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Аннотация

Цель исследования – изучить опухолеобразующую активность «диких» клеток MCF-7, несущих пол-
ный набор поринов (VDAC1, VDAC2, VDAC3), а также их генетически модифицированных клеток, из 
которых удалена одна из изоформ (MCF-7 VDAC1 KO, MCF-7 VDAC2 KO, MCF-7 VDAC3 KO). Мате-
риал и методы. Исследование направлено на создание животной модели ортотопических опухолей 
в молочной железе иммунодефицитных мышей BALB/c Nude путем имплантации суспензии клеток 
рака молочной железы человека (MCF-7) и производных этих клеток, полученных нокаутом одной 
из выбранных изоформ митохондриальных поринов (VDAC1, VDAC2 или VDAC3). Опухоли создава-
лись путем инъекции в жировую ткань молочной железы мышей BALB/c Nude суспензии клеточных 
линий либо диких MCF-7 (содержащих все три изоформы поринов, VDAC1, VDAC2 и VDAC3) либо 
ее VDAC-дефицитных производных «MCF-7 VDAC1 KO», «MCF-7 VDAC2 KO» и «MCF-7 VDAC3 KO» 
в дозе 4х106 клеток на одну инъекцию. Проведён патоморфологический анализ места имплантации 
опухолевых клеток, самой опухоли, а также органов брюшной и грудной полости. Результаты. Пока-
зана возможность успешного создания ортотопических опухолей в жировой ткани иммунодефицитных 
голых мышей BALB/c Nude эпителиальными клетками рака молочной железы человека «MCF-7 WT», 
содержащими полный набор изоформ митохондриальных поринов и ее VDAC-дефицитными произво-
дными. Опухолеобразующая активность имплантированных клеток коррелирует с их цитотоксическим 
действием на внутренние органы животного. По результатам патоморфологического анализа можно 
сделать вывод о том, что за исключением клеток типа «MCF-7 VDAC1 KO», которые не образовали 
опухолей, все остальные имплантированные клеточные культуры «MCF-7 WT», «MCF-7 VDAC2 KO» 
и «MCF-7 VDAC3 KO» вызывали патологические изменения состояния легких, печени и селезенки, а 
также наличие других опухолевидных новообразований. Заключение. Полученные данные будут ис-
пользованы для оптимизации объема инъекции и количества клеток, а также для уточнения динамики 
роста опухолей, пригодного для изучения действия противоопухолевых препаратов на опухолях, об-
разованных клетками рака молочной железы человека (MCF-7) и ее генетически модифицированными 
VDAC-дефицитными производными.

Ключевые слова: клеточная культура MCF-7, митохондриальные порины (VDAC1, VDAC2, VDAC3), 
мыши BALB/c NUDE, ортотопическая опухоль.
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Abstract

Purpose to study the tumor-forming activity of wild-type MCF-7 cells carrying a full set of porins (VDAC1, 
VDAC2, VDAC3), as well as their genetically modified cells, from which one of the isoforms was removed 
(MCF-7 VDAC1 KO, MCF-7 VDAC2 KO, MCF -7 VDAC3 KO). Material and Methods. The study was aimed 
at establishing of an animal model of orthotopic tumors in the mammary gland of immunodeficient BALB/c 
nude mice by implanting a suspension of human breast cancer cells (MCF-7) and derivatives of these 
cells generated by targeted knockout of one of the selected mitochondrial porin isoforms (VDAC1, VDAC2 
or VDAC3). Suspensions of either wild-type MCF-7 cell lines containing all three porin isoforms (VDAC1, 
VDAC2 and VDAC3) or their VDAC-deficient derivatives (MCF-7 VDAC1 KO, MCF-7 VDAC2 KO and MCF-7 
VDAC3 KO) were injected into mammary fat pads of BALB/c nude mice at a dose of 4x106 cells per injec-
tion. A pathomorphological analysis of the place of implantation of tumor cells, the tumor itself, as well as 
the organs of the abdominal and thoracic cavity was carried out. Results. The study shows the feasibility 
of successful creation of orthotopic tumors in the adipose tissue of immunodeficient BALB/c nude mice with 
MCF-7 human breast cancer epithelial cells containing a complete set of mitochondrial porin isoforms and 
their VDAC-deficient derivatives. The tumor-forming activity of the implanted cells was shown to correlate 
with their cytotoxic effect on the internal organs of animals. Pathological analysis showed that all implanted 
cell cultures, such as MCF-7 WT, MCF-7 VDAC2 KO and MCF-7 VDAC3 KO, except for MCF-7 VDAC1 KO 
cells, which did not form tumors, caused pathological changes in the lungs, liver and spleen, as well as the 
presence of other tumor-like lesions. Conclusion. The data obtained will be used to optimize the injection 
volume and cell number, as well as to refine the dynamics of tumor growth, suitable for studying the effect 
of anticancer drugs on tumors formed by human breast cancer cells (MCF-7) and its genetically modified 
VDAC-deficient derivatives.

