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РЕЗЮМЕ

Цель. Создание гетеротопических и ортотопических моделей ксенографтов колоректального рака (КРР), 
полученных от пациентов (Patient-derived xenograft, PDX-модель), путем трансплантации образцов опухо-
ли пациента иммунодефицитным мышам линии Balb/c nude.

Материалы и методы. Проведено исследование на 15 самках мышей линии Balb/c nude, возраст 6–8 нед, 
масса тела 21–25 г. Всем животным проведена трансплантация опухолевого материала, взятого от паци-
ентов с КРР, в следующие сайты: гетеротопические (под кожу бедра, в сальник); ортотопические (в нис-
ходящий и восходящий отделы толстой кишки, в слепую кишку). В течение 80 сут у животных контроли-
ровали следующие параметры: массу тела, общее состояние, объем опухолевого узла. Успешность каждой 
из моделей оценивали по степени приживления, динамике опухолевого роста и воспроизводимости гисто-
патологических характеристик. По завершению эксперимента животным выполнена эвтаназия методом 
цервикальной дислокации.

Результаты. На протяжении всего эксперимента наблюдалась 100%-я выживаемость животных и схожая 
динамика роста ксенографтов. Анализ гистологических препаратов ксенографтов и опухоли пациентов 
показал их соответствие умеренно дифференцированной аденокарциноме кишки. Описаны основные пре- 
имущества и недостатки создания различных вариантов PDX-моделей.

Заключение. Гетеротопические и ортотопические PDX-модели воспроизводят морфогистологические 
признаки человеческой опухоли и обладают устойчивой динамикой роста, следовательно, являются под-
ходящим инструментом для разработки, тестирования и валидации потенциальных лекарственных препа-
ратов против рака.
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ВВЕДЕНИЕ

Колоректальный рак (КРР) занимает четвертое 
место по частоте диагностирования в мире и сопро-
вождается высоким уровнем смертности на поздних 
стадиях [1, 2]. Установлено, что в 85% случаев опу-
холи толстой кишки возникают спорадически, а в 
15% обусловлены наследственной предрасположен-
ностью [3, 4].

Выбор правильной стратегии лечения рака тол-
стой кишки во многом зависит от анатомического 
расположения опухоли [5]. Опухоли проксимально-
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ABSTRACT

Aim. To create heterotopic and orthotopic patient-derived xenograft (PDX) models of colorectal cancer (CRC) by 
transplantation of patient’s tumor samples into immunodeficient BALB / c Nude mice.

Materials and methods. The study was performed on 15 female BALB / c Nude mice aged 6–8 weeks weighing 
21–25 g. All animals underwent transplantation of the tumor material obtained from CRC patients into the following 
sites: heterotopic transplantation (under the skin of the thigh and into the omentum), orthotopic transplantation (into 
the descending and ascending colon and into the cecum). Weight and general condition of the animals and the size 
of the tumor nodule had been monitored for 80 days. The success of each model was assessed by the degree of 
engraftment, the dynamics of tumor growth, and the reproducibility of histopathologic characteristics. At the end 
of the experiment, the animals were euthanized by cervical dislocation.

Results. 100% survival of the animals and similar tumor growth dynamics in the xenograft models were observed 
throughout the experiment. The analysis of histologic specimens obtained from the xenografts and patient’s tumor 
showed their correspondence to moderately differentiated intestinal adenocarcinoma. The main advantages and 
disadvantages of different variants of PDX models were described.

Conclusion. Heterotopic and orthotopic PDX models reproduce the morpho-histologic characteristics of human 
tumors and demonstrate stable growth dynamics. Therefore, they are a suitable tool for the development, testing, 
and validation of potential anticancer drugs.
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го отдела толстой кишки (правая сторона) и дисталь-
ного отдела толстой кишки (левая сторона) облада-
ют различными молекулярными и гистологическими 
характеристиками и, соответственно, имеют разные 
терапевтические ответы. Следовательно, разработка 
эффективной лекарственной терапии должна осу-
ществляться с учетом всех различий между этими 
опухолями [6].

