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Введение. Лекарственная чувствительность метастатической меланомы кожи (МК) относительно невысока и связа-
на, в том числе, с различной способностью к меланогенезу. Чаще всего (70 % случаев) зависимые от RAF / MEK / ERK 
сигнального пути терапевтически значимые мутации BRAF обнаруживаются именно в беспигментной МК. В коллекции 
линий клеток меланомы человека ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России имеется культура беспигментной МК линии mel Ibr / BRAF+ и ее различные субклоны, в том числе mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+, пригодные для создания моделей in vivo, необходимых для завершающего этапа доклинического изучения 
перспективных антимеланомных средств. Адаптация исходной линии и ее субклона направлена на получение такой 
модели.
Цель исследования – адаптация клеток беспигментной МК человека линии mel Ibr / BRAF+ и ее субклона mel Ibr EE / BRAF+ 
к росту у иммунодефицитных мышей Balb / c nude при подкожной (п / к) имплантации.
Задачи. Верификация мутации BRAF-V600Е в клетках изученных МК; определение числа удвоений клеток для расчета при-
вивочной дозы in vivo; оценка прививаемости клеток мышам Balb / c nude при п / к имплантации; изучение динамики роста 
измеряемых п / к опухолевых узлов у мышей Balb / c nude.
Материалы и методы. Для адаптации использованы стабильно перевиваемая клеточная линия беспигментной МК человека 
mel Ibr / BRAF+ и клетки субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+, прошедшие более 30 пассажей в той же среде со сниженным до 5 % 
содержанием телячьей эмбриональной сыворотки. Мутацию V600E в экзоне 15 гена BRAF определяли, выделяя геномную ДНК 
из 3-суточной клеточной культуры с помощью набора «АмплиПрайм® ДНК-сорб-В» по инструкции производителя (ООО 
«НекстБио», Россия). Для поиска соматических мутаций в экзоне 15 гена BRAF использовали полимеразную цепную реакцию 
с соответствующими праймерами. Прививочная доза каждого инокулята была выбрана с учетом числа удвоений клеток, 
которое определяли по отношению количества выросших клеток к количеству рассеянных клеток 1 пассажа. Прививаемость 
клеток оценивали пальпаторно под визуальным контролем, а динамику роста измеряемых п / к опухолевых узлов – с помощью 
морфометрии.
Результаты. Показано, что скорость пролиферации клеток исходной линии беспигментной МК человека mel Ibr / BRAF+  
в 2 раза меньше, чем у ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+: за 72 ч число удвоений составляет 3 против 6. При имплантации 
линии mel Ibr / BRAF+ в максимальной для in vivo прививочной дозе 1 × 107 клеток на мышь полная прививаемость не до-
стигнута: опухоль появилась у 1 из 2 мышей. При имплантации субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ в прививочной дозе 3 × 106 
клеток на мышь прививка состоялась у всех 3 мышей, прививаемость составила 100 %. Измеряемые п / к опухолевые 
узлы изученных МК увеличивались с различной динамикой: в случае mel Ibr / BRAF+ без прогрессивного роста, размер со-
лидного узла составил 120 мм3, а в случае mel Ibr ЕЕ / BRAF+ 1-й пассаж при коротком латентном периоде (5 дней) дал 
прогрессивно увеличивающиеся до более чем 20-кратного размера опухолевые узлы с устойчивым экспоненциальным 
ростом.
Заключение. Адаптационные характеристики к росту in vivo отсутствуют у МК линии mel Ibr / BRAF+ и ярко выражены 
у клеток ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+, что свидетельствует о его пригодности для получения солидной опухоли у мышей 
Balb / c nude без предварительного пассирования на мышах. Полученную модель можно рекомендовать для оценки эффектив-
ности многократной цитостатической терапии, направленной в том числе и на мутацию BRAF-V600E и стволовые опухо-
левые клетки.

