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Введение. Клеточная линия меланомы человека mel Cher обладает ярко выраженным полиморфизмом клеток и по степени 
дифференцировки оценивается как низкодифференцированная меланома.
Цель исследования – получение и характеристика субклона клеток линии mel Cher 5С.
Материалы и методы. Для получения субклона клеток линии mel Cher 5С был использован метод колониеобразования в среде 
с пониженной до 5 % концентрацией эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС). Затем проведена селекция веретеновидных 
клеток, их длительное культивирование и оценка морфологических и иммунологических характеристик.
Результаты. При культивировании клеток меланомной линии mel Cher в ростовой среде с пониженной до 5 % концентраци-
ей ЭТС развивались клетки mel Cher 5C, которые морфологически отличались от клеток исходной линии mel Cher. Они име-
ли веретеновидную форму и обладали способностью формировать в процессе роста колонии сфероидного типа на поверхности 
монослоя. Клетки субклона росли более интенсивно в сравнении с клетками исходной линии, имели отличия по иммунологи-
ческому фенотипу и не экспрессировали HLA-DR-антигены.
Выводы. Клетки субклона обладали веретеновидной формой, в процессе роста формировали мономорфные колонии сфероид-
ного типа, не экспрессировали антигены главного комплекса гистосовместимости II.
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Background. Human melanoma cell line mel Cher have a different cell forms and is appraised for grade of differentiation as low-diffe-
rentiation melanoma.
Objective. The purpose of this study was development and characterization of subclone mel Cher 5C.
Materials and methods. For received subclone mel Cher 5C was applied method of colony formation in conditions with low concentra-
tion of embryo calf serum (5 %). Then was carry out selection spindle-like cells, their long cultivation and estimate morphological and 
immunological characteristics.
Results. Subclone mel Cher 5C cells differed for morphology from primary line mel Cher. This cells had spindle-like form and had ca-
pacity to form spherical type colony on the surface of monolayer during their growth. Subclone cells has more intensive growth compare 
with cells of primary line. Subclone cells had differences by immunological phenotype and didn’t expressed antigene HLA-DR.
Conclusions. Subclone cells had a fusiform shape, in the growth process of the formed spheroid colonies monomorphic type, did not Ex-
press antigens of histocompatibility complex II.
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Введение
Способность опухоли адаптироваться к меняю-

щимся условиям окружающей среды, обусловленная 
гетерогенностью составляющих ее клеток, гаранти-
рует ей не только самоподдержание, но и способ-
ность к инвазии и метастазированию. Какие клетки 
в популяции ответственны за эти процессы, и похо-
жи ли механизмы запуска этих процессов в различ-
ных опухолевых тканях? Ответы на эти вопросы 
до сих пор являются главным предметом научных 
исследований в онкологии [1, 2]. В настоящее время 
в качестве претендента на роль инициатора механиз-
мов опухолевой прогрессии, несмотря на отсутствие 
достоверного знания источников их происхождения, 
выдвинуты опухолевые стволовые клетки (СК).

В наших предыдущих исследования на клетках 
меланомы человека была предпринята попытка найти 
связь между приспособительными свойствами от-
дельных клеток и наличием у них маркеров, ответст-
венных за фенотип СК. Клетки субклонов mel Ibr 5C 
и mel Ibr получены нами из исходной линии клеток 
эпителиоподобного вида после воздейст вия опреде-
ленных факторов среды, а именно уменьшения кон-
центрации ЭТС в культуре с 10 до 5 % и обработки 
куриным эмбриональным экстрактом (КЭЭ) [3, 4]. 
В этих экспериментах из одиночных клеток вырос-
ли колонии. Далее были отобраны колонии, состо-
ящие из клеток веретеновидной формы (мезенхи-
мальный тип), при этом в отличие от исходной 
линии клетки субклона mel Ibr 5C показали иммуно-
логический фенотип опухолевых СК, а клетки суб-
клона mel Ibr наряду с указанными признаками – 
фенотип эмбрио нальных СК по антигену Oct-4A. 
Важно отметить, что после воздействия КЭЭ выжили 
только клетки веретеновидной формы, т. е. в исход-
ной популяции mel Ibr в неблагоприятных условиях 
культивирования клетки веретеновидной формы 
имели селективное преимущество. Нас заинтересовал 
вопрос, произойдет ли аналогичная селекция популя-
ции веретеновидных клеток в линии меланомы от дру-
гого пациента при уменьшении концентрации ЭТС 
в культуральной среде. Для проверки этого предполо-
жения нами была выбрана линия меланомы mel Cher, 
клетки которой отличались от клеток mel Ibr ярко 
выраженным полиморфизмом и по морфологиче-
ским критериям оценивались как низкодифферен-
цированные.

Цель исследования – получение и характеристика 
субклона клеток линии mel Cher 5С.

