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Резюме
Цель исследования: Определение прогностической значимости маркеров эпителиально-мезенхимального перехода и  их 
связь с клинико-морфологическими характеристиками меланомы кожи.
Материалы и  методы: Патологоанатомическое и  иммуногистохимическое исследование гистологических образцов пер-
вичной опухоли было проведено у 101 пациента с меланомой кожи стадии pT1a–1b. В рамках исследования оценивалась 
экспрессия маркеров E-кадгерина, TWIST, виментина, Ki-67, Melan-A и S100.
Результаты: Установлена значимая корреляция между экспрессией TWIST, виментина и E-кадгерина с глубиной инвазии, 
изъязвлением в первичной опухоли и риском прогрессирования. Прогрессирование заболевания наблюдалось у пациентов 
с TWIST >20%, виментином >20% и E-кадгерином <80%. Изъязвление кожи достоверно ассоциировалось с более выражен-
ным эпителиально-мезенхимальным профилем и более высокой вероятностью метастатического поражения.
Заключение: Анализ полученных результатов подтверждает клиническое значение показателей эпителиально-мезенхималь-
ного перехода в качестве независимых предикторов исхода заболевания, одновременно подчёркивая ведущую роль феномена 
изъязвления как важного морфологического критерия риска прогрессирования патологии. Предложенная прогностическая 
модель, базирующаяся на оценке относительной экспрессии белков TWIST, виментина и E-кадгерина, обеспечивает досто-
верное распределение пациентов по категориям риска развития осложнений.
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Abstract
Objective: To evaluate the prognostic significance of Epithelial Mesenchymal Transition (EMT) transition markers and their associa-
tion with clinicopathological characteristics of cutaneous melanoma.
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Materials and Methods: Histopathological and immunohistochemical examination of primary tumor tissue samples was performed 
in 101 patients with cutaneous melanoma of stage pT1a–1b. The study evaluated the expression of E-cadherin, TWIST, vimentin, 
Ki-67, Melan-A, and S100 markers. 
Results: A significant correlation was identified between the expression of TWIST, vimentin, and E-cadherin and the depth of tumor 
invasion, primary tumor ulceration, and risk of progression. Disease progression was observed in patients with TWIST and vimentin 
expression levels > 20%, and E-cadherin expression < 80%. Ulceration of the skin was significantly associated with enhanced EMT 
features and a greater risk of metastatic dissemination.
Conclusion: The analysis of the obtained results confirms the clinical significance of epithelial–mesenchymal transition markers as 
independent predictors of disease outcome, also emphasizes the key role of ulceration as an important morphological risk factor for 
disease progression. The proposed prognostic model, based on the assessment of relative expression levels of TWIST, vimentin, and 
E-cadherin, provides reliable classification of patients according to their risk of complication development.
Keywords: melanoma, epithelial-mesenchymal transition, E-cadherin, TWIST, prognosis
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Введение
Меланома кожи представляет собой агрессивную 

онкологическую патологию, развивающуюся из пиг-
мент-продуцирующих клеток  – меланоцитов. Заболе-
вание характеризуется интенсивной инвазивной спо-
собностью, генетическим полиморфизмом, разнообра-
зием клеточных форм и высоким риском раннего рас-
пространения опухолевых клеток по организму [1, 2].

Несмотря на применение широко используемых 
прогностических критериев, включая классификацию 
глубины поражения по шкале Бреслоу и степени ин-
вазивности по методике Кларка, наличие очагов изъ-
язвления опухоли и  уровень митотической активно-
сти, перечисленные факторы зачастую недостаточно 
информативны для точного предсказания индивиду-
ального течения болезни и выявления группы высоко-
го риска рецидива и метастазирования.

На сегодняшний день особое внимание уделяется 
молекулярным механизмам опухолевой прогрессии, 
включая эпителиально-мезенхимальный переход 
(ЭМП) – процесс, в ходе которого клетки теряют эпи-
телиальные свойства и приобретают мезенхимальные 
признаки, способствующие инвазии, метастазирова-
нию и резистентности к терапии [3, 4]. Его ключевы-
ми медиаторами считаются белки: E-кадгерин (моле-
кула межклеточной адгезии), виментин (цитоскелет-
ный белок), TWIST (транскрипционный фактор, ин-
дуцирующий ЭМП), а также маркеры пролиферации 
и дифференцировки – Ki-67, S100 и Melan-A.

E-кадгерин  – белок клеточной адгезии, локализо-
ванный в  десмосомах эпителиальных клеток. Участие 
в  ЭМП обусловлено тем, что его утрата способствует 
диссоциации опухолевых клеток и активации миграции. 
Снижение экспрессии E-кадгерина указывает на пере-
ход к более инвазивному мезенхимальному фенотипу. 

