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Введение. Метаболический стресс, сопровождающий развитие опухолевой ткани, вызывает гиперэкс-

прессию в раковых клетках фактора индуцируемого гипоксией (HIF 1α), что ведет к увеличению экспрессии 
проангиогенных факторов: фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) и синтазы оксида азота (NOS), одна-
ко данные о прогностической роли комплексной оценки экспрессии маркеров в колоректальных тубулярных 
аденомах отсутствуют.

 Цель исследования – определить значение экспрессии HIF 1α, VEGF и iNOS в канцерогенезе толстой 
кишки.

Материалы и методы. В исследование были включены 30 тубулярных  аденом, 33 низко злокачествен-
ные аденокарциномы толстой кишки. Иммуногистохимическое исследование выполнено с использованием 
антител к HIF 1α, VEGF и iNOS.  Экспрессия маркеров оценивалась количественно при помощи компью-
терной программы Aperio Image Scope_v9.1.19.1567. Статистический анализ проводили с использованием 
STATISTICA 10.0 (SNAXAR207F394425FA-Q) и MedCalc (Version 10).

Результаты. Ключевым фактором трансформации тубулярной аденомы с дисплазией высокой степе-
ни в низко злокачественную аденокарциному является высокий уровень HIF 1α (>0,391) (чувствительность 
100%, специфичность 100%). Малигнизацию тубулярной аденомы с дисплазией низкой степени можно ожи-
дать при уровнях VEGF >0,884 (чувствительность 89,3%, специфичность 80%) и iNOS≤0,89 (чувствитель-
ность 84,8%, специфичность 80%). 

Заключение. Развитие низко злокачественной аденокарциномы у пациентов с тубулярной аденомой  
с дисплазией разной степени можно прогнозировать по уровням VEGF, iNOS и HIF 1α.  
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VEGF, iNOS.

Для цитирования: Иоскевич, М. С. Значение HIF-1α ,VEGF-A и INOS в канцерогенезе толстой кишки / М. С. Иоскевич,  
Т. Т. Штабинская, В. А. Басинский // Гепатология и Гастроэнтерология. 2019. Т. 3, № 1. С. 81-86. https://doi.org/10.25298/2616-
5546-2019-3-1-81-86

THE SIGNIFICANCE OF HIF-1Α, VEGF-A AND INOS IN COLON 
CARCINOGENESIS

M. S. Ioskevich, T. T. Shtabinskaya, V. A. Basinsky
Educational Institution «Grodno State Medical University», Grodno, Belas

Background. Metabolic stress accompanying the development of tumor tissue causes overexpression of hypoxia 
induced factor (HIF 1α) in cancer cells. This leads to an increase of proangiogenic factors: vascular endothelial growth 
factor (VEGF) and nitric oxide synthase (NOS). However, data on the prognostic role of a comprehensive assessment 
of the expression of markers in colorectal tubular adenomas are absent.

Objective of the study is to determine the significance of HIF1α, VEGF and iNOS expression in colon carcinogenesis.
Materials and methods. The study included 30 colon tubular adenomas, 33 low-grade adenocarcinomas. 

Immunohistochemistry was performed using antibodies to HIF 1α, VEGF and iNOS. Marker expression was quantified 
using the Aperio Image Scope_v9.1.19.1567 computer program. Statistical analysis was performed using STATISTICA 
10.0 (SNAXAR207F394425FA-Q) and MedCalc (Version 10).

Results. A key factor in the transformation of tubular adenoma with a high degree of dysplasia into low-grade 
adenocarcinoma is a high level of HIF1α (> 0.391) (sensitivity 100%, specificity 100%). Malignancy of tubular adenoma 
with low-grade dysplasia can be expected at VEGF levels> 0.884 (sensitivity 89.3%, specificity 80%) and iNOS≤0.89 
(sensitivity 84.8%, specificity 80%).

Conclusion. Low-grade adenocarcinoma development in patients with tubular adenoma with dysplasia of different 
degrees can be predicted by the levels of VEGF, iNOS and HIF 1α.
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Введение

Канцерогенез – сложный процесс, в который 
вовлечен ряд генетических, а также эпигенети-
ческих факторов. Они позволяют раковым клет-
кам приобретать новые функции, которые отли-
чают их от нормальных клеток. Раковые клетки 
становятся устойчивыми к ингибиторам роста, 
пролиферируют в отсутствие экзогенных факто-
ров роста, ингибируют процесс апоптоза, приоб-
ретают неограниченный потенциал репликации 
посредством активации теломеразы, имеют ано-
мальный ангиогенез, характеризуются инвазив-
ностью и способностью создавать метастазы. 

