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РЕЗЮМЕ

Актуальность. Выявление предсказательных молекулярных маркеров тройного негативного рака 
молочной железы позволит оценить ýффективность неоадъювантной химиотерапии (НАХТ) и опре-
делить оптимальные подходы к прогнозированию течения заболевания. 

Цель исследования. Изучить взаимосвязь ýкспрессии рецептора ýпидермального фактора роста 
EGFR и полиморфных вариантов его гена с ýффективностью неоадъювантной химиотерапии у боль-
ных тройным негативным раком молочной железы.

Материалы и методы. В исследование включены 70 пациенток с тройным негативным раком молоч-
ной железы, получавших 2–4 курса НАХТ по схеме FAC или CAX. Оценка ýффективности НАХТ 
проводилась по шкале RECIST. Уровень ýкспрессии EGFR в опухоли до и после НАХТ оценивался 
иммуногистохимическим методом. Анализ полиморфных вариантов гена EGFR в локусах rs2227983 
и rs1468727 проведен с помощью полимеразной цепной реакции в режиме реального времени. 

Результаты. Выявлено, что в процессе НАХТ уровень ýкспрессии EGFR в опухоли значимо снижа-
ется (p = 0,000). Показано, что достижение объективного клинического и полного патоморфологи-
ческого ответа опухоли ассоциировано с низким уровнем ýкспрессии EGFR (p = 0,007 и p = 0,000  
соответственно). Отсутствие ýффективного ответа на НАХТ у больных тройным негативным ра-
ком молочной железы связано с носительством мутантных генотипов EGFRCC в локусе rs1468727  
(p = 0,042). Кроме того, среди пациентов, несущих мутантный вариант гена EGFRCC, чаще встре-
чаются опухоли с высокой ýкспрессией EGFR по сравнению с больными, имеющими дикий вариант 
EGFRTT (p = 0,047). 

Заключение. Уровень ýкспрессии EGFR в опухоли и полиморфные варианты его гена в локусе 
rs1468727 могут рассматриваться в качестве потенциальных молекулярных маркеров с предсказа-
тельной значимостью в отношении ýффективности НАХТ у больных тройным негативным раком 
молочной железы. 

Ключевые слова: тройной негативный рак молочной железы, неоадъювантная химиотерапия, рецеп-
тор ýпидермального фактора роста EGFR, полиморфизм генов.
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ABSTRACT 

Background. Identification of predictive molecular markers of triple-negative breast cancer (TNBC) 
will enable the evaluation of the efficacy of neoadjuvant chemotherapy (NACT) and define optimum 
approaches for the prognosis of the disease course in TNBC patients. 

The aim of the study was to examine the correlation between the expression of the epidermal growth 
factor receptor (EGFR), its gene’s polymorphic variants and the neoadjuvant chemotherapy (NACT) 
efficacy in triple-negative breast cancer (TNBC) patients.

Materials and methods. The study included 70 patients with triple-negative breast cancer, who had 
received 2-4 cycles of FAC and CAX regimens. The efficacy of the neoadjuvant chemotherapy was assessed 
according to the RECIST scale. The EGFR expression level in tumors before and after the NACT was 
evaluated with the help of immunohistochemistry. Genotypes for EGFR (rs2227983 and rs1468727) were 
detected by a real-time PCR.

Results. It was found that NCT significantly decreases the EGFR expression level in the tumor (p = 0.000). 
The research associates the objective clinical response as well as the pathological complete response with 
the low EGFR expression level (p = 0.007 and p = 0.000 respectively). Patients carrying the EGFRCC 
mutant genotype of rs1468727 did not achieve a pathological complete response (p = 0.042). In addition, 
patients with EGFRCC mutant genotype are more likely to have tumors with a high EGFR expression 
compared to EGFRTT wild-type genotype patients (p = 0.047).

Conclusion. The EGFR expression level in tumor tissue and the polymorphic variants of its gene in the 
rs1468727 locus can be considered as potential molecular markers with predictive significance in relation 
to the NACT efficacy in triple-negative breast cancer patients.

