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До настоящего времени основным молекуляр-
ным маркёром меланом, как в опухолях человека 
и животных, так и в культурах клеток, служит бе-
лок промежуточных филаментов разных тканей 
мезодермального происхождения. При этом в ряде 
случаев в клетках меланомы выявляются и эпите-
лиальные промежуточные филаменты – цитокера-
тины. Впервые это было продемонстрировано в 
конце 80-х годов XX в. [1]. 

В дальнейшем экспрессия эпителиальных 
цитокератинов, наряду с виментином, была под-
тверждена при исследовании не только культур 
клеток, но и ткани меланомы человека [2, 3]. 
Более того, при повышении уровня экспрессии 
цитокератинов было показано изменение ряда 
характеристик клеток меланомы – увеличение 
миграционной активности на культурах кле-
ток и метастического потенциала в опытах на 
животных [4]. При этом нокаут гена белка ци-
токератина 18 приводил к уменьшению мигра-
ционной активности по сравнению с исходной 
клеточной культурой [4].

Заметим, что аналогичные изменения в пове-
дении клеток отмечены при так называемом фе-
номене эпителиально-мезенхимальной транс-
формации [5]. В этом случае de novo экспрессия 

мезенхимального белка виментина в эпители-
альных опухолевых клетках, экспрессирующих 
специфические цитокератины, представляет 
собой клинически значимый неблагоприятный 
маркёр агрессивности течения онкологического 
заболевания [6, 7].

Попытки оценить прогностическую значи-
мость экспрессии в ткани меланомы эпители-
альных цитокератинов не привели к определен-
ному выводу [2, 8]. По нашему мнению, эта не-
определенность обусловлена тем, что не решен 
фундаментальный вопрос: что означает выяв-
ление в культуре клеток или ткани меланомы, 
наряду с виментином, цитокератинов? Следует 
это рассматривать как экспрессию белков в раз-
ных опухолевых клетках или коэкспрессию бел-
ков в одних и тех же опухолевых клетках? 

Мы попытались ответить на этот вопрос при 
исследовании экспрессии и коэкспрессии ви-
ментина и цитокератинов в культурах клеток 
меланомы человека, которые были получены и 
запатентованы ранее.

Материалы и методы 

Исследование проведено на шести клеточ-
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mel Kor, mel Ibr, mel IL, полученных и запатенто-
ванных в лаборатории, а также на линии SK-MEL-2 
(ATCC HTB-68) из коллекции The Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center. Все клеточные линии по-
лучены из метастатических узлов меланомы кожи 
в мягкие ткани и лимфоузлы.

В работе использован ассоциированный с про-
точной цитометрией метод двойного иммуно-
флуоресцентного анализа, разработанный и запа-
тентованный ранее в нашей лаборатории [9, 10]. 
Одноклеточную суспензию в течение 15–20 ч ин-
кубировали с первичными моноклональными 
антителами к широкому спектру цитокератинов 
(панцитокератины, клон MNF116, «DAKO», 
США), затем в течение 1 ч инкубировали с ан-
тителами к мезенхимельному белку вименти-
ну (клон SP20, «BIOCARE», США) и 1,5 ч – с 
вторичными антителами, конъюгированными с 
флуорохромами DyLight488 (ab96899, Велико-
британия) или DyLight650 (ab96899, Велико-
британия). После этого для удаления из анализа 
дебриса и эритроцитов клетки  в течение 15 мин 
инкубировали с красителем ДНК Hoechst 33258 
(«Sigma-Aldrich», США). 

Флуоресценцию клеток измеряли на про-
точном цитофлуориметре «Navios» («Beckman 
Coulter», США). Для визуализации распреде-
ления клеток в зависимости от интенсивности 
флуоресценции в разных каналах проточного 
цитофлуориметра использовали точечные диа-
граммы, построенные в программе WinMDI 

2.9. Статистическую обработку данных прово-
дили с помощью программы GraphPad Prism 7.0 
(«GraphPad Software», США).

