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Цель: оценить уровень экспрессии генов (TNFα, IL6, IL8, IL18, VEGF121, 

VEGF165 и VEGF189), ассоциированных с опухолеобразованием, в плазме 
крови больных РМЖ и контрольной группе женщин. 
Материал и методы. Для определения уровня представленности мРНК ис-
следуемых генов в плазме крови использовали методы обратной транскрипции 
и количественной полимеразной цепной реакции (наборы реагентов производ-
ства «ДНК-Технология», Россия). Реакцию амплификации проводили в детек-
тирующем амплификаторе DTprime 4 («ДНК-Технология», Россия). 
Результаты. В плазме крови больных РМЖ и женщин контрольной группы от-

носительные количества мРНК генов TNFα, IL8, IL18 и VEGF189 были досто-
верно повышены у больных РМЖ в сравнении со здоровым контролем 
(p<0,01). При сравнении группы контроля с группой больных РМЖ на различ-
ных стадиях высокий уровень экспрессии мРНК генов IL8 и IL18 наблюдается 
преимущественно в группе больных РМЖ с 0 стадией заболевания. Относи-
тельное количество мРНК гена IL8 в плазме больных РМЖ всех стадий (0, I и 
II) существенно превышало относительное количество мРНК этого цитокина в 
плазме крови женщин здоровой группы (p<0,01), при этом различия между 
группой контроля и группой больных РМЖ III стадии были выявлены при 
p<0,05. Достоверные различия в уровне экспрессии мРНК IL18 были выявлены 
между группой контроля и группами больных РМЖ 0, I и II стадиями (p<0,01), 
при этом различия в уровне экспрессии мРНК гена IL18 между группой кон-
троля и группой больных РМЖ III стадии заболевания оказались не значимыми 
(p<0,05). Достоверные различия в уровне экспрессии мРНК TNFα обнаружены 
между группой контроля и группой больных РМЖ I стадии заболевания 
(p<0,01) и между группой контроля и группами больных РМЖ с II и III стадиями 
заболевания (p<0,05). Статистически значимые различия в уровне мРНК гена 
VEGF189 наблюдаются в группах больных РМЖ на 0 и I стадиях по сравнению 
с группой контроля, где уровень мРНК VEGF189 значительно повышен в этих 
группах (p<0,01). Также достоверные различия наблюдаются между группой 
контроля и группами больных РМЖ II и III стадий заболевания (p<0,05). 
Заключение. Полученные результаты об уровне представленности мРНК ис-

следованных генов свидетельствуют о том, что мРНК цитокинов (TNFα, IL8, 
IL18) в плазме крови имеют статистически значимый повышенный уровень 
экспрессии при РМЖ по сравнению с группой контроля. Для доказательства 
того, что мРНК этих генов возможно использовать в качестве маркеров ранней 
диагностики рака молочной железы, следует увеличить выборку группы боль-
ных РМЖ с 0 стадией заболевания. Для получения статистически достоверных 
выводов о повышении экспрессии мРНК гена VEGF189 в плазме крови боль-
ных РМЖ также необходимы дополнительные исследования с увеличением 
выборки группы больных РМЖ с 0 стадией заболевания. 
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Purpose: to evaluate the level of gene expression (TNFα, IL6, IL8, IL18, VEGF121, 
VEGF165 and VEGF189) associated with tumor formation in the blood plasma of 
breast cancer patients and the control group of women. 
Material and methods. To determine the level of mRNA representation of the studied 

