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Введение. Резистентность к гормональной терапии тамоксифеном обусловлена комплексом взаимоотношений сигнальных ка-
скадов рецепторов факторов роста с эстрогеновыми рецепторами.
Цель исследования – комплексная оценка экспрессии матричной РНК (мРНК), белковой экспрессии и полиморфизма генов основ-
ных компонентов EGFR/PI3K/AKT-сигнального пути во взаимосвязи с эффективностью терапии тамоксифеном у больных эстро-
гензависимым раком молочной железы (РМЖ).
Материалы и методы. В исследование включены 95 больных РМЖ, получавшие адъювантную терапию тамоксифеном, из кото-
рых у 31 пациентки наблюдалось прогрессирование заболевания на фоне тамоксифена (тамоксифен-резистентная группа), 64 боль-
ных составили группу без признаков прогрессирования (тамоксифен-чувствительная группа). Генотипирование полиморфных 
локусов генов ESR1 (rs2077647, rs2228480, rs1801132), EGFR (rs1468727, rs2227983), AKT1 (rs1130233) и PTEN (rs11202592) про-
ведено с помощью полимеразной цепной реакции в режиме реального времени. Для оценки экспрессии мРНК генов ESR1, EGFR, 
AKT1, PTEN использовали метод количественной полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией. Иммуногистохими-
чески проведено изучение экспрессии ERα, EGFR, Akt (pS473) и PTEN. Показатели безрецидивной выживаемости больных РМЖ 
про анализированы с помощью кривых Каплана–Майера.
Результаты. Показано, что мутантный аллель С rs2077647 гена ESR1 чаще встречается в опухолях, чувствительных к тамок-
сифену, по сравнению с опухолями, резистентными к данной терапии (p = 0,044). Для тамоксифен-чувствительных опухолей 
отмечен высокий уровень экспрессии мРНК гена AKT1 по сравнению с тамоксифен-резистентными (7,27 ± 5,29 и 0,02 ± 0,01 
соответственно, p = 0,014). Носительство мутантного генотипа GG rs2228480 гена ESR1 ассоциировано с резистентностью 
к терапии тамоксифеном (p = 0,028). Уровень экспрессии EGFR и Akt (pS473) значимо выше в тамоксифен-резистентной группе 
по сравнению с тамоксифен-чувствительной (p = 0,006 и 0,037 соответственно). Безрецидивная выживаемость была значимо 
меньше у пациенток с мутантными генотипами гена ESR1 rs2228480 по сравнению с носительством диких и гетерозиготных 
вариантов (log rank p = 0,043). Наличие положительного уровня экспрессии в опухоли EGFR или Akt (pS473) ассоциировано с низ-
кими показателями безрецидивной выживаемости исследуемой группы пациентов (log rank p = 0,014 и 0,048 соответственно).
Заключение. В качестве потенциальных маркеров, ассоциированных с чувствительностью/резистентностью опухоли к гормо-
нальной терапии тамоксифеном, могут рассматриваться полиморфные сайты гена ESR1, экспрессия мРНК AKT1 и уровень 
экспрессии EGFR и Akt (pS473).

Ключевые слова: эстрогензависимый рак молочной железы, тамоксифен, EGFR/PI3K/AKT-сигнальный каскад, полиморфизм генов
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Введение
Тамоксифен, селективный модулятор эстрогеновых 

рецепторов, остается в настоящее время базисным 
препаратом гормональной терапии как ранних, так 
и распространенных форм эстрогензависимого рака 
молочной железы (РМЖ) [1, 2]. Способность тамок-
сифена конкурировать с эстрогенами за связывание 
с эстрогеновыми рецепторами α (ERα) приводит к ча-
стичному блокированию ERα-сигнального пути, что 
в значительной степени способствует снижению про-
лиферативного эффекта стероидов. Использование тамо-
ксифена в адъювантном режиме позволяет значительно 
увеличить показатели безрецидивной выживаемости 
больных РМЖ [3]. Однако высокий риск развития ре-
цидива или прогрессирования заболевания на фоне 
адъювантного применения тамоксифена существенно 
ограничивает его эффективность [4].

Резистентность к антиэстрогенной терапии – муль-
тифакториальная проблема, в которой задействовано 
множество сигнальных путей, в том числе сигнальные 
каскады рецепторов факторов роста, которые взаимо-
действуют как с эстрогеновыми рецепторами, так 
и внутриклеточными путями, такими как PI3K/AKT/ 
mTOR [5, 6].

Рецептор эпидермального фактора роста EGFR 
(HER1/ErbВ1), член семейства белков ErbB, является од-
ним из важнейших компонентов PI3K/AKT-сигналинга, 
осуществляющего регуляцию клеточной пролифера-
ции и злокачественной трансформации клеток при 
РМЖ [7]. EGFR-PI3K-взаимодействие опосредовано 
адаптерным белком GAB1, содержащим канонические 

сайты связывания с PI3K, что приводит к аллостери-
ческой активации каталитической субъединицы p110 
PI3K и образованию фосфатидилинозитол-3,4,5-три-
фосфатов (PIP3), необходимых для последующих ре-
акций фосфорилирования Akt [8]. Уровень PIP3 нахо-
дится под регуляторным контролем противоположно 
направленных эффекторных реакций PI3K и фосфа-
тазы PTEN [9].

