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В обзоре представлен свод статей и патентов, описывающих новые модели пигментированной или амеланотической мела-
номы кожи человека in vitro и in vivo, полученные в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России из мета-
стазов пациентов. Помимо фактического материала, в обзоре обсуждаются молекулярно-генетические особенности новых 
моделей меланомы кожи, охарактеризованных как тест-системы для предклинических исследований. Объекты, описанные 
в публикации – 3 поликлональные клеточные линии, 2 субклона и 4 подкожных ксенографта у иммунодефицитных мышей 
Balb/c nude. Все модели хранятся в криобанке НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина, а клеточные линии также в Российской 
коллекции культур клеток позвоночных (Санкт-Петербург). Эта мини-коллекция предназначена для фундаментальных ис-
следований меланомы кожи и доклинических испытаний антимеланомных средств. Основанием для этого служат адекват-
ные цитологические, иммунологические, трансплантационные и молекулярно-генетические характеристики моделей, а так-
же их лекарственная чувствительность in vivo к соответствующей таргетной терапии.
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The review presents a discussion on articles and patents, describing new in vitro and in vivo models of pigmented or non-pigmented hu-
man cutaneous melanoma, received in NMRCO from the patients» metastases. Molecular genetic characteristics of the new models 
is supported by the arguments in addition to the given data and visual materials. The subjects of the discussed publications are 3 poly-
clonal cell lines, 2 subclones and 4 subcutaneous (s/c) xenografts in immunodeficient mice Balb/c nude. All the models are stored 
in Cryo Collection with xenografts at N. N. Blokhin NMRCO as well as in the Russian Collection of Cell Cultures of Vertebrae (RCCCV, 
St. Petersburg). This mini-collection is recommended for use in basic research of cutaneous melanoma and pre-clinical studies of an-
ti-melanoma agents. The basis for these studies are the appropriate characteristics of the models, including cytological, immunologic, 
transplantation and molecular-genetic ones, as well as in vivo drug sensitivity to the corresponding target therapy.
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Введение
Меланома кожи (МК) человека – гетерогенное 

по фенотипу и молекулярно-генетическим характе-
ристикам заболевание, диссеминированная форма 
которого отличается чрезвычайно низкой чувстви-
тельностью к различным видам терапии [1, 2]. При-
оритетом при создании моделей МК in vitro/in vivo 
остается прогрессия опухоли, развивающаяся 
при наличии генных мутаций, дефектные продукты 
которых нарушают клеточную пролиферацию, диф-

ференцировку и ингибируют апоптоз. Клинически 
значимые мутации – V600E/К в экзоне 15 гена BRAF, 
приводящая к гиперактивации серинтреониновой 
BRAF-киназы, и Q61R/К/Н в экзоне 3 гена NRAS, 
кодирующего малую ГТФазу. Мутации NRAS неред-
ко выявляются в метастазах меланомы после терапии 
BRAF-ингибиторами [2–5]. Для избирательного бло-
кирования терапевтически значимых мутаций создан 
ряд таргетных препаратов. Одними из наиболее эф-
фективных являются направленный на V600E BRAF 
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Вемурафениб (Зелбораф) и применяемый для тера-
пии распространенной МК селективный ингибитор 
киназ MEK1 и MEK2 Траметиниб (Мекинист), а на-
правленные на мутантный Q61R NRAS Пимазертиб 
и Биниметиниб проходят клинические испытания 
[6–11]. В качестве модели для изучения антимела-
номных таргетных препаратов представлены клеточ-
ные линии (КЛ) или субклоны КЛ и полученные 
из них подкожные (п/к) ксенографты [12–22]. Со-
здание in vitro/in vivo доклинической тест-системы 
на основе культуры клеток и ксенографтов меланомы 
с терапевтически значимыми мутациями способству-
ет исследованиям механизмов развития заболевания 
и доклиническому изучению новых антимеланомных 
лекарственных средств.

