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Актуальность. Ортотопические ксенограф-
ты человеческих опухолей (patient-derived 
xenograft  – PDX) на иммунодефицитных мы-
шах признаны наиболее адекватной моделью 
опухолевого процесса благодаря способности 
сохранять после имплантации первоначаль-
ные свойства опухоли. Они могут применяться 
для изучения противоопухолевого действия 
фармакологических субстанций in vivo, а  так-
же исследования особенностей и  механизмов 
канцерогенеза. Результаты доклинических 
исследований фармакологических субстанций, 
полученные на PDX-моделях, практически не 
разнятся с  последующими клиническими ис-
пытаниями. Цель  – создание ортотопической 
PDX-модели высокодифференцированной 
нейроэндокринной опухоли (НЭО) поджелу-
дочной железы (ПЖ) человека путем имплан-
тации фрагмента опухоли пациента в ПЖ имму-
нодефицитных мышей. Материал и  методы. 
Фрагмент опухоли был взят от пациента с  ди-
агнозом высокодифференцированной НЭО 
ПЖ, G2 с  метастазом в  печени. Для создания 
ортотопической PDX-модели НЭО ПЖ человека 
было использовано 15 самцов иммунодефицит-
ных мышей линии Balb/c Nude массой 22–24  г. 
Фрагмент первичной НЭО ПЖ был транс-
плантирован в  ПЖ 10  животным. Фрагмент 
метастаза НЭО в  печени был имплантирован 
в  печень 5  мышей. Наблюдение за животными 
проводили в  течение 45  суток. Прижизненное 
наблюдение за ростом опухоли выполня-
лось с  использованием визуализации на маг-
нитно-резонансном томографе ClinScan. По 
окончании эксперимента осуществляли эвта-
назию и  некропсию. Проводили стандартное 

гистологическое и  иммуногистохимическое 
исследование с антителами к хромогранину А, 
синаптофизину, маркеру пролиферативной ак-
тивности (Ki-67) человеческой опухоли донора 
и ортотопических ксенографтов в ПЖ и печени 
мышей. Результаты. Видимые изменения в со-
стоянии мышей были замечены спустя 30 дней 
после операции. Они выражались в увеличении 
живота, его припухлости и синюшности в про-
екции ПЖ. Магнитно-резонансная томография 
показала однородное новообразование в  об-
ласти ПЖ. При некропсии всех исследованных 
мышей отмечалось приживление опухолевого 
материала в  73%  случаев, при этом в  ПЖ жел-
то-розового цвета были обнаружены опухоли 
желтоватого цвета с  четкими контурами объ-
емом около 100  мм3. При морфологическом 
анализе опухоли донора и  реципиентов были 
гистологически схожи и  идентифицированы 
как высокодифференцированная НЭО ПЖ, G2. 
При иммуногистохимическом исследовании 
первичная и  метастатическая опухоли паци-
ента экспрессировали антитела к  хромограни-
ну А  (резко выраженная цитоплазматическая 
реакция) и  синаптофизину (слабо выраженная 
цитоплазматическая реакция). Ki-67 был пози-
тивен в 5,2% клеток. При иммуногистохимиче-
ском исследовании модели первичной опухоли 
и модели метастатической опухоли была выяв-
лена умеренно выраженная цитоплазматиче-
ская окраска с  антителами к  хромогранину  А 
и  синаптофизину. Ki-67 в  модели первичной 
НЭО ПЖ не превышал 5%, а в модели метастаза 
в печени достигал 8%. Заключение. В результа-
те трансплантации опухоли ПЖ человека отме-
чалось приживление опухолевого материала 

в  73%  случаев, что следует признать хорошим 
результатом имплантации для первого пасса-
жа. Согласно результатам морфологических 
исследований, ортотопический ксенографт, по-
лученный от пациента, является высокодиффе-
ренцированной НЭО ПЖ, G2, то есть гистологи-
чески соответствует опухоли пациента-донора. 
Полученная в нашем эксперименте модель по-
вторяет гистологические особенности донор-
ской опухоли и может найти свое применение 
в  доклинических исследованиях новых мето-
дов лечения высокодифференцированных НЭО 
ПЖ, в  том числе в  исследованиях противоопу-
холевой активности новых фармакологических 
субстанций.
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Нейроэндокринные опухоли (НЭО) 
поджелудочной железы (ПЖ) воз-
никают из островков Лангерганса 
и являются гормонзависимыми [1, 2]. 