Материалы и методы
В работе использована стабильно перевиваемая 

клеточная линия меланомы человека mеl Cher [5], 
полученная из опухолевого образца метастатического 
лимфатического узла пациентки с диагнозом «дис-

семинированная меланома кожи», оперированной 
в НИИ клинической онкологии РОНЦ им. Н. Н. Бло-
хина. Клетки из посевного банка мы культивировали 
в ростовой среде RPMI-1640 с 10 % ЭТС с добавле-
нием 2 мМ L-глутамина и 0,04 мг/мл гентамицина 
при 37 °С в атмосфере 5 % СО

2
. Для образования 

колоний клетки предварительно культивировали 
в среде RPMI-1640 с 5 % ЭТС в течение 3 пассажей, 
а затем рассеивали на чашки Петри в дубликатах 
диаметром 60 мм в количестве 200–400 клеток 
на чашку и оставляли в инкубаторе на 14 сут. Каждую 
из сформировавшихся колоний, состоящих из клеток 
веретеновидной формы, снимали раствором Версе-
на, переносили на другие чашки и продолжали куль-
тивировать в тех же условиях на протяжение более 
30 пассажей. Смену среды на свежую проводили 1 раз 
в 3 сут. Для исследования морфологии растущих 
клеток их окрашивали по методу Лейшмана, окра-
шенные клетки оценивали под световым микроско-
пом при увеличении ×100. Экспрессию антигенов 
на клетках определяли в реакции непрямой иммуно-
флуоресценции с использованием моноклональных 
антител. Тестировали экспрессию антигенов главного 
комплекса гистосовместимости I (HLA-AВC, Beck-
man Coulter, США) и II классов (HLA-DR, Beckman 
Coulter, США), меланоцитов (CD63, MACS, Miltenyi 
Biotec, Германия), клеточной адгезии (CD54, Beckman 
Coulter, США), гемопоэтической СК (CD34, MACS, 
Miltenyi Biotec, Германия), нелинейного антигена 
(CD24, BD, Pharmingen, США), опухолевой СК 
(CD133/2, CD117, MACS Miltenyi Biotec, Германия; 
CD44, BD Pharmingen, США), инициации апоптоза 
(CD95, Dako, Дания). Реакцию учитывали на про-
точном цитофлуориметре FACSCanto II (Becton 
Dickinson, США).

Результаты и обсуждение
Клетки линии mel Cher, растущие в среде RPMI-1640 

с добавлением 10 % ЭТС, образовывали адгезионный 
монослой. Линия mel Cher отличалась ярко выражен-
ным полиморфизмом клеток различных размеров, 
вытянутой, удлиненной веретенообразной с тонкими 
отростками, округлой овальной и неправильной 
формы. Цитоплазма клеток была относительно обиль-
ной, негомогенной и содержала большое количество 
мелкозернистого пигмента – меланина. Ядра опухо-
левых клеток полиморфные, нормо- и гиперхромные 
с 1–3 ядрышками, строение хроматина мелкозерни-
стое или мелкоглыбчатое, часто наблюдались почко-
вание и фрагментация ядер. Встречались гигантские 
одноядерные и двухъядерные, а также многоядерные 
клетки. Нередко выявлялись митозы (рис. 1). При 
культивировании в среде RPMI-1640 с добавлением 
5 % ЭТС в чашках диаметром 60 мм наблюдалась 
незначительная гибель клеток. Выросшие в этих 
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рис. 1. Культура клеток линии меланомы человека mel Cher. ×100: а, б, в – растущая культура mel Cher; г – фиксированная и окрашенная 
культура mel Cher

чашках колонии состояли из клеток 3 типов, различа-
ющихся своей морфологией. Первый тип был пред-
ставлен веретеновидными клетками, 2-й – эпителио-
подобными, а 3-й тип включал примерно в равной 
степени эпителиоподобные и веретеновидные клетки.

Мы обратили внимание на тот факт, что клетки 
1-го типа по своей форме были похожи на веретено-
видные клетки ранее полученных нами субклонов 
mel Ibr и mel Ibr 5C [2, 3], поэтому для дальнейшего 
изучения под микроскопом были отобраны только 

а б

в г
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колонии 1-го типа. В течение 30 пассажей клетки 
не изменили свою морфологию. Полученная субпо-
пуляция клеток была обозначена нами как субклон 
mel Cher 5С. Эти клетки существенно отличались 
от родительской популяции: они были веретеновид-
ными, с крупным ядром и длинными отростками 
цитоплазмы, росли плотным монослоем и обладали 
способностью формировать на его поверхности вы-
пуклые образования в виде сфероидов, сохраняли 
мономорфность на протяжении длительного пасси-
рования и росли более интенсивно (рис. 2). Период 
их удвоения при одинаковой плотности посева пре-
вышал таковой исходной популяции в 2–3 раза. Та-
ким образом, клетки субклона mel Cher 5С обладали 
характерными для эмбриональных СК свойствами – 
маленьким размером, большим ядром, высоким по-
тенциалом пролиферации и способностью образо-
вывать сфероиды. По морфологии клетки субклона 
mel Cher 5C практически не отличались от клеток 
субклона mel Ibr 5C.

