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АННОТАЦИЯ
Введение. Ангиогенезу принадлежит решающая роль в прогрессировании рака молочной железы. Определение и изучение клю-
чевых звеньев этого процесса представляет большой интерес в понимании биологии опухоли, поскольку исследования нацелены 
не только на ее фенотип, но и на особенности ее микроокружения. Исследования динамики экспрессии факторов, участвующих 
в ангиогенезе, иммуногистохимическими методами представляют ценность как для оценки традиционных химиотерапевтиче-
ских возможностей, так и для определения новых мишеней в таргетной терапии рака молочной железы. Цель исследования — 
изучить ангиогенез при протоковой карциноме молочной железы путем оценки экспрессии сосудистого эндотелиального фактора 
роста, ангиопоэтина 2 и фактора гипоксии альфа на фоне различных терапевтических стратегий. Методы. Проведено наблюда-
тельное когортное исследование биопсийного материала пациенток с верифицированным диагнозом «фиоброаденома» и «прото-
ковая карцинома молочной железы», жительниц Республики Крым, обратившихся в онкологические стационары г. Симферополя 
за период с января 2021 по январь 2023 года. Исследованы срезы опухолевого материала, ткани молочной железы 68 пациенток 
с верифицированными диагнозами «протоковая карцинома» и «фиброаденома» (средний возраст пациенток составил 65 ± 5 лет). 
Были сформированы следующие группы: контрольная — пациентки с фиброаденомой молочной железы (n = 20); пациенток с про-
токовой карциномой молочной железы (n = 48) разделили на 2 группы. Группа I — пациентки с протоковой карциномой молочной 
железы, не получавшие химиотерапию (n = 23). Группа II — пациентки с протоковой карциномой молочной железы, проопери-
рованные после одного или нескольких курсов химиотерапии (n = 25). Исследовали срезы опухолевого материала, полученного 
из парафиновых блоков, оценивали экспрессию маркеров ангиогенеза методом иммуногистохимии с использованием первичных 
антител к сосудистому эндотелиальному фактору роста, ангиопоэтину 2 и фактору гипоксии альфа. Статистический анализ вы-
полнен с помощью программы Statistica версии 10.0 (StatSoft, США). Значимыми считали отличия при вероятности ошибки р ≤ 
0,05. Значение р < 0,05 считали статистически значимым для всех видов анализа. Результаты. Экспрессия факторов гипоксии 
и сосудистого роста достоверно отличается в обеих группах с протоковой карциномой молочной железы, а также есть отличия 
от контрольной группы. В группе контроля с доброкачественным процессом фактор гипоксии имеет цитоплазматическую ло-
кализацию, а в группах с протоковой карциномой молочной железы отмечена ядерная экспрессия. Установлены достоверные 
различия в ядерной экспрессии фактора гипоксии в группах пациенток с верифицированным протоковой карциномой молочной 
железы: во II группе, получавшей химиотерапию, в строме опухоли, в строме участков без опухоли. В зоне демаркации экспрессия 
фактора гипоксии значимо выше, чем в образцах прооперированных женщин I группы (р = 0,033; p = 0,034, p < 0,001 соответст-
венно). В эпителии опухоли у пациенток с протоковой карциномой молочной железы сосудистый фактор роста экспрессируется 
достоверно интенсивнее в группе без химиотерапии, чем в группе после применения химиотерапии (p < 0,001), а в опухолевой 
строме, напротив: ангиопоэтин достоверно выше экспрессируется у пациенток, получавших курсы химиотерапии, чем у пациен-
ток без лечения, как в опухолевых участках за счет эндотелия сосудов (р = 0,004), так и в условно здоровых участках молочной 
железы (p < 0,001). В контрольной группе, представленной фиброаденомой, экспрессия исследуемых факторов более выражена, 
чем в группах с протоковой карциномой молочной железы. Заключение. Полученные данные указывают на активацию процес-
сов ангиогенеза в группе пациенток после проведенных курсов химиотерапии, о чем свидетельствует повышенная экспрессия 
фактора гипоксии, сосудистого эндотелиального фактора роста и ангиопоэтина. Такой результат связан с высокой распростра-
ненностью резистентных форм протоковой карциномы молочной железы в группе II нашей выборки. Изучение сигнальных путей 
ангиогенеза и его звеньев представляет собой ценную информацию в расширении представлений о механизмах возникновения 
и путях преодоления устойчивости к химиотерапии при протоковой карциноме молочной железы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протоковая карцинома молочной железы, маркеры ангиогенеза, фактор гипоксии, сосудистый эндотели-
альный фактор роста, ангиопоэтин
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Morphological assessment of angiogenesis factor expression in tumor 
and microenvironment of breast fibroadenoma and ductal carcinoma: 
An observational cohort study
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ABSTRACT
Background. Angiogenesis plays a crucial role in the progression of breast cancer. Identifying and investigating the key components of this 
process, focused on phenotype as well as microenvironment of the tumor, is considered highly relevant for understanding tumor biology. 
Studies into the expression of angiogenesis-related factors by means of immunohistochemical methods appear valuable for both assessing 
conventional chemotherapy options and identifying new targets in targeted therapy for breast cancer. Objectives. To investigate angiogen-
esis in breast ductal carcinoma by assessing the expression of vascular endothelial growth factor, angiopoietin-2, and hypoxia-inducible 
factor alpha in the context of various therapeutic strategies. Methods. An observational cohort study was conducted using biopsy samples 
from female patients with confirmed diagnoses of “fibroadenoma” and “ductal carcinoma of the breast,” residents of the Republic of Crimea, 
who applied to oncological hospitals in Simferopol from January 2021 to January 2023. Examination involved histological sections of breast 
tumor tissue from 68 patients with verified diagnoses of “ductal carcinoma” and “fibroadenoma” (the mean age of the patients was 65 ± 5). 
The following cohorts were formed in the study: control group, consisting of patients with breast fibroadenoma (n = 20); two subgroups of 
patients with ductal carcinoma of the breast (n = 48), including Group I — patients with ductal carcinoma of the breast who had not received 
chemotherapy (n = 23), Group II — patients with ductal carcinoma of the breast, who underwent surgery following one or more courses 
of chemotherapy (n = 25). The study involved examining the tumor tissue sections obtained from paraffin blocks, assessing the expression 
of angiogenesis markers via immunohistochemistry using primary antibodies against vascular endothelial growth factor, angiopoietin 2, 
and hypoxia-inducible factor alpha. Statistical analysis was carried out using Statistica 10.0 (StatSoft, USA). Differences were considered 
significant at error probability p ≤ 0.05. The value of p < 0.05 was deemed statistically significant for all types of analysis.  Results. The 
expression of hypoxia-inducible and vascular growth factors differed significantly between both groups with breast ductal carcinoma as well 
as when compared to the control group. The hypoxia-inducible factor having cytoplasmic localization was detected in the control group with 
benign processes, whereas the nuclear expression was noted in the breast ductal carcinoma groups. Significant differences in the nuclear 
expression of hypoxia-inducible factor have been established among groups of patients with confirmed ductal carcinoma of the breast: in 
Group II, which underwent chemotherapy, expression was notably higher in both the tumor stroma and in the stroma of tumor-free areas. 
The hypoxia-inducible factor expression was significantly greater at the demarcation zone than that observed in samples from surgically 
treated women in Group I (p = 0.033; p = 0.034, p < 0.001, respectively). In the tumor epithelium of patients with breast ductal carcinoma, 
vascular endothelial growth factor was expressed significantly more intensively in the group who did not receive chemotherapy compared 
to the other group (p < 0.001). Conversely, in the tumor stroma, angiopoietin exhibited significantly higher expression levels among patients 
who underwent chemotherapy compared to those who received no treatment; this was observed in both the tumor areas due to endothelial 
cell involvement (p = 0.004) and in conditionally healthy regions of the breast (p < 0.001). In the control group represented by fibroadenoma 
patients, the expression of the studied factors is more pronounced than in the groups with ductal carcinoma of the breast. Conclusion. The 
obtained data indicate the activation of angiogenesis processes in the group of patients after chemotherapy, as evidenced by the increased ex-
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pression of hypoxia-inducible factor, vascular endothelial growth factor, and angiopoietin. This result is associated with the high prevalence 
of resistant forms of breast ductal carcinoma in Group II. The study of the signaling pathways of angiogenesis and its components provides 
valuable insights into patterns of occurrence and strategies to overcome chemotherapy resistance in ductal carcinoma of the breast.
KEYWORDS: ductal carcinoma of the breast, angiogenesis markers, hypoxia-inducible factor, vascular endothelial growth factor, angio-
poietin
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ВВЕДЕНИЕ
Рак молочной железы (РМЖ) признан наиболее рас-

