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Features of angiogenesis of colorectal carcinoma
Seferov B. D., Golubinskaya E. P., Ermola Yu. A.,  
Kubyshkin A. V., Zyablitskaya E. Yu., Kubyshkin V. A.

V. I. Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Russian Federation

Проведена оценка патогенетических механизмов колоректального рака (КРР) с позиций анализа активности ангио-
генных факторов микроокружения опухоли. Выполнено гистологическое, а также иммуногистохимическое исследование 
уровня экспрессии HIF1a, VEGF-A, ANG1, ANG2, TIE2 препаратов фрагментов тканей опухоли у 263 пациентов с мор-
фологически верифицированным КРР. Оценка результатов позволила охарактеризовать три иммунофенотипа опухо-
ли в зависимости от степени выраженности опухоль-ассоциированной инфильтрации: «холодный», «промежуточный», 
«горячий». Выявлено статистически значимое увеличение экспрессии HIF1a и VEGF-A в группе пациентов с метаста-
тическим колоректальным раком (мКРР) и зависимость экспрессии HIF1а, VEGF-A от степени инфильтрации. В обеих 
группах пациентов установлена высокая степень экспрессированности ANG1 и ANG2. Выраженность экспрессии TIE2 
варьировалась независимо от статуса ангиопоэтинов и клинической манифестации опухоли, однако была более со-
поставима с показателями степени инфильтрации опухоли. Иммуногистохимическая оценка ангиогенных факторов, 
анализ их взаимоотношений с параметрами опухолевой трансформации должны стать рутинной практикой для прогно-
зирования эффективности и персонализации назначаемых схем лекарственной терапии.  
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The study evaluated the pathogenetic mechanisms of colorectal cancer (CRC) by analyzing the activity of angiogenic 
factors in the tumor microenvironment. A histological and immunohistochemical examination of the expression levels of HIF1a, 
VEGF-A, ANG1, ANG2, and TIE2 in tumor tissue samples from 263 patients with morphologically verified CRC was performed. 
The evaluation of the results allowed us to characterize three tumor immunophenotypes, depending on the degree of tumor-
associated infiltration: «cold», «intermediate», and «hot». A statistically significant increase in HIF1a and VEGF-A expression 
was observed in the mCRC group, and the expression of HIF1a and VEGF-A was found to be dependent on the degree 
of infiltration. In both patient groups, a high degree of ANG1 and ANG2 expression was observed. The expression of TIE2 
varied independently of the status of angiopoietins and the clinical manifestation of the tumor, but was more comparable 
with the degree of tumor infiltration. It seems that immunohistochemical assessment of angiogenic factors and analysis of 
their relationship with tumor transformation parameters should become a routine practice for predicting the effectiveness and 
personalization of drug therapy regimens.
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КРР – колоректальный рак
мКРР – метастатический колоректальный рак
нмКРР – неметастатический колоректальный рак
ANG – ангиопоэтин
FGF – фибробластический фактор роста
HIF1а – фактор тканевой гипоксии А

PDGF – тромбоцитарный фактора роста
PIGF – плацентарный фактор роста
TIE2 – рецептор ангиопоэтина
Tils – опухоль-ассоциированная лимфоидная инфильтрация 
VEGF – сосудистый эндотелиальный фактор роста

Несмотря на значительные достижения в сфере 
современной онкологии, рассмотрение про-
блемы колоректального рака (КРР) не теряет 

своей актуальности в связи с неуклонным ростом 
заболеваемости, значительной частотой развития 
рецидивов, а также ранним метастазированием из 
первичной зоны [1, 2]. Принято считать, что КРР 
представляет собой довольно гетерогенную груп-
пу злокачественных новообразований с различ-
ной клинической картиной, патоморфологически-
ми особенностями, молекулярными изменениями, 
прогнозом и ответом на терапию [3, 4]. Между тем 
общепринятым ключевым условием, определя-
ющим возможность прогрессирования КРР, явля-
ется ангиогенез, опосредуемый активацией сосу-
дистых факторов роста, в частности сосудистого 
эндотелиального фактора (VEGF), тромбоцитарно-
го фактора роста (PDGF), плацентарного фактора 
роста (PlGF) и фибробластического фактора роста 
(FGF), системы металлопротеиназ и ангиопоэти-
нов [5–7]. Ангиогенный каскад обеспечивает ком-
фортное микроокружение для опухоли, что фор-
мирует метастатическую нишу для диссеминации 
неопластических клеток, а также определяет воз-
можную резистентность при проведении иммуно-
терапии [8–10]. 

