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ВВЕДЕНИЕ

Глиобластома (ГБМ) – самая распространенная 
и агрессивная опухоль головного мозга. Она отли- 
чается инвазивностью, резистентностью к терапии 
и чрезвычайной гетерогенностью, что препятствует 
ее эффективному лечению. Для разработки новых 
подходов к лечению ГБМ необходимо получать 
надежные, хорошо охарактеризованные животные 

модели этого заболевания. Ксенотрансплантатные 
модели на основе опухолевых образцов, получен- 
ных от пациента (PDX, patient-derived xenograft), –  
более релевантны по сравнению с ксенотрансплан- 
татными моделями, полученными на основе кле- 
точных линий (CDX, cancer cell line-derived xeno- 
graft) [1]. 

Разработка ортотопических животных моделей 
опухолевых заболеваний важна как для более точного 
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нейроспецифичность данной модели. Следовательно, она может служить более релевантной моделью 
глиобластомы по сравнению с моделью на основе клеточной линии U87MG.
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моделирования поведения опухолей в организме, 
так и для получения достоверных результатов при 
исследовании действия новых экспериментальных 
противоопухолевых лекарственных препаратов. 
Получение ортотопической модели ГБМ – особен- 
но актуальная задача, поскольку головной мозг от- 
личается наличием гемато-энцефалического  
барьера и, следовательно, иммунопривилегирован- 
ным статусом [2]. Кроме того, по сравнению с  
большинством другими опухолевых моделей, по- 
лучение ортотопической модели ГБМ осложняется 
необходимостью ксенотрансплантации опухо- 
левых клеток в мозг животных. Целью работы 
была получение и сравнение подкожной и интра- 
краниальной моделей ГБМ человека в иммунодефи- 
цитных мышах линии NSG на основе первичной 
(PDX) и линейной (CDX) клеточных культур 
глиобластомы человека.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристики клеточных культур глиомы. 
Ранее был охарактеризован ряд первичных культур 
ГБМ, полученных от пациентов [3]. В качестве 
кандидатов для ксенотрансплантации были рас- 
смотрены культуры 011, 019 и 022 (табл. 1). 

Был поставлен окончательный гистологический 
диагноз для всех опухолей, а также исследовано 
наличие важных прогностических маркеров. Ранее 
было показано, что присутствие маркеров IDH и 
1p19q свидетельствуют о наилучшем прогнозе для 
пациентов, также наличие IDH и MGMT говорит о 
более высокой чувствительности к лечению [4,5]. 
Кроме того, 1p19q – маркер олигодендроглиом, 
а мутации IDH свойственны астроцитоме grade 
2-4, что позволяет установить характер развития 
опухоли до момента ее обнаружения [4,6]. В по- 
лученных нами первичных культурах отсутствуют 
мутации вышеперечисленных маркеров, что 
свидетельствует об их агрессивных свойствах. 
Ранее была предложена схема подтипирования 
ГБМ, основанная на профилях экспрессии ге- 
нов, благодаря чему выделяют три подтипа ГБМ –  
пронейрональный, классический и мезенхималь- 
ный [7]. Опухоли пронейронального подтипа 
характеризуются наилучшим прогнозом для 
пациентов, тогда как мезенхимальный подтип –  

более агрессивен и хуже поддается лечению. 
Однако стоит отметить, что биопсия из разных 
областей опухоли пациента может привести к 
отнесению к разным молекулярным подтипам за 
счет высокой внутриопухолевой гетерогенности 
ГБМ [8]. 

Для сохранения исходной гетерогенности 
опухоли, первичные культуры, полученные от па- 
циентов, выращиваются в виде нейросфер на спе- 
циализированной среде, содержащей основной 
фактор роста фибробластов и эпидермальный 
фактор роста (рис. 1). Напротив, линеаризованная 
клеточная культура U87MG выращивается в виде 
прикрепленного монослоя на стандартной среде, 
содержащей эмбриональную бычью сыворотку, 
и характеризуется сниженной гетерогенностью 
и высоким пролиферативным потенциалом [9] 
(рис. 1). При этом известно, что клеточная линия 
U87MG обладает высокодифференцированным 
фенотипом, и ее туморогенность может зависеть 
от экспрессии маркеров стволовости [10].

