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Аннотация

Введение. В структуре смертности рак желудка (РЖ) занимает второе место, что обусловлено позд-
ней диагностикой в сочетании с агрессивным течением заболевания. Особую роль в патогенезе и 
метастазировании опухоли отводят опухолевым стволовым клеткам, ответственным за устойчивость к 
химио- и радиотерапии и обусловливающим прогрессию опухоли. Цель исследования – определение 
CD44 и CD133 маркеров опухолевых стволовых клеток в ткани опухоли при неметастатическом и мета-
статическом раке желудка с использованием иммуногистохимического метода. Материал и методы. 
Проведено проспективное исследование опухолевой ткани у больных раком желудка: 1-я группа – 20 
больных РЖ T3–4аN0–3M0, степень дифференцировки опухоли – G2, средний возраст – 58,9 ± 9,7 года; 
2-я группа – 20 больных РЖ T3–4аN0–3M1 с метастатическим поражением брюшины, степень диффе-
ренцировки опухоли – G2, средний возраст – 53,4 ± 11,9 года. Экспрессию CD44 и CD133 в ткани опу-
холей осуществляли иммуногистохимическим методом. Результаты. Выявлены отличия в количестве 
опухолевых клеток, экспрессирующих CD44 маркер при наличии и отсутствии метастазов у больных 
раком желудка – их количество составило 10,0 ± 3,08 % и 6,0 ± 2,3 % соответственно. При этом CD133 
молекула при наличии метастазов выявлялась в 95 %, при их отсутствии – в 80 % случаев. Средний 
уровень CD133+-клеток при метастатическом раке желудка составил 21,3 ± 11,6 %, при локализованном – 
10,0 ± 2,4 %. Заключение. Степень экспрессии выбранных молекул имела характерные отличия у боль-
ных различными формами рака желудка, что может быть использовано в дальнейшем для понимания 
результатов лечения и прогноза течения заболевания.

Ключевые слова: опухолевые стволовые клетки, рак желудка, иммуногистохимическая 
идентификация, CD133, CD44.
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Abstract

Background. Gastric cancer is the second leading cause of cancer-related death due to advanced disease. 
A special role in the pathogenesis and metastasis of the tumor is assigned to tumor stem cells (TSC), re-
sponsible for resistance to chemotherapy and radiotherapy and causing tumor progression. Objective: to 
determine the CD44 and CD133 markers of TSC in tumor tissues of non-metastatic and metastatic gastric 
cancer using the immunohistochemical method. Material and Methods. A prospective study of tumors in 
patients with gastric cancer was conducted: Group 1 – 20 people with T3–4aN0–3M0G2 tumor, average age 
58.9 ± 9.7; Group 2 – 20 people with T3–4aN0–3M1G2 tumor, with metastases in the peritoneum, average 
age 53.4 ± 11.9. The expression of CD44 and CD133 in the tumor tissue was determined by immunohisto-
chemistry. Results. Differences were found in the number of tumor cells expressing the CD44 marker in the 
presence and absence of metastases in patients with gastric cancer – their number was 10.0 ± 3.08 and 6.0 
± 2.3, respectively. The CD133 molecule was detected in 100 % of cases having metastases, while in cases 
having no metastases, the marker was detected only in 80 % of cases. The average percentage of CD133 
+ cells was 21.3 ± 11.6 % in patients with metastatic gastric cancer and 10.0 ± 2.4 % in patients having no 
metastases. Conclusion. The degree of expression of the CD44 and CD133 markers had characteristic 
differences in patients with gastric cancer, which can be used further to explain the results of the treatment 
and the prognosis of the disease.

Key words: tumor stem cells, gastric cancer, immunohistochemical identification, CD133, CD44.