Многочисленные экспериментальные и клини-
ческие данные демонстрируют, что гиперэкспрессия 
EGFR определяет резистентность к тамоксифену 
в эстроген-положительных опухолях молочной железы 
[10–12]. Результаты ранее проведенных нами исследо-
ваний также подтвердили прогностическую значимость 
статуса экспрессии EGFR как маркера неэффективно-
сти адъювантной терапии тамоксифеном [13]. Данные 
литературы свидетельствуют о том, что высокий уровень 
экспрессии Akt ассоциирован с низкими показателями 
общей выживаемости у больных РМЖ, получавших 
тамоксифен [14]. Напротив, низкий уровень экспрессии 
PTEN либо потеря экспрессии PTEN коррелирует с раз-
витием рецидива на фоне приема тамоксифена у паци-
енток с РМЖ, что определяет неблагоприятный исход 
заболевания [15]. Однако, несмотря на убедительные 
данные, свидетельствующие о вовлечении EGFR/PI3K-
ассоциированных белков в механизмы неэффективно-
сти тамоксифена, системный подход к оценке их про-
гностической значимости у больных эстрогензависимым 
РМЖ отсутствует.

Цель исследования – комплексная оценка экспрес-
сии матричной РНК (мРНК), белковой экспрессии 

3Siberian State Medical University; 2 Moskovskiy Trakt, Tomsk 634050, Russia; 
4University of Heidelberg, Mannheim, Germany

Background. It is generally accepted that crosstalk between the growth factor receptor and ER pathways implicated in tamoxifen resistance. 
The aim of the study was to examine the relationship between mRNA level, protein expression and gene polymorphism of the EGFR/PI3K/AKT 
signaling components with tamoxifen efficacy in patients with estrogen-dependent breast cancer.
Materials and methods. The study included 95 breast cancer patients who had received adjuvant tamoxifen, of which 31 patients developed 
recurrence/metastasis after tamoxifen treatment (tamoxifen resistance group), 64 patients did not develop any diseases progression (tamoxi-
fen sensitive group) during the 5 years of follow-up. Genotypes for ESR1 (rs2077647, rs2228480, rs1801132), EGFR (rs1468727, 
rs2227983), AKT1 (rs1130233) and PTEN (rs11202592) were analyzed using a TaqMan assay. Using reverse transcription-PCR, the rela-
tive expression of mRNA for ESR1, EGFR, AKT1 and PTEN was determined. ERα, EGFR, Akt (pS473) and PTEN expression level was 
evaluated using immunohistochemistry. Progression-free survival (PFS) was estimated by Kaplan – Meier analysis.
Results. The minor allele of ESR1 rs2077647 was more prevalent in tamoxifen sensitive tumors compared to tamoxifen resistant tumors (p = 
0.044). We found high AKT1 mRNA expression level in tamoxifen sensitive group compared with tamoxifen resistance patients (7.27 ± 5.29 
and 0.02 ± 0.01, respectively, p = 0.014). ESR1 rs2228480 was significantly associated with tamoxifen resistance (p = 0.028). EGFR and 
Akt (pS473) protein expression level was significantly higher in the tamoxifen resistance group compared to tamoxifen sensitive breast cancer 
patients (p = 0.006 and 0.037, respectively). Patients carrying mutant genotypes of ESR1 rs2228480 had a poorer progression-free survival 
than those carrying wild and heterozygous variants (log rank p = 0.043). Positive EGFR tumor expression as well as positive Akt (pS473) 
expression were significantly associated with shorter PFS (log rank p = 0.014 and 0.048, respectively).
Conclusion. Polymorphic sites of the ESR1 gene, AKT1 mRNA expression, EGFR expression level and Akt (pS473) protein expression can be 
potential molecular markers associated with tumor sensitivity/resistance to tamoxifen treatment.

Key words: estrogen-dependent breast cancer; tamoxifen; EGFR/PI3K/AKT signaling; gene polymorphism
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и полиморфизма генов основных компонентов EGFR/ 
PI3K/AKT-сигнального пути во взаимосвязи с эффек-
тивностью терапии тамоксифеном у больных эстро-
гензависимым РМЖ.

