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Книга посвящается 

УЧИТЕЛЮ, УЧЕНОМУ 

Барышникову Анатолию Юрьевичу 

С любовью и благодарностью! 

 

ПРЕДИСЛОВИЕ 

 

В течение последних десятилетий медицинская наука значи-

тельно продвинулась в понимании патофизиологии злокачествен-

ного роста, особенно после обнаружения различных молекулярных 

и клеточных мишеней для мишень-направленных («таргетных») 

препаратов. Как следствие, в свою очередь, интенсивное развитие 

получила экспериментальная онкология в плане разработки новых 

моделей и методов лечения и лекарственных препаратов, обеспечив-

ших в XXI веке прорыв в лечении. В результате, наряду с утвердив-

шимися классическими противоопухолевыми цитостатиками, в 

практику онкологии вошли таргетные препараты, противоопухоле-

вые вакцины, технологии модулирования иммунного ответа и гене-

тические модификации опухолевых клеток – вот неполный перечень 

того, что уже стало или становится реальностью. 

Быстрое развитие медицинской науки обуславливает появление 

новых требований к изучаемым опухолям и экспериментальным мо-

делям. Для исследования опухолевой клетки, для создания противо-

опухолевых препаратов и оценки эффективности разрабатываемых 

методик воздействия на клетку используются клеточные линии опу-

холей, созданные и поддерживаемые в онкологических институтах 

развитых стран мира. 

Меланома кожи – одна из злокачественных опухолей, извест-

ных человечеству с древнейших времен. Впервые описанная еще в 

Древнем Египте, она и по сей день остается актуальной проблемой 

медицины. Заболеваемость меланомой кожи постоянно растет. Еже-

годно в странах США и Западной Европы меланомой кожи заболе-

вает около 160 000 человек, около 8 000 заболевает ей в России. Ле-

чение заболевших пациентов представляет собой сложную задачу 

ввиду высокой агрессивности опухоли и ее устойчивости к лекар-

ственной терапии. 

                                                           
 Автор: Трещалина Е. М. 



10 

Создание таргетных и биологических препаратов против мета-

статической меланомы – одна из современных приоритетных задач 

экспериментальной и клинической онкологии, и выполнение этой 

задачи невозможно без создания адекватных экспериментальных 

моделей – как для изучения самой опухоли, так и для испытания на 

этих моделях новых активных противоопухолевых молекул и иных 

методов воздействия на опухолевые клетки. 

В ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава Рос-

сии создана коллекция клеточных линий меланомы человека, полу-

ченная от российских пациентов. Отличительная особенность этой 

коллекции – наличие в ней линий меланомы с различной степенью 

дифференцировки клеток, что позволяет рассматривать онкологиче-

ский процесс в динамике и использовать эти линии для создания 

противоопухолевых вакцин, исследований различных параметров 

опухолевого роста и изучения прогностических факторов развития 

меланомы у пациентов. Создание этой коллекции – результат мно-

голетнего труда многих ученых, работающих в сферах как экспери-

ментальной, так и клинической онкологии, и, безусловно, наличие 

такой коллекции в России – важная веха развития отечественной 

науки и медицины. 

Настоящая книга представляет собой описание коллекции кле-

точных линий меланомы кожи человека, полученных от пациентов 

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России, 

охарактеризованных по основным биологическим параметрам, не-

обходимым для решения задач фундаментальной и практической 

онкологии. Эта коллекция предназначена для специалистов, занима-

ющихся исследованиями в области диагностики и лечения мела-

номы, в т. ч. в области разработки новых антимеланомных лекар-

ственных средств. 
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Введение. 

КЛЕТОЧНЫЕ ЛИНИИ 

 

Культивирование тканей – процесс, который интересует чело-

вечество не одно столетие. Пионерами в этой области являются: 

 А. Карел (A. Carrel, 1873-1944, США), разработавший эту 

методику настолько, что применение её стало возможным 

даже в скромной лаборатории и для ткани любого позвоноч-

ного животного; 

 В. Ру (W. Roux, 1850-1924, Германия), выделил отдельные 

клетки из развивающегося зародыша; 

 М. Борн (M. Born, Германия), экспериментировал с органами 

лягушки; 

 Л. Леб, (L. Loeb, 1869-1959, Германия), для поддержания ро-

ста ткани применил в 1897 г. свернувшуюся кровь и лимфу; 

 Ф. Гаррисон, (F. Harrison, 1851-1907, США) впервые приго-

товил в 1907 г. тканевую культуру in vitro; 

 Берроус (Berrows), заменил в 1910 г. лимфу плазмой [1]. 

 

Различают первичные культуры и клеточные линии 

Первичная культура – это культура, полученная непосред-

ственно из организма. Она считается таковой до первого пересева 

(пассажа), после чего становится клеточной линией. 

Клеточная линия исходно может быть получена из популяции 

клеток, а также из единичных клеток. 

Если клеточная линия происходит из единичной клетки, то её 

называют клоновой, или клоном. Клеточные линии могут иметь огра-

ниченный срок жизни in vitro (диплоидные фибробласты человека 

или других животных), а могут размножаться in vitro неограниченно 

долго (постоянные линии – permanent или continuous cell lines; [2]). 

В 1951 г. впервые была получена бессмертная клеточная линия, 

                                                           
 Автор: Давыдов М. М. 
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известная в настоящее время как линия HeLa, полученная от паци-

ентки Генриетты Лакс (Henriette Lax), страдавшей раком шейки 

матки. С использованием этой клеточной линии проводятся науч-

ные и практические работы. «Так получилось, что Генриетта умерла 

именно в тот день, когда Джордж Гей, её лечащий врач, выступал 

перед телевизионными камерами, держа в руках пробирку с её клет-

ками, и заявил, что началась новая эпоха в медицинских исследова-

ниях – эпоха новых перспектив в поиске лекарств и исследовании 

жизни» [3]. 

За прошедшие полвека получены десятки клеточных линий, ка-

сающихся как различных нозологий, так и непосредственно мела-

номы человека. Созданы коллекции клеточных культур (сells culture 

collections), которые широко распространены во всем мире, такие 

как ATCC; ECACC; ECCC; Российская коллекция клеточных куль-

тур, в которой и хранятся представленные ниже линии меланомы 

кожи человека. 

Клеточные культуры были использованы в производстве про-

тивовирусных вакцин, некоторые из которых применяют до настоя-

щего времени: 

 культура почек макаки-резус (Macaca mulatta) для производ-

ства вакцины против полиомиелита; 

 культура почек сирийского хомячка (Mesocricetus auratus) – 

вакцины против японского энцефалита; 

 культура фибробластов из эмбрионов цыплят – вакцин про-

тив вирусов кори и паротита; 

 человеческие лимфобластные клетки (Namalwa) в качестве 

клеточного субстрата в получении биологического продукта 

in vitro предложены в 1970-х гг. для производства интерфе-

рона и многие другие. 

Отличительной особенностью настоящей коллекции является 

тот факт, что она представлена линиями меланомы кожи человека с 

различным уровнем дифференцировки клеток. Это отражается в их 

биологических параметрах и позволяет рассматривать злокаче-

ственный процесс в динамике. За период с 2000 г. по настоящее 

время получены и охарактеризованы следующие клеточные линии 

меланомы человека: mel P, mel Kor, mel Mtp, mel Il, mel Is, mel Si, 

mel Me, mel Gus, mel Z, mel Ksen, mel Hn, mel Gi, mel Ibr, mel R, 

mel Rac, mel Ch, mel Bgf, mel H, mel Cher, которые используют как в 
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научных, так и практических целях – в создании противоопухолевых 

вакцин: 

 получение и характеристика клеточных линий меланомы 

кожи человека; 2011 [4]; 

 исследования экспрессии генов раково-тестикулярных анти-

генов; 2010 [5]; 

 создание клеточных линий mel Кor и mel P, секретирующих 

GM-CSF и tag 7; 2009 [6; 7]; 

 изучение роли неканонической молекулы главного ком-

плекса гистосовместимости человека HLA-E в регуляции 

противоопухолевого иммунного ответа; 2006 [8]; 

 спектрально-флуоресцентные свойства – KFP и использова-

ние этого белка для создания сенсоров, основанных на ин-

дуктивно-резонансном переносе энергии; 2010 [9]; 

 изучение васкулогенной мимикрии; 2011[10]; 

 разработка цельноклеточных антимеланомных вакцин 

mel Кor и mel P, секретирующих GM-CSF и tag 7; 2012 [11]; 

 получение флуоресцирующей клеточной линии mel Kor-

TurboRFP; 2012 [12]; 

 разработка ЛПФ противомеланомной вакцины; 2012 [13]; 

 изучение влияния ФНО на цитотоксичность и индукцию 

апоптоза противоопухолевыми препаратами; 2012 [14]; 

 влияние WNT-лигандов на формирование фенотипа клеточ-

ных линий меланомы человека; 2012 [15]. 
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Глава 1. 

ПОЛУЧЕНИЕ И КУЛЬТИВИРОВАНИЕ 

КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ МЕЛАНОМЫ КОЖИ1 

 

Клеточные линии культивируют в смеси питательных сред 

RPMI (80%), ТЭС (20%), L-глутамина, 1%-го HEPES, гентамицина, 

комплекса аминокислот и витаминов (Flow Lab., USA) В культу-

ральные флаконы объемом 25 см3 в 5 мл среды засевают 1×106 кле-

ток. Температура культивирования + 37 С. Монослой клеток фор-

мируется через 3–4 дня. При посевной концентрации 

70-100 тыс. клеток/мл монослой формируется на 2–3 сутки без 

смены среды. Клетки снимают с использованием стандартных рас-

творов (0,25%-й р-р трипсина и 0,02%-й р-р Версена) в соотношении 

1 : 1. При посевной концентрации 500 000 клеток/мл индекс проли-

ферации через 48 ч культивирования составляет 3,6–4,6. 

 

Условия криоконсервации 

Для длительного хранения клетки консервируют путем замора-

живания в жидком азоте. Клетки ресуспендируют в среде для замо-

раживания (RPMI (80%), ТЭС (20%), ДМСО 10%). Режим замора-

живания: жидкий азот, снижение температуры на 1 С в минуту до 

–25 С, затем быстрое замораживание до –70 С. Хранение в жидком 

азоте при температуре –196 С. Размораживание быстрое, при 

+37 С. Клетки разводят в 10 мл бессывороточной среды и осаждают 

центрифугированием, ресуспендируют в 5 мл той же среды, содер-

жащей 10% ТЭС, и переносят в культуральный флакон объемом 

25 см3. Жизнеспособность клеток оценивают по включению трипа-

нового синего. Жизнеспособность клеток после размораживания 

должна составлять не менее 90%. 

                                                           
 Авторы: Михайлова И.Н., Морозова Л. Ф., Голубева В. А., Бурова О. С., 

Синельников И. Е., Самойленко И. В., Давыдов М. М., Барышников А. Ю. 
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Контаминация 

При длительном наблюдении бактерии и грибы в культуре не 

обнаружены. Тест на наличие микоплазм отрицателен. 

 

Характеристика полученных культур меланомных клеток 

Культура, прошедшая не менее 20 пассажей, рассматривалась 

нами в дальнейшем как клеточная линия. Получено 19 стабильно 

растущих клеточных линий меланомы кожи человека. Каждой кле-

точной линии было дано название, которое соответствовало первым 

буквам фамилии или имени отчества пациента, за исключением од-

ной, mel P (табл. 1.1). Количество пассажей, указанных в таблице, 

соответствует моменту депонирования клеточной линии. 

 

Таблица 1.1. 

Клеточные линии меланомы кожи человека 
Линия Инициалы 

больного 

Дата получения 

первичного материала 

Количество 

пассажей 

mel P Т.А.А. 27.01.99 >100 

mel Kor К. Г.А. 06.12.02 >100 

mel Mtp М.Т.П. 15.01.02 35 

mel Il И.А.И. 02.04.01 >100 

mel Is И.Л.В. 16.01.04 30 

mel Si С.И.А. 19.03.03 30 

mel Me М.Е.А. 22.11.02 25 

mel Gus Г.М.К. 13.01.04 30 

mel Z З.З.С. 26.06.03 28 

mel Ksen К.Н.С. 07.06.01 25 

mel Hn Х.Л.А. 19.11.04 20 

mel Gi Ж.А.И. 11.09.01 30 

mel Ibr И.А.У. 24.01.01 >100 

mel R Р. 29.06.99 25 

mel Rac Р.Д.М. 15.03.02 30 

mel Ch Ч.Н.Г. 06.12.02 30 

mel Bgf Б.Г.Ф. 09.04.03 30 

mel H Х.Н.С. 27.09.01 20 

mel Cher Ч.Н.О. 16.04.03 30 

 

Цитоморфология клеточных линий 

Из образцов, которые были взяты у 19 пациентов различных от-

делений НИИ КО РОНЦ с диагнозом «метастатическая меланома 
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кожи», получено 19 стабильно растущих клеточных линий. Они раз-

личны как по характеру роста в культуре, так и по цитоморфологи-

ческим признакам. Большинство культур имели монослойный ха-

рактер роста пласта. Нередко наблюдается образование колоний, яв-

ляющихся центром роста клеточного монослоя. Отдельные клеточ-

ные линии имеют полусуспензионный характер роста: часть клеток 

росла, прикрепляясь к поверхности пластика, а часть из них остава-

лась во взвешенном состоянии (рис.1.1). 

 

 
Рис. 1.1. Клеточная линия mel Gi (фото культуры, ×100) 

 

Изучение цитограмм клеточных линий выявило разнообразие 

цитоморфологической характеристики опухолевых клеток. Преиму-

щественно клеточные линии состоят из клеток трех видов: эпите-

лиоподобных, веретенообразных, невусоподобных или их сочета-

ний. Линии различаются: 

 по степени полиморфизма и атипии; 

 по количеству пигмента, митозов, гигантских многоядерных 

и одноядерных клеток. 

В некоторых линиях (из эпителиоподобных клеток) присут-

ствует большое количество гигантских многоядерных клеток, бес-

порядочно разбросанных среди одноядерных клеточных элементов. 

Одна из эпителиоподобных клеточных линий, mel R, состоит 
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преимущественно из перстневидноподобных клеток различного раз-

мера, частично – из клеток с ядрами округлой и овальной форм 

с 1-3 митозами в поле зрения. 

Цитограммы веретеноклеточной меланомы характеризуются 

клетками вытянутой и веретенообразной формы с короткими или 

длинными отростками цитоплазмы, иногда переплетающимися с 

другими цитоплазматическими волоконцами. В небольшом количе-

стве присутствуют многоядерные клетки с 3–5 ядрами, которые от-

личаются по строению от гигантских многоядерных клеток эпите-

лиоподобной меланомы. 

Встречаются клеточные линии, состоящие из невусоподобных 

клеток. В них обнаруживаются средние и мелкие клетки овальной, 

удлиненной и многоотросчатой форм. Среди полученных клеточ-

ных линий пигмент в цитоплазме присутствовал в четырех культу-

рах. 

В цитограммах линий клеточные элементы с морфологиче-

скими признаками лимфоцитов не обнаружено. 

В результате цитоморфологического исследования выделено 

три группы, классифицированные как (табл. 1.2): 

 высокодифференцированные; 

 умеренно дифференцированные; 

 низкодифференцированные. 

Высокодифференцированные клеточные линии mel Si, mel Me 

представлены относительно мономорфными клетками небольшого 

размера, с небольшим количеством гигантских многоядерных кле-

ток; митозы практически отсутствуют. 

Умеренно дифференцированные mel Bgf, mel Il, mel P, mel R, 

mel Ksen, mel Z, mel Hn представлены полиморфными клетками: мел-

кими средними и крупными; с интенсивно базофильной цитоплаз-

мой, без четких контуров или с фестончатыми краями с эксцен-

трично или центрально расположенными ядрами с грубоглыбчатым 

гиперхромным хроматином и одним, редко – 2–3 ядрышками. Ги-

гантские многоядерные клетки немногочисленны; умеренное коли-

чество клеток находится в митозе. 

Низкодифференцированные клеточные линии mel Kor, mel Gus, 

mel Mtp, mel Is, mel Gi, mel Ibr, mel Cher, mel Ch, mel H, mel Rac пред-

ставлены резко полиморфными клетками, с множеством гигантских 

уродливых клеток и ядер. Выявлено большое количество округлых, 

овальных, удлиненных, неправильных ядер с неровными контурами. 
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Хроматин грубо глыбчатый, ядерная оболочка утолщена и неровная; 

ядрышки в количестве от одного до шести в ядре; выраженная ги-

перхромия. Отмечены атипичные многочисленные митозы. 

 

Таблица 1.2. 

Степень дифференцировки опухолевых клеток полученных линий 

Степень диф-

ференцировки 

Количе-

ство ли-

ний 

Название линии 

Высокая 2 mel Si; mel Me 

Умеренная 7 
mel Bgf; mel Il; mel P; mel R; mel Ksen; 

mel Z; mel Hn 

Низкая 10 

mel Cher; mel Rac; mel Kor; mel Mtp; 

mel Gus; mel Is; mel Ibr; mel Gi; mel Ch; 

mel H 

 

Получено 19 клеточных линий, адаптированных к росту in vitro из 

метастатических образцов меланомы человека. Клеточные линии обла-

дают стабильными культуральными и морфологическими характеристи-

ками. Для исследования клеточных линий использованы методы иммуно-

флюоресценции, иммуногистохимии, ПЦР. Клеточные линии прошли бо-

лее 30 пассажей, это характеризует их (клетки) как обладающие неограни-

ченным жизненным потенциалом. Это позволило создать рабочий и по-

севной банк стабильно растущих клеточных линий. Клеточные линии хра-

нятся в банке криоконсервации биоматериалов ФГБУ «НМИЦ онкологии 

им. Н. Н. Блохина» Минздрава России в жидком азоте при температуре – 

196 °С в созданном рабочем и посевном банке. 16 клеточных линий хра-

нятся в специализированной коллекции клеточных культур Института ци-

тологии РАН (Санкт-Петербург). 
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Глава 2. 

КАРИОТИП КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ 

МЕЛАНОМЫ ЧЕЛОВЕКА 

 

В последнее время стало очевидно, что не только для лейкозов, 

но и для ряда других опухолей значение в практической медицине 

имеет выявление цитогенетических аномалий. 

Во-первых, выявление кариотипически аномального клона по-

чти всегда свидетельствует о злокачественности опухоли. 

Во-вторых, некоторые генетические аномалии характерны для 

определенных заболеваний, что помогает в дифференциальной диа-

гностике. 

В-третьих, результаты цитогенетического анализа опухоли по-

могают в прогнозе, а иногда – и в выборе тактики лечения. 

В клеточных линиях меланомы обнаружены разнообразные 

хромосомные нарушения. Некоторые являются специфичными для 

меланомы, что связано с наличием в перестроенных хромосомах ге-

нов, участвующих в инициации или прогрессии меланомы. Другие 

встречаются в клетках разных типов опухолей. 

Так, например, в локусе 9p21 расположен ген-супрессор опу-

холи CDKN2A (p16), который играет роль при многих злокачествен-

ных новообразованиях. Он кодирует белок, участвующий в регуля-

ции клеточного цикла и клеточного старения. 

Потеря гетерозиготности в этом локусе обнаружена не только в 

тканях меланомы, но и в диспластических невусах, и даже в добро-

качественных невусах. Это означает, что потерю гетерозиготности в 

этом локусе можно выявить даже в предполагаемых предраковых 

очагах, т. е. до появления гистологических признаков опухоли. 

Кроме того, мутации этого гена характерны для семейной мела-

номы. 

                                                           
 Авторы: Воронина Е. С., Морозова Л. Ф. 
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Нарушения хромосомы 10 часто встречаются в клетках мела-

номы человека, чаще всего это потеря целой хромосомы. Показано, 

что локус на длинном плече хромосомы 10 дистальнее 10q23.1 со-

держит ген-супрессор опухоли PTEN (фосфатаза), который отвечает 

за сильное торможение кинетики формирования меланомы. В свою 

очередь, участок на коротком плече 10p15.3 также оказывает эффект 

на рост меланомы in vivo, хотя и менее выраженный (эта область со-

держит ген-супрессор и для других опухолей, рака простаты и 

глиобластомы). Таким образом, потеря обоих участков, возникаю-

щая при моносомии по хромосоме 10, приводит к более значимому 

ускорению роста, чем при потере одного из локусов [1]. 

Потеря длинного плеча хромосомы 6 и, следовательно, локуса 

6q22, в котором находится ген WISP3, приводит к гиперэкспрессии 

Rhoc ГТФ-азы, необходимой для метастазирования и инвазии опу-

холевых клеток. Часто потеря длинного плеча сочетается с увеличе-

нием копий короткого плеча хромосомы 6, где локализован ген 

NEDD9 (6p24.1), отвечающий за метастазирование меланомы. 

Некоторые генные нарушения ассоциированы с метастазирова-

нием опухоли и низкой выживаемостью. В частности, рецепторы ти-

розинкиназ играют важную роль при различных злокачественных 

новообразованиях. Один из них – рецептор эпидермального фактора 

роста (EGFR) – может вызывать или усиливать злокачественную 

трансформацию клеток при меланоме. Ген EGFR расположен на 

хромосоме 7 в районе 7p12.3-p12.1. Кроме того, повышение экспрес-

сии данного гена может играть важную роль в метастазировании ме-

ланомы, т. к. по сравнению с первичной опухолью, экспрессия гена 

в метастазах выше. Это отражается полисомией по хромосоме 7, 

также более выраженной в метастазах. При наличии в клетках опу-

холи перестроек, затрагивающих хромосомы 7 или 11, выживае-

мость пациентов ниже по сравнению с теми, в опухолях которых эти 

хромосомы нормальные [2]. 

В настоящее время для исследования опухолей все чаще ис-

пользуются молекулярно-цитогенетические методы, такие как флу-

оресцентная гибридизация in situ (FISH) и сравнительная геномная 

гибридизация (CGH). FISH на интерфазных клетках используется 

для изучения выявленных ранее хромосомных аномалий в опухолях 

хорошо изученных типов. Для исследования новых случаев больше 

преимуществ имеет метод CGH. Однако, несмотря на методические 

трудности, классическое цитогенетическое исследование опухолей, 
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в том числе меланомы, позволяет получить данные, которые не дают 

FISH или CGH. 

Проведено цитогенетическое исследование 19 клеточных ли-

ний меланомы различной степени дифференцировки. Фиксацию 

клеток проводили стандартным способом. Готовые препараты окра-

шивали по G-методу. 

Все изученные культуры характеризовались измененным хро-

мосомным набором – как по числу хромосом, так и по структуре по-

следних. Модальное число хромосом соответствовало околодипло-

идному и околотриплоидному. В некоторых культурах встречались 

клетки с удвоенным по сравнению с основным пулом клеток числом 

хромосом (тетра- и гексаплоидные). Эти культуры характеризова-

лись различающимися диаметрами ядер при одних и тех же плотно-

сти окраски и состоянии хроматина, характерных для интерфазных 

ядер. Принимая во внимание дублированность структурных анома-

лий хромосом (например, кольцевой хромосомы), можно утвер-

ждать: речь идет не о двух различных линиях клеток в одной куль-

туре, а о повышенной плоидности в них. 

При кариотипировании выявлено, что в высокодифференциро-

ванных клеточных линиях mel Me, mel Si модальное число хромосом 

соответствовало околодиплоидному набору (46–49 в клетках куль-

туры mel Si и 47–50 в mel Me). Общее число идентифицированных 

хромосомных повреждений, включая структурные и числовые (ане-

усомии), составило в обеих культурах 4 на 1 клетку. В умереннодиф-

ференцированных клеточных линиях mel Il, mel P, mel Bgf число об-

наруженных хромосомных аномалий в культурах составило от 5 до 

7 на 1 клетку; линии были различной плоидности: ди-, три- и тетра-

плоидные. В низкодифференцированных клеточных линиях 

(mel Kor, mel Gus, mel Mtp, mel Is, mel Gi, mel Ibr, mel Cher, mel Ch, 

mel H, mel Rac) в 6 культурах модальное число хромосом соответ-

ствовало триплоидному набору, в 3 – тетраплоидному и 1 была око-

лодиплоидной. Число идентифицированных структурных и число-

вых хромосомных аномалий в большинстве низкодифференциро-

ванных культур было больше 5 на 1 клетку, в частности, в диплоид-

ной культуре mel Gus достигло 11. Меньшее количество выявленных 

нарушений в некоторых линиях связано с затрудненным анализом 

метафаз с большим количеством хромосом, а также малым количе-

ством митозов в некоторых культурах. Обнаружен также высокий 
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уровень нестабильных хромосомных аберраций: хроматидные об-

мены, ди- и трицентрические хромосомы, кольцевые хромосомы, 

клетки с множественными аберрациями. Среди крайне разнообраз-

ных числовых и структурных хромосомных нарушений (транслока-

ции, делеции, дупликации, инверсии, кольцевые хромосомы, изо-

хромосомы, маркерные хромосомы), некоторые встречались с высо-

ким постоянством, в том числе: полисомия по хромосоме 7, полисо-

мия по короткому плечу хромосомы 6, моносомия по короткому 

плечу хромосомы 9, различные транслокации с участием хромо-

сомы 1. 

 

Таблица 2.1. 

