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ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ РАЗЛИЧНЫХ СПО-
СОБОВ КРИОКОНСЕРВАЦИИ НА ЖИЗНЕ-
СПОСОБНОСТЬ КСЕНОТРАНСПЛАНТА-
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ГО ТРАКТА ЧЕЛОВЕКА С ИСПОЛЬЗОВА-
НИЕМ МОДЕЛЕЙ IN VIVO

Проведена оценка эффективности 3 протоколов криосохранения опухолевой ткани, по-
лученной от пациентов со злокачественными образованиями желудочно-кишечного трак-
та: пищевода, желудка, толстого кишечника. Эксперимент выполняли на 90 мышах линии 
Balb/c Nude. Через 90 сут от момента заморозки опухолевых узлов образцы разморажива-
ли и имплантировали животным, отмечали количество прижившихся имплантатов и реги-
стрировали начало роста опухолевых узлов у животных. Для криосохранения ксенограф-
тов рака пищевода и толстой кишки человека возможно использование протестированных 
нами протоколов 2 и 3, где ключевой особенностью является медленное замораживание 
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образцов. Для опухолевого материала желудка необходимо разрабатывать иные способы консервации ввиду низкой эффективности рас-
смотренных в работе способов. 

Ключевые слова: криоконсервация, PDX, рак пищевода, рак желудка, рак толстой кишки, in vivo.

The efficiency of 3 protocols of cryopreservation of tumor tissue obtained from patients with malignant formations of the gastrointestinal tract: 
esophagus, stomach, large intestine was evaluated. The experiment was performed on 90 Balb/c Nude mice. After 90 days from the moment of 
freezing of tumor nodes, the samples were thawed and implanted in animals, the number of surviving implants was noted and the beginning of 
growth of tumor nodes in animals was recorded. For cryopreservation of xenografts of human esophageal and colon cancer, it is possible to use 
protocols 2 and 3 tested by us, where the key feature is the slow freezing of samples. For the tumor material of the stomach, it is necessary to 
develop other methods of preservation, due to the low efficiency of the methods considered in the work.

Keywords: cryopreservation, PDX, esophageal cancer, stomach cancer, colon cancer, in vivo.

Введение. На данный мо-
мент все чаще используются PDX-
модели (patient derived xenograft-
ксенотрансплантаты, полученные от 
пациента) для различных исследова-
ний на этапе in vivo. Данные модели 
позволяют воспроизводить прибли-
женные к человеческим морфологиче-
ские и биологические характеристики 
заболевания [3]. Для современных 
исследований необходим доступ к 
биологическим моделям, спроекти-
рованным на опухолевом материале, 
полученном от одного пациента. Про-
ведение таких работ обуславливает 
необходимость формирования коллек-
ции биологического материала, такого 
как фрагменты опухолевых узлов, па-
спортизированные клеточные линии, 
первичные культуры клеток [4]. Данная 
коллекция позволяет использовать ра-
нее сгенерированные PDX-модели в 
будущих исследованиях. Для ее созда-
ния необходимо разработать и проте-
стировать процедуру замораживания 
опухолевого фрагмента и оценить их 
жизнеспособность после восстанов-
ления из криозаморозки [10]. Приме-
нение этой процедуры по отношению 
к ксенотрансплантатам, полученным 
от пациентов, позволяет формировать 
биобанк PDX ранних поколений с воз-
можностью оттаивания и повторной 
имплантации в любое время в зависи-
мости от спроса [1, 7].

Целью данной работы являлось те-
стирование трех способов криосохра-
нения опухолевого материала, полу-
ченного от пациента, и оценка степени 
приживления данных образцов после 
восстановления.

Материалы и методы исследова-
ния. В данной работе использовали 
опухолевый материал от пациентов со 
злокачественными образованиями же-
лудочно-кишечного тракта: пищевод, 
желудок, толстый кишечник. От всех 
пациентов было получено письменное 
согласие на передачу биологического 
материала. Для проведения данной 
работы было получено одобрение 
этической комиссии (протокол №4 от 
15.02.2021).