Таблица 1. Характеристика первичных культур глиобластомы человека

Название Окончательный гистологический диагноз IDH1 mut MGMT 1p19q
011 Глиобластома grade 4, IDH-wildtype – – –
019 Глиобластома grade 4, IDH-wildtype – – –
022 Глиобластома grade 4, IDH-wildtype – – –

Рис. 1. Морфология клеточных культур ГБМ чело- 
века: первичной культуры 022 и линейной культуры 
U87MG, световая микроскопия.
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Молекулярный подтип первичных культур 011,  
019 и 022 определялся по данным транскрип- 
томного анализа, где сравнивался уровень диф- 
ференциальной экспрессии маркеров, характер- 
ных для пронейронального (PDGFA, OLIG2,  
SOX2) и мезенхимального (CHI3L1, ALDH1A3, 
MET) подтипов [7]. Среди исследуемых нами куль- 
тур, 011 и 019 имеют высокую экспрессию PDGFA, 
OLIG2, SOX2 и относятся к пронейрональному 
подтипу (рис. 2). При этом клеточную культуру 
022 однозначно классифицировать по молекуляр- 
ному подтипу не удалось, что, вероятнее всего, 
объясняется исходной гетерогенностью опухоли 
и присутствием внутри опухоли клеток различных 
молекулярных подтипов. 

Известно, что выведение первичных образцов  
опухолей, полученных от пациента, в линеаризован- 
ную клеточную культуру приводит к изменению 
клеточной морфологии, а также способности к  
миграции и инвазии.  Поэтому в качестве контроль- 
ной культуры была выбрана клеточная линия 
ГБМ человека U87MG, которая обладает высокой 
туморогенностью как при подкожной [11], так и 
при ортотопической [12] ксенотрансплантации. 
В клеточной культуре 022, как и в линии U87MG, 
уровни пронейрональных и мезенхимальных 
маркеров не имели определенного соответствия с  
конкретным подтипом (рис. 2). Исходя из сходства  
транскриптомов, дальнейшую ксенотранспланта- 
цию проводили с использованием первичной 
культуры 022 и контрольной линейной культуры 
U87MG.

Получение подкожных и интракраниальных 
ксенотрансплантатов ГБМ человека. При под- 
кожном введении культуры 022 мышам линии 
NSG ни у одного из животных не сформировалась 

опухоль, тогда как для клеточной линии U87MG  
подкожная приживаемость составила 100%. Стоит 
также отметить, что культура 022 также характери- 
зовалась отсутствием роста при культивировании 
в стандартной питательной среде с эмбриональной 
бычьей сывороткой в условиях in vitro, что согла- 
суется с отсутствием туморогенности при под- 
кожной ксенотрансплантации.

При интракраниальном введении, прижива- 
емость культуры 022 и клеточной линии U87MG 
составила 100% с средним продолжительностью 
нахождения в эксперименте с момента инокуляции 
клеток до срочной эвтаназии 27 дней для клеток 
022 (диапазон 24–34 дня) и 26 дней для U87MG 
(диапазон 24–27 дней). Начиная со второй недели 
после инокуляции клеток, животные в обеих груп- 
пах теряли вес, и тенденция сохранялась до конца 
прижизненной фазы эксперимента (рис. 3а). В 
течение первых трех недель исследования при 
детальном клиническом осмотре у всех мышей 
отсутствовали признаки дистресса. Начиная с 24-го  
дня, у животных фиксировались отклонения, ко- 
торые могли служить симптомами опухоли голов- 
ного мозга: тремор, неподвижность и пассивная 
реакция на взятие. На основании этих наблюдений 
ветеринаром принималось решение о проведении 
срочной эвтаназии. Макроскопическая картина 
дислокации структур правого полушария в обеих 
группах представлена на рис. 3б. 

Рис. 2. Дифференциальная экспрессия маркеров про- 
нейронального и мезенхимального подтипов в пер- 
вичных культурах ГБМ и клеточной линии U87MG. 
Представлены значения логарифма по основанию 2 от  
значений TPM (transcript per million, количество транс- 
криптов на 1 млн).

Рис. 3. Результаты ортотопической ксенотранспланта- 
ции культур ГБМ человека мышам линии NSG. (а) –  
Средние значения массы тела животных в экспери- 
менте; (б) – фотографии головного мозга эксперимен- 
тальных животных.

(а)

(б)
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Гистологическое обследование показало, что в 
каждой из групп наблюдается рост опухолей как 
вглубь ткани головного мозга, так и на поверхность 
(рис. 4). В опухолях, сформированных первичной 
культурой 022, отмечался рост в сторону желудоч- 
ков (что характерно для глиом человека). Нели- 
нейные клетки были эпителиоидного вида, тогда 
как клетки U87MG имели больше саркоматоид- 
ный вид. Экспрессия глиальных маркеров (GFAP,  

S100, р53) была идентична в опухолях, полученных 
из обоих культур (рис. 5).