Гистологические и морфологические особенно-
сти опухолей, формирующихся в правой или левой 
части толстой кишки, объясняются их различным 
эмбриональным происхождением. Слепая кишка, 
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аппендикс, восходящая ободочная кишка, печеноч-
ный изгиб и проксимальные две трети поперечной 
ободочной кишки развиваются из средней кишки, 
в то время как дистальная треть поперечной обо-
дочной кишки, селезеночный изгиб, нисходящая 
ободочная кишка, сигмовидная ободочная кишка и 
прямая кишка – из задней кишки. Правосторонние 
опухоли обычно представлены сидячими зубчатыми 
аденомами или муцинозными аденокарциномами и 
имеют морфологию полипа. Левосторонние опухоли 
представлены тубулярно-ворсинчатыми и типичны-
ми аденокарциномами [7]. 

Геномная неоднородность данных опухолей свя-
зана с тем, что правосторонний КРР характеризуется 
высокой микросателлитной нестабильностью (MSI-
high), а левосторонний связан с высокой хромосом-
ной нестабильностью (CIN-high) [8]. В отношении 
пациентов с левосторонним раком кишки более эф-
фективной оказывается адъювантная химиотерапия 
(ХТ) (5-фторурацил (5-FU)) и таргетная анти-EGFR 
терапия (против рецептора эпидермального фактора 
роста), которые обеспечивают лучший исход. Паци-
енты с правосторонним КРР гораздо лучше реаги-
руют на иммунотерапию вследствие присущей этим 
опухолям высокой антигенной нагрузке [9].

Исследование эффективности противоопухоле-
вых препаратов целесообразно проводить на докли-
нических моделях, которые в полной мере отражают 
все клинически значимые характеристики исходной 
опухоли человека. Раковые клеточные линии и по-
лученные из них ксенографты применяются для 
скринингового тестирования препаратов in vitro и in 
vivo. Однако выращивание неопластических клеток 
в искусственных условиях культивирования приво-
дит к изменению генетических, транскриптомных и 
гистологических параметров опухолевого материала 
вследствие его адаптации к измененным условиям 
существования [10]. Недостатками раковых клеточ-
ных линий являются сниженная опухолевая гетеро-
генность, принадлежность линий в основном к высо-
коагрессивным злокачественным опухолям и низкая 
предиктивная значимость в клинике [10, 11]. 

Для более точного воспроизведения биологиче-
ских характеристик донорской опухоли человека 
были созданы модели ксенографтов, полученные от 
пациентов (Patient-derived xenograft, PDX). Моде-
ли PDX создаются путем трансплантации злокаче-
ственных опухолей пациентов иммунодефицитным 
мышам [12]. Благодаря тому, что фрагменты опера-
ционного материала пациента сохраняют межкле-
точные взаимодействия, данные модели содержат не 
только злокачественные клетки, но и факторы ми-
кроокружения опухолей [13–16]. Во многих иссле-

дованиях последних лет описано успешное создание 
PDX-моделей для различных видов рака, таких как 
колоректальный рак [17], рак молочной железы [18], 
рак почек [19], рак желудка [20], немелкоклеточный 
рак легких [21].

В PDX-моделях фрагменты опухоли трансплан-
тируются в реципиентную мышь либо гетеротопи-
чески, либо ортотопически. Гетеротопические ксе-
нографты создаются путем имплантации фрагмента 
опухоли в сайт, не связанный с исходным местом 
расположения опухоли, как правило, подкожно 
[14, 22]. При ортотопической трансплантации опу-
холевая ткань пациента пересаживается в соответ-
ствующий анатомический орган. При подкожной 
трансплантации PDX-моделей редко возникает ме-
тастазирование у мышей и не воспроизводится орга-
носпецифическое микроокружение опухоли [14]. За 
счет того, что ортотопическое расположение ксено-
графта предполагает естественную среду, в которой 
развивалась опухоль у человека, оно считается наи-
более приоритетным для тестирования высокоспе- 
цифичных таргетных препаратов [22]. При этом в за-
висимости от задач эксперимента различаются сай-
ты ортотопической трансплантации операционного 
материала. В последнее время при использовании 
данной модельной системы учитывается не толь-
ко орган, специфичный для опухоли, но и, в случае 
КРР, также лево- и правосторонняя внутриорганная 
локализация.