Разработка препарата рекомбинантного гипер-
химерного моноклонального антитела, селективно 
связывающегося и ингибирующего биологическую 
активность VEGF, бевацизумаба, привела к изме-
нению терапевтической стратегии пациентов с он-
кологическими заболеваниями благодаря повыше-
нию выживаемости онкобольных [11]. Доказанная 
эффективность бевацизумаба в сочетании с хи-
миотерапией как в 1-й, так и во 2-й линиях тера-
пии, а также при наличии мутации RAS, позволила 
включить препарат в стандарт лечения метастати-
ческого КРР [12, 13]. Тем не менее после несколь-
ких лет анти-VEGF-терапии у пациентов с солид-
ными опухолями преимущества нивелировались 
формированием резистентности. В ряде случаев 
использование анти-VEGF-препаратов по преры-
вистой схеме у пациентов с КРР сопровождалось 

рецидивным ростом опухоли и ее быстрой васкуля-
ризацией [8, 14].

Внедрение в клиническую практику препаратов 
2-й линии терапии метастатической формы КРР, 
блокирующих несколько ростовых факторов – аф-
либерцепт, регорафениб, позволило, с одной сто-
роны, достоверно улучшить общую выживаемость, 
а с другой – констатировать выраженную вариацию 
эффективности препаратов [15, 16]. 

Таким образом, несмотря на демонстрируемые 
положительные результаты лечения указанными 
антиангиогенными препаратами, их клиническая 
эффективность в реальной клинической практике 
остается неоднозначной [17]. Кроме того, до сих пор 
не разработана панель биомаркеров, позволяющая 
однозначно подбирать терапию пациентам на раз-
личных стадиях онкогенеза или прогнозировать ее 
эффективность [18].

Цель исследования – оценить патогенетические 
механизмы КРР с позиций анализа активности анги-
огенных факторов микроокружения опухоли. 

Материал и методы. В исследование включено 
263 пациента в возрасте от 40 до 75 лет с морфоло-
гически верифицированным КРР, которые, согласно 
дизайну исследования, были разделены на две груп-
пы: 1-я (n = 132) – пациенты с метастатическим КРР 
(мКРР), 2-я (n = 131) – пациенты с КРР без метаста-
зов (нмКРР), сопоставимые по полу и возрасту [19]. 

Проведение работы одобрено локальным этиче-
ским комитетом Института «Медицинская академия 
имени С. И. Георгиевского» Крымского федераль-
ного университета им. В. И. Вернадского (протокол 
№ 7 от 23.06.2023). Все процедуры с вовлечением 
больных были проведены в соответствии с Прото-
колом Хельсинской декларации по правам человека 
(1964). Все больные подписывали информирован-
ное согласие на участие в исследовании.

Проведена гистологическая оценка опухолевого 
материала, полученного в ходе операционного вме-
шательства согласно установленным рекомендациям. 

Исследование фактора тканевой гипоксии А 
(HIF1a), сосудистого эндотелиального фактора ро-
ста А (VEGF-A), ангиопоэтина 1 (ANG1), ангиопоэ-
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тина 2 (ANG2), рецептора ангиопоэтина 1 (TIE2) в 
опухолевой ткани проводили иммуногистохимиче-
ским методом по стандартной методике с исполь-
зованием автоматического иммуногистостейнера 
Bond-maX (Leica Biosystems, Германия). Протокол 
окрашивания включал этапы депарафинизации, 
высокотемпературной демаскировки эпитопа, бло-
кировки эндогенной пероксидазы, инкубации с 
первичным антителом, визуализации метки диа-
минбензидином и контрокрашивания ядер гема-
токсилином. В качестве системы визуализации ис-
пользовали систему на основе полимера Novolink 
Polymer Detection System (Leica Biosystems, Велико-
британия). В качестве первичных антител использо-
вали концентрированные моно- и поликлональные 
антитела с кроссреактивностью к человеку произ-
водства Аbcam (Angp1, AB94684 и Angp2, AB8452), 
Sigma (Tie2, 210747), Epitomics (HIF1a, клон EP118) 
и Thermo Scientific (VEGF, клон RB-9031-P1) в кон-
центрациях, рекомендованных производителем. 
Оценку интенсивности окрашивания препаратов 
проводили с использованием микроскопа DM2000 
(Leica, Германия) с объективами Plan 10х, 20х, 40х и 
цифровой камерой DFC295. Экспрессию оценивали 
суммарно в цитоплазме клеток опухоли, стромы и 
лимфоидного инфильтрата полуколичественно по 
4-балльной шкале, где 0 – полное отсутствие окра-
шивания, 1 – слабое окрашивание менее половины 
площади поля зрения, 2 – окрашивание средней 
интенсивности трети и более площади препарата, 
3 – яркое интенсивное окрашивание трети и более 
площади поля зрения. 