С целью дальнейшей характеристики получен-
ного субклона mel Сher 5C было проведено иссле-
дование его иммунологического фенотипа. Клетки 
субклона отличались от исходных клеток mel Cher 
по экспрессии HLA-DR антигена, тогда как экспрес-
сия остальных антигенов не изменилась (табл. 1). 
Так, в клетках субклона mel Сher 5C почти не оста-
лось HLA-DR-положительных клеток (26-й и 28-й 
пассажи), но не изменилось число клеток, экспрес-
сирующих антиген HLA-ABC. Возможно, утрата 
антигенов гистосовместимости II класса у клеток 
субклона mel Сher 5C свидетельствует о дальнейшей 
прогрессии злокачественных потенций опухоли. 

рис. 2. Культура субклона клеток линии меланомы человека, mel Cher 
5С, ×100: а, б – растущая культура mel Cher 5С; в – фиксированная 
и окрашенная культура mel Cher 5С

а

б

в

таблица 1. Иммунологический фенотип клеток линии меланомы 
человека mel Cher и клеток ее субклона mel Cher 5С

антиген

количество антиген-положительных клеток,  %

RPMI 1640 + 10 % этС
mel Cher, 28-й пассаж

RPMI 1640 + 5 % этС
mel Cher 5С, 26-й пассаж

HLA-ABC 97,3 ± 0,5 98,9 ± 0,2

HLA-DR 58,6 ± 0,7 1,0 ± 0,2

CD 54 51,3 ± 0,5 37,9 ± 1,0

CD 24 0,3 ± 0,2 0,7 ± 0,3

CD 44 93,3 ± 0,2 96,4 ± 0,2

CD 133/2 1,9 ± 0,5 2,6 ± 0,2

CD 117 1,5 ± 0,1 0,3 ± 0,1

CD 34 1,5 ± 0,3 1,8 ± 0,1

CD 63 63,9 ± 2,0 99,5 ± 2,0

CD 95 60,3 ± 2,5 55,5 ± 0,2
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

Аналогичные данные по этому антигену за исключе-
нием маркера CD133 были зафиксированы и у ранее 
полученных субклонов mel Ibr и mel Ibr 5C [2, 3]. 
Экспрессия антигенов главного комплекса гистосо-
вместимости II класса не обнаружена и при культи-
вировании клеток субклона в течение 6 пассажей 
в ростовой среде с повышенной до 10 % концентра-
цией ЭТС (табл. 2). Однако в отличие от ранее по-
лученных субклонов mel Ibr и mel Ibr 5C [2, 3], 
на поверхности клеток субклона mel Сher 5C не экс-
прессировались антигены СК CD133. Полагаем, что 
эти антигены могут появиться при обработке клеток 
линии mel Сher КЭЭ по аналогии с результатами 
экспериментов с субклонами mel Ibr и mel Ibr 5C, где 
подобная обработка приводила к увеличению коли-
чества CD133-положительных клеток.

Заключение
На основании полученных данных можно пред-

положить, что в исходной популяции линии mel Cher 
присутствует небольшое количество клеток с верете-
новидной морфологией, не содержащих антигены 
гистосовместимости II класса (HLA-DR). В резуль-
тате роста клеток mel Cher в среде со сниженной 
до 5 % концентрацией ЭТС, отбора колоний клеток 
веретеновидной формы и их дальнейшего длитель-

таблица 2. Иммунологический фенотип клеток субклона линии ме-
ланомы человека mel Cher 5C при возврате клона в ростовую среду, 
содержащую 10 % ЭТС

антиген

количество антиген-положительных клеток в сре-
де,  %

RPMI 1640 + 5 % этС
mel Cher 5С,  
26 пассажей 

RPMI 1640 + 10 % этС
mel Cher 5С, 
6 пассажей

HLA-ABС 98.9 ± 0,2 98,3 ± 0,4

HLA-DR 0.4 ± 0,5 0,0 ± 0,4

CD-34 1.8 ± 0,2 0,1 ± 0,1

CD-24 0.3 ± 0,2 0,0 ± 0,1

CD-63 99.5 ± 2,1 52,0 ± 2,0

CD-54 37.9 ± 0,4 0,1 ± 0,1

ного культивирования произошла селекция форм 
с признаками СК. Потомки этих клеток были схожи 
с опухолевыми СК по своим морфологическим и про-
лиферативным характеристикам. Дальнейшее изуче-
ние полученного субклона mel Cher 5C как модели 
меланомных клеток с характеристиками СК позво-
лит определить их роль в опухолевой прогрессии.