Кариотип клеточных линий меланомы 
Линия Кариотип* 

mel P 
75~85<4n>, XХYY, der(4)t(4;21)(p12;q21)х2, del(6)(p22)×2, 

der(9)t(1;9)(q22;p21)×2, add(9)(p21)×2, add(20)(q13)×2, inc 

mel Kor 64~84<3n> 

mel Mtp 
61~71<3n>, XXX, add(1)(p36), add(1)(p36), add(B)(q34-35), 

add(14)(р11), inc 

mel Il 
56~61<3n>, XХ, -Y, +1, +del(1)(q21), +add(2)(q37.3), 

der(9;14)(q10;q10)×2, +15, der(15;22)(q10;q10)×2, add(17)(q25), +20, 

der(20)t(7;20)(q11;p12)×3, +22, +1~2mar, inc 

mel Is 
58~74<3n>, XXY, i(1)(q10), i(7)(q10), del(11)(q22), add(12)(p12), 

der(21)t(2;21)(q12;p11.2), der(?;5)(?;q10), inc 

mel Si 46~49<2n>, XX, +2, dup(15)(q21q26.2), +2mar, inc 

mel Me 47~50<2n>, XY, der(1)add(1)(p36)add(1)(q43), +2, +7, r(15), inc 

mel Gus 
48~52<2n>, XY, +1, +2, +3, dup(4)(q31.2q35), der(6)t(6;?)(p10;?), +7, 

der(7;9)(p10;q10), del(11)(q22), ?dup(17)(q22q24), +F, +22, inc 

mel Z 

44~46, XX, der(1;1;9)(1pter→1p31::1p36→1p10::9q10→9qter), 

i(1)(qter→q10::q10→qter), der(6;9)(6pter→6p10::9q10→9qter), 

t(6;17)(6pter→6q22::17q24→17qter; 17pter→17q24::6q22→6qter), +7, -

11, inc 

mel Ksen 
45~48<2n>, X, -Х, +der(1)t(1;5)(p32;q21), del(5)(q12)×2, i(6)(p10), 

+der(7)t(7;?)(p10;?), -10, der(15;21)(q10;q10), +mar, inc 

mel Hn 58~75<3n>[54]/<6n>[13] 

mel Gi 
81~87<4n>, X, -Х, -X, -X, -1, +7, i(7)(q10)×2, der(20)t(1;20)(q12;q13), 

add(20)(q11.2)×2, i(21)(q10), +2mar, inc 

mel Ibr 
71~84<3n>, XX, add(X)(q28), del(1)(p21), del(1)(q12), +7, +7, +7, 

i(21)(q10), inc 

mel R 
55~69<3n>, XXX, +1, der(9;?)(q10;?), der(14;?)(q10;?), der(15;?)(q10;?), 

add(19)(?q13.4), inc 

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[22]/70~84<3n>, YY, -Х, +3, add(5)(q35), add(9)(p21), inc[11] 
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Линия Кариотип* 

mel Ch 
81~85<4n>, XXXX, del(1)(q11~12), del(1)(q32)×2, i(1)(q10)×3, 

i(6)(p10)×3, +7, add(20)(q13), +mar, inc 

mel Bgf 
64~78<3n>, XХX, der(1)t(1;?)(q11;?)t(?;1)(?;p21)×2, del(3)(p12)×2, 

der(5)t(1;5)(p13;q11)×2, i(7)(p10)×2, add(9)(p21)×2, 

der(19)t(1;19)(q12;p12)×2, add(22)(p11.2)×2, inc 

mel H 
54~65<3n>, XX, -Y, der(13;15)(q10;q10), add(Dq), inv(16)(p11q12), 

add(19)(q13.4), inc 

Mel Сher 85~92<4n>, XXYY, del(4)(p12), i(7)(q10), add(9)(p21)×2, inc 

*Кариотип представлен в соответствии с международной номенклатурой 

ISCN 2013 [3]. 
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Глава 3. 

ФЕНОТИП КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ МЕЛАНОМЫ 

 

Меланома считается «антигенной опухолью», экспрессирую-

щей опухолеассоциированные антигены. Среди них довольно хо-

рошо изученные – это группа дифференцировочных антигенов – ро-

дословно-специфические антигены, экспрессирующиеся как в опу-

холевых клетках, так и в нормальных клетках на определенных эта-

пах развития. При этом в опухолевых клетках экспрессия дифферен-

цировочных антигенов обычно повышается. При меланоме они экс-

прессируются на протяжении всех стадий опухолевой прогрессии от 

меланоцитов до меланомных клеток. Большинство дифференциро-

вочных антигенов вовлечены в процесс синтеза меланина [1]. Неко-

торые меланомодифференцировочные антигены узнаются Т-клет-

ками иммунной системы, например, тирозиназа (TYR) [2], gp100 

(SILV) [3], MART-1 (MLANA) и TRP-1 (TYRP1) [4]. К опухолеассо-

циированным антигенам также относится группа раково-тестику-

лярных генов. С иммунологической точки зрения РТА могут быть 

хорошими мишенями для иммунотерапии опухолей, поскольку в 

нормальных тканях эта группа антигенов не экспрессируется (за ис-

ключением ткани яичек, которые недоступны для клеток иммунной 

системы из-за отсутствия их прямого контакта с иммунокомпетент-

ными клетками [5] и отсутствия на них экспрессии антигенов HLA 

I класса [6]). В отличие от РТА, иммуногенность дифференцировоч-

ных антигенов меланоцитов невысока из-за иммунологической то-

лерантности к этим "своим" антигенам, за исключением гена 

MLANA, антиген которого содержит несколько эпитопов для узна-

вания ЦТЛ и способен индуцировать генерацию меланомо-специ-

фичных ЦТЛ. Таким образом, экспрессия различных опухолевых 

                                                           
 Авторы: Морозова Л. Ф., Бурова О. С., Ковалевский Д. А., 

Михайлова И. Н., Барышников А. Ю. 
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маркеров играет одну из ключевых ролей в индукции противоопу-

холевого иммунитета. 

С помощью методов ИФА, ИГХ, ПЦР-анализа полученные 

нами клеточные линии исследованы на различные группы антиге-

нов. РТА исследованы в реакции ПЦР. Антигены гистосовместимо-

сти определены с помощью моноклональных антител в реакции 

ИФА. Дифференцировочные меланомные маркеры исследованы с 

помощью МКА (табл. 3.1). 

 

Таблица 3.1. 

Дифференцировочные меланомные антигены, 

РТА и АГ гистосовместимости 
Маркеры, используемые в реакции ПЦР, 

иммунофлюоресценции, иммуногистохимии 
Функции 

СD63 Дифференцировочный 

HMB45 Дифференцировочный 

Melan A Дифференцировочный 

Tyrosinase Дифференцировочный 

HMW Дифференцировочный 

MAGE-3 и др. 

Семейство раковоте-

стикулярных генов/ан-

тигенов 

HLA(I класс) 

HLA-DR(I I класс) 

Антигены гистосовме-

стимости первого и 

второго класса 

 
Дифференцировочные меланомные маркеры, определяющие 

отношение данной линии к меланоме, исследованы с помощью 
МКА СD63, HMB45, MelanA, Tyrosinase, HMW. Иммуноцитохими-
ческое исследование проведено на 19 клеточных линиях меланомы. 

Для дальнейшей характеристики клеток были приготовлены ци-
тологические препараты. Экспрессию всех исследованных маркеров 
наблюдали в цитоплазме клеток с различной интенсивностью окра-
шивания. 

Отсутствие окрашивания и слабое окрашивание принимали за 
негативную реакцию, окрашивание со средней и сильной интенсив-
ностью – за положительную реакцию. 

Экспрессию CD63 наблюдали во всех исследованных образцах 
(100%), MelanA/MART1 и тиразиназе в 7 из 19 образцов, HMB45 – 
в 11 из 19 образцов (табл. 3.2). 

 



27 

Таблица 3.2. 

Экспрессия дифференцировочных антигенов 
Линия CD63 Melan A HMB45 Тирозиназа 

mel P pos* neg** pos neg 

mel Kor pos pos pos pos 

mel Mtp pos neg neg neg 

mel Il pos pos pos pos 

mel Is pos pos pos рos (cлабо) 

mel Si pos neg pos pos 

mel Me pos pos pos neg 

mel Gus pos pos pos neg 

mel Z pos pos pos pos 

mel Ksen pos neg pos neg 

mel Hn pos pos рos (слабо) pos 

mel Gi pos neg neg neg 

mel Ibr pos neg neg neg 

mel R pos neg neg neg 

mel Rac pos neg neg neg 

mel Ch pos neg neg neg 

mel Bgf pos neg neg neg 

mel H pos neg neg neg 

mel Cher pos neg pos pos 

*pos – положительная реакция;** neg – отрицательная реакция 

 

С помощью проточно-цитометрического анализа определен им-

мунофенотип клеток меланомы. На поверхности всех клеток, куль-

тивируемых клеточных линий, отсутствовали лимфоидные маркеры 

Т- и В-лимфоцитов (CD3 и CD20; табл. 3.3). 

Все 19 клеточных линий, за исключением mel Kor экспрессиро-

вали антиген гистосовместимости первого класса (HLA-ABC). В 13 

из 19 случаев отмечена экспрессия антигена гистосовместимости 

второго класса (14,3–97,8% антигенположительных клеток). При 

этом линия mel Kor, не имеющая антигена гистосовместимости пер-

вого класса, также не имела антиген гистосовместимости второго 

класса. 

Экспрессия CD86 была оценена в 19 образцах (табл. 3.4), при 

этом положительная реакция отмечена лишь в одном (линия mel P) 

случае. 

Экспрессия CD80 была оценена в 19 образцах (табл. 3.4), при 

этом положительная реакция отмечена в 9 случаях (10–24,4% анти-

генположительных клеток). 
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Таблица 3.3. 

Иммунологический фенотип культивируемых клеточных линий 
Линия F(ab)2 CD3 CD20 HLA-ABC HLA-DR 

mel P 0,2±0,1 0,1±0,2 0,2±0,1 92,7±5,5 2,3±1,5 

mel Kor 0,1±0,1 0,4±0,1 0,4±0,1 0,8±0,3 0,5±0,3 

mel Mtp 0,4±0,2 0,9±0,2 1,0±0,2 94,0±5,0 70,8±7,5 

mel Il 1,2±0,5 0,1±0,2 0,9±0,2 94,4±3,0 3,0±1,1 

mel Is 0,5±0,2 1,2±0,1 0,6±0,3 72,6±10,6 25,9±1,5 

mel Si 0,1±0,1 0,5±0,1 0,1±0,1 88,6±10,1 91,1±5,1 

mel Me 0,2±0,1 0,5±0,1 0,3±0,1 88,7±6,5 36,7±7,0 

mel Gus 1,4±0,7 1,5±0,3 0,7±0,3 93,1±5,3 93,9±3,1 

mel Z 1±0,5 2,4±0,5 0,3±0.5 93,3±6,4 4,4±1,2 

mel Ksen 1,0±0,3 1,9±0,4 0,8±0,4 81,3±13,7 94,7±3,1 

mel Hn 0,4±0,2 0,6±0,2 0,4±0,2 70,4±18,9 19,5±3,4 

mel Gi 2,1±0,7 2,8±0,5 1,6±0,5 89,8±5,0 34,8±2,2 

mel Ibr 1,0±0,5 1,8±0,3 1,8±0,3 88,6±10,4 46,7±1,3 

mel R 0,8±0,4 0,5±0,4 0,1±0,4 80,7±5,1 3,0±1,5 

mel Rac 2,1±0,2 1,6±0,4 1,6±0,4 84,5±9,4 63,2±3,5 

mel Ch 0,3±0,1 1,0±0,2 0,5±0,5 82,5±14,0 25,1±1,5 

mel Bgf 0,7±0,3 0,9±0,3 1,9±0,3 76,1±11,6 14,3±2,3 

mel H 0,2±0,1 0,6±0,1 0,6±0,1 84,8±14,5 6,9±1,5 

mel Cher 1,2±0,5 1,2±0,5 1,0±0,5 85,7±9,5 61,0±3,5 

 

Клеточная линия mel P экспрессировала обе молекулы, CD86 и 

CD80. Все исследованные клеточные линии экспрессировали на 

своей поверхности антиген CD54, молекулу адгезии ICAM-1, лиганд 

для LFA-1 и МАС-1, табл. 3.4. 

При использовании МКА ICO218 к меланомаассоциирован-

ному антигену (HMW), полученному в НМИЦ онкологии 

им. Н. Н. Блохина, положительная экспрессия HMW выявлена в 10 

из 14 (71,4%) образцов клеточных линий (табл. 3.4.). 

Методом иммунофлюоресценции на клеточных линиях 

mel Mtp, mel Il, mel Ras, mel P, mel Is, mel Kor, mel Cher, mel Ibr ис-

следована экспрессия белков, контролирующих апоптоз в клетке, 

одни из которых индуцируют программированную клеточную ги-

бель, а другие ингибируют её: белки семейства bcl-2 и антиген 

CD95, (рис. 3.1). 
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Таблица 3.4. 

Иммунологический фенотип культивируемых клеточных линий 
Линия F(ab)2 CD54 CD80 CD86 ICO218 (HMW) 

mel P 0,2±0,1 64,0±5,5 14,4±0,9 21,5±0,7 89,5±3,5 

mel Kor 0,1±0,1 88,7±3,2 3,3±1,0 0,3±0,1 79,2±5,5 

mel Mtp 0,4±0,2 11,1±3,5 7,1±0,5 0,7±0,1 59,7±10,3 

mel Il 1,2±0,5 65,3±2,4 24,4±3,2 0,6±0,3 46,9±5,1 

mel Is 0,5±0,2 67,8±3,2 16,7±0,5 1,5±0,1 н/о 

mel Si 0,1±0,1 86,8±2,0 8,1±0,6 0,3±0,1 62,0±3,5 

mel Me 0,2±0,1 50,5±1,5 14,4±0,4 0,6±0,1 10,5±0,5 

mel Gus 1,4±0,7 76,5±3,5 10,0±1,2 2,7±0,2 н/о 

mel Z 1±0,5 42,6±1,7 9,1±1,7 1,0±0.1 н/о 

mel Ksen 1,0±0,3 87,2±2,3 4,4±2,2 0,9±0,1 н/о 

mel Hn 0,4±0,2 80,6±1,5 7,3±1,5 0,4±0,2 н/о 

mel Gi 2,1±0,7 35,7±5,0 5,1±1,1 0,1±0,1 91,8±2,5 

mel Ibr 1,0±0,5 90,4±1,3 7,3±1,6 1,6±0,5 66,8±7,2 

mel R 0,8±0,4 73,6±2,5 6,2±2,0 2,4±0,2 78,2±8,2 

mel Rac 2,1±0,2 41,7±1,1 17,9±1,5 0,3±0,1 60,0±7,6 

mel Ch 0,3±0,1 71,9±1,7 1,0±0,5 0,2±0,1 78,1±5,5 

mel Bgf 0,7±0,3 83,7±1,2 3,3±1,5 0,8±0,2 11,7±0,3 

mel H 0,2±0,1 76,3±1,5 2,0±0,8 0,4±0,1 11,7±0,1 

mel Cher 1,2±0,5 62,3±2,1 12,2±0,2 3,9±0,3 6,5±4,5 

н/о – не определяли 

 

Маркер апоптоза антиген CD95 экспрессируется на всех восьми 

исследованных клеточных линиях меланом, кроме одной, mel Mtp 

[1]. 

 

 
Рис. 3.1. Экспрессия CD95 на клеточных линиях меланомы [1] 
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Экспрессия bcl-2 и bax на различных клеточных линиях варьи-

рует от 12,0±1,4% до 39,1±0,9% и от 23,4±1,1% до 94,4±2,6% соответ-

ственно; с наименьшей экспрессией на клеточной линии mel Mtp (бе-

лок bcl-2 – 1,7±0,2%, проапоптотический bax – 18,5±0,5%) (рис. 3.2) 

[1]. 

 

 
Рис. 3.2. Экспрессия bcl-2 и bax на клеточных линиях меланомы [1] 

 

Исследование экспрессии генов на клеточных линиях выпол-

нено с помощью ПЦР [2]. Показано, что наиболее распространен-

ным является ген S100b, который экспрессирован в 18 из 19 (95%) 

линий клеток. Реже встречается экспрессия гена SILV – в 16 из 19 

(84%) линий клеток, гена TYR – в 15 из 19 линий клеток (79%) и гена 

MLAN – в 14 из 19 линий клеток (74%). Раково-тестикулярные гены 

экспрессированы более неоднородно: MAGE A2 выявлен на 18 из 19 

линий клеток (95%), а MAGE В2 – только в 7 случаях (37%). 

Экспрессию антигенов гистосовместимости I (HLA-A, B, C) 

и II (HLA-DR) класса смотрели в динамике на 10, 20 и > 30 пассажей 

(табл. 3.5; [3]). Только на одной из 19 клеточных линий при иссле-

довании десятого пассажа отсутствовал антиген гистосовместимо-

сти первого класса (mel Kor). На этой линии также отсутствовал ан-

тиген гистосовместимости второго класса, что выявлялось и при ис-

следовании последующих пассажей. 

Количество АГ+ клеток HLA-A, B, C на 10 пассаже всех клеточ-

ных линиях колебалось от 43 до 99,3%. После длительного культи-

вирования (20 и 25 пассажи) экспрессия антигена HLA-A, B, С 

только в одном случае значительно снизилась (от 93,3 к 31,7%). 

 

0

20

40

60

80

100

mel

Cher

mel

Kor

mel Is mel Ibr mel

MTP

mel IL mel P mel

Rac

Э
к

сп
р

ес
си

я
 к

л
ет

о
к

,%
  

 

Bcl-2 Bax



31 

Таблица 3.5. 

Изменения экспрессии антигенов гистосовместимости 

I (HLA-A, B, C) и II (HLA-DR) классов в динамике 

Линия 

HLA-ABC HLA-DR 

Пассаж Пассаж 

10 20 30 10 20 30 

mel P 88,9±1,5 89,9±1,7 99,3±0,5 6,9±1,5 4,3±0,6 2,3±1,5 

mel Kor 1,0±0,1 0,1±0,1 0,1±0,1 1,5±0,5 0,1±0,1 0,4±0,2 

mel Mtp 99,3±0,3 99,1±0,2 83,5±1,5 10,1±1,2 78,2±1,2 63,3±1,3 

mel Il 98,8±0,5 91,5±0,6 92,9±0,5 6,4±0,8 0,9±0,9 1,9±0,2 

mel Is 43,0±5,3 88,5±3,5 86,2±2,3 4,3±0,5 24,5±0,5 26,2±1,0 

mel Si 80,0±4,5 86,2±4,0 99,5±0,2 3,8±1,2 30,7±0,5 96,0±0,5 

mel Me 87,6±3,7 84,3±3,5 94,1±0,5 9,7±2,1 29,7±1,0 43,7±1,3 

mel Gus 81,8±5,2 98,4±0,5 98,2±0,5 2,6±0,9 97,8±0,5 90±1,5 

mel Z 85,5±4,2 94,8±1,4 98,7±0,3 3,0±0,8 5,1±0,1 5,1±0,1 

mel Ksen 60,4±1,5 61,8±2,5 97,4±0,5 42,9±1,2 97,6±0,9 91,7±1,0 

mel Hn 93,3±0,8 86,3±3,4 31,7±10,8 24,9± 2,1 16,5±1,1 17,2±1,5 

mel Gi 95,2±1,5 97,9±1,6 89,8±3,5 4,7±0,3 32,0±1,0 37,6±1,0 

mel Ibr 84,5±3,4 81,9±3,5 99,5±0,3 9,5±1,1 46,2±1,2 47,2±1,2 

mel R 85,1±2,5 83,7±2,4 73,3±4,4 4,7±1,2 2,9±0,9 1,4±0,5 

mel Rac 80,9±3,1 78,8±2,3 93,8±2,1 0,1±0,2 17,7±1,0 63,2±2,2 

mel Ch 83,5±5,0 68,0±5,5 96,0±1,2 2,2±0,1 12,6±0,6 25,1±1,1 

mel Bgf 87,4±3,3 73,7±3,5 67,1±5,7 1,4±0,1 1,3±0,3 14,3±1,4 

mel H 78,0±5,0 77,4±5,1 98,9±1,2 1,6±0,3 1,7±0,3 6,9±0,9 

mel Cher 76,0±5,4 83,1±5,3 98,1±1,0 34,1±1,0 35,3±1,0 61,0±1,0 

 

Исследование экспрессии антигенов гистосовместимости вто-

рого класса выявило в одних случаях полное их отсутствие на про-

тяжении всех пассажей, а в других – тенденцию к увеличению. Ко-

личество антигенположительных клеток антигена гистосовместимо-

сти второго класса (HLA-DR) на 10 пассаже определялось на четы-

рех линиях и составило от 10,1 до 42,9%. К 20 пассажу уже 12 кле-

точных линий имели повышенный уровень экспрессии HLA-DR (от 

16,5 до 78,2% АГ+ клеток), а к 30 пассажу 13 линий имели повышен-

ную экспрессию HLA-DR (от 14,3 до 96% АГ+ клеток). 

Методом проточной цитометрии проанализировано наличие 

белка HLA-E и суммарного HLA-ABC на клеточной поверхности 

mel Il, mel P, mel Cher, mel Ibr, mel Mtp, mel R, mel Kor с использова-

нием МКА. 

Полученные данные позволили разделить тестируемые линии 

на 3 категории. 
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К первой относится линия, которая имеет на своей поверхности 

молекулы как МНС Ia класса, так и HLA-E – mel Si. 

Ко второй, и наиболее многочисленной, относятся линии, экс-

прессирующие исключительно классические молекулы MHC 

(HLA-A, -B, -C) – mel Il, mel P, mel Cher, mel Ibr, mel Mtp, mel E, 

mel R. 

Единственной меланомной линией, на которой не было детек-

тировано ни одной молекулы-представителя первого класса ком-

плекса гистосовместимости была mel Kor. Этот результат вполне 

объясним, так как клетки mel Kor не содержат мРНК β2-микрогло-

булина, без которого не происходит сборки молекул HLA. Несмотря 

на высокий уровень белка HLA-E по данным вестерн-блот анализа в 

клеточной линии mel Il, отмечено отсутствие HLA-E на этих клет-

ках. Возможно существование аллельных вариаций в лидерных пеп-

тидах молекул МНС Ia класса в исследуемых линиях, которые бы 

приводили к образованию неправильных, т. е. неспособных к связы-

ванию с HLA-E, пептидов. Не обнаружено клеточных линий, в кото-

рых наблюдалось бы одновременное снижение уровня молекул 

МНС Ia класса на фоне увеличения белка HLA-E на поверхности. 

Возможно это связано с тем, что во время иммунного ответа клетки 

опухоли находятся под воздействием многих факторов, и, в первую 

очередь, под воздействием цитокинов. Так, большинство процессов 

клеточной цитотоксичности сопровождается секрецией интерфе-

рона-гамма (INF-γ). Что касается гена HLA-E, его мРНК присутcтво-

вала во всех исследуемых клеточных линиях в количестве сравни-

мом, а иногда даже превышающем, суммарный уровень экспрессии 

генов тяжелых цепей классических HLA-A, -B и -C. Таким образом, 

транскрипт молекулы HLA-E не только был обнаружен во всех ис-

следуемых меланомных линиях, но и присутствует в клетках в до-

статочном количестве для синтеза белкового продукта постоянным 

воздействием этого цитокина к связыванию с HLA-E, пептидов» 

[4-6]. 

 

Исследование HLA-фенотипа клеточных линий I класса 

Исследование трансплантационного иммунитета (HLA-

фенотипа I класса гистосовместимости) 19 клеточных линий вы-

явило присутствие на клетках различных антигенов HLA, что также 

способствует определению рестриктивности генов, в зависимости от 

HLA-фенотипа (табл. 3.6). 
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Таблица 3.6. 

HLA-фенотип I класса гистосовместимости клеточных линий 
Линия Фенотип Рестриктированность (примеры) 

mel P А23(9); А26(10); В7; В56(22) HLА23: MAGE-6; B7 (RAGE) 

mel Kor А3; А26(10); В62(15); В55(22) HLА3: MAGE-1,MAGE-3 

mel Mtp А3; A26(10); В13; В41 HLА3: MAGE-1,MAGE-3 

mel Il А23(9); А26(10); В7; В56(22) HLА23: MAGE-6 

mel Is А2; В7; В64(14) HLА2: Тирозиназа; Gp100; MART-1 

mel Si А1; А3; В51(5); В39(16) HLА1: MAGE-1, MAGE-3 

mel Me А2; A31(19); В58(17); В56(22) HLА2: Тирозиназа; Gp100; MART-1 

mel Gus А1; A3; В8; В60(40) HLА3: MAGE-1,MAGE-3 

mel Z А11; A26(10); В62(15); В44(12) HLА26: sart-1 

mel Ksen А24(9); A30(19); В39(16); В60(40) - 

mel Hn А1; A23(9); В51(5); В8 HLА1: MAGE-1, MAGE-3 

mel Gi А1; A30(19); В8, В44 (12) HLА1: MAGE-1, MAGE-3 

mel Ibr А2; А24(9); В35; В62(15) HLА2: Тирозиназа; Gp100; MART-1 

mel R А2, В27, В64(14) HLА2: Тирозиназа; Gp100; MART-1 

mel Rac А23(9); A26(10); В39(16); В8 HLА23: MAGE-6 

mel Ch А1; A3; В8; В63(15) HLА1: MAGE-1; MAGE-3 

mel Bgf A2; А23(9); В62(15); В18 HLА2: Тирозиназа; Gp100; MART-1 

mel H А3; A30(19); В13; В7 HLА3: MAGE-1,MAGE-3 

mel Cher А2; А25(10); В51(5); В49(21) HLА2: Тирозиназа; Gp100; MART-1 

WNT – лиганды и фенотип клеточных линий 

 

Самые часто встречаемые гены: 

 А26(10) – выявлен на 6 линиях; 

 HLА3 – на 6 линиях; 

 HLА2 и HLА23 на 5 линиях. 