В составе инфильтрата все мононуклеарные 
клетки считали визуально при обзор-
ной окраске срезов 4  мкм и  увеличе-
нии х400, которые были оценены как 
лимфоциты без учета гранулоцитов и 
макрофагов. Опухоль-ассоциирован-
ную лимфоидную инфильтрацию (Tils) 
определяли путем подсчета в свет-
лом поле микроскопа при увеличении 
х400 количества клеток лимфоидного 
инфильтрата и их процентного соот-
ношения с окружающими клетками в 
строме опухоли.

Статистическую обработку резуль-
татов проводили с применением пакета 
программ Statistica 12.0. Различия меж-
ду группами определяли с использова-
нием метода хи-квадрат с поправкой 
Йейтса на малую выборку. Для выявле-
ния связей между различными показа-
телями использовали корреляционный 
анализ. Различия для всех видов ана-
лиза считали значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение. Про-
веденное гистологическое исследо-
вание фрагментов опухолевой ткани, 
полученной от пациентов с КРР, по-
зволило выявить ряд особенностей. 
Так, на светооптическом уровне аб-
солютное большинство опухолей ха-
рактеризовались формированием 
тубулярных и криброзных структур с 
очагами солидного роста с различной 
степенью выраженности, что соответ-
ствовало карциномам низкой степени 
злокачественности (G1-G2). У 25 па-
циентов обеих групп фиксировалось 
наличие карциномы солидного стро-
ения высокой степени злокачествен-
ности (G3) с фокусами формирования 
тубулоподобных и крибриформных 
структур. Во всех этих случаях фикси-
ровалась лимфоваскулярная инвазия 
и высокие показатели опухолевого 

баддинга в виде участков почкования опухоли, на-
личия плохо дифференцируемых кластеров и раз-
розненных опухолевых клеток [19]. 

Проведена оценка взаимоотношений морфоло-
гических, патологоанатомических параметров опу-
холи, характеристик лимфоваскулярной инвазии 
и опухолевого баддинга. Интенсивность Tils отли-
чалась значительной вариабельностью: от мини-
мальной до выраженной. При слабой степени вы-
раженности лимфоидные клетки локализовались 
преимущественно перифокально, и слабо инфиль-
трировали строму опухоли (до 15 % Tils). Тканевые 
образцы, в которых степень выраженности инфиль-
трации определялась как умеренная (15–50 % Tils) 
характеризовалась наличием равномерно распре-
деленных лимфоидных клеток как в строме, так и по 
периферии опухоли. 

Выраженная густоклеточная лимфоидная ин-
фильтрация (более 50 % Tils) сопровождалась 
формированием лимфоидных скоплений в виде 
фолликулов с расширенными герминативными 
центрами, локализующимися преимущественно 
по периферии опухоли. Это позволило дифферен-
цировать изученные образцы опухоли на «холод-
ные» (со слабой инфильтрацией), «промежуточ-
ные» (15–50 % Tils) и «горячие» (более 50 % Tils) 
(рис. 1). Оценка экспрессии маркеров ангиогенеза 
проведена по проценту окрашенных, то есть экс-
прессирующих соответствующие белки клеток из 
общей популяции в поле зрения при увеличении 
х200-400 на срезах 4 мкм. Установлено, что экс-
прессия маркеров ангиогенеза в большинстве об-
разцов соответствует уровню Tils. 