Виментин – мезенхимальный промежуточный фила-
мент, типичный для клеток соединительной ткани. По-
вышение его экспрессии сопровождает ЭМП и  свиде-
тельствует о потенциале к инвазии, миграции и метаста-
зированию. Высокий уровень виментин-положительных 
клеток коррелирует с неблагоприятным прогнозом [5].

TWIST  – транскрипционный фактор семейства 
HLH, ключевой регулятор ЭМП. Активирует экспрес-
сию мезенхимальных генов и репрессирует экспрес-
сию эпителиальных белков (E-кадгерина). TWIST 
усиливает метастатический потенциал и способству-
ет лекарственной устойчивости.

Ki-67 – ядерный белок, экспрессирующийся в фазах 
клеточного цикла, кроме G0. Является маркером про-
лиферативной активности. Высокий индекс Ki-67 кор-
релирует с агрессивным течением заболевания.

S100  – белок цитоплазмы, используемый как один 
из классических маркеров меланоцитарной дифференци-
ровки. Он позволяет идентифицировать клетки мелано-
мы, но его прогностическая значимость ограничена [6].

Melan-A (MART-1)  – маркер меланоцитарной ли-
нии дифференцировки, применяемый для верифика-
ции диагноза меланомы. Высокая экспрессия свиде-
тельствует о сохраненной дифференцировке опухоли 
и чаще встречается в менее агрессивных вариантах.

ЭМП сопровождается изменением экспрессии 
специфических белков: снижением E-кадгерина  [7] 
и  повышением виментина  [8], TWIST  [9], ZEB1, 
SNAIL[10]. Изучение экспрессии этих маркеров мо-
жет помочь в  улучшении стратификации пациентов 
по риску прогрессирования заболевания и индивиду-
ализации последующего наблюдения и терапии.

В свете этого актуальным представляется исследо-
вание экспрессии маркеров ЭМП в первичной опухоли 
у пациентов с меланомой малой глубины инвазии (pT1a-
T1b) для оценки их возможного прогностического потен-
циала и включения в алгоритм стратификации риска [11].

Цель
Оценка прогностической ценности маркеров эпи-

телиально-мезенхимального перехода для страти-
фикации прогноза течения заболевания у  пациентов 
с меланомой кожи ранних стадий.

Материалы и методы
В настоящем исследовании приняли участие 101 па-

циент с подтвержденным диагнозом меланомы кожи, 
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характеризуемой степенью инвазии первичной опухо-
ли pT1a-pT1b, проходивших лечение в  Государствен-
ном бюджетном учреждении здравоохранения Кли-
нический кожно-венерологический диспансер №  1. 
Для анализа использовались архивированные образцы 
тканей первичных опухолей. Материал подвергался 
фиксации в  растворе нейтрального формалина кон-
центрацией 10%, последующей дегидратации, заливке 
в парафиновые блоки и приготовлению серийных сре-
зов толщиной 3–5 мкм. Полученные гистологические 
препараты обрабатывались классическими методами 
окрашивания по Шору (гематоксилин-эозин), а также 
проводили автоматизированное иммуногистохимиче-
ское исследование на аппаратуре Thermo Scientific.

Для демаскировки тканевых антигенов применя-
ли специфические буферы (ER2  либо CC1), выбор 
которых определялся особенностями используемого 
набора реагентов. Проведено комплексное патомор-
фологическое изучение образцов, дополненное им-
муноцитохимическим исследованием с применением 
моноклональных антител против ключевых моле-
кулярных мишеней: E-кадгерина, виментина, белка 
TWIST, пролиферативного маркера Ki-67, маркерных 
молекул S100 и Melan-A [2, 12].

Для визуализации использовали систему UltraVision 
Quanto HRP DAB. Оценка экспрессии проводилась 
на световом микроскопе Leica при увеличениях ×30, 
×40, ×100. Маркеры оценивались в  200–300  опухо-
левых клетках. Использованные первичные антите-
ла включали: E-кадгерин (Rabbit Polyclonal, guartett, 
1:50, ER2), виментин (V9, Ventana, RTU, CC1), TWIST 
(Rabbit Polyclonal, Cell MARQUE, 1:150, ER2), Ki-67 
(30-9, Ventana, RTU, CC1), S100 (Rabbit Polyclonal, 
SPRING, 1:100, ER2), Melan-A (Clone A103, Cell 
MARQUE, 1:100, ER2).