Key words: cancer cells MCF-7, mitochondrial porins (VDAC1, VDAC2, VDAC3), immunodeficient BALB / c 
Nude mice, orthotopic tumor.

Введение
Рак молочной железы остается одной из наибо-

лее актуальных проблем современной онкологии, 
занимая лидирующее положение среди онкологи-
ческих заболеваний [1]. Поиск и разработка новых 
препаратов и протоколов лечения проводятся с 
широким использованием животных моделей, 
среди которых наиболее распространенными 
являются модели иммунодефицитных мышей 
[2–4]. Удобством этих моделей является особый 
иммунодефицитный статус этих животных, благо-
даря чему они не способны отторгать чужеродный 
биологический материал, что позволяет успешно 
создавать в них опухоли из человеческих кле-

ток или ксенотрансплантатов [5]. Несомненным 
преимуществом мышиных животных моделей 
является возможность сравнения опухолеобразую-
щей активности генетически-модифицированных 
клеточных линий, позволяя, таким образом, соз-
дание эффективных доклинических моделей [2, 
5, 6]. Дополнительным достоинством животных 
моделей по сравнению с моделями культуры кле-
ток является то обстоятельство, что опухолевые 
модели с использованием иммунодефицитных 
животных представляют клиническую картину бо-
лее адекватно, чем исследования, выполненные на 
клеточных культурах [2, 5]. В последние годы резко 
возрос интерес к роли митохондрий в механизмах 
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инициации и развития опухолей. Особое внимание 
в этих работах уделяется роли митохондриальных 
поринов, потенциал-зависимых анионных кана-
лов (Voltage Dependent Anion Channels, VDAC), 
ответственных за обмен жизненно важными 
водорастворимыми метаболитами, такими как 
АТФ, АДФ, аминокислотами и субстратами цикла 
трикарбоновых кислот между цитоплазмой и ми-
тохондриями [7–9]. В клетках млекопитающих эти 
белки встречаются в трех различных изоформах 
(VDAC1, VDAC2, VDAC3), которые кодируются 
тремя разными генами и расположены во внешней 
мембране митохондрий, обеспечивая таким обра-
зом обмен водорастворимых метаболитов [10–12]. 
В настоящее время накоплено огромное количество 
публикаций, посвященных роли поринов в ини-
циации и развитии онкологических заболеваний 
как основного механизма их терапевтического 
действия [9, 13, 14]. Наряду с исследованием роли 
поринов в физиологии клеток млекопитающих в 
условиях in vitro [13, 15, 16] имеются и работы in 
vivo, на мышиных моделях [10, 13, 17].

Целью исследования явилось изучение опухо-
леобразующей активности «диких» клеток MCF-7, 
несущих полный набор поринов (VDAC1, VDAC2, 
VDAC3), а также их генетически модифицирован-
ных клеток, из которых удалена одна из изоформ 
(MCF-7 VDAC1 KO, MCF-7 VDAC2 KO, MCF-7 
VDAC3 KO).

Экспериментальная часть
Культура клеток MCF-7
Клеточная линия эпителиальных клеток рака 

молочной железы человека (MCF-7), экспресси-
рующих эстрогеновые, прогестероновые и глю-
кокортикоидные рецепторы, была приобретена 
из Коллекции культур клеток позвоночных ФГБУ 
«Институт цитологии» РАН, г. Санкт-Петербург, 
<https://www.incras.ru>. Клетки инкубировали в 
инкубаторе для культивирования клеток животных 
и человека, 5 % CO2/95 %-воздух, 95 % влажности, 
37°C, в среде инкубации DMEM (D5648, Sigma 
USA) с добавлением 10 % фетальной бычьей сы-
воротки (10500064, Gibco, Germany), гентамицина 
(2 мл/л, Дальхимфарм) и 1 % смеси пенициллин/
стрептомицин, как описано в работе [18].