Материалы и методы
В исследование были включены 95 пациенток 

с впервые выявленным операбельным РМЖ (T1–4N0–
3M0), получавших лечение в отделении общей онколо-
гии НИИ онкологии Томского НИМЦ с 2002 по 2014 г. 
Средний возраст больных составил 54,5 ± 0,9 года 
(30–79 лет). У всех пациенток диагноз эстрогензави-
симого РМЖ подтвержден морфологически. Опреде-
ление молекулярного подтипа опухоли проводили 
иммуногистохимически на основе маркеров ERα, PR, 
HER2 и Ki-67. Люминальный подтип A РМЖ (опухо-
ли с отрицательной экспрессией HER2, положитель-
ной экспрессией рецепторов к эстрогенам и прогесте-
рону и пролиферативной активностью менее 20 %) 
выявлен у 62 (65,3 %) больных, люминальный под-
тип В (эстроген/прогестерон рецептор-положительные 
опухоли как с положительной, так и с отрицательной 
экспрессией HER2 и высоким уровнем пролифератив-
ной активности ≥20 %) – у 33 (34,7 %) пациенток.

Все больные получали комбинированное лечение 
в объеме оперативного вмешательства, а также гормо-
нальной терапии и химиотерапии по показаниям. Адъ-
ювантная химиотерапия в виде 4–6 курсов по схеме 
FAC была проведена 33 (35,5 %) пациенткам. Все боль-
ные в адъювантном режиме получали тамоксифен 
в стандартной дозе 20 мг/сут. Оценку эффективности 
лечения проводили на основании наличия или отсут-
ствия прогрессирования заболевания, по результатам 
которой сформированы 2 группы: тамоксифен-чувст-
вительная (больные без выявленных отдаленных мета-
стазов; n = 64), и тамоксифен-резистентная (больные 
с прогрессированием заболевания; n = 31). Все случаи 
прогрессирования были отмечены на фоне адъювант-
ной терапии тамоксифеном. Среднее время до прогрес-
сирования составило 28,5 ± 17,8 мес. Исследуемые 
группы пациенток были сопоставимы по основным 
клинико-морфологическим признакам и объему про-
веденного лечения (табл. 1).

Для оценки экспрессии исследуемых генов исполь-
зованы образцы опухолевой и прилежащей нормальной 
ткани, полученные во время оперативного вмешатель-
ства. Образцы помещали в раствор RNAlater (Ambion, 
США) и сохраняли при температуре –80 °С (после 
24-часовой инкубации при температуре +4 °С) для даль-
нейшего выделения РНК. Белковые продукты исследу-
емых генов и их полиморфные варианты были изучены 
в образцах опухолевой ткани, фиксированных в 10 % 
pH-нейтральном растворе формалина. Продолжитель-
ность фиксации составляла не более 18–24 ч. Проводку 
образцов осуществляли по стандартной методике.

Для оценки полиморфизма генов ESR1 (rs2077647, 
rs2228480, rs1801132), EGFR (rs1468727, rs2227983), 

AKT1 (rs1130233) и PTEN (rs11202592) из опухолевых 
образцов с помощью наборов QIАamp DNA FFPE tis-
sue kit (Qiagen, Германия) выделена тотальная ДНК. 
Качественную и количественную оценку ДНК прово-
дили на спектрофотометре NanoDrop 1000 (NanoDrop, 
США). Изучение исследуемых полиморфных локусов 
выполняли с помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в режиме реального времени на амплификато-
ре CFX96 (Bio-Rad, США). Последовательность прай-
меров и проб подбирали с использованием программы 
Oligo AnalysisVector NTI и генетического банка данных 
www. ncbi.nlm.nih.gov (табл. 2). Реакционная смесь в объ-
еме 15 мкл включала 100 нг геномной ДНК; 0,5–1,5 мкл 
специфической пары праймеров и проб с концентра-
цией 1 о.е./мл; 200 мкМ каждого дезоксинуклеотид-
трифосфата; 1,2–2,0 мкл буфера (60 мМ Трис-HCl (pH 8,5 
при температуре 25 °C), 1,5 мМ MgCl

2
, 25 мМ KCl, 10 мМ 

2-меркаптоэтанол, 0,1 % Тритон X-100) и 0,5–1,0 ед. 
Taq ДНК-полимеразы (Медиген, Россия). Программу 
амплификации осуществляли в несколько этапов: де-
натурация при температуре 95 °С в течение 2 мин с по-
следующими 40 циклами при температуре 95 °С в тече-
ние 10 с; отжиг 30 с при специфической температуре 
для каждой пары праймеров.

Уровень экспрессии генов ESR1, EGFR, AKT1, 
PTEN оценивали с помощью количественной обратно-
транскриптазной ПЦР на амплификаторе CFX96 (Bio-
Rad, США). Дизайн праймеров и TaqMan-зондов пред-
ставлен в табл. 3. ПЦР ставили в 3 повторах в объеме 
15 мкл, содержащем 250 мкM dNTPs (Sibenzyme, Рос-
сия), 300 нM прямого и обратного праймеров, 200 нM 
зонда, 2,5 мM MgCl

2
, 19 SE buffer (67 мM Трис-HCl (pH 

8,8 при температуре 25 °C), 16,6 мM (NH
4
)

2
SO

4
, 0,01 % 

Tween-20), 2,5 ед. HotStart Taq polymerase (Sibenzyme, 
Россия) и 50 нг комплементарной ДНК. Двухшаговая 
программа амплификации включала 1 цикл – 94 °С, 
10 мин – предварительная денатурация; 40 циклов – 
1-й шаг 94 °С, 10 с и 2-й шаг 60 °С, 20 с. Проверку 
чистоты ПЦР-продуктов проводили с использованием 
электрофореза в 2,5 % агарозном геле с 0,2 % броми-
стым этидием. Относительную экспрессию генов ESR1, 
EGFR, AKT1, PTEN определяли с помощью метода  
2–ΔΔCT. Уровень экспрессии исследуемых генов норми-
ровали по референсному гену GAPDH.

