавленных генов мы
обнаружили, что число пересекшихся генов со"
ответствовало модели случайного распределе"
ния и не показало статистически значимого
обогащения (рис. 2, в и г). Мы также сравнили
экспрессию гена ERBB2, кодирующего молеку"
лярную мишень трастузумаба, между ответчика"
ми и неответчиками, но не обнаружили сущест"
венных различий как для экспериментальных,
так и для литературных данных (рис. S1 в При"
ложении).

Для дифференциально регулируемых генов с
помощью ПО Oncobox [29] мы вычислили УАП
для 1754 внутриклеточных молекулярных путей,
имеющих, по крайней мере, 10 генных продук"
тов в своем составе. Мы провели поиск статис"
тически значимо дифференциально регулируе"
мых путей (р < 0,05) и обнаружили 246 путей для
экспериментальных данных (79 активирован"
ных и 167 подавленных в группе ответчиков) и
424 – для литературных данных (161 активиро"
ванных и 263 подавленных в группе ответчи"
ков), (табл. S5 в Приложении). При пересече"
нии дифференциально регулируемых путей для
групп ответчиков и неответчиков мы получили
случайное значение для подавленных путей, но
неслучайное (qGзначение = 0,002) для 15 активи"
рованных путей (рис. 3).

Среди этих 15 активированных путей
(табл. 3) наиболее статистически значимыми по
критерию Уилкоксона–Манна–Уитни были
следующие два: «PPAR Pathway» и «cAMP
Protein Retention Pathway». Профиль активации
пути для «cAMP Protein Retention Pathway», ко"
торый также был связан со временем до прог"
рессирования в последующем анализе, предс"
тавлен для ответчиков и неответчиков на рис. 4.

Кроме того, среди пересечения молекуляр"
ных путей, подавленных в группе ответчиков,
присутствовал путь «ErbB Family Pathway»,
включающий продукт гена ERBB2 (рис. 5). Од"

нако как было указано ранее, пересечение по"
давленных путей между экспериментальной и
литературной выборками имеет признаки слу"
чайного совпадения (рис. 3, в).

Затем для каждого из 15 общих путей, акти"
вированных у ответчиков, мы исследовали спо"
собность дискриминировать ответчиков от не"
ответчиков на терапию трастузумабом. Для это"
го вычисляли отношения рисков (от англ.
Hazard Ratio) и p"значения теста Log"rank. Для
этого анализа мы объединили пациентов из обе"
их выборок, для которых была доступна инфор"
мация о времени до прогрессии заболевания.
Затем пациенты были разделены на две группы с
уровнями активации пути выше и ниже, чем ме"
дианное значение. Мы обнаружили, что 12 ис"
следованных дифференциально активирован"
ных путей могут служить маркерами выживае"
мости без прогрессирования заболевания. Для
путей «PPAR», «noradrenaline and adrenaline
degradation» и «Drug metabolism cytochrome P450
pathway» p"значение Log"rank теста превышало
0,05 (табл. 3). При этом путь «cAMP Protein
Retention pathway» показал лучшую эффектив"
ность как для предсказания ответа на терапию,
так и для прогнозирования времени до прогрес"
сии (рис. 6). Дополнительно мы рассчитали
площадь под ROC"кривой (AUC), которая явля"
ется универсальной характеристикой качества
биомаркеров, основанной на значениях
чувствительности и специфичности [38]. Этот
статистический подход широко применим к
различным типам биомаркеров в онкологии [14,
16, 17, 39–41]. AUC положительно коррелирует
с качеством биомаркера и изменяется в интер"
вале 0,5–1. Стандартный порог дискриминации
составляет 0,7, и биомаркеры с большим значе"
нием AUC считаются высококачественными, и
наоборот [42]. Путь «cAMP Pathway Protein
Retention» показал самое высокое значение
AUC и самое низкое наблюдаемое отношение
рисков [AUC равно 1 для экспериментального и
0,867 – для литературного набора данных; отно"
шение рисков 0,34 (95% доверительный интер"
вал: 0,11–1, р"значение = 0,05)] (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В этой статье мы получили экспрессионные
профили для 23 образцов фиксированной в
формалине парафинизированной ткани РМЖ,
полученных от HER2"положительных пациен"
тов"ответчиков или неответчиков на лечение
трастузумабом. Для групп, отвечающих и не от"
вечающих на лечение, мы определили диффе"
ренциально регулируемые гены и молекулярные
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пути. Затем мы сравнили полученные результа"
ты с 42 опубликованными профилями РНК"
секвенирования тканей РМЖ пациентов с изве"
стным статусов ответа на терапию трастузума"