пространенным в структуре женской онкопатологии. Со-
гласно оценке GLOBOCAN (Global Cancer Observatory, 
World Health Organization), в 2022 году показатели рас-
пространенности и смертности при РМЖ продолжали 
занимать лидирующие позиции1 [1]. Химиотерапия, про-
водимая в неоадъювантном или адъювантном режиме, 
считается одной из основных терапевтических стратеги-
ей при РМЖ. Однако главной причиной недостаточной 
эффективности такого подхода является существование 
резистентных форм, не поддающихся терапии. В связи 
с этим выявление биологических характеристик и связан-
ных с ними механизмов устойчивости опухоли — необхо-
димое условие оптимального клинического ведения паци-
енток с данной патологией2 [2].

Общепризнана роль ангиогенеза как важного события 
в росте, развитии, прогрессировании и метастазировании 
опухолей. Высокое потребление раковыми клетками кис-
лорода и питательных веществ неизбежно приводит к их 
дефициту, результатом чего является гипоксия [3]. Извест-
но, что злокачественные опухоли молочной железы содер-
жат гетерогенно распределенные гипоксические области 
со средним напряжением кислорода 23–28 мм рт. ст.3, 

что значительно ниже, чем в нормальных тканях молочной 
железы. Гипоксическое микроокружение, в свою очередь, 
ведет к формированию «ангиогеннного фенотипа» опухо-
ли [4]. Таким образом, опухолевое микроокружение мож-
но охарактеризовать, как зону дефицита, где недостаток 
кислорода и питательных веществ запускают адаптацион-
ные процессы, ответственные за появление резистентных 
клеточных клонов. В процессах ангиогенеза опухоли за-
действовано множество факторов: регуляторных, росто-
вых и пр. Эти факторы могут продуцироваться как самой 
опухолью, так и клетками микроокружения с целью улуч-
шения перфузии. Изучение сложных клеточных и молеку-
лярных взаимодействий между опухолью и ее микроокру-
жением под действием различных химиотерапевтических 
агентов важно для оценки эффективности проводимого 
лечения. А поскольку научные данные в этой теме пока 
фрагментарны, необходимы дальнейшие исследования та-
ких взаимодействий на уровне различных звеньев.

Основным регуляторным белком в ответе ткани на ги-
поксию как ключевого стимула к ангиогенезу является фак-
тор индуцированный гипоксией HIF-1α, который запуска-
ет действие других сосудистых факторов, среди которых 
фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) и ангиопоэтин 
2 (ANGР2). Таким образом, оценка экспрессии маркеров 

1 World Health Organization; Global Cancer Observatory. Cancer today. Russian Federation. 2022. Available: https://gco.iarc.who.int/media/globocan/
factsheets/populations/643-russian-federation-fact-sheet.pdf
2 Ставровская А. А., Генс Г. П. Новое в изучении множественной лекарственной устойчивости клеток рака молочной железы. Успехи молекулярной 
онкологии. 2015;1:39–51
3 Панов А. В., Рагинов И. С., Бурмистров М. В., Бердников А. В., Миндубаев Э. Ю., Манненков П. М., Габитова С. Е. Гипоксия опухолей. Поволж-
ский онкологический вестник. 2013;1:19–22



29

Алиев К. А., Асанова Э. Р., Макалиш Т. П., Зяблицкая Е. Ю. 
Морфологическая оценка экспрессии факторов ангиогенеза в опухоли и микроокружении при фиброаденоме и протоковой...

Кубанский научный медицинский вестник / Kuban Scientific Medical Bulletin
2024 | Toм 31 | № 5 | 26–40

Кубанский научный медицинский вестник / Kuban Scientific Medical Bulletin
2024 | Toм 31 | № 5 | 26–40

ангиогенеза в гистологическом материале при РМЖ яв-
ляется крайне актуальной [5]. Особый интерес представ-
ляет сравнение факторов ангиогенеза в опухолевой ткани 
при злокачественном и доброкачественном процессах.

Цель исследования — изучить ангиогенез при фибро-
аденоме и протоковой карциноме молочной железы путем 
оценки экспрессии сосудистого эндотелиального фактора 
роста, ангиопоэтина 2 и фактора гипоксии альфа на фоне 
различных терапевтических стратегий.
МЕТОДЫ
Дизайн исследования

Проведено наблюдательное когортное ретроспективное 
исследование с участием 68 женщин с верифицирован-
ным диагнозом «фиброаденома» и «протоковая карцинома 
молочной железы», проходивших терапию, наблюдение 
и обследование в специализированном медицинском уч-
реждении.
Условия проведения исследования

Исследование было выполнено на архивном материале 
парафиновых блоков пациенток, проходивших лечение 
за период 2022–2023 гг. на базе Клинического медицин-
ского многопрофильного центра Святителя Луки, обще-
ства с ограниченной ответственностью «Генезис» и госу-
дарственного бюджетного учреждения здравоохранения 
Республики Крым «Крымский республиканский онколо-
гический клинический диспансер имени В. М. Ефетова», 
г. Симферополь. Аналитическая часть работы проводилась 
на базе Центральной научно-исследовательской лаборато-
рии ордена Трудового Красного Знамени Медицинского 
института имени С. И. Георгиевского федерального госу-
дарственного автономного образовательного учреждения 
высшего образования «Крымский федеральный универси-
тет имени В. И. Вернадского».
Критерии соответствия
Критерии включения

Возраст от 36 до 75 лет, верифицированный диагноз 
«протоковая карцинома молочной железы» для основных 
групп и верифицированный диагноз «фиброаденома мо-
лочной железы» для контрольной группы; информирован-
ное добровольное согласие на участие в исследовании.
Критерии невключения

Отказ от подписания информированного согласия паци-
ента, соматические заболевания тяжелой и средней сте-
пени в стадии декомпенсации, инфекционная патология, 
психические заболевания, прием блокаторов ангиогенеза.
Критерии исключения

Отказ пациента от дальнейшего участия в исследовании.
Описание критериев соответствия (диагностические 
критерии)

Для женщин с фиброаденомой и протоковой карцино-
мой молочной железы — наличие верификации диагноза 
по данным истории болезни на основании патогистологи-
ческого заключения, классы по МКБ-10 «Злокачественное 
новообразование молочной железы» С50 (С50.1, С50.2, 
С50.3, С50.4, С50.5., С50.6) и «доброкачественное ново-
образование молочной железы» D.24.

Подбор участников в группы
Подбор участниц исследуемых групп осуществлял-

ся с соблюдением критериев включения. В контрольную 
группу вошли пациентки с фиброаденомой молочной же-
лезы (n = 20). Среди пациенток с протоковой карциномой 
молочной железы разделение на группы проведено на ос-
новании того, проводилась или не проводилась химио-
терапия перед оперативным вмешательством. Группу I 
составили пациентки с протоковой карциномой молоч-
ной железы, не получавшие химиотерапию перед опера-
тивным вмешательством (n = 23). Группа II представлена 
пациентками с протоковой карциномой молочной железы, 
которые были прооперированы после одного или несколь-
ких курсов химиотерапии (n =25).