Установленные диагнозы:
- рак пищевода – плоскоклеточный 

рак T3N1M0;
- рак желудка – аденокарцинома 

T3N1M0;
- рак толстой кишки – аденокарци-

нома T3N0M0. 
Необходимый для исследования 

биологический материал был получен 
сразу после иссечения опухолевых 
узлов из организма пациентов, ткань 
была помещена в питательную среду 
DMEM с антибиотиком (гентамицин) 
и доставлена в лабораторию. Перед 
имплантацией фрагменты опухоли 
были очищены от некроза, кровенос-
ных сосудов, соединительной ткани и 
разделены на фрагменты размером 
1х1х1см. 

Эксперимент выполняли на 90 мы-
шах линии Balb/c Nude (самки), воз-
раст 4-5 нед., средний вес 23 г. Со-
держали животных в SPF-виварии Ис-
пытательного лабораторного центра 
ФГБУ «НМИЦ онкологии» МЗ РФ.

Животные были разделены на груп-
пы и подгруппы:

1)	 рак пищевода – всего 36 мы-
шей, разделили на 3 подгруппы по 12 
животных на каждый протокол криоза-
морозки;

2)	 колоректальный рак – 36 жи-
вотных, разделили на 3 подгруппы по 
12 животных на каждый протокол кри-
озаморозки;

3)	 рак желудка – 18 животных, 
разделили на 3 подгруппы по 6 живот-
ных в каждой.

Для проведения данного исследо-
вания было получено одобрение био-
этической комиссии.

Для криоконсервации биологиче-
ского материала использовалась тре-
тья генерация подкожных PDX опу-
холей желудочно-кишечного тракта 
человека, полученная в ходе ранее 
выполненных последовательных пе-
ревивок и характеризующаяся 100% 
перевиваемостью. Для выполнения 
данной процедуры животные-реципи-
енты были подвергнуты наркотизации, 
проходящей в 2 этапа: введение мио-
релаксанта ксилазина (дозировка 15 

мл/кг массы тела мышей Balb/c Nude); 
введение общей анастезии – золети-
ла (дозировка – 67,5 мл/кг массы тела 
мышей Balb/c Nude). На боку мыши де-
лали надрез, располагающийся выше 
нижней лапы, формировали в полости 
операционной раны карман жировой 
ткани, в который помещали фрагмент 
донорской опухоли. 

По достижении ксенографтами объ-
ема 400 мм3 выделяли опухолевый 
узел из организма животного, очищали 
от соединительной ткани, некроза, со-
судов, после разделяли на фрагменты 
размером 3х3х3 мм и помещали в сте-
рильную криогенную пробирку со сме-
сью для криоконсервации. 

В работе оценивали эффектив-
ность 3 протоколов криосохранения 
фрагмента опухолевых узлов:

- протокол 1 – состав среды для кри-
озаморозки: 80% питательной среды 
RPMI 1640; 10% FBS; 10% диметил-
сульфоксида (ДМСО);

- протокол 2 – состав среды для 
криозаморозки: 90% FBS; 10% ДМСО. 
Для замораживания проб использова-
ли контейнер Mr.Frosty (Termo Fisher), 
температурный режим для заморозки 
и хранения проб -80°С;

- протокол 3 – состав среды для 
криозаморозки: 80% питательной сре-
ды RPMI 1640, 10% FBS, 10% ДМСО. 
Для замораживания проб использова-
ли контейнер Mr.Frosty (Termo Fisher), 
температурный режим для заморозки 
и хранения проб -80°С.

Средняя продолжительность крио-
консервации для всех протоколов со-
ставила 90 сут. 

Через 90 сут от момента заморозки 
опухолевых узлов образцы разморажи-
вали в соответствии с общепринятыми 
протоколами, путем быстрого нагрева-
ния на водяной бане при температуре 
37°C в течение 90-120 с для достиже-
ния максимальной жизнеспособности 
[8]. После восстановления образцы 
отмывали в питательной среде от 
ДМСО и имплантировали животным. 
Отмечали количество прижившихся 
имплантатов и регистрировали начало 
роста опухолевых узлов у животных. 
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Различия между группами опреде-
ляли, применяя параметрический кри-
терий Стьюдента.

Результаты и обсуждение. В ходе 
данной работы провели анализ при-
живаемости ксенографтов после кри-
оконсервации. Исходя из полученных 
данных, протокол 1 является наи-
менее подходящим для сохранения 
фрагментов опухолевых узлов рака 
пищевода, толстого кишечника и же-
лудка. В протоколах 2 и 3 отмечали 
более высокий процент приживления. 
Наибольший процент приживаемости 
отмечали при имплантации PDX рака 
пищевода – 41,6%; 83,3; 83,3% для 
протоколов 1,2,3 соответственно. Наи-
меньшая доля ксенографтов после 
криоконсервации отмечалась у опухо-
левых фрагментов рака желудка. По-
лученные данные о степени приживае-
мости образцов отображены на рис. 1.

