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Органотипическое культивирование клеток меланомы в трехмерном (3D) матриксе, который имитирует
дерму, является одним из перспективных направлений моделирования опухоли и изучения ее биологии.
Целью исследования являлось изучение морфологических и иммуногистохимических характеристик кле-
ток меланомы, полученных в результате эксцизионной биопсии кожи, при длительном 3D-культивирова-
нии на желатиновом матриксе. После 35-суточного культивирования проводили светооптический морфо-
логический и иммуногистохимический анализ скаффолдов с использованием антител к меланоцитарным
антигенам S100, SOX10, а также к мембранному антигену CD44. Через 35 сут культивирования клеток пер-
вичной культуры меланомы на желатиновых пористых скаффолдах, полученных методом выщелачива-
ния, сохранялась экспрессия меланоцитарных антигенов и мембранного антигена CD44. Клетки мелано-
мы были адгезированы к поверхности и разрушали матрикс скаффолда. Таким образом, разработан ком-
понентный и количественный состав трехмерного желатинового скаффолда, обеспечивающего адгезию и
пролиферацию клеток первичной культуры меланомы с сохранением экспрессии меланоцитарных анти-
генов и белка CD44.
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Меланома – наиболее агрессивная и смертельная
форма опухоли кожи. Общая пятилетняя выживае-
мость пациентов с отдаленными метастазами со-
ставляет 16%, а медиана общей выживаемости со-
ставляет от 4 до 6 месяцев (Faruk, 2012; Cheng et al.,
2018). До недавнего времени варианты лечения
включали в себя химиотерапию и попытки иммуно-
терапии, однако с открытием активирующих мута-
ций в кодоне 600 гена BRAF, характерных для 40–
60% меланом, началось активное использование его
ингибиторов (Hayward et al., 2017; Luke et al., 2017).
Быстрый прогресс в создании и развитии данного
класса препаратов связан с наличием подходящих
моделей для исследований. Взаимодействие опухо-
левых клеток с микроокружением играет важную
роль в их функционировании и регуляции, и, следо-
вательно, является критически важным фактором
ответа на терапию. Опухолевый матрикс – один из
определяющих компонентов микроокружения.
Клетки меланомы обладают способностью к инва-
зии в окружающую строму, пролиферации и мигра-
ции (Shain, Bastian, 2016; Müller, Kulms, 2018). Эф-

фективность применяемой модели меланомы зависит
от того, сохраняет ли она морфологию и антигенные
свойства первичной опухоли (Vörsmann et al., 2013).
Использование подобной модели требует воссозда-
ния соответствующей цито- и гистоархитектоники
(Magdeldin et al., 2017).

Большая часть исследований проводится на двух-
мерных (2D) клеточных культурах, в которых клетки
растут в виде монослоя на культуральном пластике.
Одно из существенных ограничений 2D-клеточной
культуры – расположение клеток, позволяющее по-
лучить равный доступ к питательным веществам,
кислороду и используемым терапевтическим моле-
кулам. В трехмерной (3D) клеточной культуре, на-
оборот, ее структура позволяет создать градиент пи-
тательных веществ, зоны гипоксии и центрального
некроза, морфологически имитировать динамиче-
ское взаимодействие стромы и клеток меланомы, а
также изучать эпигенетические, генетические и бел-
ковые взаимодействия (Pampaloni et al., 2007).
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Перечисленные эффекты зависят от гистоархи-
тектоники скаффолда и его состава (Xiaohong, 2003;
Hill et al., 2015). В настоящее время существует боль-
шое количество подходов к созданию 3D-культур,
наиболее распространенный – это клеточные сферои-
ды, представленные одним типом клеток (Wegert et al.,
2019). В ряде работ при культивировании клеток ме-
ланомы в виде сфероидов, была показана экспрес-
сия ими меланоцитарных антигенов, в частности
HMB-45 (Ramgolam et al., 2011). Однако клеточные
сфероиды ограничены в размере и росте и не имеют
стромы, которая, в свою очередь, значительно влия-
ет на молекулярные и фенотипические свойства
клеток (Schmidt et al., 2019). Чтобы преодолеть огра-
ничения по размеру модели in vitro, а также спроек-
тировать микросреду, близкую к in vivo, опухолевые
клетки или даже целые сфероиды могут быть посея-
ны на полимерных органических каркасах или могут
быть встроены в гидрогели, которые напоминают
микроокружение опухоли.