Пациенткам II группы была проведена химиотера-
пия в неоадъювантном режиме по одной из следующих 
схем: доцетаксел 75–100 мг/м² в 1-й день + трастузумаб 
6 мг/кг (нагрузочная доза 8 мг/кг) в 1-й день + пертузумаб 
420 мг (нагрузочная доза 840 мг) в 1-й день; цикл 21 день 
(sh0070); гемцитабин 1000 мг/м² в 1-й, 8-й дни + циспла-
тин 75 мг/м² в 1-й день + трастузумаб 6 мг/кг (нагрузочная 
доза 8 мг/кг) в 1-й день; цикл 21 день (sh0306.1); мето-
трексат 30–40 мг/м² в 1-й день; цикл 7 дней (sh0582); па-
клитаксел 90 мг/м² в/в в 1-й, 8-й, 15-й дни + бевацизумаб 
15 мг/кг в/в в 1-й день; цикл 21 день (sh1032; sh1032.1); 
трастузумаб эмтанзин 3,6 мг/кг в 1-й день; цикл 21 день 
(sh0181); трастузумаб 6 мг/кг (нагрузочная доза 8 мг/кг) 
в 1-й день + пертузумаб 420 мг (нагрузочная доза 840 мг) 
в 1-й день; цикл 21 день (sh0533); паклитаксел 80 мг/м² 
в 1-й, 8-й, 15-й дни + трастузумаб 6 мг/кг (нагрузочная 
доза 8 мг/кг) в 1-й день + пертузумаб 420 мг (нагрузочная 
доза 840 мг) в 1-й день; цикл 21 день (sh0576.1).
Целевые показатели исследования
Основной показатель исследования

Иммуногистохимическая оценка уровней экспрессии 
факторов ангиогенеза: HIF-1α, VEGF и ANGР2 в тканях 
молочных желез у пациенток с протоковой карциномой 
молочной железы и фиброаденомой.
Дополнительные показатели исследования

Дополнительные исследования в данной работе не пред-
усмотрены и не проводились.
Методы измерения целевых показателей

Операционный материал удаленных молочных желез 
фиксировали в забуференном формалине, осуществля-
ли стандартную проводку с этапами обезвоживания, 
пропитки парафином и изготовления парафиновых 
блоков на оборудовании: процессор гистологический 
гибридный LOGOS (Millestone, Италия) и модульный 
центр для заливки Leica EG 1150 (Германия). Для ана-
лиза экспрессии исследуемых факторов из парафино-
вых блоков, содержащих фрагменты опухолевой ткани 
молочных желез, изготавливали срезы толщиной 4 мкм. 
Здоровая ткань железы была представлена на гистоло-
гических препаратах как внутренний контроль кнаружи 
от зоны демаркации. Верификацию репрезентативных 
участков на срезах выполняли при окраске гемато-
ксилином и эозином, после чего на серийных срезах 
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выполняли реакцию ИГХ (иммуногистохимическое 
исследование). После депарафинизации и высокотем-
пературной демаскировки антигена в буферных раство-
рах материал инкубировали с первичными антителами, 
а затем детектировали с помощью полимерной систе-
мы детекции на основе диаминбенздина и пероксида-
зы хрена. Окрашивание проводили в автоматическом 
иммуногистостейнере BOND-MAX (Leica, Австралия). 
Использовали концентрированные первичные антите-
ла к сосудистому эндотелиальному фактору роста — 
VEGF (Thermo Scientific, клон RB-9031-P1, разведение 
1/100), ангиопоетину 2 — Angiopoetin2 (Abcam, лот 
8452, разведение 1/100) и фактору гипоксии альфа — 
HIF-1α (Epitomics, клон ЕР118, разведение 1/100).

Окрашенные препараты сканировали на приборе 
AperioCS2 (Leica, Германия) и анализировали с помощью 
программного обеспечения Aperio Image Scope (Leica, Гер-
мания). В каждом препарате на увеличении ×40 в 10 полях 
зрения оценивали интенсивность реакции ИГХ в эпите-
лиальных клетках, клетках стромы и эндотелиоцитах со-
судов в участке опухоли, прилежащей к условно здоро-
вой ткани и зоне демаркации. Оценку экспрессии VEGF 
и ANGP2 проводили в баллах по Allred Score [6], а для 
HIF-1α подсчитывали количество клеток с положитель-
ной цитоплазматической или ядерной реакцией в одном 
поле зрения. Шкала Allred Score применяется в клинике 
для определения гормонального статуса опухоли молоч-
ной железы, однако применена нами для оценки других 
маркеров, поскольку учитывает интенсивность окраши-
вания клеток и их количество. Шкала позволила оценить 
интенсивность окрашивания (IS) всех клеток по трехбал-
льной шкале от 0 до 3 баллов: 0 баллов (не окрашено), 
1 балл (слабо окрашено), 2 балла (окрашено средне интен-
сивно) 3 балла (ярко окрашено), а также количество окра-
шенных клеток в процентах (PS) от общего числа клеток 
с градацией по шкале от 0 до 5 баллов: 0–1 % — 1 балл, 
2–10 % — 2 балла, 11–30 % — 3 балла, 31–60 % — 4 балла, 
61–100 % — 5 баллов. Проводилась оценка каждого участ-
ка в отдельности с последующим дифференцированным 
сравнением. Комплексная оценка проводилась при сум-
мировании баллов интенсивности и числа окрашенных 
клеток.
Переменные (предикторы, конфаундеры, 
модификаторы эффекта)

Искажающим фактором, способным самостоятельно 
влиять на результат исследования, мог являться прием па-
циентками блокаторов ангиогенеза. Данный фактор был 
нивелирован на этапе формирования выборок за счет вне-
сения их в состав критериев невключения.
Статистические процедуры
Принципы расчета размера выборки

Размер выборки предварительно не рассчитывали.

Статистические методы
Статистический анализ полученных результатов прове-

ден с использованием пакета статистических программ 
Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., США). Проверку на нормаль-
ность распределения признаков выполняли по методу Ша-
пиро — Уилка. Количественные переменные представле-
ны в виде медианы и интерквартильного размаха Me [Q1; 
Q3], качественные переменные — в виде частоты встре-
чаемости и/или процентного отношения. Межгрупповое 
сравнение показателей производили по критерию Ман-
на — Уитни. Значимыми считали отличия при вероятно-
сти ошибки р ≤ 0,05. Значение р < 0,05 считали статисти-
чески значимым для всех видов анализа.
РЕЗУЛЬТАТЫ
Формирование выборки исследования

Выборка формировалась на основании наличия/отсутст-
вия верифицированного диагноза протоковой карциномы 
и фиброаденомы молочной железы, а также наличия/от-
сутствия проведенных курсов химиотерапии у пациенток 
с протоковой карциномой молочной железы. Отказавших-
ся от участия в исследовании пациенток не было ни в од-
ной группе.
Характеристики выборки (групп) исследования

Средний возраст пациенток всех групп составил 65 ± 
5 лет. Гендерный состав представлен только женским по-
лом (100 %).

В данной работе мы постарались оценить все участки 
представленного биологического материала, включая опу-
холевые клетки с окружающей их стромой, зону демарка-
ции, ограничивающую опухоль, и участки условно здоро-
вой ткани, граничащие с опухолью.

В таблице 1 приведены данные морфологической 
и биологической характеристик обследуемых пациен-
ток с протоковой карциномой молочной железы4: анам-
нез заболевания и статус опухоли у обследуемых па-
циенток. Гистологически все опухоли представлены 
протоковой карциномой молочной железы (ПКМЖ). 
В группе I пре обладали пациентки с опухолью, по разме-
ру и распространению соответствующей стадии Т2 без 
или с метастатическим поражением лимфатических узлов 
(преимущественно N0-N2), что соответствует IIA–IIIA 
стадиям заболевания. Для трансформированных клеток 
чаще характерна реверсия дифференцировки степени 
G3 с отрицательным рецепторным статусом для ER, PR, 
HER2. У пациенток II группы Т2 стадия также была пре-
обладающей внутри выборки, однако для этой группы 
свойственна большая вариативность в размере и распро-
странении первичного опухолевого очага, что может быть 
связано с разной чувствительностью к химиотерапии. 
По остальным показателям (лимфогенное метастазирова-
ние, стадия болезни и степень злокачественности, рецеп-
торный статус) группы относительно однородны.

