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ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ В ТКАНИ МЕЛАНОМЫ КОЖИ 
РАЗЛИЧНОЙ РАСПРОСТРАНЕННОСТИ
Е. Ю. Златник, Ю. В. Пржедецкий, С. С. Кочуев, И. А. Новикова, Е. М. Непомнящая,  
Г. И. Закора, Е. С. Бондаренко, В. В. Позднякова 

Ростовский научно-исследовательский онкологический институт,  
Ростов-на-Дону, Россия 

IMMUNOLOGIC FACTORS IN TISSUES OF CUTANEOUS MELANOMA 
DEPENDING ON ITS THICKNESS
Zlatnik E. Yu., Przhedetsky Yu. V., Kochuev S. S., Novikova I. A., Nepomnyashchaya E. M.,  
Zakora G. I., Bondarenko E. S., Pozdnyakova V. V. 

Rostov Research Institute of Oncology, Rostov-on-Don, Russia

Исследовались особенности лимфоцитарного и цитокинового состава опухолевой ткани и перитумораль-
ной области меланомы кожи с различной толщиной опухоли по Бреслоу.

Объектом исследования были фрагменты ткани опухоли и перитуморальной области, а также кровь 56 па-
циентов с меланомой кожи. Использовали методы проточной цитофлюориметрии для подсчета лимфоцитов 
различных субпопуляций в крови, гомогенатах опухолевой ткани и перитуморальной области, а также метод 
иммуноферментного анализа для определения тканевых уровней цитокинов. 
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Меланома кожи – одна из самых агрессивных 
опухолей, характеризующаяся непредска-
зуемым течением, склонностью к раннему 

метастазированию и устойчивостью к стандарт-
ным схемам терапии. В развитии меланомы кожи 
участвуют как экзо-, так и эндогенные факторы, 
среди которых отмечается значение повышенной 
инсоляции, а также генетических и эпигенетиче-
ских изменений [13, 18]. Исследования послед-
них лет показали, что в развитии злокачествен-
ных образований важную роль играет иммунная 
система, хотя опухоль имеет различные механиз-
мы, способные разрушать иммунологическую за-
щиту [4].

Наличие опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов 
обычно интерпретируется как благоприятный про-
гностический маркер [7], однако важное значение 
имеет клеточный состав, который может быть весьма 
разнообразен, в частности, при различных вариантах 
опухоли, ее размере и распространенности [5, 16]. 
Есть публикации о зависимости между количеством 
разных видов иммунокомпетентных клеток в опухоли 
и в «сторожевом» лимфатическом узле и продолжи-
тельностью жизни (общей и безрецидивной) паци-
ентов с меланомой [8, 9]. От многих других опухо-
лей меланому отличает доказанная иммуногенность 
вследствие экспрессии различных, например, рако-
во-тестикулярных антигенов [2]. В связи с получив-
шей распространение цитокиновой иммунотерапией 
и вакцинотерапией для лечения меланомы, а также 
с недавно начатым применением таргетных препа-
ратов на основе антител против «иммунологических 
контрольных точек» (CTLA-4, PD-1) представляется 
актуальной детальная характеристика иммуноло-
гического микроокружения опухоли [17]. В аспекте 
взаимодействия опухоли и организма опухоленоси-
теля представляет особый интерес состояние пери-
туморальной области меланомы [3, 10]. В настоящее 
время происходит разработка новой классификации 
меланомы с учетом характеристики состава опухоль-
инфильтрирующих лимфоцитов [14]. В этой связи  
изучение факторов локального иммунитета при мела-
номе в плане исследования механизмов ее развития, 
а также прогноза и выбора терапии является актуаль-
ным и перспективным.

Основным критерием при установлении стадии и 
расчете прогноза заболевания, определении тактики 
адъювантного лечения служит такая характеристика 
меланомы, как толщина опухоли по Бреслоу (наи-
больший вертикальный размер меланомы в милли-
метрах).

Целью данной работы является исследование 
особенностей лимфоцитарного и цитокинового со-
става опухолевой ткани и перитуморальной области 
меланомы кожи с различной толщиной опухоли по 
Бреслоу.