Ряд работ показал возможность культивирования
клеток меланомы на полимерах синтетической при-
роды, к которым относят полимолочную кислоту и
полигликолевую кислоту, матриксные материалы,
такие как коллаген или желатин, коммерчески до-
ступные Cellink Bioink, Cellink Matrigel (Lee et al.,
2008; Hill et al., 2015; Naves et al., 2018), в том числе с
применением метода биопечати (Lyden et al., 2018)
или микрофлюидных систем (Aref et al., 2018). Одна-
ко до сих пор открыт вопрос о поиске новых материа-
лов и методов моделирования скаффолдов, позволяю-
щих поддерживать морфологические и молекулярно-
генетические характеристики клеток меланомы при
длительном культивировании.

Мы создали пористый желатиновый скаффолд,
усовершенствовав описанную ранее методику (Hölzl
2016). Желатин обладает низкой иммуногенностью,
а также имеет большое количество сайтов клеточной
адгезии (Nikolova et al., 2019). Целью исследования
являлось изучение морфологических и иммуноги-
стохимических характеристик первичной культуры
клеток меланомы кожи при 35-суточном 3D-культи-
вировании на пористом желатиновом скаффолде.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Получение первичной культуры меланомы. Мате-
риал опухоли был получен при эксцизионной биоп-
сии образца кожи спины у пациента с патологоанато-
мическим диагнозом поверхностно распространяю-
щаяся пигментная меланома, pT4b. Забор материала
проводили с одобрения локального этического коми-
тета ФГБОУ ВО Амурской ГМА Минздрава России
после получения информированного согласия от па-
циента.

Образцы опухоли помещали в однократный ФСБ
(фосфатно-солевой буфер) (Биолот, Россия) со
100 МЕ/мл бензилпенициллина (Биолот, Россия) и

2 мг/мл гентамицина (Биолот, Россия). Образцы
хранили в течение 1 сут при 4°С. После суточного
карантина проводили их обработку для исключения
контаминированных образцов. Образец помещали
на 20 с в 70%-ный раствор этилового спирта, после
чего дважды промывали в стерильном растворе
ФСБ. Дальнейшая подготовка образца ткани соот-
ветствовала протоколу первичного эксплантата (Ian
Freshney, 2006). На 5-е сут наблюдали выход опухо-
левых клеток из образцов. На 10-е сут кусочки кожи
удаляли из чашки Петри. Дальнейшее культивирова-
ние клеток проводили на питательной среде DMEM с
10% телячьей сыворотки при 37°С и 5% СО2. Культуру
пассировали 3 раза для удаления других типов клеток.

Кроме того были подготовлены цитологические
мазки для морфологического и иммуногистохими-
ческого исследования с фиксацией в 95%-ном эти-
ловом спирте.

Подготовка 3D-скаффолдов. Скаффолды были
изготовлены из пищевого желатина типа Б, полу-
ченного из бычьего коллагена (ЗАО “Компания
Проксима”, Россия). Желатин растворяли в 0.9%
изотоническом растворе хлорида натрия при 55°С.
Для создания пористой структуры использовали
хлорид натрия (ООО “АО РЕАХИМ”, Россия).

Химическую фиксацию желатина производили
глутаровым альдегидом (Sigma Aldrich, Германия).
Готовили стандартизированные по площади образ-
цы пористых желатиновых скаффолдов. Скаффолды
получали путем нанесения 20%-ного раствора жела-
тина на слой хлорида натрия с размером кристаллов
от 4 до 50 мкм в чашке Петри в весовом соотноше-
нии 1 : 9. Чашку Петри помещали в термостат при
37°С на 24 ч. После этого проводили обработку
скаффолдов 2.5%-ным раствором глутарового аль-
дегида, приготовленного на ФСБ (pH 7.4). Выщела-
чивание хлорида натрия проводили с помощью после-
довательной инкубации образцов в деионизированной
воде на протяжении 48 ч со сменой растворов каждые
24 ч. Размер готового скаффолда – 5 × 5 × 2 мм. Скаф-
фолды перед заселением клеточной культурой под-
вергали паровой стерилизации при 121.1°С и давле-
нии 2 атм. в течение 20 мин.