Остальной фенотип отмечен менее чем на 4 линиях. 

Меланома характеризуется высокой способностью к метастази-

рованию. При этом активируются те же внутриклеточные про-

граммы, которые контролируют процессы эмбрионального разви-

тия. Считается, что одним из основных сигнальных каскадов, нару-

шения в регуляции которых приводят к формированию и развитию 

меланомы, является сигнальный путь Wnt, который включает в себя 

сложную сеть внутриклеточных взаимодействий. Его лиганды спо-

собны запускать как минимум три различные цепи передачи сиг-

нала: каноническую и две неканонические. Каноническая ветвь сиг-
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нального пути Wnt задействована в контроле пролиферации и диф-

ференцировки клеток. Неканонические сигнальные пути Wnt, 

напротив, как правило, влияют на организацию цитоскелета и кле-

точную подвижность. На настоящий момент предполагают, что ка-

нонический и неканонические сигнальные каскады Wnt воздей-

ствуют на разные этапы развития опухоли. Канонический сигналь-

ный путь Wnt участвует в формировании меланомы, в то время как 

неканонические ветви пути передачи сигнала от белков Wnt вовле-

чены в метастазирование [7]. 

В диссертации Куликовой К. В. «Влияние WNT лигандов на 

формирование фенотипа клеточных линий меланомы человека» [8] 

исследованы следующие клеточные линии: mel R, mel G, mel Me, 

mel Ksen, mel Ibr, mel Il, mel Kor, mel P, mel Si. Для всех этих клеточ-

ных линий характерна экспрессия генов маркеров эпителиально-ме-

зенхимального перехода: Slug, Twist1, Sip1, виментина, что свиде-

тельствует об активированном статусе программы эпителиально-ме-

зенхимального перехода в изученных линиях. Показано, что накоп-

ление β-катенина в ядрах клеток линий меланомы человека не может 

служить достаточным условием для активации канонического Wnt 

сигнального пути. Канонический лиганд Wnt3a в модельной клеточ-

ной линии меланомы человека способен активировать два Wnt-сиг-

нальных каскада: канонический Р-катениновый и неканонический 

Wnt/Ca-зависимый. Этот лиганд блокирует пролиферацию опухоле-

вых клеток и стимулирует их подвижность. Неканонические ли-

ганды Wnt5a и Wnt11 также способны активировать Wnt/Ca-зависи-

мый сигнальный путь в модельной клеточной линии меланомы че-

ловека. При этом Wnt5a влияет на миграционную способность кле-

ток, a Wnt1l способствует пролиферации. Как канонический Wnt3a, 

так и не канонический Wnt5a-лиганды усиливают подвижность кле-

ток линии меланомы человека mel P. Неканонический лиганд Wnt11 

усиливает пролиферацию культуры клеточной линии меланомы че-

ловека mel P, в то время как канонический лиганд Wnt3a оказывает 

противоположное действие. В клеточной линии меланомы человека 

mel P канонический лиганд Wnt3a способен активировать сигналь-

ный путь, связанный с увеличением уровня внутриклеточного каль-

ция [8]. 
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Глава 4. 

ГЕНОТИП КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ МЕЛАНОМЫ 

 

В последнее время достигнуты значительные успехи в понима-

нии патогенеза меланомы [cм. обзоры: 1, 2, 7, 12]. Меланома отли-

чается генетической нестабильностью и повышенным уровнем со-

матических мутаций по сравнению с другими солидными опухо-

лями [25]. При полногеномном секвенировании соматические мута-

ции выявлены в 86% образцов меланомы в 43 из 46 генов, ассоции-

рованных с канцерогенезом [4]. 

Основная роль в патогенезе меланомы принадлежит MAPK 

(mitogen-activated protein kinase) сигнальному пути – ключевому ре-

гулятору клеточной пролиферации, дифференцировки, выживания, 

подвижности и ангиогенеза [3, 22]. МAPK сигнальный путь участ-

вует в передаче сигнала от различных внешних стимулов (ростовые 

факторы, цитокины, гормоны и стрессы) к внутриклеточным белкам 

через серию событий, включающих фосфорилирование и белок – 

белковое взаимодействие. Гиперактивация MAPK-сигнального пути 

наблюдается в 90% случаев меланомы [6] и это достигается за счет 

активации различных участков каскада RAS-RAF-MEK-ERK. Регу-

ляция MAP киназного пути происходит различным образом. Усиле-

ние сигналинга ERK происходит в результате активирующих мута-

ций или амплификации генов, кодирующих компоненты RAS-RAF-

MEK-ERK пути. В меланоме кожи наиболее часто определяются то-

чечные мутации в генах BRAF (50–70%) или NRAS (15–30%). Моле-

кулярная классификация учитывает локализацию первичного узла 

(очага) меланомы, генетические изменения в опухоли и экспозицию 

ультрафиолетовому облучению [8]. 

Ген BRAF кодирует серин-треониновую киназу BRAF, мутации 

в активирующем домене которой, вызывают каскадную активацию 

                                                           
 Авторы: Мазуренко Н. Н., Цыганова И. В., Лушникова А. А., 

Морозова Л. Ф. 
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протеинкиназ MEK и ERK [19]. Серин-треониновые киназы MEK1 

и MEK2 катализируют фосфорилирование по треонину и тирозину 

белков ERK1 и ERK2, которые имеют много цитоплазматических и 

ядерных субстратов. Активация последних вызывает усиление кле-

точной пролиферации, дифференцировки, выживания, подвижности 

и ангиогенеза. 

В 80% случаев меланомы с мутацией гена BRAF выявляется 

нуклеотидная замена T1799A, приводящая к замене валина на глу-

таминовую кислоту в кодоне 600 (V600E) [9]. В 20% случаев встре-

чается замена V600K, редко – замены V600R/D/M [19, 21]. Мутации 

в киназном домене приводят к конформационным изменениям и по-

вышению активности BRAF киназы в 70–130 раз in vivo [18]. При 

других мутациях в 14 или 15 экзонах (кодоны L597, K601) актив-

ность BRAF киназы составляет лишь 30% от активности фермента с 

мутацией V600E [31]. 

Для лечения BRAF-положительной меланомы кожи одобрены 

для клинического применения и зарегистрированы препараты: вему-

рафениб (2011 г.), блокирующий димеризацию протеинкиназы 

BRAF с мутацией V600E [11, 32] и дабрафениб (2013 г.), который 

ингибирует BRAF с мутацией V600E/K, блокируя АТФ-

связывающий сайт киназного домена [13, 20], а также ингибиторы 

нижележащей киназы МЕК – траметининиб и кобиметиниб. 

Вторым наиболее часто мутирующим геном в меланоме явля-

ется ген NRAS. Белок NRAS относится к семейству малых ГТФ-

связывающих белков и, в отличие от BRAF, активирует не только 

каскад RAF-MEK-ERK, но и другие сигнальные пути: Ral-GDS, 

PI3K-AKT-mTOR и PLC-PKC [10]. 

Мутации NRAS выявлены в 15–18% меланомы кожи [17]. Боль-

шинство (80%) мутаций затрагивают кодон Q61 в 3 экзоне NRAS: 

нуклеотидная замена C436A приводит к замене глутамина на лизин 

(Q61K), а мутация A437G – к замене глутамина на аргинин (Q61R). 

Pеже возникают мутации во 2 экзоне NRAS в кодонах G12, G13. 

Часто в образцах меланомы, содержаших гены BRAF и NRAS ди-

кого типа, амплифицированы гены CDK4 и ССND1 (циклина D1), 

кодирующие нижележащие субстраты ERK. Ген CDK4 кодирует цик-

лин зависимую киназу CDK4, входящую в комплекс CDK4/6. Нару-

шения гена CDK4, как и гена CDKN2A, встречаются в соматических 

меланомах, а герминальные мутации ассоциированы с риском раз-
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вития семейной меланомы кожи [14]. Наследственные активирую-

щие мутации гена CDK4 делают комплекс CDK4/6 устойчивым к ин-

гибированию p16INK4a. 

В 20–40% случаев семейной меланомы найдены мутации гена-

супрессора CDKN2A, кодирующего белки p14ARFи p16INK4a[14]. По-

мимо наследственных мутаций в 50% образцов меланомы встреча-

ются соматические мутации и эпигенетические изменения p16INK4a. 

Низкая экспрессия p16INK4a коррелирует с прогрессией заболевания, 

усилением пролиферации и плохим прогнозом при спорадической 

меланоме [29]. Инактивация p16INK4a приводит к активации cyclin 

D/CDK4 и фосфорилированию pRB1, что ведет к активации клеточ-

ного цикла и пролиферации клеток. Мутации p14ARF приводят к не-

достатку белка p53, который контролирует целостность и репара-

цию ДНК. Мутации гена TP53 встречаются в 16% случаев меланомы 

кожи, часто в опухолях с мутациями BRAF или NRAS [26]. 

Для развития меланомы важным событием является активация 

сигнального пути PI3K-AKT-mTOR, причем, уровень активности 

AKT3 повышается с увеличением стадийности меланомы [28]. Акти-

вация серин-треониновой киназы AKT3 отмечена в 60% случаев спо-

радической меланомы: в 35% случаев за счет амплификации гена 

AKT3, а в 5% ‒ за счет мутации гена PI3KСA. 

В 40–60% меланомы наблюдается инактивация фосфатазы 

PTEN, которая негативно регулирует PI3K-AKT сигналинг [27]. По-

давление экспрессии PTEN происходит в результате мутации коди-

рующего гена, потери гетерозиготности или утраты хромосомного 

локуса, либо в результате эпигенетических нарушений транскрип-

ции гена за счет метилирования или микро-РНК регуляции [23]. Ак-

тивация PI3K-AKT пути важна для прогрессирования невуса в мела-

ному [26, 30]. Усиленная экспрессия онкогенных белков NRAS или 

BRAF недостаточна для трансформации нормальных меланоцитов. 

В процессе развития меланомы имеет место кооперация амплифика-

ции гена AKT3 и мутации BRAF [5]. 

Другие пути, регуляция которых нарушена при меланоме, 

включают ген KIT [1, 2]. Этот ген кодирует тирозинкиназный рецеп-

тор KIT фактора роста стволовых клеток (SCF), который играет клю-

чевую роль в эмбриогенезе меланоцитов, их дифференцировке и 

пролиферации. В результате взаимодействия с лигандом SCF, ре-

цептор KIT активирует ряд сигнальных путей (RAS-MAPK, PI3K-
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AKT, SRK и другие), усиливая клеточный рост, пролиферацию, ин-

вазию, метастазирование и ингибируя апоптоз. 

Мутации гена KIT встречаются в 2–6% меланомы кожи [1, 2 ,4]. 

Рецептор KIT экспрессируется на ранних стадиях меланомы более, 

чем в 50% случаев [16], однако по мере прогрессирования и пере-

хода меланомы в инвазивные стадии, экспрессия KIT утрачивается, 

что предполагает супрессорные функции KIT [24]. Действительно, 

трансфекция гена KIT в высоко метастатическую линию клеток ме-

ланомы A375SM ведет к уменьшению роста опухоли и метастазов 

при последующем введении этих клеток мышам. Введение фактора 

роста стволовых клеток SCF – лиганда рецептора KIT, приводит к 

высокому уровню апоптоза в KIT-позитивной линии клеток мела-

номы. Потеря экспрессии KIT коррелирует со злокачественной 

трансформацией меланоцитов, инвазией и метастазированием опу-

холи [24]. В небольшом проценте случаев меланомы кожи с диким 

типом BRAF и NRAS выявлены опухоли с гиперэкспрессией KIT и 

CDK4 [33]. Мутации KIT не встречаются одновременно с мутациями 

NRAS или BRAF. Мутации KIT чаще всего представлены точечными 

заменами в экзоне 11, кодирующем регуляторный JM-домен рецеп-

тора, и реже заменами в экзонах 9, 13, 17 и 18 [2]. Тирозинкиназный 

ингибитор иматиниба мезилат эффективен при лечении меланомы 

кожи, если мутантный белок KIT к нему чувствителен, обычно 

вследствие мутаций в экзонах 11 или 13 кодирующего гена. 

Случаи меланомы с мутациями BRAF и NRAS отличаются по 

клинико-морфологическим характеристикам и клиническому пове-

дению. 

Опухоли с мутациями NRAS чаще имеют больший размер и бо-

лее высокий митотический индекс. Такие меланомы отличаются 

большей толщиной, чем опухоли с диким типом гена или мутацией 

BRAF и, по-видимому, связаны с вертикальной фазой роста мела-

номы. Трансфекция гена RAS в клеточные линии меланомы с эпите-

лиоидно клеточной морфологией усиливает продукцию протеазы и 

клеточную подвижность, черты, характерные для фазы вертикаль-

ного роста меланомы [10]. 

Наличие мутаций BRAF ассоциировано с более частым изъязв-

лением опухоли, с более частым развитием местных рецидивов и по-

ражением регионарных лимфатических узлов, частота мутаций 

BRAF выше у пациентов с выживаемостью менее 5 лет. Мутации 
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BRAF ассоциированы с более ранним временем постановки диа-

гноза, чем NRAS. Пациенты с меланомой и мутациями BRAF значи-

тельно моложе (49,8 лет), чем с мутациями NRAS (55,7 лет), или ди-

ким типом этих генов (59,5 лет) и это отличие статистически досто-

верно [15, 21]. 

Мутации NRAS чаще присутствуют в меланоме кожи, связан-

ной с хроническим солнечным повреждением [8]. Также мутации 

NRAS выявляют в 94,7% случаев врожденных меланоцитарных но-

вообразований, которые характеризуются повышенным риском 

трансформации в меланому. Показано, что мутации NRAS связаны с 

низкой общей выживаемостью и являются независимым признаком 

более короткого выживания у пациентов с меланомой IV стадии [15]. 

 

Таблица 4.1. 

Мутации BRAF и NRAS в клеточных линиях меланомы 

№ 
Клеточная 

линия 

Мутация BRAF 15-й 

экзон (кодон 600 и 597) 

Мутация NRAS 3-й 

экзон (кодон 61) 

Степень диф-

ференцировки 

клеток 

1 mel P V600E Wt умеренно 

2 mel Kor Wt Q61K низко 

3 mel Mtp Wt Q61K низко 

4 mel Il V600K Wt умеренно 

5 mel Is V600E Wt низко 

6 mel Si L597Q Wt высоко 

7 mel Me Wt Q61K высоко 

8 mel Gus Wt Q61K низко 

9 mel Z V600E Wt умеренно 

10 mel Ksen V600E Wt умеренно 

11 mel Hn V600E Wt умеренно 

12 mel Gi V600E Wt низко 

13 mel Ibr V600E Wt низко 

14 mel R V600E Wt умеренно 

15 mel Rac Wt Q61R низко 

16 mel Ch V600E Wt низко 

17 mel Bgf V600K Wt умеренно 

18 mel H V600E Wt низко 

19 mel Cher V600E Wt низко 
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Нами проведен анализ мутаций генов BRAF и NRAS в 19 куль-

турах клеток меланомы. Мутация BRAF обнаружена в 13 клеточных 

линиях: в 10 выявлена замена V600E, в двух V600K и в одной – 

L597Q (табл. 4.1). Среди культур клеток меланомы с мутацией 

BRAF V600E/K большинство клеточных линий было низко (6) или 

умеренно (6) дифференцированны. Одна линия высокодифференци-

рованных клеток меланомы (mel Si) содержала мутацию BRAF 

L597Q. Мутация NRAS Q61K выявлена в 4 линиях клеток мела-

номы, из которых 3 культуры были низко дифференцированных и 

одна – высоко дифференцированных клеток. В одной культуре 

низко дифференцированных клеток меланомы выявлена мутация 

NRAS Q61R. В культуре mel Ksen умеренно дифференцированных 

клеток мутации BRAF и NRAS не обнаружены. 
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Глава 5. 

ВАСКУЛОГЕННАЯ МИМИКРИЯ КЛЕТОК МЕЛАНОМЫ 

 

Интересной особенностью клеток меланомы кожи является их 

способность к васкулогенной мимикрии [1]. Этот феномен представ-

ляет собой уникальную способность высокоагрессивных опухоле-

вых клеток формировать васкулярные каналы, окруженные базаль-

ной мембраной, в отсутствии эндотелиальных клеток [2]. 

В основе определения «васкулогенная мимикрия» [3] лежит 

термин «васкулогенез», который используется для обозначения 

формирования сосудов, окруженных эндотелиальными клетками de 

novo, в процессе эмбриогенеза. 

Впервые ВМ была обнаружена в гистологическом материале 

больных меланомой глаза и впоследствии подтверждена in vitro при 

культивировании опухолевых клеток на внеклеточных матриксах 

Матригеле или коллагене [4]. Матригель – природный матрикс ба-

зальных мембран, экстрагированный из саркомы Энгельбрета-

Холма-Суорма мыши. Основные его компоненты – ламинин, колла-

ген IV, протеингликаны, энтактин и нидоген. 

Клеточные линии метастатической меланомы кожи человека 

mel Cher, mel P, mel Si, mel Bgf, mel Ch, mel Kor, mel Mtp, mel Il, 

mel Ksen, mel Me, mel Gus, mel Ibr, mel R были проверены в исследо-

вании in vitro на возможность формирования сосудистоподобных 

структур ВМ. В качестве сравнения была взята клеточная линия 

SVEC-4-10 эндотелиальных клеток мыши, поскольку тест на обра-

зование сосудистоподобных структур in vitro был изначально разра-

ботан для выявления ингибиторов и активаторов ангиогенеза. При 

проведении этого исследования эндотелиальные клетки, прикрепля-

ясь к гелю, имитирующему внеклеточный матрикс, формировали 

структуры, схожие с ангиогенными in vivo [5]. 

Культивирование клеток метастатической меланомы кожи в 

                                                           
 Автор: Григорьева И. Н. 
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низкой плотности на Матригеле приводило к формированию СПС 

через 10–16 ч (рис. 5.1–5.2). 

 

 
Рис. 5.1. Формирование нестабильных сосудистоподобных 

структур, увеличение ×200: 

А – клеточная линия mel Il, Б – клеточная линия mel Kor, 

B – клеточная линия mel Mtp, Г – клеточная линия mel Gus 

 

Существовало ли отличие в краткосрочных тестах на формиро-

вание СПС между клеточными линиями метастатической меланомы 

кожи? Да, но не очень существенное. 

Следует отметить, что mel Cher, mel Si, mel Bgf, mel P, mel Ch, 

mel R образовывали стабильные СПС, структура которых была со-

хранена через 24 ч (рис. 5.1, А–Г). В этом случае опухолевые клетки, 

культивированные на Матригеле, образовывали длинные, соединен-

ные друг с другом трубочки, отсутствовали незамкнутые трубочки, 

не ограниченные контактами с другими клетками. Несколько кле-

точных линий (mel Kor, mel Il, mel Gus, mel Mtp) формировали неста-

бильные СПС, а часть клеточных линий формировали СПС не все-

гда. Нестабильными СПС были названы потому, что через 20–24 ч 



46 

инкубации на Матригеле начинали разрушаться контакты между 

клетками, появлялись разрывы контактов, нарушалась вытянутая 

структура СПС (ibid.). 

 

 
Рис. 5.2. Клеточные линии с низкой способностью формировать 

СПС, увеличение ×200: 

Формирование клеточной линией mel Ksen кластеров клеток (A) и 

СПС (Б), клеточной линией mel Ibr кластеров клеток (B) и СПС (Г), 

клеточной линией mel Me кластеров клеток (Д) и СПС (Е) 
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Изученные клеточные линии mel Ksen, mel Ibr, mel Me обладали 

низкой способностью к формированию СПС. В этом случае образо-

вание СПС не воспроизводилось от опыта к опыту, и часто зависело 

от наличия или отсутствия монослоя культуры клеток, взятых для 

эксперимента (рис. 5.2, А–Е). При этом опухолевые клетки, не фор-

мирующие СПС, образовывали малые кластеры клеток с короткими 

прерывающимися трубочками. 

Таким образом, мы подтвердили, что при культивировании вы-

сокоагрессивных опухолевых клеток метастатической меланомы 

кожи на гелевых матриксах в течение 16–24 ч происходило форми-

рование сосудистоподобных структур. 

Чем же вызвана способность клеток метастатической меланомы 

кожи к ВМ? Одно из объяснений способности опухолевых клеток 

участвовать в микроциркуляции – их пластичность [6]. Ведь опухо-

левые клетки в стадии роста новообразования претерпевают опреде-

ленную дифференцировку. Опухоль, моноклональная по своей при-

роде, в процессе малигнизации приобретает все больший клеточный 

полиморфизм. Профиль генов, экспрессируемых агрессивными 

клетками меланомы кожи и глаза, при развитии васкулогенной ми-

микрии изменяется [7]. Так, он может быть сходен с эндотелиаль-

ными, стволовыми клетками и клетками других типов [8]. 

Многие белки, которые высоко экспрессируются в агрессивных 

опухолевых клетках, участвуют в процессах ангиогенеза и васкуло-

генеза. К ним относятся VE-кадхерин (СD144), EphA2, ламинин 5γ2. 

Было показано в экспериментах in vitro, что уменьшение экспрессии 

VE-кадхерина, EphA2 или ламинина 5γ2 приводит к полной неспо-

собности агрессивных клеток меланомы формировать васкулоген-

ные структуры на внеклеточных матриксах [9]. А моноклональные 

антитела к VE-кадхерину ингибируют ангиогенез в опухоли Льюиса 

и эпидермоидных опухолях [10]. 

Считается, что тирозинкиназный рецептор EphA2 важен для 

развития васкулогенной мимикрии при меланоме [9]. Высокий уро-

вень экспрессии EphA2 и эфринаA1 ассоциируются с ростом мела-

номы, толщиной опухоли и более низкой выживаемостью больных 

[10]. Связывание ее с лигандом, эфрином A1, приводит к фосфори-

лированию и активированию нижележащих сигнальных путей, ко-

торые в свою очередь усиливают пролиферативную активность опу-

холи [11]. 

Нельзя обойти вниманием и семейство VEGFR. Известно, что 
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VEGFA обладает способностью запускать полную последователь-

ность событий, ведущих к росту новых сосудов [12], и может стиму-

лировать ангиогенез in vivo [13]. VEGF А связывается с тирозинки-

назными рецепторами VEGFR-1 и VEGFR2 [14]. 

В проведенных нами исследованиях на клеточных линиях мета-

статической меланомы кожи анализ экспрессии VEGFA и его рецеп-

торов показал высокую экспрессию белков данного семейства 

(рис. 5.3). Однако, в опухолевых клетках отсутствовало окрашива-

ние антителами к VEGFR-2, фосфорилированному по Tyr 951 (ос-

новной сайт аутофосфорилирования для VEGFR-связывающих бел-

ков) и Tyr1175 (основной сайт аутофосфорилирования для VEGF-А) 

доменам [15]. При анализе особенностей экспрессии белков лини-

ями из разных групп возможной взаимосвязи изменения формиро-

вания СПС с изменением уровня экспрессии VEGF А не выявлено. 

 

 
Рис. 5.3. Экспрессия VEGF и его рецепторов опухолевыми 

клетками линии mel Cher, увеличение ×200: 

А – экспрессия VEGF, Б – экспрессия VEGFR-1, 

В – экспрессия VEGFR-2 

 

Далее была исследована способность клеточных линий метаста-

тической меланомы кожи mel Cher, mel P и mel Ch, стабильно фор-

мирующих сосудистоподобные структуры, экспрессировать 

VE-кадхерин, эфрин А2 (EphA2) и белки базальных мембран. 

Клетки изученных линий метастатической меланомы кожи экс-

прессировали эфрин А2, локализация окрашивания – цитоплазма 

клетки (табл. 5.1). 

Три клеточные линии метастической меланомы кожи, ста-

бильно формирующие СПС (mel Cher, mel P и mel Ch), экспрессиро-

вали неодинаково белок гомотипического узнавания и клеточной ад-

гезии VE-кадхерин, который участвует в процессе васкулогенной 

мимикрии. Так же VE-кадхерин, как белок адгезии, специфичен для 

эндотелиальных клеток [16]. VE-кадхерин принадлежит к семейству 
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трансмембранных протеинов и способствует гомотипическому меж-

клеточному взаимодействию [17]. 

 

Таблица 5.1. 

Экспрессия клетками линий меланомы кожи 

эфрина A2 и VE-кадхерина 

Клеточная 

линия 

Экспрессия эфрина A2 

(интенсивность, 

локализация, % + клеток) 

Экспрессия VE-кадхерина 

(интенсивность, локализация, 

% + клеток) 

mel Cher 2+ цитоплазма 100% клеток 2+ цитоплазма 100% клеток 

mel P 3+ цитоплазма 80% клеток 1+ цитоплазма 90% клеток 

mel Ch 3+ цитоплазма 95% клеток Отсутствует окрашивание клеток 

 

Опухолевые клетки линии mel Ch не экспрессировали 

VE-кадхерин, а для клеток линии mel P показано слабое цитоплаз-

матическое окрашивание 90%. Однако выявлено, что цитоплазмати-

ческая экспрессия VE-кадхерина характерна для 100% опухолевых 

клеток линии mel Cher. 