Ключевые слова: беспигментная меланома человека, линия клеток mel Ibr / BRAF+, субклон mel Ibr ЕЕ / BRAF+, прививаемость, 
динамика роста опухоли
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Introduction. Drug sensitivity of metastatic skin melanoma (SM) is rather low and bound, including, with various ability to a melano-
genesis. Most often (70 %) dependent on RAF/MEK/ERK of an signal pathway therapeutic significant BRAF of a mutation are found  
in the amelanotic SM. In the N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center, Ministry of Health of Russia сollection of human melano-
ma cell lines is a culture of amelanotic SM mel Ibr/BRAF+ and its various subclones, including, subclone mel Ibr ЕЕ/BRAF+ suitable 
for creation of the models in vivo that are necessary for the final stage of preclinical studying perspective antimelanomа agents. Adapta-
tion to the in vivo growth of these cell cultures is directed to receiving such model. 
Objective. Adaptation of the cell cultures of these SM to the growth at immunodeficient Balb/c nude mice by the subcutaneous implanta-
tion. There were a few positions: BRAF-V600E mutation verification in the cells; definition of number of cell doublings for calculation  
of an implanted dose for in vivo; implantation ability of SM cells into the Balb/c nude mice by s. c. inoculation; investigation of growth 
dynamics of measured s. c. tumor nodules in Balb/c nude mice. 
Materials and methods. For adaptation are used stable transplanted human SM cell of mel Ibr/BRAF+ and the its subclone of mel Ibr 
EE/BRAF+ which passed more than 30 passages in the same environment with the reduced content up to 5 % of fetal serum veal. V600E 
mutation in an exon of the 15 gene of BRAF was defined in SM cells, emitting genomic DNA from 3-day cell culture by means  
of the «AmplyPrime® DNA-sorb-V» set according to the instruction of the producer (NexBio Ltd., Russia). For searching of somatic 
mutations in an exon of the 15 gene of BRAF used polymerase chain reaction with the corresponding primers. Calculation of a implanted 
cell dose of each of SM cells is defined according to number of doubling cells, determined at cultivation by the relation of number  
of the dispelled cells which grew to quantity at a passage. The transplantable ability of the cells was controlled by hands and vision ob-
servation, the characteristics of the growth of subcutaneous tumor nodules with calculating of its dynamics was controlled by a mor-
phometry. 
Results. It was shown, that proliferation level of mel Ibr/BRAF+ was a twice less than at its subclone mel Ibr ЕЕ/BRAF+: in 72 h  
the number of doubling makes 3 against 6. At implantation of the mel Ibr/BRAF+ in the maximal for in vivo inoculated dose of 1 × 107 
cells on mouse the complete transplantable ability was not reached, the tumor left at 1 of 2 mice. At implantation of a subclone of mel Ibr 
ЕЕ/BRAF+ in a vaccinating dose 3 × 106 cells on a mouse the inoculation took place at all 3 mice, 100 % transplantable ability was 
achieved. Measured s. c. tumor nodules of the studied melanomas grew with various dynamics, in case of mel Ibr/BRAF+ without malig-
nant progressive, during of 3 weeks after tumor inoculation a volume of solid tumor nodule was only 120 mm3. In case of subclone mel 
Ibr ЕЕ/BRAF+ of 1st passage at the short latent period (5 days) gave the tumor nodules which are progressively increasing to more 20-
fold size with steady exponential study. 
Conclusion. Adaptation characteristics to the in vivo growth are absent at the mel Ibr/BRAF+ line and are brightly expressed for cells  
of a subclone of mel Ibr ЕЕ/BRAF+ that testifies to its suitability for receiving a solid tumor at Balb/c nude mice without preliminary 
browning on mice. The received model can be recommended for assessment of effectiveness of multiple cytostatic therapy, including for 
BRAF-V600E mutation.

Keywords: human amelanotic melanoma of skin, cell cultures, mel Ibr/BRAF+, subclone mel Ibr ЕЕ/BRAF+, transplanted ability, 
tumor growth dynamics

Введение
В России меланома кожи (МК) относительно 

мало распространена, однако за 2007–2012 гг. абсо-
лютное число заболевших увеличилось на 23 % среди 
мужчин и на 16 % среди женщин, причем 25 % впер-
вые диагностированных опухолей уже имели мета-
стазы [1]. Анализ базы данных Национального ин-
ститута рака США (Surveillance, Epidemiology and End 
Results program, 2006–2010) показывает, что средний 
возраст пациентов на момент постановки диагноза 
составляет 61 год [2].

