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Резюме

Цель исследования. Изучение факторов роста VEGF-A и TGF-β в биоптатах опухолевой ткани у больных плоско-
клеточным раком языка и слизистой оболочки дна полости рта в зависимости от эффективности лечения поли-
химиотерапии с таргетным препаратом — цетуксимабом.
Пациенты и методы. В исследование были включены данные от 30 больных плоскоклеточным раком языка 
и слизистой дна полости рта сT3–4N0–1M0, St III–IV. Всем пациентам проводили 2 курса лечения: цисплатин 
100 мг/м 2, внутривенно, 1-й день, 5-фторурацил 1000 мг/м2/сут, внутривенно, 96-часовой непрерывной инфузией 
в сочетании с таргетной терапией (цетуксимаб 400 мг/м2 в 1-й день в нагрузочной дозе, затем по 250 мг/м2 в 8-й 
и 15-й дни). Были сформированы две подгруппы: с чувствительностью пациентов к полихимиотерапии с цетук-
симабом (частичная регрессия и стабилизация) (n = 17) и резистентностью соответственно (прогрессирование) 
(n = 13). В биоптатах ткани опухоли больных методом иммуноферментного анализа (ИФА) с использованием 
стандартных тест-систем определяли уровень ростовых факторов VEGF-A и TGF-β (Bender Med System, Австрия). 
Статистический анализ результатов проводили с помощью пакета программ Statistica 6.0 (Stat-Soft, 2001).
Результаты. Проведение полихимиотерапии с цетуксимабом у части больных (n = 13) не привело к статистически 
значимым изменениям уровней VEGF-A, TGF-β и значений коэффициента VEGF-A/TGF-β относительно исходных 
величин. У другой группы больных (n = 17) исследуемые маркеры в биоптатах опухолевой ткани статистически 
значимо отличались от исходных значений: VEGF-A был снижен в 1,46 раза, TGF-β — в 2,96 раза, а коэффици-
ент VEGF-A/TGF-β, напротив, повышен в 2 раза.
Заключение. Полученные результаты по содержанию факторов роста VEGF-A и TGF-β, а также коэффициен-
та VEGF-A/TGF-β имеют определенную прогностическую ценность и могут быть использованы в качестве крите-
риев для оценки эффективности противоопухолевой терапии у больных плоскоклеточным раком языка и слизи-
стой оболочки дна полости рта.
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STUDY OF VEGF-A AND TGF-Β LEVELS IN BIOPTATES OF SQUAMOUS 
CELL CARCINOMA OF THE TONGUE AND MOUTH FLOOR MUCOSA IN 
POLYCHEMOTHERAPY WITH MONOCLONAL ANTIBODIES – CETUXIMAB  
O.I.Kit, Е.M.Frantsiyants, I.V.Neskubina, L.Yu.Vladimirova, A.A.Lyanova, Yu.A.Pogorelova, Е.V.Shalashnaya, 
M.A.Еngibaryan, Yu.S.Sidorenko

Rostov Research Institute of Oncology (RRIO), 63, 14 line, Rostov-on-Don 344037, Russian Federation