Результаты и обсуждение

Результаты оценки в культурах клеток мела-
номы человека показателей экспрессии вимен-
тина и цитокератинов, а также коэкспрессии 
маркёров представлены в таблице. В исследо-
ванных культурах меланом содержание клеток, 
экспрессирующих только основной молекуляр-
ный маркёр меланом – виментин, было мини-
мальным и колебалось от 1 до 12%. Доля кле-
ток, экспрессирующих только эпителиальные 
цитокератины, была существенно более значи-
тельной. Лишь в двух культурах клеток (№ 1 и 
№ 5) содержание клеток, экспрессирующих ци-
токератины, составляло менее 20%, тогда как в 
остальных – от 24 до 46%. Важно отметить, что 
при оценке коэффициента корреляции Спирме-
на не было выявлено связи между двумя этими 
показателями (r = –0,67; 95% CI: (–0,94) – 0,14; 
p = 0,09).

Иной оказалась ситуация с количеством клеток, 
коэкспрессирующих оба маркёра в одних и тех же 
клетках (виментин и цитокератины). Видно, что 
разброс значений этого показателя значительно 
меньше по сравнению с показателями экспрессии 
только виментина или только цитокератинов, од-
нако в некоторых случаях различия достигали по-
лутора раз (например, № 4 и № 2).

Доля клеток, экспрессирующих мезенхимальный маркёр виментин и эпителиальные 
цитокератины в культурах клеток меланомы человека

Номер 
образца

Линия клеток 
меланомы

Доля клеток, экспрессирующих маркёры, %*

только виментин только 
цитокератин

коэкспрессия 
виментина и 
цитокератина

1 mel Mtp 1 39 60

2 mel IL 9 11 80

3 mel H 6 17 77

4 mel Ibr 2 46 52

5 mel Kor 1 25 74

6 mel Raс 12 24 64

7 SK-MEL-2 1 46 53

*Представлены результаты одного из трех анализов, при повторном проведении которых различия в 
значениях показателей не превысили 3%; **долю клеток (%), экспрессирующих маркёры, рассчитывали 
по отношению к суммарному числу окрашенных клеток.
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Реальные точечные диаграммы, полученные 
при двойном иммунофлуоресцентном окраши-
вании клеточных культур меланомы линий mel 
IL и mel Ibr представлены на рисунке.

Видно, что в культуре клеток линии mel IL 
подавляющее число клеток (80%) составляет 
популяция с фенотипом коэкспрессии вимен-
тина и цитокератинов, тогда как в культуре Ibr 
доля таких клеток в 1,5 раза меньше (52%). Бо-
лее того, культуры значительно отличаются и 
по количеству клеток, экспрессирующих только 
цитокератины (11 и 46% в клетках линии mel IL 
и mel Ibr соответственно). Что касается клеток, 
экспрессирующих только виментин, то их доля 
низка в обоих случаях (2 и 9%). 

Таким образом, эти результаты в совокуп-
ности с данными, представленными в таблице, 
демонстрируют значительные фенотипические 
различия исследованных клеточных культур ме-
ланомы человека.

Точечные диаграммы распределения клеток меланомы по интенсивности флуоресценции при количе-
ственной оценке уровня экспрессии виментина, цитокератинов или коэкспрессии этих маркёров. По 
оси абсцисс – интенсивность внутриклеточной флуоресценции (усл. ед.) красителя DyLight488, по оси 
ординат – интенсивность внутриклеточной флуоресценции (усл. ед.) красителя DyLight650. В таблицах 
под диаграммами: Quad* – обозначение квадранта, UL – верхний левый (клетки, экспрессирующие ви-
ментин), UR – верхний правый (клетки, коэкспрессирующие виментин и цитокератины), LL – нижний 
левый (автофлуоресценция клеток после инкубации с вторичными антителами) и LR – нижний правый 
(клетки, экспрессирующие цитокератины); Events** – число клеток в каждом квадранте; долю клеток 
(процентное содержание указано на рисунках в квадрантах) с экспрессией маркёра рассчитывали отно-