 

 

 

Рис 1. Экспрессия VEGF-A и HIF1a в образцах опухолевой ткани 

пациентов с КРР  

 Примечание: 1 – «холодная» опухоль, ув. ×200; 2 – «промежуточная» 

опухоль, ув. ×200; 3 – «горячая» опухоль, ув. ×400; А – экспрессия VEGF-

A; Б – экспрессия HIF1a. 
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Рис 1. Экспрессия VEGF-A и HIF1a в образцах опухолевой ткани пациентов с КРР 

 Примечание: 1 – «холодная» опухоль, ув. ×200; 2 – «промежуточная» опу-
холь, ув. ×200; 3 – «горячая» опухоль, ув. ×400; А – экспрессия VEGF-A; Б – экс-
прессия HIF1a.
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Анализ иммуногистохимических реакций с HIF1а 
и VEGF-A выявил прямую зависимость интенсив-
ности экспрессии ангиогенных факторов от степени 
инфильтрации. Так, слабая инфильтрация стромы 
опухоли (до 15  % Tils) характеризовалась низкой 
интенсивностью окрашивания данными маркерами, 
тогда как максимальные значения экспрессии HIF1a 
и VEGF-A (более 50 %) сопровождали выраженную 
густоклеточную лимфоидную инфильтрацию (более 
50% Tils) (р < 0,001) (табл.). 

Таблица
 Результаты гистологического и 

иммуногистохимического анализов образцов 
опухолевой ткани пациентов исследуемых групп

Степень 
выраженности Tils

мКРР  
(n = 132),  
абс. (%)

нмКРР  
(n = 131),
абс. (%)

р

Опухоль-ассоциированные лимфоциты 
Слабая (менее 15 %) 38 (28,8) 27 (20,7)

<0,001Умеренная (15–50 %) 65 (49,3) 48 (36,6)
Выраженная 
(более 50 %) 29 (21,9) 56 (42,7)

HIF1a
Слабая (менее 15 %) 10 (7,6) 16 (12,2)

<0,001Умеренная (15–50 %) 49 (37,1) 54 (41,2)
Выраженная 
(более 50 %) 73 (55,3) 61 (46,5)

VEGF-A
Слабая (менее 15 %) 9 (6,8) 15 (11,5),

<0,001Умеренная (15–50 %) 42 (31,8) 41 (31,3)
Выраженная 
(более 50 %) 81 (61,4) 75 (57,2)

Примечание: Tils – опухоль-ассоциированная лимфо-
идная инфильтрация; HIF1a –  фактор тканевой гипоксии 
А; VEGF-A  – сосудистый эндотелиальный фактор роста А; 
мКРР – метастатический колоректальный рак; нмКРР – неме-
тастатический колоректальный рак.

Исследование активности ANG1 и ANG2 незави-
симо от клинической манифестации опухоли, а так-
же статуса активности инфильтрации иммунными 
клетками и выраженности активности VEGF-A по-
зволило установить высокие показатели экспрессии 
как в клетках микроокружения, так и в клетках самой 
опухоли в виде появления цитоплазматической гра-
нулярной реакции, выраженной в большей степени 
при иммуногистохимической реакции с ANG2 (рис. 2).

В результате сравнительного анализа иммуно-
гистохимических реакций с ангиопоэтинами и VEGF 
было выявлено 9 пациентов из группы нмКРР, у 

которых определялись высокие показатели ANG2 
и отсутствие экспрессии VEGF. Все такие опухоли 
характеризовались низким опухолевым баддингом, 
прорастали в мышечный слой кишки без инвазии в 
прилежащую жировую клетчатку и серозную обо-
лочку. Гистологические признаки интрамуральной 
и экстрамуральной лимфоваскулярной и перинев-
ральной инвазии опухоли отсутствовали. 

Выраженность экспрессии TIE2 рецепторов не 
зависела от статуса ангиопоэтинов и клинической 
манифестации опухоли, однако была более сопо-
ставима со степенью инфильтрации опухоли. У всех 
пациентов максимальная интенсивность реакции 
определялась в строме по периферии опухоли.

Вопросы ангиогенеза КРР представляют, несо-
мненно, большой интерес, особенно в связи с активной 
разработкой и внедрением методов антиангиогенной 
терапии в схемы лечения пациентов с данной онко-
патологией. Несмотря на значительный пул исследо-
ваний в данной сфере [1, 2, 8, 10], остаются неясны-
ми способы образования новых сосудов, механизмы 
влияния ангиогенеза на инвазивный и метастатический 
потенциал опухоли, причины неоднозначности резуль-
татов лечения на фоне проводимой таргетной терапии. 
При этом в ряде исследований неоднократно подчерки-
валась перспективность поиска и изучения молекуляр-
но-генетических факторов [18, 20, 21], которые могли 
расширить наши представления о причинах гетероген-
ности клинических форм КРР и определить врачебную 
тактику в отношении каждого конкретного пациента. 