По данным ряда авторов, от 75 до 90% опу-
холей толстой кишки развивается в результате 
соматических мутаций генов, которые приводят 
к пролиферации железистого эпителия и транс-
формации аденомы в злокачественную опухоль 
[1]. Чаще всего малигнизируются тубулярные 
(ТА) и ворсинчатые аденомы. На процесс злока-
чественной трансформации иногда требуется от 
5 до 10 лет [1, 2].

Микросреда [3] оказывает существенное вли-
яние на злокачественность и метастазирование 
опухолевых клеток, особенно в условиях гипок-
сии. В нормальной ткани концентрация кислоро-
да составляет около 7% (53 мм рт. ст.), в то вре-
мя как в раковой ткани она колеблется от 1% до 
7% [4]. Низкое количество кислорода в опухоле-
вой ткани способствует стабилизации белка HIF 
1α (фактор, индуцируемый гипоксией), который 
стимулирует эндотелиальные клетки мигриро-
вать в развивающуюся опухоль и создавать но-
вые кровеносные сосуды. Эти сосуды создаются 
хаотично, препятствуя правильному снабжению 
клеток кислородом и питательными веществами 
[5],  являются причиной усиления гипоксии.

  HIF 1α стимулирует также экспрессию синта-
зы оксида азота (NOS), которая, участвуя в ме-
таболизме аргинина, освобождает оксид азота, 
обладающий сосудорасширяющим свойством, 
а также способна увеличить выработку фактора 

роста эндотелия сосудов (VEGF). Это дополни-
тельно увеличивает проницаемость сосудов, 
что способствует перераспределению межкле-
точных белков адгезии и экстравазации белков 
плазмы, в том числе фибриногена. Высокий 
уровень факторов, индуцируемых гипоксией, 
наблюдается примерно в 53% всех видов рака 
[6], в том числе и в толстой кишке [7, 8], однако  
в литературе нет данных о значении комплекса 
описанных выше маркеров в трансформации ТА 
в рак толстой кишки.

Цель исследования – определить значение 
экспрессии HIF 1α, VEGF-A и iNOS в канцероге-
незе толстой кишки.

Материалы и методы

Критерии включения в исследование: опу-
холи, имеющие гистологическое строение ТА и 
низко злокачественной аденокарциномы (НЗА) 
толстой кишки без гематогенных метастазов. 

Критерии исключения из исследования: ту-
буловиллезные и виллезные аденомы, ТА бо-
лее 1 см в диаметре, первично-множественные 
раки, высоко злокачественные аденокарциномы 
и новообразования, имеющие гистологическое 
строение слизистой, микропапиллярной адено-
карциномы, крибриформной комедо-карциномы, 
перстневидноклеточного, плоскоклеточного и 
недифференцированного рака.

Клинические данные получены из историй 
болезни, амбулаторных карт, регистра пациен-
тов Гродненского областного онкологического 
диспансера.

В исследование были включены 30 ТА (груп-
па 1) с дисплазией низкой (ТА ДН) и высокой (ТА 
ДВ) степени, 33 НЗА толстой кишки (группа 2) 
и 14 фрагментов слизистой толстой кишки без 
патологических изменений (группа 0).  Клини-
ко-морфологическая характеристика материала 
отображена в таблице 1.

Иммуногистохимическое исследование вы-
полнено на серийных парафиновых срезах тка-

Клинико-морфологический показатель Группа 1 (n=30) Группа 2 (n=33)

Медиана возраста 66,21 (57,056-77,58) 63,12 (56,71-67,58)

Пол
мужской 11 (36,7%) 13 (39,4%)

женский 19 (63,3%) 20 (60,6%)

Локализация опухоли
сигмовидная кишка 16 (53,3%) 8 (24,2%)

прямая кишка 14 (46,7%) 25 (75,8%)

Дисплазия
высокая 15 (50%) -

низкая 15 (50%) -

Дифференцировка 
высокая - 17 (51,5%)

умеренная - 16 (48,5%)

Таблица 1. – Клинико-морфологическая характеристика случаев тубулярной аденомы и низко злока-
чественной аденокарциномы толстой кишки
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ни опухолей с использованием мышиных моно-
клональных антител к HIF 1α (MAB5382, клон 
H1α67), VEGF (ab1316, клон VG-1) и кроличьего 
поликлонального антитела к iNOS (ab15323) по 
стандартной методике. Метод количественной 
оценки результатов описан в статье, опублико-
ванной ранее [9]. Статистический анализ полу-
ченных данных проводился с использованием 
STATISTICA 10.0 (SNAXAR207F394425FA-Q) и 
MedCalc (Version 10). В связи с тем, что распре-
деление количественных параметров отлича-
лось от нормального (р<0,05), анализ провели с 
применением методов непараметрической ста-
тистики. При представлении числовых значений 
использована медиана, 25-75-й процентили: Me 
(Q25%-Q75%).