Изучение экспрессии ERα, EGFR, Akt (pS473) 
и PTEN проводили на парафиновых срезах иммуно-
гистохимическим способом по стандартному прото-
колу. Использовали антитела фирмы Dako к рецепто-
рам эстрогенов (клон 1D5, RTU, мышиные), EGFR 
(клон SP9, 1:100), Akt (pS473) (клон 14–5, 1:50) и PTEN 
(клон 6H2.1, 1:100). Экспрессию ERα оценивали ко-
личественным методом гисто-счета (Histo-Score). При 
этом подсчитывали процент положительных клеток 
и показатель экспрессии в баллах. Экспрессию EGFR, 
Akt (pS473) и PTEN оценивали в процентом содержа-
нии положительно окрашенных клеток в 10 полях зре-
ния на 1000 клеток. При анализе экспрессии EGFR, 
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Таблица 1. Клинико-морфологические параметры больных исследуемых групп

Table 1. Clinical and morphological parameters of the patients in the examined groups

Параметр 
Parameter

Тамоксифен-чувствитель-
ная группа, n (%) 

Tamoxifen-sensitive group, n (%) 

Тамоксифен-резистентная 
группа, n (%) 

Tamoxifen-resistant group, n (%) 
p

Возраст, лет: 
Age, years:
≤50
>50

35 (54,7)
29 (45,3) 

13 (41,9)
18 (58,1) 

0,343

Состояние менструальной функции: 
Menstrual function status:

сохранена 
preserved
менопауза 
menopause

42 (65,6)

22 (34,4) 

14 (45,2)

17 (54,8) 

0,093

Размер опухоли: 
Tumor size:

Т1
Т2
T3–4

33 (51,5)
30 (46,9)

1 (1,6) 

14 (45,2)
17 (54,8)

0 (0,0) 

0,673 (T1 против T3–4) 
0,673 (T1 versus T3–4) 

Регионарные лимфатические узлы: 
Regional lymph nodes:

N0
N1–3

44 (68,7)
20 (31,3) 

18 (58,1)
13 (41,9) 

0,426

Гистологический тип: 
Histological type:

протоковый 
ductal
дольковый 
lobular
другие 
other

51 (79,7)

9 (14,1)

4 (6,2) 

27 (87,1)

3 (9,7)

1 (3,2) 

0,471 (протоковый 
против долькового) 

0,471 (ductal versus lobular) 

Адъювантная химиотерапия: 
Adjuvant chemotherapy:

проводилась 
was administered
не проводилась 
was not administered

24 (37,5)

40 (62,5) 

11 (35,5)

20 (64,5) 

0,971

Примечание. N0 – без признаков поражения метастазами регионарных лимфатических узлов; N1–3
 
– метастазы в регио-

нарных лимфатических узлах. 
Note. N0 – absence of signs of metastatic lesions in the regional lymph nodes; N1–3

 
– metastases in the regional lymph nodes.

Akt (pS473) и PTEN учитывали положительное мембран-
ное и/или цитоплазматическое окрашивание (рис. 1).

Статистическую обработку результатов исследова-
ния осуществляли с помощью пакета программ Sta-
tistica 6.0 и SPSS 21.0. Распределение генотипов ис-
следованных полиморфных локусов проверяли на 
соответствие равновесию Харди–Вайнберга. Для про-
верки гипотезы о значимости различий между иссле-
дуемыми группами использовали критерий согласия 
χ2 или двусторонний критерий Фишера. Безрецидив-
ную выживаемость больных РМЖ анализировали с по-
мощью кривых Каплана–Майера и log rank-теста. 
Различия считали достоверными при р <0,05.

Работа проведена с соблюдением принципов до-
бровольности и конфиденциальности в соответствии 

с «Основами законодательства РФ об охране здоровья 
граждан» (Указ Президента РФ от 24.12.1993 № 2288) 
на основании разрешения локального комитета по био-
медицинской этике НИИ онкологии Томского НИМЦ.