В обзоре описаны стабильные КЛ пигментной 
и малопигментной МК, полученные из хирургически 
удаленных метастазов. Один из клонов полностью 
охарактеризован по биологическим признакам в со-
ответствии с целью исследования. Ксенографты по-
лучали путем адаптации к росту под кожей иммуно-
дефицитных мышей-cамок Balb/c nude – клеточных 
линий меланомы и субклонов одной из линий, как 
описано ранее [23]. В качестве контроля за адаптаци-
ей использовали следующие критерии: 100 % приви-
вочную дозу клеток на «нулевом» пассаже in vivo, 
устойчивую трансплантацию взвесью опухолевой 
ткани со 100 % прививаемостью при многократном 
пассировании in vivo, стабильную кинетику роста 
на поздних (4–9-й) пассажах in vivo, идентичность 
клеточного состава ксенографта и КЛ, верификацию 
мутации в опухолевой ДНК и чувствительность опу-
холи к таргетной терапии Вемурафенибом и другими 
ингибиторами сигнального пути RAS/RAF/MEK/ 
ERK.

Клеточная линия меланомы кожи mel Cher  
с высоким содержанием меланина
клеточная линия mel Cher имеет высокий мито-

тический потенциал, стабильные цитоморфологиче-
ские и культуральные характеристики, индивидуаль-
ные фенотипические особенности и мутацию V600E 
в экзоне 15 гена BRAF [24]. КЛ mel Cher депонирова-
на в Коллекции клеточных культур института цито-
логии РАН РККК (П) 704Д и хранится в криобанке 
НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина. Цитоморфо-
логически КЛ mel Cher представлена низкодиффе-
ренцированными, резко полиморфными клетками 
с множеством гигантских уродливых форм. На цито-
грамме выявляется большое количество округлых, 
овальных, удлиненных клеток, с неправильной фор-
мой ядер. Хроматин грубоглыбчатый, ядерная обо-
лочка утолщена и неровная, ядрышки в количестве 
от 1 до 6 в ядре, выраженная гиперхромия, отмечены 
многочисленные атипичные митозы (рис. 1).

Для клеток линии mel Cher характерны различ-
ные по диаметру ядра при одинаковой плотности 
их окрашивания и при сходной структуре интерфаз-
ного хроматина. Цитогенетический анализ 25 мета-
фаз показал, что число хромосом колеблется от 85 
до 92, модальное число соответствует тетраплоидно-
му набору (4n). В кариотипе обнаружена делеция 
короткого плеча хромосомы 4 (p12-pter), транслока-
ция длинных плеч хромосомы 7 с образованием 
изохромосомы, дополнительный хромосомный ма-
териал неизвестного происхождения на коротком 
плече хромосомы 9 в районе 9p21. Суммарный 
карио тип КЛ mel Cher: 85~92<4n>, XXYY, del (4) 
(p12), i (7) (q10), add (9) (p21) х2, inc 143.

В клетках линии mel Cher выявлена экспрессия 
следующих антигенов: дифференцировочных марке-
ров СD63, HMB45, тирозиназы (Tyrosinase) и мРНК 
генов, кодирующих раково-тестикулярные антигены 
класса MAGE [25–27]. Особенностью данной линии 
является экспрессия антигенов гистосовместимости 
I и II классов. Выявлена терапевтически значимая 
мутация V600E BRAF, активирующая RAF/MEK/ 
ERK-сигнальный путь (табл. 1).

Подкожный ксенографт mel Cher
Ксенографт получен в результате имплантации 

1,0 × 107 клеток п/к ксенографта «нулевого» пассажа 
in vivo пигментированной mel Cher с мутацией BRAF 
V600E. При последующей трансплантации по 50 мг 
клеточной взвеси мышам-cамкам Balb/c nude вплоть 
до 9-го пассажа in vivo наблюдали стабильную кине-
тику роста с латентной фазой 8 дней, экспоненци-
альной – до 14 дней, стационарной – до 24 дней [15]. 
Кинетика роста п/к ксенографта mel Сher у мы-
шей-самок Balb/c nude на 4–9-м поздних пассажах 
in vivo показана на рис. 2.

рис. 1. Цитоморфологическая картина культуры клеток Cher/BRAF+ 
с выраженным пигментом. Окраска гематоксилином и эозином ×400
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Цитограмма КЛ mel Rac представлена полимор-
фной популяцией клеток округлой, веретенообраз-
ной, вытянутой удлиненной, неправильной формы. 
Ядра клеток резко гиперхромные с зернистой струк-
турой хроматина в виде крупных глыбок и зачастую 
содержат гипертрофированные ядрышки. В клетках 
наблюдается фрагментация и почкование ядер. Ци-
топлазма клеток негомогенная, интенсивно базо-
фильная (рис. 4).