Эти опухоли образуются в результате неконтро-
лируемой пролиферации нейроэндокринных 
клеток и дальнейших генетических изменений, 
приводящих к  гиперсекреции гормонов, таких 
как глюкагон, инсулин, гастрин, вазоактивный 
интестинальный пептид [3].

НЭО ПЖ относятся к редким заболеваниям. 
Среди всех опухолей ПЖ на их долю приходит-
ся от  3 до  5% [4, 5]. Мужчины болеют несколь-
ко чаще, чем женщины, – в 55% случаев [2]. По 
результатам исследований последних лет отме-
чается рост встречаемости этого заболевания 
[4, 6], что можно объяснить прогрессом диа-
гностических технологий и методов [7]. Вместе 
с тем актуальной остается проблема выявления 
НЭО ПЖ на догоспитальном этапе, так как се-
годня точный диагноз устанавливается преиму-
щественно на поздних стадиях злокачественно-
го процесса [8]. Характерная особенность НЭО 
ПЖ  – высокий уровень метастазирования на 
поздних стадиях. Так, в 65–70% случаев первич-
ного обращения пациентов регистрируют нали-
чие метастазов в печени и других органах [9].

Несмотря на высокую частоту обращений 
пациентов с диагнозом НЭО ПЖ на IV стадии, 
прогноз более благоприятный по сравнению 
с  другими злокачественными новообразовани-
ями. А благодаря усовершенствованию методов 
лечения, улучшается и  прогноз для пациентов 
с высокодифференцированной НЭО ПЖ [4, 10].

Существуют определенные сложности в вы-
боре единой стратегии лечения этого заболе-
вания ввиду его гетерогенности [3]. Сегодня 
в  клинической практике нет единого подхода 
к  терапии НЭО ПЖ [11]. При этом основным 
методом лечения признан хирургический. 
Опасность оперативных вмешательств связана 
с  риском повреждения органа, что в  дальней-
шем может привести к  развитию послеопера-
ционной эндокринной и  экзокринной недоста-
точности ПЖ. После выполненной резекции 
частота рецидивов составляет  27% в  течение 
3 лет и 40% в течение 5 лет [12].

В настоящее время медицина обладает широ-
ким арсеналом химиопрепаратов. Однако про-
блема эффективного лечения злокачественных 
новообразований не решена. Современные про-
тивоопухолевые лекарственные средства имеют 
существенные недостатки, а именно узкий диа-
пазон терапевтических доз, тяжелые побочные 

эффекты и высокую стоимость [13]. В этой связи 
важным представляется разработка более эф-
фективных лекарственных препаратов и  изу-
чение этиологии НЭО ПЖ. Для решения этих 
задач проводятся доклинические исследования 
с  использованием животных моделей, которые 
должны как можно точнее отражать реальную 
картину патологического процесса. Такому 
требованию отвечают ортотопические ксено-
графты человеческих опухолей (patient-derived 
xenograft  – PDX). Так, PDX-модель НЭО ПЖ 
имеет гетерогенный клеточный состав подобно 
опухолям у  пациентов, а  ортотопическое ми-
кроокружение адекватно влияет на онкогенез. 
Кроме того, в  ортотопических опухолевых мо-
делях значительно повышается вероятность ме-
тастазирования [14–16].

Цель работы  – создание ортотопической 
PDX-модели высокодифференцированной НЭО 
ПЖ человека путем имплантации фрагмента 
опухоли пациента в  ПЖ иммунодефицитных 
мышей.

Материал и методы
Опухолевый материал
Донором опухолевого материала был паци-
ент Ч. с нефункционирующей (бессиндромной) 
высокодифференцированной НЭО ПЖ (St 4I, 
T3N1M1, MTS в  печень, 2  кл.  гр. (С25.8)). При 
обследовании выявлен метастаз в  5-й  сегмент 
печени. От пациента было получено письмен-
ное согласие на передачу биологического мате-
риала.