Лекарственная чувствительность метастатической 
МК относительно невысока и связана с поликлональ-
ным характером и прогрессивным ростом клеточной 
популяции, полиорганным метастазированием и раз-

личной способностью к меланогенезу [3]. Открытые 
в последние годы молекулярные мишени для таргет-
ной терапии МК (BRAF, NRAS, C-KIT, CTLA4 и др.) 
улучшили терапевтическую ситуацию, однако в мень-
шей степени для беспигментой (амеланотической) 
МК [4, 5]. В МК многочисленные механизмы нако-
пленных мутаций сопряжены с активацией синтеза 
молекул адгезии (E- и N-кадгерина, α- и β-интегрина, 
β-катенина, мутации гена рецептора к меланокорти-
ну-1 MC1R), поддерживающих процесс канцероге-
неза [6].

Тем не менее известно, что терапевтически зна-
чимые мутации BRAF, зависимые от сигнального 
пути RAF / MEK / ERK, обнаруживаются в 70 % слу-
чаев именно в беспигментной МК, причем в 89 % 
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из них опухоль имеет толщину менее 1 мм [7]. Уро-
вень смертности составляет почти 80 %, что обу-
словлено высоким метастатическим потенциалом 
опухоли и низким уровнем диагностики именно 
беспигментных форм заболевания. В случае наибо-
лее инкурабельной узловой МК это иллюстрируют 
данные гистологии на фоне малоинформативной 
цитологии. Показано, что только гистологическое 
исследование способно выявить умеренно полиморф-
ные опухолевые меланоциты с ядрами и узким обод-
ком розоватой цитоплазмы, а также субэпидер-
мальный (инфильтративный) рост атипичных 
меланоцитов в виде крупноальвеолярных скоплений 
в беспигментной МК [8]. В результате наших пред-
варительных исследований сделано предположение 
о наличии признаков стволовых клеток у получен-
ного субклона.

Перечисленные факторы позволяют считать 
перспективной разработку новых антимеланомных 
лекарственных средств, направленных на лечение 
беспигментной МК с мутацией BRAF. Последнее 
невозможно без создания адекватных моделей этой 
опухоли in vitro / in vivo. В недавно созданной кол-
лекции линий клеток меланомы человека, получен-
ных и охарактеризованных в ФГБУ «Российский 
онкологический научный центр им. Н.Н.  Блохина» 
(РОНЦ им. Н. Н. Блохина) Минздрава России, 
представлены разнообразные культуры МК, при-
годные для исследований in vitro [9].

Адаптация линий беспигментной МК с терапев-
тически значимой мутацией BRAF-V600E к росту 
у иммунодефицитных мышей направлена на созда-
ние моделей in vivo, необходимых для завершающего 
этапа доклинического изучения перспективных ан-
тимеланомных средств [10, 11].

Целью исследования была адаптация клеток 
беспигментной BRAF-положительной МК человека 
линии mel Ibr / BRAF+ (исходная линия) [12–14] и ее 
субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ [15], клетки которого 
обладали еще и признаками стволовых опухолевых 
клеток, к росту у иммунодефицитных мышей 
Balb / с nude при подкожной (п / к) имплантации.

Задачи: верификация мутации BRAF-V600E 
в клетках изученных МК; определение числа удвое-
ний клеток для расчета прививочной дозы in vivo; 
оценка прививаемости клеток МК мышам Balb / c 
nude при п / к имплантации; изучение динамики ро-
ста измеряемых п / к опухолевых узлов у мышей 
Balb / c nude.

Материалы и методы
В работе использована стабильно перевиваемая 

клеточная линия МК человека mel Ibr / BRAF+, 
полученная из опухолевого образца метастатиче-
ского узла пациентки с диссеминированной МК. 

Клетки из посевного банка после 30-го пассажа 
культивировали в среде RPMI-1640 с 10 % телячь-
ей эмбриональной сывороткой (ТЭС), 2 ммоль 
L-глутамина, гентамицина, пирувата натрия, ком-
плекса аминокислот и витаминов в разведении  
1:1000 стандартных концентраций этих препара-
тов, выпускаемых фирмой «ПанЭко» (Россия). 
Клетки наращивали в инкубаторе при +37 °С в ат-
мосфере 5 % СО

2 
[12].

