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Цель исследования. определить прогно-
стическое значение стволовых клеток (ско) 
опухоли у пациентов с первичной меланомой 
кожи I–II стадии.

Материалы и методы. исследование прово-
дилось на операционном материале 48 пациен-
тов с установленным диагнозом меланома кожи 
I-II cтадий. плановое гистологическое иссле-
дование материала проводилось по рутинной 
технологии с оценкой типа меланомы, толщи-
ны (Бреслоу), инвазии (по кларку), наличия 
или остуствия изъязвления, выраженности 
лимфоидной инфильтрации. иммуногистохи-
мическое исследование экспрессии маркеров 
ABCB5 и CD133 проводилось с моноклональ-
ными антителами: CD133 (кроличьи поликло-
нальные к CD133 человека, разведение 1:100, 
ab19898, Abcam) и ABCB5 (клон 5н3с6, раз-
ведение 1:200, ab140667, Abcam); инкубацию 
с антителами проводили при 4°с 16–18 час.  
Экспрессию оценивали при помощи бальной 
шкалы интенсивности (0, 1+, 2+, 3+) и про-
цента (0–100%) позитивных клеток среди всех 
опухолевых клеток в образце. оценку стати-
стической значимости результатов выполняли 
путём вычисления коэффициента корреляции 
методом рангов (метод спирмена). 

результаты. Выявлена статистически зна-
чимая связь между наличием маркёров ство-
ловых клеток опухоли меланомы и 2-летней 
общей и безрецидивной выживаемостью, а 
также корреляция между наличием ско и 
рядом морфологических признаков.

Выводы. наличие маркёров стволовых 
клеток опухоли влияет на 2-летний прогноз у 
пациентов с первичной меланомой кожи I-II 
стадий. кроме того, наличие ско ассоцииру-
ется с большей толщиной опухоли по Бреслоу 
и большим уровнем инвазии по кларку, бо-
лее выраженной лимфоидной инфильтраци-
ей. Эти данные могут позволить улучшить 
прогнозирование и диагностику пациентов с 
локализованной меланомой кожи.
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Введение

меланома кожи  — одна из самых злокаче-
ственных опухолей человека, для которой харак-
терен неуклонный рост заболеваемости среди 
трудоспособного светлокожего населения как в 
россии, так и за рубежом (ежегодный прирост 
заболеваемости 5%) [1]. Следует отметить, что, 
к сожалению, в россии при первичном обраще-
нии к онкологу меланома кожи в 20,6% случа-
ев выявляется на уже запущенных III-IV стади-
ях опухолевого процесса, что обуславливает в 
целом неблагоприятный прогноз. До недавнего 
времени отсутствовали эффективные методы ле-
карственного и лучевого лечения метастатиче-
ской меланомы кожи.

Прогресс фундаментальной науки способ-
ствовал разработке и созданию целых классов 
противоопухолевых таргетных препаратов  — 
BRAF/MEK-ингибиторов и иммуноонкологи-
ческих лекарств  — анти-PD-1/анти-CTLA-4 
ингибиторов, что существенно улучшило ре-
зультаты лечения и прогноз пациентов с мела-
номой кожи, значительно увеличив их выжи-
ваемость, несмотря на то, что данная форма 
по-прежнему остаётся неизлечимой у боль-
шинства пациентов [2]. Ведущие ученые мира 
продолжают поиск новых факторов прогноза 
меланомы кожи и предикторов ответа на си-
стемную терапию. на данный момент в стан-
дартной практике локальных форм меланомы 
уже много лет используются патоморфологи-
чекие факторы прогноза. например, толщина 
опухоли по Breslow, уровень инвазии по Clark, 
митотический индекс, изъязвление эпидермиса. 
но данные параметры не учитывают биологию 
опухоли, ее агрессивный потенциал. Понима-
ние рисков распространения заболевания мо-
жет помочь при выборе правильного режима 
адъювантной терапии, частоты и интенсивно-
сти контрольного обследования.