Получение VDAC-нокаутированных 
клеточных производных MCF-7
Нокаут генов митохондриальных поринов 

(vdac1, vdac2 и vdac3) в клетках рака молочной 
железы человека был проведен методом SORTS, 
как описано в работе [19]. Вкратце, с помощью 
CRISPR/Cas9 осуществляли биаллельный нокин 
двух коротких маркеров селекции – эпитопных 
тагов Flag и HA – в ген-мишень, а последователь-
ности гидовых РНК для митохондриальных по-
ринов были отобраны с использованием ресурса 
Массачусетского технологического института 
(MIT) http://tools.genome-engineering.org, пред-
ставлены в табл. 1.

Для экспрессии эпитопных тагов на поверх-
ности клетки их встраивали в короткую молекулу-
носитель CD52 и для нокаута гена-мишени после 
кодирующей части добавляли короткий термина-
тор транскрипции. Условия и технические детали 
получения клеток, модифицированных по вы-
бранным генам (изоформам митохондриальных 
поринов) в клеточной линии MCF-7, приведены 
в работах [19–21]. Необходимые клетки-нокауты 
отбирались с помощью антител к эпитопным 
тагам методом проточной цитофлуориметрии. 
Таргетные последовательности гидовой РНК вы-
делены жирным курсивом. Прямой и обратный 
праймеры отжигались друг на друга и клониро-
вались в плазмиду для экспрессии гидовой РНК 
pKS-gRNA-BB после обработки рестриктазой Bbs 
I (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26435148/). Для 
ПЦР-амплификации донорской ДНК использовали 
праймеры, приведенные в табл. 2. Красным цветом 
отмечена замена нуклеотида, инактивирующая 
эндогенный старт-кодон.

Подготовка клеточных культур
Культуры клеток MCF-7, дикого типа (WT) 

и VDAC-дефицитные производные этих клеток 
(VDAC1 KO, VDAC2 KO и VDAC3 KO), высажен-
ные в раздельные чашки Петри, культивировали 
в течение 4 сут без смены среды инкубации до 
достижения 80 % конфлюэнтности, как описано в 
[18]. После трипсинизации и отмывки от трипсина 
в среде инкубации клетки подсчитывались и пере-
носились в фосфатный буфер для инъекций.

Таблица 1/Table 1

Список последовательностей гидовых РНК для митохондриальных поринов

List of guide RNA sequences for mitochondrial porins

Митохондриальный порин/Mitochondrial porins Гидовая РНК/Guide RNA

VDAC1 5-gR-VDAC1: CACCGCAACACTCACCATAGCCCT
3-gR-VDAC1: AAACAGGGCTATGGTGAGTGTTGC

VDAC2 5-gR-VDAC2: CACCGCGCGCGTCGTAAGTAAAGC
3-gR-VDAC2: AAACGCTTTACTTACGACGCGCGC

VDAC3 5-gR-VDAC3: CACCGTTTCCTAGGTCACAGTACGT
3-gR-VDAC3: AAACACGTACTGTGACCTAGGAAAC
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Таблица 2/Table 2

Список праймеров, использованных для ПЦР-амплификации донорской ДНК

List of primers used for PCR amplification of donor DNA

Праймеры/
Primers Последовательности/Sequences

5’-VDAC1-in CAATGCATTTATTCTGGTGATTCTTTTATCATAGCAGAAGTTGGCTGTGCCACCCACGTATGCCGA
TCTTGGCAAATCTGCCAGGGATGTCTTCACCACCATGAAGCGCTTCC

3’-VDAC1-in GCTGACCTACCCAGGTCTCCTAAACAGTTATCGGTAAAGTCTCAAACATGCCAACTCAGTCTGTG
AGCTGAAAGGCACCCCCTCTCTGCAACACTCACCACACAAAAAACCAACACAC

5'-VDAC2-in GGCCCTTTGACCCCAGCTTACCGCACTTCTTGTCCCTCCCGCAGATTCCCCTCTTCCCGCGGCCTC
GCCTTGGCGACCCACGGACAGACTTGCGCGCGCCACCATGAAGCGCTTCC