Abstract

Aim. Study of VEGF-A and TGF-β growth factors in tumor tissue bioptates in patients with squamous cell carcinoma 
of the tongue and floor of the oral cavity depending on the effectiveness of polychemotherapy targeted therapy with 
cetuximab.
Patients and methods. The study included 30 patients with squamous cell carcinoma of the tongue and mouth floor 
mucosa (T3-4N0-1M0). All patients received 2 cycles of therapy: cisplatin 100 mg/m2, intravenously, day 1, 5-fluorouracil 
1000 mg/m2/day, intravenously, 96-hour continuous infusion in combination with targeted therapy (cetuximab 400 mg/
m2 on day 1 in a loading dose, then 250 mg/m2 on days 8 and 15). Patients were divided into two subgroups: target sen-
sitivity of patients (partial regression and stabilization) n = 17 and target resistance (progression) n = 13. Levels of growth 
factors VEGF-A and TGF-β were determined in tumor tissue bioptates by ELISA using standard test systems (Bender 
Med System, Austria). Statistical processing of results was performed using the Statistica 6.0 program (Stat-Soft, 2001).
Results. Polychemotherapy with cetuximab in some patients (n = 13), antitumor therapy with cetuximab did not result 
in statistically significant changes in levels of VEGF-A, TGF-β and the VEGF-A/TGF-β ratio compared to the initial values. 
In other patients (n = 17), the studied markers in tumor tissue bioptates were statistically significantly different from 
the initial values: VEGF-A was decreased by 1.46 times, TGF-β by 2.96 times, while the VEGF-A/TGF-β ratio was twice 
elevated.
Conclusions. The results on levels of growth factors VEGF-A and TGF-β, as well as the VEGF-A/TGF-β ratio, are of a 
certain prognostic value and can be used as criteria for evaluating the efficacy of antitumor therapy in patients with 
squamous cell carcinoma of the tongue and mouth floor mucosa.
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Плоскоклеточный рак головы и шеи (ПРГШ) на-
ходится на 6-м месте по распространенности среди 
всех злокачественных новообразований в мире. 
Ежегодное число вновь заболевших данной па-
тологией оценивается в 600 тыс. случаев. По дан-
ным онкологической базы GLOBOCAN, в мире 
ежегодно регистрируется 354 864 новых пациента 
и 177 384 смерти [1]. Плоскоклеточные карциномы 
головы и шеи возникают за счет генетических нару-
шений, которые связаны с факторами экологиче-
ского риска, а также с чрезмерным употреблением 
алкоголя и табака. Плоскоклеточная карцинома 
полости рта остается основной причиной заболе-
ваемости и смертности у пациентов с опухолями 
головы и шеи. Число вновь заболевших в России 
за 2018 г. составляет 28,5 на 100 тыс. населения 
в год, а смертность — 34,2 соответственно [2].

Схемы химиотерапии для опухолей головы и шеи 
включают в себя использование комбинаций хи-
миотерапевтических агентов, таких как цисплатин 
и доцетаксел (DC), и схемы PF (цисплатин + фтор-
урацил), с использованием препаратов фторпири-
мидинового ряда 5-фторурацила, которые актуаль-
ны по сегодняшний день [3]. Однако эффективность 
лечения на основе цисплатина может быть сниже-
на, поскольку пациенты приобретают лекарствен-
ную устойчивость [4, 5]. Другими исследователями 
была проведена работа, в результате которой была 
выявлена связь между отдаленными результатами 
лечения и клиническими, некоторыми морфологи-
ческими и генетическими предикторами у пациен-
тов с ПРГШ, получавших химиолучевое лечение [6].

Чувствительность пациентов к проводимому лече-
нию противоопухолевыми препаратами коррелирует 
с индивидуальными характеристиками пациентов 
и генетическими различиями среди опухолевых кле-
ток, принадлежащих к одной и той же опухоли. Этот 
феномен называется гетерогенностью опухолей. Важ-
но отметить, что взаимодействие между этими фак-
торами создает ограниченную комбинацию генетиче-
ских изменений, и, следовательно, чувствительность 
и устойчивость неопластических клеток к лечению 
могут варьироваться у разных индивидуумов [7, 8].

Цетуксимаб представляет собой химерное моно-
клональное антитело, которое связывается с вне-
клеточными доменами рецептора эпидермального 
фактора роста (EGFR). Этот препарат блокирует ак-
тивацию рецептора, предотвращая опосредован-
ное тирозинкиназой фосфорилирование белка, 
что приводит к антителозависимой клеточной ци-
тотоксичности. Основными противоопухолевыми 
эффектами цетуксимаба являются активация апо-
птоза, ингибирование клеточного цикла, блокиро-
вание инвазии опухолевых клеток и ангиогенеза 

[9]. Несмотря на то что EGFR экспрессируется почти 
в 100% случаев при ПРГШ, однако не у всех паци-
ентов отмечается эффект на проводимое лечение 
ингибиторами EGFR [10].