одним из механизмов резистентности и ре-
цидивирования с последующим метастазирова-
нием является присутствие в опухолевой тка-
ни так называемых стволовых клеток опухоли 
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(СКо) [3, 4]. Данные клетки имеют сходство 
с нормальными стволовыми клетками (способ-
ность к самообновлению и образованию клеточ-
ных линий), однако отличаются от них проис-
хождением и способностью участвовать в ряде 
патологических процессов [5]. на присутствие 
СКо указывает наличие определённых белков 
и кластеров дифференцировки на поверхности 
опухолевых клеток, для меланомы это: ABCB5, 
CD133, CD20, CD271 и др. [6]. Присутствие 
данных маркёров не только говорит о принад-
лежности клеток к СКо, но и придаёт им ряд 
свойств, потенцирующих их инвазивные и ме-
тастатические свойства, повышающих их рези-
стентность к проводимой терапии [7]. ABCB5 
является белком плазматической мембраны 
(семейство P-гликопротеинов человека (аВС-
транспортер)). одной из важнейших функций 
ABCB5 является активация перехода СКо в 
так называемый медленный цикл (slow-cycling). 
находясь в таком состоянии, опухолевые клет-
ки значительно снижают скорость роста, увели-
чивая период самоудвоения опухолевой массы 
[8]. Переход в slow-cycling делает опухолевую 
стволовую клетку практически невосприимчи-
вой как к химиотерапии, так и к таргетной те-
рапии, тем самым давая ещё одно объяснение, 
помимо активации альтернативных сигнальный 
путей, краткосрочному эффекту лекарственной 
терапии [9, 10]. Данный переход реализует-
ся посредством цитокинового каскада IL-1β-
IL8-CXCR1 [11]. Способность переключаться 
между медленным циклом и активной формой 
отчасти объясняет феномен отсроченного ре-
цидивирования и активации метастатических 
очагов  — через годы после лечения первичной 
опухоли [10]. 

Свойства CD133 (трансмембранный протеин) 
влияют на метастатическую активность, так как 
его гиперэкспрессия ассоциируется с повышен-
ным синтезом матричных металлопротеиназ 
MMP-2, разрушающих межклеточный матрикс 
и способствующих инвазии, росту, неоангиоге-
незу и метастазированию [12]. Клетки, несущие 
CD133 и ABCB5, кроме того, активно участвуют 
в васкулогенной мимикрии [13, 14]. ABCB5 и 
CD133 являются наиболее изученными маркё-
рами СКо меланомы кожи, поэтому данное ис-
следование будет посвящено именно им.

Материалы и методы

В исследование вошло 48 пациентов с установлен-
ным диагнозом первичной меланомы кожи I (а+В) и II 
(а+В) стадий. медиана возраста  — 56 лет. Всем паци-
ентам проводилось хирургическое удаление новообразо-
вания (пациенты со IIB стадией после этого получали 
адъювантную иммунотерапию интерфероном-а макси-
мально до 1 года). 

распределение по стадиям: IA стадия 17 пациентов 
(34,5%), IB  — 10 (21,9%), IIA  — 8 (16,6%), IIB  — 13 
(27%). В 30 (62,4%) случаях наблюдалась поверхност-
но-распространяющаяся форма меланомы кожи, а в 18 
(37,6%)  — узловая меланома кожи.

При морфологическом анализе оценивали: гистологи-
ческую форму меланомы, толщину (по Бреслоу), инвазию 
(по Кларку), выраженность лимфоидной инфильтрации 
и наличие или отсутствие изъязвления. Для выявления 
экспрессии антигенов CD133 использовались кроличьи 
поликлональные антитела к CD133 человека, разведе-
ние 1:100, ab19898, Abcam, для выявления экспрессии 
ABCB5  — клон 5н3С6, разведение 1:200, ab140667, 
Abcam. Инкубация проводилась 16 часов при температуре 
4°С. Инкубация со вторичными антителами (меченными 
пероксидазой  — REAL Envision+ kit, Dako) проводилась 
при температуре 18°С в течение 15 минут. Для визуа-
лизации ИГх-реакции использовался диаминобензидин 
(Invitrogen). Срезы докрашивались гематоксилином майе-
ра (Sigma-Aldrich) и заключались в синтетическую основу 
Shandon Mount (Therrmo).

оценку результатов исследования проводили с приме-
нением светового микроскопа «NIKON 80i». Экспрессия 
маркёров СКо оценивалась с помощью шкалы интенсив-
ности (0, 1+, 2+, 3+) и процента (0–100%) клеток в образце, 
экспрессирующих маркёры СКо.

