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Аннотация. Цель исследования – провести сравнительный морфологический и иммуногисто-
химический анализ третьей генерации ксенографтной опухоли и опухоли пациента с немелкоклеточным 
раком легкого, послужившей источником клеток для трансплантации в организм мыши. 

Материал и методы. В работе использовано 19 атимичных мышей BALB/c nu/nu, которым после 
сублетального облучения в соответствии с протоколом гуманизации внутрибрюшинно вводили 1×106 
CD8+. Перевивку опухоли, полученной от пациента 64 лет, проводили последовательно троекратно. Об-
разцы исходной и ксенографтной опухоли в автоматическом режиме окрашивали гематоксилином и эо-
зином, кроличьими антителами к CK7, TTF и Ki67. Оценку гистологических препаратов осуществляли со-
гласно рекомендациям ВОЗ (2015). 

Результаты. Установлено, что опухоль третьей генерации, развивающаяся в организме атимич-
ных гуманизированных мышей, сохраняет морфологические и иммуногистохимические черты исходной 
опухоли пациента. Описанный подход может быть использован в доклинических и персонализированных 
исследованиях в фундаментальной фармакологии и молекулярной онкологии. 
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иммуногистохимия 
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Abstract. The aim of the study was to carry out a comparative morphological and immunohistochemi-
cal analysis of peripheral non-small cell lung cancer, which served as a source of a xenograft tumor, and tissues of 
the third generation of a tumor that developed in animals. 
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Material and methods. We used 19 athymic BALB/c nu/nu mice, which were intraperitoneally injected 
with 1×106 CD8+ after sublethal irradiation in accordance with the humanization protocol. The transplantation of 
a tumor obtained from a 64-year-old patient was carried out three times consecutively. Samples of the original 
and xenograft tumors were automatically stained with hematoxylin and eosin, rabbit anti-CK7, anti-TTF, and 
anti-Ki67 antibodies. The evaluation of histological samples was carried out in accordance with the WHO recom-
mendations (2015). 

Results. It has been established that a third-generation tumor developing in the body of athymic human-
ized mice retains the morphological and immunohistochemical features of the patient's original tumor. The de-
scribed approach may be used in preclinical and personalized studies in fundamental pharmacology and molecu-
lar oncology. 

Key words: non-small cellular lung cancer, xenograft, morphological validation,  
immunohistochemistry 
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Введение 
 

Рак легкого занимает второе место по 
распространенности в структуре онкологиче-
ской заболеваемости и уровню смертности как 
у мужчин, так и у женщин [1]. На мелкокле-
точный рак легкого приходится 10–15% слу-
чаев рака легкого и до 85% – на немелкокле-
точный рак легкого (НМРЛ), основными под-
типами которого являются аденокарцинома, 
плоскоклеточный рак и крупноклеточная 
карцинома [2]. С молекулярной точки зрения 
интерес представляет идентификация моле-
кулярных драйверов НМРЛ, активируемых 
соматическими мутациями в генах TP53, 
KRAS, KEAP1, STK11 и EGFR [3]. Для проведе-
ния доклинических исследований потенци-
альных кандидатов в противоопухолевые ле-
карственные средства важную роль играет 
создание адекватных in vivo и in vitro моделей 
для определения их специфической активно-
сти, позволяющих транслировать результаты 
в реальную клиническую практику. В послед-
ние годы были предложены различные кле-
точные и животные модели, среди которых 
наиболее активно обсуждаются органоидные 
модели рака легкого из тканей пациента [4], 
введение опухолевых клеток в хвостовую вену 
мышей [5], создание ксенографтных моделей 
у иммунодефицитных животных и т.д. На-
стоящее исследование посвящено морфоло-
гической и иммуногистохимической валида-
ции ксенографтной модели НМРЛ, созданной 
у атимичных мышей линии BALB/c nu/nu. 

Цель исследования – провести сравни-
тельный морфологический и иммуногистохи-
мический анализ третьей генерации ксено-
графтной опухоли и опухоли пациента с 
НМРЛ, послужившей источником клеток для 
трансплантации в организм мыши. 
 