Результаты
Результаты генотипирования полиморфных локу-

сов генов ESR1 (rs2077647, rs2228480, rs1801132), EGFR 
(rs1468727, rs2227983), AKT1 (rs1130233) и PTEN 
(rs11202592) у больных РМЖ представлены в табл. 4. 
Показано, что мутантный аллель С rs2077647 гена ESR1 
чаще встречается в опухолях, чувствительных к тамок-
сифену по сравнению с опухолями, резистентными к дан-
ной терапии (60,8 и 44,0 % соответственно; p = 0,044). 
Кроме того, выявлено, что тамоксифен-чувствительную 
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Таблица 2. Последовательность олигонуклеотидных праймеров и TaqMan-зондов для анализа полиморфизма исследуемых генов

Table 2. Oligonucleotide primer and TaqMan probe sequences for analysis of polymorphisms in the studied genes

Локус 
Locus

Последовательность праймеров, 5’–3’ 
5’–3’ primer sequence

Последовательность зондов, 5’–3’ 
5’–3’ probe sequence

Температура 
отжига, °С 

Annealing 
temperature, °С

ESR1
rs2228480

GCTCTACTTCATCGCATTCCT
TGCAGCAGGGATTATCTGAAC

FAM-AGGGTTTCCCTGCCACAGTCTG
ROX-TTCCCTGCCACGGTCTGAGAG

60

ESR1
rs2077647

CACGGACCATGACCATGAC
GCTCCAGCTCGTTCCCTT

FAM-CCACACCAAAGCATCCGGGA
ROX-TCCACACCAAAGCATCTGGGATG

57

ESR1
rs1801132

CCAGATGGTCAGTGCCTTG
CTGAAGGGTCTGGTAGGATCA

FAM-ATGCTGAGCCCCCGATACTCTA
ROX-ATGCTGAGCCCCCCATACTCTA

60

EGFR
rs1468727

CCTGTTTTACTCTCTGGGCAT
ATTATGTGATTTGTTCTGAGCCTAT

FAM-TATTTAGGAGCAGGATAAGAGGACCA
ROX-GGAGTAGGATAAGAGGACCAAGTTCA

60

EGFR
rs2227983

AGGTCTGCCATGCCTTGT
CTTGTCCACGCATTCCCT

FAM- AGCCCAAGGACTGCGTCTCTT
ROX- GAGCCCAGGGACTGCGTCT

60

AKT1
rs1130233

GTGTGCCTCAGGTTGCG
TCCAGGGCTGACACAATCT

FAM-GGAACGTGTGTTCTCCGAGGA
ROX-CACCGTGTTTCTCCGAGGAC 60

PTEN
rs11202592

GCTTCTGCCATCTCTCTCCT
GTTTCTGCTAACGATCTCTTTGA

FAM-TTTTCTTCAGCCACAGGGTCC
ROX-CACAGGCTCCCAGACATGACA 60

Таблица 3. Последовательность олигонуклеотидных праймеров и TaqMan-зондов для анализа экспрессии исследуемых генов

Table 3. Oligonucleotide primer and TaqMan probe sequences for expression analisis of the studied genes

Ген 
Gene

Последовательность праймеров, 5’–3’ 
5’–3’ primer sequence

Последовательность зондов, 5’–3’ 
5’–3’ probe sequence

ESR1
CAGGGTGGCAGAGAAAGATT
GTAGCGAGTCTCCTTGGCA

FAM-TGACAAGGGAAGTATGGCTATGGA

EGFR
CTCCATGCCTTTGAGAACCTA
CCAAGGATGTTATGTTCAGGCT FAM–CGGCAGGACCAAGCAACAT

AKT1
CTTCATCATCCGCTGCCT
TCCTCCTCCTCCTGCTTCT

FAM-GAGGAGCGGGAGGAGTGGA

PTEN
AGCCGTTACCTGTGTGTGG
CTGGTCCTGGTATGAAGAATGTA

FAM-TCCACAAACAGAACAAGATGCTAAA

Рис. 1. Иммуногистохимически положительная экспрессия EGFR (а), Akt (pS473) (б) и PTEN (в) в опухолевой ткани молочной железы. Окраска 
диаминобензидином и гематоксилином (× 200)
Fig. 1. Immunohistochemically positive expression of EGFR (а), Akt (pS473) (б), and PTEN (в) in breast tumor tissue. Diaminobenzidine and hematoxylin 
staining (× 200)

а б в
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группу пациентов отличает от тамоксифен-резистентной 
группы отсутствие мутантных генотипов GG rs2228480 
гена ESR1 (0 и 12 % соответственно; p = 0,028). Для других 
полиморфных локусов изучаемых генов зна чимой связи 
с эффективностью терапии тамоксифеном не обнаружено.