Введение
Рак желудка (РЖ) – одна из форм опухолей, ко-

торая, несмотря на предпринимаемые усилия фун-
даментальной и прикладной науки, по-прежнему 
занимает второе место в структуре смертности 
от злокачественных новообразований. Это свиде-
тельствует о поздней диагностике и агрессивном 
течении данного заболевания [1]. Процессы про-
грессирования РЖ, вероятность метастазирования 
и развитие устойчивости к применяемой терапии 
определяются особенностями экспрессии генов, 
изменением фенотипа опухолевых клеток, что со-
провождается закономерными метаболическими, 
морфологическими и иммунологическими их из-
менениями [2, 3]. Указанные свойства опухолей во 
многом определяются наличием отдельной субпо-
пуляции клеток – опухолевых, раковых стволовых 
клеток (ОСК, РСК). Показано, что фенотипические 
маркеры, обнаруживаемые на ОСК, представлены 
и на определенных типах соматических клеток 
организма человека – на эмбриональных и мезен-
химальных стволовых клетках [4].

В разных опухолях ОСК экспрессируют раз-
личные маркеры и их комбинации, которые выяв-
ляются также на нормальных стволовых клетках 
или клетках-предшественницах, элементах стромы 

опухоли или опухолевых клетках, не имеющих 
свойств стволовых, поэтому, возможно, только 
часть клеток, выбранных по их экспрессии, явля-
ется ОСК. К настоящему моменту окончательно 
не решен вопрос о стабильности фенотипа ОСК в 
процессе прогрессирования опухоли или при пере-
ходе из систем in vivo к in vitro. Кроме того, разные 
подтипы опухолей одного органа могут иметь 
ОСК, экспрессирующие разные маркеры [5].

Для идентификации ОСК при раке желудка 
чаще всего используют фенотипический маркер 
CD44, наличие которого с высокой вероятностью 
может указывать на данный тип клеток. Исполь-
зование же CD133 при обнаружении РСК при раке 
желудка отмечается не так часто, и его информа-
тивность при данной форме опухолей обсуждается. 
Накоплен определенный опыт исследования ОСК 
при различных солидных опухолях, однако вопро-
сы, связанные с особенностями фенотипической 
организации и «поведения» данной популяции 
клеток при ряде заболеваний, в частности при 
различных формах рака желудка, остаются не 
полностью изученными.

Целью исследования явилось определение 
особенностей экспрессии CD44 и CD133 маркеров 
ОСК в ткани опухоли при неметастатическом и 
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метастатическом раке желудка с использованием 
иммуногистохимического метода.

Материал и методы
Проведено проспективное исследование, в ко-

торое были включены 40 больных раком желудка 
в возрасте от 30 до 80 лет. Всем больным перед 
операцией проводилось стандартное обследование, 
включающее анализ лабораторных показателей, 
обзорную рентгенографию органов грудной клет-
ки, определение функций внешнего дыхания, ЭКГ, 
ЭГДС, КТ или МРТ органов брюшной полости и 
малого таза. Больные давали письменное информи-
рованное согласие на проведение исследований и 
были разделены на две группы: 1-я группа (n=20) – 
рак желудка T3–4аN0–3M0, степень дифферен-
цировки – G2, средний возраст 58,9 ± 9,7 года; 
2-я группа (n=20) – рак желудка T3–4аN0–3M1 
с метастатическим поражением брюшины, сте-
пень дифференцировки – G2, средний возраст 
53,4 ± 11,9 года.

Для исследования осуществляли забор опера-
ционного материала, в котором производились 
несколько параллельных горизонтальных разрезов 
через всю опухоль. При этом избегали очагов не-
кроза, так как для исследования были необходи-
мы образцы визуально сохранной опухоли. Для 
фиксации материала использовали раствор 10 % 
нейтрального забуференного формалина с после-
дующей стандартной проводкой дегидратантами; 
в конце образцы заключали в парафин. Приготав-
ливали срезы толщиной 3–5 мкм с последующим 
окрашиванием гематоксилином и эозином.

Иммуногистохимическое исследование прово-
дили на срезах с парафиновых блоков опухолей, 
предназначенных для стандартного морфологи-
ческого исследования. Парафиновые срезы депа-
рафинировали и регидратировали по стандартной 
методике. «Демаскировку» антигенов проводили 
в PT-LinkThermo.