Целью данного исследования явилось создание 
пяти вариантов PDX-моделей рака толстой кишки 
путем трансплантации образцов опухоли пациента 
иммунодефицитным мышам линии Balb/c nude и 
анализ преимуществ и недостатков каждой из мо-
делей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для трансплантации опухолевого материала че-

ловека использованы 15 самок мышей линии Balb/c 
nude 6–8 нед и массой тела 21–25 г. Мышей содер-
жали в SPF-виварии при температуре 22–24 ºС и от-
носительной влажности воздуха 60%, при световом 
режиме день–ночь, в искусственно вентилируемых 
клетках на стерильном корме, воде и подстиле. Все 
хирургические манипуляции в эксперименте выпол-
нены с соблюдением «Правил проведения работ с 
использованием лабораторных животных». Наблю-
дение за мышами осуществляли в течение 80 сут, по-
сле чего животных подвергали эвтаназии.

Образцы опухолей были взяты от пациентов с 
КРР, обратившихся в НМИЦ онкологии в период 
с октября 2020 по январь 2021 г. От пациентов по-
лучено письменное информированное согласие на 
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передачу биологического материала. При ортотопи-
ческой трансплантации в восходящий отдел толстой 
кишки и слепую кишку опухолевый материал доно-
ра соответствовал муцинозной аденокарциноме ки-
шечника, в то время как для трансплантации в нис-
ходящий отдел кишки фрагмент опухоли был взят от 
пациента с типичной аденокарциномой кишечника. 
При гетеротопической трансплантации также был 
использован материал, представленный типичной 
аденокарциномой кишечника.

Объем подкожных опухолевых узлов измерялся 
по формуле Шрека для эллипсоида:

V = а × в × с / 6,

где V – объем опухоли (мм3), а, в, с – максимальные 
диаметры эллипсоида в трех плоскостях (мм).

 В качестве средства премедикации мышам вво-
дили препарат «Ксила» концентрацией 20 мг/мл, как 
основной анестезирующий препарат использовали 
золетил концентрацией 22,57 мг/мл. Сразу после 
иссечения опухолевую ткань человека помещали 
в 5%-й раствор гентамицина в среде Хенкса. Не-
посредственно перед трансплантацией ножницами 
вырезали кусочки объемом примерно 3 × 3 × 3 мм,  
удалив все некротические ткани. Время от момен-
та резекции опухолевого материала у пациента до 
трансплантации в толстую кишку мыши не превы-
шало 40 мин. Непосредственно перед операцией 
кожу мыши в области рассечения обрабатывали 
10%-м раствором повидон-йода. Ушивание кожи и 
брюшины выполняли с помощью лигатуры Prolene 
4.0, фрагменты опухолей пациентов подшивали к 
стенке кишечника и сальнику, используя лигатуру 
Prolene 5.0.

Гетеротопическая трансплантация образцов 
опухоли под кожу бедра. Фрагменты опухоли подса-
живали подкожно, дорсально, в заднюю поверхность 
бедра, так как это место облегчает мониторинг опу-
холи. Для этого при помощи ножниц делали разрез в 
области бедра. В созданный тупым методом препа-
рирования карман закладывали фрагмент донорской 
опухоли. Завершали операцию наложением шва на 
кожу в месте разреза.

Гетеротопическая трансплантация образцов 
опухоли в сальник. Для обеспечения трансректально-
го доступа к сальнику выполняли послойное рассе-
чение кожи и брюшины вдоль прямой мышцы живо-
та на расстоянии 2,5 см от мечевидного отростка. В 
операционную рану выводили участок толстой киш-
ки, подвешенный на сальнике. К сальнику подшива-
ли фрагмент опухоли. Возвращали кишку в брюш-
ную полость и послойно ушивали брюшину и кожу 
скорняжным швом.