Животные
Реципиентами опухолевого материала были 
15  самцов иммунодефицитных мышей линии 
Balb/c Nude массой 22–24 г, полученные из SPF-
вивария ФГБНУ «Федеральный исследователь-
ский центр Институт цитологии и  генетики 
Сибирского отделения Российской академии 
наук» (г. Новосибирск). Мыши содержались 
в  SPF-виварии в  искусственно вентилируе-
мых клетках в помещении с контролируемыми 
параметрами микроклимата (температура 
18–25  °C, влажность 30–60%, световой режим 
«день – ночь»). Животных содержали в услови-
ях свободного доступа к корму и воде, предва-
рительно стерилизуемым автоклавированием. 
Экспериментальные работы с участием лабора-
торных животных проводились в соответствии 
с  этическими правилами (план исследования 
был одобрен биоэтической комиссией, протокол 
№ 19/79 от 10.01.2020).
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Создание ортотопической PDX-модели
Наркоз мышам делали при помощи ксилазина 
концентрацией 20 мг/мл и раствора тилетамина 
и  золазепама концентрацией 22,57  мг/мл в  дозе 
1,13 мг на 20 г веса животного.

Ортотопическую PDX-модель мы получали 
описанным ранее способом [17]. Для обеспечения 
доступа к ПЖ рассекали кожу и ткани брюшной 
стенки перпендикулярно средней линии тулови-
ща на протяжении 22 мм. После этого делали рас-
сечение ПЖ мыши глубиной 2 мм, длиной 2 мм. 
Фрагмент НЭО ПЖ человека подшивали с помо-
щью лигатуры (шовный материал из полипропи-
лена толщиной 5.0) к стенке ПЖ над рассечени-
ем. Затем ушивали послеоперационную рану.

Метастатическая опухоль из печени пациента 
была пересажена в  печень иммунодефицитной 
мыши. Для обеспечения доступа к  печени вы-
полняли разрез перпендикулярно средней ли-
нии тела длиной 20 мм. Фрагмент опухоли доно-
ра фиксировали к печени при помощи лигатуры, 
после чего ушивали послеоперационную рану.

После ортотопической имплантации PDX 
животных наблюдали в  течение 45  суток. 
Контролировали вес животных, общее состоя-
ние, объем опухолевого узла и распространение 
опухоли на соседние органы. После эвтаназии 
мышей путем дислокации шейных позвонков 
проводили некропсию. Размеры и распростране-
ние опухоли оценивали по результатам морфоло-
гических исследований.

Магнитно-резонансная томография (МРТ)
Прижизненное наблюдение за ростом опухоли 
проводилось с  использованием визуализации 
на магнитно-резонансном томографе ClinScan 
(Bruker Biospin MRI GmbH, Германия).

Гистологический и иммуногистохимический 
анализ
Фрагменты новообразований фиксировали 
в  10%  формалине в  течение 24  ч и  заключали 
в  парафин. Затем готовили микросрезы, кото-
рые окрашивали гематоксилином и  эозином. 
Проводили гистологическое исследование че-
ловеческой опухоли – донора и ортотопических 
ксенографтов.

При иммуногистохимическом исследовании 
оценивали экспрессию хромогранина  А  и  си-
наптофизина, а  также маркера пролифератив-
ной активности Ki-67. Для наибольшей точности 
Ki-67 определяли методом ручного подсчета от-
сканированных и  распечатанных гистологиче-
ских изображений [18].