бом, которые ранее участвовали в клинических
исследованиях NCT00513292 и NCT00353483
[4]. Интересно, что мы не обнаружили корреля"
ции между статусом ответа и уровнем экспрес"
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Рис. 3. Пересечение дифференциально регулируемых молекулярных путей между экспериментальными и литературными
наборами данных. Диаграммы Венна показывают пересечение групп подавленных (а) и активированных (б) путей между
экспериментальным (NCT03521245) и литературным (dbGAP: phs001291.v1.p1) наборами данных. Гистограммы (в и г) по"
казывают фактически наблюдаемое, а также теоретически ожидаемое количество дифференциально регулируемых путей
исходя из модели случайного распределения, число случайных перестановок 1000. в – Распределение пересечения подав"
ленных путей, qGзначение для реально наблюдаемого пересечения составляет 0,53. г – Распределение пересечения акти"
вированных путей, qGзначение для реально наблюдаемого пересечения составляет 0,002

,
,
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сии гена ERBB2. При пересечении наборов вы"
явленных дифференциально регулируемых ге"
нов и молекулярных путей в обеих выборках, мы
обнаружили 15 активированных и 27 подавлен"
ных генов и 15/25 путей соответственно. Тем не
менее статистически значимым по сравнению с
моделью случайного распределения оказалось
только пересечение молекулярных путей, акти"
вированных у ответчиков по сравнению с неот"
ветчиками. При использовании классификато"
ра, построенного на основе наиболее активиро"
ванного молекулярного пути «cAMP Pathway
Protein Retention», мы получили AUC равное 1 и
0,87 для прогнозирования ответа HER2"положи"
тельного метастатического РМЖ на трастузумаб
в экспериментальной и литературной выборках
соответственно. При объединении выборок этот
путь также являлся прогностическим маркером
времени до рецидивирования (p = 0,041).

Опубликовано множество исследований, где
профилировали экспрессию генов для образцов
пациентов с РМЖ, получавших трастузумаб [40,
43, 44]. Но лишь малая их часть содержит статус
ответа на терапию, связанный с профилем
экспрессии, а также данные о выживаемости
для зарегистрированных клинических случаев.

Кроме того, в большинстве таких исследований
для молекулярного профилирования использо"
вали технологию микрочипирования [45–47]. В
нашем исследовании для этого применяли
РНК"секвенирование, которое в настоящее вре"
мя считается золотым стандартом профилиро"
вания генной экспрессии [48, 49]. Кроме того,
мы использовали секвенирование тотальной
РНК без поли(А) обогащения, и в будущих ис"
следованиях наш набор данных может быть ис"
пользован также для изучения связи некодиру"
ющих РНК с устойчивостью к трастузумабу. На"
конец, это единственный набор данных по об"
разцам РМЖ, связанным с ответом на трастузу"
маб, который полностью совместим с базой дан"
ных здоровых нормальных тканей ANTE в силу
использования того же экспериментального
протокола [50].

Мы сравнили гены и пути, которые разделя"
ли ответчиков и неответчиков на терапию трас"
тузумабом, как по нашим экспериментальным,
так и по литературным данным [4]. Предыдущее
исследование было направлено на выявление
биомаркеров ответа на трастузумаб на геномном
и транскриптомном уровне. Авторы не нашли
гены или их сигнатуры, связанные с ответом на
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Рис. 4. Профиль дифференциальной активации молекулярного пути «cAMP Protein Retention Pathway» у ответчиков на те"
рапию трастузумабом против неответчиков в экспериментальном (а) и литературном (б) наборах данных
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Рис. 5. Профиль дифференциальной активации молекулярного пути «ErbB Family Pathway» у ответчиков на терапию трас"
тузумабом против неответчиков в экспериментальном (а) и литературном (б) наборах данных
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трастузумаб по данным секвенирования РНК
[4]. Вероятно, это связано с тем, что авторы не
стратифицировали пациентов по статусу рецеп"
торов гормонов ER и PR, как было сделано в
настоящем исследовании. Тогда как общие для
обеих групп данных дифференциальные гены с
высокой вероятностью представляют результат
случайного совпадения, фактическое число ак"
тивированных у ответчиков молекулярных пу"
тей оказалось существенно выше, чем можно
было бы ожидать исходя из модели случайного
пересечения. В частности, лучшая связь с
чувствительностью к трастузумабу наблюдалась
для одной из ветвей сигнального пути цАМФ
(табл. 3).