Материал и методы исследования 
 

При формировании базовой модели 
воспользовались методом, описанным Morton 

и Houghton [6, 7] в нашей модификации. Мо-
делирование ксенографтного туморигенеза 
проводили на 4–6-недельных иммунодефи-
цитных мышах BALB/c nu/nu (n=19), полу-
ченных из специального питомника «Пущи-
но» – филиала ФГБУН Институт биооргани-
ческой химии им. академиков Шемякина и 
Овчинникова Российской академии наук. Все 
животные содержались в виварии Сеченов-
ского Университета в индивидуальных венти-
лируемых клетках на стандартной диете. Ис-
следование выполнено в строгом соответствии 
с приказом Минздрава России от 01.04.2016 г. 
№199н «Об утверждении правил надлежащей 
лабораторной практики» и одобрено локаль-
ным этическим комитетом Сеченовского Уни-
верситета (протокол №199-н от 01.04.2021 г.). 
Опухолевая ткань немелкоклеточного рака 
легкого (гистологически подтвержденная 
аденокарцинома) была получена интраопера-
ционно в онкологической клинике Сеченов-
ского Университета от 64-летнего мужчины, 
давшего добровольное информированное со-
гласие и ранее не получавшего химиотерапев-
тического лечения. Перед перевивкой опухо-
ли подвергшимся сублетальному рентгенов-
скому облучению в суммарной дозе 3,12 Гр 
(аппарат для рентгенотерапии Рентген-ТА 
150/10, СпектрАП, ООО, Россия) мышам внут-
рибрюшинно трансплантировали 1×106 лим-
фоцитов субпопуляции CD8+, полученных 
методом градиентного осаждения и после-
дующего цитофлуометрического подтвержде-
ния из пакетов с лейкоцитарной массой здо-
ровых доноров. Через трое суток после транс-
плантации лимфоцитов подкожно в область 
бедра слева вводили фрагменты свежих об-
разцов опухолевой ткани, предварительно 
механически размельченных до размера  
0,5–1 мм3 в матригеле (1×106 опухолевых кле-
ток на 100 мкл). Размер опухоли определяли с 
помощью электронного штангенциркуля 
(производство Ugo Basil, Италия). Измеряли 
три размера: длину, ширину, глубину и вы-
числяли объем опухолевого узла. После 
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Рис. 1. Микропрепараты опухоли пациента и ксенографтной опухоли третьей генерации, развивав-
шейся в организме гуманизированных мышей BALB/c nu/nu, ув. 200; пояснения в тексте. 
 
достижения узлом размера 200 мм3 живот-
ное-носитель выводили из эксперимента под 
ингаляционным наркозом севофлураном, 
опухолевый узел извлекали, вновь измельча-
ли и перевивали как описано выше следую-
щей группе мышей. Процедуру повторяли 
трижды, после чего гетеротопический опухо-
левый узел извлекали для гистологического 
исследования. После фиксации забуферен-
ным 10% раствором формалина в течение 
48 часов, кусочки, полученные при макроско-
пическом исследовании и вырезке операци-
онного материала, направлялись на этап ав-

томатической проводки, включавший заливку 
в парафин с монтированием блоков, изготов-
лением гистологических срезов толщиной  
3–5 мкм и последующим окрашиванием гема-
токсилином и эозином. Иммуногистохимиче-
ское исследование также осуществлялось в 
автоматическом режиме с использованием 
кроличьих анти-Ki67, анти-CK7 и анти-TTF1 
антител (Abcam, Великобритания). Оценка 
гистологических препаратов осуществлялась 
согласно рекомендациям ВОЗ (WHO 
Classification of Tumours of the Lung, Pleura, 
Thymus and Heart, 4th Edition, 2015). 
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В работе использовался микроскоп OLYMPUS 
BX53 (Япония). С целью осуществления мик-
рофотосъемки использовалась фотонасадка 
OLYMPUS SC180 (Япония). 
 

Результаты и их обсуждение 
 

При окрашивании гематоксилином и 
эозином опухолевый узел, забранный от па-
циента с периферическим раком легкого, 
имел строение аденокарциномы, состоящей 
из ацинарных структур, выстланных эпители-
ем, с признаками умеренной пролиферации и 
атипии. Вокруг опухолевых комплексов отме-
чалась умеренная десмопластическая реакция 
стромы (по Tils до 15%). Морфологическая 
картина опухолевого узла третьей генерации 
животных при окраске гемотоксилином и эо-
зином соответствовала аденокарциноме аци-
нарного строения, G II (рис. 1). Десмопласти-
ческая реакция карциномы слабая, Tils менее 
5%. Для определения иммунофенотипа и гис-
тогенеза карциномы легкого использован 
ядерный маркер TTF1 и субмембранный мар-
кер CK7. При сличении контрольной опухоли 
и опухолевых узлов животных отмечалась 
сходная иммуногистохимическая картина, 
диффузное позитивное ядерное анти-TTF1 
окрашивание 90% клеток карциномы опухоли 
пациента и ксенографной карциномы (рис. 
1Б), что доказывает иммунофенотипическую 
принадлежность к карциноме легкого (рис. 
1Г). Диффузное позитивное субмембранное 
окрашивание 90% клеток карциномы пациен-
та анти-СК7 антителами и 75% клеток ксено-
графной опухоли доказывает аденогенный 
генез карциномы. Индекс пролиферации Ki67 
в контрольной опухоли был равен 73%, в ксе-
нографной опухоли – 85% (рис. 1В). 

Рак легких остается одной из основных 
причин смертей во всем мире. Идентифика-
ция вовлеченных внутриклеточных сигналь-
ных путей в дебюте и прогрессировании забо-
левания с развитием новых терапевтических 
направлений резко изменили подходы к пер-
сонализированному лечению пациента [8]. 
Тем не менее, молекулярная и генетическая 
изменчивость и чрезвычайная сила мутации 
помогает опухоли избежать строгого фарма-
кологического контроля [9]. В связи с этим 
создание персонализированной in vivo плат-
формы может позволить решить проблему 
химиорезистентности рака в каждом конкрет-
ном случае. 

Заключение 
 

Опухоль третьей генерации, развиваю-
щаяся в организме атимичных гуманизиро-
ванных мышей, сохраняет морфологические и 
иммуногистохимические черты исходной опу-
холи пациента. Описанный подход может 
быть использован в доклинических и персо-
нализированных исследованиях в фундамен-
тальной фармакологии и молекулярной онко-
логии. 
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