Кариологический анализ выявил 2 клона клеток 
с различными хромосомными нарушениями. Из 33 
проанализированных метафаз 22 представляли 1 клон 
и 11 – другой. В клетках этих клонов обнаружено 
от 70 до 84 хромосом, модальное число соответствует 
гипертриплоидному набору (3n+). Обнаружено также 
12 клеток с гексаплоидным (6n) набором (≈150 хро-
мосом), что говорит о повышенном уровне полипло-
идизации. В клетках первого клона выявлена нулли-
сомия по Y-хромосоме. В каждой из метафазных 
пластинок этого клона обнаружены две нормальные 
хромосомы 1, две хромосомы 1 с дополнительными 
фраг ментами неизвестного происхождения на 

таблица 1. Антигенный и мутационный профиль КЛ mel Cher

антигены мутация/экзон

дифференцировочные раково-тестикулярные гистосовместимости NRAS/3-й BRAF/15-й анализ ПЦр-продукта, м

CD63
+

MAGE-3 +

HLA (I класс) 

+ Wt V600Е
HMB45

Tyrosinase + HLA-DR (II класс) 

Примечание. ПЦР – полимеразная цепная реакция. М – молекулярная масса.

рис. 2. Устойчивая кинетика роста п/к узлов 4-й и 9-й генерации 
у мышей Balb/c nude после имплантации 1,0 × 10 7 клеток («нулевой» 
пассаж in vivo) пигментированной МК человека mel Сher
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рис. 3. Чувствительность п/к ксенографта mel Cher/BRAF+ к вему-
рафенибу
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Чувствительность п/к ксенографта mel Cher/ 
BRAF+ к Вемурафенибу, примененному в разовой 
дозе 75 мг/кг ежедневно 16-кратно, спустя 4–19 с после 
трансплантации, проявилась в достижении 7-дневной 
полной ремиссии с последующим рецидивом (рис. 3), 
[15, 18].

Таким образом, КЛ и п/к ксенографт пигменти-
рованной МК mel Cher/BRAF+ с чувствительностью 
к ингибитору BRAF-киназы представляют собой 
адекватную тест-систему для поиска лечебных аген-
тов пролонгированного действия, направленных 
на мутантную BRAF-киназу in vivo.

Клеточные линии меланомы кожи mel Rac  
с низким содержанием меланина
Клеточная линия mel Rac МК человека получена 

по описанному выше алгоритму из фрагмента мета-
статического узла в мягких тканях правого бедра па-
циента с диссеминированной МК. Стабильно расту-
щая КЛ хранится в Специализированной коллекции 
культур клеток позвоночных Российской коллекции 
клеточных культур под номером РККК (П) 710Д [17].
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ко ротких плечах. Кроме того, выявлены трансло-
кации фрагмента длинных плеч двух хромосом 1 
(1q12 qter) с неидентифицированной хромосомой. 
Обнаружена делеция двух фрагментов длинных плеч 
хромосом 6 в районе 6q21, транслокация двух длин-
ных плеч хромосомы 7 с образованием пары изохро-
мосом и транслокация длинных плеч хромосом 9 
и 14. В клетках первого клона линии mel Rac выяв-
лено также по 2–3 маленьких маркерных хромосом 
и по 4 морфологически нормальных хромосомы 3. 
В 159 клетках 2-го клона выявлена дисомия по Y-хро-
мосоме и нуллисомия по X-хромосоме. На длинном 
плече хромосомы 5 и на коротком плече хромосомы 9 
обнаружен дополнительный хромосомный фраг-
мент неизвестного происхождения. В этих клетках 
выявлено по 4 морфологически нормальных хромо-
сомы 3.

Суммарный кариотип КЛ mel Rac:
70~84<3n>XX,–Y,add(1)(p36),+add(1)(p36),del(6)

(q21)×2,
i(7)(q10)×2,der(9;14)(q10;q10),+der(?)t(?;1)(?;q12) 

×2,+2~3mar, inc
70~84<3n>,YY,Х,+3,add(5)(q35),add(9)(p21),inc.
Иммунофенотип КЛ включает экспрессию диф-

ференцировочных антигенов СD63, HMW, экспрессии 
MelanA, HMB45, Tyrosinase не выявлено. Наблюда-
лась экспрессия мРНК генов, кодирующих раково- 
тестикулярные маркеры класса MAGE [25]. Особен-
ностью данной линии является экспрессия антигенов 
гистосовместимости I и II класса [26, 27].