4 Ассоциация онкологов России; Общероссийская общественная организация «Российское общество клинической онкологии»; Общероссийская 
общественная организация «Российское общество онкомаммологов». Рак молочной железы. Клинические рекомендации. 2023. Available: https://
oncology.ru/specialist/treatment/references/actual/379.pdf
Российское общество онкомаммологов. «Золотой Стандарт» диагностики и лечения рака молочной железы. 2021. 176 с.
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Основные результаты исследования
При проведении ИГХ-исследования на образцах ткани 

молочной железы были получены результаты, представ-
ленные в таблицах 2–4.

Фактор гипоксии HIF-1α в контрольной группе экспрес-
сируется преимущественно в цитоплазме стромальных 
клеток (рис. 2 В). В группах с протоковой карциномой 
молочной железы он принимает ядерную локализацию. 
В группе I (без химиотерапии) он экспрессируется в опу-
холевых клетках, в строме опухолевого очага и в строме 
прилежащей к опухоли ткани и практически не встречает-
ся в макрофагах зоны демаркации. Во II группе пациенток 
(после химиотерапии) HIF-1α имеет преимущественную 
локализацию в ядрах клеток опухолевого микроокруже-
ния, особенно в макрофагах демаркационной зоны. Уста-
новлены достоверные различия в ядерной экспрессии 
HIF-1α в группах пациенток с верифицированной прото-
ковой карциномой молочной железы: в строме опухоли 
и строме здоровой ткани образцов II группы (рис. 2 Б) экс-
прессия фактора гипоксии выше, чем в образцах I группы 
(рис. 2 А) (р = 0,033 и p = 0,034 соответственно), в зоне 
демаркации количество макрофагов с ядерной реакци-
ей значимо выше во II группе (p < 0,001). По сравнению 
с контрольной группой (фиброаденома) в клетках стромы 
здоровой ткани экспрессия HIF-1α меньше в группах I (p < 
0,001) и II (p = 0,009).

В целом, при сравнении исследуемых нами групп с про-
токовой карциномой молочной железы экспрессия HIF-1α 

оказалась выше в группе пациенток, получавших курсы 
химиотерапии, чем в группе без лечения. Однако стоит 
отметить, что эти различия преимущественно обусловле-
ны наличием HIF-1α-позитивно окрашенных клеток в ст-
роме условно здоровых (неопухолевых) участков ткани 
молочной железы и HIF-1α-экспрессирующих макрофагов 
в зоне демаркации опухоли у пациенток с химиотерапией 
(рис. 2).

Анализ экспрессии сосудистого фактора VEGF показал 
статистически значимые различия как в группах с прото-
ковой карциномой молочной железы, так и в сравнении 
с контрольной группой (табл. 3).

Сосудистый фактор роста VEGF в контрольной группе 
активно экспрессируется как в эпителиальных клетках 
паренхимы молочной железы, так и в эндотелиоцитах, 
но преимущественная его локализация характерна для ст-
ромальных клеток. При сравнении с контрольной группой 
(рис. 3 В) интенсивность экспрессии VEGF в строме здо-
ровой ткани пациенток с протоковой карциномой молоч-
ной железы существенно ниже как в I, так и во II груп-
пе. В I группе этот маркер экспрессируется в железистом 
эпителии на 50 % меньше (по интенсивности реакции 
ИГХ), чем в ткани железы пациенток группы контроля 
(р = 0,001). В клетках стромы его экспрессия по сравне-
нию с контролем также существенно меньше (р = 0,040) 
и практически отсутствует в эндотелиоцитах сосудов (р = 
0,002) здоровой ткани. В неопухолевой ткани II группы 
интенсивность реакции с VEGF ниже как в железистом 

Потенциально включаемые случаи (n = 68)

Не оценено по критериям включения (n = 0)

Оценено по критериям включения (n = 68)

Исключено (n = 0)

Включено в исследование (n = 68)

Выбыло из наблюдения (n = 0)

Данные, доступные для анализа:
• Анамнез заболевания и возраст (n = 68);
• Применяемые методы терапии (n = 68);
• Патоморфологическое заключение (n = 68)

Группа контроля
(n = 20) Группа I (не получавшие 

химиотерапию перед 
оперативным вмешательством) 

(n = 23)

Группа II (прооперированные 
после одного или нескольких 

курсов химиотерапии) 
(n = 25)

Закончили исследование (n = 20)
Выбыли из исследования (n = 0)

Закончили исследование (n = 23)
Выбыли из исследования (n = 0)

Закончили исследование (n = 25)
Выбыли из исследования (n = 0)

Группа с протоковой карциномой молочной железы (n = 48)

Рис. 1. Блок-схема дизайна исследования
Примечание: блок-схема выполнена авторами (согласно рекомендациям STROBE).
Fig. 1. Schematic diagram of the research design
Note: performed by the authors (according to STROBE recommendations).
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Таблица 1. Морфологическая характеристика обследуемых пациенток с протоковой карциномой молочной железы, абс. (%)
Table 1. Morphological characteristics of the examined patients with ductal carcinoma of the breast, abs. (%)

Параметры I группа (n = 23) II группа (n = 25)
абс.  % абс.  %

Размер опухоли (по TNM)
T1 2 8,7 5 20,0
T2 18 78,3 11 44,0
T3 1 4,3 4 16,0
Tx 2 8,7 5 20,0

Наличие регионарных метастазов (по TNM)
N0 6 26,1 5 20,0
N1 9 39,1 1 40,0
N2 7 30,4 8 32,0
N3 1 4,4 2 8,0

Стадия заболевания
IIA 8 34,8 5 20,0
IIB 7 30,4 9 36,0
IIIA 7 30,4 9 36,0
IIIC 1 4,4 2 8,0

Степень злокачественности (G)
G2 3 13,0 7 28,0
G3 20 87,0 18 72,0

Экспрессия рецепторов к эстрогенам (ER)
ER (+) 6 26,1 6 24,0
ER (–) 17 73,9 19 76,0

Экспрессия рецепторов к прогестерону (PR)
PR (+) 5 78,3 9 36,0
PR (–) 18 21,7 16 64,0