цAMФ является первым описанным вторич"
ным мессенджером, который играет фундамен"
тальную роль в клеточном ответе на самые раз"
ные внешние стимулы [51]. Одной из функций
молекулярного пути цАМФ является активация
рецептора KDEL (Lys"Asp"Glu"Leu), отвечаю"
щего за ретроградный транспорт белков из
комплекса Гольджи в эндоплазматический рети"
кулум, что необходимо для поддержания устой"
чивого гомеостаза клетки [52]. Ранее было пока"
зано, что изменения в этом комплексе процес"
сов могут приводить к метастазированию РМЖ
посредством измененной локализации рецепто"
ров [53]. Кроме того, внутренние дефекты меха"
низма эндоцитоза, ответственного за деграда"
цию HER2, коррелируют с невосприимчи"
востью к терапии трастузумабом [54]. Однако,
насколько нам известно, настоящее исследова"
ние впервые указывает на возможную связь
между ретроградным транспортом и устойчи"
востью к трастузумабу.

Предыдущие исследования показали не"
сколько других возможных механизмов устой"
чивости к трастузумабу при раке молочной же"
лезы [55]. Во"первых, с такой резистентностью
могут быть связаны другие рецепторы семейства
HER, например HER2"позитивные, но негатив"
ные по HER3 пациенты в основном выживают
без метастазирования [56]. Рецепторы семейств,
отличных от HER, такие как FGFR и IGF"1R,
также могут играть важную роль в устойчивости
к трастузумабу [57, 58]. Существует также воз"
можная роль андрогенного рецептора (AR), по"
скольку экспрессия AR отрицательно коррели"
рует с инфильтрацией иммунными клетками,
что, в свою очередь, связано с устойчивостью к
трастузумабу [59, 60].

В нашем исследовании уровень активации
пути «cAMP Pathway Protein Retention» оказался
надежным биомаркером, разделяющим ответ"
чиков и неответчиков на терапию трастузума"
бом. Более того, активация этого пути оказалась
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Рис. 6. Прогностическая значимость УАП молекулярного
пути «cAMP Pathway Protein Retention» для ответа РМЖ на
терапию трастузумабом и предсказания времени до про"
грессии. Площадь под ROC"кривой (AUC) для разделения
ответчиков и неответчиков для экспериментальной (а) и
литературной (б) выборки пациентов. в – Прогностичес"
кая значимость уровня активации пути «cAMP Pathway
Protein Retention» для предсказания времени до прогрес"
сии пациентов с РМЖ для объединенной эксперименталь"
ной и литературной выборки. Отдельно показаны группы
пациентов с УАП ниже или выше медианы. Отношение
рисков (Hazard ratio) = 0,34 (95% доверительный интервал:
0,11–1; р"значение = 0,05). Общее количество генов в пу"
тях, а также количество дифференциальных генов в обоих
наборах приведены в табл. S6 в Приложении

а

б

в
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связана с благоприятным прогнозом в плане
предсказания времени до рецидива опухоли.
Мы предполагаем, что уровень активации этого
пути может служить для дальнейшей разработки
молекулярно"диагностических инструментов
для раннего выявления пациентов, не отвечаю"
щих на HER2"таргетную терапию. Этот путь со"
держит 14 генов; таким образом, такой диагнос"
тический инструмент может основываться на
RT"PCR, таргетном РНК"секвенировании, под"
ходе NanoString или любой другой платформе
для профилирования экспрессии генов. Тем не
менее для продвижения по этому пути потребу"
ется дальнейшая клиническая валидация этого
подхода.

Финансирование. Это исследование было
поддержано Российским научным фондом
(грант № 18"15"00061) (Антон Буздин, Дмитрий
Камашев, Ульяна Владимирова, Максим Соро"
кин, Мария Сунцова) и исследовательской
программой OmicsWay в области онкологии.

Конфликт интересов. Авторы М. Сорокин и
А. Буздин работают в компании OmicsWay
Corp., США. Это исследование получило фи"
нансирование от компании Omicsway Corp.,
США. Компания принимала участие в анализе
данных, их интерпретации и написании текста.
Компания не принимала участия в разработке
дизайна исследования, сборе данных и решении
опубликовать данную статью. Остальные авто"
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Таблица 3. Характеристика качества биомаркеров для 15 пересекшихся молекулярных путей, дифференциально активи"
рованных в группе ответчиков на терапию трастузумабом