В результате полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) на матрице геномной ДНК получен ампликон 
длиной 143 п. н., соответствующий экзону 3 гена NRAS. 
При секвенировании ПЦР-продукта обнаружена му-
тация NRAS p. Q61R (c. 182A>G). Эта мутация вери-
фицирована затем в п/к ксенографтах 9-го пассажа 
со стабильной кинетикой роста на пике экспоненци-
альной фазы.

Подкожный ксенографт mel Rac
Оценка прививаемости КЛ mel Rac после п/к им-

плантации показала, что оптимальной является 
прививочная доза 1,0 × 107 клеток на мышь, приво-
дящая к 100 % выходу пальпируемых опухолевых 
узлов «нулевого» пассажа in vivo через 11 дней ла-
тентной фазы после имплантации. Стабильный рост 
получен после 4-го пассажа in vivo, при этом латент-
ная фаза cократилась до 7 дней с достижением V

cp
 = 

40,0 ± 19,0 мм3, что почти в 3 раза больше объема 
опухоли «нулевого» пассажа in vivo. Вплоть до 9-го 
пассажа сохранялась устойчивая динамика роста 
опухоли с близкими временными характеристиками 
и к 19-му дню объем опухолевого узла составил: V

cp
 = 

1353,7 ± 543,0 мм3.
Гистологическая картина п/к ксенографта mel Rac 

на этот срок была идентичной КЛ. Как видно на рис. 5, 
п/к ксенографт состоит из полиморфных клеток 
округлой, овальной, веретенообразной формы с круп-
ными ядрами, содержащими ядрышки. Цитоплазма 
опухолевых клеток обычно темноокрашенная, но 
в отдельных местах – светлая. Пигмент в опухолевых 
клетках не обнаружен. В опухолевом узле клетки 
образуют солидные поля и местами формируют тяжи 
различного размера, ячейки, альвеолярно-подобные 
структуры, разделенные тонкими соединительно- 
тканными прослойками на отдельные дольки. В так 
называемых горячих точках встречается до 7 митозов 
в поле зрения, участки некрозов в опухоли единич-
ные и мелкие. По периферии опухолевого узла рас-
полагаются жировая и мышечная ткань, в которую 
он прорастает.

При гистологической верификации крупного 
опухолевого узла диаметром 0,8–1,0 см выявлено пре-
имущественно альвеолярно-дольчатое строение узла 
с участками солидного типа. Оценка чувствительно-
сти п/к ксенографтов mel Rac/NRAS+ к таргетному 
препарату Траметинибу показала полную ремиссию 

рис 4. Морфология клеток из КЛ mel Rac. Окраска гематоксилином и эозином, ×200, ×400
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роста опухоли у всех мышей в течение 28 дней после 
лечения, вплоть до гибели контрольной группы 
без лечения (рис. 6) [19].

Таким образом, in vivo показана высокая эффек-
тивность Траметиниба. Чувствительность КЛ как мо-
дели in vitro с определением величины IC

50
 не оцени-

вали. Однако для клеток с аналогичными мишенями 
она составляет 0,92 нМ/1,8 нМ [22, 23].

Экспериментальные данные позволяют рассма-
тривать комбинацию КЛ и п/к ксенографта mel Rac/ 
NRAS+ в качестве тест-системы для оценки чувстви-
тельности in vitro/in vivo к Траметинибу и для поиска 
новых эффективных агентов, направленных на Q61R 
NRAS.

Клеточные линии меланомы кожи mel Ibr 
как источник субклонов
Стабильно перевиваемая КЛ человека mel Ibr 

получена из фрагмента метастатического узла паци-
ентки с диссеминированной МК [16].

Клетки mel Ibr, культивируемые с добавлением 
в среду 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 
формировали адгезионный монослой. Они имели 

преимущественно округлую эпителиоидную форму 
с признаками низкой дифференцировки, полимор-
фные ядра и цитоплазму, содержащую множество 
мелких светло окрашенных вакуолей (рис. 7). Около 
1 % клеток в монослое имели веретеновидную форму. 
При культивировании в в чашках D = 60 мм и в сре-
де с 5 % сывороткой при редком посеве клеток (около 
200 клеток на чашку), выросшие колонии включали 
3 морфологических типа клеток: эпителиоподобные, 
веретеновидные и смешанного типа [28].