Результаты
Фрагменты первичной опухоли ПЖ пациента 
имплантировали в ПЖ 10 самцов мышей линии 
Balb/c Nude. Фрагменты метастатической опухо-
ли трансплантировали в печень 5 самцам мышей. 
Через 5–7 дней после трансплантации произошло 
заживление операционного шва. Видимые изме-
нения в  состоянии части мышей (73%) были за-
мечены спустя 30 дней после операции. При этом 
наблюдали увеличение живота, его припухлость 
и синюшность в проекции ПЖ. При проведении 
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Рис. 1. Новообразование в поджелудочной железе 
иммунодефицитной мыши Balb/c Nude. Данные магнитно-
резонансной томографии. Стрелкой обозначена опухоль 
в толще поджелудочной железы

Рис. 2. Нейроэндокринная опухоль поджелудочной железы 
в поджелудочной железе иммунодефицитной мыши Balb/c Nude 
(указана стрелкой)
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визуализации методом МРТ наблюдали однород-
ное образование в области ПЖ (рис. 1).

Через 45  дней после трансплантации опухо-
левого материала животных подвергли эвтана-
зии и  некропсии. При вскрытии мышей в  ПЖ 
желто-розового цвета была обнаружена опухоль 
желтоватого цвета с  четким контуром объемом 
около 100 мм3 (рис. 2).

При морфологическом анализе опухоль до-
нора идентифицировали как высокодифферен-
цированную НЭО ПЖ трабекулярного и  альве-
олярного строения. При обследовании выявлен 
метастаз в печени, имеющий схожее морфологи-
ческое строение (рис. 3).

При иммуногистохимическом исследова-
нии первичная и  метастатическая опухоли 

экспрессировали антитела к  хромогранину  А 
(резко выраженная цитоплазматическая реак-
ция) и синаптофизину (слабо выраженная цито-
плазматическая реакция) (рис. 4).

Маркер пролиферативной активности (Ki-67) 
был позитивен в  5,2%  клеток в  «горячих точ-
ках» – участках скопления наибольшего количе-
ства позитивно окрашенных опухолевых клеток 
(рис. 5).

Ортотопический ксенотрансплантат, им-
плантированный в ПЖ иммунодефицитных мы-
шей, характеризовался выраженным фиброзом 
с сохранением небольшого количества комплек-
сов высокодифференцированной НЭО альвео-
лярного строения (рис. 6А). Ксенотрансплантат, 
полученный при пересадке метастатической 
опухоли из печени пациента Ч. в  печень имму-
нодефицитных мышей, гистологически был схож 
с метастазом высокодифференцированной НЭО 
донора (рис. 6Б).

Несмотря на иммунодефицитный статус мы-
шей-реципиентов, модель метастаза в  печени 
на 70% была некротизирована. Участки некроза 
были ограничены гигантскими многоядерными 
клетками типа инородных тел, сегментоядерны-
ми лейкоцитами. На отдельных участках визуа-
лизировались отложения солей кальция (рис. 7).

При иммуногистохимическом исследовании 
модели первичной опухоли (рис. 8) и модели ме-
тастатической опухоли (рис. 9) наблюдалась уме-
ренно выраженная цитоплазматическая окраска 
с антителами к хромогранину А и синаптофизи-
ну. Ki-67 в модели первичной опухоли и модели 
метастаза в печень не превышал 5 и 8% соответ-
ственно.

Обсуждение
PDX-модели опухолей представляются наи-
более адекватными ввиду их гетерогенного 
клеточного состава и  значительной схожести 

Рис. 3. Высокодифференцированная нейроэндокринная опухоль 
поджелудочной железы пациента Ч., G2, с метастазом в печени. Окраска 
гематоксилин-эозином. А – опухоль поджелудочной железы; × 100.  
Б – метастаз в печени; × 200

АА ББ

Рис. 4. Высокодифференцированная нейроэндокринная опухоль 
поджелудочной железы, G2, с метастазом в печени. Иммуногистохимическая 
реакция с антителами к хромогранину А (А) и синаптофизину (Б); × 200