Резистентность к химиотерапии и поиск биомар-
керов, способных выявить возможную устойчивость 
опухоли к той или иной химиотерапии, являются 
актуальной проблемой. Достигнуты определенные 
успехи в этом направлении, так, рядом авторов в ка-
честве прогностического фактора было предложено 
использовать избыточную экспрессию мутантного 
р53 [11]. Другими исследователями было рекомен-
довано ориентироваться на полиморфизм металло-
протеиназы-3 в реакции на химиотерапию у пациен-
тов с HNSCC [12]. Таким образом, предпринимаются 
попытки использования биомаркеров для выявле-
ния резистентности к противоопухолевому лечению.

Известно, что в противоопухолевом лечении 
у пациентов с ПРГШ используют цетуксимаб, и ря-
дом авторов было показано улучшение у пациентов 
с рецидивами и метастазами, увеличение выжи-
ваемости в сочетании с лучевой терапией и химио-
терапией. Однако была отмечена и значительная 
частота рецидивов после того, как было установле-
но, что лечение связано с лекарственной устойчи-
востью, опосредованной EGFR [13–15]. Избыточная 
экспрессия EGFR коррелирует с плохим прогнозом 
лечения в 80–90% случаев при ПРГШ. Это указывает 
на то, что сверхэкспрессия EGFR связана с увеличе-
нием пролиферации, миграции и резистентности 
к апоптозу опухолевых клеток [16]. Цетуксимаб об-
ладает высоким сродством к эпидермальному фак-
тору роста и/или к TGF и, взаимодействуя с экстра-
целлюлярным доменом рецептора EGFR, блокирует 
лиганд-индуцированный процесс фосфорилирова-
ния EGFR [17]. Прекращается подача сигнала к ядру 
клетки и, соответственно, происходит подавление 
пролиферации клетки, ангиогенеза, опухолевой ин-
вазии, метастазирования с одновременной стиму-
ляцией апоптоза и повышением чувствительности 
клетки к лучевой терапии и химиотерапии [17].

Плоскоклеточные карциномы головы и шеи 
представлены различными клеточными популяция-
ми в опухоли, которые отличаются друг от друга, что 
связано с генетическими особенностями опухоли 
и метастатическим потенциалом [18]. Опухоли, ко-
торые проявляют терапевтическую резистентность, 
могут происходить из устойчивых раковых стволо-
вых клеток (CSCs) или из опухолевых клеток с фе-
нотипом эпителиально-мезенхимального перехода 
(EMT), который способствует потере межклеточных 
контактов, тем самым приобретая фенотип мезен-
химы и способность перемещаться к мезенхиме 
[19–21]. Эпителиально-мезенхимальный переход 
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представляет собой обратимый клеточный процесс, 
который индуцируется главным образом паракрин-
ным механизмом «малых молекул», связанных 
с фибробластами и с опухолью, где TGF-β1 является 
одним из наиболее важных медиаторов в индукции 
EMT [22]. TGF-β1 взаимодействует с аналогичными 
рецепторами TGF-β1 типа I и II, тирозинкиназы, ко-
торые активируют сигнальные пути Smad-2 и –3, об-
разуя комплексы с Smad-4, а они, в свою очередь, 
действуют как факторы транскрипции, связанные 
с активацией EMT [23].

Таким образом, учитывая все вышесказанное, 
полагаем, что оценка эффективности лечения с при-
влечением различных биологических факторов, 
с помощью которых можно было бы судить об из-
менениях, происходящих непосредственно в самой 
опухоли до лечения и на его этапах, является весьма 
актуальной.

