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По данным иммуногистохимического исследования проанализирован клеточный пролиферативный индекс
при меланоме кожи. Показано отсутствие его зависимости от стадии инвазивного роста по Кларку, толщины
опухоли по Breslow, распространённости (рТ) и гистологического типа новообразования.
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Based on the immunohistochemical study the cell proliferation index in skin melanoma has been analyzed. No

relationship between the index and the stage of invasive growth by Clark, the thickness of the tumor by Breslow, the
spread (pT) and histological type of the growth has been demonstrated.
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Введение
Помимо верификации новообразования, одним из

важнейших вопросов, стоящих перед патоморфологами
и онкологами, стоит определение достоверного клини-
ческого прогноза меланомы кожи с оценкой её метаста-
тического потенциала. При гистологическом исследова-
нии меланом основное внимание уделяется факторам
прогноза, рекомендованным Всемирной организацией
здравоохранения (WHO): гистологический тип опухоли,
стадия инвазивного роста по Кларку, толщина новообра-
зования по Breslow, наличие либо отсутствие его изъязв-
ления, митотический индекс, лимфоидная инфильтрация
стромы, лимфоваскулярная инвазия, наличие микросат-
телитов и феномена регрессии меланомы, а также пол
больного и локализация поражения [1]. Однако не все
упомянутые критерии достаточно изучены и имеют од-
нозначное прогностическое значение и потому по-пре-
жнему являются объектами пристального внимания. Осо-
бый интерес представляет роль клеточной пролифера-
ции в оценке метастатического потенциала и клиничес-
кого прогноза меланомы кожи. Считается, что в опухо-
левой ткани достоверно выше пролиферативная актив-
ность клеток по сравнению с нормальной тканью. Это
объясняется угнетением генов-супрессоров, активаци-
ей генных промоторов, отвечающих за регуляцию транс-
крипции генов, ответственных за деление клетки.

Одним из наиболее оптимальных маркеров клеточ-
ной пролиферации считается маркер Кi67(MIB-1). Это
антитело реагирует с ядерным антигеном, представлен-
ным во всех пролиферирующих клетках, которые нахо-
дятся в активных фазах цикла клетки, то есть G1, S, G2, и
митоз, но который отсутствует в клетках фазы G0 [2].

Однако прогностическая ценность экспрессии
Кi67(MIB-1) в меланоме кожи до сих пор не оценена од-
нозначно. В исследовании, проведённом Ilmonen S. et al
[3], экспрессия Ki-67 не являлась прогностическим фак-
тором в первичной меланоме. Имеются данные, что эк-
спрессия маркеров пролиферации клетки не помогает
предсказать прогноз в меланоме только на ранних стади-
ях [4]. В то же время для меланомы аноректальной и си-
ноназальной локализаций показано, что пациенты с низ-
кими уровнями экспрессии Ki67 имеют лучшие показа-
тели выживаемости [5, 6]. Реактивность маркерного гена
пролиферации Ki-67 в увеальных меланомах также явля-
ется надежным индикатором метастатического потенци-
ала и наиболее выражена в pT3 стадии. В связи с этим, а
также с учётом того, что есть хорошо отработанная тех-
ника для выявления экспрессии Ki-67, последний предла-

гается как лучший маркерный ген для определения про-
лиферации клеток увеальной меланомы во всех фазах
цикла [7]. В экспериментах на животных было показано,
что высокий пролиферативный индекс клеток мелано-
мы кожи, определённый по экспрессии Ki-67, ассоции-
рован с худшим клиническим прогнозом, причём про-
гнозирующая ценность пролиферативного индекса Ki-
67 была более высокой, чем прогнозирующая ценность
классической гистологии [8]. Кроме того, для первичной
злокачественной меланомы была найдена значительная
корреляция между гистологическими параметрами, свя-
занными с прогнозом (индекс Breslow и митотическая
активность) и экспрессией Ki-67 [9]. Moretti S. et al [10]
указывают, что оцениваемая антителом Ki-67 пролифе-
ративная активность является возможным показателем
метастаза в первичных меланомах кожи, а также индика-
тором плохого прогноза в поражениях толщиной менее
1,5 мм. Однако в узловых меланомах уровень пролифе-
рации не связан с толщиной опухоли и не оказывает вли-
яния на развитие рецидивов или выживание в целом [11].
Считается, что повышенный уровень экспрессии анти-
гена Кi67(MIB-1) является важным диагностическим кри-
терием злокачественности меланоцитарных образований
кожи [12]. В доброкачественных меланоцитарных пора-
жениях индекс Ki-67 составляет менее 5% (диапазон 0%-
4%) и окрашивание присутствует вблизи дермо-эпидер-
мального соединения, тогда как в меланомах средний
индекс составляет 27% (диапазон 5%-50%), а структура
окрашивания носит гетерогенный характер. Определе-
ние экспрессии Ki-67 может быть полезным дополнени-
ем к гистопатологии при необходимости отдифферен-
цировать злокачественную меланому от доброкачествен-
ных невусов [13]. Korabiowska M. et al. [14] нашли не только
значительную корреляцию между экспрессией маркер-
ного гена Кi67 в меланомах кожи со сроками выживания
и наличием метастазов, но и продемонстрировали важ-
ную роль антигена Ki-67 для дифференциального диаг-
ноза между родимыми пятнами и меланомами.