Для определения уровня траскрипционной актив-
ности генов ESR1, EGFR, AKT1 и PTEN изучены парные 

образцы тканей опухоли молочной железы и условно 
нормальной ткани в 2 группах пациенток. Выявлено, 
что чувствительные и резистентные опухоли отлича-
ются по уровню экспрессии 2 генов – ESR1 и AKT1. 
Повышение уровня экспрессии ESR1 было характерно 
для тамоксифен-чувствительной группы больных по 
сравнению с тамоксифен-резистентной, однако 

Таблица 4. Распределение генотипов и аллелей генов ESR1, EGFR, AKT1, PTEN у больных исследуемых групп

Table 4. Distribution of ESR1, EGFR, AKT1, PTEN gene genotypes and alleles in patients of the studied groups

Генотип/аллель 
Genotype/allele

n
Тамоксифен-чувствительная 

группа, n (%) 
Tamoxifen-sensitive group, n (%) 

Тамоксифен-резистентная 
группа, n (%) 

Tamoxifen-resistant group, n (%) 
p

ESR1 rs2077647
TT
TC
CC

T
C

23
27
33

13 (21,7)
21 (35,0)
26 (43,3)

47 (39,2)
73 (60,8) 

10 (40)
8 (32)
7 (28)

28 (56)
22 (44) 

0,075 TT против CC 
0,075 TT versus CC

0,044

ESR1 rs2228480
GG
GA
AA

G
A

64
17
3

46 (78)
13 (22)

0 (0)

105 (89)
13 (11) 

18 (72)
4 (16)
3 (12)

40 (80)
10 (20) 

0,028 GG против AA 
0,028 GG versus AA

0,121

ESR1 rs1801132
CC
CG
GG

C
G

56
23
4

37 (63,8)
18 (31,0)

3 (5,2)

92 (79,3)
24 (20,7) 

19 (76)
5 (20)
1 (4)

43 (86)
7 (14) 

0,593 CC против GG 
0,593 CC versus GG

0,310

EGFR rs2227983
GG
GA
AA

G
A

43
30
7

30 (53,6)
20 (35,7)
6 (10,7)

80 (71,4)
32 (28,6) 

13 (54,2)
10 (41,6)

1 (4,2)

36 (75,0)
12 (25,0) 

0,656 GG против AA 
0,656 GG versus AA

0,643

EGFR rs1468727
TT
TC
CC

T
C

43
13
28

32 (54,2)
6 (10,2)

21 (35,6)

70 (59,3)
48 (40,7) 

11 (44)
7 (28)
7 (28)

29 (58)
21 (42) 

0,956 TT против CC 
0,956 TT versus CC

0,873

AKT1 rs1130233
GG
GA
AA

G
A

62
21
2

43 (71,7)
15 (25,0)

2 (3,3)

101 (84,2)
19 (15,8) 

19 (76)
6 (24)
0 (0)

44 (88)
6 (12) 

0,491 GG против AA 
0,491 GG versus AA

0,507

PTEN rs11202592
CC
CG
GG

C
G

31
53
0

21 (35,6)
38 (64,4)

0 (0)

80 (67,8)
38 (32,2) 

10 (40)
15 (60)

0 (0)

35 (70)
15 (30) 

0,702 CC против GG 
0,702 CC versus GG

0,778
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Таблица 5. Уровень экспрессии EGFR, Akt (pS473) и PTEN в образцах опухолевой ткани у больных исследуемых групп

Table 5. EGFR, Akt (pS473), and PTEN expression levels in the tumor tissue samples from the patients of the studied groups

Параметр 
Parameter

n Тамоксифен-чувствительная группа, n (%) 
Tamoxifen-sensitive group, n (%) 

Тамоксифен-резистентная группа, n (%) 
Tamoxifen-resistant group, n (%) 

p

EGFR:
отрицательная 
negative
положительная 
positive

38

25

27 (75,0)

9 (25,0) 

11 (40,7)

16 (59,3) 
0,006

Akt (pS473):
отрицательная 
negative
положительная 
positive

18

8

17 (77,3)

5 (22,7) 

1 (25,0)

3 (75,0) 
0,037

PTEN:
отрицательная 
negative
положительная 
positive

15

11

12 (54,5)

10 (45,5) 

3 (75,0)

1 (25,0) 
0,426

Рис. 2. Уровень экспрессии генов ESR1 (а), EGFR (б), AKT1 (в) и PTEN (г) у больных РМЖ в зависимости от эффективности терапии тамокси-
феном. Приведены средние значения ± SE. ТЧ – тамоксифен-чувствительная группа, ТР – тамоксифен-резистентная группа
Fig. 2. ESR1 (а), EGFR (б), AKT1 (в), and PTEN (г) gene expression levels in patients with breast cancer depending on tamoxifen therapy effectiveness. Mean 
values ± SE. TS – tamoxifen-sensitive group, TR – tamoxifen-resistant group

а

б

в

г

а

б

в

г

а

б

в

г

а

б

в

г

ТЧ / TS  n = 31                                 ТР / TR  n = 25 ТЧ / TS  n = 22                                      ТР / TR  n = 4

ТЧ / TS  n = 20                                 ТР / TR  n = 2ТЧ / TS  n = 21                                     ТР / TR  n = 3