Субклон mel Ibr ЕЕ / BRAF+ получен указанным 
ранее методом [15]. Клетки субклона mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+, прошедшие более 30 пассажей в той же 
среде со сниженным до 5 % содержанием ТЭС, ис-
пользованы в качестве имплантата.

Динамику роста in vitro отслеживали по скорости 
удвоения клеток каждой культуры за фиксированный 
период времени. Клетки с одинаковой плотностью 
рассеивали по 1 × 104 и одновременно культивирова-
ли в лунках. Через 72 ч подсчитывали прирост кле-
ток. Монослой клеток в лунках обрабатывали раство-
ром Версена, ресуспендировали в 100 мкл ростовой 
среды и добавляли 100 мкл 0,2 % раствора трипано-
вого синего. В полученном объеме подсчитывали 
абсолютное количество клеток в лунках по стандарт-
ному методу, используя камеру Горяева под световым 
микроскопом. Число удвоений (2n) определяли 
по отношению количества выросших клеток (ВК) 
к количеству клеток, рассеянных (РК) при пассаже: 
2n = ВК / РК.

Мутацию V600E в экзоне 15 гена BRAF в клетках 
определяли методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) на матрице геномной ДНК, выделенной 
из 3-суточной клеточной культуры с помощью набо-
ра «АмплиПрайм® ДНК-сорб-В» по инструкции 
производителя (ООО «НекстБио», Россия). Для по-
иска соматических мутаций в экзоне 15 гена BRAF 
использовали следующие праймеры:
BRAF_Ex15BR_For 5’-CTACTGTTTTCCTTTACTTACTACAC-3’
BRAF_Ex15BR_Rev 5’-ATCCAGACAACTGTTCAAACTGATG-3’.

Реакцию амплификации проводили в 25 мкл 
реакционной смеси, содержащей 20 нг ДНК, 2,5 Ед 
Taq-полимеразы, буфер для ПЦР, 3 ммоль хлорида 
магния, по 200 мкмоль каждого из 4 нуклеотидтри-
фосфатов, по 0,3 пмоль прямого и обратного прай-
меров и стерильную деионизированную воду 
до 25 мкл. Использовали следующий режим ПЦР: 
5 мин при +94 °С, затем 35 циклов амплификации 
(денатурация – 30 с при +94 °С, отжиг праймеров – 
30 с при +60 °С, элонгация – 30 с при +72 °С) и фи-
нальная элонгация 5 мин при +72 °С.

После разделения в 2 % агарозном геле полосу, 
соответствующую последовательности экзона 15 
гена BRAF длиной 173 пары нуклеотидов (рис. 1), 
вырезали из геля и выделяли из нее ДНК с помощью 
набора Wizard®PCR Preps DNA Purification System, 
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(Promega, США). Затем ПЦР-продукт секвенирова-
ли на автоматическом секвенаторе ABI PRISM 3100 
(Applied Biosystems, США) по протоколам фир-
мы-производителя. Для анализа результатов ПЦР 
использовали компьютерные программы Chromas 
или GeneMapper. Ранее о наличии мутации BRAF-
V600E в клетках МК mel Ibr и ее субклона mel Ibr EE 
не сообщалось.

Для исследований in vivo использовали поло-
возрелых иммунодефицитных мышей Balb / c nude 
в возрасте 6–8 нед, обоего пола, конвенционального 
содержания [16].

Расчет прививочной дозы каждого инокулята 
определен в соответствии с числом удвоений, кото-
рое определяли эмпирически в соответствии c соот-
ношением количества выросших к количеству рас-
сеянных клеток 1 пассажа (2n = ВК / РК) [17]

Имплантат в виде отмытых от культуральной 
среды 0,9 % раствором натрия хлорида клеток (пас-
саж 0), которые помещали в питательную среду 
№ 199, вводили п / к мышам (n = 2–3) по стандартной 
методике в расчетных прививочных дозах в 0,2 мл 
питательной среды № 199 [18].