Key words: triple-negative breast cancer, neoadjuvant chemotherapy, epidermal growth factor receptor 
(EGFR); gene polymorphisms. 
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лях [6, 7]. В своих недавних исследованиях мы 
продемонстрировали высокий уровень ýкспрес-
сии EGFR в опухоли у больных, резистентных к 
терапии тамоксифеном, и показали его прогно-
стическую значимость [8]. В ýстроген-независи-
мых опухолях гиперýкспрессия EGFR в большей 
степени является результатом увеличения числа 
копий гена из-за полисомии, нежели за счет ак-
тивирующих мутаций или амплификации EGFR 
и, как правило, ассоциирована с прогрессирова-
нием заболевания и низкими показателями вы-
живаемости больных [9, 10]. Стоит отметить, что 
прогностическому значению ýкспрессии EGFR у 
больных ТНРМЖ посвящено большое число ис-
следований [11–14], однако вклад функциональ-
но значимых полиморфных сайтов гена EGFR 
в сопоставлении с уровнем ýкспрессии его бел-
кового продукта в механизмы резистентности  
к неоадъювантной химиотерапии остается в на-
стоящее время недостаточно изученным. 

Цель исследования – изучить взаимосвязь 
ýкспрессии EGFR и функционально значимых 
полиморфных вариантов его гена с ýффектив-
ностью неоадъювантной химиотерапии у боль-
ных тройным негативным раком молочной же-
лезы. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В исследование включены 70 пациенток в воз-

расте 28–69 лет с верифицированным диагнозом 
ТНРМЖ, находившихся на лечении в отделении 
общей онкологии НИИ онкологии Томского 
НИМЦ с 2007 по 2013 г. Все больные получали 
в неоадъювантном режиме 2–4 курса полихими-
отерапии по схеме FAC (5-фторурацил 500 мг/м2  
в 1-е сут, адриамицин 50 мг/м2 в 1-е сут, ци-
клофосфамид 500 мг/м2 в 1-е сут, внутривенно;  

ВВЕДЕНИЕ 
В структуре заболеваемости раком молочной 

железы тройной негативный подтип занимает 
особое место, поскольку характеризуется агрес-
сивным течением и имеет неблагоприятный про-
гноз в отношении выживаемости [1–3]. Наиболее 
существенной характеристикой тройного негатив-
ного рака молочной железы (ТНРМЖ) является 
отсутствие мишеней воздействия для проведения 
гормонотерапии и таргетной терапии герцепти-
ном, что существенно затрудняет лечение данно-
го заболевания. На сегодняшний день противо- 
опухолевая системная терапия является одним из 
основных ýтапов комплексного лечения тройного 
негативного рака молочной железы. При исполь-
зовании неоадъювантной химиотерапии (НАХТ) 
цитостатические препараты способствуют умень-
шению размера опухоли, что позволяет выполнять 
органосохраняющие операции и максимально со-
хранить здоровые ткани молочной железы. Одна-
ко полный патоморфологический ответ опухоли 
наблюдается лишь у 12–30% больных [4, 5]. Таким 
образом, поиск дополнительных прогноcтических 
маркеров чувствительности и резистентности к 
различным группам цитостатиков, позволяющих 
индивидуализировать терапевтические подходы у 
больных тройным негативным подтипом, остается 
актуальной задачей. 

Одним из активно изучаемых в последние годы 
молекулярных маркеров является рецептор ýпи-
дермального фактора роста (EGFR), трансмем-
бранный гликопротеин, вовлеченный в регуляцию 
процессов клеточного роста и злокачественной 
трансформации. Считается общепризнанным тот 
факт, что амплификация и (или) гиперýкспрессия 
EGFR ведут к развитию резистентности к ýндо-
кринной терапии в ýстроген-зависимых опухо-
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интервал между курсами 21 сут), или САХ (ци-
клофосфан 100 мг/м2 внутримышечно в течение 
14 сут, адриамицин 30 мг/м2 внутривенно в 1-е и 
8-е сут, кселода 1 000 мг/м2 2 раза/сут, per os, в 
течение 14 сут; интервал между курсами 21 сут) с 
последующим проведением хирургического лече-
ния (в объеме радикальной резекции, сектораль-
ной резекции с аксиллярной лимфаденýктомии 
или радикальной мастýктомии). По показаниям в 
адъювантном режиме были проведены курсы по-
лихимиотерапии (FAC) и лучевой терапии. 