Исследование белков базальных мембран показало, что 90% 

клеток клеточной линии mel Cher экспрессировали ламинин 5γ2 

(табл. 5.2). Ламинин 5γ2, по данным некоторых авторов, считается 

тригерром прогрессии меланомы [18]. 

 

Таблица 5.2. 

Экспрессия белков базальных мембран 

клетками линий меланомы кожи 

Клеточная 

линия 

Экспрессия ламинина общего 

(интенсивность, локализация, 

% + клеток) 

Экспрессия ламинина 5γ2 

(интенсивность, локализация, 

% + клеток) 

melCher 
3+ цитоплазма и мембрана 

70% клеток 

2+ цитоплазма и мембрана 

90% клеток 

melP 
3+ цитоплазма и мембрана 

90% клеток 

2+ цитоплазма и мембрана 

60% клеток 

melCh 
3+ цитоплазма и мембрана 

95% клеток 

2+ цитоплазма и мембрана 

40-50% клеток 

 
Это позволило выделить клеточную линию метастатической 

меланомы кожи mel Cher для дальнейших экспериментов по созда-
нию положительной модели васкулогенной мимикрии. На момент 

создания модели ВМ, основной зарубежной линией для изучения 
ВМ являлась клеточная линия увеальной меланомы человека 
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MUM2B, которая формирует СПС in vitro в долгосрочных (до двух 
недель) тестах [19]. Формирование ВМ in vivo происходит лишь при 

определенных (имплантации сфероидов клеток) условиях [20]. 
По данным Maniotis A. J., at al., при культивировании высоко-

агрессивных опухолевых клеток на внеклеточных матриксах в тече-
ние длительного периода времени происходило формирование тубу-

лярных структур. Такие структуры начинали образовываться на пер-
вый день эксперимента, на 14 день микроинъекция контрастирую-

щего агента в такие каналы in vitro показывала способность прово-
дить контраст [20]. 

Клеточная линия mel Cher в долгосрочных экспериментах на 
двух внеклеточных матриксах, Матригеле и фибронектине, форми-

ровала тубулярные структуры. Тубулярные структуры представ-
лены на рис. 5.4 A и В. Для данных структур характерна положи-

тельная PAS-реакция, что свидетельствует о присутствии белков ба-

зальных мембран. 
PAS-окрашивание тубулярных структур, сформированных опу-

холевыми клетками клеточной линии метастатической меланомы 
кожи mel Cher, представлено на рисунке 5.4 Г. Для сравнения была 

взята клеточная линия из третьей группы – mel Me, относящаяся к 
группе линий с низкой способностью формировать сосудистоподоб-

ные структуры. Клетки линии mel Me не были способны формиро-
вать тубулярные структуры при инкубации на Матригеле или фиб-

ронектине (рис. 5.4 Б). 
Наши исследования показали, что клеточная линия mel Cher мо-

жет быть использована и в качестве модели для исследования ВМ in 
vivо. Исследование феномена ВМ на бестимусных мышах проводи-

лось впервые в мире. Для имплантации мышам оптимальным коли-
чеством опухолевых клеток, взятым из культуры in vitro, можно счи-

тать 3×106. В случае имплантации 5×106 опухолевых клеток отме-
чена лучшая воспроизводимая динамика роста подкожных ксено-

графтов, но также отмечено и появление некрозов. В легких имму-

нодефицитных мышей при окрашивании гематоксилин-эозином па-
рафиновых срезов не выявляются метастатические очаги 

(рис. 5.5 A). 

Морфологический и иммуногистохимический анализ прово-

дили на срезах опухолей, полученных на 25 день после перевивания. 

При гистологическом исследовании опухоль состояла из пласта 

средних, полиморфных клеток, разделенных узкими прослойками 

соединительной ткани. 
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Рис. 5.4. Формирование тубулярных структур, увеличение ×200: 

А – начало формирования тубулярных структур клеточной линией 

mel Cher на 5 день инкубации на Матригеле, 

Б – отсутствие формирования клеточной линией mel Mе тубуляр-

ных структур при инкубации на Матригеле, 

В – формирование тубулярных структур клеточной линией 

mel Cher на второй неделе инкубации, 

Г – PAS-окрашивание тубулярных структур 
 

В некоторых опухолевых клетках наблюдалось наличие неболь-

шого количества пигмента (меланина). Ядра опухолевых клеток 

были овально-округлой формы, встречались немногочисленные со-

суды. Среднее количество CD34+ сосудов в опухоли было равно 8+2 

сосуда в поле зрения (рис. 5.5 Б). 

В качестве оптимального подхода для исследования ксенограф-

тов любых клеточных линий на ВМ мы предлагаем следующую 

схему гистохимического исследования: 

 исследование PAS-структур (метод PAS-окрашивания); 

 исследование ВМ-структур и сосудистой плотности 

опухоли (метод комбинированного CD31/СD34/PAS-

или CD34/PAS-окрашивания). 
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Рис. 5.5. Исследование подкожных ксенографтов линии mel Cher, 

увеличение ×200: 

А – гистологическое исследование опухоли, окрашивание ге-

матоксилин-эозином, 

Б – CD34+ сосуды 

 

Важным является наличие в ткани опухоли PAS+ параллельных 

с пересечением каналов, петель и/или сетей. Наличие CD34-/PAS-+ 

структур свидетельствует о ВМ. 

Проведено окрашивание срезов опухоли реактивом Шиффа на 

наличие базальных мембран (рис. 5.6). 

Данное окрашивание выявляет соединительную ткань, базаль-

ную мембрану ангиогенных сосудов (состоящих из эндотелиальных 

клеток) и структуры ВМ, представляющие собой каналы, окружен-

ные клетками опухоли. 

Комбинированное PAS-окрашивание на наличие базальных 

мембран и иммуногистохимическое исследование на маркер CD34 

показало, что не все PAS-положительные структуры окрашивались 

антителами к CD34, что является признаком ВМ в опухолевой ткани 

подкожных ксенографтов (рис. 5.7). 

Комбинированное CD34/PAS-окрашивание представлено на 

рис. 5.4. Был проведен анализ пролиферативной активности опухо-

левой ткани подкожных ксенографтов и анализ экспрессии VEGF и 

его двух рецепторов (VEGFR-1 и VEGFR-2). В результате иммуно-

гистохимического анализа опухолевой ткани подкожных ксено-

графтов была выявлена высокая экспрессия рецепторов сосудистого 

фактора роста VEGF (рис. 5.8). 
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Рис. 5.6. Окрашивание подкожных ксенографтов на наличие 

базальных мембран, увеличение ×200: 

A – РАS+ параллельные каналы (стрелки), 

Б – PAS+ параллельные с пересечением каналы (стрелки), 

В – ламинин+ параллельные с пересечением каналы (стрелки), 

Г – ламинин+ петли и арки (стрелки) 

 
Рис. 5.7. Комбинированное CD34/PAS-окрашивание: 

А – комбинированное СD34/PAS-окрашивание, ×200, выявление 

СD34-/PAS+-структур (ВМ-структур, стрелка), 

Б – ВМ-структура (стрелка), ×400 
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Отметим, что при повышении VEGFA увеличивается экспрес-

сия VEGFR-1, что свидетельствует об активации сигнальных меха-

низмов, запускаемых данным рецептором, приводящим к усилению 

миграционного потенциала опухолевых клеток, реализуемого через 

PI3K и ERK [21]. 

Для VEGF характерно цитоплазматическое окрашивание сред-

ней интенсивности. Ядерная экспрессия Ki-67 была характерна для 

30–40% клеток опухоли (рис. 5.8 Г). 

 

 
Рис. 5.8. Экспрессия VEGF и его рецепторов, маркера 

пролиферации Ki-67, ×200: 

А – экспрессия VEGF, Б – экспрессия VEGFR-2, 

В – экспрессия VEGFR-1, Г – экспрессия Ki-67 

 

Таким образом, клеточную линию mel Cher можно рассматри-

вать как модель для изучения ВМ in vitro и in vivo. Эксперименталь-

ная модель васкулогенной мимикрии, клеточная линия mel Cher, за-

патентована и рекомендуется для исследования феномена ВМ в ка-

честве положительной модели. 

Разработаны и специальные экспериментальные подходы для 

исследования изменения экспрессии белков ВМ в момент формиро-

вания сосудистоподобных структур на Матригеле. Различная спо-

собность клеточных линий метастической меланомы кожи к васку-

логенной мимикрии является в данном случае преимуществом [22]. 
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Глава 6. 

ФЛУОРЕСЦИРУЮЩАЯ КЛЕТОЧНАЯ ЛИНИЯ 

MEL KOR-TURBORFP 

 

Возможности современной онкологии значительно расшири-

лись с появлением фотодинамической терапии. ФДТ – один из но-

вых методов лечения злокачественных новообразований, основан-

ный на использовании фотодинамического повреждения опухоле-

вых клеток в ходе фотохимической реакции, основана на селектив-

ном накоплении фотосенсибилизатора в опухоли с последующим 

облучением новообразования светом определенной длины волны, 

соответствующей пику поглощения ФС. В результате в опухоли или 

её сосудистой системе происходит фотохимическая реакция с обра-

зованием синглетного кислорода и кислородных свободных радика-

лов, оказывающих токсическое действие на опухолевые клетки. 

Опухоль резорбируется и постепенно замещается соединительной 

тканью [1]. 

Современные достижения в области флуоресцентного ими-

джинга позволяют проводить непрерывный визуальный мониторинг 

многочисленных процессов, происходящих в живых организмах на 

клеточном и молекулярном уровнях. Флуоресцентный молекуляр-

ный имиджинг давно и успешно осуществляется с клеточным разре-

шением [2]. Уход в красную область спектра позволяет увеличить 

глубину проникновения света в живой организм и минимизировать 

токсические последствия облучения. 

Одним из ключевых моментов экспериментальной онкологии 

является получение адекватных in vivo моделей опухолей лаборатор-

ных животных, рост, развитие и метастазирование которых можно 

было бы изучать в режиме реального времени, по возможности не-

                                                           
 Авторы: Меерович И. Г., Жердева В. В., Трещалина Е. М., 

Барышников А. Ю., Савицкий А. П. 
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инвазивным способом, без умерщвления животных в процессе экс-

перимента и последующих сложных препаративных гистологиче-

ских и гистохимических процедур. В частности, для этого использу-

ется трансфекция клеток опухолевой культуры цветными флуорес-

центными белками. Последние являются уникальными генетиче-

скими маркерами для изучения молекулярных процессов в живых, 

постоянно развивающихся клетках и организмах. Эти белки могут 

быть гетерологически экспрессированы в любых клетках, а для по-

явления их флуоресцентного сигнала не требуются дополнительные 

ферменты или кофакторы [3]. 

Использование FP-меченых опухолей и неинвазивного флуо-

ресцентного имиджинга для целей ФДТ открывает дополнительные 

возможности при изучении механизма действия ФС и эффективно-

сти такой терапии. Известны работы, в которых различные аспекты 

ФДТ изучались на опухолях, развившихся из FP-экспрессирующих 

опухолевых клеток. В частности, B.Chen et al. проводили ФДТ на 

модели опухоли, экспрессирующей флуоресцирующий белок EGFP. 

При помощи неинвазивной флуоресцентной визуализации EGFP 

они проводили мониторинг развития опухоли, а по флуоресценции 

введенного после сеанса ФДТ коньюгата флуорохрома с альбуми-

ном – васкулярный ответ опухоли на ФДТ [4]. 

С использованием флуоресцирующих моделей больших и ма-

лых метастазов изучалось распределение производного фотосенси-

билизатора [5] в опухолях, экспрессирующих красный флуоресци-

рующий белок. 

 

Получение клеточной линии melKor-TurboRFP 

На основе клеточной линии человеческой меланомы mel Kor, 

полученной из опухолевого образца диссеминированной меланомы 

кожи человека [6], при помощи вектора TurboRFP-C [7], кодирую-

щего экспрессию красного флуоресцирующего белка TurboRFP и 

предназначенного для клеток млекопитающих, была получена флу-

оресцирующая клеточная линия melKor-TurboRFP (рис. 6.1) [8]. Для 

этого плазмидную ДНК pTurboRFP-C (“Евроген”, Россия) нарабаты-

вали с использованием штамма E. coli DH5α, затем выделяли и очи-

щали при помощи набора “EndofreePlasmidMaxiKit” (Qiagen, США) 

с целью очистки от эндотоксинов, что уменьшает токсичность про-

цесса трансфекции для клеток. Трансфекцию проводили при по-

мощи липосомального реагента Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 
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США), оптимизируя условия для получения наиболее интенсивно 

флуоресцирующих и жизнеспособных трансфицированных клеток. 

После трансфекции смесь трансфицированных и нетрансфициро-

ванных клеток подвергали селекции при помощи генетицина (анти-

биотик G418, аналог неомицина) в концентрации в ростовой среде 

800 мкг/мл. Смену селектирующей среды с антибиотиком произво-

дили каждый 4 день, селекцию производили в течение 2 нед. Из по-

лученной популяции трансфицированных клеток выделяли индиви-

дуальные клоны флуоресцирующих клеток меланомы с использова-

нием клонирующих цилиндров. Для повышения эффективности 

клонирования в полную среду добавляли кондиционную среду от 

гомологичных клеток, отобранную в log-фазе от клеток mel Kor ме-

ланомы и обогащенную среду Ham's F12 (DMEM, Ham's F12 и кон-

диционная среды взяты в соотношении 1 : 1 : 1). 

 

  
A Б 

Рис. 6.1. Флуоресцентные микрофотографии опухолевых клеток 

Микроскоп TE 2000-U, ×40: 

А – линия mel Kor-TurboRFP; 

Б – исходные клетки mel Kor. 

 

Из полученных клонов производили отбор по следующим при-

знакам: 

– интенсивность флуоресценции (определялась визуально при 

помощи флуоресцентного инвертированного микроскопа и компью-

теризированной спектрально-флуоресцентной установки 

«СПЕКТР-Кластер» («Кластер», Россия), в качестве базовой линии 

принималась автофлуоресценция нетрансфицированных клеток); 

– стабильность флуоресценции после многократных пассажей в 

среде без селектирующего антибиотика G-418. 
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Характеристика клеточной линии mel Kor-Turbo-RFP 

Клеточная линия mel Kor-Turbo-RFP не продемонстрировала 

существенных отличий от исходной mel Kor – как в условиях куль-

тивирования in vitro, так и при росте опухолей in vivo у мышей 

Nu/Nu. 

Полученная клеточная линия mel Kor-Turbo-RFP, обладающая 

стабильными культуральными и морфологическими характеристи-

ками, с помощью методов иммунофлуоресценции и иммуногисто-

химии была исследована на экспрессируемые антигены (дифферен-

цировочные и гистосовместимости). 

Дифференцировочные меланомные маркеры, определяющие 

отношение данной линии к меланоме, исследовали с помощью МКА 

к антигенам CD63 (при помощи иммунофлуоресцентных методов и 

последующей проточной флуоресцентной цитометрии), НМВ45, 

MelanA, Tyrosinaza (при помощи иммуногистохимического иссле-

дования срезов флуоресцирующей опухоли). 

Экcпрессия антигенов гистосовместимости исследовали при 

помощи иммунофлуоресцентных методов и последующей проточ-

ной флуоресцентной цитометрии. 

Экспрессию антигенов CD63 и гистосовместимости изучали 

как для культивированных клеток mel Kor-TurboRFP, так и для кле-

ток, выделенных из выращенной у животного флуоресцирующей 

опухоли. 

Установлено, что клеточная линия mel Kor-TurboRFP характе-

ризуется экспрессией меланомных (дифференцировочных) марке-

ров CD63, НМВ45, MelanA, Tyrosinase, и отсутствием экспрессии 

антигенов гистосовместимости I и II классов, что подчеркивает спе-

цифичность данной клеточной линии и соответствует свойствам ис-

ходной клеточной линии mel Kor [9]. 

 

Использование флуоресцирующей клеточной линии 

mel Kor-TurboRFP 

Клетки mel Kor-TurboRFP, находящиеся в log-фазе роста, расса-

живали на 96-луночные культуральные планшеты, за исключением 

крайних вертикальных и горизонтальных рядов, в полной ростовой 

среде в количестве, необходимом для получения 80% монослоя к 

моменту исследования противоопухолевого действия. Затем росто-

вую среду, в которой происходил рост клеток, заменяли на ростовую 
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среду, содержащую противоопухолевый агент в различных концен-

трациях (каждая – в 6 повторах), и оставляли клетки в условиях CO2-

инкубатора. После инкубации заменяли среду, содержащую проти-

воопухолевый агент, на полную ростовую среду и оставляли на 

сутки. Затем параллельно проводили два теста для определения ко-

личества выживших клеток. В одном случае клетки отмывали от 

среды при помощи фосфатно-солевого буфера Дюльбекко (PBD) и 

добавляли по 100 мкл этого же буфера в каждую лунку планшета, а 

затем измеряли флуоресценцию при помощи флуориметра 

Labsystems Fluoroscan II (для возбуждения флуоресценции исполь-

зовался интерференционный фильтр с длиной волны спектрального 

максимума 544 нм, для регистрации – фильтр с длиной волны мак-

симума 607 нм). В другом случае использовали известный метабо-

литический тест, отражающий жизненную активность клеток, осно-

ванный на использовании производного флуоресцеиндиацетата [10], 

проведенный по методике [11]. В обоих случаях число выживших 

клеток определялось на основе калибровочной кривой. Последняя 

строилась как зависимость флуоресцентного сигнала от количества 

посаженных клеток, для чего использовался культуральный микро-

планшет, в котором клетки были посажены одновременно с выше-

указанными планшетами, но следующим образом: во 2 ряду – то же 

количество клеток, что и в планшетах для определения противоопу-

холевой активности, в 3-1 рядах – раститровка от этого количества 

в 2 раза. 12 ряд на всех планшетах использовался как контроль без 

клеток. 

Произведенные эксперименты с противоопухолевым препара-

том лизомустин [12] продемонстрировали хорошую корреляцию 

между полученными кривыми выживаемости клеток, между кон-

центрациями, необходимыми для достижения доли погибших кле-

ток 50 и 90%, определенными при помощи этих методов. Экспери-

менты с циклофосфамидом, который не действует на опухолевые 

клетки в условиях in vitro, также показали корреляцию между двумя 

методами (рис. 6.2). 

Таким образом, с использованием флуоресцирующей клеточ-

ной линии mel Kor-TurboRFP противоопухолевую (противомела-

номную) эффективность веществ in vitro можно определять без ис-

пользования дополнительных функциональных тестов, которые 

предполагают инкубацию с реагентами для определения выживае-

мости и ряд дополнительных манипуляций. 
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Рис. 6.2. Действие цитотоксических агентов на клетки линии 

mel Kor-TurboRFP in vitro: 

A – определение по собственной флуоресценции клеток, 

Б – определение по ФДА-тесту 

 

Использование клеток клеточной линии mel Kor-TurboRFP 

in vivo 

Клетки выращивают в культуральных флаконах в необходимом 

количестве, снимают раствором трипсин-ЭДТА, трижды отмывают 

холодным фосфатно-солевым буфером Дюльбекко с последующим 

центрифугированием (1000 об/мин, 5 мин), ресуспендируют в необ-

ходимом количестве (100–400 мкл) этого же буфера или физиологи-

ческого раствора хлорида натрия и хранят на льду до инокуляции 

(не более получаса). Суспензия клеток в объеме 100–400 мкл вво-

дится подкожно мышам линии Nu (самки, возраст 8–11 нед.). Мини-

мальная перевивочная доза составляет 2×106 к-к на животное. 

При перевивочной дозе 8×106 к-к на животное опухоли образу-

ются в 100% случаев. 

Скорость роста опухоли mel Kor-TurboRFP не имеет существен-

ных отличий от скорости роста опухоли mel Kor. 

Флуоресценция опухоли mel Kor-TurboRFP в красно-оранжевой 
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области регистрируется при помощи флуороспектрометрии и дру-

гих флуоресцентных методов в течение всего периода развития опу-

холи. Клетки полученной клеточной линии экспрессируют цветной 

флуоресцирующий белок, что позволяет исследовать развитие пер-

вичных опухолей в режиме реального времени при помощи прибо-

ров, предназначенных для регистрации флуоресценции. 

Рост опухолей и их ответ на противоопухолевое воздействие 

также может быть зафиксирован при помощи диффузной флуорес-

центной томографии. При использовании этого метода реконструи-

руется трехмерное изображение флуоресцентной опухоли в орга-

низме мыши. Например, нами было показано воздействие ФДТ с ФС 

“Фотосенс” [9] и “Тиосенс” [13] на флуоресцирующие опухоли 

mel Kor-TurboRFP. 

 

Другие флуоресцирующие клеточные линии, созданные на 

основе mel Kor 

Были созданы клеточные линии, экспрессирующие красный 

флуоресцирующий белок DsRed2 и дальне-красный флуоресцирую-

щий белок mKate2. 

Представляются также интересными свойства полученной нами 

клеточной линии mel Kor, экспрессирующей генетически кодируе-

мый сенсор каспазы 3. Этот сенсор представляет собой FRET-пару, 

включающую красный флуоресцирующий белок TagRFP и возгора-

ющийся флуоресцентный белок KFP, разделенную спейсером, 

включающим сайт распознавания и расщепления каспазой 3. При 

возникновении каспаза-зависимого апоптоза происходит расщепле-

ние спейсера, в результате увеличивается время жизни флуоресцен-

ции. 

Таким образом, клетки полученных клеточных линии экспрес-

сируют генетически кодируемые сенсоры на основе цветных флуо-

ресцирующих белков, что позволяет: 

– эффективно исследовать действие противоопухолевых аген-

тов на монослои этих клеток in vitro, не применяя трудоемкий под-

счет клеток при помощи камеры Горяева или функциональные те-

сты жизнеспособности клеток, требующие дополнительных мани-

пуляций с соответствующими реагентами; 

– исследовать развитие первичных опухолей и метастазов, а 

также ответ опухоли на терапию в режиме реального времени при 
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помощи приборов, предназначенных для регистрации флуоресцен-

ции и времени жизни флуоресценции. 
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Глава 7. 

ТРАНСФИЦИРОВАННЫЕ ЛИНИИ MEL P И MEL KOR 

 

Генно-инженерные вакцины – препараты, полученные с помо-

щью биотехнологии, которая, по сути, сводится к генетической ре-

комбинации. Для начала получают ген, который должен быть 

встроен в геном реципиента. В настоящее время для этого исполь-

зуют ПЦР с праймерами к последовательности желаемого гена и по-

следующим клонированием полученного фрагмента в векторную 

молекулу с использованием эндонуклеаз рестрикции. Вектором слу-

жат плазмиды, бактериофаги, вирусы человека или животных. Экс-

прессируемый ген встраивается в клетку, которая начинает синтези-

ровать не свойственное ей ранее вещество, кодируемое введенным 

генно-инженерным конструктом. 

Повышение антигенности и, соответственно, иммунного ответа 

на вакцину достигается с помощью трансфекции клеток вакцин раз-

личными генами, продуцирующими значимые для данной патоло-

гии белки-антигены [1]. Для клеток меланомы изучены различные 

генные модификации. Один из выбранных генов – ген tag-7 (PGRP-

S), принадлежащий к новому семейству генов – пептидогликан рас-

познающих белков [2]. Известно, что человеческий ген tag-7 коди-

рует белок мМ около 25 кДа, который существует как в клеточно-

ассоциированной, так и в секреторной форме. Образцы его экспрес-

сии обнаруживают в костном мозге, селезенке, легких, кишечнике. 

Эозинофилы и нейтрофилы секретируют этот белок во время окси-

дативного взрыва и дегрануляции. Последовательность ДНК и ами-

нокислотная последовательность находятся в GeneBank под номе-

ром AF076483. Природный секретируемый белок tag-7 обладает ря-

дом биологических особенностей. Секретирующие белок tag-7 вак-

цинные клетки проявляют 2 вида биологической активности: хемо-

                                                           
 Автор: Михайлова И. Н. 
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таксис по отношению к моноцитам периферической крови и способ-

ность активировать созревание ДК, для которых он является хемо-

атрактантом. Секретируемый белок tag-7 выявляется в мембранной 

функции клеток в культуральной среде и индуцирует апоптоз в раз-

личных линиях опухолевых клеток человека [2]. При цитологиче-

ском исследовании модифицированной tag7 опухоли показано рез-

кое снижение митотической активности на фоне усиления процесса 

апоптоза с обширной инфильтрацией В-лимфоцитами. Экспрессия 

гена tag-7 носит сложный и многокомпонентный характер и прояв-

ляется ингибированием пролиферации опухолевых клеток, сопря-

женной с активацией противоопухолевого иммунного ответа. В экс-

перименте на линии клеток слабо метастазирующей мышиной аде-

нокарциномы молочной железы BMP-O, стабильно трансфициро-

ванной геном tag-7 под контролем СМV-промотора, показано, что 

подкожная имплантация изогенным мышам приводит к получению 

клонов, стабильно продуцирующих белок tag-7. Полученная опу-

холь оказалась идентичной исходной по метастатической активно-

сти, но отличалась более медленным ростом in vivo, причем степень 

замедления роста коррелировала с уровнем экспрессии гена tag-7. 

Более того, добавление модифицированных клеток к интактным 

приводило к снижению их имплантационной способности. Это поз-

волило считать, что трансфекция опухолевых клеток геном tag-7 мо-

жет быть использована для подавления опухолевого процесса [3]. 