genes in blood plasma, the methods of reverse transcription and quantitative polymer-
ase chain reaction were used (reagent kits manufactured by DNA-Technology, Russia). 
The amplification reaction was carried out in a DTprime 4 detection amplifier (DNA-
Technology, Russia). 
Results. In the blood plasma of breast cancer patients and women in the control group, 
the relative amounts of mRNA of the TNFα, IL8, IL18, and VEGF189 genes were signif-
icantly increased in patients with breast cancer compared with the healthy control (p 
<0.01). When comparing the control group with a group of breast cancer patients at 
various stages, a high level of IL8 and IL18 mRNA expression is observed mainly in the 
group of breast cancer patients with stage 0 disease. The relative amount of mRNA of 
IL8 gene in the plasma of patients with breast cancer of all stages (0, I and II) signifi-
cantly exceeded the relative amount of mRNA of this cytokine in the blood plasma of 
women in the healthy group (p <0.01), while the differences between the control group 
and the group of patients with breast cancer III stages were identified at p <0.05. Signif-
icant differences in the level of IL18 mRNA expression were detected between the con-
trol group and breast cancer groups of stages 0, I and II (p <0.01), while differences in 
the level of IL18 mRNA expression between the control group and stage III breast can-
cer patients the diseases were not significant (p <0.05). Significant differences in the 
level of TNFα mRNA expression were found between the control group and the group 
of patients with breast cancer stage I disease (p <0.01) and between the control group 
and the groups of patients with breast cancer with stage II and III disease (p <0.05). 
Statistically significant differences in the mRNA level of the VEGF189 gene are ob-
served in groups of breast cancer at stages 0 and I compared with the control group, 
where the level of VEGF189 mRNA is significantly increased in these groups (p <0.01). 
Significant differences are also observed between the control group and the groups of 
patients with breast cancer of the II and III stages of the disease (p <0.05). 
Conclusion The obtained results on the level of mRNA representation of the studied 

genes indicate that mRNA of cytokines (TNFα, IL8, IL18) in blood plasma have a statis-
tically significant increased level of expression in breast cancer compared with the con-
trol group. To prove that the mRNA of these genes can be used as markers for early 
diagnosis of breast cancer, the sample of the group of breast cancer patients with stage 
0 disease should be increased. To obtain statistically valid conclusions about the in-
creased expression of the VEGF189 mRNA gene in the blood plasma of breast cancer 
patients, additional studies with an increase in the sample of the group of breast cancer 
patients with stage 0 disease are also required.  
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ак молочной железы (РМЖ) является 
одним из наиболее часто встречаю-
щихся заболеваний у женщин. В 2018 
году в мире от рака молочной железы 

умерло 627 000 женщин – это примерно 
15% всех случаев смерти от рака среди 
женщин [35]. Раннее выявление и адекват-
ная терапия являются неотъемлемой ча-

стью в борьбе с высокой смертностью от 
этого заболевания во всем мире. В настоя-
щее время во многих научных работах по-
лучены данные, демонстрирующие увели-
чение концентрации внеклеточных молекул 
рибонуклеиновых кислот (внРНК) благодаря 
гибели значительного числа клеток при опу-
холевом процессе [30, 32, 33]. 

Р 
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мРНК циркулируют в плазме крови (вне-
клеточная фракция, внРНК) как здоровых, 
так и больных людей, таким образом, 
предоставляя возможность для выявления 
различий в уровне экспрессии генов у раз-
ных групп пациентов [1-3]. 

В настоящее время больше исследова-
ний проведено в отношении уровня внРНК в 
сыворотке и опухолевых тканях, чем в 
плазме. При этом качественный и количе-
ственный анализ внРНК в плазме крови в 
настоящее время можно считать наиболее 
перспективным диагностическим методом, 
поскольку он является сравнительно недо-
рогим и малоинвазивным, а правильный 
выбор исследуемых генов позволит в бли-
жайшем будущем использовать эти гены как 
маркеры развития РМЖ на разных стадиях 
этого заболевания. 

Известно, что цитокины, а также гены ро-
ста и пролиферации участвуют в процессе 
опухолеобразования [9, 24, 27]. Поэтому 
анализ экспрессии внРНК генов цитокинов и 
факторов роста при РМЖ актуален не толь-
ко для фундаментальных исследований, но 
и для клинических, одним из которых явля-
ется диагностика заболевания на ранних 
стадиях. 

Цитокины являются высокоиндуцируе-
мыми секреторными белками, обеспечива-
ющими межклеточную связь в иммунной си-
стеме. Они сгруппированы в несколько бел-
ковых семейств: факторы некроза опухоли, 
интерлейкины, интерфероны и колониести-
мулирующие факторы [9]. Согласно литера-
турным данным, цитокины непосредственно 
вовлечены в патогенез РМЖ, они играют 
важную роль в регуляции как индукции, так 
и защиты при РМЖ [5, 19]. 