Для определения экспрессии CD44 и CD133 
на опухолевых клетках иммуногистохимическим 
методом использовали моноклональные мышиные 
антитела к CD44 клон 156-3С11 (Thermo Scientific) 
в разведении 1:2500 и поликлональные кроличьи 
антитела к CD133 (Cloud-Clone Corp.) в разведе-
нии 1:700 с использованием автостейнера Thermo 
Scientific; для демаскировки антигена CD133 при-
меняли буфер 10 мМTris, 1 мМEDTA (рН 9,0), для 
CD44 – аналогичный буфер рН 6,0.

Оценивали мембранную окраску в 10 % и более 
всех опухолевых клеток; характеризовали интен-
сивность окрашивания клеточной мембраны: 0, + – 
слабое, ++ – умеренное, +++ – сильное окраши-
вание. При наличии интенсивности окрашивания 
++ и +++ случай рассматривался как позитивный. 
Экспрессия белка CD44 имеет мембранную лока-
лизацию и определялась как положительная, когда 
окрашивание было выявлено в 10  % (cut-off) и 

более всех опухолевых клеток. Белок CD133 также 
имеет мембранную локализацию; его экспрессию 
считали положительной, когда окрашивание было 
выявлено в более 5 % всей опухоли. На рис. 1 и 2 
представлены примеры результатов ИГХ окраши-
вания препаратов при РЖ для выявления CD44+- и 
CD133+-клеток.

Результаты измерений количественных показа-
телей представлены в виде X ± m, где X – среднее 
значение, m – среднеквадратичное отклонение. 
Проверка на нормальность закона распределе-
ния показателей проводилась с использованием 
критерия Шапиро–Уилка. Для сравнения средних 
значений количественных показателей в группах, 
в случае нормального закона распределения, ис-
пользовали параметрический критерий Стьюдента, 
в противном случае – непараметрический критерий 
Манна–Уитни. Для анализа связи между фактор-
ным и результативным признаками использовался 
критерий χ2 Пирсона. Различия считали статисти-
чески значимыми при р≤0,05.

Результаты
В нашем исследовании позитивная экспрессия 

CD44+ в клетках опухоли пациентов без метастазов 
выявлена в 4 (20 %), в то время как при метастати-
ческом РЖ – в 13 (65 %) случаях. Следует отметить, 
что в группе с метастазами разброс позитивно-
окрашенных клеток по экспрессии CD44 нахо-
дился в пределах от 9 до 15 %, в среднем составив 
10,0 ± 3,08 %, тогда как в группе без метастазов – 
этот показатель варьировал от 1  до 13  %, где 
средние значения CD44+ клеток составили 
6,0 ± 2,3 %. В результате сравнения были отмечены 
статистически значимые по критерию χ2 различия 
в исследуемых группах – 8,256 при р=0,004.

При исследовании экспрессии CD133 уста-
новлено, что положительная реакция CD133 в 
клетках опухоли у больных с диссеминирован-
ным РЖ наблюдалась в 19 (95 %), тогда как при 
локализованном РЖ – в 16 (80 %) случаях. Раз-
брос положительно окрашенных клеток в группе 
с метастазами был значительный и составлял от 
10 до 40 %, в среднем – 21,3 ± 11,6 %, а в группе 
без метастазов – от 1 до 14 %, составив в среднем 
10,0 ± 2,4 %. В результате были отмечены стати-
стически значимые по критерию χ2 различия в 
сравниваемых группах – 4,444 при р=0,036.