В клетках mel Ibr и производных субклонах вы-
явлена мутация V600E BRAF. Имплантационные 
характеристики КЛ mel Ibr/BRAF+ были недостаточ-
ными из-за неполной прививаемости 1,0 × 107 клеток 
(«нулевой» пассаж in vivo) с длительным развитием 
относительно небольшого п/к узла: латентная фаза 
составила 12 дней, на 20-е сутки роста V

ср
 = 120 мм3. 

Благодаря полиморфизму клеток в КЛ mel Ibr/BRAF+ 
удалось получить 2 разных субклона, способных 
к адаптации in vivo.

Субклон mel Ibr EE
Субклон МК mel Ibr EE получен из стабильно 

перевиваемой родительской КЛ mel Ibr [16]. Клетки 
родоначальной линии культивировали в среде RPMI 
1640 с добавлением 5–10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки, 2 мМ L-глутамина и гентамицина при 
37 °С в атмосфере 5 % СО2. Клетки 23 раза пересева-
ли в ростовой среде с 5 % сывороткой и 13-кратно – 
в среде с 10 % сывороткой [16]. В отличие от округлых 
эпителиоидных клеток родительской линии, клетки 
субклона mel Ibr EE имеют признаки эпителиаль-
но-мезенхимального перехода, что требует дальней-
шего изучения. Такие клетки имеют веретеновидную 
форму c резким изменением уровней экспрессии 
Е-кадгерина и виментина в зависимости от обогащения 
питательной среды. В частности, при культивирова-
нии клеток в среде с добавлением 5 % сыворотки ба-
зальный уровень экспрессии Е-кадгерина составил 
0,56 оптических единиц (о. е.) против 2,02 о. е., а уровень 
виментина – 1,77 о. е. против 1,61 о. е. В среде с 10 % 
сывороткой уровни экспрессии указанных маркеров 
в клетках этого субклона были существенно выше, 

рис. 5. Гистологические срезы п/к ксенографта МК человека mel Rac 9-го пассажа in vivo на 19-е сутки роста. Окраска гематоксилином, ×100

рис. 6. Полная ремиссия п/к ксенографтов МК человека mel Rac 9-го 
пассажа с мутацией NRAS после 14-дневного воздействия Трамети-
нибом в разовой дозе 0,3 мг/кг 
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а уровень виментина превышал уровень Е-кадгерина: 
9,52 о. е. против 3,84 о. е. для E-кадгерина [28].

Иммунологический фенотип клеток субклона 
mel Ibr EE оказался беднее, чем в исходной линии. 
В субклоне не выявлено заметной экспрессии CD90 – 
маркера ранних гемопоэтических клеток-предше-
ственников, не связанного с опухолевой прогрессией, 
а также CD95 – активатора CD95/Fas-сигнального 
пути апоптоза и CD271. Отсутствие двух первых мар-
керов указывает на возможное приобретение клетка-
ми субклона свойств стволовых клеток. Низкий 
уровень CD271 в исходной линии не обнаруживался 
в субклоне. Роль антигена CD271 в прогрессии мела-
номы CD271 остается спорной [29].

Подкожная имплантация субклона mel Ibr EE
В отличие от исходной линии, при имплантации 

3,0 × 106 клеток/мышь субклона mel Ibr ЕЕ/BRAF+ 
прививка состоялась у всех 3 реципиентов (100 % при-
вивочная доза клеток). Измеряемые п/к опухолевые 
узлы субклона mel Ibr ЕЕ/BRAF+ «нулевого» пассажа 
in vivo при коротком латентном периоде – 5 дней – 
с устойчивым экспоненциальным ростом увеличились 
более чем в 20 раз. За 72 ч в п/к опухолевом узле 
субклона mel Ibr ЕЕ/BRAF+ число клеточных делений 
по сравнению с исходной линией mel Ibr составило 
3 против 6. Это свидетельствует о пригодности субкло-
на для получения солидной опухоли у мышей Balb/c 
nude из культуры клеток уже на «нулевом» пассаже 
in vivo. Полученная модель КЛ mel Ibr EE/BRAF+ 
адекватна in vitro для оценки антипролиферативной 
активности и эффективности многократной таргет-
ной или цитостатической те рапии in vivo, направлен-
ной на клетки с мутацией BRAF V600E [29].

Субклон mel Ibr 5С
Субклон клеток меланомы mel Ibr 5С получен 

в результате культивирования КЛ mel Ibr в ростовой 

среде со сниженным до 5 % содержанием эмбрио-
нальной телячьей сыворотки по описанному выше 
протоколу. Для получения субклона под микроско-
пом были отобраны колонии, состоящие только из 
клеток веретеновидной формы. После 30-го и более 
пассажей клетки оставались мономорфными и со-
храняли свой иммунологический фенотип.