Клеточная линия mel Kor использована в изобретении создания 

новой клеточной линии меланомы человека KG, обладающей спо-

собностью секретировать иммуноактивирующий цитокин-грануло-

цитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор. Способ-

ность клеток линии KG секретировать рекомбинантный GM-CSF до-

стигается при помощи генной модификации клеток меланомы 

mel Kor генной конструкцией, содержащей комплементарную ДНК 

GM-CSF человека (SEQ ID NO : 1), встроенную в вектор, предназна-

ченный для экспрессии в клетках млекопитающих. Секретируемый 

клетками KG GM-CSF обусловливает активацию иммунного ответа 

в отношении опухолевых антигенов, экспрессируемых клетками 

KG, при введении инактивированных клеток пациентам. Дополни-

тельный технический результат, достигаемый при использовании 

клеток KG, заключается в том, что клетки KG, культивируемые in 

vitro, могут являться источником биологически активного GM-CSF, 
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который может быть использован для культивирования клеток, ко-

торым требуется присутствие GM-CSF в культуральной среде. Ре-

комбинантный GM-CSF человека, продуцируемый клетками KG, 

может быть использован как в качестве изолированного, высокоочи-

щенного белка, так и в составе культуральной среды или ее дерива-

тов. Полученная клеточная линия обладает стабильными культу-

ральными, морфологическими и иммунологическими свойствами и 

обладает способностью секретировать рекомбинантный GM-CSF 

человека в результате генной модификации. Все клетки линии KG 

характеризуются стабильной секрецией GM-CSF, сохраняющейся 

после инактивации клеток ионизирующим облучением в дозе 100 

Гр, надежно предотвращающей пролиферацию инактивируемых 

клеток. Линия клеток KG депонирована в Специализированной кол-

лекции культур клеток позвоночных Российской коллекции клеточ-

ных культур под номером РККК (П) 699Д [4]. 
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Глава 8. 

ЦЕЛЬНОКЛЕТОЧНЫЕ ВАКЦИНЫ «АЛЛОГЕН» И 

«МЕЛАВАК» 

 

Перспективы развития иммунотерапии меланомы связывают с 

созданием новых селективных методов, основанных на достиже-

ниях молекулярной и клеточной биологии. 

Одним из таких методов является вакцинотерапия, включаю-

щая различные модификации клеточной технологии. Среди послед-

них лучшие терапевтические характеристики имеют генно-инже-

нерные и дендритные вакцины. Вакцинотерапия – метод, основан-

ный на использовании антигена или комплекса антигенов для моду-

ляции иммунного ответа [1]. Первые сообщения о противоопухоле-

вой вакцине опубликованы более ста лет назад W. Coley [2], амери-

канским хирургом, который использовал экстракт синегнойной па-

лочки для стимуляции противоопухолевого иммунного ответа. 

Главная цель иммунотерапии меланомы – увеличение у пациентов 

популяции CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ), способных 

убивать опухолевые клетки [3]. Антигенный материал, используе-

мый для создания таких вакцин, может быть в виде цельных опухо-

левых клеток (аллогенных или аутологичных) или специфических 

антигенов, РНК, протеинов или пептидных эпитопов, рестриктиро-

ванных по первому или второму классу гистосовместимости [4]. В 

экспериментах и в клинике изучают подходы, использующие ауто-

логичные меланомные клетки, трансфицированные геном ИЛ-12, 

ГМ-КСФ, ИЛ-2, ИЛ-4 и др. Вакцины на основе ауто- и аллогенных 

опухолевых клеток, модифицированных указанными генами, прохо-

дят клинические испытания [5; 6]. Помимо изучения таких вакцин в 

монорежиме, как правило, в последние годы их комбинируют с адъ-

ювантами, которые представлены цитокинами или нагруженными 
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дендритными клетками, инициирующими иммунный ответ презен-

тацией антигенных эпитопов к Т-лимфоцитам [7]. Механизм дей-

ствия вакцин связан с презентацией дендритными клетками опухо-

леассоциированных антигенов Т-клеткам пациента [8]. Чаще всего 

используют 1-2 антигенные детерминанты, чтобы достичь монотар-

гетного контакта вакцины с мишенью, что важно, прежде всего, для 

уменьшения некоторых побочных эффектов. Однако, по аналогии с 

цельноклеточными антибактериальными вакцинами, более эффек-

тивное их применение определяет большее число присутствующих 

в них антигенов [9]. Для лечения диссеминированной меланомы 

кожи монотаргетная стратегия создания вакцин пока себя не оправ-

дывает в силу поликлональности опухоли, а также быстрой селек-

ции клонов. Селекция является следствием не только скорости про-

лиферации, но и влияния микроокружения. Профиль экспрессии 

опухолеассоциированных антигенов чрезвычайно разнообразен, что 

требует мультитаргетных контактов с эффекторами для запуска про-

граммы клеточной гибели. Для осуществления этого актуально со-

здание коллекции культур клеток меланомы, презентирующих раз-

личные опухолеассоциированные антигены. Созданная Коллекция 

клеточных культур меланомы является источником вакцин, направ-

ленных на различные антигенные детерминанты и способных ис-

пользовать максимальное число клеток-мишеней у разных пациен-

тов на разных этапах роста и метастазирования опухоли. 

Таким образом, создание Коллекции клеточных линий, их по-

следующая трансфекция, проведение доклинических и клинических 

исследований определяют стратегию разработки цельноклеточных 

вакцин. 

Основой создания вакцины «Аллоген» стала клеточная линия 

меланомы человека mel P, трансфицированная геном tag7. Линия 

mel P прошла более 100 пассажей и хорошо адаптирована к росту in 

vitro на среде с 10%-ной сывороткой. 

Вакцина «Аллоген» получена из клеток меланомы человека ли-

нии mel P/tag7. Для проведения трансфекции геном tag7 использо-

вали препараты катионных липидов серии Unifectin-56. Для исклю-

чения туморогенности трансфицированные клетки сублетально об-

лучали в дозе 100 Гр на γ-установке «Стебель3А» при мощности 

5 Гр/мин. Лекарственная форма вакцины «Аллоген» представляет 

собой прозрачную бесцветную жидкость для внутрикожного приме-
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нения. Готовый вакцинный препарат прошел стандартное тестиро-

вание на отсутствие каких-либо загрязнений, стерилизован на 

γ-установке «Стебель3А», разлит в аликвоты по 1 и 5 млн соответ-

ственно начальной разовой дозе для человека. 

Основой для создания модифицированной генноинженерной 

вакцины «Мелавак» стала клеточная линия меланомы человека 

mel Kor. Она была трансфицирована геном GM-CSF. Линия mel Kor 

прошла более 100 пассажей и хорошо адаптирована к росту in vitro 

на среде RPMI с 10%-й сывороткой. Линия стабильно трансфициро-

вана геном GM-CSF и имеет генетическую конструкцию – вектор 

pBK-CMV (Clon Tech, США) со встроенной кДНК GM-CSF чело-

века (под руководством акад. РАН Георгиева Г. П.). Вид трансфек-

ции – стабильная, интегрированная, метод трансфекции – липофек-

ция, при помощи набора Unifectin-56. Уровень трансфекции соста-

вил 100%. 

Количество секретируемого GM-CSF – 84,0 нг в 1×106 клеток за 

24 ч. Для исключения туморогенности трансфицированные клетки 

сублетально облучали в дозе 100 Гр на γ-установке «Стебель3А» при 

мощности 5 Гр/мин. Лекарственная форма вакцины «Мелавак» для 

внутрикожного применения представляет собой взвесь клеток 

mеl Kor в питательной среде при трансфекции не менее 30–80%. Это 

прозрачная бесцветная жидкость в эпендорфах, которые хранят в со-

суде Дьюара с жидким азотом при температуре –196 оС. Вакцина 

«Мелавак» предназначена человеку для внутрикожного примене-

ния. 
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Глава 9. 

ЭКСПРЕССИЯ СПЕРМОСПЕЦИФИЧНОЙ 

ГЛИЦЕРАЛЬДЕГИД-3-ФОСФАТ ДЕГИДРОГЕНАЗЫ 

В МЕЛАНОМНЫХ КЛЕТКАХ 

 

Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа – один из самых изу-

ченных и распространённых ферментов. К настоящему времени ме-

ханизм реакции окисления глицеральдегид-3-фосфата и строение 

соматического фермента детально исследованы. Нативная молекула 

GAPD состоит из четырех идентичных субъединиц массой по 36 кДа 

и содержит четыре активных центра, состоящих из субстрат- и ко-

фактор-связывающих доменов. 

GAPD катализирует реакцию гликолитической оксидоредук-

ции, в результате которой образуется первое макроэргическое со-

единение в цепи гликолиза – 1,3 дифосфоглицерат, используемый 

далее для синтеза АТР. Кроме того, в этой реакции происходит вос-

становление NAD до NADH, который является одним из субстратов 

окислительного фосфорилирования в митохондриях. 

GAPD присутствует в значительных количествах в клетках всех 

органов и тканей животных – ее содержание достигает 5–15% от со-

держания растворимых белков клеток. GAPD является конститутив-

ным белком, кодируемым «геном домашнего хозяйства» 

(«housekeeping gene»). По этой причине мРНК GAPD и белок GAPD 

используют в качестве стандартного контроля при исследовании 

экспрессии или синтеза различных белков в клетке. Долгое время 

было принято считать, что никакой регуляторной роли GAPD не иг-

рает, и какая-либо связь между активностью этого фермента и раз-

витием патологических состояний отсутствует. Однако постепенно 

стало накапливаться все больше фактов о негликолитических функ-
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циях этого фермента. Так, было показано, что GAPD принимает уча-

стие во многих перечисленных ниже негликолитических процессах, 

которые как раз и могли бы быть связаны с возникновением различ-

ных патологий: эндоцитоз [1–3], слияние плазматических мембран 

[4], сборка микротрубочек [5–7], транспорт секреторных везикул [8, 

9], фосфорилирование белков [10, 11], трансляционный и тран-

скрипционный контроль генной экспрессии [12–14], регуляция 

структуры теломерных участков хромосом [15, 16], слияние ядер-

ных мембран [17], транслокация молекул мРНК через ядерную мем-

брану [18], эксцизионная репарация ДНК [19, 20] и индукция 

апоптоза [21–25]. Кроме того, GAPD может быть вовлечена в меха-

низм развития таких нейродегенеративных заболеваний, как болезнь 

Альцгеймера [26–28] и болезнь Хантингтона [28–30]. 

Хорошо известно, что наряду с разнообразными особенностями 

раковых клеток, для них характерно нарушение индукции апоптоза 

и регуляции гликолиза. В оба эти процесса может быть вовлечена 

GAPD. 

Так, известно, что эффект Пастера, заключающийся в подавле-

нии гликолиза в аэробных условиях, не характерен для раковых кле-

ток. В них наблюдается активное протекание гликолиза, скорость 

которого не замедляется в присутствии кислорода. Такое изменение 

регуляции энергетического обмена известно как эффект Варбурга. 

Переход на бескислородный способ энергетики, согласно Варбургу, 

приводит к автономному бесконтрольному существованию клетки: 

она начинает вести себя как самостоятельный организм, стремя-

щийся к воспроизведению [31, 32]. Обнаруженное нами появление 

ацилфосфатазной активности у частично окисленной GAPD при со-

хранении основной гликолитической функции может играть опреде-

ленную роль в сопряжении гликолиза и дыхания. Мы показали, что 

в нормальных клетках частичное окисление GAPD приводит к раз-

общению окисления и фосфорилирования в гликолизе, что позво-

ляет скоординировать процессы, происходящие при дыхательном 

фосфорилировании с гликолитическими реакциями (рис. 9.1). 

Кроме того, как в наших работах, так и в работах других иссле-

дователей было показано, что GAPD образует комплексы с различ-

ными гликолитическими ферментами [35–38], а также со структур-

ными элементами клетки, что позволяет регулировать скорость про-

текания гликолиза [5, 39–41]. Очевидно, что изменение свойств 
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GAPD или появление ее изоферментов при онкологических патоло-

гиях может изменять сопряжение гликолиза и дыхательного фосфо-

рилирования, а также характерные для GAPD белок-белковые взаи-

модействия, участвуя тем самым в возникновении эффекта Варбурга 

и в иных нарушениях энергетического метаболизма. 

 

 
Рис. 9.1. "Футильный" цикл гликолиза – разобщение окисления 

и фосфорилирования [33, 34] 

 

За последние 15 лет накопилось также много фактов об участии 

GAPD в индукции апоптоза [21, 42–45]. В нормальных клетках боль-

шая часть GAPD находится в виде активных тетрамерных молекул 

и локализована в цитоплазме. Некоторое количество GAPD адсор-

бировано на структурных элементах клетки – актиновых стресс-

фибриллах, микротрубочках и т.д. Вероятно, часть адсорбированной 

GAPD находится в димерной или мономерной форме, что позволяет 

идентифицировать ее с помощью специфических МКА против нена-

тивных форм фермента. Ситуация изменяется при воздействии на 

клетку цитотоксических факторов и при индукции апоптоза ФНО 

или H2O2. В этом случае происходит транслокация мономерных или 

димерных форм GAPD в ядро. На первом этапе происходит окисле-

ние сульфгидрильных групп активного центра GAPD, вызывающее 

ослабление связывания с ферментом кофактора NAD. Образующа-

яся апоформа GAPD легко диссоциирует на субъединицы, проника-

ющие за счет пассивного транспорта в ядро клетки. После связыва-

ния субъединиц GAPD с ядерными нуклеиновыми кислотами про-

исходит дальнейшее разворачивание белка с экспонированием «сиг-

нала ядерного экспорта» (“nuclear export signal” – NES). Денатури-

рованные полипептидные цепи GAPD переходят в цитоплазму, где 

могут подвергаться дальнейшим превращениям – агрегации, связы-
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ванию с шаперонами и убиквитинированию. Перемещение ненатив-

ных форм GAPD из цитоплазмы в ядро без каких-либо внешних сиг-

налов характерно также для некоторых линий раковых клеток – 

например, клеток HeLa. 

Очевидно, что в процесс индукции апоптоза GAPD вовлечена 

не как гликолитический фермент, а как «мессенджер» белковой при-

роды, участвующий в разнообразных белок-белковых и белок-ли-

гандных взаимодействиях. Важнейшую роль в этой функции GAPD 

играют ее способность чрезвычайно прочно кооперативно связывать 

кофактор NAD, возможность регулирования этого связывания пу-

тем модификации сульфгидрильных групп активного центра и, 

наконец, присутствие «сигнала ядерного экспорта». В заключение 

следует отметить, что все указанные выше особенности GAPD ха-

рактерны для соматической формы дегидрогеназы, которая и иссле-

довалась в течение длительного времени практически во всех рабо-

тах. Очевидно, что отсутствие любого признака, характерного для 

соматического фермента, должно кардинальным образом изменять 

как энергетический метаболизм, так и те элементы апоптического 

пути клеток, в которые он вовлечен. 

 

Cпермоспецифичная глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа 

(GAPDS) 

Далее мы подробно остановимся на особенностях другой 

формы глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы – спермоспецифич-

ной – и проиллюстрируем возможность ее участия в развитии злока-

чественной трансформации клеток результатами, полученными в 

наших работах. Cпермоспецифичная GAPDS приспособлена для 

осуществления гликолиза с целью обеспечения энергией подвижно-

сти хвоста сперматозоида. У этого фермента отсутствуют почти все 

негликолитические функции, характерные для соматической 

формы. Без этих функций он прекрасно функционирует в спермато-

зоидах, однако экспрессия спермоспецифичной GAPDS в других 

клетках должна существенно влиять на их жизнедеятельность. Та-

ким образом, главной целью нашей работы было получение доказа-

тельств экспрессии GAPDS в раковых клетках для выяснения ее 

роли в регуляции энергетического обмена и индукции апоптоза. 

GAPDS – изофермент глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы, 

который встречается только в сперматозоидах. Соматическая GAPD 

кодируется у человека на 12 хромосоме, однако у нее существует 
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паралог – ген GAPDS на 19 хромосоме, который экспрессируется 

только в сперматозоидах [46–48]. GAPDS на 68% идентична сома-

тической GAPD, состоит из 408 аминокислотных остатков и содер-

жит на N-конце дополнительную последовательность из 72 амино-

кислот, благодаря которой белок связывается с цитоскелетом жгу-

тика сперматозоида [49]. Молекулярная масса GAPDS, рассчитан-

ная из аминокислотной последовательности, составляет примерно 

44,5 кДа, однако есть данные, что благодаря обилию остатков про-

лина молекула обладает аномальной подвижностью при Ds-Na-элек-

трофорезе в полиакриламидном геле и даёт полосу на уровне 56 кДа 

[47]. 

Ранее в нашей лаборатории было показано, что общими для со-

матической и сперматозоидной GAPD являются мотивы, обеспечи-

вающие участие в гликолизе. В составе соматической GAPD выяв-

лены два специфических мотива, связанных с ее ядерными функци-

ями (репарация и репликация ДНК, а также мотив, определяющий 

внутриклеточную локализацию). Отсутствие этих мотивов в GAPDS 

позволяет предположить, что ядерные функции соматической 

GAPD для нее нехарактерны. Это согласуется с данными о том, что 

GAPDS связана своим N-концевым доменом с нерастворимыми 

компонентами клетки и в силу этого может терять ряд функций, ха-

рактерных для GAPD. Возможно, GAPDS принимает участие в про-

цессе сборки веретена деления в сперматидах. При этом для сомати-

ческой GAPD участие в данном процессе (в других типах клеток), 

по-видимому, нехарактерно [50]. 

 

Экспрессия мРНК GAPDS в клеточных линиях меланомы 

Известно, что различные спермоспецифичные белки (точнее 

белки семенников – «testis specific proteins”) могут быть маркерами 

отдельных типов онкологических заболеваний. Экспериментальные 

исследования экспрессии мРНК GAPDS к началу нашей работы 

были немногочисленны, а сведения о синтезе этого белка в каких-

либо раковых тканях или раковых клеточных линиях отсутствовали. 

Однако имелись указания о присутствии необычных форм глице-

ральдегид-3-фосфатдегидрогеназы при некоторых видах злокаче-

ственных опухолей [51]. 
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Рис. 9.2. Уровни транскрипции мРНК GAPDS в различных линиях 

меланом и семенниках. Диаграмма построена по результатам 

экспериментов ArrayExpress E-TABM-185, E-GEOD-7127, 

E-GEOD-7307, E-GEOD-10843 (www.ebi.ac.uk/arrayexpress) 

 

Нами был проведен анализ баз данных по экспрессии мРНК 

спермоспецифичного белка GAPDS в соматических клетках в 

норме, а также при различных онкологических заболеваниях. Мы 

проанализировали базу данных ArrayExpress 

(www.ebi.ac.uk/arrayexpress) на предмет транскрипции мРНК 

GAPDS в здоровых тканях человека и в различных опухолевых ли-

ниях. Были также рассмотрены результаты экспериментов 

E-TABM-185, E-GEOD-2109, E-MTAB-37, E-GEOD-7127, 

E-GEOD-10843 и E-GEOD-7307 (название экспериментов в базе дан-

ных ArrayExpress), в общей сложности содержавшие информацию 
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об уровне транскрипции генов в 9765 образцах (количество контро-

лей и опытных образцов). Проанализированные данные свидетель-

ствуют о том, что в клетках здоровых соматических тканей и боль-

шинстве опухолей транскрипция мРНК GAPDS практически не про-

исходит: содержание ее мРНК в среднем на два порядка ниже, чем в 

семенниках. Однако высокие уровни транскрипции (см. рис. 9.2) 

мРНК GAPDS наблюдались в некоторых меланомах (линии A15 и 

MM200). 

 

Синтез белка GAPDS в клеточных линиях меланомы 

Мы предположили, что фермент GAPDS может продуциро-

ваться в тех видах опухолей, где уровень транскрипции ее мРНК до-

статочно велик. 

Для проверки этого предположения было предложено проте-

стировать различные клеточные линии меланомы на наличие белка 

GAPDS. Для этого нам были необходимы антитела против GAPDS, 

причем антитела как против нативной формы GAPDS (для выделе-

ния GAPDS из клеточных экстрактов методом иммунопреципита-

ции), так и против денатурированных форм GAPDS (для детекции 

методом иммуноблоттинга). 

Нами был разработан оригинальный метод получения поликло-

нальных антител двух типов, специфически взаимодействующих с 

нативными или с денатурированными формами GAPDS [52]. 

Полученные антитела разных типов были использованы для 

проведения иммунопреципитации, для детекции GAPDS в клетках, 

а также для идентификации GAPDS после проведения электрофо-

реза в денатурирующих условиях. 

Ряд клеточных линий меланомы был протестирован на наличие 

белка GAPDS методом иммуноблоттинга с использованием полу-

ченных поликлональных антител против GAPDS. Материалом для 

исследования послужили клеточные линии меланомы человека 

(mel Il, mel Kor, mel P). Клеточные линии были ранее получены в 

НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина и НИИ онкологии им. проф. 

Н. Н. Петрова [53, 54]. В качестве положительного контроля исполь-

зовали лизат человеческих сперматозоидов и рекомбинантный бе-

лок dN-GAPDS. В качестве отрицательного контроля использовали 

лизат клеток тератокарциномы и препарат соматической GAPD, по-

лученный из мышц кролика. 
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В экстракте сперматозоидов окрашивалась полоса молекуляр-

ной массой 56 кДа (рис. 9.3, дорожка 1), что согласуется с литера-

турными данными относительно подвижности полноразмерной 

GAPDS в полиакриламидном геле [47], и полосы 37 и 36 кДа, соот-

ветствующие продуктам протеолиза полноразмерного белка 

GAPDS. На дорожке 2 с нанесенным препаратом dN-GAPDS также 

детектировалась полоса 37 кДа. Во всех 3-х исследованных нами 

клеточных лизатах меланомных линий содержался белок, который 

взаимодействовал с антителами к GAPDS человека (дорожки 4–6). 

Окрашенный продукт имел молекулярную массу около 37 кДа 

(рис. 9.3). 

 

 
Рис. 9.3. Детекция GAPDS в разных клеточных линиях меланом 

методом иммуноблоттинга:  

1 – лизат сперматозоидов человека; 2 – препарат dN-GAPDS; 

3 – препарат соматической GAPD; 4–6 – лизаты клеточных линий 

меланом (melIl, melP и melKor, соответственно) 

 

В результате проведенного исследования нам удалось показать, 

что лизаты меланомных клеток содержат белок, взаимодействую-

щий с антителами к GAPDS. Молекулярная масса обнаруженного 

белка составляла около 37 кДа. Нам не удалось детектировать в ли-

затах меланомных клеточных линий полосу 56 кДа, соответствую-

щую полноразмерной GAPDS. Это может быть обусловлено либо 

частичным протеолизом полноразмерной GAPDS при получении 

лизатов, либо протеолизом данного белка в меланомных клетках. 

Однако мРНК полноразмерного белка GAPDS не обнаруживалась 
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ни в одной из линий меланомных клеток. Таким образом, было по-

казано, что в клетках некоторых линий меланомы продуцируется 

GAPDS без N-концевого домена. Согласно проведенному в нашей 

лаборатории анализу матричных РНК из базы данных GenBank, 

GAPDS без N-концевого фрагмента встречается в активно деля-

щихся соматических клетках (эмбриональные клетки и клетки реге-

нерирующих тканей) у некоторых позвоночных (Anolis carolinensis) 

[55]. В этих случаях отсутствие N-концевого домена GAPDS обу-

словлено альтернативным сплайсингом. Поскольку N-концевой 

фрагмент необходим GAPDS для связывания с цитоскелетом жгу-

тика сперматозоида, его наличие не является обязательным для 

функционирования данного фермента в других клетках. 

Присутствие GAPDS в клеточных линиях меланом было под-

тверждено экспериментами по иммунопреципитации [56]. Для им-

мунопреципитации мы использовали кроличьи поликлональные ан-

титела против нативной GAPDS, иммобилизованные на протеин 

G-сефарозе и лизат клеток меланомы mel Kor и mel P. Мы показали, 

что в клеточных линиях меланом mel Kor и mel P содержится белок, 

который специфически взаимодействует с антителами против 

GAPDS. Молекулярная масса данного белка 37 кДа, что соответ-

ствует массе GAPDS без N-концевого фрагмента. Следует отметить, 

что содержание этого белка в линии mel Kor существенно меньше, 

чем в линии mel P. Наличие белка GAPDS в экстракте mel P было 

подтверждено методом MALDI-MS спектрометрии. Выделенный с 

помощью иммунопреципитации белок, содержит также соматиче-

скую форму GAPD, причем содержание двух изоформ глицеральде-

гид-3-фосфатдегидрогеназы (спермоспецифичной и соматической) 

в лизате меланомных клеточных линий, является близким. Получен-

ные результаты указывают на то, что комплекс, изолированный ме-

тодом иммунопреципитации из лизата клеточной меланомной ли-

нии mel P, содержит гетероолигомерные формы фермента, состоя-

щие из мономеров GAPD и GAPDS. Возможно гетероолигомер 

GAPD содержит один димер соматического фермента GAPD и один 

димер спермоспецифичного фермента GAPDS. Ранее были описаны 

такие гибридные формы GAPDS: при экспрессии крысиной GAPDS 

в клетках E.coli наблюдали образование тетрамеров содержащих два 

типа субъединиц: рекомбинантной GAPDS крысы и собственной 

GAPD E.coli [57]. По-видимому, аналогичную ситуацию мы и 

наблюдаем в клетках меланомы. 
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Подтвердив наличие белка GAPDS в некоторых меланомных 

клеточных линиях, мы решили убедиться, что синтез этого белка яв-

ляется специфичным именно для меланомных клеток. Для этого мы 

провели оценку уровня транскрипции мРНК GAPDS в ряде немела-

номных опухолевых клеточных линиях. Наличие белка GAPDS в ли-

затах этих клеток анализировали методом Ds-Na-электрофореза и 

иммуноблоттинга. Как видно из данных, представленных в табл. 9.1, 

во всех исследованных клеточных линиях транскрипция мРНК 

GAPDS практически не происходит, содержание ее мРНК в среднем 

на два порядка ниже, чем в семенниках. Белковых продуктов, взаи-

модействующих с антителами против GAPDS, также не было обна-

ружено. 