Таким образом, первичная культура 022 – органо- 
специфична, и ее туморогенность, по-видимому, 
зависит от присутствия специфических нейрофак- 
торов, характерных для микроокружения головного 
мозга. Следовательно, она может служить более  
релевантной моделью глиобластомы при интра- 
краниальной ксенотрансплантации по сравнению 
с моделью на основе клеточной линии U87MG.

Рис. 4. Гистологическое обследование срезов опухолей, сформированных культурами ГБМ. (а) – Срез опухоли, 
сформированной первичной культурой 022. Отмечается рост опухоли в субарахноидальном пространстве и 
подкорковых структурах; (б) – срез опухоли, сформированной клеточной линией U87MG. Отмечается рост опухоли в 
субарахноидальном пространстве. 1 – кора головного мозга; 2 – опухолевая ткань; 3 – субарахноидальное пространство; 
4 – подкорковые структуры. Окраска гематоксилином и эозином, ×100.

(а) (б)

Рис. 5. Иммуногистохимическое исследование опухолевых срезов, ×100. 1 – экспрессия GFAP (glial fibrillar acid protein) –  
единичные клетки; 2 – экспрессия S100 – единичные клетки; 3 – экспрессия р53 – единичные клетки (суррогатный 
маркер, отражающий мутацию гена ТР53).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные культуры. Первичную культуру 
ГБМ 022 культивировали в виде нейросфер на  
полной ростовой среде DMEM/F12 (Sigma-Aldrich),  
содержащей 2 мМ глутамина (2% MACS Neuro- 

Brew-21 (Miltenyi Biotec), 20 нг/мл основного 
фактора роста фибробластов (bFGF; Sigma-
Aldrich), 20 нг/мл эпидермального фактора роста  
(EGF; Sigma-Aldrich), 1% пенициллин-стрептоми- 
цин (Sigma-Aldrich)). Клеточная линия U87MG 
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(АТСС, США) культивировалась при 37°С и 5%  
CO2 в среде DMEM/F12 (Sigma–Aldrich), со- 
держащей 2 мМ глутамина, 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (Gibco, Thermo Fisher Scien- 
tific); и 1% пенициллина-стрептомицина (Sigma- 
Aldrich). 

Транскриптомный анализ. Библиотеки кДНК  
для секвенирования парных концов были подготов- 
лены с использованием набора TruSeq Stranded 
mRNA-Seq Library Preparation Kit (Illumina) в 
соответствии с протоколом производителя. После 
секвенирования образцов с использованием сис- 
темы Illumina HiSeq 2500 (Illumina) были получены 
125 пар оснований парных концов. Анализ экспрес- 
сии генов был выполнен, как описано ранее [2].

Животные. 6-недельные самцы иммунодефи- 
цитных мышей NSG (NOD-Prkdcscid Il2rgem1/
Smoc) (НПП ФИБХ РАН питомник лабораторных 
животных “Пущино”) содержались в индиви- 
дуально вентилируемых клетках Tecniplast в ус- 
ловиях автоматической смены 12-часового днев- 
ного и ночного периода. Гранулированный корм 
полнорационный для содержания крыс и мышей 
SNIFF RI/M-H V1534-30 (автоклавируемый) и 
фильтрованная водопроводная вода давались  
ad libitum. Все процедуры с животными в экспе- 
рименте были рассмотрены и утверждены инсти- 
тутской комиссией по уходу и использованию 
животных ФИБХ РАН (IACUC) на предмет 
соответствия этическим требованиям обращения с 
лабораторными животными (№ протокола 841/22). 

Ксенотрансплантация. Распределение живот- 
ных по группам представлено в табл. 2. Для под- 
кожного введения мышам удаляли шерсть с по- 
мощью машинки для стрижки животных и крема 
для депиляции Veet Minima на поясничной области,  
справа. Нелинейные клетки 022 и клетки линии 
U87MG вводили подкожно с помощью шприца 
с иглой 23G. Для данных групп оценивалась 
только приживаемость клеток при подкожном 
введении. Для интрастриарного введения жи- 

вотных подвергали анестезии (Золетил/Ксилазин) 
и вводили нелинейные клетки 22 и клетки линии 
U87MG в Matrigel в правое полосатое тело по 
следующим стереотаксическим координатам:  
+0.9 мм AP, −1.8 мм ML, −2.8 мм DV. Мыши 
наблюдались дважды в день, один раз утром и 
один раз во второй половине дня для выявления 
тяжелого состояния и смертности. Детальный кли- 
нический осмотр и измерение массы тела прово- 
дились при формировании групп и еженедельно в 
последующем. Животных в критическом состоя- 
нии подвергали срочной эвтаназии ингаляцией 
CO2 и проводили полную некропсию. У каждого 
вскрытого животного был взят головной мозг и 
зафиксирован в 10% нейтральном забуференном 
формалине.