А Б В

 Median 
 25%-75% 
 Min-Max 

1 2 3 4

1 - нормальная слизистая толстой кишки;
2 - тубулярная аденома с дисплазией низкой степени;

3 - тубулярная аденома с дисплазией высокой степени;
4 - низко злокачественная аденокарцинома толстой кишки.
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Рисунок 2. – Уровни общей позитивности HIF 1α в нормальной слизистой, 
аденоме с дисплазией низкой и высокой степени и низко злокачественной 
аденокарциноме толстой кишки

Результаты и обсуждение

Результаты нашего исследования показали, 
что HIF 1α экспрессируется преимущественно 
в цитоплазме эпителиальных клеток и в мень-
шей степени – в клетках стромы (рис. 1). В нор-
мальной слизистой толстой кишки уровень HIF 
1α ниже, чем в ТА и НЗА, что также отмечают в 
своих исследованиях многие другие ученые [8]. 
Однако значимыми оказались различия между 
экспрессией в ТА ДВ и НЗА (рис. 2).

Уровень общей позитивности VEGF в ТА и 
НЗА достоверно выше, чем в нормальной сли-
зистой, что не противоречит результатам, полу-
ченным другими учеными [7] (рис. 3). При этом 
в ТА ДН преобладала стромальная экспрессия, 
а в ТА ДВ и НЗА – в цитоплазме клеток опухоли.

Общий уровень VEGF в ТА ДН значимо ниже, 
чем в ТА ДВ (р=0,007) и нормальной 
слизистой толстой кишки (р=0,04), 
в то же время достоверных разли-
чий между ТА ДВ и НЗА не обнару-
жено (р=0,5) (рис. 4). В изучаемом 
пути канцерогенеза (нормальная 
слизистая – ТА ДН – ТА ДВ – НЗА) 
экспрессия iNOS достоверно снижа-
ется (рис. 5).

Уровень общей позитивности 
iNOS в ТА ДН значимо ниже, чем 
в нормальной слизистой толстой 
кишки (р=0,03), и значимо выше, 
чем в ТА ДВ (р=0,02) (рис. 6). Выяв-
лена тенденция к достоверной свя-
зи низкой экспрессии iNOS в НЗА по 
сравнению с ТА ДВ (р=0,06).

ROC-анализ позволил опреде-
лить точки разделения для про-
гнозирования развития НЗА в за-
висимости от экспрессии VEGF и 
iNOS в ТА ДН (рис. 7). Площадь под 
ROC-кривой равняется 0,860±0,06 
(достоверность различия с площа-
дью под диагональю равна <0,0001). 
Наиболее оптимальное соотноше-

Рисунок 1. – Экспрессия HIF 1α в нормальной слизистой (А), аденоме (Б) и низко злокачественной аденокарциноме (В) тол-
стой кишки. Окраска с использованием антител к HIF 1α. Ув. ×200
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А Б В

 Median 
 25%-75% 
 Min-Max 

1 2 3 4

1 - нормальная слизистая толстой кишки;
2 - тубулярная аденома с дисплазией низкой степени;

3 - тубулярная аденома с дисплазией высокой степени;
4 - низко злокачественная аденокарцинома толстой кишки.
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Рисунок 4. – Уровни общей позитивности VEGF в нормальной слизи-
стой, аденоме с дисплазией разной степени и низко злокачественной 
аденокарциноме толстой кишки

А Б В
Рисунок 5. – Экспрессия iNOS в нормальной слизистой (А), аденоме (Б) и низко злокачественной аденокарциноме (В) тол-
стой кишки. Окраска с использованием антител к iNOS. Ув. ×200

ние чувствительности и специфично-
сти на ROC-кривой соответствует уров-
ню экспрессии VEGF в ТА ДН, равному 
0,884 (чувствительность – 89,3%, спец-
ифичность – 80%). 

Наиболее оптимальное соотноше-
ние чувствительности и специфич-
ности на ROC-кривой соответствует 
уровню экспрессии iNOS в ТА ДН, рав-
ному 0,89 (чувствительность – 84,8%, 
специфичность – 80%). Площадь под 
ROC-кривой равняется 0,856±0,05 (до-
стоверность различия с площадью под 
диагональю равна <0,0001). 

При построении математической 
модели прогнозирования исхода забо-
левания (дискриминантной функции) 
прямым пошаговым методом у паци-
ентов с ТА ДН установлено, что досто-
верно влияют на развитие НЗА только 
VEGF и iNOS. 

Характеристика переменных, вклю-
ченных в модель прогнозирования 

Рисунок 3. – Экспрессия VEGF в нормальной слизистой (А), аденоме (Б) и низко злокачественной аденокарциноме (В) тол-
стой кишки. Окраска с использованием антител к VEGF. Ув. ×100
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трехлетней СБВ, представлена в таблице 
2.