Заселение скаффолдов первичной культурой клеток
меланомы. Снятие клеток меланомы проводили с ча-
шек Петри на 12-е сут с помощью раствора трипсина
(0.25 мг/мл) (Thermo Fisher Scientific, Германия).
Полученную клеточную суспензию в объеме 300 мкл
с концентрацией клеток 4 × 106 на 1 мл переносили
на подготовленные скаффолды. Скаффолды с клет-
ками меланомы культивировали в 96-луночных
планшетах (Thermo Fisher Scientific, Германия) в
CO2-инкубаторе при 37°С и 5%-ной концентрации
СО2. Ежедневно анализировали состояние культу-
ральной среды и морфологию клеток на скаффолде.
Смену культуральной среды проводили каждые 3 сут.

Пробоподготовка для морфологического и иммуно-
гистохимического исследования. Количество скаф-
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фолдов составило 18 образцов. Скаффолды с клетка-
ми меланомы культивировали в течение 35 сут. Мор-
фологическое исследование скаффолдов проводили
на 14 и 35 сут. Для этого по 3 образца скаффолда раз-
деляли на 2 части и в течение 24 ч фиксировали в
10%-ном забуференном формалине (Биовитрум,
Россия) для морфологического и иммуногистохи-
мического исследования и в 1%-ном растворе глута-
рового альдегида (Thermo Fisher Scientific, Германия),
приготовленного на ФСБ для сканирующей элек-
тронной микроскопии. Параллельно с этим проводи-
ли исследования 2-D культуры для контроля клеточ-
ной морфологии.

Для светооптической микроскопии после фикса-
ции осуществляли проводку через изопропанол в ги-
стопроцессоре Leica Peloris II. Скаффолды заливали
в парафиновую среду “Гистомикс” (Биовитрум,
Россия), с парафиновых блоков на санном микрото-
ме (Leica SM2000R) изготавливали срезы толщиной
4 мкм, которые монтировали на предметные стекла
(Menzel) для иммуногистохимического исследова-
ния. Для окраски парафиновых срезов гематоксили-
ном и эозином был использован автоматический ги-
стостейнер Leica ST5020.

Для сканирующей электронной микроскопии
проводили последовательную дегидратацию образ-
цов в 50%-ном, 70%-ном, 96%-ном и 100%-ном эта-
ноле, каждый этап продолжительностью 20 мин.
Окончательную дегидратацию осуществляли по ме-
тоду сушки при критической точке с использовани-
ем сжиженного углекислого газа. На образцы скаф-
фолдов перед исследованием напыляли слой золота
толщиной 10 нм (SPI Module™ Sputter Coater, США).
Контрастирование 2D-клеточной культуры, для
сканирующей электронной микроскопии на пла-
стике проведено с помощью стандартной методики с
контрастированием при помощи хлорида лантана
(Патент РФ № 2578977, 12.05.2015). Цитологические
мазки изготавливали путем равномерного распреде-
ления 400 мкл суспензии клеток с концентрацией
2 × 106 на 1 мл по поверхности предметного стекла с
помощью покровного стекла под углом 25°. Далее
проводили сушку образцов на воздухе при 23°С до
полного высыхания жидкости. Мазки фиксировали
смесью ацетона и метанола в объемном отношении
1 : 1 в течение 90 с, с последующей промывкой в
ФСБ в течение 5 мин с последующим иммуногисто-

химическим исследованием и окраской гематокси-
лином и эозином (Suvarna et al., 2018).