При попытках зонального исследования экспрессии
Кi67 в меланомах было показано, что средний индекс,
посчитанный во всей опухоли, обладал большей диффе-
ренциально-диагностической ценностью, чем тот же по-
казатель, определённый в индивидуальных зонах. Таким
образом, иммунореактивность Ki67 хорошо коррелиру-
ет с доброкачественностью или злокачественностью ме-
ланоцитарных поражений, и может помочь в дифферен-
циальной диагностике доброкачественных невусов от
меланом [15].
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Цель исследования: целью настоящего исследования
явилось сравнительное изучение клеточной пролифера-
ции в меланоме кожи при разных стадиях инвазивного
роста опухоли по Кларку, различной толщине новообра-
зования по Breslow, его распространённости (pT) и гис-
тологического варианта строения путём определения
экспрессии маркера Кi67(MIB-1) и сопоставление этого
параметра с клиническим течением и исходом заболева-
ния.

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили 60 мела-

ном кожи, полученные путём тотальной эксцизии. Всем
больным было проведено хирургическое лечение без
применения лучевой и химиотерапии. Среди заболевших
было 19 мужчин и 41 женщина в возрасте от 29 до 80 лет.
Чаще опухоль выявлялась в возрастном интервале от 60
до 79 лет. Среди заболевших преобладали жители горо-
дов – 71,43%. При гистологическом исследовании во всех
случаях выявлена меланома на различных стадиях инва-
зивного роста, при этом не было ни одного наблюдения
меланомы кожи, находящейся на первой стадии, опреде-
ляемой по Кларку, тогда как меланомы на 2-й стадии по
Кларку составили 3,51%, на 3-й – 17,54%, на 4-й – 54,39%,
а на 5-й – 24,56%. Меланомы толщиной менее либо рав-
ной 1 мм (pT1) составили 7,27% от общего количества
случаев, толщиной более 1 мм., но не более 2 мм (pT2) –
12,73%, более 2 мм, но не более 4 мм (pT3) – 41,82%,
более 4 мм (pT4) – 38,18%, соответственно. При опреде-
лении гистологического типа опухоли 65,38% составили
узловые меланомы, 25,0 % – злокачественная лентиги-
нозная меланома в фазе вертикального роста, и 9,62%
опухолей было представлено поверхностно распростра-
няющейся меланомой в фазе вертикального роста. Опу-
холь локализовалась на туловище в 28,07% случаев, на
конечностях – в 56,14 %, в области головы и шеи – в 14,04%
и в 1,75% наблюдений – в области вульвы.

Группа больных, проживших менее 3-х лет, составила
43,48% от общего числа больных. В данной группе боль-
ные со стадией заболевания pT1 отсутствовали, больные
со стадией pT2 составили 14,29%, pT3 – 47,62%, pT4 – 38,0%.

В группе больных с 5-летней выживаемостью 19,05%
страдали меланомой, находившейся на стадии pT1, 9,52%
– на стадии pT2, 47,62% – на стадии pT3 и 23,81% – на
стадии pT4. Таким образом, показатель рТ далеко не все-
гда отражает биологический потенциал меланомы, что
требует поисков других прогностических маркеров но-
вообразования. Одним из таких маркеров может быть
пролиферативная активность клеток новообразования.

Для определения пролиферативного индекса клеток
опухоли использовали иммуногистохимическое окраши-
вание гистологических срезов с применением монокло-
нальных мышиных антител фирмы «Dako» к протеину
Кi67(MIB-1), который экспрессируется ядрами клеток,
находящихся в процессе деления.

Из парафиновых блоков готовились срезы толщиной
5 микрон, переносились на предметные стекла, имею-
щие положительный заряд; срезы в вертикальном поло-
жении высушивали 18 часов при комнатной температу-
ре, далее помещали в термостат на 30 мин. при темпера-
туре 60°С. После этого проводилась депарафинация в
ксилоле (в батарее из 3 емкостей по 3 минуты в каждой) и
дегидратация в этиловом спирте (в батарее из 3 емкостей
в спиртах восходящей крепости по 3 мин. в каждой). Пред-
метные стекла со срезами переносились в цитратный
буфер РH 6,0, и помещались в водяную баню при темпе-
ратуре 98°С на 30 мин. Для блокирования эндогенной

пероксидазы срезы обрабатывались 3% перекисью во-
дорода. С целью обесцвечивания меланина, содержаще-
гося в гистологических срезах меланомы, время экспо-
зиции в перекиси водорода было увеличено до 30 минут.
Первичные антитела наносились в стандартном разведе-
нии. Срезы инкубировались в течение 30 минут при ком-
натной температуре. В качестве визуализирующей сис-
темы использовали комплекс вторичных антител EnVision
фирмы «DAKO» с диаминбензидином. Затем срезы про-
мывали проточной водой, докрашивали гематоксилином
и заключали в канадский бальзам. Для подсчёта количе-
ства ядер, экспрессирующих иммуногистохимический
маркер Кi67, микропрепараты фотографировали в слу-
чайных полях зрения (объектив 40) с разрешением 1600
на 1200 пикселей при помощи микроскопа Axiostar и
цифровой камеры Canon A620. Для более тонкой визуа-
лизации иммуногистохимической реакции в фоторедак-
торе Adobe Photoshop 10 CS 3 при помощи инструмента
«color range» выделяли характерную коричневую окрас-
ку, которую дают продукты реакции диаминбензидина,
и далее проводился подсчёт количества ядер при помо-
щи функции “analysis”, инструмент “count tool”.