Патологический ангиогенез является от-
личительной чертой онкологических и раз-
личных ишемических и воспалительных 
заболеваний, его развитие устанавливает 
сосудистую сеть для роста опухоли и гема-
тогенного метастазирования [6]. Следова-
тельно, гены, вовлеченные в этот процесс, 
активно изучаются для разработки диагно-
стических систем и терапевтических под-
ходов к лечению рака и других заболева-
ний [37]. Цитокины и факторы роста, про-
дуцируемые множеством типов клеток, при-
сутствующих в микросреде солидных опухо-
лей, образуют сложную динамическую сеть, 
в которой они индуцируют другие цитокины, 
изменяют экспрессию растворимых и свя-
занных с поверхностью клетки рецепторов 

цитокинов, стимулируют пролиферацию 
эндотелиальных клеток [22]. Сосудистый 
эндотелиальный фактор роста (VEGF) яв-
ляется ключевым молекулярным фактором 
ангиогенеза. 

Ряд исследователей указывают на повы-
шение концентрации VEGF в сыворотке у 
пациентов с онкологическими заболевания-
ми, отмечая при этом, что измерение цирку-
лирующего VEGF является маркером ангио-
генеза и/или метастазирования [4, 7, 14, 31]. 

Группа Hyodo сообщила о стабильности 
уровня VEGF в плазме, в отличие от его не-
стабильности в сыворотке при раке желу-
дочно-кишечного тракта [16]. Исследование 
Jacqueline Adams [18] также демонстрирует, 
что VEGF в плазме показывает лучшую дис-
криминацию, чем VEGF в сыворотке у паци-
ентов с РМЖ. К тому же концентрации VEGF 
в плазме пациентов с локализованными, 
метастатическими и доброкачественными 
заболеваниями были существенно повыше-
ны по сравнению с нормальным контролем. 
Однако наиболее высокие концентрации 
VEGF наблюдались у пациентов с ремисси-
ей по сравнению с нормальным контролем, 
что подчеркивает связь с применяемым ле-
чением, которое наблюдается у некоторых 
пациентов. Результаты исследования [17] 
убеждают, что при первичном эндокринно-
положительном раке молочной железы 
уровни VEGF в сыворотке значительно вы-
ше у пациентов с раком молочной железы, 
чем у здоровых, и показывают положитель-
ную связь с опухолевой VEGF и гиперэкс-
прессией p53. Кроме того, в исследовании 
Slawomir Lawicki и его коллег [21] подтвер-
ждается значимость определения уровня 
VEGF в плазме больных РМЖ, поскольку 
уровни VEGF в общей группе пациентов с 
РМЖ были статистически значимо выше по 
сравнению с контрольной группой. 

Известно, что альтернативный сплайсинг 
мРНК VEGF дает 3 основных изоформы из 
121, 165 и 189 аминокислот у человека [36]. 
В работе [39] указывается, что изоформа 
VEGF121 проявляет более выраженные ан-
гиогенные и онкогенные эффекты, чем изо-
формы 165 и 189. 

Цель: оценить уровень экспрессии генов 

(TNFα, IL6, IL8, IL18, VEGF121, VEGF165 и 
VEGF 189), ассоциированных с опухолеоб-
разованием, в плазме крови больных РМЖ и 
контрольной группе женщин. 
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Материал и методы 

Группу с диагнозом РМЖ составили 126 
женщин с гистологически подтвержденным 
раком молочной железы. Возраст больных 
варьировал от 31 до 82 лет, средний воз-
раст составил 56 лет. 

Степень распространения рака молочной 
железы: 5 пациенток – ранний рак молочной 
железы 0 стадии (T1N0M0); 58 пациенток – I 
стадия (T1N0M0), 52 пациента – II стадия: IIA 
– у 34 (T1N1M0 – 10 и T2N0M0 – 24), IIB ста-
дия (T2N1M0) – у 18; 13 пациенток – III стадия: 
IIIA – у 9 (T2N2M0 – 5 и T3N1M0 – 2, Т1N2M0 
– 2) и IIIC стадия (T2N3M0) у 4-х пациенток. 
При этом были 2 пациентки с раком обеих 
молочных желез на разных стадиях. 