Гистология. Головной мозг всех животных, по- 
лучивших интрастриарное введение, был вырезан, 
залит в парафин, порезан на срезы, окрашен 
гематоксилином и эозином (H&E) и изучен с по- 
мощью световой микроскопии. В исследовании 
был использован микроскоп проходящего света 
DMLA Leica с видеокамерой Photometrics Cool 
SNAP cf и программным обеспечением “Мекос”. 

Иммуногистохимия. Для иммуногистохими- 
ческого окрашивания использовали автоматичес- 
кий иммуностейнер Ventana UltraBenchmark, про- 
токолы окрашивания согласно инструкции про- 
изводителя антител Roche Diagnostics. Антитела: 
GFAP (глиальный фибриллярный кислый белок) –
кроличье моноклональное антитело, клон ЕР672Y, 
S100 – CONFIRM anti-S100 первичное антитело, 
клон 4С4.9; р53 – первичное антитело anti-p53, клон 
Вр53-11. Срезы с парафиновых блоков толщиной  
3 мкм были смонтированы на стекла с адгезивным 
покрытием и окрашены согласно протоколу про- 
изводителя в автоматическом иммуностейнере. 
Оценка экспрессии антигенов производилась 
согласно инструкции производителя. Детекция 
производилась с помощью системы детекции DAB 
UltraView Roche.

Таблица 2. Распределение животных по группам

Клетки Тип введения N Объем (мкл) Доза (кл./жив.) Гистологическое исследование

Культура 022 подкожное 6 50 6 × 106 –

Культура U87MG подкожное 6 50 6.4 × 104 –

Культура 022 интрастриарное 10 10 6 × 106 +

Культура U87MG интрастриарное 10 10 6.4 × 104 +
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Туморогенность клеточных опухолевых культур  
человека в иммунодефицитных животных – важ- 
ная характеристика для создания надежных мо- 
делей опухолевых заболеваний in vivo. Тогда как  
для многих типов солидных опухолей подкожная 
ксенотрансплантация опухолевых клеток иммуно- 
дефицитным мышам позволяет получить достовер- 
ную модель, при создании животных моделей  
ГБМ человека необходимо оценить тумороген- 
ность опухолевых клеток ГБМ в головном мозге. 
В работе выявлены особенности поведения пер- 
вичной и линеаризованной культур ГБМ при орто- 
топической ксенотрансплантации иммунодефи- 
цитным мышам NSG. Показано, что тумороген- 
ность первичной и линеаризованной культур 
опухолевых клеток ГБМ в иммунодефицитных 
мышах NSG отличается в зависимости от лока- 
лизации ксенотрансплантата подкожно либо интра- 
краниально.  При этом был выявлен ряд молеку- 
лярных характеристик, которые могут отвечать 
за туморогенность. Специфические особенности 
опухолей с локализацией в головном мозге следует 
учитывать при разработке животных моделей 
ГБМ.
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of Human Glioblastoma in NSG Mice
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Development of an orthotopic intracranial model based on a human glioblastoma cell culture in immu-
nodeficient mice is an important task both for studying the invasiveness and aggressiveness of tumor cell 
behavior, and for creating a reliable model to evaluate the efficacy of new drugs for glioblastoma therapy.

In this study, a comparative analysis was conducted using a glioblastoma cell line (U87MG) and 
primary glioblastoma cells obtained from a patient (culture 022), following subcutaneous and orthotopic 
intracranial xenotransplantation into NSG immunodeficient mice. It was shown that in both groups of 
animals with orthotopic xenografts, the tumors grew both deep into the brain tissue and along the brain 
surface, while in the case of the primary culture 022, growth toward the ventricles was also observed. The 
non-cell-line-derived (primary) cells exhibited an epithelioid morphology, whereas U87MG cells showed 
a more sarcomatoid appearance. The U87MG cell line was tumorigenic in both locations. However, the 
primary culture 022 formed tumors only following intracranial, but not subcutaneous, xenotransplantation, 
indicating the neuro-specificity of this model.

Therefore, it may serve as a more relevant glioblastoma model compared to the U87MG cell line-based 
model.
Keywords: glioblastoma, intracranial xenograft, tumorigenicity, U87MG