Критерии оценки уровня экспрессии диагностиче-
ски значимых биомаркеров определены посредством 
процедуры ROC-анализа и включают следующие по-
роговые значения:

–  экспрессия E-кадгерина: высокий уровень ≥80%; 
низкий уровень <80%;

–  экспрессия виментина: низкий уровень ≤20%; 
высокий уровень >20%;

–  экспрессия TWIST: низкий уровень ≤20%; высо-
кий уровень >20%;

–  уровень экспрессии Ki-67: отсутствие ядерной 
положительности ≤10%; присутствие ядерных поло-
жительных сигналов >10%.

Статистический анализ данных выполнен с  ис-
пользованием следующих методов: критерий хи-
квадрат (χ²) Пирсона для проверки статистических 
гипотез, логистическая регрессия для построения 
моделей бинарного отклика, приём ROC-анализа 
для определения дискриминантной способности раз-
работанных моделей путём вычисления площади 

под кривой (AUC), а также оценивания чувствитель-
ности, специфичности и общей прогностической точ-
ности предложенных алгоритмов классификации.

Результаты
Среди изученного контингента из 101  пациента 

с меланомой кожи стадии pT1a–1b зарегистрирована 
пятилетняя частота прогрессирования заболевания – 
17,8% (n=18).

Проведённый анализ выявил значимую корреля-
цию между рядом клинических и  морфологических 
особенностей, а  также уровнем экспрессии опреде-
лённых иммуногистохимических маркёров и риском 
прогрессирования меланомы кожи. Наибольшее вли-
яние на вероятность неблагоприятного исхода оказы-
вали такие показатели, как глубина инвазивного роста 
согласно шкале Бреслоу, факт наличия зон изъязвле-
ния опухоли, а  также степень экспрессии маркёров, 
ассоциируемых с  процессом эпителиально-мезен-
химальной трансформации (EMT): E-кадгерина, ви-
ментина, TWIST, наряду с  индексом пролиферации 
Ki-67  и  показателями специфического окрашивания 
для меланомы (Melan-A Clone, S100).

Представленная ниже таблица иллюстрирует диф-
ференциальное распределение указанных характери-
стик среди групп пациентов с наличием и отсутстви-
ем отдалённого прогрессирования болезни.

Наиболее высокую прогностическую эффективность 
продемонстрировала комбинация трёх маркёров: TWIST, 
Ki-67 и E-кадгерина. Анализ показал, что при уровне экс-
прессии TWIST свыше 20% заболевание прогрессирова-
ло в 83,3% наблюдений (p<0,001); напротив, при низком 
содержании указанного белка (менее или равно 20%), 
развитие неблагоприятных последствий было зафикси-
ровано лишь в 16,7% случаев (рис. 1).

Аналогичная закономерность установлена по Ki-67 
(прогрессирование при экспрессии >10%  – 66,7%) 
и  E-кадгерину (прогрессирование при экспрессии 
<80% – 72,2%) (рис. 2, 3). Также отмечено, что нали-
чие изъязвления достоверно связано как с  глубиной 

Рисунок 1. Экспрессия TWIST 100%. Окраска: гематокси-
лин + иммуногистохимическое окрашивание TWIST ×200
Figure 1. TWIST expression 100%. Hematoxylin staining + 
immunohistochemical staining TWIST ×200
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Таблица 
Факторы риска прогрессирования у пациентов с меланомой кожи  

с распространенной первичной опухолью pT1a-T1b
 Table 

Risk Factors for Progression in Patients with Cutaneous Melanoma and Primary Tumor Stage pT1a-T1b

Показатель p Характеристики Прогрессирование 
(n = 18)

Без прогрессирования 
(n = 83)

Глубина инвазии 
по Бреслоу 0,801

≤ 0,8 мм 6 (33,3%) 69 (83,1%)
>0,8 мм 12 (66,7%) 14 (16,9%)

Изъязвление 0,012*
отсутствует 8 (44,4%) 72 (86,7%)

присутствует 10 (55,6%) 11 (13,3%)

E-кадгерин 0,016*
высокая экспрессия (≥80%) 5 (27,8%) 68 (81,9%)
низкая экспрессия (<80%) 13 (72,2%) 15 (18,1%)

Виментин 0,361
низкая экспрессия (<20%%) 6 (33,3%) 69 (83,1%)
высокая экспрессия (≥20%) 12 (66,7%) 14 (16,9%)

TWIST *< 0,001
низкая экспрессия (<20%) 3 (16,7%) 72 (86,7%)

высокая экспрессия (≥20%) 15 (83,3%) 11 (13,3%)

Ki-67 0,019*
низкая экспрессия (≤10%) 7 (38,9%) 66 (79,5%)