Ортотопическая трансплантация образцов опу-
холи в слепую кишку. Вдоль средней линии тела вы-
полняли послойное рассечение кожи и брюшины. 
Разрез начинали на расстоянии 20 мм от конца ме-
чевидного отростка и заканчивали в 5 мм от уретры. 
Слепую кишку визуализировали путем выведения в 
операционную рану. На концевой части слепой киш-
ки, на расстоянии 5 мм от края, накладывали кисет-
ный серозно-мышечный шов, не затягивая лигатуру. 
Затем рассекали серозно-мышечный слой слепой 
кишки и производили инвагинацию концевой части, 
создавая карман, в который затем вкладывали фраг-
мент опухоли человека. Последовательно затягивали 
лигатуру, помещали слепую кишку в брюшную по-
лость и послойно ушивали брюшину и кожу мыши.

Ортотопическая трансплантация образцов опу-
холи в восходящий отдел толстой кишки. Аналогич-
но способу, описанному в методе ортотопической 
трансплантации в слепую кишку, в операционную 
рану выводили слепую кишку и тянущиеся за ней 
восходящей отдел ободочной кишки, затем продоль-
но рассекали серозный и мышечный слои стенки ки-
шечника. Далее подшивали фрагмент опухоли над 
выполненным ранее рассечением. Возвращали киш-
ку в брюшную полость и послойно ушивали брюши-
ну и кожу скорняжным швом.

Ортотопическая трансплантация образцов опу-
холи в нисходящий отдел толстой кишки. На рассто-
янии 7 мм от основания хвоста, отступая 3 мм вправо 
от позвоночника, выполняли ножницами разрез кожи 
и брюшины длиною 10 мм. Далее с помощью анато-
мических пинцетов визуализировали прямую кишку. 
На расстоянии 5 мм от зоны перехода нисходящего 
отдела толстой кишки в прямую кишку производили 
продольное рассечение стенки кишки. Ткань опухо-
ли толстой кишки человека лигатурой подшивали к 
толстой кишке мыши. Ушивали послойно брюшину 
и кожу мыши.

После проведения операции в течение 80 сут у 
животных 1-го пассажа контролировали следую-
щие параметры: массу тела, общее состояние, объем 
опухолевого узла. Для оценки приживления и роста 
ортотопических ксенографтов и гетеротопических 
ксенографтов в сальник животные подвергались 
контрольной лапаротомии через 40, 60 и 80 сут по-
сле трансплантации. Свидетельством успешной ксе-
нотрансплантации служил рост опухоли до объемов 
1–1,5 см3. Измерение размеров опухолевых узлов 
проводили с помощью штангенциркуля.

После некропсии фрагменты опухолевого матери-
ала фиксировали в 10%-м формалине 24 ч и затем на 
этапе процессинга подвергали их обезвоживанию и 
пропитке парафином. Далее изготовляли парафино-
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вые блоки и срезы препаратов, которые монтировали 
на стекла и окрашивали гематоксилином и эозином. С 
помощью светового микроскопа проводили гистологи-
ческое исследование донорской опухоли человека, ге-
теротопических и ортотопических ксенографтов. Для 
получения изображений целых участков при увеличе-
нии 200 использовали сканер Aperio Scan Scope XT.

Статистический анализ данных выполнен с помо-
щью программного пакета Statistica 10. Для иссле-
дования достоверности различия средних величин 
использовали U-критерий Манна – Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе эксперимента проведена трансплантация 

опухолевого материала в следующие сайты иммуно-
дефицитной мыши: под кожу и в сальник (гетерото-
пически), в нисходящий, восходящий отделы толстой 
кишки, слепую кишку (ортотопически) (рис. 1). В за-
висимости от варианта сайта трансплантации мыши 
были разделены на пять групп (по три самки в каждой 
группе). В процессе всей длительности эксперимента 
наблюдалась 100%-я выживаемость животных, их со-
стояние было удовлетворительным. Рост приживлен-
ных опухолей в различных моделях PDX наблюдался 
на протяжении всего эксперимента.