АА ББ

Рис. 5. Пролиферативная активность высокодифференцированной нейроэндокринной 
опухоли поджелудочной железы, G2, с метастазом в печени. Для наибольшей точности 
использован метод ручного подсчета Ki-67 в отсканированных и распечатанных 
гистологических препаратах. Иммуногистохимическая реакция с антителами к Ki-67; × 200
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с человеческими опухолями по гистологическим, 
генетическим и  физиологическим свойствам 
[19]. Несомненное преимущество подобных мо-
делей  – развитие опухоли в  свойственном ей 
микроокружении, благодаря чему сохраняются 
особенности, присущие опухоли пациента-до-
нора. Одним из существенных недостатков сле-
дует признать сложность наблюдения за разви-
тием трансплантата. В  нашем эксперименте мы 
преодолели это препятствие с  помощью визуа-
лизации на магнитно-резонансном томографе. 
В  результате исследования была получена PDX-
модель высокодифференцированной НЭО ПЖ, 
G2, на иммунодефицитных мышах Balb/c Nude, 
которая, по данным морфологических исследо-
ваний, оказалась гистологически и  иммунофе-
нотипически схожей с опухолью пациента.

Приживление опухолевого материала наблю-
далось в  73%  случаев (11  мышей из  15), что яв-
ляется хорошим результатом имплантации для 
первого пассажа.

Необходимо отметить, что использование ор-
тотопической PDX-модели НЭО ПЖ в доклини-
ческих исследованиях имеет ряд ограничений. 
Прежде всего это техническая сложность созда-
ния ортотопического ксенографта, так как иссле-
дователь должен иметь опыт проведения наркоза 
и микрохирургии мышей, имеющих мелкие раз-
меры. Еще одним препятствием в использовании 
таких моделей служит отсутствие у  некоторых 
лабораторий доступа к донорским резицирован-
ным опухолям. Время от момента изъятия опухо-
левого материала из организма пациента до им-
плантации в иммунодефицитную мышь должно 
составлять 15–20  минут. Криоконсервация 
значительно уменьшает приживаемость транс-
плантата. Именно поэтому успешность созда-
ния ортотопической PDX-модели зависит от 
близости исследовательской лаборатории к кли-
нической операционной. PDX-модель обладает 

более низкой скоростью роста и  более низкими 
показателями приживления в  сравнении с  под-
кожными ксенографтами опухолевых культур 
клеток, что вносит существенные коррективы 
в планирование исследований [20]. Тем не менее 
PDX-модели характеризуются значительными 
преимуществами, позволяющими считать их 
перспективными в доклинических исследовани-
ях новых противоопухолевых препаратов, изуче-
нии особенностей канцерогенеза и  реализации 
персонализированного подхода в  клинической 
практике.

Рис. 6. Морфологическое строение первичной ортотопической модели 
высокодифференцированной нейроэндокринной опухоли поджелудочной 
железы (А) и модели метастаза в печени (Б). Окраска гематоксилин-
эозином; × 200

АА ББ

Рис. 7. Морфологическое строение модели метастаза 
высокодифференцированной нейроэндокринной опухоли поджелудочной 
железы в печени. А – обширные очаги некроза в опухоли, отграниченные 
гигантскими многоядерными клетками инородных тел. Б – очаговое 
отложение солей кальция. Окраска гематоксилин-эозином; × 200

АА ББ

Рис. 9. Иммуногистохимическое окрашивание с антителами 
к хромогранину А (А) и синаптофизину (Б) в модели метастаза 
высокодифференцированной нейроэндокринной опухоли поджелудочной 
железы; × 200

АА ББ

Рис. 8. Иммуногистохимическое окрашивание с антителами 
к хромогранину А (А) и синаптофизину (Б) в ортотопической модели 
высокодифференцированной нейроэндокринной опухоли поджелудочной 
железы; × 200

АА ББ
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Заключение
Высокодифференцированные НЭО ПЖ челове-
ка, несмотря на редкость, нуждаются в  особом 
внимании ученых и  врачей-онкологов, так как 
нередко обнаруживаются у  пациентов уже на 
поздних стадиях, когда обладают высоким по-
тенциалом метастазирования. Современные ме-
тоды лечения данного заболевания имеют ряд 
недостатков, поэтому актуальным остается изу-
чение этиологии НЭО ПЖ и  разработка новых 
более эффективных терапевтических методов. 
Для реализации подобных задач используют 

ортотопические ксенографты опухолей чело-
века.