Гистологический вариант строения опу-
холи представлен преимущественно неспе-
цифическим протоковым гистологическим 
вариантом (66 случаев), дольковый вариант 
был диагностирован у 17 пациенток, апо-
криновый рак – у 8, медулярный рак – у 8, 
муцинозный рак – у 5, внутрипротоковый рак 
– у 3 больных, особые формы рака – у 21 
пациентки. 

Контрольную группу составили 60 клини-
чески здоровых женщин (возраст варьиро-
вал от 26 до 67 лет, средний возраст соста-
вил 48 лет). 

Для определения уровня представленно-
сти мРНК исследуемых генов в плазме кро-
ви использовали методы обратной тран-
скрипции и количественной полимеразной 
цепной реакции (наборы реагентов произ-
водства «ДНК-Технология», Россия). Реак-
цию амплификации проводили в детектиру-
ющем амплификаторе DTprime 4 («ДНК-
Технология», Россия). 

Образцы крови (4 мл) забирали в однора-
зовые пробирки BD Vacutainer с ЭДТА 
(Becton, Dickinson and Company, США), за-
тем центрифугировали при 3000 об/мин 20 
мин для получения плазмы. После центри-
фугирования переносили верхнюю фракцию 
в новые пробирки. Выделение РНК прово-
дили набором «Проба-НК» («ДНК-
Технология», Россия) согласно прилагаю-
щейся инструкции, затем выделенную РНК в 
объѐме 16,5 мкл немедленно использовали 
для постановки обратной транскрипции. Ре-
акцию проводили при температуре 40°С в 
течение 30 минут, с последующей инакти-
вацией обратной транскриптазы при 95°С в 
течение 5 минут. Полученный раствор кДНК 
либо сразу использовали для постановки 
количественной ПЦР, либо хранили 

при -20°С. Амплификацию с регистрацией 
результатов в режиме «реального времени» 
осуществляли в объеме 35 мкл по следую-
щей программе: 50 циклов 94°С - 10 с, 64°С 
- 20 с, 72°С - 10 с. Измерение уровня флуо-
ресценции проводили на каждом цикле при 
температуре 64°С. 

Исследуемые гены включали: фактор 
некроза опухолей α TNFα, интерлейкины 
IL6, IL8, IL18, факторы роста эндотелия со-
судов VEGF121, VEGF165, VEGF189. 

Нормировочные гены включали: β2-
микроглобулин (B2m), β-глюкуронидаза 
(GUSB). Нормировочные значения для 
мРНК каждого гена рассчитывали с помо-
щью метода ∆∆Ct [28]. 

Уровень экспрессии генов выражали в 
условных единицах относительно нормиро-
вочных генов (B2m, GUSB), которые имеют 
относительно устойчивый уровень экспрессии. 

Для оценки статистической значимости 
полученных различий использовали метод 
непараметрической статистики (критерий 
Манна-Уитни). Различие групп полагали до-
стоверным при p<0,01 и p<0,05. 

Результаты исследования 
На рисунке 1 приведен профиль пред-

ставленности исследуемых генов (TNFα, 
IL6, IL8, IL18, VEGF121, VEGF165, VEGF189) 
и 2-х нормировочных генов (B2m, GUSB) в 
плазме крови больных РМЖ и контрольной 
группы. Основываясь на полученных ре-
зультатах, все приведенные на рис. 1 гены 
можно разделить на две группы: гены с низ-
ким уровнем представленности (IL6, 
VEGF121, VEGF165, VEGF189) и гены с от-
носительно высоким уровнем представлен-
ности (B2m, GUSB, TNFα, IL8, IL18). 

На рисунке 1 приведены данные об 
уровне экспрессии мРНК исследуемых генов 
(TNFα, IL6, IL8, IL18, VEGF121, VEGF165, 
VEGF189) в плазме крови больных РМЖ и 
женщин контрольной группы. Полученные 
нами результаты не противоречат данным 
работы [1], где относительные количества 
мРНК генов IL8 и IL18 были достоверно по-
вышены у больных РМЖ в сравнении со 
здоровым контролем (p<0,05). 