Статистическая оценка результатов осуществлялась вы-
числением коэффициента корреляции методом рангов (ме-
тод Спирмена).

результаты

маркеры СКо выявлены в 25 (52%) случаев 
локальной меланомы кожи. ABCB5 был выяв-
лен в 20 (54%) случаев, CD133  — в 17 (46%). 
Коэкспрессию наблюдали у 12 пациентов (32%). 
на рис. 1, 2 представлены результаты ИГх окра-
шивания опухолевого материала, положительно-
го по ABCB5, CD133. 

Пациентов разделили на группы: в пер-
вую группу вошли 25 человек, у которых 
наблюдали наличие экспрессии ABCB5 и/или 
CD133, во вторую группу вошли 23 пациента 
без экспрессии СКо. При сравнении первой 
группы пациентов cо второй группой было 
обнаружено следующее: 2-хлетняя общая вы-
живаемость (оВ) в первой группе составила 
75%, во второй группе  — 92,4%. Показате-
ли безрецидивной выживаемости (БрВ) также 
показали различия между двумя группами: в 
первой группе БрВ составила 82%, во вто-
рой  — 93,4%.

Поскольку потенциально в группу с более 
плохими оВ и БрВ могло попасть больше па-
циентов со II стадией, в результате чего вывод 
о влиянии именно наличия СКо на оВ и БрВ 
был бы не обоснован, мы провели подгруппо-
вой анализ, разделив пациентов с экспрессией 
СКо на группы из I и II стадии и сравнили их 
выживаемость с пациентами тех же стадий без 
экспрессии СКо. В группу с экспрессией СКо 
вошло: с I стадией (A+B) 18 человек, со II ста-
дией (A+B) 7 человек.
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рис. 1. иГХ определение присутствия ABCB5 на стволовых клетках (интенсивность 3+)

рис. 2. иГХ определение присутствия CD133 на стволовых клетках (интенсивность 3+)
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Среди первой стадии, группа пациентов с 
экспрессией маркёров СКо имела 2-хлетние 
оВ и БрВ 81,2% и 68,8% соответственно, в 
то время как группа пациентов без экспрессии 
маркёров СКо имела оВ и БрВ 92,3% и 88% 
соответственно. различия в оВ составили 9,1%, 
в БрВ  — 19,2%.

такой же анализ для пациентов II стадии по-
казал, что 2-хлетняя оВ СКо- положительных 
пациентов составила 66,35%, 2-х летняя БрВ  — 
33,8%. Для СКо-отрицательных пациентов оВ 
составила 78%, БрВ  — 67%. различия в оВ и 
БрВ между группами составила 11,6% и 33,2% 
соответственно.

Как видно из сводной таблицы, разные со-
отношения маркёров СКо не являются преди-
ктором как минимум 2-хлетней выживаемости. 
такой результат может быть связан с недоста-
точным сроком исследования, так как прогно-
стический потенциал данных маркёров может 
проявиться при анализе 5-ти и 10-тилетней вы-
живаемости. 

В группе пациентов с IA и IB стадиями вы-
явлена сильная прямая корреляционная связь 
между увеличением процента клеток, экспрес-
сирующих CD133, и повышением показателя 
степени инвазии (P=0,855 ±0,118), кроме того, 
показана сильная прямая корреляционная связь 
между повышением процента ABCB5  — поло-
жительных клеток, и ростом толщины опухоли 
по Бреслоу (P=0,882±0,173). 

В группе с IIа и IIВ стадиями обнаружи-
валась сильная прямая корреляционная связь 
между увеличением процентного содержания 
клеток, экспрессирующих ABCB5, и увеличени-
ем степени инвазии (P=0,89 ±0,31), и сильная 
прямая корреляционная связь между увеличени-
ем процента клеток, экспрессирующих ABCB5, 
и увеличением толщины опухоли по Бреслоу 
(P=0,937±0,151). 

Среди I стадии было обнаружено увеличение 
степени лимфоидной инфильтрации у больных 
с повышенным процентом клеток, экспрессиру-
ющих ABCB5, что может говорить о наличии 
механизмов повышения иммуногенности СКо, 
несущих данный маркёр (P=0,742±0,162). Среди 
II стадии у всех пациентов с экспрессией мар-
кёров СКо была выявлена выраженная лимфо-
идная инфильтрация. 