По морфологическим характеристикам клетки 
субклона mel Ibr 5С близки к субклону mel Ibr EE 
и отличаются от родительских клеток значительно 
меньшим размером, крупными ядрами, занимающи-
ми практически весь объем цитоплазмы, длинными 
вытянутыми отростками и интенсивной пролифера-
цией [29, 30]. Эти клетки растут в виде плотного 
монослоя и формируют на его поверхности выпу-
клые образования в виде сфероидов. Клетки субкло-
на mel Ibr 5С отличаются веретеновидной формой, 
в процессе роста образуют колонии сфероидного типа 
с резким уменьшением уровней экспрессии HLA-DR+, 
CD54+ и значительным повышением уровня CD63+, 
а также экспрессией в некоторых клетках маркера 
CD133+, характерного для стволовых клеток. Имму-
нологический фенотип и маркеры стволовых опухо-
левых клеток субклона и родоначальной КЛ разли-
чаются в отношении уровней экспрессии антигенных 
маркеров аналогично субклону mel Ibr EE. В клетках 
субклона уменьшились уровни HLA-DR+, CD95+ 
и CD54+. Вместе с тем, на фоне отрицательного Oct-4A 
выявлено 24,9 % клеток, экспрессирующих CD133+. 
Экспрессия антигена CD63 в клетках субклона по-
высилась, а экспрессия антигенов гистосовместимо-
сти I класса: HLA-ABC, CD24, CD34, CD44, CD117 
и CD105 не изменилась (табл. 2) [29, 30].

Цитогенетический анализ показал, что кариотип 
клеток субклона mel Ibr 5К и родоначальной КЛ 
различен [24, 29, 30].

Суммарный кариотип клеток субклона mel Ibr 5К 
и исходной КЛ mel Ibr:

рис. 7. Морфология клеток mel Ibr: а – крупные полиморфные опухолевые клетки с темной цитоплазмой и гиперхромными ядрами, видны.
единичные митозы; б – часть опухолевых клеток со светлой цитоплазмой и крупными ядрами округло-овальной формы, содержащими глыб-
ки хроматина. Окраска гематоксилином, ×200 

а б
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 – субклон mel Ibr 5К–92–100<4n+>,XXX,–X,del (6) 
(p21),?der(6)del(6)(12)dup(6)(q?q?),der(9)t(1;9)
(q12;p21),inc;

 – КЛ mel Ibr–71–87<4n->,XX,add(X)(q28),del(1) 
(q12),+7,+7,+7,i(21)(q10),inc.
При анализе 25 метафаз установлено, что число 

хромосом в клетках колеблется от 92 до 100, модаль-
ное число соответствует гипертетраплоидному набо-
ру (4n+). Обнаружены следующие структурные пе-
рестройки: дериватная хромосома 9, образованная 
в результате транслокации хромосом 1 и 9; делеция 
короткого плеча хромосомы 6 (p21-pter), как след-
ствие возможной терминальной делеции короткого 
плеча (p12-pter) – дериватная хромосома 6 с дупли-
кацией фрагмента ее длинного плеча. Перестройка, 
затрагивающая локус p21 хромосомы 9, в котором 
расположен ген-супрессор опухоли CDKN2A (p16), 
кодирующий белок-регулятор клеточного цикла 
и старения клеток, характерна для многих злокаче-
ственных новообразований.

В клетках исходной КЛ (анализ 15 метафаз) чис-
ло хромосом колеблется от 71 до 87, модальное число 
соответствует гипертетраплоидному набору (4n). В по-
пуляции клеток повышена копийность хромосомы 7. 
Кариотип не соответствует стандартному набору так-
же и по их структуре. Во всех клетках выявлены до-
полнительные хромосомные фрагменты неизвестно-
го происхождения, транслоцированные на длинное 
плечо Х-хромосомы. Обнаружены 2 различные 
по морфологии хромосомы 1: с делецией практиче-
ски всего короткого плеча (p21-pter) и с делецией – 
(q12-qter). Также выявлена изохромосома, образо-
ванная при слиянии длинных плеч хромосомы 21. 
Копийность хромосомы 7 увеличена, что характерно 
для клеток меланомы. На коротком плече хромосомы 
7 в районе 7p12.3-p12.1 локализован ген рецептора 
эпидермального фактора роста, гиперэкспрессия 
которога индуцирует и усиливает клеточную проли-
ферацию и прогрессию опухоли.