Из 15 процедур гетеротопической и ортотопиче-
ской трансплантаций 12 привели к созданию моде-

лей PDX, т.е. общая частота приживления составила 
80%. На рис. 2 отображена динамика роста объемов 
опухолевых узлов гетеротопических и ортотопиче-
ских PDX-моделей колоректального рака человека. 
По результатам статистического анализа с исполь-
зованием критерия Манна – Уитни объемы опухо-
левых узлов всех пяти экспериментальных групп 
животных на 40, 60 и 80-е сут после оперативного 
вмешательства статистически значимо отличались 
от начального объема трансплантируемого фрагмен-
та опухоли донора. Таким образом, на протяжении 
всего эксперимента наблюдался статистически зна-
чимый рост гетеротопических  и ортотопических 
ксенографтов.

В процессе гистологического исследования было 
подтверждено, что различные модели PDX КРР 
имеют схожие признаки с первичными донорски-
ми опухолями. Для каждого ксенографта и опухоли 
пациента в 3–5 различных образцах оценивали диф-
ференцировку опухоли, наличие некроза и выражен-
ность стромы. Микрофотографии гистологических 
препаратов разработанных PDX-моделей представ-
лены на рис. 3. 

При контрольной лапаротомии ортотопического 
ксенографта (трансплантация в восходящий отдел 
толстой кишки) на 80-е сут были обнаружены мета- 
стазы в печень (рис. 4).

Рис. 1. Ксенотранспланта-
ция опухолевого материала 
пациента иммунодефицит-
ным мышам с использова- 
нием различных сайтов: ге- 
теротопическая трансплан-
тация (80-е сут после опе-
рации): а – под кожу бедра, 
е – в сальник; ортотопиче-
ская трансплантация (20-е 
сут после операции): b – в 
нисходящий отдел толстой 
кишки; d –  в слепую кишку;  
с – ортотопическая транс-
плантация (80-е сут после 
операции) в восходящий 
отдел толстой кишки

а           b      с 
 

d          е

Бюллетень сибирской медицины. 2022; 21 (3): 50–58

Киблицкая А.А., Максимов А.Ю., Гончарова А.С. и др. Варианты создания гетеротопических и ортотопических PDX-моделей 



55

Оригинальные  статьи

Рис. 4. Метастаз (показан стрелкой) в печень при кон-
трольной лапаротомии ортотопического ксенографта на 

80-е сут после трансплантации

Рис. 2. Динамика роста объемов опухолевых узлов PDX-моделей колоректального рака человека, мм3

 Рис. 3. Гистологические препараты опухолевого материала. Опухоль гетеротопического ксенографта: а – под кожу, b – в 
сальник, c – в нисходящий отдел толстой кишки, d – в восходящий отдел толстой кишки, e – в слепую кишку. Окраска ге-

матоксилином и эозином, ×200

       а     b

c               d           e
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В таблице обобщены основные преимущества и 
недостатки, которые наблюдаются при создании и 
применении различных вариантов PDX-моделей в 
доклинических исследованиях.

Гетеротопический способ трансплантации явля-
ется наименее времязатратным и трудоемким. Дан-
ный вид хирургического вмешательства является 
малотравматичным для экспериментального живот-
ного. В нашем эксперименте была продемонстри-
рована 100%-я приживляемость при этом варианте 
трансплантации. При подкожной трансплантации 
очень легко наблюдать за динамикой опухолевого 
роста путем измерения размеров опухоли штанген-
циркулем. Из недостатков самым значимым мож-
но назвать не органоспецифичное микроокруже-
ние, которое создается вследствие трансплантации  
опухоли в нетипичное для опухоли пациента распо-
ложение.

Ортотопическая трансплантация в стенку кишки 
требует значительных технических навыков и доста-
точно сильно травмирует животное, ввиду этого дан-
ная модель обладает ограниченной емкостью и вос-
производимостью. Следует также отметить, что при 
создании ксенографта нисходящего отдела кишки на 
40–80-е сут эксперимента все еще было невозможно 
пальпировать опухоль и визуально оценить резуль-
тат. Вследствие расположения нисходящего отдела 

кишки вблизи пояснично-крестцовой области спины 
при контрольной лапаротомии данной модели был 
затруднен доступ к ксенографту.