3'-VDAC2-in GCAGCCGAATTTCCAAGTTCTTGGAAAGATAGGGGGAAACAAACTGGGTTTCTGGTCGACAGGC
TTCGACTCTCCGCCGCCCCATCCCGCAGAGATCCACACAAAAAACCAACACAC

5’-VDAC3-in CACAGGATTAAACAGCAGAAGAACTGTGGGTGAATAAATACTAAATGGTTATTTTTATTCCTTTGC
CCTGTTTTTCTTTATAAGATTTGTGTAACACACCACCATGAAGCGCTTCC

3’-VDAC3-in CACAGTAGGCATTCAACACTAACCTTTACCCCAAACTGGAAAGTTACAATAGCATACTTACCATAT
CCTTTGTTGAAGACATCCTTAGCAGCCTTTCCACACAAAAAACCAACACAC

Животные
В исследовании использованы самки иммуно-

дефицитных мышей BALB/c Nude (SPF Питомник 
лабораторных животных «Пущино», Россия) в 
возрасте 20–24 нед. Данная линия мышей является 
наиболее распространенной при изучении опухоле-
образующей активности клеточных линий человека 
[4, 22, 23]. Животные содержались в стандартных 
условиях барьерной зоны в соответствии с «Про-
граммой по уходу и использованию животных» Ла-
боратории биологических испытаний ФИБХ РАН 
(г. Пущино), имеющей аккредитацию AAALAC 
(Association for Assessment and Accreditation of Lab-
oratory Animal Care). Манипуляции с животными 
проводили в соответствии с Протоколом-заявкой на 
животных, рассмотренным и одобренным «Инсти-
тутской комиссией по контролю за содержанием и 
использованием лабораторных животных» ФИБХ 
РАН. Животные были распределены по группам в 
соответствии с типом культуры клеток (Wild type, 
VDAC1 KO, VDAC2 KO и VDAC3 KO), и каждая 
группа содержала по 9 самок мышей BALB/c Nude. 
До введения опухолевых клеток, а также на про-
тяжении всего эксперимента животные проходили 
обязательную для создания ортотопических опу-
холей эстрогенную адаптацию путем наложения 
на кожу животного пластыря с эстрадиолом для 
гормонозаместительной терапии Климара® (Bayer 
Pharmaceuticals, Россия). Пластырь, содержащий 
10 мкг активного вещества, накладывали на об-
ласть холки и спины и закрепляли фиксирующей 
повязкой вокруг грудной клетки мыши [4, 24, 25]. 
Эстрогенная адаптация состояла из двух циклов: 
аппликация 12 дней (пластырь приложен к коже 
мыши), затем 2 дня перерыва (пластырь снимали), 
чтобы исключить возможность повреждения кожи. 
Необходимый уровень эстрогенного фона опреде-
ляли по наступлению постоянного эструса, кото-
рый определялся через 24–48 ч после первичного 
наложения пластыря микроскопией влагалищных 
мазков [26].

Создание ортотопической опухоли
Для создания ортотопических опухолей в на-

стоящей работе суспензию живых клеток вводили 
в жировую подушку молочной железы, как описано 
в работе [6]. Анестезия животных осуществлялась 
путем внутримышечной инъекции смеси золотил 
+ ксилазин в дозе 20 мг/кг и 5 мг/кг живого веса, 
соответственно [25]. Наркотизированную мышь 
фиксировали в положении на спине, делали раз-
рез кожи длиной 3–5 мм на 3–4 мм каудальнее 
4-го соска, слегка оттягивая сосок вверх анатоми-
ческим пинцетом и аккуратно (без повреждения) 
небольшую часть жировой подушечки (2–3 мм) 
вытягивали через полученный разрез. При помощи 
инсулинового шприца и в соответствии с группо-
вой принадлежностью в жировую ткань мыши 
инъецировали 50 мкл суспензии 4×106 опухолевых 
клеток в стерильном физиологическом растворе, 
после инъекции жировую подушечку отпускали, 
давая ей возможность самопроизвольно вернуться 
на место, а операционную рану закрывали швом 
при помощи атравматической хирургической по-
лиамидной нити Капроаг («Репромед», Россия). 
Дважды в неделю каждое животное взвешивали, 
определяли размер образовавшихся опухолевых 
узлов в 2 проекциях с помощью электронного 
штангенциркуля и полученные данные использо-
вали для оценки динамики роста опухоли.