Обсуждение
Несмотря на то, что до настоящего времени нет 

однозначных маркеров, позволяющих идентифи-
цировать ОСК, в современных исследованиях на-
коплен опыт, подтвержающий целесообразность 
определения экспрессии ряда молекул, указы-
вающих на наличие уникальных свойств данной 
группы клеток в гетерогенной опухолевой популя-
ции. В качестве данных маркеров наиболее часто 
выступают такие молекулы, как CD44 и CD133. 
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Рис. 1. Экспрессия CD44 
маркера в препарате 

опухоли при РЖ: 
А – отрицательная экс-

прессия CD44 (1+) в опу-
холевых клетках при раке 
желудка; В – положитель-
ная экспрессия CD44 (2+) 
в опухолевых клетках при 
раке желудка; С – положи-
тельная экспрессия CD44 
(3+) в опухолевых клетках 

при раке желудка. ×400
Fig. 1. Microphoto. Expres-

sion of CD44 marker in 
a tumor preparation for 

gastric cancer: A – nega-
tive expression of CD44 
(1+) in tumor cells in GC. 
B – positive expression of 
CD44 (2+) in tumor cells in 
GC. C – positive expression 
of CD44 (3+) in tumor cells 

in GC. ×400

Рис. 2. Микрофото. Экс-
прессия CD133 маркера 
в препарате опухоли при 
РЖ: А – отрицательная 

экспрессия CD133 (1+) в 
опухолевых клетках при 

раке желудка; В – по-
ложительная экспрессия 
CD133 (2+) в опухолевых 
клетках при раке желуд-
ка; С – положительная 

экспрессия CD133 (3+) в 
опухолевых клетках при 

раке желудка. ×400
Fig. 2. Microphoto. Expres-

sion of CD133 marker 
in a tumor: A – negative 

expression of CD133 
(1+) in tumor cells in GC. 
B – positive expression 
of CD133 (2+) in tumor 
cells in GC. C – positive 

expression of CD133 (3+) 
in tumor cells in GC. ×400
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CD44 – это адгезивный белок, участвующий 
во взаимодействиях клетка-клетка и клетка-
межклеточный матрикс посредством своего ли-
ганда – гиалуроновой кислоты, а также коллагена, 
ламинина, фибронектина, остеопонтина и некото-
рых гликозаминогликанов. У CD44+ опухолевых 
клеток описана более высокая туморогенность 
(пролиферативный потенциал, способность к 
формированию колоний), резистентность к ле-
карственному воздействию, меньшая склонность 
к апоптозу по сравнению с CD44- клетками [6]. 
CD44 изолированно или в комбинации с другими 
маркерами выявляется на ОСК при раке молоч-
ной и поджелудочной железы, простаты, печени, 
желудка, колоректальном раке (КРР), опухолях 
головы и шеи [7].

Выявленные в нашем исследовании отличия в 
экспрессии данного маркера при различных фор-
мах рака желудка указывают на то, что процесс 
метастазирования в данном случае сопровождается 
увеличением количества клеток в ткани опухоли, 
формирующих колонии и обладающих способно-
стью давать начало клеткам с повышенным про-
лиферативным потенциалом, а также обладающих 
устойчивостью к воздействию проапоптотических 
сигналов. Все указанные функциональные особен-
ности опосредуются характером взаимодействия 
клетки с гетерогенным её микроокружением, что 
будет определяться в том числе и идентифицируе-
мой в данном исследовании молекулой.

Рядом авторов показаны антиапоптотические 
и прометастатические эффекты активации СD44. 
Влияя на интенсивность деградации гиалуроновой 
кислоты и определяя расположение на мембране 
матрикс-модифицирующих ферментов, СD44 
может участвовать в моделировании опухолевого 
микроокружения, а его расщепление, которое отме-
чалось в ткани опухоли, способствует увеличению 
миграционной активности клеток [8, 9].

Функциональная роль увеличения количества 
CD44+-клеток в ткани опухоли с учетом факта 
различной её выраженности при различных фор-
мах злокачественных новообразований требует 
дальнейшего изучения. Но, вероятно, участвуя 
во взаимодействии с различными компонентами 
межклеточного матрикса, CD44 определяет адге-
зивные свойства клеток, их чувствительность к 
различным регуляторным факторам, а все это будет 
определенным образом влиять на формирование 
метастатического фенотипа опухолевых клеток.