Морфологическое исследование. Структуру полу-
ченных скаффолдов оценивали с помощью светово-
го микроскопа Olympus BX46 (Япония) и сканера ги-
стологических препаратов Panoramic 250, 3D Histech
(Венгрия) с объективом ×20. Сканирующую электрон-
ную микроскопию проводили с помощью сканирую-
щего электронного микроскопа Hitachi-S3400N (Япо-
ния). Оценивали структуру, количество и размер
пор, наличие перемычек в скаффолде, количество и
характер расположения клеток меланомы (Nanou et al.,
2018). Для анализа морфологических особенностей
структуры скаффолдов использовали Adobe Photo-
shop 2019.

Иммуногистохимическое исследование. Иммуно-
гистохимическое (ИГХ) исследование выполнено с
использованием первичных антител anti-S100 (но-
мер в каталоге 760-2523), SOX10 (номер в каталоге
760-4968), CD44 ( номер в каталоге 790-4537), Ki67
(номер в каталоге 790-4286), Ventana, США. ИГХ ис-
следование проводили на автоматическом иммуно-
стейнере Bench Mark Ultra (Ventana, США), по про-
токолам указанным в табл. 1 с системой детекции
ultraView Universal DAB Detection Kit (номер в ката-
логе 760-500). Во всех случаях процедура окрашива-
ния не отличалась от рекомендованной производи-
телями антител.

Количественную оценку иммуногистохимиче-
ской реакции осуществляли на цифровых изображе-
ниях с использованием свободного программного
обеспечения Qupath, модуль Cell Analysis.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфологическое исследование скаффолда. Полу-

ченные с помощью метода выщелачивания скаф-
фолды при гистологическом исследовании имеют
высокую пористость, с размером пор от 1 до 100 мкм
(рис. 1). Поры занимают от 35 до 45% площади скаф-
фолда. При сканирующей микроскопии скаффолда
выявляется большое количество пор различного
размера и соединяющих их каналов (рис. 2).

Морфологическое и иммуногистохимическое ис-
следование клеток меланомы. При исследовании ци-
тологического мазка первичной культуры меланомы

Таблица 1. Протокол иммуногистохимического исследования

Использованные 
первичные антитела Клон Восстановления антигенной 

активности, время, температура

Время и температура 
инкубации с первичными 

антителами

Время и температура 
инкубации со вторичными 

антителами

SOX-10 BS7 Ventana Ultra CC1, 48 мин, 99°C 32 мин, 36°C 8 мин, 36°C
S-100 Polyclonal Ventana Ultra CC1, 60 мин, 100°C То же То же
CD44 SP37 Ventana Ultra CC1, 36 мин, 95°C То же То же
Ki67 30-9 Ventana Ultra CC1, 36 мин, 95°C 32 мин, 37°C То же
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клетки имеют выраженный полиморфизм и эпителио-
подобную форму с включениями веретеноподобных
клеток на протяжении всего времени 2D-культивиро-
вания (рис. 3a, б).

Белок S100 выявляется в 40% клеток, как в ядре,
так и в цитоплазме (рис. 3в). Белок SOX10 присут-
ствует примерно в 10% клеток первичной 2D-куль-
туры меланомы через 35 сут с момента изоляции кле-
ток из первичного экспланта (рис. 3г). Индекс проли-
феративной активности, рассчитанный по результатам
выявления Ki67, составил 10%. Экспрессия мембран-
ного антигена CD44 отмечается в 90–95% всех клеток
на 35 сут культивирования, в том числе CD44 выяв-
ляется и в цитоплазме (рис. 3д).