Патоморфологический анализ органов
Забор органов (образцы опухоли с окружающи-

ми тканями молочной железы, регионарные лим-
фоузлы, легкие, печень и селезёнка) осуществляли, 
предварительно проведя процедуру эвтаназии в 
CO2 камере. В каждой группе образцы брали от 
трёх животных и анализировали индивидуально. 
Для патоморфологического исследования органы 
фиксировали в 10 % нейтральном формалине. Об-
работку материала проводили по общепринятой 
методике: последовательное обезвоживание в 
растворах спиртов возрастающей концентрации 
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последующей обработкой хлороформом и заливка 
в парафиновые блоки. Парафиновые срезы толщи-
ной 10–15 мкм переносили на стекло и окрашива-
ли гематоксилином и эозином. Светооптическое 
исследование и микрофотосъемку проводили на 
микроскопе проходящего света DMLA Leica (Гер-
мания), видеокамерой Photometrics Cool SNAP 
cf (США), используя программное обеспечение 
«Мекос» (Россия). Для оценки выраженности 
гистологических изменений в органах и морфоло-
гической оценки опухолевых узлов использовалась 
оценочная шкала Эванса [27].

Результаты и обсуждение
Создание опухолей 
и динамика роста опухолей
Размеры каждой опухоли в жировой ткани мо-

лочной железы мыши измерялись два раза в неделю 
в 2 проекциях (длина и ширина) с помощью элек-
тронного штангенциркуля. Объем опухоли рассчи-
тывали по формуле: V (мм3) = длина (мм) × ширина 
(мм) × ширина (мм) × ½ [6]. Результаты динамики 
роста опухоли в каждой группе животных по каж-
дому типу инокулированных клеток представлены 
на рис. 1 как среднее значение объёма опухоли в 
каждой группе ± стандартное отклонение.

Изменение размера опухолей в молочной же-
лезе мышей имплантированных клетками дикого 
типа (WT) и клетками, дефицитными по VDAC1 
KO, VDAC2 KO и VDAC3 KO, показано на 
рис. 1. В жировую ткань молочной железы каж-
дого животного инъецировали 50 мкл суспензии 
клеток, содержащей 4×106 опухолевых клеток в 
стерильном физиологическом растворе. Показаны 
средние размеры опухолей ± StDev, полученные по 
меньшей мере в трех независимых измерениях.

Интенсивнее всего опухоли развивались в груп-
пе животных, которым инокулировали суспензию 
клеток MCF-7 дикого типа (WT). Скорость роста 
опухоли в этой группе была наибольшей среди 
всех инокулированных типов клеток и к пятой 

неделе (завершение опыта) достигала величины 
1801 ± 369 мм3 (рис. 1, кривая «WT», n=6). Следую-
щий по интенсивности рост опухолей наблюдался 
в группе животных, которым опухоли создавались 
инокуляцией клеток MCF-7, дефицитных по содер-
жанию изоформы VDAC3 (рис. 1, кривая «VDAC3 
KO»). Скорость роста опухоли в этой группе жи-
вотных была ниже той, которая наблюдалась для 
опухолей, полученных клетками дикого типа, и к 
пятой неделе после инокуляции суспензии клеток 
размер опухоли достигал величины 1726 ± 498 мм3 
(рис. 1, кривая «VDAC3 KO», n=5). Также к фор-
мированию опухоли привела инокуляция клеток 
MCF-7, дефицитных по митохондриальному по-
рину VDAC2 (рис. 1, кривая «VDAC2 KO»), и к 
пятой неделе после инокуляции клеток средний 
размер опухоли достигал величины, близкой к 
группе с диким типом клеток, и был равен 1809 ± 
654 мм3 (рис. 1, кривая «VDAC2 KO», n=4). При 
инокуляции животным клеток MCF-7, дефицитных 
по митохондриальному порину VDAC1, к пятой не-
деле после инокуляции опухолей не образовалось 
(рис. 1, кривая «VDAC1 KO»). Таким образом, из 
всех четырех типов клеток MCF-7 (WT, VDAC1 
KO, VDAC2 KO, VDAC3 KO) только три типа кле-
ток, а именно, дикие клетки MCF-7 (WT), а также 
две линии «VDAC2» и «VDAC3» дефицитных 
клеток MCF-7, образовали полноценные твердые 
опухоли. Сравнение размеров опухолей показало, 
что дикий тип растет быстрее, чем опухоли из 
клеток MCF-7 VDAC3 KO и MCF-7 VDAC2 KO 
(рис. 1, кривые «WT», «VDAC3 KO» и «VDAC2 
KO»). Из данных, приведенных на рис. 1, видно, 
что после 3,5 нед инокуляции клеток, скорости 
развития образовавшихся опухолей выровнялись, 
и к моменту проведения патоморфологического 
анализа животных находились в единой области 
роста и объема опухолей. У животных, которым 
были инокулированы клетки MCF-7 VDAC 1 KO, 
появления и развития опухолей в молочной железе 
в течение месяца не наблюдалось.