Материал и методы. Объектом изучения были 
фрагменты ткани опухоли и перитуморальной обла-
сти, а также кровь 56 пациентов с меланомой кожи 
(34 женщин и 22 мужчин в возрасте от 29 до 86 лет). 
У 7  больных патологический очаг локализовался на 
верхних конечностях, у 18 на нижних, у 8 на голове и 
шее, у 23  на туловище. По морфологической форме 
преобладала узловая меланома с толщиной от 0,5 до 
20 мм по Бреслоу и II–V уровнем инвазии по Кларку. 
Три пациента имели отдаленные метастазы в легкие, 
печень и контрлатеральные лимфатические узлы (ге-
нерализованная форма), у четверых больных уста-
новлено метастатическое поражение регионарного 
коллектора (распространенная форма). Все случаи 
заболевания были первичными, неоадъювантного 
лечения не проводилось. Больным было выполне-
но хирургическое лечение в объеме широкого иссе-
чения опухоли с пластикой местными тканями (26), 
свободным кожным лоскутом (15), встречными кож-
но-жировыми лоскутами (2), ротационным кожно-жи-
ровым лоскутом (8), серповидным кожно-жировым 
лоскутом (3), скользящим кожно-жировым лоскутом 
(2). Пациентам с наличием метастазов в регионарных 
лимфатических узлах дополнительно проводилась 
лимфодиссекция. Исследование факторов общего 
и локального клеточного иммунитета проводили не 
позднее чем через час после хирургического лечения 
на свежем послеоперационном материале и крови, 
взятой перед проведением операции. Кровь у боль-
ных брали из локтевой вены в пробирку с антикоа-
гулянтом (ЭДТА). Удаленные опухоли подвергались 
патоморфологическому исследованию; отдельные 
фрагменты опухолевой ткани и перитуморальной 
зоны (визуально неизмененной ткани, прилежащей 

По мере увеличения толщины опухоли в ее ткани снижается уровень CD3+CD4+ лимфоцитов, IL-1RА и 
TNF-α и нарастает содержание T-regs и NК-клеток, IL-6, IL-8, отчасти IL-10, что обеспечивает иммуносупрес-
сивную и проонкогенную активность микроокружения меланомы, особенно при Т3, Т4.

Установлены особенности иммунологического микроокружения меланомы кожи и показаны различия меж-
ду характеристиками локального иммунитета в опухолях различной толщины по критерию Бреслоу.

Ключевые слова: меланома кожи, критерий Бреслоу, локальный клеточный иммунитет, лимфоциты, цито-
кины, T-regs

The aim was to investigate some characteristics of lymphocytes and cytokines in tissues of tumors and peritumoral 
area of cutaneous melanoma with various Breslow thicknesses.

Fragments of tumor and peritumoral area tissues, as well as the blood of 56 patients with melanoma, were studied. 
Subsets of lymphocytes in the blood, homogenates of tumor tissues and peritumoral area were studied by the flow 
cytometry; tissue cytokine levels were determined by ELISA.

Increasing melanoma thickness was accompanied by lower levels of CD3+CD4+ lymphocytes, IL-1RА and TNF-α 
and elevating T-regs and NК-cells, IL-6, IL-8 and partly IL-10 providing immunosuppressive and pro-oncogenic activ-
ity of melanoma microenvironment, especially in T3 and T4 tumors.

Characteristics of immunologic microenvironment of cutaneous melanoma were specified, and differences in local 
immunity were demonstrated in tumors depending on the Breslow thickness.

Keywords: cutaneous melanoma, Breslow thickness, local cellular immunity, lymphocytes, cytokines, T-regs
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к опухоли), гомогенизировали с помощью дезагре-
гирующего устройства BD Medimachine. В крови и в 
гомогенатах тканей определяли популяционный и 
субпопуляционный состав лимфоцитов на проточ-
ном цитометре FACSCantoII (BD) с панелью антител 
T-, B-, NK (CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD16/56), 
дополнительно изучали количественное содержа-
ние Т-регуляторных (T-regs) клеток (CD4+CD25+CD-
127dim). Несмотря на то что наиболее распростра-
ненным методом определения последних является 
подсчет клеток с фенотипом CD4+CD25brightFoxP3+, 
в литературе есть данные о приемлемости для этой 
цели фенотипа CD4+CD25+CD127dim [12]. Резуль-
таты выражали в процентах от общего количества 
лимфоцитов, а для T-regs – в процентах от CD3+CD4+ 
клеток. Содержание цитокинов TNF-α, IL-1ß, IL-1RA, 
IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 в гомогенатах тканевых образцов 
определяли методом ИФА с тест-системами произ-
водства «Вектор-Бест» (Новосибирск), результаты, 
полученные в пг/мл, пересчитывали на 1 г белка.