VEGF
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Рисунок 7. – Соотношение чувствительности и специфич-
ности при прогнозировании развития низко злокачествен-
ной аденокарциномы в зависимости от уровней VEGF (А) 
и iNOS (Б) в тубулярной аденоме с дисплазией низкой сте-
пени

 Median 
 25%-75% 
 Min-Max 

1 2 3 4

1 - нормальная слизистая толстой кишки;
2 - тубулярная аденома с дисплазией низкой степени;

3 - тубулярная аденома с дисплазией высокой степени;
4 - низко злокачественная аденокарцинома толстой кишки.
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Рисунок 6. – Уровни общей позитивности iNOS в нормальной слизи-
стой, аденоме с дисплазией разной степени и низко злокачествен-
ной аденокарциноме толстой кишки

Таблица 2. – Характеристика перемен-
ных, включенных в модель прогнозирова-
ния развития НЗА

Переменные Лямбда  
Уилкса F-исключить p

VEGF 0,681 16,87 0,0001
iNOS 0,626 12,27 0,001

Классификационная функция, полу-
ченная с использованием указанных пе-
ременных, представлена в таблице 3, 
классификационная матрица – в табли- 
це 4.

Таблица 3. – Функция классификации для 
прогнозирования развития НЗА

Переменные Коэффициенты Y

VEGF 66,8841
iNOS 34,2488

Константа -44,3676

Анализ классификационной матрицы, зна-
чение лямбды Уилкса, равное 0,48, значение 
F-критерия, равного 21,74 при p<0,0001, позво-
ляет сделать вывод, что данная классификация 
является корректной. Чувствительность пред-
лагаемой дискриминантной модели составляет 
89,3%, специфичность – 73,3%. Общая прогно-
стическая значимость 83,7%.

y=-44,3676+66,8841m1+34,2488m2 ,

где m1 – уровень VEGF; 
m2 – уровень iNOS.

Если y>0, прогнозируют высокий риск разви-
тия НЗА в ТА ДН.

Таблица 4. – Классификационная матрица, полу-
ченная в результате применения классификаци-
онной функции для прогноза развития НЗА

Доля  
правильных 
прогнозов

Неблаго- 
приятный  

исход  
(прогно- 

зируемое  
состояние)  
(случаев)

Благоприятный 
 исход  

(прогнозиру-
емое  

состояние)  
(случаев)

Неблаго- 
приятный 
исход 
(наблюдаемое 
состояние)

89,3% 25 3

Благоприятный 
исход (на-
блюдаемое 
состояние)

73,3% 4 11

Всего 83,7% 29 14
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ROC-анализ позволил определить точку раз-
деления для прогнозирования развития НЗА  
в ТА ДВ в зависимости от экспрессии HIF 1α  
(рис. 8). Площадь под ROC-кривой равняется 
1,0±0,00 (достоверность различия с площадью 
под диагональю равна <0,0001). Наиболее опти-
мальное соотношение чувствительности и спец-
ифичности на ROC-кривой соответствует уровню 
экспрессии HIF 1α в ТА ДВ, равному 0,391 (чув-
ствительность – 100%, специфичность – 100%).
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Рисунок 8. – Соотношение чувствительности и специфич-
ности при прогнозировании развития низко злокачествен-
ной аденокарциномы в зависимости от уровня экспрессии 
HIF 1α в тубулярной аденоме с дисплазией высокой сте-
пени

Развитие низко злокачественной аденокарци-
номы у пациентов с тубулярной аденомой с дис-
плазией разной степени можно прогнозировать 
по уровням VEGF, iNOS и HIF 1α, согласно сле-
дующему алгоритму: 

1. Ключевым фактором трансформации тубу-
лярной аденомы с дисплазией высокой степени 
в низко злокачественную аденокарциному явля-
ется высокий уровень HIF 1α (>0,391) (чувстви-
тельность 100%, специфичность 100%). 

2. Малигнизацию тубулярной аденомы с 
дисплазией низкой степени можно ожидать при 
уровнях VEGF >0,884 (чувствительность 89,3%, 
специфичность 80%) и iNOS≤0,89 (чувствитель-
ность 84,8%, специфичность 80%). 

3. В случае, когда условия, указанные в пун-
кте 2, не выполняются, для прогнозирования 
развития низко злокачественной аденокарцино-
мы толстой кишки в тубулярной аденоме с дис-
плазией низкой степени следует использовать 
дискриминантное уравнение:

y=-44,3676+66,8841m1+34,2488m2 ,

где m1 – уровень VEGF; 
m2 – уровень iNOS.
Если y>0, прогнозируют высокий риск раз-

вития низко злокачественной аденокарциномы 
толстой кишки. Чувствительность дискрими-
нантной модели составляет 89,3%, специфич- 
ность – 73,3%. Общая прогностическая значи-
мость 83,7%.
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