сительно суммы окрашенных клеток 

Заключение 

При исследовании клеточных линий мелано-
мы человека выявлены различия количествен-
ных показателей экспрессии и коэкспрессии 
мезенхимального маркёра виментина и эпите-
лиальных цитокератинов, что свидетельствует 
о выраженной молекулярной гетерогенности 
клеток меланомы. Подчеркнем, что речь идет о 
гетерогенности именно клеток, а не культур, так 
как экспрессия двух маркёров оценена одновре-
менно в каждой из исследованных клеток. Это 
стало возможным благодаря применению разра-
ботанного авторами метода двойного иммуно-
флуоресцентного окрашивания с использовани-
ем проточной цитофлуориметрии.

Анализ полученных результатов показывает, 
что лишь незначительная популяция клеток (до 
10%) презентирует только основной маркёр ме-
ланомы – виментин. Существенно большее чис-
ло клеток меланомы в культуре (от 25 до 50%) 
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может экспрессировать только эпителиальные 
цитокератины. С нашей точки зрения, особенно 
важным представляется то, что во всех культу-
рах отчетливо выявляется доминирующий мо-
лекулярный фенотип клеток. Это клетки, коэк-
спрессирущие не только виментин, но и разные 
эпителиальные цитокератины.

Таким образом, удалось ответить на постав-
ленный в работе вопрос: что означает описан-
ная в литературе экспрессия в культурах клеток 
меланомы виментина и цитокератинов – экс-
прессию маркёров в разных клетках или ко-
экспрессию в одних и тех же опухолевых клет-
ках? Показано, что молекулярный фенотип кле-
ток меланомы в культуре гетерогенный и, наря-
ду с клетками, экспрессирующими только один 
маркёр, доминирующая популяция презентиру-
ет и виментин, и цитокератины. Возможно, это 
характерная особенность исследованных куль-
тур клеток, так как все они получены из ткани 
метастазов меланомы (см. раздел «Материалы и 
методы»). 

Возвращаясь к работе, в которой было по-
казано, что выявление в культурах меланомы 
эпителиальных цитокератинов коррелирует 

с повышенным миграционным и метастатиче-
ским потенциалам клеток, а нокаут генов ци-
токератинов, напротив, уменьшает проявление 
этих агрессивных свойств клеток меланомы [4], 
можно предположить, что именно количество 
клеток, коэкспрессирующих виментин и цито-
кератины, а не уровень экспрессии одного или 
другого маркёра может характеризовать агрес-
сивность и метастатический потенциал новооб-
разования. По существу, прослеживается пря-
мая аналогия с известным фактом, что потен-
циально более агрессивны эпителиальные опу-
холевые клетки с коэкспрессией цитокератинов 
и мезенхимального белка виментина [7, 8].

Работа выполнена в рамках программы ис-
следований, запланированных в ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Мин-
здрава России (тема НИР: «Маркёры стволо-
вой опухолевой клетки меланомы человека», 
рег. № AAAA-A16-116122210048-6).
Конфликта интересов нет.
Дополнительной информации нет.
Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с использованием людей или 
животных в качестве объектов.
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Molecular heterogeneity in 7 human metastatic melanoma cells lines was revealed by dual 
immunofl uorescent assay and fl ow cytometry. It has been evaluated that quite a small 
population of cells (up to 10%) expressed only vimentin, the main marker of melanoma. 
Only epithelial cytokeratins expression was revealed in more signifi cant amount of cells 
(from 25% to 50%). And fi nally, coexpression of vimentin and cytokeratins was newly 
identifi ed and dominant molecular phenotype (50–80% cells expressed both markers). The 
authors expect that the letter phenotype of melanoma cells may be a molecular marker of 
tumor aggressiveness and metastatic potential. 

Key words: immunofl uorescent assay, fl ow cytometry, vimentin, cytokeratins, melanoma.
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