 

Таблица 9.1. 

Уровень мРНК GAPD и GAPDS, а также наличие белка GAPDS 

в некоторых тканях и клеточных линиях.  

Данные по экспрессии мРНК взяты из базы данных ArrayExpress 

(эксперименты E-MTAB-37, E-MTAB-62 и E-GEOD-7127), за 

единицу принят уровень экспрессии GAPDS в клетках семенников 

Линия 

клеток 
Ткань или тип клеток 

Белок GAPDS 

(иммуноблот-

тинг) 

мРНК 

GAPDS 

мРНК 

GAPD 

 

 

HEK293T 

SKOV-3 

HL60 

LnCaP 

Raji 

K562 

PC3 

Jurkat 

HT-1080 

A549 

MCF7 

RKO 

melIl 

melP 

melKor 

Семенники 

Фибробласты 

Эмбриональные клетки почек 

Рак яичников 

Промиелоцитная лейкемия 

Аденокарцинома простаты 

Лимфома Беркитта 

Миелогенная лейкемия 

Аденокарцинома простаты 

T-лимфобластная лейкемия 

Фибросаркома 

Аденокарцинома легких 

Аденокарцинома груди 

Аденокарцинома прямой кишки 

Меланома 

Меланома 

Меланома 

+ 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

– 

_ 

– 

– 

– 

+ 

+ 

+ 

1.0 

0.04 

0.04 

0.02 

0.04 

0.03 

0.05 

0.03 

0.05 

0.04 

0.04 

0.04 

0.03 

0.04 

 

0.01–4* 

 

7.21 

14.87 

8.16 

6.39 

9.72 

9.21 

15.08 

11.29 

12.11 

14.04 

8.48 

13.41 

14.96 

11.30 

 

7–14* 

 

*дан разброс значений для 63 линий меланомы (GEOD-7127 по данным 

ArrayExpress). 
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Внутриклеточная локализация GAPDS в клеточных 

линиях меланомы 

Таким образом, мы показали, что продукция белка GAPDS ха-

рактерна для меланомных клеток. Как уже упоминалось выше, ме-

тодом масс-спектрометрического анализа мы подтвердили, что бе-

лок, который был нами обнаружен в лизатах меланомных клеточных 

линий, специфически взаимодействующий с антителами против 

GAPDS, является спермоспецифичной формой глицеральдегид-3-

фосфатдегидрогеназы без N-концевой аминокислотной последова-

тельности. Поскольку N-концевой фрагмент необходим GAPDS для 

прикрепления к цитоскелету жгутика сперматозоида, очевидно, что 

в случае продукции фермента без N-концевого фрагмента белок 

GAPDS должен находиться в цитозольной фракции, так же как и ци-

топлазматическая изоформа GAPD. Чтобы подтвердить наше пред-

положение, мы провели иммунохимическое окрашивание клеток 

меланомных линий mel P и mel Kor с использованием кроличьих по-

ликлональных антител против нативной GAPDS. В качестве отрица-

тельного контроля мы использовали клетки фибробластов, в кото-

рых, как нами было показано (табл. 9.1), белок GAPDS не синтези-

руется. Результаты иммунохимического окрашивания представлены 

на рис. 9.4. 

Как видно из рис. 9.4, GAPDS локализована в цитоплазме кле-

ток меланомы. Фибробласты, которые были использованы в каче-

стве отрицательного контроля, не окрасились (рис. 9.4, B). Для 

обоих типов клеток не наблюдалось окрашивания после обработки 

только вторичными антителами против IgG кролика (рис. 9.4, С и D). 

Аналогичные результаты были получены при иммунохимическом 

окрашивании клеток меланомы melKor, однако окрашивание 

GAPDS было менее интенсивным. 

Локализация GAPDS в цитоплазме может способствовать фор-

мированию гетеролигомеров глицеральдегид-3-фосфатдегидроге-

назы, состоящих из сперматозоидного и соматического ферментов. 

Формирование таких гибридных белковых молекул, с одной 

стороны, может приводить к исчезновению некоторых свойствен-

ных соматическому ферменту негликолитических функций, а 

именно, способности участвовать в апоптозе, с другой стороны, за 

счет присутствия сперматозоидного фермента, данный гибридный 
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фермент начинает проявлять повышенную устойчивость к различ-

ным неблагоприятным воздействиям. В целом, такие, вновь приоб-

ретенные свойства гетероолигомера, могут вносить свой вклад в ме-

таболизм опухолевых клеток, приводя к повышению выживаемости 

клеток, и, тем самым, к прогрессии опухоли. Изучение корреляции 

между прогрессией клеточных линий меланомы и продукцией в них 

GAPDS. Меланома представляет собой довольно агрессивное злока-

чественное новообразование. Составляя всего 3–5% всех кожных 

новообразований, она является причиной смерти 80% пациентов с 

онкологическими заболеваниями кожи [58]. Высоко агрессивный 

характер развития меланомы прежде всего связан с высокой мета-

статической активностью клеток этого новообразования. 

 

 
Рис. 9.4. Иммуноцитохимическое окрашивание клеток меланомы 

mel P (A, C). Фибробласты (B, D) были использованы в качестве 

отрицательного контроля. Образцы инкубировали с кроличьими 

поликлональными антителами против нативной GAPDS, а затем с 

вторичными антителами против IgG кролика, сопряженными 

с Alexa Fluor ® 488 (A, B), или только с вторичными антителами 

(C, D). Ядра окрашивали DAPI (A–D) [56]. 
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Известно, что злокачественная трансформация меланоцитов со-

провождается сменой типа молекул клеточной адгезии (E-кадгерин 

на N-кадгерин) [59, 60] и подавлением экспрессии генов, регулиру-

ющих клеточную дифференцировку, например, MITF 

(Microphthalmia-associated transcription factor) [61]. При прогрессии 

меланомы повышается экспрессия ряда генов, включая 

S100A4/MTS1 [62]. 

Мы предположили, что, возможно, наличие и уровень тран-

скрипта гена GAPDS в меланомных линиях может являться наряду 

с транскриптами генов Е-кадгерина, N-кадгерина, MITF и 

S100A4/MTS1 маркером стадии опухолевой прогрессии. 

Для того, чтобы проверить, есть ли корреляция между уровнем 

транскрипции мРНК GAPDS и уровнем синтеза этого белка в мела-

номных клеточных линиях со степенью прогрессии меланомы, нами 

были получены лизаты меланомных линий. Были проведены экспе-

рименты по определению уровня транскрипции мРНК GAPDS в 

этих линиях методом полимеразной цепной реакции, сопряженной с 

обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). На рис. 9.5 приведены данные 

ПЦР-анализа различных клеточных линий меланомы. Анализ экс-

прессии генов GAPD и актина использовали в качестве положитель-

ного контроля. 

 

 
Рис. 9.5. Анализ экспрессии гена GAPDS 

в разных линиях меланомы 

 

По степени дифференцировки некоторые проанализированные 

линии опухолевых клеток могут быть разделены на три типа: 

 высокодифференцированные: mel Si, mel Me; 

 умеренно дифференцированные: mel Il, mel P, mel R, 

mel Ksen; 

 низкодифференцированные: mel Cher, mel Kor. 
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Как видно из рис. 9.6, транскрипты GAPDS были обнаружены 

примерно в половине исследованных линий меланом, которые, как 

правило, относятся к умеренно дифференцированным. Единствен-

ным исключением является линия MelR, в которой транскрипты 

GAPDS не были найдены. В высоко и в низко дифференцированных 

клетках транскрипты GAPDS отсутствуют. Однако следует отме-

тить, что в клетках линии mel Kor транскрипты GAPDS были выяв-

лены только в следовых количествах. При поведении стандартного 

иммуноблотинга наличие значительного количества белкового про-

дукта GAPDS удалось обнаружить лишь в клетках линий mel P, 

mel 82, mel 226 и mel 335.1 (рис. 9.6). В качестве маркера для спер-

матозоидной изоформы белка использовали рекомбинантный белок 

без N-концевого домена (dN-GAPDS) с молекулярной массой 37 

кДа, для соматической GAPD – фермент из мышц кролика (36 кДа). 

В клетках линии mel Kor и mel Il белковый продукт GAPDS пред-

ставлен в следовых количествах. Приведенные на рис. 9.6 данные 

свидетельствуют также о том, что в тех линиях клеток, в которых 

белковый продукт GAPDS выявляется стандартным иммуноблотин-

гом, содержатся достаточно высокие его концентрации и, следова-

тельно, оказываемое им влияние на жизнедеятельность клеток мо-

жет быть существенно более выраженным, чем в случае ранее ис-

следованных нами клеточных линий mel Kor и mel Il. 

 

 
Рис. 9.6. Анализ клеточных линий меланомы  

на присутствие белка GAPDS методом иммуноблоттинга. 

 

Как видно из рис. 9.6, самый высокий уровень транскрипции 

гена GAPDS наблюдался в клетках mel Il, mel P, mel 82, mel 226, 

средний уровень – в клетках mel Ksen, в то время как в клетках mel Si, 

mel Kis, mel R и mel G транскриптов GAPDS не обнаружено. Самый 

высокий уровень продукции белка GAPDS обнаружен в клетках ли-

ний mel P и mel 226 и средний уровень в клетках mel 82. В клетках 

линий mel Si, mel Kis, mel Me, mel G, mel Ksen, mel Cher белок GAPDS 

не обнаруживается (рис. 9.6). 
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На основании полученных данных можно заметить, что все слу-

чаи обнаружения GAPDS относятся к линиям, соответствующим 

умеренно дифференцированным клеткам. Полученные данные со-

гласуются с результатами исследования, которое выявило ген 

GAPDS среди генов, регулируемых фактором транскрипции MITF в 

клетках меланомы [63]. Согласно данным Lekmine et al, экспрессия 

MITF способствует клеточной дифференцировке и формированию 

менее агрессивного фенотипа [61]. 

Для поздних стадий развития меланомы характерно уменьше-

ние экспрессии гена, кодирующего белок MITF, и, следовательно, 

снижение продукции GAPDS. Однако согласно другим данным, 

MITF является показателем агрессивности опухоли: амплификация 

MITF в клетках меланомы сопровождается высокой степенью мета-

стазирования опухоли и низкой выживаемостью пациентов [64]. Та-

ким образом, полученные результаты вместе с данными литературы 

дают нам основание предполагать, что продукция GAPDS в линиях 

меланомы является результатом повышения экспрессии фактора 

транскрипции MITF, однако данные о связи уровня экспрессии 

MITF c агрессивностью опухоли противоречивы и требуют допол-

нительного анализа. 

 

Эффективность гликолиза в клеточных линиях меланомы 

Необходимо напомнить, что белок GAPDS без N-концевой по-

следовательности, обнаруженный в некоторых линиях меланомы, 

встречается также в активно делящихся соматических клетках неко-

торых позвоночных (эмбриональные клетки и клетки регенерирую-

щих тканей у ящериц Anolis carolinensis) [55]. 

То есть, GAPDS встречается в интенсивно делящихся клетках, 

и эти клетки не обязательно злокачественные. 

Возможно, продукция этого белка дает делящимся клеткам ка-

кие-то преимущества в получении энергии путем гликолиза. 

Как было показано раньше, рекомбинантный белок dN-GAPDS 

(GAPDS без N-концевого домена) сохраняет ферментативную ак-

тивность и к тому же проявляет повышенную стабильность [65]. 

Таким образом, продукция этого белка в клетках может влиять 

на метаболизм. Поэтому было предложено сравнить интенсивность 

гликолиза в клетках меланомы, продуцирующих GAPDS, и в тех 

клетках, где этого белка нет. 

Для сравнения были выбраны линии меланомы mel P и mel 226, 
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клетки которых продуцируют GAPDS, и линии mel Kis и mel Si, 

клетки которых не продуцируют GAPDS. Интенсивность гликолиза 

в клетках оценивали по скорости накопления лактата в клеточных 

экстрактах, нормированных по концентрации общего белка. Клетки 

меланом линий mel P, mel Kis, mel Si и mel 226 разрушали ультразву-

ком. 

 

 
Рис. 9.7. Скорость накопления лактата в клеточных экстрактах 

меланом melP, mel226, melKis и melSi 

 

 

Таблица. 9.2. 

Скорость накопления лактата в разных линиях меланомы 

Образец 
Накопление лактата в 1 мл 

экстракта (нмоль / мин) 

Наличие 

GAPDS 

в клетках 

Наличие мРНК 

GAPDS в клетках 

melP 

melKis 

melSi 

mel226 

13,5 

7,18 

1,84 

9,22 

+ 

_ 

_ 

+ 

+ 

_ 

_ 

+ 
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В пробы с клеточными экстрактами, нормированными по кон-

центрации белка, добавляли кофакторы и субстрат гликолиза, а за-

тем определяли концентрации лактата. Результаты исследования 

представлены на рис. 9.7 и в табл. 9.2. 

Из данных, представленных на рис. 9.7 и в табл. 9.2, видно, что 

нет однозначной зависимости между продукцией GAPDS и скоро-

стью гликолиза, хотя самая низкая скорость гликолиза наблюдалась 

в клетках mel Si, в которых не было обнаружено GAPDS, а самая 

высокая – в клетках mel P, в которых наблюдается максимальная 

продукция GAPDS. 

 

Заключение 

Таким образом, в результате проведенного исследования нам 

удалось показать, что экстракты некоторых меланомных клеток со-

держат белок, взаимодействующий с антителами к GAPDS. Молеку-

лярная масса обнаруженного белка составляла около 37 кДа. По-

скольку мРНК полноразмерного белка GAPDS не обнаруживалась 

ни в одной из исследованных линий меланомы, был сделан вывод, 

что в клетках меланомы экспрессируется ген GAPDS без 

N-концевого домена. Продукция GAPDS в линиях меланом была 

подтверждена экспериментами по иммунопреципитации с последу-

ющим анализом методами SDS-электрофореза и MALDI. Иммуно-

химическое окрашивание клеток линий MelP и MelKor с использо-

ванием кроличьих поликлональных антител против нативной 

GAPDS показало, что GAPDS находится в цитоплазме клеток. Были 

проанализированы меланомные линии, соответствующие разным 

стадиям дифференцировки опухоли. Все случаи обнаружения мРНК 

GAPDS или белка GAPDS относятся к умеренно дифференцирован-

ным линиям.В случае высокодифференцированных клеточных ли-

ний (mel Si и mel Me) не обнаружено ни мРНК, ни белка GAPDS. 

Определение скорости гликолиза в экстрактах разных линий мела-

номы показало, что клетки, продуцирующие GAPDS, отличаются 

более высокой скоростью гликолиза по сравнению с клетками, в ко-

торых продукция GAPDS не обнаружена. 

Известно, что среднегодовой темп прироста заболеваемости ме-

ланомой кожи является одним из самых высоких среди всех злока-

чественных опухолей [66, 67]. Эффективность существующих мето-

дов лечения меланомы напрямую зависит от стадии диагностики за-
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болевания. К сожалению, несмотря на возможность визуальной ло-

кализации, меланома детектируется на начальных (I–II) стадиях 

лишь у 62–65% пациентов, в то время как в остальных случаях па-

циенты имеют запущенную форму заболевания [68]. В результате 

выживаемость больных меланомой достаточно низка. Очевидно, что 

обнаруженное нами появление белка GAPDS по крайней мере в не-

которых клеточных линиях меланомы позволяет надеяться на ис-

пользование этого белка в качестве нового, причем достаточно спе-

цифического онкомаркера. Следует отметить, что GAPDS не появ-

ляется в других типах злокачественных клеток, а его продукция ха-

рактерна только для определенной стадии прогрессии меланомы. 

Безусловно, для разработки диагностического метода, основанного 

как на выявлении белка GAPDS, так и антител на него в крови паци-

ентов, требуется проведение большого объема исследований в кли-

нических условиях. Недавно наши результаты были подтверждены 

группой Йохана Ханссона (Каролинский институт, Стокгольм, Шве-

ция), показавшей, что экспрессия GAPDS ассоциирована с плохим 

прогнозом на III стадии прогрессии меланомы [69]. 

Участие GAPD и GAPDS в регуляции метаболизма и индукции 

апоптоза в нормальных и злокачественных клетках создает предпо-

сылки для создания противоопухолевых препаратов. Разработка 

способов противоопухолевой терапии требует детального понима-

ния молекулярных и биохимических процессов, лежащих в основе 

прогрессии меланом. Активное протекание гликолиза, скорость ко-

торого не замедляется в присутствии кислорода, как основного пути 

для генерации энергии в опухолевых и раковых клетках, известно 

как эффект Варбурга. Переход на бескислородный способ энерге-

тики, согласно Варбургу, приводит к автономному бесконтрольному 

существованию клетки: она начинает вести себя как самостоятель-

ный организм, стремящийся к воспроизведению [31, 32]. Возможно, 

в реализации такого отклонения от регуляции энергетического об-

мена соматических клеток могут принимать участие и отдельные 

изоформы некоторых гликолитических ферментов, в частности 

GAPDS. Продукция GAPDS в раковых клетках может также приво-

дить к изменению индукции апоптоза, в которую вовлечена сомати-

ческая форма фермента. GAPDS не может участвовать в сложных 

внутриклеточных перемещениях, характерных для GAPD, из-за от-

сутствия специальных мотивов в структуре белка и большей ста-
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бильности. Кроме того, GAPDS предотвращает участие соматиче-

ской формы фермента в индукции апоптоза, взаимодействуя с ее 

субъединицами и образуя прочные гетерологические тетрамеры. 

Если предположить, что GAPDS действительно вовлечена в указан-

ные выше особенности энергетического метаболизма и апоптоза 

злокачественных клеток (по крайней мере, меланомных), то специ-

фические лиганды, взаимодействующие только с этой формой фер-

мента, могут быть рассмотрены в качестве противоопухолевых пре-

паратов. 

Работа была поддержана грантами РФФИ №11-08-00663-a и 

№13-04-00823-a. 
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Глава 10. 

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ СОВРЕМЕННЫХ 

ИММУНОТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ 

 

Яркие достижения современной иммунотерапии опухолей с ис-

пользованием модуляторов иммунного синапса в очередной раз де-

монстрирует, что иммунная система – важнейший элемент страте-

гии противоопухолевого лечения. Исторически противоопухолевые 

лекарства в доклинических исследованиях изучались на сингенных 

мышиных моделях, которые не имеют иммунной системы человека 

или у иммунодефицитных мышей, которые позволяют приживлять 

ксенотрансплантаты опухолей человека. Ксенотрансплантаты чело-

века широко используются для непосредственного тестирования ци-

тотоксических препаратов. Химиотерапия и более современные 

противоопухолевые препараты, которые нацелены на мутированные 

или сверхэкспрессированные опухолевые белки, являются подходя-

щими веществами для тестирования на ксенотрансплантатах чело-

века. Легкость, с которой можно провести генетическую манипуля-

цию с клетками ex vivo до ксенотрансплантации делает человеческие 

ксенотрансплантаты великолепной доклинической моделью для 

скрининга цитотоксических препаратов. Однако необходимость ра-

ботать с, по меньшей мере, частично иммунодефицитными мышами 

ограничивает исследование с помощью блокаторов контрольных то-

чек. 

Недостатками же сингенных мышиных моделей в дополнение к 

отсутствию человеческих мишеней является быстрый рост опухолей 

мыши, что препятствует развитию хронической воспалительной 

среды, характерной для опухолей человека. В канцерогенезе у чело-

века иммунологические ингибирующие пути, связанные с воспале-

нием, такие как ось PD-1 / PD-L1, вносят существенный вклад в ре-

моделирование микросреды опухоли. Кроме того, опухоли мыши 
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обычно не отражают генетическую сложность опухолей человека и 

имеют более низкую мутационную нагрузку [1]. 

Модели животных с функционирующей иммунной системой 

человека необходимы, чтобы более точно повторить сложность мик-

роокружения опухоли человека. Такие модели являются неотъемле-

мой частью лучшего прогнозирования реакции опухоли как на им-

муномодулирующие средства, так и непосредственно на противо-

опухолевую терапию. В этой связи разработка гуманизированных 

моделей является многообещающей новой стратегией, которая 

предлагает возможность тестирования способности блокаторов кон-

трольных точек и их комбинации с другими противоопухолевыми 

препаратами [1]. 

 

Генетически конструируемые мышиные модели (GEMM) 

Современные технологии позволяют создавать мышей с необ-

ходимыми свойствами с большой точностью. Можно направить экс-

прессию интересующего гена во всей ткани (например, через кле-

точно-специфическую трансгенную экспрессию) или весь организм 

(например, целенаправленные мутации зародышевой линии). Кроме 

того, имеется возможность контролировать время, продолжитель-

ность и тканевое отделение экспрессии генов или их инактива-

цию [1]. 

Несколько исследовательских групп могут точно модифициро-

вать онкогены и гены супрессоры опухолей непосредственно в со-

матических клетках взрослых мышей, что значительно улучшает 

свойства этой модели [2, 3]. Такие модели также лучше имитируют 

рак человека по сравнению с стандартными GEMM, поскольку опу-

холи обычно возникают из-за меньшего количества клеток в контек-

сте нормальной стромы. Одним из важных недостатков этих моде-

лей является низкая мутационная нагрузка, поскольку опухоли раз-

виваются из 1–2 мутированных онкогенных трансгенов, хотя в них 

могут быть сконструированы суррогатные опухолевые антигены [4]. 

Трансгенная экспрессия обычно приводит к сверхфизиологическим 

уровням, так что экспрессия белка часто превышает частоту встре-

чаемости у пациентов [5]. Кроме того, случайная интеграция транс-

гена может приводить к неожиданным фенотипам и повышенной из-

менчивости в представлении и количестве опухоли. Кроме того, 

GEMM занимает много времени и имеет высокую стоимость. 
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Примечательно, что появление технологии CRISPR / Cas9 [6], а 

вместе с ней и способность выполнять комплексное редактирование 

генов с относительной легкостью и скоростью, ожидается, что они 

улучшат большинство этих недостатков и значительно повысят цен-

ность GEMM. 

В целом, GEMM предоставляет единственную возможность 

оценить доставку блокаторов контрольных точек, терапевтический 

ответ и экспрессию биомаркера в присутствии компетентной им-

мунной системы. 

 

Вставка человеческих генов мышам (Human knock in mice, KI) 

Одним из преимуществ моделей GEMM является возможность 

введения более чем одного трансгена или гена KI для молекул кон-

трольных точек человека в мышиной системе. Таким образом, мо-

дели KI позволяют исследователям изучать лекарства, которые рас-

познают исключительно человеческую версию молекулы контроль-

ной точки. Когда молекула контрольной точки человека не реаги-

рует перекрестно с ее соответствующим мышиным аналогом, тогда 

и рецептор должен быть геном KI. В связи с этим, KI-мыши дают 

возможность изучения блокаторов контрольных точек, ориентиро-

ванных на клиническое применение у людей в контексте полностью 

функциональной иммунной системы. Возможно, самым важным 

преимуществом этой модели является возможность оценивать ауто-

иммунные или провоспалительные побочные эффекты, связанные с 

потенциальными терапевтическими человеческими антителами. Од-

ним из наглядных примеров этого является человеческий ген CTLA-

4 гена KI, разработанный Lute KD et al [7]. В этой модели после ле-

чения мышей CTLA-4 KI с mAb против hCTLA-4 у мышей развились 

аутоиммунные эффекты, наблюдаемые у пациентов, получавших 

mAb против CTLA-4. 

 

Гуманизированные мыши. Новые модели животных 

для изучения блокаторов контрольных точек 

Традиционные исследования in vivo в области противоопухоле-

вой терапии были сфокусированы на опухолевых мишенях и опре-

деленных характеристиках организма-носителя опухоли. Изучение 

блокаторов контрольных точек иммунитета требует совершенно 

другой задачи – изучить взаимодействие организма-хозяина с опу-



103 

холью, в частности, отношения «опухоль – иммунная система». Ко-

нечно, мышиные модели могут использоваться для изучения проти-

воопухолевого иммунитета, потому что иммунная система мыши 

остается неповрежденной. Однако присущие различия между им-

мунной системой человека и мыши и отсутствие человеческих ми-

шеней в мыши ограничивают исследования противоопухолевых эф-

фектов иммунотерапии. 

Поэтому были предприняты усилия по «гуманизации» иммун-

ной системы мыши. 