Помимо доли приживления мы оце-
нивали время инициирования роста 
опухолевых узлов ксенографтов, так 
как по данному показателю можно 
предположить о степени сохранения 

жизнеспособности клеток после кри-
осохранения. Исходя из полученных 
данных, можно заключить, что наи-
большее время инициирования роста 
опухоли отмечали при использовании 
протокола 1, где среднее время со-
ставляло 70 сут ± 2,9 для рака пище-
вода, 81 сут ± 1,0 – рака желудка и 74 
сут ± 3,2 – рака толстой кишки. Исполь-
зование протоколов 2 и 3 привело к 
сходному результату. Согласно прото-
колу 2 ксенографты рака пищевода и 
толстой кишки демонстрировали рост 
опухолевого узла в среднем за 41 сут 
± 1,9; ± 2,3 соответственно, а опухоле-
вый узел рака желудка образовался 
через 54 дня ± 1,7 с момента имплан-
тации. При использовании протокола 3 
отмечали рост опухолей пищевода на 
42 ± 1,9 сут от момента имплантации, 
опухолевый узел рака желудка начал 
расти в среднем спустя 56 ± 1,6 сут по-
сле имплантации; а рост опухоли тол-
стой кишки отмечали в среднем через 
43 дня ± 2,3 от момента имплантации. 
Полученные данные отображены на 
рис. 2.

При статистическом анализе полу-
ченных данных о скорости образова-
ния опухолевых узлов было выявлено 
значимое различие между протоко-
лами 1 и 2, а также 1 и 3 в группах с 
ксенографтами рака пищевода и рака 
толстой кишки (таблица). При срав-
нении протоколов 2 и 3 значимых от-
личий выявлено не было во всех трех 
группах. При анализе данных о группе 
с ксенографтом рака желудка не было 
выявлено значимых различий при 
сравнении всех трех протоколов крио-
консервации между собой.

В ряде работ представлена раз-
работка различных протоколов крио-
консервации образцов тканей, полу-
ченных как от животных, так и от че-
ловека. В исследовании, проведенном 
S.Munroe с коллегами, было опреде-
лено преимущество  использования 
ДМСО в качестве криопротектора на 
клетках морской губки Dysidea etheria, 
в сравнении с другими тестируемыми 
веществами [6]. Кроме того, группа 
ученых во главе с M. Faltus изучали 
термические свойства различных кри-
опротекторов, по окончании своего ис-
следования они также рекомендовали 
ДМСО в качестве криозащитного аген-
та при заморозке клеточных суспензий 
[2]. На основании данных исследова-
ний нами был выбран ДМСО в каче-
стве криопротектора при заморозке 
фрагментов PDX. Использование его в 
наших смесях обеспечило сохранение 
жизнеспособности клеток после раз-
морозки образцов. Однако в протоколе 
1, согласно которому замораживание 
осуществляли в смеси: 80% питатель-
ной среды RPMI 1640; 10% FBS; 10% 
ДМСО, отмечали наименьший про-
цент приживаемости и более длитель-
ное время начала роста опухолевого 
узла, при сравнении с двумя другими 
протоколами. Вероятно, данное отли-
чие было обусловлено более высокой 
скоростью заморозки в первом слу-
чае, чем в остальных двух. Скорость 
замораживания образцов напрямую 
влияет на их жизнеспособность после 
восстановления, так как при достаточ-
но медленном охлаждении происхо-
дит отток внутриклеточной жидкости, 
что препятствует образованию льда в 
клетке [5]. 