Рецепторы HER2
HER2 (+) 6 26,1 6 24,0
HER2 (–) 17 73,9 19 76,0

Примечание: таблица выполнена авторами. Сокращения: TNM — Classification of Malignant Tumors tumor, nodus, metastasis; Т0 — нет 
признаков первичной опухоли; Т1 — максимальный размер опухоли не более 20 мм в наибольшем измерении; Т2 — размер опухоли 
более 20 мм, но менее 50 мм в наибольшем измерении; Т3 — размер опухоли более 50 мм в наибольшем измерении; Тх — данных для 
оценки опухоли недостаточно; N0 — нет признаков поражения метастазами регионарных лимфатических узлов; N1 — метаста-
зы в смещаемых подмышечных лимфатических узлах (на стороне поражения); N2 — метастазы в подмышечных лимфатических 
узлах на стороне поражения, спаянные между собой или фиксированные либо клинически определяемые метастазы во внутренних 
маммарных (парастернальных) лимфатических узлах при отсутствии клинически явного поражения подмышечных лимфатических 
узлов; N3 — метастазы в подключичных лимфатических узлах на стороне поражения, либо клинически определяемые метастазы 
во внутренних маммарных (парастернальных) лимфатических узлах при наличии клинически явного поражения подмышечных лим-
фатических узлов, либо метастазы в надключичных лимфатических узлах на стороне поражения (независимо от состояния подмы-
шечных и внутренних маммарных лимфатических узлов); М0 — нет признаков отдаленных метастазов; степень IIA — T0, T1, T2, 
N0, N1, M0; степень IIB — T2, T3, N0, N1, M0; степень IIIA — T0, T1, T2, T3, N1, N2, M0; степень IIIC — любая Т, N3, M0; G2 — умерен-
ная степень дифференцировки ткани, 6–7 баллов по шкале SBR; G3 — низкая степень дифференцировки ткани, 8–9 баллов по шкале 
SBR (Scarff—Bloom—Richardson, Ноттингемская модификация); ER — рецептор к эстрогенам (estrogen receptor); PR — рецепторы 
к прогестерону (progesterone receptor); HER2 — human epidermal growth factor receptor 2.
Notes: the table was compiled by the authors. Abbreviations: TNM — Classification of Malignant Tumors tumor, nodus, metastasis; Т0 — no ev-
idence of primary tumor; Т1 — maximum tumor size not exceeding 20 mm in greatest dimension; Т2 — tumor size more than 20 mm but less than 
50 mm in greatest dimension; Т3 — tumor size more than 50 mm in greatest dimension; Тх — insufficient data for tumor assessment; N0 — no 
evidence of metastatic involvement of regional lymph nodes; N1 — metastases in movable axillary lymph nodes (on the affected side); N2 — me-
tastases in the axillary lymph nodes on the affected side, which are either fused together or fixed, or clinically detectable metastases in the inter-
nal mammary (parasternally) lymph nodes in the absence of clinically evident involvement of the axillary lymph nodes; N3 — metastases in the 
supraclavicular lymph nodes on the affected side, or clinically detectable metastases in the internal mammary (parasternally) lymph nodes in 
the presence of clinically evident involvement of the axillary lymph nodes, or metastases in the supraclavicular lymph nodes on the affected side 
(regardless of the state of the axillary and internal mammary lymph nodes); М0 — no signs of distant metastases; stage IIA — T0, T1, T2, N0, 
N1, M0; stage IIB — T2, T3, N0, N1, M0; stage IIIA — T0, T1, T2, T3, N1, N2, M0; stage IIIC — any T, N3, M0; G2 — moderate tissue differenti-
ation, 6–7 points on the SBR scale; G3 — poor tissue differentiation, 8–9 points on the SBR scale (Nottingham a modified, Bloom — Richardson 
grade); ER — estrogen receptor; PR — progesterone receptor; HER2 — human epidermal growth factor receptor 2.
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Таблица 2. Экспрессия фактора HIF-1α в образцах ткани молочной железы, Mе [Q1; Q3]
Table 2. HIF-1α expression in breast tissue samples, Me [Q1; Q3]

Показатели
Группы

р-уровень
значимости*контрольная  

(n = 20)
I группа
(n = 23)

II группа
(n = 25)

Количество эпителиоцитов 
в опухоли, шт. - 1,00

[0,00; 3,00]
1,12

[0,00; 3,75] pII–I = 0,657

Количество клеток в строме 
опухоли, шт. - 2,00

[0,00; 2,00]
2,00

[1,00; 4,00] pII–I = 0,033

Количество эпителиоцитов 
в здоровой ткани, шт.

0,00
[0,00; 1,75]

0,00
[0,00; 1,00] 0,00 pI-к = 0,453

pII–I = 0,453

Количество клеток в здоровой 
строме, шт.

7,50
[3,25; 15,25]

1,00
[0,00; 2,00]

2,00
[0,00; 3,00]

pI-к < 0,001
pII-к = 0,009
pII–I = 0,009

Количество макрофагов в зоне 
демаркации, шт. - 0,00

[0,00; 1,00]
3,50

[0,00; 6,75] pII–I< 0,001

Примечания: p I-к для сравнения группы I с контролем, pII-к для сравнения группы II с контролем, pII–I для сравнения I и II групп, 
* — по критерию Манна — Уитни.
Notes: pI-k for comparison of group I with a control, pII-k for comparison of group II with a control, pII–I for comparison of groups I and II, 
* — according to the Mann — Whitney test.

  
Рис. 2. Фрагменты протоковой карциномы и ткани фиброаденомы молочной железы, ИГХ-реакция с HIF-1α: А — 
пациентки I группы, увеличение ×200; Б — пациентки II группы, увеличение ×200; В — пациентки контрольной 
группы, увеличение ×200. Черная стрелка — выраженная ядерная экспрессия HIF-1α в лимфоцитах опухоли. Белая 
стрелка — цитоплазматическая экспрессия HIF-1α
Примечание: фотографии выполнены авторами.
Fig. 2. Fragments of ductal carcinoma and fibroadenoma tissue of the breast, IHC reaction with HIF-1α: A — patients of 
group I, ×200; Б — patients of group II, ×200; В — patients of the control group, ×200. Black arrow — pronounced nuclear 
expression of HIF-1α in tumor lymphocytes. White arrow — cytoplasmic expression of HIF-1α
Note: the photos were taken by the authors.

эпителии (р = 0,002), так и в строме (р = 0,044) и эндоте-
лии сосудов (р = 0,001).

В эпителии опухоли у пациенток с протоковой карцино-
мой молочной железы сосудистый фактор VEGF экспрес-
сируется достоверно интенсивнее в группе без лекарствен-
ного лечения (рис. 3 А), чем в группе после применения 
химиотерапии (p < 0,001) (рис. 3 Б), а в эпителии здоровой 
ткани, наоборот, — ниже, чем в группе после химиотера-

пии (р = 0,004). Также в группе с протоковой карциномой 
молочной железы после химиотерапии количество эн-
дотелиоцитов в сосудах здоровой ткани, экспрессирую-
щих VEGF, значимо выше, чем в группе с протоковой кар-
циномой молочной железы без химиотерапии (р = 0,017).

Экспрессия сосудистого фактора ANGP2 имеет ста-
тистически значимые различия в исследуемых группах 
(табл. 4).

А Б В
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Таблица 3. Медианные значения показателей экспрессии фактора VEGF в образцах ткани молочной железы, Mе 
[Q1; Q3]
Table 3. Median values of VEGF expression levels in breast tissue samples, Mе [Q1; Q3]

Показатели
Группы р-уровень 

значимости*контрольная 
(n = 20)

I группа
(n = 23)

II группа
(n = 25)

Эпителий опухоли PS (баллы) - 5,00
[5,00; 5,00]

5,00
[1,00; 5,00]

pII–I < 0,001

Эпителий опухоли IS (баллы) - 2,00
[2,00; 3,00]

1,00
[1,00; 1,00]

pII–I < 0,001

Эпителий опухоли TS (баллы) - 7,00
[7,00; 8,00]

6,00
[2,00; 7,00]

pII–I < 0,001

Эпителий здоровый PS (баллы) 5,00
[5,00; 5,00]

5,00
[5,00; 5,00]

5,00
[4,00; 5,00]

pII-к < 0,067
pII–I < 0,067

Эпителий здоровый IS (баллы) 3,00
[3,00; 3,00]

2,00
[2,00; 2,00]

2,00
[2,00; 3,00]

pI-к = 0,001
pII-к = 0,002
pII–I = 0,002

Эпителий здоровый TS (баллы) 8,00
[8,00; 8,00]

7,00
[6,00; 7,00] 7,00

[6,00; 8,00]

pI-к = 0,004
pII-к = 0,004
pII–I = 0,004

Количество клеток в строме 
опухоли, шт. - 15,00

[9,00; 22,00]
15,00

[2,00; 76,25]
pII–I = 0,972

Количество эндотелиоцитов 
в сосудах опухоли, шт. - 2,00

[0,00; 3,00]
2,00

[0,00; 4,00]
pII–I = 0,298

Cуммарно в строме опухоли 
(количество клеток) - 16,00

[10,00; 26,00]
18,00

[2,00; 81,00]
pII–I = 0,916

Количество клеток в строме 
здоровой ткани, шт.