высокая экспрессия (>10%) 11 (61,1%) 17 (20,5%)

S100 0,419
высокая экспрессия (≥90%) 17 (94,4%) 79 (95,2%)
низкая экспрессия (<90%) 1 (5,6%) 4 (4,8%)

Melan-A Clone 0,595
высокая экспрессия (≥70%) 16 (88,9%) 77 (92,8%)
низкая экспрессия (<70%) 2 (11,1%) 6 (7,2%)

Пол 0,126
мужчины 10 (55,6%) 42 (50,6%)
женщины 8 (44,4%) 41 (49,4%)

Возраст 0,087
до 60 лет 9 (50,0%) 56 (67,5%)

старше 60 лет 9 (50,0%) 27 (32,5%)

Локализация 0,007*
кожа нижних конечностей 8 (44,4%) 30 (36,1%)

другая 10 (55,6%) 53 (63,9%)

Проведенное лечение < 0,001*
хирургическое 6 (33,3%) 9 (10,8%)

хирургическое + лекарственное 12 (66,7%) 74 (89,2%)

Рисунок 2. Высокая пролиферативная активность Ki-67 
(экспрессия 60%). Окраска: гематоксилин + иммуноги-
стохимическое окрашивание Ki-67 ×400
Figure 2. High proliferative activity of Ki-67 (60% expression). 
Hematoxylin staining + immunohistochemical staining of Ki-
67 ×400

Рисунок 3. Экспрессия Е-кадгерина 70% окрашенных кле-
ток. Окраска: гематоксилин + иммуногистохимическое 
окрашивание Е-кадгерином ×300
Figure 3. E-cadherin expression in 70% of stained cells. He-
matoxylin staining + immunohistochemical staining for E-
cadherin ×300
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инвазии по Бреслоу, так и с уровнем экспрессии мар-
керов ЭМП. У  пациентов с  изъязвлением чаще на-
блюдались высокая экспрессия виментина и TWIST, 
а  также более выраженная глубина инвазии. Изъ-
язвление выступает как независимый и  значимый 
прогностический фактор неблагоприятного течения 
заболевания (рис. 4, 5). Таким образом, изъязвление 
в первичной опухоли ассоциировалось с более агрес-
сивным клиническим течением и  активацией эпите-
лиально-мезенхимального перехода (χ²=11,9; p<0,01), 
который также ассоциировался с  изменением экс-
прессии молекулярных маркеров. 

Выявлено, что снижение экспрессии E-кадгерина 
менее 80% (χ²  = 18,9; p<0,01) свидетельствует о  на-
рушении процессов межклеточного взаимодействия 
и  об утрате нормальной адгезионной функции. По-
вышенная экспрессия белка TWIST свыше 20% (χ² = 
23,1; p<0,001), связанная с  приобретением клетками 
свойств мезенхимальных элементов, а  также уве-
личение пролиферативной активности, измеряемой 
по уровню экспрессии Ki-67  выше 10% (χ²=10,2; 
p<0,05), статистически значимо ассоциированы с раз-
витием прогрессирования заболевания.

Установлена зависимость частоты прогрессирова-
ния от локализации опухоли: наиболее часто ослож-
нения возникали при поражении нижней конечности. 
Наличие ранее проводимого лекарственного лечения 
оказалось фактором, негативно влияющим на прогноз 
заболевания у пациентов с ранней стадией меланомы 
кожи (p<0,001*).

Глубина инвазии по Бреслоу, а также распределе-
ние пациентов по полу и возрасту не оказались ста-
тистически значимыми параметрами в  определении 
прогноза течения заболевания. 

Прогностическая модель, включающая маркеры 
TWIST, Ki-67  и  E-кадгерина, показала AUC  = 0,84 

(95% ДИ: 0,78–0,90), чувствительность – 82%, спец-
ифичность – 76% [5, 10].

Изъязвление опухоли, выступающее в  роли су-
щественного морфологического показателя, обнару-
жило устойчивую ассоциацию с  характеристиками 
ЭМП. Так, при наличии изъязвлений значитель-
но повышались уровни экспрессии белков TWIST 
и Ki-67, тогда как концентрация E-кадгерина снижа-
лась  [6,  8]. Данный феномен позволяет рассматри-
вать процесс изъязвления как визуальное проявле-
ние изменений, связанных с механизмом ЭМП вну-
три опухолевой ткани.