На протяжении многих лет самым большим ограничением для 

гуманизации иммунной системы мышей было отсутствие мышиных 

моделей, которые позволяют приживлять неопухолевые ткани. В 

1983 году Босма и др. сообщили о спонтанной аутосомно-рецессив-

ной мутации в гене протеинкиназы, активируемого ДНК каталити-

ческого полипептида (prkdc), которая серьезно ухудшает лим-

фопоэз, имитируя клинический фенотип тяжелого общего иммуно-

дефицита человека (SCID), что в последствии привело к появлению 

названия мыши SCID [8]. Отсутствие как Т, так и В клеток у prkdc-

мутированных мышей позволило успешно трансплантировать им 

человеческие гемопоэтические стволовые клетки (HSCs) [8], моно-

нуклеарные клетки периферической крови (РВМС) [9] и ткани плода 

[10]. В 1980 году Makino et al описал не страдающих ожирением диа-

бетических мышей (NOD), которые характеризуются нарушением 

врожденного иммунитета. Скрещивание SCID и NOD линий приво-

дило к появлению мышей с дефектами как врожденного, так и адап-

тивного иммунитета [11]. Мышь NOD / SCID служила моделью вы-

бора для приживления функциональных человеческих клеток в те-

чение последних двух десятилетий. Позднее были разработаны дру-

гие линии с использованием генной инженерии, чтобы индуциро-

вать мутации у рекомбинационно-активирующего гена 1 (Rag1) и 

локуса Rag2, которые препятствуют развитию зрелых Т- и В-клеток 

[12, 13]. Вероятно, самым значительным улучшением иммунодефи-

цитных мышей в эпоху генетического инженера было развитие го-

мозиготных мышей для целенаправленной мутации в гене γ-цепи ре-

цептора интерлейкина-2 (IL-2rγ). Отсутствие IL-2rγ полностью 

предотвращает развитие NK-клеток; NK-клетки являются первич-

ной врожденной клеточной популяцией, опосредующей приживле-

ние и отторжение тканей. Комбинируя ген IL-2rγnull с мышами, не-

сущими Rag 1 или 2null (Rag 1 или 2null IL-2rγnull, названные BRG-
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мышами) [14] или мутацией prkdc (NOD / SCID IL-2rγnull, назван-

ные NSG-мышами) [15], приводит к еще более глубоким иммуноло-

гическим дефектам, улучшающиим приживление опухолевых и не-

опухолевых тканей. 

РВМС, HSC или экспланты опухолей человека могут быть при-

виты иммунодефицитным мышам последнего поколения для созда-

ния гуманизированных моделей животных, где может быть изучена 

взаимосвязь между опухолью человека и иммунными клетками че-

ловека. 

Одним из простых и экономичных методов для создания гума-

низированных мышей является прививание человеческих РВМС тя-

жело иммунодефицитным мышам. Прививание человеческих PBMC 

позволяет изучать человеческие опухолевые ксенотрансплантаты из 

клеточных линий или эксплантаты опухолей в условиях аутологич-

ного или гетерологичного иммунологического окружения [16–19]. 

Использование РВМС позволяет избежать необходимости исполь-

зования сложных методов выделения клеток и приводит к стабиль-

ному переносу популяций активированных Т-клеток. 

Ранние работы с такими моделями (так называемые иммунные 

аватары) продемонстрировали осуществимость и применимость 

этого подхода. Иммунные аватары использовались для скрининга и 

идентификации анти-человеческих клонов CTLA-4 mAbs с способ-

ностью активировать человеческие РВМС у ксенотрансплантатив-

ных мышей SCID [20]. Кроме того, Fisher et al. тестировали проти-

воопухолевую эффективность PF-05082566 (полностью человече-

ского антитела против 4-1BB IgG2) у мышей NSG, несущих ксено-

трансплантат клеточной линии рака предстательной железы чело-

века (PC3), которым выполняли переносили трансплантацию PBMC 

человека внутрибрюшинно [17]. PF-05082566 испытывает не обла-

дает кросс-реактивности с 4-1BB грызунов, что делает невозмож-

ным тестирование в сингенных мышиных моделях. В модели им-

мунного аватара было показано замедление опухолевого роста у мы-

шей, получавших анти-4-1BB mAb [17]. M.F. Sanmamed и др. также 

показали контроль на опухолевых моделях иммунных аваторов с ис-

пользованием мышей BRG: рост ксенотрансплантата рака толстой 

кишки у человека был значительно медленнее, чем у мышей, кото-

рым выполнили трансплантацию человеческих РВМС и обработали 

урелюмабом (полностью человеческий анти-4-1BB mAb) или ниво-

лумабом (полностью человеческий анти-PD-1 IgG4 mAb). Более 
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того, те же результаты были получены с использованием эксплан-

тата рака желудка человека и аутологичных РВМС [18]. 

Основным недостатком модели иммунного аватара является ре-

акция «ксено-трансплантат против хозяина (xGvHD)», которая раз-

вивается через несколько недель после приживления hPBMC. Пред-

полагается, что xGvHD обусловлен MHC-рассогласованием между 

Т-клетками человека и клетками мыши [21, 22]. Чтобы избежать 

этой ксенореакции, некоторые группы предложили использовать 

нокаутных мышей, лишенных генов, кодирующих молекулы МНС 

класса I или II. В качестве альтернативы возможно удаление пула 

CD4-положительных клеток из РВМС до приживления, что также 

резко снижает частоту xGvHD, а мыши остаются бессимптомными 

после трех месяцев наблюдения [18]. Этот вывод свидетельствует о 

том, что xGvHD в моделях иммунных аватаров является зависимым 

от человеческих CD4+ Т-клеток. Кроме того, в этих моделях куль-

туры Т-клеток, полученных из опухоль-инфильтрирующих лимфо-

цитов, могут быть использованы для усиления противоопухолевой 

реактивности и потенциально смягчения ксенореактивности. 

Более сложным методом для ксенотрансплантации человече-

ских иммунных клеток у иммунодефицитной мыши является транс-

плантация CD34+ кроветворных стволовых клеток и клеток-пред-

шественников (HSPCs). Гемато-лимфоидные гуманизированные 

мыши представляют собой одну из самых привлекательных моделей 

животных для изучения блокаторов контрольных точек и других ме-

тодов лечения, нацеленных на иммунные клетки. Потенциал повто-

рения человеческих опухоле-иммунных взаимодействий в полной, 

развитой человеком системе отличает их от других моделей [1]. 

Еще одним направлением являются ксенотрансплантация опу-

холи, полученной от пациента (patient-derived xenotransplants, PDX). 

Модели PDX представляют собой наилучшие доступные модели для 

точного воспроизведения архитектуры и сложности человеческого 

опухолевого микроокружения. Однако эти модели не могут повто-

рить динамику инфильтрации иммунной популяции, поскольку че-

ловеческие опухоль-инфильтрирующие лимфоциты (TIL) не выдер-

живают пассажей между различными организмами мыши. Одним из 

вариантов традиционной модели PDX является иммуно-PDX 

(iPDX), которая отличается прежде всего тем, что эксперименты 

проводят на первом пассаже до замены опухолевой стромы человека 
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на мышиную строму. В этой модели человеческие TIL все еще ак-

тивный элемент опухолевого микроокружения и могут быть мише-

нями для mAb, которые системно вводятся мышам [1]. 

 

Гуманизированные модели животных – единственная модель, 

которая позволяет нам изучать in vivo взаимодействия между им-

мунной системой человека и опухолями. Однако уникальные осо-

бенности взаимодействия между человеческой опухолью и иммун-

ной системой человека могут ограничивать значимость и трансляци-

онную ценность этих моделей. В этом контексте инновационные 

уникальные системы ex vivo предоставляют еще одну привлекатель-

ную альтернативу. Прежде всего в этом классе моделей представ-

ляют собой 3D-органоиды и 3D-культуры эксплантатов опухолей 

человека. Эти системы предлагают "более чистые" эксперименталь-

ные условия, свободные от мышиных клеток, и обладают сопоста-

вимой архитектурой и сложностью для человеческого опухолевого 

микрооркужения. Органоиды представляют собой трехмерные орга-

низованные кластеры эпителиальных и мезенхимальных клеток, 

растущих в культуре из эмбриональной или плюрипотентной ство-

ловой клетки. Эти системы сочетают точную многоуровневую диф-

ференциацию и физиологию in vivo-систем с легкой манипуляцией 

in vitro с трансформированными клеточными линиями [23]. С дру-

гой стороны, человеческие экспланты могут быть получены непо-

средственно при хирургических вмешательствах или биопсии у 

больных злокачественными опухолями и выращены in vitro в тече-

ние короткого периода времени. В краткосрочных условиях кусочки 

опухолевой ткани могут поддерживать многие свойства in vivo, 

включая трехмерный рост, поддержание организации тканей и ее 

структуры и взаимодействия опухолевых иммунных клеток [24]. 

В сочетании с точными и чувствительными методами анализа 

эти системы могли бы облегчить наше понимание механизма дей-

ствия и биологии блокаторов контрольных точек иммунитета. Но-

вые технологические платформы, которые обеспечивают анализ 

единичных клеток, такие как drop-seq или CyTOF [25], могут быть 

полезными инструментами для изучения эффектов воздействия на 

контрольные точки иммунитета, а также множество сигнальных мо-

лекул на опухолевых, эндотелиальных или других стромальных 

клетках. 
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Приложение 1. 

КЛЕТОЧНЫЕ ЛИНИИ МЕЛАНОМЫ ЧЕЛОВЕКА 

 

Клеточная линия меланомы человека mel Р 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца метастаза мела-

номы кожи. Материал получен путем удаления у пациентки Т.А.А. 

двух подкожных метастатических узлов. До забора материала боль-

ной проведено хирургическое, химиотерапевтическое лечение. 

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем при удалении 

метастазов кожи. Полученную суспензию клеток засевали во фла-

коны и культивировали в течение длительного времени. Стабильно 

растущая клеточная линия была получена на 15 пассаже. 

Морфологические признаки 

Клеточная линия mel P характеризуется наличием полиморф-

ных меланомных клеток преимущественно веретенообразной и вы-

тянутой удлиненной формы с четкими границами базофильной ци-

топлазмы и гипер- и нормохромными ядрами с одиночными нукле-

олами. Отмечаются почкование и фрагментация в отдельных круп-

ных ядрах. Присутствуют гигантские многоядерные клетки с 3–5 яд-

рами и многочисленные фигуры клеточного деления. 

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 45 метафаз. Число хромосом колеблется от 

75 до 85. Модальное число хромосом соответствует гипотетрапло-

идному набору (4n-). 

Нарушения кариотипа включают транслокацию части длинного 

плеча хромосомы 21 дистальнее 21q21 на короткое плечо хромо-

сомы 4 в районе 4p12, делецию хромосомы 6 в районе 6q22, допол-

нительный хромосомный материал на коротком плече хромосомы 9 

в районе 9p21и на длинном плече хромосомы 20. Обнаружена дери-

ватная хромосома 9, образованная транслокацией части длинного 

плеча хромосомы 1 (1q22-qter) на короткое плечо хромосомы 9 в 

районе 9p21. Все аномальные хромосомы в одной метафазе пред-

ставлены двумя копиями.  

Кариотип: 

75~85<4n>,XХYY,der(4)t(4;21)(p12;q21)х2,del(6)(p22)х2,der(9)t(1;9)

(q22;p21)х2,add(9)(p21)х2,add(20)(q13)х2,inc 
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Экспрессия антигенов, мутации B-Raf+ 

Экспрессия меланомных (дифференцировочных) маркеров: 

СD63, HMB45, и HMW; раковотестикулярных генов класса МAGE; 

антиген гистосовместимости первого класса. 

 

Клеточная линия меланомы человека mel P хранится в Специа-

лизированной коллекции культур клеток позвоночных Российской 

коллекции клеточных культур под номером РККК (П) 688Д.  

Патент на изобретение № 2287575. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Р 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Р, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Р, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Kor 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациентки 

К.Г.А. с диагнозом диссеминированная меланома кожи голени. До 

забора материала больной проведено хирургическое, химиоиммуно-

терапевтическое лечение.  

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем при удалении 

метастазов кожи. Полученную суспензию клеток засевали во фла-

коны и культивировали в течение длительного времени. Стабильно 

растущая клеточная линия была получена на 15 пассаже.  

Морфологические признаки 

Клеточная линия характеризуется наличием множественных 

плотных центров роста опухолевых клеток; полиморфных меланом-

ных клеток вытянутой, округлой и неправильной формы. В клетках 

обнаруживаются нормо- и гиперхромные ядра округлой и овальной 

формы, содержащие одиночные нуклеолы; базофильная негомоген-

ная иногда вакуолизированная цитоплазма. Имеются гигантские 

многоядерные клетки, митозы.  

Кариология 

Проанализировано 26 метафаз. Число хромосом колеблется от 

64 до 84. Модальное число хромосом соответствует триплоидному 

набору (3n). 

Хорошо идентифицируемые хромосомы групп А, B, D – без 

признаков транслокаций. Перестройки хромосом других групп 

идентифицировать не удалось. Нестабильных хромосомных аберра-

ций не обнаружено. 

Кариотип: 

64~84<3n> 

Экспрессия антигенов, мутации N-Ras + 

Клеточная линия характеризуется экспрессией меланомных 

(дифференцировочных) маркеров: СD63, HMB45, и HMW, MelanA, 

Tyrosinase. Положительная экспрессия раковотестикулярных марке-

ров (на уровне мРНК) класса MAGE. Отсутствие антигенов гисто-

совместимости первого и второго класса редко встречающаяся осо-

бенность меланомных клеток.  
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Клеточная линия меланомы человека mel Kor хранится в Спе-

циализированной коллекции культур клеток позвоночных Россий-

ской коллекции клеточных культур под номером РККК (П) 687Д.  

Патент на изобретение № 2287578. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Kor 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Kor, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Kor, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Il 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациента 

И.А.И., с диагнозом диссеминированная меланома кожи передней 

брюшной стенки; образец представлен метастазом в мягкие ткани 

грудной клетки. До забора материала проведено хирургическое, хи-

миотерапевтическое лечение.  

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем. Суспензию 

клеток засевали во флаконы и культивировали. Стабильно растущая 

клеточная линия была получена на 15 пассаже.  

Морфологические признаки 

Полиморфные меланомные клетки округлой и веретенообраз-

ной формы и множественные мультицентрично образованные зоны 

роста округлых клеток с гиперхромными ядрами, содержащими 1–2 

нуклеолы. Цитоплазма относительно обильная с окраской от базо-

фильной до светло-голубой с заметным просветлением вокруг ядер. 

Немногочисленные 2-х и гигантские многоядерные, многочислен-

ные митозы.  

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 30 метафаз. Число хромосом колеблется от 

56 до 61. Модальное число хромосом соответствует гипотриплоид-

ному набору (3n-). Структурные нарушения кариотипа включают 

делецию хромосомы 1 в районе 1q21, дополнительный материал не-

известного происхождения на хромосоме 2, транслокацию длинных 

плеч хромосом 9 и 14, а также хромосом 15 и 22 (в обоих случаях 

наблюдается по 2 дериватные хромосомы в одной метафазной пла-

стинке), дополнительный материал неизвестного происхождения на 

хромосоме 17, транслокацию длинного плеча хромосомы 7 (7q11-

qter) на хромосому 20 в районе 20p12 (в трех экземплярах). Встреча-

ются 1–2 маленькие маркерные хромосомы. Анеуплоидия по неко-

торым хромосомам, в том числе нулисомия по Y-хромосоме.  

Кариотип: 

56~61<3n>,XХ,Y,+1,+del(1)(q21),+add(2)(q37.3), 

der(9;14)(q10;q10)×2,+15,der(15;22)(q10;q10)×2,add(17)(q25), 

+20,der(20)t(7;20)(q11;p12)×3,+22,+1~2mar,inc 
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Экспрессия антигенов, мутации B-Raf + 

Экспрессия меланомных маркеров: СD63, HMB45, HMW, 

MelanA, Tyrosinase; РТА маркера (на уровне мРНК) MAGE; антиген 

гистосовместимости первого класса. 

 

Клеточная линия меланомы человека mel Il хранится в Специа-

лизированной коллекции культур клеток позвоночных Российской 

коллекции клеточных культур под номером РККК (П) 686Д.  

Патент на изобретение №2287577. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Il 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Il, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Il, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Ibr 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациентки 

И.А.У., с диагнозом диссеминированная меланома кожи. Материал 

получен путем удаления подкожного метастатического узла. До за-

бора материала больной проведены хирургические, химиотерапев-

тические, иммунотерапевтические виды лечения.  

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем при удалении 

метастазов кожи. Полученную суспензию клеток засевали во фла-

коны и культивировали в течение длительного времени. Стабильно 

растущая клеточная линия была получена на 15 пассаже.  

Морфологические признаки 

Клеточная линия характеризуется низкодифференцирован-

ными меланомными клетками в основном неправильно округлой 

формы с полиморфными, различной формы ядрами и обильной 

светло-голубой вакуолизированной, без четких контуров цитоплаз-

мой. Наблюдаются крупные 2-х ядерные и гигантские многоядерные 

клетки, митозы. 

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 15 метафаз. Число хромосом колеблется от 

71 до 84. Модальное число хромосом соответствует гипертриплоид-

ному набору (3n+). Культура характеризуется увеличенным количе-

ством хромосом 7, их число в клетках колеблется от 4 до 7.  

Кариотип не соответствует стандартному набору не только по 

числу хромосом, но и по их структуре. Во всех клетках обнаружен 

дополнительный хромосомный материал неизвестного происхожде-

ния на длинном плече Х-хромосомы. Наблюдаются две различные 

делетированные хромосомы 1: в одном случае произошла делеция 

практически всего короткого плеча (p21 pter), а в другом длинного – 

(q12-qter). Наблюдается изохромосома, образованная двумя длин-

ными плечами хромосом 21.  

Кариотип: 

71~84<3n>,XX,add(X)(q28),del(1)(p21),del(1)(q12),+7,+7,+7, 

i(21)(q10),inc 

Экспрессия антигенов, мутации B-Raf + 

Экспрессия меланомных (дифференцировочных) маркеров: 

СD63 и HMW; раковотестикулярных маркеров (на уровне мРНК) 
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класса MAGE; антигены гистосовместимости первого и второго 

класса.  

 

Клеточная линия меланомы человека mel Ibr хранится в Специ-

ализированной коллекции культур клеток позвоночных Российской 

коллекции клеточных культур под номером РККК (П) 689Д.  

Патент на изобретение № 2287576. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Ibr 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Ibr, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Ibr, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Mtp 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациентки 

М.Т.Б., и/б 01/19253, находившейся на лечении в 2002 г. с диагнозом 

диссеминированная меланома кожи левого бедра. Предыдущее ле-

чение: хирургическое, химио- и иммунотерапия.  

Получение 

Опухолевый материал получен путем удаления подкожного ме-

тастатического узла правой подмышечной области. Полученную 

суспензию клеток засевали во флаконы и культивировали в течение 

длительного времени. Стабильно растущая клеточная линия была 

получена на 15 пассаже.  

Морфологические признаки 

Клеточная линия mel Mtp характеризуется преимущественно 

клетками веретенообразной, вытянутой удлиненной и отросчатой 

округлой формы. Цитоплазма клеток окрашена в базофильные тона 

различной степени интенсивности, ядра овальные, вытянутой, 

округлой и неправильной формы с грубозернистым строением хро-

матина, содержат одно или несколько ядрышек. Имеются 2-х ядер-

ные и гигантские многоядерные клетки, содержащие до 4-х ядер. 

Встречаются митозы.  

Кариологическая характеристика 

Проанализирована 41 метафаза. Число хромосом колеблется от 

61 до 71, т. е. модальное число хромосом соответствует триплоид-

ному набору (3n). 

Кариотип не соответствует стандартному набору не только по 

числу хромосом, но и по их структуре. Во всех клетках обнаружен 

дополнительный хромосомный материал на коротких плечах двух 

хромосом 1 различной длины, на длинном плече хромосомы из 

группы В (4 или 5 хромосомы), а также на коротком плече 14 хро-

мосомы. Происхождение дополнительного хромосомного матери-

ала можно установить только с помощью молекулярно-цитогенети-

ческих методов.  

Кариотип: 

61~71<3n>,XXX,add(1)(p36),add(1)(p36),add(B)(q3435), 

add(14)(р11),inc 
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Экспрессия антигенов, мутации N-RAS+ 

Клеточная линия, характеризуется экспрессией меланомных 

(дифференцировочных) маркеров: СD63 и HMW. Положительная 

экспрессия раковотестикулярных генов класса MAGE. Особенно-

стью данной линии является наличие антигенов гистосовместимо-

сти первого и второго класса.  

 

Клеточная линия меланомы человека mel Mtp хранится в Спе-

циализированной коллекции культур клеток позвоночных Россий-

ской коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 705 Д.  

Патент на изобретение № 2360963. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Mtp 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Mtp, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Mtp, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Is 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациента 

И.Л.В., и/б 98/6440, с диагнозом меланома кожи левого бедра. Ма-

териал получен путем удаления подкожного метастат. узла правой 

подм. обл. Лечение пациента: хирургическое, химио и иммунотера-

пия. 

Получение 

Суспензию клеток засевали во флаконы и культивировали. Ста-

бильно растущая клеточная линия была получена на 15 пассаже.  

Морфологические признаки 

Цитограмма линии mel Is характеризуется смешанным клеточ-

ным составом; клетки округлой, веретенообразной, неправильной и 

вытянутой, удлиненной формы с тонкими отростками цитоплазмы. 

Цитоплазма клеток относительно обильная, негомогенная, окра-

шена в базофильные тона различной степени интенсивности, не-

редко с розоватым оттенком без четких контуров или с фистонча-

тыми краями. Ядра расположены эксцентрично и центрально, округ-

лой, овальной и неправильной формы с грубоглыбчатым строением 

хроматина, содержат гипертрофированные одно или несколько яд-

рышек. Присутствуют многочисленные 2-х и гигантские многоядер-

ные клетки с центральным и периферическим расположением ядер 

с почкованием и их фрагментацией. Выявляются митозы.  

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 33 метафазы. Число хромосом колеблется от 

58 до 74. Модальное число хромосом соответствует триплоидному 

набору (3n). Наблюдается транслокация двух длинных плеч хромо-

сомы 1 с образованием изохромосомы, транслокация двух длинных 

плеч хромосомы 7 с образованием изохромосомы, делеция хромо-

сомы 11 (q22-qter), дополнительный хромосомный материал неиз-

вестного происхождения на коротком плече хромосомы 12 в районе 

12р12, транслокация сегмента хромосомы 2 дистальнее 2q12 на ко-

роткое плечо хромосомы 21 в районе 21р11.2, а также дериватная 

хромосома, состоящая из длинного плеча хромосомы 5 и хромосом-

ного материала неизвестного происхождения. 

Кариотип: 

58~74<3n>,XXY,i(1)(q10),i(7)(q10),del(11)(q22),add(12)(p12),der

(21)t(2;21)(q12;p11.2),der(?;5)(?;q10),inc  
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Экспрессия антигенов, мутации B-Raf + 

Экспрессия недиифференцировочных маркеров; РТА маркера 

(на уровне мРНК) класса MAGE; антигены гистосовместимости пер-

вого и второго класса. 

 

Клеточная линия меланомы человека mel Is хранится в Специа-

лизированной коллекции культур клеток позвоночных Российской 

коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 709Д. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Is 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Is, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Is, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Si 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациентки 

С.И.А., и/б 03/8114, находившейся на лечении в 2003 г. с диагнозом 

диссеминированная меланома кожи спины. Материал получен пу-

тем удаления подкожного метастатического узла меланомы кожи 

спины.  

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем при удалении 

метастазов меланомы кожи. Полученную суспензию клеток засе-

вали во флаконы и культивировали в течение длительного времени. 

Стабильно растущая клеточная линия была получена на 15 пассаже.  

Морфологические признаки 

Цитограмма представлена высокодифференцированными эпи-

телиоподобными клетками. Клеточная линия характеризуется 

округлыми клетками мелкого, среднего и крупного размеров с фе-

стончатыми или четкими границами цитоплазмы. Цитоплазма кле-

ток относительно обильная, негомогенная окрашена в базофильные 

тона различной степени интенсивности с просветлением вокруг 

ядер. Ядра полиморфные округлой, овальной и неправильной 

формы расположены эксцентрично или центрально с грубоглыбча-

тым гиперхромным хроматином и чаще с одиночными ядрышками. 

Присутствуют немногочисленные гигантские одноядерные и много-

ядерные клетки. Выявляются в небольшом числе митозы.  

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 20 метафаз. Число хромосом колеблется от 

46 до 49. Модальное число хромосом соответствует диплоидному 

набору (2n). Наблюдается трисомия по хромосоме 2, дупликация 

длинного плеча хромосомы 15. Во всех клетках наблюдаются мар-

керные хромосомы (1–3, чаще – 2 шт.). 

Кариотип: 

46~49<2n>,XX,+2,dup(15)(q21q26.2),+2mar,inc 

Экспрессия антигенов, мутация B-Raf + 

Клеточная линия, характеризуется экспрессией меланомных 

(дифференцировочных) маркеров: СD63, HMB45, Tyrosinase; экс-

прессией раковотестикулярных генов класса MAGE-3; наличием ан-

тигенов гистосовместимости первого и второго класса. 
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Клеточная линия меланомы человека mel Si хранится в Специа-

лизированной коллекции культур клеток позвоночных Российской 

коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 708Д. 

Патент на изобретение № №2363734. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Si 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Si, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Si, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Gus 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца Г.М.К., 

и/б 98/14374, находившегося на лечении в 2004 г. с диагнозом дис-

семинированная меланома кожи правой пяточной области. Мате-

риал получен путем удаления метастатического узла из мягких тка-

ней правого бедра. Лечение: хирургическое, х/т, иммунотерапия.  