17,50
[12,25; 18,75]

10,00
[6,00; 14,00]

12,00
[5,25; 19,00]

pI-к = 0,040
pII-к = 0,044

Количество эндотелиоцитов 
в сосудах здоровой ткани, шт.

5,00
[1,75; 8,00]

0,00
[0,00; 1,00]

1,00
[0,00; 6,75]

pI-к = 0,002
pII-к = 0,001
pII–I = 0,001

Суммарно в строме здоровой 
ткани (кол-во клеток)

22,00
[16,50; 27,50]

11,00
[6,00; 15,00]

17,00
[5,00; 22,00]

pI-к = 0,008
pII-к = 0,008
pII–I = 0,008

Примечания: таблица составлена авторами; pI-к для сравнения группы I с контролем, pII-к для сравнения группы II с контролем, 
pII–I для сравнения I и II групп; * — по критерию Манна — Уитни. Сокращения: PS — процент окрашенных клеток, IS — интенсив-
ность окрашивания, TS — суммарный показатель PS и IS по шкале Аllred Score в баллах от 0 до 8.
Notes: the table was compiled by the authors; pI-k for comparison of groupI with the control, pII-k for comparison of groupII with the control, 
pII–I for comparison of groups I and II; * — according to the Mann — Whitney test. Abbreviations: PS — percentage of stained cells, IS — 
staining intensity, TS — total score of PS and IS on the Allred Score scale, ranging from 0 to 8 points.

Экспрессия сосудистого фактора ANGP2 преобладает 
в группе контроля в клетках стромы железы, при этом 
маркер экспрессируется и в эпителиальных клетках парен-
химы и эндотелиоцитах сосудов, но существенно меньше. 
В I группе пациенток с протоковой карциномой молоч-
ной железы интенсивность экспрессии ANGP2 снижена 
по сравнению с контрольной группой в эпителии железы 
(p < 0,001), и более чем в 2 раза снижается количество ст-
ромальных клеток вне опухолевого очага (p < 0,001), экс-
прессирующих данный фактор роста. В группе пациенток 
с протоковой карциномой молочной железы после хими-
отерапевтического лечения экспрессия ANGP2 достовер-
но повышена как в строме опухоли (p < 0,001) и клетках 
неопухолевой стромы, так и в эндотелиоцитах здоровой 
ткани при сравнении с контрольной группой (p < 0,001) 
и группой без лечения (p = 0,004); в здоровом эпителии, 

напротив, показатель снижен по сравнению с контролем 
(p < 0,001).

В группе пациенток, которым не проводилась химио-
терапия, ANGP2 экспрессируется в целом существенно 
меньше (рис. 4 А), чем в группе с проведенной химиоте-
рапией (рис. 4 Б), как в строме опухоли за счет эндотелия, 
так и в строме и сосудах здоровых участков ткани.

Нами обнаружена достоверно бóльшая интенсив-
ность экспрессии VEGF в эпителии опухоли в группе 
без лечения, чем в группе после применения химиотера-
пии, что свидетельствует о некотором супрессивном эф-
фекте химиотерапии на раковые клетки. Однако в опухо-
левой строме количество VEGF-позитивных клеток (в т. ч. 
эндотелиоцитов) значимо больше в группе после химиоте-
рапии, что является признаком «активной стромы», обес-
печивающей выживание раковых клеток (рис. 4).
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Проведение корреляционного анализа показало устой-
чивые связи между степенью экспрессии исследуе-
мых маркеров. Так, количество позитивно окрашенных 
на VEGF клеток стромы опухоли имеет средние и силь-
ные положительные связи с экспрессией HIF-1α в опу-
холевых клетках (r = 1,728), строме опухоли (r = 0,587) 
и макрофагах зоны демаркации (r = 0,511). Экспрессия 
HIF-1α в зоне демаркации сильно положительно коррели-
рует с экспрессией ANGP2 в строме и эндотелии сосудов. 
Для опухолевой ткани эти показатели составили, соответ-
ственно, r = 0,676 и r = 0,703, а для здоровых участков 
r = 0,520 и r = 0,624. Экспрессия VEGF и ANGP2 имеет 
сильную положительную корреляцию как по интенсивно-
сти, так и по числу окрашенных клеток в эпителии опухо-
ли (r = 0,828) и строме опухоли (r = 0,521).

В представленной выборке экспрессия фактора VEGF 
при фиброаденоме достоверно выше, чем в группах с про-
токовой карциномой молочной железы, а HIF-1α в мате-
риале фиброаденомы экспрессируется преимущественно 
в строме значимо больше, чем при протоковой карциноме 
молочной железы, и имеет цитоплазматическую локали-
зацию. Следует отметить, что HIF-1α в большинстве слу-
чаев экспрессируется в строме фиброаденомы очагово 
вокруг эпителия, что, скорее всего, связано с локальной 
гипоксией. ANGP2 также отличается более интенсивной 
экспрессией в эпителии контрольной группы (по сравне-
нию с группами I и II) и строме (по сравнению с груп-
пой II). Таким образом, нами обнаружены выраженные 
корреляционные связи между степенью экспрессии ос-

новных белковых факторов, отражающих ангиогенные 
процессы в ткани (HIF-1α, VEGF и ANGP2) при протоко-
вой карциноме молочной железы с химиотерапией и без 
нее в сравнении с аналогичными тканями без злокачест-
венного роста. В группе пациенток, получавших курсы 
химиотерапии, экспрессия исследуемых сосудистых фак-
торов достоверно выше, чем в группе без химиотерапии, 
а фактор гипоксии HIF-1α имеет иную локализацию. Так, 
ткань фиброаденомы характеризуется очаговой цитоплаз-
матической экспрессией в клетках стромы, а при протоко-
вой карциноме молочной железы HIF-1α экспрессируется 
в ядрах клеток.

Дополнительные результаты исследования
Дополнительные результаты целью исследования 

не предусмотрены.

ОБСУЖДЕНИЕ
Резюме основного результата исследования

В группе пациенток, получавших курсы химиотерапии, 
экспрессия исследуемых сосудистых факторов достовер-
но выше, чем в группе без химиотерапии, фактор гипок-
сии HIF-1α имеет ядерную локализацию. Ткань фиброа-
деномы характеризуется очаговой цитоплазматической 
экспрессией в клетках стромы.

Ограничения исследования
Данное исследование имеет следующие ограничения: 

небольшой размер выборки и, следовательно, небольшая 
статистическая мощность; небольшое количество иссле-
дуемых сосудистых факторов, что дает ограниченные 

  
Рис. 3. Фрагменты протоковой карциномы и ткани фиброаденомы молочной железы, ИГХ-реакция с VEGF: А — па-
циентки I группы, увеличение ×200; Б — пациентки II группы, увеличение ×200; В — пациентки контрольной груп-
пы, увеличение ×200. Черная стрелка — высокая экспрессия VEGF в эпителиоцитах, белая стрелка — сниженная 
экспрессия VEGF в эпителиоцитах.
Примечание: фотографии выполнены авторами.
Fig. 3. Fragments of ductal carcinoma and fibroadenoma tissue of the breast, IHC reaction with VEGF: A — patients of 
group I, ×200; Б — patients of group II, ×200; В — patients of the control group, ×200. Black arrow — high expression 
of VEGF in epithelial cells, white arrow — reduced expression of VEGF in epithelial cells
Note: the photos were taken by the authors.
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Таблица 4. Медианные значения показателей экспрессии фактора ANGP2 в образцах ткани молочной железы, Mе 
[Q1; Q3]
Table 4. Median values of ANGP2 expression levels in breast tissue samples, Mе [Q1; Q3]

Показатели
Группы р-уровень 

значимости*контрольная 
(n = 20)

I группа
(n = 23)

II группа
(n = 25)

Эпителий опухоли PS (баллы) - 5,00
[5,00; 5,00]