Оценка ýффективности НАХТ осуществлялась 
по шкале RECIST. Объективный клинический от-
вет определялся по сумме полных и частичных 
регрессий опухоли молочной железы, наличие 
стабилизации и прогрессирования заболевания 
рассматривалось как отсутствие ýффективности 
лечения. Выраженность лекарственного патомор-
фоза в ткани молочной железы и регионарных 
лимфатических узлах оценивалась по классифи-
кации, предложенной Е.Ф. Лушниковым (1977) 
[15]. Диагноз «полная морфологическая регрес-
сия» устанавливался при отсутствии опухолевых 
ýлементов как в ткани молочной железы, так и в 
исследуемых лимфатических узлах. Срок наблю-
дения за больными составил 12–80 мес.

С целью изучения полиморфных вариантов 
гена EGFR проводилось выделение ДНК из образ-
цов периферической крови с помощью наборов 
QIAamp DNA Mini Kit (50) (Qiagen). Качествен-
ная и количественная оценка ДНК проведена на 
спектрофотометре NanoDrop-1000 (NanoDrop, 
США). Полиморфные варианты гена EGFR в ло-
кусах rs2227983 и rs1468727 изучены с помощью 
полимеразной цепной реакции в режиме реаль-
ного времени по технологии TaqMan. 

Последовательность праймеров и проб подби-
рали при помощи программы OligoAnalysisVector 
NTI с использованием генетического банка дан-
ных (www.ncbi.nlm.nih.gov). Реакционная смесь для  
полимеразной цепной реакции объемом 15 мкл 
ключала 100 нг геномной ДНК; 0,5–1,5 мкл специ-
фической пары праймеров и проб с концентраци-
ей 1 о.е./мл; 200 мкМ каждого дезоксинуклеотид-
трифосфата; 1,2–2,0 мкл буфера (60 мМTris-HCl 
(pH 8,5 при 25 °C), 1,5 мМ MgCl

2
; 25 мМKCl;  

10 мМ 2-меркаптоýтанол; 0,1% Тритон X-100) и 
0,5–1,0 ед. Taq ДНК-полимеразы (компания «Ме-
диген», г. Новосибирск). Программа амплифика-
ции включала предварительную денатурацию при  
95 °С в течение 2 мин, с последующими 40 цикла-
ми при 95 °С (10 с), отжига при специфической 
температуре для каждой пары праймеров (30 с) 
на амплификаторе CFX96 (Bio–Rad, США).

Уровень ýкспрессии EGFR в опухоли до и 
после проведения НАХТ изучен на парафино-
вых срезах с помощью иммуногистохимическо-
го метода. Применялись антитела к EGFR (клон 
SP9, рабочее разведение 1 : 100) фирмы Novus 
Biologicals (США). Результаты иммуногистохи-
мических реакций оценивали полуколичественно, 
в зависимости от доли (%) положительно окра-
шенных клеток и интенсивности их окрашивания, 
по меньшей мере, в 10 областях каждого среза 
при увеличении 400. Интенсивность окрашивания 
была оценена по шкале от 0 до 3, при ýтом зна-
чение 0 определялось как отрицательное окра-
шивание, 1+ – как слабое окрашивание, 2+ – как 
умеренное окрашивание и 3+ – сильное окраши-
вание. Срезы с умеренной (2+) или сильной (3+) 
цитоплазматической и (или) мембранной окра-
ской в более чем 10% клеток считали EGFR-пози-
тивными, срезы с отрицательным окрашиванием 
(0) или слабой (1+) ýкспрессией в менее чем 10% 
клеток – EGFR-негативными.