Прививаемость клеток оценивали пальпаторно 
под визуальным контролем, динамику роста опухо-
левых узлов под кожей у мышей – с помощью мор-
фометрии. Измеряли индивидуальный (V

0
, V

t
) и вы-

числяли средний объем (V
cp

) опухоли, а также 
скорость роста, которую определяли по соотноше-
нию средних величин V

t
 / V

0
 в малочисленных груп-

пах; об экспоненциальной фазе роста судили 
по V

t
 / V

0
 ≥3,0.

Все манипуляции с имплантацией клеток МК 
человека выполняли под ламинаром (Lamsystems LS 
240.120.00, Россия) с соблюдением асептики и анти-
септики. Манипуляции с лабораторными животны-
ми выполняли с соблюдением требований гуманно-
го обращения, принятых в России [19, 20].

Результаты
В результате ПЦР на матрице геномной ДНК, 

выделенной из клеток беспигментной МК человека 
линии mel Ibr и ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+, была 
выявлена мутация 1799T > A, приводящая к замене 
валина на глутаминовую кислоту в кодоне 600 
(V600E) (рис. 1, 2).

Определение числа удвоений показало, что 
за 72 ч клетки линии mel Ibr / BRAF+ прошли 3 удво-
ения, а клетки субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ – 6 удво-
ений. Соответственно для имплантации мышам 
клеток mel Ibr / BRAF+ была рекомендована макси-
мальная in vivo прививочная доза 1 × 107 клеток 
на мышь, а для имплантации клеток субклона mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+ – достаточно небольшая прививочная 
доза 3 × 106 клеток на мышь.

Прививаемость клеток линии mel Ibr / BRAF+

После имплантации 1 × 107 клеток (пассаж 0) у 1 
из 2 мышей на 12-е сутки (латентная фаза) появилась 
пальпируемая опухоль, которая к 20-м суткам роста 
достигла объема (V) 120 мм3 (стабильная фаза). По-
вторная трансплантация была невозможна из-за не-
достатка опухолевого материала. Таким образом, 
неполная прививаемость этой линии клеток с дли-
тельным развитием относительно небольшого 
п / к узла свидетельствует об отсутствии адаптации 
к росту in vivo при использованной прививочной 
дозе.

Прививаемость клеток субклона mel Ibr ее / BRAF+

После имплантации 3 × 106 клеток (пассаж 0) 
мышам (n = 3) на 5-е сутки (латентная фаза) у всех 
мышей появились опухолевые узлы диаметром 
2–3 мм (пассаж 1). На 8-е сутки роста опухолевые 
узлы мышей достигли объемов (V

0
) 16, 25 и 70 мм3  

(V
cp

 = 37 мм3). На 12-е сутки роста опухолевые узлы 
мышей достигли объемов (V

t
) 60, 144 и 324 мм3  

(V
cp

 = 176 мм3), скорость роста (V
t
 / V

0
) составила 4,8, 

что свидетельствует о начале экспоненциальной 
фазы с прогрессивным увеличением объема более 

рис. 1. Анализ продукта полимеразной цепной реакции, соответству-
ющего последовательности экзона 15 гена BRAF, в агарозном геле. 
М – маркер молекулярного веса

200 п.н.

100 п.н.

рис. 2. Анализ мутации BRAF-V600E в клетках беспигментной ме-
ланомы кожи человека линии mel Ibr и ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+: 
мутация 1799T > A, приводящая к замене валина (V) на глутамино-
вую кислоту (E) в кодоне 600 (V600E, триплет GTG → GAG), пока-
зана стрелкой

599 600 601
    T V K
   C A G T G A A A T

T > A
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чем в 3 раза за 4 дня. На 17-е сутки роста опухолевые 
узлы мышей достигли объемов (V

t
) 270, 672 

и 1020 мм3 (V
cp

 = 654 мм3), скорость роста (V
t
 / V

0
) со-

ставила 17,7; на 21-е сутки роста опухолевые узлы 
мышей достигли объемов (V

t
) 540, 1120 и 1596 мм3  

(V
cp

 = 1085 мм3), скорость роста (V
t
 / V

0
) составила 

29,3. Увеличение объема более чем в 10 раз в течение 
5 дней свидетельствует о пике экспоненциальной 
фазы роста (табл. 1, 2).