5,00
[4,00; 5,00]

pII–I = 0,200

Эпителий опухоли IS (баллы) - 2,00
[1,00; 2,00]

2,00
[2,00; 3,00]

pII–I = 0,176

Эпителий опухоли TS (баллы) - 7,00
[6,00; 7,00]

7,00
[5,00; 8,00]

pII–I = 0,017

Эпителий здоровый PS (баллы) 5,00
[5,00; 5,00]

5,00
[5,00; 5,00]

4,00
[4,00; 5,00]

pII-к = 0,044
pII–I = 0,044

Эпителий здоровый IS (баллы) 3,00
[3,00; 3,00]

2,00
[1,00; 2,00]

2,00
[1,00; 2,00]

pI-к < 0,001
pII-к < 0,001

Эпителий здоровый TS (баллы) 8,00
[8,00; 8,00]

6,00
[6,00; 7,00]

6,00
[5,00; 7,00]

pI-к < 0,001
pII-к < 0,001

Количество клеток в строме 
опухоли, шт. - 18,50

[13,00; 27,25]
31,00

[9,25; 44,25]
pII–I = 0,202

Количество эндотелиоцитов 
в сосудах опухоли, шт. - 3,00

[0,00; 10,00]
13,00

[2,50; 28,50]
pII–I = 0,004

Суммарно в строме опухоли 
(кол-во клеток) - 23,50

[15,00; 34,25]
53,00

[13,25; 70,75]
pII–I = 0,031

Количество клеток в строме 
здоровой ткани, шт

34,00
[26,25; 39,50]

15,50
[11,75; 20,00]

38,00
[22,75; 48,75]

pI-к < 0,001
pII–I < 0,001

Количество эндотелиоцитов 
в сосудах здоровой ткани, шт.

3,00
[2,00; 4,00]

2,50
[0,00; 9,25]

20,50
[11,50; 34,50]

pII-к < 0,001
pII–I < 0,001

Суммарно в строме здоровой 
ткани (количество клеток)

38,50
[27,25; 41,75]

19,50
[14,50; 27,50]

58,00
[33,50; 99,75]

pI-к = 0,004
pII-к < 0,001
pII–I < 0,001

Примечания: p I-к для сравнения группы I с контролем, p II-к для сравнения группы II с контролем, p II–I для сравнения I и II групп; 
* — по критерию Манна — Уитни. Сокращения: PS — процент окрашенных клеток, IS — интенсивность окрашивания, TS — сум-
марный показатель PS и IS по шкале Аllred Score в баллах от 0 до 8.
Notes: pI-k for comparison of group I with a control, p II-k for comparison of group II with a control, pII–I for comparison of groups I and II, 
* — according to the Mann — Whitney test. Abbreviations: PS — percentage of stained cells, IS — staining intensity, TS — total score of PS 
and IS on the Allred Score scale, ranging from 0 to 8 points

представления о процессах ангиогенеза; отсутствие дан-
ных о безрецидивной выживаемости пациенток ограничи-
вает возможность прогностической оценки.

Интерпретация результатов исследования
Проанализировав литературу, мы обнаружили дефи-

цит сведений о динамике экспрессии факторов ангио-
генеза в опухолевой ткани под влиянием химиотерапии 
при РМЖ. Существуют сведения о снижении концентра-
ций исследуемых нами факторов у пациенток во время 
и после химиотерапии, но эти данные преимущественно 
основаны на определении их уровня в крови [7–9]. В связи 
с этим представляет интерес изучение особенностей экс-
прессии сосудистых маркеров непосредственно в опухо-
левой ткани и ее микроокружении.

Известно, что в процессах неоваскуляризации важная 
роль принадлежит оси HIF/VEGF. Основным стимулом 
для запуска ангиогенеза является гипоксия, в результате 
которой стимулируется выработка множества факторов, 

обеспечивающих адаптацию ткани к недостатку кисло-
рода. Ключевым регулятором клеточных ответов на ги-
поксию является гетеродимерный фактор транскрипции 
HIF-1, состоящий из двух субъединиц: кислородзависи-
мой HIF-1α и конститутивно экспрессируемой HIF-1β. 
Индуцируемый гипоксией HIF-1α через взаимодействие 
с промоторами различных генов увеличивает продукцию 
белков, обеспечивающих адаптацию, в том числе фермен-
тов гликолиза, эритропоэтина, а также факторов роста 
[5]. В нашем исследовании HIF-1α имеет ядерную лока-
лизацию в группах с протоковой карциномой молочной 
железы, а в контрольной группе, представленной фибро-
аденомой, данный фактор экспрессируется цитоплазма-
тически. Такие особенности локализации связаны с тем, 
что в условиях гипоксии HIF-1α избегает протеосомной 
деградации и транслоцируется в ядро, где гетеродимери-
зуется с HIF-1β, тогда как при нормальных уровнях кис-
лорода субъединица HIF-1α быстро разрушается убикви-
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тин-протеасомной системой. Образование гетеродимера 
HIF-1α/HIF-1β приводит к включению биологических ме-
ханизмов метаболизма, ангиогенеза, апоптоза, пролифера-
ции и выживания клеток [10].

Существуют также исследования, в которых сообщает-
ся, что повышенная экспрессия HIF-1α связана с химио-
резистентностью, а также с высоким уровнем смертности 
[11–13]. Так, показано, что гипоксическое микроокруже-
ние опухоли стимулирует HIF-1α-зависимую экспрес-
сию генов, подавляющих клеточную дифференцировку, 
что может приводить к появлению стволовых раковых 
клеток, ответственных за появление устойчивого клеточ-
ного клона [14, 15]. Считается, что инфильтрирующие 
опухоли цитотоксические Т-клетки cекретируют HIF-1α 
в условиях адаптации к гипоксии, обеспечивая опухоле-
вый иммунитет [16]. Как видно из разных проанализиро-
ванных литературных источников, фактор гипоксии бла-
гоприятствует адаптации и развитию опухоли.

Таким образом, наблюдаемая в нашем исследовании 
очаговая ядерная экспрессия HIF-1α в клетках опухоли 
и стромы некоторых пациенток в группе II может свиде-
тельствовать о проявлениях резистентности к проведен-
ной химиотерапии. Интересными являются сведения о на-
коплении опухоль-ассоциированных макрофагов в строме 
вокруг сосудов после химиотерапии, что приводит к ре-
васкуляризации опухоли, частично за счет участия VEGF 
[17]. В исследованном материале присутствие активиро-
ванных HIF-1α-положительных макрофагов в зоне де-
маркации как важных регуляторов ангиогенеза может 
указывать на запуск адаптационных реакций опухоли. От-

крытым остается вопрос о том, является ли переключение 
экспрессии HIF-1α в не пораженные опухолью участки 
проявлением механизмов «побега» опухоли от воздейст-
вия химиотерапевтических агентов. Заслуживает внима-
ния исследование, в котором сообщается о более частой 
индукции ангиогенеза в здоровых областях молочной же-
лезы, прилегающих к опухоли, чем в самой опухолевой 
ткани [18]. Согласно этому исследованию ангиогенный 
переход может предшествовать морфологическим измене-
ниям, т. е. опухолевой трансформации.

Существует и другое мнение, согласно которому стаби-
лизация HIF-1 может оказывать защитное действие и даже 
снижать агрессивность опухолевых клеток, однако пути 
реализации такого эффекта до конца не ясны [19]. Исследо-
ваний по изучению корреляции между экспрессией HIF-1α 
и эффективностью химиотерапии на основе таксанов (па-
клитаксел и доцетаксел) при РМЖ недостаточно. Одна-
ко имеются единичные данные о связи высоких уровней 
экспрессии HIF-1α с худшим ответом после проведенной 
химиотерапии на основе паклитаксела [20]. В рамках ис-
следуемой выборки нами не выявлено явного антигипок-
сического эффекта при терапевтическом подходе в группе 
пациенток, получавших курсы химиотерапии, о чем сви-
детельствует стабильность HIF-1α как в опухолевых, так 
и в здоровых участках представленного материала.