Полученные данные указывают на ряд особенно-
стей субклонов mel Ibr, возникших при селекции 
клеток, в частности веретеновидную морфологию, 
утрату антигенов гистосовместимости II класса, 
появление антигена стволовых клеток CD133 без 
экспрессии Oct-4A. Такие клетки с высокой проли-
феративной активностью имеют преимущество по 
сравнению с клетками исходной родительской линии 
и при наличии локомоторных свойств могут форми-
ровать метастазы in vivo.

Подкожный ксенографт субклона mel Ibr 5С
Субклон МК человека mel Ibr 5С получен из со-

ответствующей КЛ по описанной выше схеме. По-
казано, что оптимальная прививочная доза клеток, 
обеспечивающая 100 % прививаемость «нулевого» 
пассажа in vivo составляет 6,0 × 106 клеток, через 10 сут 
латентного периода выявляются пальпируемые опу-
холи. Стабильная кинетика роста опухолей достиг-
нута к 4-му пассажу in vivo. Латентная фаза сократи-
лась до 7 дней, а объем опухолевого узла составил 
V

cp
 = 64,0 ± 15,0 мм3, т. е. почти в 1,6 раза превысил 

размеры узла при первом пассаже in vivo. На 14-е 
сутки V

cp
 = 380,0 ± 132,0 мм3, V

t
/V

t-1
 = 5,9. На 14, 17, 

21-е сутки кинетика роста опухоли соответствовала 
стационарной фазе с колебаниями V

t
/V

t-1
=1,9–2,1–1,8. 

На 21-е сутки V
cp

 = 956,0 ± 237,0 мм3, что в 10 раз 
превысило размеры опухолевого узла при первом пас-
 саже. Устойчивая кинетика роста опухоли сохраня-
лась до 9-го пассажа с одинаковыми временными 
характеристиками: латентной фазой до 8 дней (V

cp
 = 

17,0 ± 44,0 мм3), экспоненциальной фазой роста 
до 14 дней (V

cp
 = 517,0 ± 184,0 мм3) и стационарной 

фазой роста до 19-го дня после трансплантации (V
cp

 = 
1254,0 ± 415,0 мм3). Отсутствие значимых различий 
кривых роста опухоли двух пассажей в полулогариф-
мической системе координат подтверждает устойчи-
вость кинетических характеристик роста п/к ксено-
графтов МК человека mel Ibr 5С у мышей Balb/c nude.

При гистологическом исследовании срезов опу-
холи 9-го пассажа, окрашенных гематоксилином и эо-
зином, она верифицирована как беспигментная МК, 
цитологически идентичная субклону КЛ mel Ibr 5С. 
Патоморфологические признаки п/к опухоли иден-
тичны таковым в исходной культуре клеток (рис. 7).

Данные экспериментальных исследований по-
зволяют считать комбинацию субклонов mel Ibr EE/ 
BRAF+ и mel Ibr 5С/BRAF+ адекватной тест-системой 
in vitro/in vivo для поиска новых таргетных средств 
и терапии амеланотической МК человека.

Заключение
Аналитический обзор статей и патентов за 2000–

2017 гг., посвященных полученным в НМИЦ онколо-
гии им. Н. Н. Блохина КЛ, их субклонам и п/к 

таблица 2. Различия иммунологических фенотипов КЛ mel Ibr 
и субклона mel Ibr 5С

антиген*
клеточная линия  

(48-й пассаж) 
Субклон  

(30-й пассаж) 

HLA-DR 87,9 18,6

CD133 1,6 24,9

CD63 0,9 92,4

CD54 93,1 24,9

CD 95 21,5 2,8

*Нет отличий в маркерах HLA-A, B, C; CD24; CD34; CD44; 
CD117; CD105 и Oct-4A.
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ксенографтам МК человека, позволяет считать эти 
модели, охарактеризованные по основным биоло-
гическим параметрам, адекватными тест-система-
ми для решения фундаментальных и прикладных 
задач онкологии. Предложенная мини-коллекция 

позволяет изучать механизмы прогрессии опухо-
лей, выявить прогностические факторы и способ-
ствует разработке новых молекулярно-направлен-
ных препаратов и подходов к комбинированной 
терапии МК человека.
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