Цель исследования — изучение факторов ро-
ста VEGF-A и TGF-β в биоптатах опухолевой ткани 
у больных плоскоклеточным раком языка и слизи-
стой оболочки дна полости рта в зависимости от эф-
фективности лечения полихимиотерапии с таргет-
ным препаратом — цетуксимабом.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены данные 
от 30 больных местнораспространенным плоско-
клеточным раком языка и слизистой оболочки дна 
полости рта (23 мужчины, 7 женщин, T3 – 4N0–1M0, 
StIII–IV, 42–76 лет). По системе TNM пациенты были 
распределены следующим образом: c T3N0M0 
– 13 пациентов, что составило 43,3%, с T3N1M0 
– 7 пациентов (23,3%), с T4N0M0 – 7 пациентов 
(23,3%), с T4N1M0 – 3 пациента (10,1%). Всем паци-
ентам было проведено 2 курса полихимиотерапии 
(ПХТ) в сочетании с таргетной терапией цетуксима-
бом, а именно: цисплатин 100 мг/м2, внутривенно, 
1-й день, 5-фторурацил 1000 мг/м2/сут, внутривен-
но, 96-часовой непрерывной инфузией в сочетании 
с таргетной терапией (цетуксимаб 400 мг/м2 в 1-й 
день в нагрузочной дозе, затем по 250 мг/м2 в 8-й 
и 15-й дни).

В каждом конкретном случае было получено 
добровольное информированное согласие больных 
на использование биологических материалов для 
проведения научных исследований.

По результатам двух курсов противоопухолевого 
лечения были сформированы две подгруппы: с чув-
ствительностью к полихимиотерапии с цетуксима-
бом (частичная регрессия и стабилизация) (n = 17) 
и резистентностью к полихимиотерапии с цетукси-
мабом (прогрессирование) (n = 13). По системе TNM 

пациенты с чувствительностью к проводимому ле-
чению были распределены следующим образом: c 
T3N0M0 – 7 пациентов (41,1%), с T3N1M0 – 4 пациен-
та (23,5%), с T4N0M0 – 4 пациента (23,5%), с T4N1M0 
– 2 пациента (11,9%). А в случае с резистентностью: 
c T3N0M0 – 6 пациентов (46,1%), с T3N1M0 – 3 па-
циента (23,07%), с T4N0M0 – 3 пациента (23,07%), 
с T4N1M0 – 1 пациент (7,76%).

Всем больным до и после лечения производилась 
биопсия опухоли. Из биоптатов ткани опухоли по-
лучали 1% цитозольные фракции, приготовленные 
на 0,1 М калий-фосфатном буфере рН 7.4, содержа-
щем 0,1% Твин-20 и 1% БСА, в которых с помощью 
стандартных тест-систем методом иммунофермент-
ного анализа (ИФА)определяли уровень ростовых 
факторов VEGF-A (пг/мл) и TGF-β (пг/мл) (Bender 
Med System, Австрия).

Статистический анализ результатов проводили 
с помощью пакета программ Statistica 6.0 (Stat-
Soft, 2001). Полученные данные подвергали ана-
лизу на соответствие распределения признаков 
нормальному закону распределения с использова-
нием критерия Шапиро–Уилка (для малых выбо-
рок). Сравнение выборочных средних проводили 
по t-критерию Стьюдента и считали статистически 
значимым при р < 0,05. Данные таблиц представле-
ны в виде M ± m, где M — арифметическое среднее 
значение, а m — стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У всех больных (n = 30) до начала лечения 
была выполнена биопсия опухоли с количе-
ственным определением VEGF-A и TGF-β. В ходе 
статистической обработки полученных данных 
принципиальных различий выявлено не было, 
несмотря на то, что определяемые маркеры боль-
ше предназначены для индивидуального прогно-
зирования. Так, min–max значения уровня VEGF-A 
находились в диапазоне 654,9–768 пг/мл, TGF-β — 
1578–1819 пг/мл, значения коэффициента соотно-
шения VEGF-A/TGF-β — 0,392–0,446. В связи с чем 
было принято решение при описании результатов 
не разделять фоновые значения исследуемых мар-
керов по группам больных в зависимости от чув-
ствительности к химиотерапии, а рассматривать 
в единой группе как фоновые. После проведенно-
го лечения (2 курса полихимиотерапии с цетукси-
мабом) у больных плоскоклеточным раком языка 
и слизистой оболочки дна полости рта была про-
изведена повторная биопсия ткани опухоли с опре-
делением уровня VEGF-A, TGF-β и получены разно-
родные данные по их содержанию. В связи с этим 
был проведен анализ результатов лечения больных 
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по ответу на проводимое лечение согласно крите-
риям RECIST 1.1 и сопоставлен с уровнем факторов 
роста — VEGF-A, TGF-β, значениями коэффициента 
соотношения VEGF-A/TGF-β по каждому больному. 
Как оказалось, у части больных (n = 13) после лече-
ния содержание VEGF-A, TGF-β и значения коэффи-
циента VEGF-A/TGF-β статистически значимо не от-
личались от значений до начала лечения (таблица). 
При сопоставлении уровня исследуемых маркеров 
с клиническим ответом после лечения по каждому 
больному оказалось, что у этих больных было про-
грессирование злокачественного процесса, т. е. со-
стояние резистентности к проводимой противоопу-
холевой терапии.