Основным фактором, участвующим в образовании но-
вых кровеносных и лимфатических сосудов, особенно 
на этапе инициации ангиогенеза, является VEGF. Опу-
холевые клетки, эндотелиоциты, макрофаги способ-
ны секретировать VEGF, тем самым обеспечивая рост 

  
Рис. 4. Фрагменты протоковой карциномы и ткани фиброаденомы молочной железы, ИГХ-реакция с ANGP2: А — 
пациентки I группы, увеличение ×200; Б — пациентки II группы, увеличение ×200; В — пациентки контрольной 
группы, увеличение ×200. Черная стрелка — высокая экспрессия ANGP2 в эпителиоцитах, белая стрелка — сни-
женная экспрессия ANGP2 в эпителиоцитах.
Примечание: фотографии выполнены авторами.
Fig. 4. Fragments of ductal carcinoma and fibroadenoma tissue of the breast, IHC reaction with ANGP2: A — patients of 
group I, ×200; Б — patients of group II, ×200; В — patients of the control group, ×200. Black arrow — high expression of 
ANGP2 in epithelial cells, white arrow — reduced expression of ANGP2 in epithelial cells
Note: the photos were taken by the authors.
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новых сосудов в гипоксических областях опухолевой 
ткани для улучшения перфузии и устранения дефицита 
кислорода и других необходимых элементов [21]. VEGF 
индуцирует в эндотелиоцитах процессы пролиферации 
и миграции, повышает проницаемость сосудов через вза-
имодействие с соответствующими рецепторами на по-
верхности эндотелиальных клеток (VEGFR), тем самым 
способствуя, наряду с гипоксией и иммунной супрессией, 
формированию преметастатической ниши и распростра-
нению опухоли [22]. Известны некоторые данные о повы-
шении уровня VEGF во время химиотерапии у пациенток 
с РМЖ и различном влиянии режимов терапии на уровни 
циркулирующего VEGF, но они основаны на мультиплекс-
ном иммуноанализе плазмы крови, а не на иммуногисто-
химическом исследовании [23]. Как видим, мнение ученых 
сходится на роли VEGF как инициатора неопластического 
ангиогенеза, связанного с неблагоприятным прогнозом.

ANGP2 считается антиангиогенным фактором, при уча-
стии которого сосуды подвергаются регрессии. Однако 
именно экспрессия VEGF определяет его роль в ангиоге-
незе. Так, низкие уровни VEGF опосредуют ANGP2-инду-
цированный запуск инволюции сосудов путем апоптоза, 
а высокие концентрации — созревание сосудов в условиях 
гипоперфузии [24]. ANGР2 может активироваться в ре-
зультате гипоксии и запускать ангиогенез через аутокрин-
ную петлю в эндотелиальных клетках, экспрессирующих 
рецепторы ANGР2 и TIE2 [25]. Известно, что ANGP2 уси-
ливает эффекты VEGF, вследствие чего контакты между эн-
дотелиальными клетками и перицитами становятся слабее, 
эндотелиальные клетки приобретают способность к миг-
рации. Многие исследования показали, что ANGP2 имеет 
высокий уровень экспрессии в различных опухолях и мо-
жет стимулировать инвазию раковых клеток при РМЖ [26, 
27]. В нашей выборке экспрессия ANGР2 была наиболь-
шей в группе пациенток, прошедших курсы химиотера-
пии, причем как в стромальном, так и эпителиальном ком-
понентах, что в сочетании с высокой экспрессией VEGF 
в опухолевой строме свидетельствует о формировании 
проангиогенного фенотипа клеток микроокружения.

Поскольку контрольная группа представлена фибро-
аденомой и мы не можем оценивать ее как здоровую 
ткань, необходимо учитывать особенности ангиогенеза 
при фиброзных процессах. Имеется лишь небольшое ко-
личество работ, в которых оценивался уровень факторов, 
участвующих в ангиогенезе при фиброаденоме молочной 
железы, разными методами [28–30]. В этих исследовани-
ях сообщается либо об отсутствии различий, либо о срав-
нительно низких уровнях HIF-1α и VEGF при фиброаде-
номе по сравнению с РМЖ, что указывает на меньшую 
выраженность гипоксии при доброкачественном заболе-
вании молочной железы, чем при раке. Мы предполагаем, 
что различия между нашими данными и данными других 
работ могут быть связаны с неоднородной структурой 
«молодых» и «старых» фиброаденом, которые представ-
лены, соответственно, преобладающим растущим эпите-
лиальным либо фиброзным компонентом. Следовательно, 
эти расхождения в работах требуют проведения аналогич-

ных исследований на большей выборке с учетом клиниче-
ских характеристик опухолей и определения доли эпите-
лиального и стромального компонентов.

Существуют исследования, в которых показаны стати-
стически значимые связи между уровнями экспрессии 
факторов HIF-1α, VEGF и ANGP2 [31, 32]. Мы также об-
наружили сильную положительную корреляцию меж-
ду экспрессией сосудистых маркеров VEGF и ANGP2. 
Как упоминалось выше, запуск ангиогенеза по оси 
ANGР2-TIE2 опосредован проангиогенными факторами, 
а именно VEGF. В нашем исследовании подтвердилась тес-
ная взаимосвязь между сосудистыми факторами: в I группе 
более высокие уровни экспрессии VEGF в строме опухо-
ли сопровождались, соответственно, большей экспрессией 
ANGР2, во II группе наблюдалась такая же зависимость, 
только с меньшей экспрессией. Нами получены данные, 
что экспрессия VEGF в клетках стромы опухоли коррели-
рует с экспрессией HIF-1α в опухолевых клетках и ее стро-
ме, а также в макрофагах зоны демаркации. Таким образом, 
мы пришли к выводу, что наблюдаемая активность микро-
окружения опухоли в виде экспрессии факторов ангиогене-
за может свидетельствовать о формировании благоприят-
ной ниши для развития и прогрессирования опухоли.

Схема химиотерапии, которая применялась в группе II, 
нацелена, в основном, на торможение пролиферации 
опухоли, подавление митотической активности и син-
тетических процессов в клетках опухоли. На основании 
полученных данных мы предполагаем, что после прове-
денной химиотерапии процессы неоваскуляризации могут 
быть связаны с «побегом» опухоли от повреждающего 
действия путем включения ангиогенных стимуляторов. 
Таким образом, повышенная экспрессия HIF-1α, VEGF 
и ANGP2 в группе пациенток после проведенной химиоте-
рапии может быть обусловлена высокой долей резистент-
ных пациенток в нашей выборке.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Повышенная экспрессия исследуемых факторов в микро-
окружении опухоли у пациенток после курсов химиотерапии 
свидетельствует о запуске межклеточных взаимодействий, 
ответственных за формирование ангиогенного фенотипа 
эффекторных клеток, которыми в данном случае выступают 
клетки стромы и эндотелиоциты. Мы обнаружили четкие 
взаимосвязи между паттерном экспрессии целевых моле-
кул, которые имеют направленность по оси HIF-1α-VEGF-
ANGP2. Эту ось можно представить в виде следующей 
последовательности событий: клеточный ответ на гипок-
сию — проангиогенная стимуляция — сосудистая деста-
билизация. Исследованные сосудистые маркеры являются 
важной частью множества сигнальных механизмов опухо-
левого ангиогенеза. На сегодняшний день, благодаря пласту 
накопившихся знаний, развитие получила антиангиогенная 
терапия, которая имеет свои недостатки и нуждается в более 
усовершенствованных подходах. Таким образом, изучение 
процессов и сигнальных путей, связанных с формированием 
резистентности при РМЖ, вносит неоспоримый вклад в рас-
ширение представлений о механизмах возникновения и пу-
тях преодоления устойчивости к химиотерапии.
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