Представляет особый интерес определение 
экспрессии CD44 маркера в региональных и от-
даленных метастатических очагах у больных РЖ, 
так как в доступной литературе данный вопрос 
мало изучен. В проведенных нами исследованиях 
по определению данного маркера в опухолях и 
метастазах при колоректальном раке было пока-
зано, что экспрессия CD44 в опухолях, дающих 
отдаленные метастазы, выше в клетках первичной 
опухоли, чем в клетках метастазов [10].

Полученные нами результаты по экспрессии 
CD44 согласуются с данными некоторых авторов. 
В частности, в работе A. Afify et al. отмечается 
снижение экспрессии CD44 маркера в большинстве 
метастатических опухолей. Показано, что в 65 % 
случаев метастазов аденокарцином в лимфати-
ческие узлы отсутствует экспрессия CD44, в то 
время как в 92 % случаев первичной опухоли она 
выявляется [11].

Противоречивые данные получены относи-
тельно роли CD44 в прогрессировании опухоли и 
образовании метастазов при раке толстой кишки 
[12, 13]. Снижение экспрессии CD44, по одним 
данным, коррелирует с уменьшением метастати-
ческого потенциала клеток КРР [14], по другим – 
это приводит к увеличению метастатического и 
миграционного потенциалов [15]. Низкодифферен-
цированные опухоли толстой кишки имеют более 
высокий уровень экспрессии CD44 по сравнению с 
высокодифференцированными, и сверхэкспрессия 
этого маркера ассоциирована с уменьшением вы-
живаемости у пациентов [16].

Другим маркером ОСК наиболее часто высту-
пает CD133 (АС133, проминин-1) – гликопротеин 
с пятью трансмембранными доменами молеку-
лярной массой 120 кД, взаимодействующий с 
холестеролом [17], имеет 3 изоформы: CD133-1, 
CD133-2, CD133-3. Молекула ассоциирована с 
мембранными выпячиваниями, но её функция 
точно не известна.

В нашей работе выявлено увеличение экс-
прессии CD133 в ткани опухоли у больных дис-
семинированным РЖ, что согласуется с данными 
литературы и может свидетельствовать о небла-
гоприятном прогнозе [18]. В ряде работ также 
было показано, что экспрессия антигена CD133 
коррелирует с выживаемостью пациентов с адено-
карциномой желудка [19]. Кроме того, у пациентов 
с колоректальной карциномой комбинация CD133, 
CD44 и CD166 помогает успешно идентифициро-
вать пациентов при рецидиве и метастазировании с 
низким, средним и высоким риском [20]. Показано, 
что увеличение агрессивности опухоли сопрово-
ждается нарастанием как частоты выявления, так 
и экспрессии CD133 – в метастатических очагах ее 
уровень соответствует первичной опухоли, из ко-
торой происходит диссеминация [21]. Кроме того, 
определение процентного числа клеток в ткани 
опухоли при различных формах рака желудка, экс-
прессирующих CD44 и CD133 с использованием 
ИГХ, позволило получить сопоставимый результат 
с проведенным нами ранее исследованием, в ходе 
которого выбранные маркеры идентифицирова-
лись методом проточной цитофлюориметрии [22]. 
Таким образом, мы полагаем, что иммуногистохи-
мическое определение экспрессии CD44 и CD133 
может быть использовано в качестве одного из 
факторов прогноза течения РЖ.
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Заключение
Проведенное исследование позволило выявить 

некоторые особенности распределения клеток, 
имеющих маркеры ОСК в различных тканях у 
больных раком желудка, что в дальнейшем мо-
жет быть использовано при оценке особенностей 
развития и прогрессирования заболевания, эф-

фективности проводимой терапии. Полученные 
результаты являются основой для дальнейшего 
научного поиска в отношении наиболее полной ха-
рактеристики гетерогенной опухолевой популяции 
при раке желудка, роли отдельных клеток в росте, 
прогрессировании и метастазировании опухоли.
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