В нашей работе необходимую ско-
рость обеспечивал контейнер для кри-
озамораживания клеток Mr.Frosty ™, 
наполненный изопропиловым спир-
том, он обеспечивал скорость замора-
живания, близкую к -1°С/мин. Однако 
во всех трех протоколах отмечали низ-
кий показатель приживаемости образ-
цов рака желудка человека. Согласно 

Рис. 1. Частота приживаемости ксенографтов рака пищевода, желудка и толстого кишеч-
ника после криоконсервации

Рис. 2. Время инициирования роста ксенографтов рака пищевода, желудка и толстого ки-
шечника после криоконсервации

Сравнение скорости выхода опухоли рака пищевода, желудка
и толстого кишечника после криоконсервации по 3 различным протоколам

Нозология
Протокол 1/
протокол 2
p-значение

Протокол 1/
протокол 3
р-значение

Протокол 2/
протокол 3
р-значение

Пищевод 0,002 0,002 0,84
Желудок 0,1 0,08 0,39

Толстый кишечник 0,016 0,018 0,63
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исследованию H.Yan, где создавали 
комплексную коллекцию биологиче-
ского материала рака желудка, для 
успешного сохранения жизнеспособ-
ности клеток фрагменты опухоли под-
вергали мгновенной заморозке, что 
препятствовало формированию трав-
мирующих стенки клеток кристаллов 
льда [9]. Вероятно, медленная замо-
розка, подходящая для рака пищево-
да и толстого кишечника, оказалась 
не применима для опухолевой ткани 
желудка. При дальнейшей разработке 
протоколов криосохранения данная 
особенность будет учтена. 

Выводы. Для криосохранения ксе-
нографтов рака пищевода и толстой 
кишки человека возможно использова-
ние протестированных нами протоко-
лов 2 и 3, где ключевой особенностью 
является медленное замораживание 
образцов. Для криосохранения опухо-
левого материала желудка необходи-
мо разрабатывать иные способы кон-

сервации ввиду низкой эффективно-
сти рассмотренных в работе способов.
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Н.В. Зайцева, О.А. Казакова, А.А. Мазунина, В.Б. Алексеев, 
О.В. Долгих
ГЕНЕТИЧЕСКИЕ И ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ 
МАРКЕРЫ ФОРМИРОВАНИЯ МЕТАБОЛИ-
ЧЕСКОГО СИНДРОМА У ШКОЛЬНИКОВ 
(НА ПРИМЕРЕ ПЕРМСКОГО КРАЯ)

Проведено обоснование генетических и иммунологических маркеров формирования метаболического синдрома у школьников, по-
сещающих среднюю общеобразовательную школу (на примере Пермского края). Установлено, что группа детей с метаболическим син-
дромом и избыточностью массы тела по отношению к группе сравнения характеризовалась увеличением экспрессии CD19+, снижением 
содержания противовоспалительного цитокина ИЛ4, гиперэкспрессией провоспалительных цитокинов, дисбалансом липидно-углевод-
ного обмена, статистически значимыми изменениями частоты генотипов, ассоциированных с метаболическим синдромом. Кандидатные 
иммунологические (CD19+, ИЛ1b, ИЛ4) и генетические (ADRB2 rs1042713, PPARA rs4253778) маркеры рекомендуется использовать как 
индикаторные для идентификации ранних признаков метаболического синдрома у детей школьного возраста, проживающих в Пермском 
регионе.

Ключевые слова: метаболический синдром, индекс массы тела, ген PPARA, ген ADRB2, цитокины, CD, школьники.
The justification of genetic and immunological markers of the formation of metabolic syndrome in schoolchildren attending secondary school 

(on the example of the Perm Region) was carried out. It was found that the group of children with metabolic syndrome and excess body weight 
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Введение. Особенности развития 
детского организма, а также вред-
ные привычки, малоподвижный образ 
жизни, избыточность питания, гене-
тическая предрасположенность, по-
вышенные эмоциональные нагрузки 
приводят к формированию у детей ме-

таболического синдрома, становятся 
факторами риска развития сердечно-
сосудистых заболеваний во взрослой 
жизни. Если ранее диагноз метаболи-
ческий синдром был применим толь-
ко для взрослого населения, то на 
сегодняшний день проявления этого 
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in relation to the comparison group was characterized by an increase in CD19+ expression, a 
decrease in the content of anti-inflammatory cytokine IL4, overexpression of pro-inflammatory 
cytokines, an imbalance of lipid-carbohydrate metabolism, statistically significant changes in the 
frequency of genotypes associated with metabolic syndrome. Candidate immunological (CD19+, 
IL1b, IL4) and genetic (ADRB2 rs1042713, PPARA rs4253778) markers are recommended to be 
used as indicators for identifying early signs of metabolic syndrome in school-age children living 
in the Perm region. 

Keywords: metabolic syndrome, body mass index, PPARA gene, ADRB2 gene, cytokines, 
CD, schoolchildren.