При морфологическом исследовании на 14 сут
эксперимента скаффолды имели вид высокопори-
стой структуры с хаотично расположенными скоп-
лениями клеток с очаговой адгезией к скаффолду и
фокальным формированием участков разрушения
матрикса скаффолдов. На 35 сут группы по 5–10 кле-
ток, адгезированных к поверхности желатинового
скаффолда, образуют сфероидные скопления. Они
демонстрируют инвазивный рост и разрушение под-
лежащих коллагеновых структур. Внутри коллагено-
вых балок находятся клетки меланомы, разрушаю-
щие коллагеновый матрикс с его ремоделированием
(рис. 4a–в). Экспрессия меланоцитарных антигенов
S100, SOX10 в клетках, культивируемых на скаффол-
де, и 2D-клеточной культуре сохраняется в клетках
меланомы на 35 сут культивирования. Однако про-
центное содержание клеток, экспрессирующих белок
S100, выросло в клетках скаффолда с 40% до 95%, а
SOX10 – c 10% до 90%. Кроме того в 90% клеток мела-
номы, культивируемых на скаффолде, на 35 сутки
культивирования также выявляется мембранный
антиген CD44, в том числе и в цитоплазме клеток
(рис. 4г–е). Индекс пролиферативной активности
Ki67 составил 5%.

Полученные результаты свидетельствуют о том,
что при культивировании клеток меланомы на скаф-
фолдах, полученных на основе 20%-ного раствора
желатина методом выщелачивания и сшитых глута-
ровым альдегидом, сохраняется экспрессия мелано-
цитарных антигенов, характерных для 2D-культуры.

Однако экспрессия белка S100 возрастает в клетках,
культивируемых на скаффолде.

ОБСУЖДЕНИЕ

Создание пористых скаффолдов, имеющих трех-
мерную структуру, на основе биологического поли-
мера желатина, обладает рядом преимуществ по
сравнению с другими полимерами. Желатин содер-
жит большое количество сайтов адгезии для клеток,
что способствует прикреплению клеток к скаффол-
дам, имеет низкую иммуногенность, так как срав-
ним по химическому составу с коллагеном в тканях
организма. Он биодеградирует, а также хорошо под-
дается модификации с помощью различных химиче-
ских веществ (Rose et al., 2014).

Полученные результаты 35-суточного культиви-
рования свидетельствуют о способности клеток ме-
ланомы адгезироваться к синтезированному скаф-
фолду, сохраняя меланоцитарные маркеры и спо-
собность к инвазии. В местах прикрепления клеток
наблюдается снижение плотности скаффолда, что
может быть косвенным свидетельством выделения
металлопротеиназ и других факторов, приводящих к
ремоделированию матрикса. Увеличение экспрес-
сии белка S100 и SOX10 в клетках меланомы в скаф-
фолде, вероятно, связано с трехмерным культивиро-
ванием. Белки S100 и SOX10 в клетках меланомы от-
вечают за рост, инвазию и пролиферацию (Graf et al.,
2014; Bresnick et al., 2015).

Кроме того, интересна экспрессия антигена
CD44. Ряд работ (Sapudom et al., 2017; Chen et al.,
2018) рассматривают CD44 как предиктивный и про-
гностический маркер прогрессии и метастазирова-
ния, связывая это с аутокринной регуляцией через
TGF-b1 и bFGF. При этом клетки меланомы изме-
няют структуру матрикса на менее плотный с фор-

Рис. 1. Пористый скаффолд на основе 20%-ного раствора
желатина, приготовленного методом выщелачивания.
Окраска гематоксилин-эозином. Увел.: 40×.

200 мкм

Рис. 2. Пористый скаффолд на основе 20%-ного раствора
желатина, полученный методом выщелачивания. Скани-
рующая электронная микроскопия, напряжение 30 кВ,
увел.: 100×.

500 мм
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мированием собственного матрикса. Эти изменения
требуют дальнейшего исследования, и вероятно,
связаны с матриксными металлопротеиназами, ко-
торые участвуют в ремоделировании скаффолда.

В контексте прикладного применения 3D-модель
опухоли является потенциальной системой для
оценки эффективности противоопухолевой терапии
у пациентов на основе индивидуального подхода к

лечению. Эффективность терапии может быть оце-
нена на основании тестов цитотоксичности и мор-
фологического анализа опухолевой ткани ex vivo в
тест-системе. Такая оценка включает гистологиче-
ское исследование для оценки лечебного патомор-
фоза и иммуногистохимическое исследование про-
лиферативной активности опухоли с учетом биомар-
керов Ki67 и специфических тканевых антител.