Заключение
Известно, что лекарственная чувствительность 

метастатической МК относительно невысока и свя-
зана, в том числе, с различной способностью к мела-
ногенезу. Чаще всего (70 % случаев) зависимые 
от RAF / MEK / ERK сигнального пути терапевтиче-
ски значимые мутации BRAF обнаруживаются имен-
но в беспигментной МК. В коллекции линий клеток 
меланомы человека ФГБУ «РОНЦ им. Н. Н. Блохи-

на» Минздрава России имеется культура беспигмент-
ной mel Ibr / BRAF+ и ее различные субклоны, в том 
числе mel Ibr ЕЕ / BRAF+, обладающие свойствами 
стволовых опухолевых клеток и пригодные для соз-
дания моделей in vivo, необходимых для завершаю-
щего этапа доклинического изучения перспективных 
антимеланомных средств. Адаптация исходной ли-
нии и ее субклона направлена на получение такой 
модели. Целью исследования была адаптация клеток 
беспигментной mel Ibr / BRAF+ и ее субклона mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+ к росту у иммунодефицитных мышей 
Balb / c nude при п / к имплантации.

Результаты исследования показали, что скорость 
пролиферации клеток исходной линии беспигмент-
ной МК человека mel Ibr / BRAF+ в 2 раза меньше, 
чем у ее субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+: за 72 ч число 
удвоений составляет 3 против 6. При имплантации 
линии mel Ibr / BRAF+ в максимальной для in vivo 
прививочной дозе 1 × 107 клеток на мышь полная 
прививаемость не достигнута. При имплантации 
субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ в прививочной дозе  
3 × 106 клеток на мышь прививка состоялась у всех 
3 мышей, прививаемость составила 100 %. Измеря-
емые п / к опухолевые узлы mel Ibr / BRAF+ не достиг-
ли прогрессивного роста, а 1-й пассаж субклона mel 
Ibr ЕЕ / BRAF+ дал высокую прогрессию с устойчи-
вым экспоненциальным ростом и короткой латент-
ной фазой.

Таким образом, адаптационные характеристики 
к росту in vivo отсутствуют у линии mel Ibr / BRAF+ 
и ярко выражены у клеток субклона mel Ibr 
ЕЕ / BRAF+, что свидетельствует о его пригодности 
для получения солидной опухоли у мышей Balb / c 
nude без предварительного пассирования на мышах. 
По нашему мнению, намного больший объем и бо-
лее высокая скорость роста узлов, при меньшей 
в 3 раза дозе имплантированных клеток субклона 
mel Ibr EE / BRAF+ по сравнению с исходной линией, 
связаны с наличием в данном субклоне большего 
числа клоногенных клеток, что еще раз подтвержда-
ет их причастность к стволовым опухолевым клет-
кам. Полученную модель можно рекомендовать 
для оценки эффективности многократной цитоста-
тической терапии, направленной в том числе и на 
мутацию BRAF-V600E.

таблица 1. Прививаемость клеток беспигментной меланомы кожи 
человека субклона mel Ibr ЕЕ / BRAF+ при подкожной имплантации 
мышам Balb / c nude

Показатели
роста*

объем опухолевого узла (мм3) на сутки после 
имплантации (пассаж 1) 

8 12 17 21

V
cp

37 176 654 1085

V
t
 / V

0
1,0 4,8 17,7 29,3

Примечание. *В малочисленных группах разброс не определяли.

таблица 2. Динамика роста опухолевых узлов субклона меланомы 
человека mel Ibr ЕЕ / BRAF+ при подкожной имплантации мышам 
Balb / c nude

линия меланомы
число 
клеток

на мышь

число
мышей

число 
мышей 

с опухо-
лями

на 12-й 
день

латент-
ный 

период
(дни) 

mel Ibr / BRAF+ 1 × 107 2 1 11

mel Ibr ЕЕ / BRAF+ 3 × 106 3 3 5
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