Основным преимуществом ортотопического 
способа трансплантации фрагментов опухоли чело-
века при КРР является специфический сайт имплан-
тации внутри органа, который способен воспроиз-
водить особенности микроокружения, тем самым 
сохраняя основные молекулярно-генетические сиг-
нальные пути.

Применение ортотопических и внутрибрюш-
инных ксенографтов в исследованиях эффектив-
ности лекарственных препаратов также требует 
определенной технической базы, так как для оцен-
ки динамики опухолевого процесса необходимо 
применять такие методы визуализации, как маг-
нитно-резонансную томографию и компьютерную  
томографию. 

Ортотопические PDX-модели, несмотря на требо-
вание высокого уровня технических средств, также 
могут быть использованы как модели спонтанного 
метастазирования для оценки метастатического по-
тенциала опухоли и эффективности антиметаста-
тических веществ, что является важным аспектом 
в фундаментальных исследованиях биологии онко-
генеза. При ортотопической имплантации в кишку 
иммунодефицитной мыши необходимо учитывать, 

Т а б л и ц а

Преимущества и недостатки создания различных вариантов PDX-моделей колоректального рака
Способ 

трансплан- 
тации PDX-

модели

Характеристика сайта трансплантации Преимущества модели Недостатки модели

Гетеро- 
топический

Создается путем трансплантации фрагмен-
та опухоли толстой кишки человека под 
кожу бедра иммунодефицитной мыши 

Легкость и скорость проведения хирургиче-
ской операции.
Легкость визуальной оценки динамики опу-
холевого роста.
Большое разнообразие типов воспроизводи-
мых человеческих опухолей.
Малотравматичность для животного

Замещение тканеспецифич-
ной стромы опухоли.
Микроокружение не специ-
фично для опухоли.
Отсутствие метастазов

Создается путем трансплантации фрагмен-
та опухоли толстой кишки человека в саль-
ник иммунодефицитной мыши

Богатое кровоснабжение, что обеспечивает 
хорошую трофику и приживление

Микроокружение не специ-
фично для опухоли.
Сложность проведения хи-
рургичекой операции.
Сложность оценки динамики 
роста опухоли

Орто- 
топический 

Создается путем трансплантации фрагмен-
та опухоли толстой кишки человека (му-
цинозной аденокарциномы) в восходящий 
отдел толстой кишки и слепую кишку им-
мунодефицитной мыши. 
Создается путем трансплантации фрагмен-
та опухоли толстой кишки человека (ти-
пичной аденокарциномы) в нисходящий 
отдел толстой кишки иммунодефицитной 
мыши

Внутриорганная
специфичность микроокружения.
Пригодность для изучения метастазирования

Сложность проведения хи-
рургичекой операции.
Сложность оценки динамики 
роста опухоли
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что агрессивный рост прививаемой опухоли может 
привести к непроходимости кишечника и гибели жи-
вотного и, следовательно, к вынужденному прекра-
щению эксперимента.

В результате проведенного эксперимента можно 
заключить, что выбор того или иного способа транс-
плантации при создании PDX-моделей зависит  
от многих факторов: задач и целей эксперимента, 
качества и биологических характеристик донор- 
ского опухолевого материала и модельного орга-
низма, инструментального оснащения лаборатории, 
степени подготовки научного персонала, матери-
ального финансирования, отводимых временных 
рамок и т.д.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, выполненное исследование по-

зволяет прийти к выводу, что вне зависимости от 
сайта имплантации опухолевого материала донора 
иммунодефицитной мыши, полученные ксенограф-
ты показывают высокую частоту приживления и в 
значительной степени воспроизводят морфогисто-
логические характеристики человеческой опухоли. 
Благодаря этому PDX-модели могут быть использо-
ваны в поиске биомаркеров и оценке эффективности 
новых противоопухолевых лекарств.
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