Рис. 3. Клетки первичной культуры меланомы после 2D-культивирования в течение 35 сут. а – Световая микроскопия,
окраска гематоксилин-эозином, увел.: 8×. б – Сканирующая электронная микроскопия, контрастирование солями лантана,
напряжение 30 кВ, увел.: 420×. в – Выявление белка S100, локализация антигена в ядре и цитоплазме, увел.: 8×. г – Выявле-
ние белка SOX10, локализация антигена в ядре, увел.: 20×. д – Выявление белка CD44, локализация антигена в цитоплазме и
на мембране, увел: 20×. в, г, д – Иммуногистохимия, световая микроскопия.

100 мкм

200 мкм

а

в

г

г

б
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3D-моделирование опухолевой ткани с изучени-
ем иммунофенотипа и морфологии скаффолда име-
ет фундаментальное и прикладное значение. Сохра-

нение экспрессии меланоцитарных маркеров и экс-
прессии трансмембранного гликопротеина CD44 в
течение 35 сут первичной клеточной культуры, поз-

Рис. 4. Клетки первичной культуры меланомы после культивирования на желатиновых скаффолдах в течение 35 сут. а –
Клетки меланомы внутри желатинового матрикса скаффолда; сканирующая электронная микроскопия, увел.:151×. б, в –
Клетки меланомы, разрушающие матрикс скаффолда: б – световая микроскопия, окраска гематоксилин-эозином, увел.: 30×,
в – сканирующая электронная микроскопия, увел.: 854×. г – Выявление белка S-100, увел.: 20×. д – Выявление белка SOX10,
увел.; 20×. е – Выявление белка CD44, увел.: 20×. г, д, е – Иммуногистохимия, световая микроскопия.

300 мм

50 мм

50 мма

в

д е

г

б



ЦИТОЛОГИЯ  том 62  № 5  2020

КУЛЬТИВИРОВАНИЕ КЛЕТОК МЕЛАНОМЫ IN VITRO НА 3D-СКАФФОЛДЕ 381

воляет изучать факторы и механизмы инвазии, мета-
стазирования на искусственно созданных пористых
желатиновых скаффолдах in vitro.
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CULTIVATION MELANOMA CELLS IN VITRO ON A 3D SCAFFOLD PREPARED 
ON THE BASIS OF GELATIN

A. A. Yatsenkoa, b, *, V. A. Kushnarevb, c, E. M. Ustinova, D. V. Leonova, V. M. Kislitskiya,
S. S. Tseluyko a, and A. S. Artemevac

aAmur Student Medical Academy Ministry of Health of the Russian Federation, Blagoveshchensk, 675006 Russia
bLimited Liability Company “IQ Biofabric”, Moscow, Skolkovo, 121205 Russia

cN.N. Petrov National Medical Research Center of Oncology, St. Petersburg, 191124 Russia
*e-mail: mdyatsenko@gmail.com

Organotypic cultivation of melanoma cells in a 3D matrix that mimics the dermis, as well as co-cultivation with other
types of cells, is one of the promising directions for tumor modeling. The purpose of our work was to study the mor-
phological and immunohistochemical characteristics of melanoma cells, during 35 days of 3D cultivation on a gel-
atin porous matrix. Melanoma cells were obtained as a result of an excision biopsy. After 35 days of cultivation we
conducted light-optical morphological and immunohistochemical analysis of scaffolds with antibodies to the mela-
nocytic antigens S100, SOX10, and the membrane antigen CD44. After 35 days of 3D culturing of primary melano-
ma culture cells on porous gelatin scaffolds we demonstrated expression of melanocyte antigens and membrane an-
tigen CD44. Melanoma cells were adhered to the surface and destroyed the scaffold matrix. Scaffolds were obtained
by leaching. We have developed the component and quantitative composition of a three-dimensional gelatin scaf-
fold, which provide adhesion and proliferation of cells of the primary melanoma culture while maintaining the ex-
pression of melanocytic antigens and CD44 protein.

Keywords: in vitro melanoma model, 3D cultivation, scaffolds
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