обсуждение

Как видно из результатов проведенного нами 
исследования, присутствие СКо в первичной 
локализованной опухоли значительно влияет на 
как минимум 2-хлетний прогноз (оВ и БрВ), 
независимо от стадии заболевания. Кроме того, 
наличие СКо статистически значимо ассоцииру-

ется с повышение толщины опухоли по Бреслоу, 
увеличением степени инвазии по Кларку, повы-
шением уровня лимфоидной инфильтрации. Всё 
это в дальнейшем может позволить улучшить 
как диагностику, так и прогнозирование локали-
зованных форм первичной меланомы кожи, оп-
тимизировать тактику лечения и динамического 
наблюдения за такими пациентами.

Выводы

1. Экспрессия маркеров стволовых клеток 
опухоли  — СD133 и аВСВ5 при локальной 
меланоме кожи I-II стадии влияет на общую и 
безрецидивную 2-хлетнюю выживаемость паци-
ентов, давая различия для I стадии в 9,1% и 
19,2% соответственно, для II стадии  — 11,6% 
и 33,2% соответственно.

2. разные соотношения маркёров СКо не 
являются предиктором как минимум 2-хлетней 
выживаемости (статистически значимо).

3. При I стадии выявлена сильная прямая кор-
реляционная связь между увеличением процента 
клеток несущих CD133, и увеличением степени 
инвазии по Кларку (р=0.855 ±0,118) и сильная 
прямая корреляционная связь между увеличени-
ем процента клеток экспрессирующих ABCB5, 
и увеличением толщины опухоли по Бреслоу 
(р=0.882±0,173). 

4. При II стадии выявлена сильная прямая 
корреляционная связь между увеличением про-
цента клеток несущих ABCB5 и увеличением 
степени инвазии по Кларку (р=0.89±0,31), и 
сильная прямая корреляционная связь между 
увеличением процента клеток, экспрессирую-
щих ABCB5, и увеличением толщины опухоли 
по Бреслоу (р=0.937±0,151).

5. При I стадии обнаружено увеличение сте-
пени лимфоидной инфильтрации у больных с 
повышенным процентом клеток, экспрессирую-
щих ABCB5, что может свидетельствовать о на-
личии механизмов повышения иммуногенности 
СКо, несущих данный маркёр (р=0.742±0,162).

6. При II стадии у всех пациентов с экспрес-
сией маркёров СКо была выявлена выраженная 
лимфоидная инфильтрация.
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Objective: to determine the prognostic value of tumor stem 
cells in patients with primary stage I-II skin melanoma.

Materials and methods: The study was conducted on 
surgical material from 48 patients with an established diagnosis 
of stage I-II skin melanoma. Planned histological examination 
of the material was carried out according to routine technology 
with an assessment of: type of melanoma, thickness (Breslow), 
invasion (according to Clark), the presence or absence of 
ulceration, the severity of lymphoid infiltration.

For immunohistochemical studies, the expression of 
ABCB5 and CD133 markers was carried out with monoclonal 
antibodies: CD133 (rabbit polyclonal to human CD133, 1: 100 
dilution, ab19898, Abcam) and ABCB5 (5H3C6 clone, 1: 200 
dilution, ab140667, Abcam), incubation with antibodies at 4 ° 
С 16–18 hours.      

Expression was evaluated using a point scale of intensity 
(0, 1+, 2+, 3+) and the percentage (0–100%) of positive 
cells among all tumor cells in the sample.   The statistical 
significance of the results was estimated by calculating the 
correlation coefficient by the rank method (Spearman’s method).

Results: a statistically significant relationship was found 
between the presence of stem cell markers of melanoma 
tumors and 2-year overall and relapse-free survival, as well 
as a correlation between the presence of CSCs and a number 
of morphological characters.

Conclusions: the presence of tumor stem cell markers 
affects the 2-year prognosis in patients with primary stage 
I-II skin melanoma. In addition, the presence of CSCs is 
associated with a larger thickness of the tumor according to 
Breslow and a higher level of Clark invasion, more pronounced 
lymphoid infiltration. These data can improve the prognosis 
and diagnosis of patients with localized melanoma of the skin.
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