Название молекулярного пути

cAMP Pathway Protein Retention

PPAR Pathway

cAMP Pathway Cell Proliferation

cAMP Pathway eNOS Signaling
Cardiovascular Homeostasis

cAMP Pathway Glycogen
Synthesis

cAMP Pathway Lipolysis

cAMP Pathway Oncogenesis

Noradrenaline and adrenaline
degradation

Reactome PRC2 methylates his"
tones and DNA Main Pathway

cAMP Pathway Degradation 
of Cell Cycle Regulators

Reactome Amyloids Main
Pathway

Reactome Condensation 
of Prophase Chromosomes 
Main Pathway

Reactome DNA Damage
Telomere Stress Induced
Senescence Main Pathway

Reactome Packaging of
Telomere Ends Main Pathway

KEGG Drug metabolism
cytochrome P450 Main Pathway

AUC,
экспериментальная

выборка

1

1

1

1

1

1

1

0,95

1

1

0,95

0,95

0,95

0,95

0,95

AUC,
литературная

выборка

0,867

0,867

0,85

0,85

0,85

0,85

0,85

0,9

0,85

0,817

0,85

0,85

0,85

0,85

0,817

Соотношение
рисков (95% CI)

0,34 (0,11–1)

0,46 (0,16–1,4)

0,34 (0,11–1)

0,34 (0,11–1)

0,17 (0,043–0,64)

0,34 (0,11–1)

0,34 (0,11–1)

0,59 (0,21–1,7)

0,17 (0,045–0,66)

0,34 (0,11–1)

0,17 (0,045–0,66)

0,17 (0,045–0,66)

0,17 (0,045–0,66)

0,17 (0,045–0,66)

0,47 (0,16–1,4)

p"значение
соотношения

рисков

0,05

0,16

0,05

0,05

0,0094

0,05

0,05

0,32

0,01

0,05

0,01

0,01

0,01

0,01

0,17

p"значение
теста Log"

rank 

0,041

0,155

0,041

0,041

0,004

0,041

0,041

0,316

0,004

0,041

0,004

0,004

0,004

0,004

0,158
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ры заявляют, что исследование проводилось в
отсутствие каких"либо коммерческих или фи"
нансовых отношений, которые могут быть ис"
толкованы как потенциальный конфликт инте"
ресов.

Соблюдение этических норм. От всех пациен"
тов, биоматериал которых был включен в кли"
ническое исследование NCT03521245, озаглав"
ленное «Маркеры активации молекулярных пу"
тей, прогнозирующие эффективность терапии
трастузумабом HER2"позитивного рака молоч"
ной железы», было получено информированное
добровольное согласие на участие в исследова"

нии и публикацию его результатов в обезличен"
ной форме. Форма информированного согласия
и дизайн исследования были одобрены этичес"
кими комитетами ГБУЗ Республики Карелия
«Республиканский онкологический диспансер»
(г. Петрозаводск) и Многопрофильного медици"
нского центра «ВитаМед» (г. Москва).

Дополнительные материалы. Приложение к
статье на английском языке опубликовано на
сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) (http://
protein.bio.msu.ru/biokhimiya/) и на сайте изда"
тельства Springer (https://link.springer.com/
journal/10541), том 85, вып. 7, 2020.
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Increased expression or amplification of HER2 receptor tyrosine kinase gene ERBB2 is well"known and widely used
as a prognostic biomarker of breast cancer (BC) response to the targeted treatment with trastuzumab and its analogs.
Considering that part of the BC patients overexpressing HER2 does not respond to trastuzumab, clinical trial
NCT03521245 was initiated to identify additional gene expression and molecular pathway activation response bio"
markers to trastuzumab treatment in HER2"positive BC. Using RNA sequencing gene expression in 23 formalin"
fixed, paraffin embedded HER2 positive BC tissue blocks from patients who either responded or not responded to
trastuzumab treatment was profiled. Differentially regulated genes and molecular pathways were identified in the
groups of trastuzumab responders and non"responders. These results were next compared with the 42 previously pub"
lished BC trastuzumab responder and non"responder RNA sequencing profiles from the clinical trials NCT00513292
and NCT00353483. No correlation was observed between the response status and the expression levels of ERBB2 gene
in the HER2 positive BC samples. Analysis of the differentially expressed genes and molecular pathways in the com"
bined dataset revealed 15/27 commonly up/down regulated genes and 15/25 pathways, respectively. However, only the
intersection of molecular pathways upregulated in trastuzumab responders vs nonGresponders was statistically signifi"
cantly enriched compared to the random expectation model. A classifier built using the most significantly upregulat"
ed molecular pathway—cAMP Pathway Protein Retention—demonstrated the best performance for prediction of the
HER2 positive BC response to trastuzumab for both our experimental and previously reported data. This pathway also
predicted time to recurrence in the combined dataset with Log"rank p"value 0.041.

Keywords: breast cancer, HER2, ERBB2, transcriptomics, RNA sequencing, trastuzumab, targeted therapy, personal"
ized medicine, NCT03521245