Статистическую обработку данных выполняли с 
помощью параметрических и непараметрических ме-
тодов (t-критерий Стьюдента, критерий Уилкоксона, 
метод непрямых разностей).

Результаты и обсуждение. При оценке фак-
торов клеточного иммунитета в крови больных не 
было обнаружено статистически достоверных раз-
личий между группами с Т1–Т4 толщиной опухоли, 
при этом в опухолевой ткани выявлены отличия как 
от показателей крови, так и зависящие от толщины 

меланомы. В таблице 1 представлена характеристи-
ка показателей субпопуляций лимфоцитов в крови и 
в опухолевой ткани при различной толщине мелано-
мы по Бреслоу. Во всех группах опухолевая ткань со-
держала статистически достоверно больше Т-клеток 
(преимущественно за счет СD3+СD8+) и меньше В- и 
NK-лимфоцитов, чем кровь. По уровням СD3+СD4+ 
лимфоцитов различия были найдены не всегда и 
были неоднонаправленными. Так, при Т1 и Т3 их со-
держание не отличалось от показателей в крови, при 
Т2 оно было в опухоли статистически значимо выше, 
а при Т4 – ниже, чем в крови. Содержание в опухоли 
Тregs было выше во всех группах больных по сравне-
нию с кровью, начиная с Т2. 

Из таблицы 1 также следует ряд различий суб-
популяционного состава лимфоцитов в меланомах 
различной толщины. Так, при Т1 и Т2 отмечено более 
высокое содержание CD3+, чем в опухолях толщиной 
Т4, в которых, кроме того, наблюдались более низкие 
уровни CD3+CD4+ по сравнению с Т2 и Т3 (для всех 
показателей р<0,05). Выявлено более высокое со-
держание NК-клеток при Т3–Т4 по сравнению с Т1–Т2. 
Количество В-лимфоцитов было статистически до-
стоверно выше в Т3–Т4 опухолях по сравнению с Т1, а 
уровень Т-regs постепенно возрастал при увеличении 
толщины опухоли (табл. 1). При распространенных и 
генерализованных формах меланомы нарастание по-
следнего показателя отмечено в ткани, но не в кро-
ви, достигая 24,0±9,9 и 30,9±10,9  % соответствен- 
но (рис.). 

Таблица 1
Сравнительная характеристика показателей клеточного иммунитета  

в ткани опухоли и в крови при различной толщине меланомы кожи по Бреслоу

Кри-
терий 

Бреслоу
Образцы 
тканей

Показатели, %

СD3+ СD3+СD4+ СD3+СD8+ CD16/56+ СD19+ T-regs

Т1 Опухоль 91,9±1,7 *, ** 47,2±8,5 38,0±7,0* 2,0±0,6*, ** 1,6±0,3 *, ** 9,8±3,3**
Кровь 70,9±2,8 43,6±3,3 24,1±3,6 14,9±2,6 13,9±1,8 6,4±0,8

Т2 Опухоль 94,7±2,8*, ** 54,4±3,9 *, ** 35,3±5,8* 1,2±0,3*, ** 1,6±1,0* 14,0±3,3*
Кровь 62,0±4,6 35,8±3,2 21,9±1,8 19,1±2,7 17,8±5,3 7,1±0,4

Т3 Опухоль 88,7±2,8* 50,6±5,7** 35,1±2,6* 8,8±2,2* 3,4±0,9* 15,9±3,0*
Кровь 68,7±6,6 48,78±5,0 24,9±2,2 15,5±1,2 9,7±1,6 7,0±0,4

Т4 Опухоль 82,5±5,5* 32,2±3,9* 45,6±5,2* 6,4±1,4* 4,7±1,6* 17,5±2,0*
Кровь 69,5±3,5 44,6±2,5 22,1±2,1 14,9±1,4 10,2±0,9 9,5±2,7

Примечание: * – статистически достоверные отличия от показателей крови; ** – статистически достоверные отличия от 
показателей ткани опухоли с толщиной Т4 (р<0,05) (t-критерий Стьюдента, критерий Уилкоксона – Манна – Уитни).