Для анализа полученных данных использо-
вана программа SPSS 21.0 (IBM SPSS Statistics, 
США). Распределение генотипов исследуемых 
генов было проверено на соответствие равно-
весию Харди–Вайнберга. Для сравнения ча-
стот встречаемости аллелей и генотипов гена 
EGFR, оценки их взаимосвязи с уровнем ýкс-
прессии EGFR, а также анализа взаимосвязи 
уровня ýкспрессии EGFR с ýффективностью 
НАХТ был использован двусторонний критерий 
Фишера. Если количество наблюдений в табли-
це сопряженности было больше 5, то в расчет 
принимали χ² с поправкой Йетса. Различия счи-
тались достоверными при уровне значимости  
р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для анализа изменений уровня ýкспрессии 

EGFR в опухоли мы оценили содержание кле-
ток с негативной и позитивной ýкспрессией в 
биопсийных образцах до неоадъювантной химио- 
терапии и в послеоперационных образцах по-
сле лечения. Выявлено, что показатели ýкспрес-
сии EGFR в процессе проведения НАХТ значи-
мо изменялись. Так, число клеток с позитивной 
ýкспрессией EGFR снижалось с 85,7 до 44,8%; 
количество EGFR-негативных клеток, напротив, 
увеличивалось с 14,3 до 55,2% (p = 0,000; рис. 1). 
Поскольку установлено, что применение НАХТ 
приводит к снижению уровня ýкспрессии EGFR, 
мы проанализировали, насколько такие ýкспрес-
сионные особенности связаны с ответом опухоли 
на терапию. Выявлено, что высокая частота как 
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объективного клинического, так и полного пато-
морфологического ответа опухоли наблюдалась 

у больных с низким уровнем ýкспрессии EGFR  
(p = 0,007 и p = 0,000  соответственно, рис. 2). 
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Рис. 1. Уровень ýкспрессии EGFR в опухоли до и после проведения неоадъювантной химиотерапии 

Рис. 2. Связь уровня ýкспрессии EGFR в опухоли с ýффективностью неоадъювантной химиотерапией
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Далее в образцах периферической крови па-
циентов с тройным негативным раком молочной 
железы изучены полиморфные варианты гена 
EGFR в двух локусах rs1468727 и rs2227983 для 
оценки их возможной вовлеченности в реализа-
цию механизмов чувствительности и резистент-
ности опухоли к неоадъювантной химиотерапии. 
При анализе объективного клинического ответа 
выявлено, что частота встречаемости мутантного 
генотипа EGFRCC в локусе rs1468727 у пациен-
ток со стабилизацией и (или) прогрессированием 
заболевания более чем в два раза превосходила 
таковую у больных с полной и (или) частичной 
регрессией, однако без статистических различий 
(p = 0,114, таблица). Изучение полных морфо-

логических регрессий позволило получить зна-
чимую ассоциацию данного мутантного варианта 
с неýффективным ответом опухоли (p = 0,042, 
табл. 1).

Мы проанализировали связь исследуемых по-
лиморфных вариантов EGFR с уровнем ýкспрес-
сии кодируемого им белка. Установлено, что 
носители мутантных генотипов EGFRCC локуса 
rs1468727 чаще имели позитивную ýкспрессию 
EGFR в опухоли до проведения НАХТ по срав-
нению с носителями диких вариантов гена EGFR 
(p = 0,047, рис. 3). После проведения НАХТ пози-
тивная ýкспрессия EGFR в опухоли регистрирова-
лась у всех пациентов (100%), имеющих мутации 
в данном полиморфном локусе (p = 0,038, рис. 3).
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ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенного исследования мы 
показали значимое снижение уровня ýкспрессии 
EGFR в опухоли в процессе НАХТ, которое ассо-
циировано с объективным клиническим и полным 
патоморфологическим ответом опухоли. Полу-
ченные нами данные находят подтверждение в 
литературных источниках. Известно, что исполь-
зование стандартных комбинаций алкилирующих 
агентов и таксанов при местнораспространенном 
или метастатическом раке молочной железы при-
водит к снижению изначально высокого уровня 
ýкспрессии EGFR, что имеет прогностическую 
значимость [16]. Кроме того, уровень ýкспрес-
сии EGFR рассматривается в настоящее время в 
качестве потенциального предиктивного маркера 
ответа на НАХТ у больных ТНРМЖ [17]. 