Совершенно другая реакция на ПХТ с цетуксима-
бом наблюдалась у пациентов в том случае, когда ис-
следуемые маркеры в биоптатах опухолевой ткани 
больных (n = 17) статистически значимо отличались 
от фоновых значений. В этом случае уровень VEGF-A 
был снижен в 1,46 раза, TGF-β — в 2,96 раза, а коэф-
фициент VEGF-A/TGF-β, напротив, повышен в 2 раза. 
По отношению к значениям в группе больных с ре-
зистентностью к ПХТ с цетуксимабом у больных 
с чувствительностью к ПХТ с цетуксимабом уро-
вень VEGF-A был ниже в 1,39 раза, TGF-β — в 3 раза, 
а коэффициент VEGF-A/TGF-β — увеличен в 2,2 раза. 
У больных с такими изменениями VEGF-A, TGF-β 
и соотношения VEGF-A/TGF-β было зафиксировано 
уменьшение размеров опухоли по критериям RECIST 
1.1, что соответствовало частичной регрессии и ста-
билизации опухолевого очага, а значит, и чувстви-
тельности к ПХТ с цетуксимабом.

Отдельно хотелось бы остановиться на анализе 
содержания VEGF-A, TGF-β в биоптатах опухоле-
вой ткани и клинического ответа пациентов на ПХТ 
с цетуксимабом. Зафиксированные различия в со-

держании факторов роста VEGF-A — 1,39 раза 
и TGF-β — 3 раза между двумя группами больных 
(резистентность к ПХТ с цетуксимабом и чувстви-
тельность к ПХТ с цетуксимабом) с местнораспро-
страненным злокачественным процессом, по всей 
видимости, являются существенными для того, что-
бы ответ пациента на проводимое лечение имел 
положительный клинический результат. Несмотря 
на то что цетуксимаб в применяемой схеме ПХТ 
влияет на EGFR-сигнальный путь [9, 10], полагаем, 
что опосредованно происходит снижение и VEGF-A, 
даже не столь ощутимо, но, по всей видимости, 
оно соотносится с уменьшением размеров опухоли 
или стабилизацией. Основанием для такого пред-
положения послужили работа D. Zepeda-Orozco et 
al. [24], в которой авторы на культуре клеток опре-
делили механизм сигнализации, связанный с EGF-
опосредованной секрецией VEGF-A, а также работа 
R. S. Herbst, W. K. Hong [25], в данном исследовании 
на этапе доклинических испытаний цетуксимаба 
(моноклональное антитело — IMC–C225) не ис-
ключается его эффективность в ингибировании 
ангиогенеза. Применяемая ПХТ с цетуксимабом 
более существенно повлияла и на уровень TGF-β. 
Согласно представленным результатам, на данном 
этапе работы мы не можем дифференцировать, из-
менения какого из исследуемых маркеров в ткани 
опухоли влияют на уменьшение размеров опухо-
левого узла, или какой из препаратов в схеме ле-
чения подействовал на изучаемые факторы роста. 
Предпринятая попытка представить объективные 
результаты по ответу организма на включение це-
туксимаба в схему противоопухолевой терапии 
у больных местнораспространенным плоскоклеточ-
ным раком языка и слизистой оболочки дна поло-
сти рта является сигналом о существующей опасно-