В ткани перитуморальной зоны на-
блюдается частичное сходство с тканью 
опухоли (снижение уровня СD3+ и воз-
растание уровня СD16/56+ при увеличе-
нии толщины меланомы) и частичное – с 
кровью (отсутствие нарастания уровня 
T-regs и снижения уровня СD3+СD4+ при 
увеличении толщины опухоли). Следу-
ет отметить, что уровни T-regs в ткани 
перитуморальной зоны не отличаются 
от показателей опухолевой ткани при 
критерии Бреслоу Т1–Т3, а при Т4 вы-
являются статистически достоверные 
различия между образцами (10,5±2,6 и 
17,5±2,0 % соответственно, р<0,05).

Сравнительная характеристика 
уровней цитокинов в ткани опухоли и 
перитуморальной зоны представлены 
в таблице 2.

 

Рис. Уровни Tregs в крови и ткани меланомы в зависимости  
от распространенности процесса (% от СD3+СD4+ клеток)
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Выявлены различия между содержанием ряда ци-
токинов в ткани опухоли и перитуморальной области. 
Так, при толщине меланомы Т1 отмечены статистиче-
ски достоверно более высокие уровни TNF-α в опухо-
левой ткани, а по мере нарастания критерия Бреслоу 
эти различия утрачиваются. При меланоме Т2 обна-
ружено более высокое содержание IL-8 по сравнению 
с перитуморальной зоной. При меланоме Т3 найден 
более высокий уровень IL-6, IL-10 и IL-2 по сравнению 
с образцом перитуморальной зоны. При меланоме Т4 
в опухолевой ткани обнаружены более высокие, чем в 
ткани перитуморальной зоны, уровни IL-6 и IL-8. Тка-
невое содержание IL-1ß в опухолях Т1–Т3 было выше, 
чем в прилежащей немалигнизированной ткани (хотя 
эти различия и не были статистически значимыми 
вследствие высокой вариабельности результатов), и 
сравнялось при меланомах с толщиной Т4. 

Как видно из таблицы 2, отмечен ряд различий со-
держания цитокинов в опухолях и перитуморальных 
зонах в зависимости от толщины меланомы по Брес-
лоу. Так, в опухолях Т3 и Т4 содержится статистиче-
ски достоверно больше IL-6, чем в опухолях Т1 и Т2. 
Кроме того, в опухолях Т1 обнаружены более высокие 
количества TNF-α и рецепторного антагониста IL-1, 
чем в опухолях Т3 и Т4. Описанные различия частично 
распространяются и на перитуморальную зону, хотя 
в данном случае они статистически достоверны толь-
ко для Т3. Отмечено более низкое содержание IL-2 
в перитуморальной зоне Т3 по сравнению с Т1. При 
толщине меланомы Т3 и Т4 в перитуморальной зоне 
тканевые уровни IL-1ß и IL-8 были выше, чем при Т2, 
однако индивидуальная вариабельность показателей 
позволила выявить статистическую достоверность 
различий только для IL-8. 

Таким образом, в опухолевой ткани меланомы 
кожи при различном критерии Бреслоу присутству-
ют Т-лимфоциты обеих основных субпопуляций 
(CD3+CD4+ и CD3+CD8+), потенциально обладающие 
способностью к распознаванию антигенов и цитоток-