Также достоверные различия были обна-
ружены в мРНК генов TNFα и VEGF189 
между группой больных РМЖ в сравнении 
со здоровым контролем.Однако для трѐх из 
семи исследуемых мРНК генов (IL6, 
VEGF121, VEGF165) достоверных различий 
между больными РМЖ и контролем выяв-
лено не было. 
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Рисунок 1. Профиль представленности мРНК генов в плазме крови больных РМЖ и жен-
щин контрольной группы: по оси абсцисс – мРНК исследуемых и нормировочных генов, 
по оси орднат – количество мРНК в относительных единицах. 

 

 
Рисунок 2. Уровень экспрессии мРНК исследуемых генов относительно нормировочных 
генов (B2m, GUSB) в плазме крови больных РМЖ и женщин контрольной группы (p<0.01). 

Кроме того, уровень представленности 
мРНК гена IL6 оказался довольно низким как 

в группе больных РМЖ, так и в контрольной 
группе. 
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На рисунке 2 по оси абсцисс представле-
ны экспериментальные группы (IL8-K – кон-
трольная группа, IL8-0 – 0 стадия, IL8-I – I 
стадия, IL8-II – II стадия, IL8-III – III стадия), 
по оси ординат – количество мРНК в отно-
сительных единицах. Как видно из рис.3 (А) 
и (Б), высокий уровень экспрессии мРНК ге-
нов IL8 и IL18 наблюдается преимуществен-
но в группе больных РМЖ с 0 стадией забо-
левания. При этом высокие значения встре-
чаются также в группах больных с I, II и III 
стадиями заболевания по сравнению с 
группой контроля. Относительное количе-
ство мРНК гена IL8 в плазме больных РМЖ 
всех стадий (0, I и II) существенно превы-
шало относительное количество мРНК этого 
цитокина в плазме крови женщин здоровой 

группы (p<0.01), при этом различия между 
группой контроля и группой больных РМЖ с 
III стадии были выявлены при p<0.05. Что 
касается мРНК гена IL18, то достоверные 
различия в уровне экспрессии были выяв-
лены между группой контроля и группами 
больных РМЖ 0, I и II стадиями (p<0,01), при 
этом различия в уровне экспрессии мРНК 
гена IL18 между группой контроля и группой 
больных РМЖ III стадией заболевания ока-
зались не значимыми (p<0.05). Стоит отме-
тить, что наши данные согласуются с 
предыдущими исследованиями, где уровни 
мРНК генов IL8, IL18 были значительно по-
вышены у больных РМЖ по сравнению с 
контролем [1-3, 23]. 
 

 

А) 

 
Б) 
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В) 

 
Г) 

 
Рисунок 3. Уровень экспрессии мРНК генов IL8 (А) и IL18 (Б), TNFα (В), VEGF189 (Г) в плазме 
крови больных РМЖ по стадиям и у женщин контрольной группы (p<0,01, p<0,05). 
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Однако при сравнении уровня экспрессии 
IL8 в группах контроля и больных РМЖ на 
различных стадиях мы не обнаружили раз-
личий между группами больных РМЖ на 
различных стадиях (I, II и III), как, например, 
это было описано в исследовании Enas A. 
Hamed [11]. При этом группа исследовате-
лей

 
[11] также утверждает, что уровни IL8 в 

плазме были значительно повышены при 
доброкачественных и злокачественных об-
разованиях молочной железы по сравне-
нию со здоровыми, а также у пациентов со 
злокачественными образованиями по срав-
нению с плазмой крови у пациентов с доб-
рокачественными образованиями молочной 
железы. Кроме того, уровень IL8 в плазме 
был значительно повышен у пациентов с 
раком молочной железы III и IV стадий по 
сравнению с плазмой крови у пациентов со 
стадиями I, II и IV. IL18 можно рассматри-
вать как важный маркер, который может 
указывать на метастазирование [26]. Дан-
ные статьи Eissa Soheir A. L. [8] указывают, 
что белковый продукт гена IL18 также может 
представлять собой маркер метастатическо-
го рака молочной железы. Однако наши ре-
зультаты демонстрируют, что мРНК гена 
IL18 экспрессируется на более высоком 
уровне на первоначальной стадии разви-
тия заболевания, указывая на его потенци-
ал в качестве раннего диагностического 
маркера и подтверждая предыдущее ис-
следование [26]. Стоит отметить, что недо-
статочная выборка в группе больных РМЖ с 
0 стадией заболевания не позволяет одно-
значно решить, могут ли мРНК генов IL8 и 
IL18 являться маркером для ранней диагно-
стики РМЖ, и поэтому представляется це-
лесообразным исследовать большее коли-
чество образцов от пациентов РМЖ на 0 
стадии для получения достоверных стати-
стических выводов. 