В результате нашего эксперимента получены ор-
тотопические PDX-модели высокодифференциро-
ванной НЭО ПЖ человека на иммунодефицитных 
мышах, сохранившие гистологические особенно-
сти опухоли пациента-донора. При этом наблюдали 
высокий процент приживления опухолевого мате-
риала  – в  73%  случаев. Полученная модель может 
использоваться для доклинических исследований 
новых терапевтических подходов к лечению высо-
кодифференцированной НЭО ПЖ. 
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Patient-derived xenograft model of well-differentiated pancreatic neuroendocrine tumor 
in immunodeficient Balb/c Nude mice

Background: Orthotopic patient-derived xeno-
grafts (PDX) in immunodeficient mice are rec-
ognized as the most adequate neoplastic model 
due to their ability to maintain primary tumor 
properties after implantation. They can be used 
to study anti-neoplastic effects of pharmacolog-
ical substances in vivo and to investigate char-
acteristics and mechanisms of carcinogenesis. 

Results of preclinical studies of pharmacological 
substances obtained with PDX models are virtu-
ally no different from those of subsequent clinical 
trials. Aim: To develop an orthotopic PDX model 
of a highly differentiated human pancreatic neu-
roendocrine tumor (pNET) by implanting a  frag-
ment of the patient's tumor into the pancreas of 
immunodeficient mice. Materials and methods: 

A  tumor fragment was obtained from a  patient 
with a  highly differentiated pNET G2 and liver 
metastasis. Fifteen (15) male immunodeficient 
Balb/c Nude mice with a  mass of 22–24  grams 
were used to establish the orthotopic PDX model 
of human well-differentiated pNET. A  fragment 
of primary pNET was orthotopically transplanted 
into the pancreas of 10 animals. A fragment of the 
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metastatic lesion was transplanted into the liver 
of 5 animals. The animals were followed for up to 
45  days. In vivo monitoring of the tumor growth 
was performed with a  magnetic resonance im-
aging (MRI) system (ClinScan, Bruker BioSpin, 
Rheinstetten, Germany). At the end of the exper-
iment, animals were euthanized and autopsies 
were performed, with routine histopathological 
examination and immunohistochemical study 
with antibodies to human chromogranin A, syn-
aptophysin, and the marker of proliferative activ-
ity (Ki-67) of both original donor tumor and or-
thotopic pancreatic and liver xenografts. Results: 
Obvious changes in the mice condition were no-
ticed at 30  days after surgery. They manifested 
as an increase in abdominal distension, swelling, 
and cyanosis in the projection of the pancreas. 
MRI showed a  homogeneous neoplasm in the 
pancreas. At autopsy, the engraftment rate was 
73% of all study animals, with yellow masses with 
even contours and a  volume of about 100  cm3 
present within the yellow-pink pancreatic tissues. 
The morphological assessment showed histolog-
ical similarity between the original patient's tu-
mor and patient-derived xenografts, which were 
identified as highly differentiated G2 pNETs. At 
immunohistochemical assessment, the patient's 
primary and metastatic tumor tissue specimens 
expressed anti-chromogranin  A (full-blown cy-
toplasmic reaction) and anti-synaptophysin (mild 
cytoplasmic reaction) antibodies. Ki-67 was pos-
itive in 5.2% of the cells. An immunohistochemi-
cal study of the orthotopic tumor fragments and 

heterotopic tumor fragments showed moderate 
cytoplasmic staining with antibodies to chro-
mogranin A and synaptophysin. The rate of Ki-67 
in the orthotopic pNET model and metastatic 
model does not exceed 5% and 8%, respectively. 
Conclusion: Engraftment of tumor material af-
ter transplantation of human pancreatic cancer 
was observed in 73% of the cases, which should 
be considered a good first passage implantation 
result. The morphological studies confirmed that 
the orthotopic PDX was a  well-differentiated 
pNET, histologically corresponding to the donor 
tumor. The model created in the experiment mir-
rors the histological characteristics of the donor 
tumor and can be used in preclinical studies of 
new treatments for well-differentiated pNETs, in-
cluding those of antitumor activity of new phar-
macological substances.

Key words: pancreatic neuroendocrine tumor 
(pNET), orthotopic PDX model, immunodeficient 
mice, xenograft, transplantation
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