Получение 

Суспензию клеток засевали во флаконы и культивировали. Ста-

бильно растущая линия получена на 15 пассаже.  

Морфологические признаки 

Клеточная линия mel Gus представлена однообразными по 

форме округлыми клетками среднего и крупного размеров с фестон-

чатыми или четкими границами цитоплазмы. Цитоплазма клеток от-

носительно обильная, негомогенная, окрашена в базофильные тона 

различной степени интенсивности. Ядра клеток полиморфные, 

округлой, овальной или неправильной формы с утолщенными не-

ровными контурами расположены эксцентрично или центрально, 

имеют грубодольчатое строение хроматина, окрашенного нормо- 

или гиперхромно. В части ядер определяются центральные, не уве-

личенные одиночные ядрышки. Редко встречаются 2-х ядерные, ги-

гантские одноядерные и многоядерные клетки, митозы. Выявляются 

единичные клетки вытянутой, удлиненной и веретенообразной 

формы.  

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 18 метафаз. Число хромосом колеблется от 

48 до 52. Модальное число хромосом соответствует диплоидному 

набору (2n). Хромосомный набор во всех культурах измененный, но 

стабильный. Наблюдается трисомия по хромосомам 1, 2, 3, 7, 22 и 

хромосоме из группы F (19 или 20). Во всех клетках обнаружена ду-

пликация участка длинного плеча хромосомы 4, делеция участка 

длинного плеча хромосомы 11 (q22-qter), транслокация короткого 

плеча хромосомы 6 с участком неидентифицируемого хромосом-

ного материала, транслокация короткого плеча хромосомы 7 и длин-

ного плеча хромосомы 9, а также дополнительный материал на 

длинном плече хромосомы 17, скорее всего дупликация участка 

q22q24. 
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Кариотип: 

48~52<2n>,XX,+1,+2,+3,dup(4)(q31.2q35),der(6)t(6;?)(p10;?),+7,

der(7;9)(p10;q10),del(11)(q22),?dup(17)(q22q24),+F,+22,inc 

Экспрессия антигенов, мутации N-RAS+ 

Дифференцировочные антигены СD63, Melan A, HMB45; рако-

вотестикулярные маркер (на уровне МРНК) класса MAGE; антигены 

гистосовместимости первого и второго класса.  

 

Клеточная линия меланомы человека mel Gus хранится в Спе-

циализированной коллекции культур клеток позвоночных Россий-

ской коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 707Д.  

Патент на изобретение №2373280. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Gus 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Gus, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Gus, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Cher 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациентки 

Ч.Н.О., и/б 98/10437, находившейся на лечении в 2003 г. с диагнозом 

диссеминированная меланома кожи спины. Материал получен из 

метастатического лимфатического узла. Предыдущее лечение: хи-

рургическое, химиотерапия, иммунотерапия.  

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем при удалении 

метастазов меланомы кожи. Полученную суспензию клеток засе-

вали во флаконы и культивировали в течение длительного времени. 

Стабильно растущая клеточная линия была получена на 15 пассаже.  

Морфологические признаки 

Культура меланомы mel Cher имеет полиморфный клеточный 

состав и представлена клетками разных размеров и формы: вытяну-

той, удлиненной, отросчатой, веретеноообразной с тонкими длин-

ными отростками разной длины, округлой, овальной и неправиль-

ной формы. Цитоплазма клеток относительно обильная, негомоген-

ная, окрашена в базофильные тона различной степени интенсивно-

сти, иногда с розоватым оттенком и часто содержит значительное 

количество мелкозернистого пигмента меланина. Ядра опухолевых 

клеток полиморфные, нормо- и гиперхромные с 1–3 ядрышками. 

Встречаются также гигантские одноядерные и 2-х ядерные клетки. 

Часто выявляются митозы.  

Кариологическая характеристика 

Культура характеризуется различающимися диаметрами ядер 

при одних и тех же плотности окраски и состоянии хроматина, ха-

рактерного для интерфазных ядер.  

Проанализировано 25 метафаз. Число хромосом колеблется от 

85 до 92. Модальное число хромосом соответствует тетраплоидному 

набору (4n).  

Наблюдается делеция короткого плеча хромосомы 4 (p12-pter), 

транслокация двух длинных плеч хромосомы 7 с образованием изо-

хромосомы, дополнительный хромосомный материал неизвестного 

происхождения на коротком плече хромосомы 9 в районе 9p21.  

Кариотип: 

85~92<4n>,XXYY,del(4)(p12),i(7)(q10),add(9)(p21)х2,inc 
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Экспрессия антигенов, мутации B-Raf + 

Клеточная линия, характеризуется экспрессией меланомных 

(дифференцировочных) антигенов: СD63, HMB45, Tyrosinase. 

HMW, MelanA–отрицательные. Положительная экспрессия раково-

тестикулярных маркеров (на уровне МРНК) класса MAGE. Особен-

ностью данной линии является наличие антигенов гистосовмести-

мости первого и второго класса. 

 

Клеточная линия меланомы человека mel Cher хранится в Спе-

циализированной коллекции культур клеток позвоночных Россий-

ской коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 704Д.  

Патент на изобретение № 2364624. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Cher 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Cher, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Cher, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Ch 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациентки 

Ч.Н.Т., и/б 00/10144, находившейся на лечении в 2002 г. с диагнозом 

диссеминированная меланома кожи левого бедра. Материал полу-

чен путем удаления подкожного метастатического узла правой под-

мышечной области. Лечение: хирургическое, химиотерапия, имму-

нотерапия. 

Получение 

Суспензию клеток засевали во флаконы, культивировали. Рас-

тущая линия получена на 15 пассаже.  

Морфологические признаки 

Культура mel Ch представлена эпителиоподобными и в неболь-

шом количестве веретеноподобными клетками мелкого и среднего 

размеров с четкими границами цитоплазмы. Эпителиоподобные 

клетки имеют узкий ободок базофильной негомогенной цитоплазмы 

и нормо- и гиперхромные ядра с грубодольчатым строением хрома-

тина. Имеются гигантские 2-х и многоядерные клетки с централь-

ным и периферическим расположением ядер. Встречаются митозы.  

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 17 метафаз. Число хромосом колеблется от 

81 до 85. Модальное число хромосом соответствует тетраплоидному 

набору (4n). В культуре наблюдается увеличение количество копий 

хромосомы 7 – пентасомия. Структурные нарушения кариотипа 

включают: две различные делеции длинных плеч хромосомы 1 – по-

чти всего длинного плеча от q11~12 до qter и части длинного плеча 

от q32 до qter; транслокацию двух длинных плеч хромосомы 1 с об-

разованием изохромосомы. Таким образом, наблюдается выражен-

ный дисбаланс по хромосомному материалу хромосомы 1. Кроме 

того, обнаружена транслокация двух коротких плеч хромосомы 6 с 

образованием изохромосомы, дополнительный хромосомный мате-

риал неизвестного происхождения на длинном плече хромосомы 20 

в районе 20q13. Наблюдается также маленькая маркерная хромо-

сома.  

Кариотип: 

81~85<4n>,XХXX,del(1)(q11~12),del(1)(q32)x2,i(1)(q10)x3, 

i(6)(p10)x3,+7,add(20)(q13),+mar,inc 
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Экспрессия антигенов, мутации B-Raf + 

Экспрессия дифференцировочных антигенов СD63 и HMW; ра-

ковотестикулярных маркеров (на уровне МРНК) класса MAGE; ан-

тигенов гистосовместимости первого и второго класса.  

 

Клеточная линия меланомы человека mel Ch хранится в Специ-

ализированной коллекции культур клеток позвоночных Российской 

коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 706Д. 

Патент на изобретение №2373279. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Ch 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Ch, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Ch, 

увеличенная в 100 раз 



149 

 
  

К
л

ет
о
ч

н
а
я

 л
и

н
и

я
 m

el
 C

h
 

Д
и

ф
ф

ер
ен

ц
и

р
о
в
о
ч
н

ы
е 

ан
ти

ге
н

ы
 

Р
ак

о
в
о

-т
ес

ти
к
у
л
я
р
н

ы
е 

ан
ти

ге
н

ы
 

А
н

ти
ге

н
ы

 

ги
ст

о
со

в
м

ес
ти

м
о
ст

и
 

М
у
та

ц
и

и
 

C
D

6
3

 
+

 
M

A
G

E
-3

 
+

 
H

L
A

 (
I 

к
л
ас

с)
 

+
 

B
R

A
F

 

1
5
-й

 э
к
зо

н
 

N
R

A
S

 

3
-й

 э
к
зо

н
 

 
 

 
 

 
 

V
6
0
0

Е
 

W
t 

 



150 

Клеточная линия меланомы человека mel Me 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца M.Е.А, 

и/б 02/19050, находившегося на лечении в 2002 г. с диагнозом дис-

семинированная меланома кожи спины. Материал получен путем 

удаления метастатического узла кожи спины. Предыдущее лечение: 

хирургическое.  

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем при удалении 

метастазов кожи. Полученную суспензию клеток засевали во фла-

коны и культивировали в течение длительного времени. Стабильно 

растущая клеточная линия была получена на 20 пассаже.  

Морфологические признаки 

Цитограмма культуры mel Me состоит преимущественно из эпи-

телиоподобных клеток мелкого, среднего и крупного размеров. 

Клетки располагаются группами, небольшими плотными скоплени-

ями и разрозненно. Имеются немногочисленные клетки веретенооб-

разной, отросчатой и вытянутой удлиненной формы. Ядра клеток 

полиморфные, округлой, овальной, перстневидно подобной и непра-

вильной формы. Имеют различный размер, утолщенные края, гру-

боглыбчатое и зернистое строение хроматина, увеличенные одно 

или несколько ядрышек. Цитоплазма клеток негомогенная, окра-

шена в базофильные тона различной степени интенсивности. Часто 

выявляются митозы (0 – 6 в поле зрения). Встречаются двух ядерные 

клетки и единичные гигантские многоядерные клетки. 

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 88 метафаз. Число хромосом в 60 клетках ко-

леблется от 47 до 50. Модальное число хромосом в этих клетках со-

ответствует диплоидному набору (2n). В 28 клетках обнаружен тет-

раплоидный (4n) набор (около 100 хромосом). Принимая во внима-

ние дублированность маркерных структур (кольцевая хромосома), 

можно утверждать, что речь идет не о двух различных линиях кле-

ток, а о повышенной полиплоидизации в этой культуре.Наблюда-

ется трисомия по хромосомам 2 и 7, кольцевая хромосома 15. Обна-

ружен дополнительный хромосомный материал неизвестного про-

исхождения на обоих плечах хромосомы 1. 

Кариотип: 

47~50<2n>,XY,der(1)add(1)(p36)add(1)(q43),+2,+7,r(15),inc 
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Экспрессия антигенов, мутации N-RAS+ 

Экспрессия меланомных (дифференцировочных) антигенов: 

СD63, MelanA, HMB45, HMW; антигены гистосовместимости пер-

вого и второго класса.  

 

Клеточная линия меланомы человека mel Ме, хранится в Спе-

циализированной коллекции культур клеток позвоночных Россий-

ской коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 712Д.  

Патент на изобретение № 2402603. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Me 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Me, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Me, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Z 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациентки 

З.З.С., 55 лет, и/б 03/12300, находившейся на лечении в 2003 г. с ди-

агнозом диссеминированная меланома кожи спины. Материал полу-

чен путем удаления метастатического узла из мягких тканей межло-

паточной области. Предыдущее лечение: хирургическое, химиоте-

рапия, иммунотерапия. 

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем при удалении 

метастазов кожи. Полученную суспензию клеток засевали во фла-

коны и культивировали в течение длительного времени. Стабильно 

растущая клеточная линия была получена на 20 пассаже.  

Морфологические признаки 

Цитограмма культуры mеl Z состоит из клеток веретенообраз-

ной, вытянутой удлиненной, отросчатой формы и немногочислен-

ных клеток округлой формы. Ядра клеток овальной, округлой и не-

правильной формы, нормо- и гиперхромные с зернистым и гру-

боглыбчатым строением хроматина. Ядра содержат одно или не-

сколько мелких ядрышек. Цитоплазма клеток негомогенная, уме-

ренно базофильная с розоватым оттенком. Имеются двух ядерные 

клетки и небольшое количество гигантских многоядерных клеток с 

4–6 ядрами. Часто выявляются фигуры деления клеток.  

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 43 метафазы. Число хромосом колеблется от 

44 до 46. Модальное число хромосом соответствует диплоидному 

набору (2n). Наблюдается трисомия по хромосоме 7; моносомия по 

хромосоме 11; дериватная хромосома, состоящая из короткого плеча 

хромосомы 1, длинного плеча хромосомы 9 и сегмента хромосомы 

1 проксимальнее 1р31, транслоцированного на конец короткого 

плеча хромосомы 1; транслокация двух длинных плеч хромосомы 1 

с образованием изохромосомы; транслокация короткого плеча 6 и 

длинного плеча 9 хромосом; транслокация части длинного плеча 6 

хромосомы на конец длинного плеча 17 хромосомы (сегмент хромо-

сомы 6 дистальнее 6q22 транслоцировался на хромосому 17 в 

участке 17q24).  
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Кариотип: 

44~46<2n>,XX,der(1;1;9)(1pter→1p31::1p36→1p10::9q10→9qter), 

i(1)(qter→q10::q10→qter),der(6;9)(6pter→6p10::9q10→9qter),t(6;17) 

(6pter→6q22::17q24→17qter;17pter→17q24::6q22→6qter),+7,-11,inc 

Экспрессия антигенов, мутации B-Raf + 

Экспрессия меланомного дифференцировочного антигена 

СD63 и антигена первого класса гистосовместимости.  

 

Клеточная линия меланомы человека mel Z хранится в Специа-

лизированной коллекции культур клеток позвоночных Российской 

коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 711Д. 

Патент на изобретение № 2390556. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Z 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Z, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Z, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Rac 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца Р.Д.М., 

и/б 95/5520, находившегося на лечении в 2002 г. с диагнозом диссе-

минированная меланома кожи правой голени. Материал получен пу-

тем удаления метастатического узла из мягких тканей правого 

бедра. Предыдущее лечение: хирургическое.  

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем при удалении 

метастазов кожи. Полученную суспензию клеток засевали во фла-

коны и культивировали в течение длительного времени. Стабильно 

растущая клеточная линия была получена на 20 пассаже.  

Морфологические признаки 

Цитограмма представлена полиморфным клеточным составом. 

Присутствуют клетки округлой, веретенообразной, вытянутой удли-

ненной, многоотросчатой и неправильной формы. Ядра клеток резко 

гиперхромные с зернистым и грубоглыбчатым строением хрома-

тина, часто содержат гипертрофированные ядрышки. Наблюдается 

фрагментация и почкование ядер. Цитоплазма клеток негомогенная, 

интенсивно базофильная.  

Кариологическая характеристика 

Выделено два клона клеток с различными хромосомными нару-

шениями. Всего проанализировано 33 метафазы, из них 22 относи-

лись к одному клону, а 11 – к другому. Число хромосом в обоих кло-

нах колеблется от 70 до 84 хромосом. Модальное число хромосом 

соответствует гипертриплоидному набору (3n+). Обнаружено также 

12 клеток с гексаплоидным (6n) набором (около 150 хромосом), что 

говорит о повышенной полиплоидизации в этой культуре. В клетках 

первого клона выявлена нулисомия по Y-хромосоме. В каждой из 

метафазных пластинок этого клона обнаружено две нормальные 

хромосомы 1, две хромосомы 1 с дополнительными хромосомными 

материалами неизвестного происхождения (от разных хромосом) на 

их коротких плечах, и, кроме того, часть длинных плеч двух хромо-

сом 1 (1q12 qter) участвует в транслокации с хромосомой, иденти-

фицировать которую не удалось. Обнаружена также делеция части 

длинного плеча хромосомы 6 в районе 6q21 (в двух экземплярах), 

транслокация двух длинных плеч хромосомы 7 с образованием изо-

хромосомы (в двух экземплярах) и транслокация длинных плеч хро-

мосом 9 и 14. Встречается 2–3 маленькие маркерные хромосомы. В 
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клетках второго клона выявлена дисомия по Y-хромосоме и нулисо-

мия по X-хромосоме. В каждой из метафазных пластинок этого 

клона наблюдалось по 4 нормальные хромосомы 3. Обнаружен до-

полнительный хромосомный материал неизвестного происхожде-

ния на длинном плече хромосомы 5 и на коротком плече хромо-

сомы 9.  

Кариотип:  

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[22] 

70~84<3n>,YY, Х,+3,add(5)(q35),add(9)(p21),inc[11] 

Экспрессия антигенов, мутации N-RAS+ 

Клеточная линия, характеризуется экспрессией меланомно-

дифференцировочных антигенов СD63, HMW и отрицательных 

MelanA, HMB45, Tyrosinase. Положительная экспрессия раковоте-

стикулярных маркеров (на уровне МРНК) класса MAGE. Особенно-

стью данной линии является наличие антигенов гистосовместимо-

сти первого и второго класса.  

 

Клеточная линия меланомы человека mel Rac хранится в Спе-

циализированной коллекции культур клеток позвоночных Россий-

ской коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 710Д.  

Патент на избретение № 2402602. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Rac 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Rac, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Rac, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel H 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациента 

Х.Н.С., и/б 00/9865, находившегося на лечении в 2001 г. с диагнозом 

диссеминированная меланома кожи левой стопы. Лечение: хирурги-

ческое, иммуно- и химиотерапевтическое.  

Получение 

Материал получен путем удаления метастатического пахового 

л/узла. Суспензию клеток засевали во флаконы и культивировали. 

Стабильно растущая клеточная линия была получена на 31 пассаже.  

Морфологические признаки 

Клеточная линия состоит из мономорфных клеток мелкого и 

среднего размеров, округлой, овальной и удлиненной формы без 

четких цитоплазматических контуров. Цитоплазма обильная него-

могенная, окрашена в базофильные тона с розоватым оттенком. 

Ядра клеток гипо- и нормохромные с зернистым строением хрома-

тина, иногда содержат ядрышки. Редко встречаются 2-х ядерные и 

гигантские одноядерные и многоядерные клетки. Встречаются ми-

тозы.  

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 88 метафаз. Число хромосом в 69 клетках ко-

леблется от 54 до 65 хромосом, что отражает триплоидный набор 

(3n). В 19 клетках обнаружен гексаплоидный (6n) набор (около 120 

хромосом). Вероятно, это клетки с реплицированными хромосом-

ными наборами, в которых не произошло разделение цитоплазмы, 

т.е. речь идет не о двух различных линиях клеток, а о повышенной 

полиплоидизации в этой культуре. Обнаружена нулисомия по хро-

мосоме Y, дополнительный хромосомный материал неизвестного 

происхождения на длинных плечах двух хромосом 19 и на длинных 

плечах хромосомы из группы D, перицентрическая инверсия 

участка хромосомы 16 (p11q12), транслокация хромосом 13 и 15. В 

32 клетках отмечаются хромосомные аберрации, представленные 

дицентрическими (47), трицентрическими (1) и кольцевыми (3) хро-

мосомами. Следовательно, данная культура и характеризуется высо-

кой хромосомной изменчивостью. 

Кариотип: 

54~65<3n>,XX,-Y, der(13;15)(q10;q10),add(Dq), 

inv(16)(p11q12),add(19)(q13.4),inc. 
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Экспрессия антигенов, мутации B-Raf + 

Экспрессия дифференцировочного антигена HMW, СD63; ан-

тигена гистосовместимости первого класса; РТА (на уровне МРНК) 

MAGE.  

 

Клеточная линия меланомы человека mel H хранится в Специа-

лизированной коллекции культур клеток позвоночных Российской 

коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 715Д.  

Патент на изобретение № 2402604. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel H 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel H, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel H, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Bgf 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца пациента 

Б.Г.Ф., 57 лет, и/б 03/9000, с диагнозом диссеминированная мела-

нома кожи плеча. Материал получен из метастат. узла из мягких тка-

ней правого бедра. Лечение: хирургическое  

Получение 

Суспензию клеток засевали во флаконы и культивировали. Ста-

бильно растущая клеточная линия получена на 32 пассаже.  

Морфологические признаки 

Цитограмма состоит из клеток вытянутой и веретенообразной 

формы с двумя и более длинными или короткими отростками цито-

плазмы, переплетающиеся с другими отростками (волоконцами ци-

топлазмы). Ядра клеток овальной и удлиненной формы, нормо- и ги-

перхромные с 1–3 нуклеолами и грубоглыбчатым строением хрома-

тина. Цитоплазма клеток негомогенная, слабо базофильная. Редко 

обнаруживаются двух ядерные и гигантские одноядерные и много-

ядерные клетки с 3–5 ядрами и фигуры митоза (0–2 в поле зрения). 

Кариология 

В большинстве клеток модальное число хромосом соответ-

ствует триплоидному набору (3n). Число хромосом колеблется от 64 

до 78. Встречаются тетраплоидные клетки. Всего проанализировано 

20 метафаз. 

Нарушения кариотипа включают несколько дериватных хромо-

сом. Дериватная хромосома 1 образована транслокацией участка не-

известной хромосомы на 1q11 и транслокацией на этот неизвестный 

участок части короткого плеча гомологичной хромосомы 1 (1p21-

pter). Дериватная хромосома 5 образована транслокацией участка 

хромосомы 1 дистальнее 1p13 на длинное плечо хромосомы 5 в рай-

оне 5q11. Длинное плечо хромосомы 1 участвует в образовании де-

риватной хромосомы 19: часть хромосомы 1 дистальнее 1q12 транс-

лоцирована на хромосому 19 в районе 19p12. Обнаружен также до-

полнительный хромосомный материал неизвестного происхожде-

ния на коротком плече хромосомы 9 в районе 9p21 и на коротком 

плече хромосомы 22 в районе 22p11.2. Транслокация двух коротких 

плеч хромосомы 7 с образованием изохромосомы и делеция хромо-

сомы 3 в участке 3p12. Все аномальные хромосомы в одной мета-

фазе представлены двумя копиями. 

Кариотип: 
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64~78<3n>,XХX,der(1)t(1;?)(q11;?)t(?;1)(?;p21)х2,del(3)(p12)х2,

der(5)t(1;5)(p13;q11)х2,i(7)(p10)х2,add(9)(p21)х2, 

der(19)t(1;19)(q12;p12)х2,add(22)(p11.2)х2,inc. 

Экспрессия антигенов, мутации B-Raf + 

Экспрессия дифференцировочных маркеров: СD63, HMW; ан-

тигена гистосовместимости первого класса. MAGE слабо положи-

тельный  

 

Клеточная линия меланомы человека mel Bgf хранится в Специ-

ализированной коллекции культур клеток позвоночных Российской 

коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 714Д.  

Патент на изобретение № 2390557. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Bgf 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Bgf, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Bgf, 

увеличенная в 100 раз 
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Клеточная линия меланомы человека mel Ksen 

Родословная 

Линия клеток получена из опухолевого образца больной К.Н.С., 

60 лет, и/б 00/10951 диссеминированной меланомой кожи передней 

брюшной стенки. Предыдущее лечение: хирургическое.  

Получение 

Опухолевая ткань получена хирургическим путем при удалении 

метастатического лимфоузла. Полученную суспензию клеток засе-

вали во флаконы и культивировали в течение длительного времени. 

Стабильно растущая клеточная линия была получена на 15 пассаже  

Морфологические признаки 

Цитограмма культуры mеl Ksen характеризуется присутствием 

клеток округлой формы мелкого, среднего и крупного размеров с 

четкими или фестончатыми границами негомогенной цитоплазмы, 

окрашенной в базофильные тона, и немногочисленных клеток вере-

тенообразной и вытянутой удлиненной формы. Ядра клеток нормо- 

и гиперхромные с грубоглыбчатым строением хроматина, содержат 

центрально расположенные нуклеолы. Имеются двух ядерные, ги-

гантские одноядерные и многоядерные клетки. Редко выявляются 

митозы.  

Кариологическая характеристика 

Проанализировано 20 метафаз. Число хромосом колеблется от 

45 до 48. Модальное число хромосом соответствует диплоидному 

набору (2n). Наблюдается транслокация части длинного плеча хро-

мосомы 5 на короткое плечо дополнительной хромосомы 1 (в 

участке 1р32); делеция части длинного плеча хромосомы 5 (в неко-

торых метафазных пластинках таких делетированных хромосом 

встречается по 2 шт.); транслокация двух коротких плеч хромосомы 

6 с образованием изохромосомы; транслокация короткого плеча 

хромосомы 7 и хромосомного материала неизвестного происхожде-

ния; моносомия по хромосоме 10; робертсоновская транслокация 

хромосом 15 и 21; маркерная хромосома. 

Кариотип: 

45~48<2n>,X,-Х,+der(1)t(1;5)(p32;q21),del(5)(q12) 2, 

i(6)(p10),+der(7)t(7;?)(p10;?),-10,der(15;21)(q10;q10),+mar,inc 

Экспрессия антигенов, мутации 

Клеточная линия, характеризуется экспрессией меланомного 

(дифференцировочного) маркера: СD63.  
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Клеточная линия меланомы человека mel Ksen, хранится в Спе-

циализированной коллекции культур клеток позвоночных Россий-

ской коллекции клеточных культур под номером РККК(П) 713Д.  

Патент на изобретение №2392316. 
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Фотографии клеточной линии меланомы человека mel Ksen 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Ksen, 

увеличенная в 40 раз 

 

 
Клеточная линия меланомы человека mel Ksen, 

увеличенная в 100 раз 
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