Анализ полученных результатов в отношении 
молекулярных особенностей КРР позволяет предпо-
ложить, что наличие «холодного» иммунофенотипа 
опухоли уже на старте терапии сводит к минимуму 
эффективность препаратов, направленных исклю-
чительно на блокирование VEGF-A (бевацизумаб, 
афлиберцепт), что, собственно, обусловлено фак-
том отсутствия потенциальной мишени. В случае 
«промежуточного» фенотипа лечение оказывает 
краткосрочный эффект с развитием последующей 
резистентности, поскольку целевые клетки распо-
лагаются в умеренном количестве с тенденцией к 
демаркации опухоли. Аналогично в ряде случаев 
имеющая место низкая клиническая эффективность 
регорафениба может быть обусловлена слабой сте-
пенью экспрессии VEGF и TIE2 рецепторов. 

Полученные данные подтверждают гипотезу о 
наличии альтернативных механизмов опухолевого 
ангиогенеза у пациентов с КРР [22, 23]. Установле-
но наличие как минимум двух независимых путей 
активации процессов образования новых сосудов: 
1) VEGF-зависимый, опосредованный повышением 
концентрации HIF-1α и коррелирующий с активно-
стью метаболических путей – митоген-активируемые 
протеинкиназы и фосфоинозитид 3-киназы PI3K; 
2)  ANG-зависимый, реализуемый клетками опухоли 
и ее микроокружения (в частности, опухолеассоции-
рованными макрофагами) и проявляющий свою ак-

тивность на стадиях ремоделирования 
и созревания сосудов.

У всех пациентов с ККР определяет-
ся высокая интенсивность второго, аль-
тернативного механизма ангиогенеза, 
что, возможно, требует патогенетически 
обоснованного подхода к персонализа-
ции таргетной терапии, обеспечиваю-
щей блокаду ангиопоэтинов.

Таким образом, клинические осо-
бенности течения КРР, степень лим-
фоидной инфильтрации опухоли обе-
спечиваются разнонаправленными 
взаимодействиями проангиогенных 
факторов экстрацеллюлярного матрик-
са, требующими постоянного монито-
ринга и оценки.

Рис. 2. Экспрессия ANG1 и ANG2 в образцах опухолевой ткани 

пациентов с КРР (ув. ×200). 

 Примечание: А – экспрессия ANG1; Б – экспрессия ANG2. 
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Заключение. Полученные результаты обосно-
вывают целесообразность проведения в рутинной 
практике у пациентов с КРР комплексной оценки 
объективных параметров опухолевой прогрессии, 
включающей иммуногистохимический контроль ан-
гиогенных факторов. Такой многопараметрический 
подход способствует формированию персонали-
зированной тактики лечения и выбора наиболее 
эффективных схем лекарственной терапии. Пер-
спективным является продолжение научных иссле-
дований по изучению молекулярно-генетических 
особенностей КРР, что может изменить подходы к 
терапии и повысить результативность лечения дан-
ной категории онкобольных.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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ваний для совершенствования молекулярно-генети-
ческих методов персонализированной диагностики 
путем выявления новых точек приложения таргет-
ной терапии, предикторов резистентности и клини-
чески значимых молекулярно-биологических марке-
ров в патоморфологии».
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Анализ клинического обследования шахтеров  
со снижением форсированной жизненной емкости легких  
в свете кардиопульмометаболического континуума
Е. Ж. Отаров 1, С. А. Каиргельдина 2, Д. Х. Рыбалкина 1, 3, Е. Б. Евстафьев 1, 3, 
О. В. Гребенева 1, А. Ж. Шадетова 1, Ж. Б. Сабиров 1, Г. В. Акашев 3
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Analysis of clinical examination of miners with decreased forced 
vital capacity in the light of the cardiopulmometabolic continuum
Otarov Ye. Zh. 1, Kairgeldina S. A. 2, Rybalkina D. Kh. 1, 3, Evstafyev E. B. 1, 3, 
Grebeneva O. V. 1, Shadetova A. Zh. 1, Sabirov Zh. B. 1, Akashev G. V. 3
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Воздействие угольной пыли на рабочем месте может нанести вред здоровью. У шахтеров, имеющих большой стаж 
работы и нарушение вентиляционной функции легких, необходимо выявление и управление кардиопульмональным ри-
ском. Целью исследования явился анализ параметров клинического обследования шахтеров Карагандинской области 
со снижением дыхательных объемов легких в свете кардиопульмометаболического континуума. У 16,02 % шахтеров 
диагностирована диастолическая дисфункция левого желудочка, которая была связана с трудовым стажем, а у 32,26 % 