Определение клеточного пролиферативного индекса
по экспрессии Кi67(MIB-1) проводилось путём опреде-
ления процентного соотношения Кi67-позитивных кле-
точных ядер меланомы к общему количеству ядер кле-
ток опухоли, подсчитанных при 400-кратном увеличении.
Подсчёт производился для клеточной популяции, насчи-
тывающей не менее тысячи клеток и не менее чем в двух
случайных полях зрения.

Полученные данные обработаны при помощи ком-
пьютерной программы статистической обработки
Statistica 6.0 c использованием корреляционного анали-
за Спирмена и метода множественных сравнений Крус-
кала-Уолиса.

Результаты проведенного исследования
Определение клеточного пролиферативного индекса

с использованием иммуногистохимического маркера
Кi67 показало, что пролиферативная активность клеток
меланомы кожи варьирует в крайне широких пределах –
от полного отсутствия экспрессии маркера пролифера-
ции Кi67 в представленных гистологических срезах до
49,7%. В подавляющем большинстве исследованных слу-
чаев распределение Кi67-позитивных ядер носило либо
достаточно равномерный характер, либо характеризова-
лось гетерогенностью с наличием пролиферативно-ак-
тивных зон, расположенных случайно. Особый интерес
представляют 4 случая, в которых прослеживалась зна-
чительная разница в показателях индекса пролиферации,
определяемого в зоне дермоэпидермального стыка и в
интрадермальных частях опухоли: индекс пролиферации
в зоне дермо-эпидермального соединения оказался дос-
товерно выше, чем тот же показатель, определённый в
интрадермальной части. Отношение пролиферативного
индекса дермальной части опухоли к аналогичному по-
казателю, определённому в зоне дермо-эпидермального
соединения, в этих случаях составило 0,19, 0,125, 0,16 и
0,003. Указанная особенность позволяет предположить,
что существует определённая группа меланом, в кото-
рых пролиферативная активность клеток значительно
убывает по мере погружения последних в дерму (рис. 1,
2).

При корреляционном статистическом анализе полу-
ченных данных с использованием непараметрического
критерия Спирмена было показано, что достоверной кор-
реляции между клеточным пролиферативным индексом
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и стадией инвазивного роста меланомы, определяемой
по Кларку, не имеется (rs=0,017465, p=0,909341). Анало-
гичные результаты были получены при поиске корреля-
ционной связи между уровнем клеточного пролифера-
тивного индекса и толщиной опухоли, измеряемой по
Breslow (rs=0,012904, p=0,932954).

При использовании метода множественных сравне-
ний Крускала-Уоллиса в качестве независимых группи-
рующих признаков брались такие морфологические кри-
терии меланомы, как толщина опухоли по Breslow, ста-
дия инвазивного роста по Кларку и гистологический тип
опухоли. Достоверные различия уровней экспрессии
маркёра Кi67(MIB-1) в меланомах толщиной до 1мм.
(pT1), более 1мм, но менее 2 мм (рТ2), более 2 мм, но
менее 4 мм. (рТ3) и более 4 мм (рТ4) отсутствовали (p =
0,1240). Группы меланом, находящихся на 3-й, 4-й и 5-й
стадиях инвазивного роста по Кларку, также не показали
достоверных различий в уровнях экспрессии маркера
пролиферации Кi67(MIB-1) (p = 0,6151). Аналогично не
было найдено достоверных различий значений клеточ-
ного пролиферативного индекса в группах опухолей раз-
личного гистологического типа, представленных поверх-
ностно распространяющимися меланомами и мелано-
мами типа злокачественного лентиго в фазе вертикаль-
ного роста, а также узловыми меланомами (p = 0,5101).

Выводы
Меланома кожи характеризуется широким диапазо-

ном значений индекса клеточной пролиферации со зна-
чительной разницей в зональном распределении показа-
телей. Уровень клеточной пролиферации, определяемый
по уровню экспрессии маркера Кi67(MIB-1), не зависит
от таких гистологических параметров опухоли, как ста-
дия инвазивного роста по Кларку, толщина новообразо-
вания по Breslow, распространенность первичной опу-
холи (pT) и гистологический тип, и не может служить
достоверным прогностическим признаком новообразо-
вания.
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Рисунок 1 – Высокий уровень экспрессии ядерного
антигена Кi67 клетками меланомы.

Иммуногистохимическая окраска Кi67. Увеличение 400

Рисунок 2 – Низкий уровень экспрессии антигена Кi67
клетками меланомы.Иммуногистохимическая окраска

Кi67.Увеличение 400