60

50

40

30

20

10

0

–10

20

18

16

14

12

10

8

6

4

2

0

–2

–4

14

12

10

8

6

4

2

0

–2

7

6

5

4

3

2

2

0

–2

–4

Ус
ло

вн
ы

е 
ед

ин
иц

ы
 / 

Co
nv

en
tio

na
l u

ni
ts

Ус
ло

вн
ы

е 
ед

ин
иц

ы
 / 

Co
nv

en
tio

na
l u

ni
ts

а

в г

б

p = 0,075 p = 0,165

p = 0,954
p = 0,014

   Среднее значение/Mean                      Среднее значение стандартная ошибка / Mean standard error
   Среднее значение 1,96 стандартная ошибка / Mean 1,96 standard error



УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
1

8

47ТОМ 5 / VOL. 5  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Рис. 3. Показатели безрецидивной выживаемости у больных РМЖ 
в зависимости от генотипов гена ESR1 (rs2228480)
Fig. 3. Recurrence-free survival in patients with breast cancer depending on 
ESR1 (rs2228480) gene genotype
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Рис. 4. Показатели безрецидивной выживаемости у больных РМЖ в зависимости от экспрессии Akt (pS473) (а) и EGFR (б)
Fig. 4. Recurrence-free survival in patients with breast cancer depending on Akt (pS473) (а) and EGFR (б) gene expression
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а
б

Число пациен - 
тов /Number  

of patients

Цензурированные 
наблюдения/

ре ци див / Censored 
observa tions/

recurrence

Медиана безреци-
дивного периода  

(90 % доверительный 
ин тервал) / Median 

recurrence-free period  
(90 % confidence interval)

GG + GA 19 48/16 74,0 (41,3 × 106,7)
AA 27 3/0 24,0 (19,2 × 28,8)

Число 
пациен- 

тов /Number  
of patients

Цензурированные 
наблюдения/

ре ци див / Censored 
observa tions/

recurrence

Медиана безреци дивного 
периода (90 % дове-

рительный ин тервал) / 
Median recurrence-free period  

(90 % confidence interval)
Отрицатель- 
ная / Negative 64 19/0 Не достигнута / Not reached

AA 3 21/6 Не достигнута / Not reached

Число 
пациен - 

тов /Number  
of patients

Цензурированные 
наблюдения/

ре ци див / Censored 
observa tions/

recurrence

Медиана безреци дивного 
периода (90 % дове-

рительный ин тервал) / 
Median recurrence-free period  

(90 % confidence interval)
Отрицатель- 
ная / Negative 38 27/11 Не достигнута / Not reached

AA 25 9/16 45,0 (20,9 × 69,0)

ESR1 rs228480
  GG + GA
  AA
  Цензурированные / Censored
  Цензурированные / Censored

Akt (pS473)
  Негативная / Negative
  Позитивная / Positive
  Цензурированные / Censored
  Цензурированные / Censored

EGFR
  Негативная / Negative
  Позитивная / Positive
  Цензурированные / Censored
  Цензурированные / Censored

Log rank p = 0,043

Log rank p = 0,048
Log rank p = 0,014

различия не достигали статистической значимости 
(27,56 ± 15,07 и 0,53 ± 0,42 соответственно; p = 0,075) 
(рис. 2а). Более значимое повышение содержания 
мРНК гена AKT1 отмечено у пациенток с РМЖ без про-
грессирования заболевания, чем среди больных, не 
отвечающих на терапию тамоксифеном (7,27 ± 5,29 
и 0,02±0,01 соответственно; p = 0,014) (рис. 2в).

При изучении уровня экспрессии белковых про-
дуктов генов EGFR, AKT1 и PTEN показано, что риск 
прогрессирования заболевания на фоне тамоксифена 
значительно выше у больных с положительной экс-
прессией EGFR и Akt (pS473) (p = 0,006 и 0,037 соот-
ветственно; табл. 5).

Для оценки потенциальной прогностической зна-
чимости исследуемых маркеров мы провели анализ 
безрецидивной выживаемости у пациенток с РМЖ. 
Выявлено, что носительство мутантного варианта гена 
ESR1 rs2228480 сопряжено с низкими показателями 
безрецидивной выживаемости у больных эстрогенза-
висимым РМЖ (log rank p = 0,043) (рис. 3). Наличие 
положительного уровня экспрессии в опухоли EGFR 
и Akt (pS473) ассоциировано со значительным умень-
шением времени до прогрессирования заболевания 
у пациентов исследуемой группы (log rank p = 0,014 
и 0,048 соответственно) (рис. 4).

Обсуждение
Принимая во внимание ранее полученные нами 

 данные о взаимосвязи высокого уровня экспрессии 
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EGFR, а также ассоциации мутантного варианта гена 
ESR1 rs2228480 с низкой эффективностью гормональ-
ной терапии тамоксифеном у больных РМЖ [13], мы 
провели комплексную оценку основных компонентов 
EGFR/PI3K/AKT-сигнального пути в группах паци-
енток с эстрогензависимым РМЖ, различных по эф-
фективности лечения тамоксифеном.