TNFα участвует в стимуляции опухолевой 
инвазии и метастазирования [34]. Экспрес-
сия и локализация мРНК и белка TNFα была 
исследована в различных доброкачествен-
ных и злокачественных тканях молочной 
железы. Группа исследователей [13] 
наблюдала высокий уровень экспрессии 
различных генов, кодирующих TNFα и IL8, 
которые регулируются NF–κB и связаны с 
прогрессированием РМЖ после нокдауна 
гена-супрессора опухолей цилиндроматоза 
(CYLD). Кроме того, имеются данные, что 
TNFα увеличивает эстроген-
индуцированную пролиферацию эстроген-

зависимых клеток опухоли молочной желе-
зы через комплекс, содержащий ядерный 
фактор NF–κB [29]. Известно также, что 
TNFα является важной противораковой ми-
шенью [12, 25]. Некоторые авторы сообща-
ли также, что у пациентов с РМЖ в плазме 
крови уровни TNFα были выше, чем в кон-
трольной группе [10, 35]. Наши данные так-
же демонстрируют повышенный уровень 
мРНК этого цитокина в группе больных РМЖ 
(рисунок 2) по сравнению с контрольной 
группой, к тому же при сравнении группы 
контроля с группой больных РМЖ на раз-
личных стадиях (рисунок 3 В) мы обнаружи-
ли достоверные различия между группой 
контроля и группой больных РМЖ I стадии 
заболевания (p<0.01) и между группой кон-
троля и группами больных РМЖ с II и III ста-
диями заболевания (p<0.05). 

VEGF189 обычно считается присутству-
ющим в низких количествах. Группой иссле-
дователей [15] было обнаружено, что 
VEGF189, как и VEGF165, способствует про-
грессированию РМЖ и ангиогенеза. Кроме 
того, результаты других исследователей по-
казывают [20], что при РМЖ человека избы-
точная экспрессия COX-2 связана с избы-
точной экспрессией VEGF189 и, следова-
тельно, с опухолевым ангиогенезом. Однако 
данных об уровне VEGF189 в плазме крови 
больных РМЖ и здоровых людей не удалось 
обнаружить в литературе на настоящий мо-
мент. При этом, несмотря на низкую пред-
ставленность мРНК этого гена в плазме, 
наши данные демонстрируют увеличение 
уровня мРНК гена VEGF189 в группе боль-
ных РМЖ по сравнению с контрольной груп-
пой на статистически достоверном уровне 
(p<0.01) (см. рис.2). Статистически значи-
мые различия также отражены на рисунке 3 
Г, где показан уровень мРНК гена VEGF189 
в группе больных РМЖ на 0 и I стадиях, и 
видно, что он значительно повышен в этих 
группах по сравнению с группой контроля 
(p<0.01). Также достоверные различия 
наблюдаются между группой контроля и 
группами больных РМЖ с II и III стадиями 
заболевания (p<0,05). 

Заключение 
Полученные результаты об уровне пред-

ставленности мРНК исследованных генов 
свидетельствуют о том, что мРНК цитокинов 
(TNFα, IL8, IL18) в плазме крови имеют ста-
тистически значимый повышенный уровень 
экспрессии при РМЖ по сравнению с груп-
пой контроля. Для доказательства того, что 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-growth
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer-growth
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/angiogenesis
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мРНК этих генов возможно использовать в 
качестве маркеров ранней диагностики рака 
молочной железы, следует увеличить вы-
борку группы больных РМЖ с 0 стадией за-
болевания. Для получения статистически 
достоверных выводов о повышении экс-
прессии мРНК гена VEGF189 в плазме кро-
ви больных РМЖ также необходимы допол-
нительные исследования с увеличением 
выборки группы больных РМЖ с 0 стадией 
заболевания. 
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