Отсутствие ýффективного ответа на предопе-
рационную химиотерапию у больных ТНРМЖ 
в нашем исследовании связано с носительством 
мутантных генотипов EGFR локуса rs1468727. 
Известно, что полиморфный вариант rs1468727 
затрагивает интронную область гена EGFR и 
напрямую не изменяет аминокислотную после-
довательность белка. Однако мутации внутри 
интронов могут оказывать существенное влия-
ние на уровень процессов транскрипции и ста-
бильность РНК. Предполагается, что мутантный 
вариант EGFRCC локуса rs1468727 связан с уве-
личением активности рецептора, его ýкспрессии 
или стабильности, что ведет к активации EGFR-
опосредованных сигналов и значительному уве-
личению пролиферативного потенциала опухоли 
[18]. Эта гипотеза находит подтверждение в на-
ших исследованиях, поскольку мутантный гено-

Т а б л и ц а  

Связь полиморфизмов гена EGFR с эффективностью НАХТ

Генотип/
аллель

Объективный клинический ответ, n (%)  Полный патоморфологический ответ, n (%)

полная/
частичная

стабилиза-
ция/

прогрессиро-
вание

ОШ (95% ДИ)     p
полный
ответ

отсутствие 
ответа

ОШ (95% ДИ)     p

 EGFR (rs1468727)

TT
TC
CC
T 
C 

25 (54,4)
17 (36,9)
4 (8,7)

67 (72,8)
25 (27,2)

7 (46,7)
   5 (33,3)
 3 (20,0)
19 (63,3)
11 (36,7)

1,00
1,00

0,38 (0,06–2,54) 0,348
1,00

0,64 (0,25–1,69) 0,322

12 (54,5)
10 (45,5)
0 (0,0)

34 (77,3)
10 (22,7)

20 (51,3)
12 (30,8)
 7 (17,9)
52 (66,7)
26 (33,3)

1,00
1,00

1,22 (1,05–1,44) 0,0421

1,00
0,59 (0,23–1,48) 0,217

 EGFR (rs2227983)

GG
GA
AA
G 
A 

25 (54,4)
19 (41,3)
2 (4,3)

69 (75,0)
23 (25,0)

 7 (46,7)
 6 (40,0)
 2 (13,3)
20 (66,6)
10 (33,4)

1,00
1,00

0,30 (0,03–3,34) 0,251
1,00

0,67 (0,25–1,79) 0,372

12 (54,5)
10 (45,5)
0 (0,0)

34 (77,3)
10 (22,7)

20 (51,3)
15 (38,5)
4 (10,2)
55 (70,6)
23 (29,4)

1,00
1,00

1,11 (1,00–1,24) 0,287
1,00

0,70 (0,27–1,79) 0,420

Примечание .  ОШ – отношение шансов; ДИ – доверительный интервал. 1 различия показателей между группами «пол-
ный ответ» и «отсутствие ответа».

Рис. 3. Связь уровня ýкспрессии EGFR в опухоли до (а) и после (b) неоадъювантной химиотерапии  
с полиморфизмами гена EGFR 
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Оригинальные  статьи

тип EGFRCC связан с отсутствием ответа опу-
холи на НАХТ. Важно, что у 60% пациентов с 
данной мутацией опухоли характеризуются поло-
жительной ýкспрессией EGFR. Высокий уровень 
ýкспрессии EGFR может способствовать акти-
вации большого числа внутриклеточных мессен-
джеров, в том числе PI3K/Akt, Ras/MAPK, STAT, 
что приводит к стимуляции пролиферативных 
процессов и увеличению инвазивного потенциала 
опухоли, способствующих неýффективному лече-
нию. Следует отметить, что исследованный нами 
полиморфизм гена EGFR практически не описан 
в литературе, продемонстрирована лишь связь 
мутации rs1468727 с прогнозом глиом [19].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Эффективность НАХТ у больных ТНРМЖ со-

пряжена с генотипическими и фенотипическими 
особенностями EGFR. Механизмы неýффектив-
ности неоадъювантной химиотерапии могут быть 
обусловлены мутацией EGFR в локусе rs1468727, 
приводящей к высокой ýкспрессионной активно-
сти рецептора, что обусловливает реализацию 
EGFR-опосредованных сигнальных каскадов, 
обеспечивающих пролиферативный потенциал 
опухоли. Снижение уровня ýкспрессии EGFR в 
опухолевой ткани после проведения НАХТ и по-
лиморфные варианты гена EGFR rs1468727 могут 
рассматриваться в качестве потенциальных мо-
лекулярных критериев, ассоциированных с ýф-
фективностью неоадъювантной химиотерапии у 
больных ТНРМЖ. 
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