В ходе настоящего исследования мы последова-
тельно проанализировали генетическую компоненту 
(полиморфизм генов и уровень экспрессии мРНК), 
а также белковый статус EGFR/PI3K-ассоциирован-
ных факторов у больных РМЖ тамоксифен-резистент-
ной и тамоксифен-чувствительной групп.

Мы показали, что потенциальными маркерами, 
определяющими чувствительность к тамоксифену, яв-
ляются SNP rs2077647 гена ESR1 и уровень экспрессии 
мРНК гена AKT1. Неэффективность терапии тамок-
сифеном может быть связана с наличием мутантных 
генотипов гена ESR1 rs2228480 и положительного экс-
прессионного статуса белков EGFR и Akt (pS473). Важно, 
что выявленные маркеры резистентности продемон-
стрировали значимый прогностический потенциал 
в отношении показателей выживаемости у больных 
эстрогензависимым РМЖ.

SNP rs2077647, локализующейся в 1-м экзоне гена 
ESR1, является функционально нейтральной мутаци-
ей, которая не приводит к изменению биологической 
активности продукта экспрессии гена [16]. Получены 
данные о том, что мутантный аллель С данного поли-
морфного варианта является протективным фактором 
в отношении развития РМЖ [17, 18]. Возможно, 
потенци альный «благоприятный» эффект в отношении 
риска развития РМЖ и чувствительности к гормональ-
ной терапии обусловлен сильным неравновесным сце-
плением данного полиморфизма с близко расположен-
ными SNP локусами ESR1.

SNP rs2228480 представляет собой синонимичную 
нуклеотидную замену 8-м экзоне гена ESR1, функцио-
нальная роль которой полностью не известна. Однако 
полагают, что данная точечная мутация может способ-
ствовать нарушению сайтов связывания эстрогеновых 
рецепторов для взаимодействия с коактиваторами [19]. 
Вероятно, что результатом таких нарушений может 
быть образование функционально неактивного рецеп-
тора, неспособного полноценно взаимодействовать 
с тамоксифеном, что потенциально определяет разви-
тие резистентности. Следует отметить, что подобные 
исследования связи ESR1 rs2228480 с эффективностью 
тамоксифена у больных РМЖ в отечественных и зару-
бежных источниках отсутствуют.

Участие EGFR в механизмах резистентности к гор-
мональной терапии в настоящее время не подлежит 
сомнению. Гиперэкспрессия EGFR в опухолях, не от-
вечающих на тамоксифен, и ее неблагоприятная про-
гностическая значимость у больных эстроген-положи-
тельным РМЖ продемонстрирована в настоящем 
исследовании и подтверждена многочисленными опу-
бликованными данными [20–22].

В отличие от EGFR, определение экспрессии мРНК 
AKT1 как потенциального маркера резистентности 
к тамоксифену остается в настоящее время спорным. 
Данные экспериментальных исследований свидетель-
ствуют о прямой зависимости высокого уровня экс-
прессии AKT1 и развития тамоксифен-чувствительно-
го фенотипа клеток опухолевых линий РМЖ [23]. 
Результаты клинических работ указывают на отсутст-
вие связи экспрессии мРНК AKT1 с ответом на тамок-
сифен [24, 25]. Однако исследования, касающиеся 
белкового продукта гена AKT1, позволили выявить 
четкие ассоциации экспрессии Akt (pS473) с неблаго-
приятным исходом у больных РМЖ на фоне адъювант-
ного применения тамоксифена [14]. Показано, что 
высокий уровень ядерной экспрессии Akt (pS473) кор-
релирует с неэффективным ответом на тамоксифен 
у больных РМЖ в период постменопаузы без метаста-
тического поражения регионарных лимфатических 
узлов [26]. Вероятно, что более существенным и ин-
формативным в прогностическом плане является уро-
вень продукции фосфорилированной формы белка 
по сравнению с уровнем экспрессии мРНК, посколь-
ку именно фосфорилирование (в большей степени 
по аминокислотному остатку Ser-473) определяет 
функциональную активность Akt.

Заключение
Таким образом, на основании проанализированных 

данных литературы и результатов настоящего иссле-
дования можно предполагать высокую степень акти-
вации EGFR/PI3K/AKT-сигнального пути в опухолях, 
резистентных к тамоксифену, обусловленную, в том 
числе, значительной экспрессией EGFR и фосфори-
лированной формы белка Akt. Вклад в реализацию 
тамоксифен-чувствительного/резистентного феноти-
па опухоли вносит как функциональная активность 
рецепторных тирозинкиназ (EGFR, в частности), обес-
печивающих фосфорилирование ERα и его лигандне-
зависимую активацию, так и полиморфные сайты ESR1, 
затрагивающие лигандзависимые (SNP rs2228480) 
и лиганднезависимые (SNP rs2077647) области гена, 
способствующие изменению активности ERα.
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