Таблица. Содержание факторов роста в биоптатах опухолевой ткани до и после двух курсов полихимиотерапии с 
цетуксимабом
Table. The content of growth factors in tumor tissue bioptates before and after two courses of polychemotherapy with 
cetuximab

Показатели/
Indices

До начала лечения/
Before treatment, 

n = 30

Резистентность к 
полихимиотерапии с 

цетуксимабом/Resistance to 
polychemotherapy with cetuximab, 

n = 13

Чувствительность к полихимиотерапии 
с цетуксимабом/Sensitivity to 

polychemotherapy with cetuximab, 
n = 17

VEGF-A, пг/мл 711,4 ± 56,3 680,3 ± 41,2 487,7 ± 26,11,2

TGF-β, пг/мл 1697,8 ± 120,1 1773,7 ± 111,4 572,3 ± 34,71,2

VEGF-A/TGF-β 0,419 ± 0,027 0,384 ± 0,021 0,85 ± 0,0431,2

Примечание: 1 – статистически значимые различия р < 0,05 по сравнению со значениями до лечения; 2 – статистически значимые различия р < 0,05 
между группами «резистентность к полихимиотерапии с цетуксимабом» и «чувствительность к полихимиотерапии с цетуксимабом».
Note: 1 – statistically significant differences p < 0.05 compared with the values before treatment; 2 – statistically significant differences p < 0.05 between the 
groups “resistance to polychemotherapy with cetuximab” and “sensitivity to polychemotherapy with cetuximab”.
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сти возникновения резистентности к химиотерапии 
с применением цетуксимаба и своевременном из-
менении тактики противоопухолевого лечения.

Приведенный в работе коэффициент соотноше-
ния VEGF-A/TGF-β позволяет определить, по како-
му из путей сигнализации происходит торможение 
или прогрессирование злокачественного процесса: 
EMT или ангиогенному. VEGF-A является ключевым 
регулятором ангиогенеза [26]. Кроме того, VEGF-A 
опосредует проницаемость сосудов и связан с нео-
васкуляризацией в предметастатических нишах, т. е. 
участвует в процессе метастазирования [27]. Из-
вестно, что клетки плоскоклеточного рака полости 
рта могут напрямую индуцировать миофибробласт-
ный фенотип посредством секреции TGF-β. В свою 
очередь опухолевые клетки, подвергающиеся EMT, 
становятся инвазивными и развивают устойчивость 
к противоопухолевым агентам [28]. Рядом авторов 
было установлено, что клеточные линии рака легко-
го, подвергшиеся EMT, были нечувствительны к ин-
гибиторам EGFR, таким как гефитиниб и цетуксимаб 
[29]. Другими авторами было выдвинуто предполо-
жение о том, что ингибирование EMT через TGF-β 
способно снизить возникновение устойчивости 
к противоопухолевым препаратам и повысить их 

эффективность [28]. Полагаем, что под действием 
ПХТ с цетуксимабом подавляется не столько ан-
гиогенез, сколько изменяется TGF-индуцирован-
ное состояние EMT опухолевой клетки. По нашему 
мнению, использование коэффициента соотноше-
ния VEGF-A/TGF-β может помочь клиницистам с вы-
бором оптимального противоопухолевого лечения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основываясь на всем вышесказанном, полага-
ем, что определение уровней VEGF-A и TGF-β непо-
средственно в самой опухоли дает возможность 
адекватной оценки реакции опухоли на противо-
опухолевую терапию с возможностью мониторинга 
на этапах лечения, а выявленные различия являют-
ся тому подтверждением. Полученные результаты 
по содержанию факторов роста VEGF-A и TGF-β, 
а также коэффициента VEGF-A/TGF-β в опухолевой 
ткани имеют определенную прогностическую цен-
ность [30] и могут быть использованы в качестве 
критериев для оценки эффективности противоопу-
холевой лекарственной терапии у больных плоско-
клеточным раком языка и слизистой оболочки дна 
полости рта.
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