сичостью; однако, несмотря на возрастание уровня 
CD3+CD8+ клеток в опухолевой ткани, оно не реали-
зуется в виде противоопухолевого действия. По всей 
вероятности, препятствием для него является на-
растающий уровень T-regs клеток в ткани меланомы. 
Мы предполагаем избирательность миграции T-regs 
в опухолевую ткань вследствие взаимодействия их 
мембранных рецепторов с хемокинами, в нашем ис-
следовании представленных IL-8, что согласуется с 
литературными данными на примере рака яичника 
[11] и желудка [15]. Неожиданной находкой явился 
низкий уровень NК-клеток в ткани меланомы с мень-
шей толщиной и повышение при ее увеличении. Од-
нако с учетом значительного уровня в опухоли T-regs 
и данных литературы об их ингибирующем действии 
в отношении естественных киллеров [6] присутствие 
их в опухоли в большом количестве препятствует 
проявлению цитолитической активности NK. Возрас-
тающий при увеличении толщины меланомы уровень 
IL-6, а также IL-10, наряду со снижением содержания 
TNF-α, способствуют усилению проонкогенного и ан-
гиогенного потенциала опухолевой ткани и отчасти 
перитуморальной области [1]. 

Заключение. В ходе проведенного исследова-
ния установлены особенности иммунологического 
микроокружения меланомы кожи и показаны разли-
чия между характеристиками локального иммунитета 
в опухолях различной толщины по критерию Бреслоу. 
По мере увеличения толщины опухоли в ее ткани сни-
жается уровень CD3+CD4+ лимфоцитов и нарастает 
содержание T-regs и NК-клеток, а также происходит 
снижение тканевых уровней IL-1RА и TNF-α при на-
растании содержания ряда интерлейкинов (IL-6, IL-8, 
отчасти IL-10); некоторые из этих изменений затраги-
вают и перитуморальную ткань. По-видимому, такие 
характеристики локального иммунитета обусловли-
вают подавление возможности развития полноцен-
ного иммунного ответа на меланому, особенно при 
критерии Бреслоу Т3–Т4.

Таблица 2
Сравнительная характеристика показателей тканевых уровней цитокинов в опухоли  
и в перитуморальной зоне (ПЗ) при различной толщине меланомы кожи по Бреслоу

Кри-
терий 

Бреслоу
Образцы 
тканей

Удельное содержание цитокинов (пг/мл/г белка)

TNF-α IL-6 IL-8 IL-1ß IL-10 IFN-γ IFN-α IL1-RA IL-2

Т1
Опухоль 10,5±2,8* 

**●
2,3±0,9

**● 41,4±18,4 61,0±26,2 6,3±2,0 12,2±2,8 0,8±0,2 4882,3±977,6
**● 3,7±1,4

ПЗ 3,3±0,8 0,8±0,2● 15,9±9,9 23,1±12,0 3,1±0,8 9,7±2,4 0,6±0,2 4269,7±1021,7● 2,3±0,6●
Т2 Опухоль 6,5±2,7 2,8±1,1

**● 41,0±15,9* 28,1±12,3 3,8±0,9 10,4±3,1 0,8±0,2 3594,4±1151,7 3,8±1,0

ПЗ 3,9±1,6 2,0±1,2 7,3±2,9 17,6±12,2 2,8±1,1 10,7±4,2 0,8±0,4 2654,9±791,4 2,2±0,9
Т3 Опухоль 3,5±0,9 17,3±5,4* 69,3±18,9 53,9±18,1 5,1±1,3* 7,4±2,0 0,6±0,2 2159,6±410,6 2,1±0,6*

ПЗ 2,1±0,3 4,6±1,6 32,9±15,3 27,3±19,7 2,2±0,7 5,1±1,1 0,4±0,1 2011,9±480,5 1,0±0,2
Т4 Опухоль 3,3±0,5 17,8±4,5* 73,8±23,7* 46,1±8,1 3,9±0,9 12,3±5,8 0,7±0,1 2425,5±364,3 1,7±0,3

ПЗ 3,2±0,5 6,8±4,0 24,3±6,4 40,7±15,0 2,9±0,5 8,3±1,4 0,6±0,09 3156,6±543,5 1,8±0,4

Примечание: * – статистически достоверные отличия показателей опухоли от перитуморальной зоны; ** – статистически 
достоверные отличия от Т4; ● – статистически достоверные отличия от Т3 (р<0,05) (t-критерий Стьюдента, критерий Уил-
коксона – Манна – Уитни).
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