Обсуждение
Полученные результаты подчёркивают значимость 

эпителиально-мезенхимального перехода как патоге-
нетической основы для более точной стратификации 
риска у пациентов с меланомой кожи ранней стадии. 
Выявленная высокая экспрессия TWIST и виментина, 
наряду с  пониженной экспрессией E-кадгерина, со-
гласуется с концепцией ЭМП как ключевого механиз-
ма инвазии и  метастазирования. TWIST, как транс-
крипционный фактор, активирует мезенхимальные 
программы в опухолевых клетках, а его высокая экс-
прессия ассоциирована с  неблагоприятным прогно-
зом и сниженной выживаемостью, что подтверждают 
и данные настоящего исследования (χ²=23,1; p<0,001).

Белок виментин, традиционно рассматриваемый 
как показатель активации мезенхимального фено-
типа, является ключевым участником процесса пе-
рестройки цитоскелетных структур и  повышения 
мобильности опухолевых клеток. Статистически 
значимая ассоциация была установлена между повы-
шенной экспрессией виментина и  агрессивным кли-
ническим поведением меланомы. Одновременно на-
блюдается значительное уменьшение концентрации 

Рисунок 4. Меланома без изъязвления. Окраска: гематок-
силин ×500
Figure 4. Melanoma without ulceration. Hematoxylin staining 
×500 staining

Рисунок 5. Меланома с изъязвлением. Окраска: гематок-
силин ×300
Figure 5. Melanoma with ulceration. Hematoxylin staining 
×300
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E-кадгерина  – известного индикатора межклеточной 
адгезии, что отражает нарушение нормального строе-
ния межклеточных взаимодействий и усиление инва-
зивных способностей новообразования [12].

Особое значение приобретает выявление факта 
изъязвления, поскольку он отражает тесную взаимос-
вязь как с  глубиной инвазии, так и  с профилем экс-
прессии маркеров ЭМП. Следовательно, изъязвление 
может служить не только самостоятельным морфоло-
гическим признаком повышенной агрессии опухоли, 
но и  косвенным показателем её молекулярно-биоло-
гической дедифференцировки [13, 14].

Повышенная экспрессия Ki-67, отражающая высо-
кий пролиферативный индекс, также демонстрирова-
ла значимую связь с прогрессированием заболевания 
(χ²=10,2; p<0,05), что соответствует ранее опублико-
ванным данным [15].

Совокупность представленных данных убеди-
тельно свидетельствует о  целесообразности вклю-
чения молекулярно-патоморфологических характе-
ристик в  существующие протоколы динамического 
мониторинга и  прогностической оценки состояния 
пациентов с начальной стадией меланомы кожи [16]. 
Предложенная модель может служить основой 
для выделения подгруппы пациентов, которым по-
казано более интенсивное наблюдение или проведе-
ние биопсии сторожевого лимфоузла даже при от-
сутствии морфологических признаков высокого ри-
ска [17, 18].

Заключение
Данное исследование подтвердило связь ЭМП с не-

благоприятным течением меланомы кожи на началь-
ных этапах развития заболевания. Показатели экс-
прессии основных маркеров ЭМП – TWIST, вименти-
на и  E-кадгерина, а  также пролиферативный индекс 
Ki-67  и  признаки изъязвления в  первичной опухоли 
демонстрируют значительную корреляцию с  факто-
рами агрессивного поведения меланомы на ранней 
стадии.

•  Высокий уровень экспрессии белка TWIST (>20%) 
повышает риск прогрессирования заболевания.

•  Увеличение индекса пролиферации Ki-67 (>10%) 
ассоциируется с неблагоприятным прогнозом.

•  Низкий уровень экспрессии E-кадгерина (<80%) 
способствует повышению вероятности рецидивов 
и метастазирования.

Эти характеристики включены в итоговую прогно-
стическую модель, демонстрируя свою способность 
эффективно оценивать риски прогрессирования.

Кроме того, наличие зоны изъязвления существен-
но увеличивает экспрессию ключевых маркеров ЭМП, 
подтверждая, что этот морфологический признак сам 
по себе служит важным дополнительным прогности-
ческим параметром, способствующим своевременно-

му выявлению повышенного риска развития неблаго-
приятных исходов.

Эти данные подчеркивают патогенетическую роль 
ЭМП в формировании инвазивного фенотипа опухоли 
и демонстрируют потенциал применения молекуляр-
но-патологических параметров для уточнения страти-
фикации пациентов.

Включение данных о  маркерах ЭМП в  клиниче-
скую практику может способствовать более точной 
оценке риска, принятию решений о  необходимости 
расширенного наблюдения и  целесообразности би-
опсии сторожевого лимфатического узла у пациентов 
с меланомой стадии pT1a–1b. Внедрение оценки мар-
керов ЭМП может повысить точность стратификации 
риска, улучшить индивидуализацию подходов к  на-
блюдению и терапии пациентов с меланомой кожи.
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