Рис. 1. Графики роста опухолей в 
группах животных после инокуля-

ции опухолевых клеток MCF-7 и их 
VDAC-дефицитных производных

Fig. 1. Tumor growth curves in groups 
of animals after inoculation of MCF-7 
tumor cells and their VDAC-deficient 

derivatives
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Выживаемость мышей в группах 
после инокуляции клеточной линии MCF-7 
и VDAC-дефицитных производных
Отслеживание динамики выживаемости 

животных после инокуляции клеток позволяет 
определить временные интервалы и правильно 
распределить сроки лечения. Кривые длитель-
ности жизни (выживаемости) животных в каждой 
группе мышей, которым инокулировали клетки 
линии MCF-7 или ее модифицированные произ-
водные (Wild type, VDAC1 KO, VDAC2 KO или 
VDAC3 KO), показаны на рис. 2. Наибольшая 
выживаемость животных в первые три недели 
наблюдалась у мышей, у которых опухоль создава-
лась дикими клетками MCF-7 (рис. 2, «Wild type»,). 
Аналогичную картину демонстрировали мыши, в 
жировую ткань которых были имплантированы 
клеточные линии, дефицитные по содержанию 
поринов VDAC1 и VDAC3 (рис. 2, «VDAC1 KO» и 
«VDAC3 KO»). В этих трех группах за первые 3 нед 
погибло всего одно животное. Причиной гибели 
этой мыши могла быть избыточная механическая 
нагрузка на тело животного, которая создавалась 
дополнительной фиксирующей повязкой вокруг 
грудной клетки мыши, необходимой для закрепле-
ния эстроген-содержащего пластыря.

Животные в группе с опухолями, образованны-
ми клетками, дефицитными по порину 2 («VDAC2 
KO»), умирали в течение 2 нед после инокуляции 
клеток, до формирования опухоли (рис. 2), что 
может быть также связано с индивидуальными 
особенностями иммунодефицитных мышей линии 
BALB/c Nude, а также с гормональной терапией, 
проходившей на фоне всего эксперимента. Среди 
всех мышей, инокулированных клеточными ли-
ниями, только клетки, дефицитные по порину-1 
(«VDAC1 KO»), не образовывали опухолей, жи-
вотные показали устойчивое выживание. Таким 
образом, полученные данные по переносимости 

искусственно созданных ортотопических опу-
холей в молочных железах животных показали, 
что наименее агрессивными являются опухоли, 
образованные имплантированными клетками 
MCF-7, модифицированными по экспрессии ми-
тохондриального порина-1 («VDAC1 KO»), и, на-
против, клетки дикого типа MCF-7 и ее клеточные 
производные, дефицитные по содержанию мито-
хондриального порина-2 и/или порина-3 («Wild 
type», «VDAC2 KO» или «VDAC3 KO»), способны 
образовывать солидные опухоли.

Патоморфологический 
анализ органов мышей
После вскрытия было видно, что у животных в 

каждой группе подкожно-жировой слой истощён. 
Для гистологии были взяты образцы ткани с 
опухолью и прилегающими паховыми лимфоуз-
лами. Опухоли в группах «WT», «VDAC2 KO» и 
«VDAC3 KO» хорошо визуализировались, плотные 
узлы, которые часто сращены с брюшной стенкой, 
и в области между маткой и мочевым пузырём 
обнаруживались опухолевидные новообразования. 
На момент проведения некропсии у животных в 
группе мышей с привитыми клетками «VDAC1 
KO» со дня инокуляции суспензии опухолевых 
клеток не наблюдалось никаких внешних измене-
ний и признаков наличия опухоли. При вскрытии 
животных в молочных железах и/или жировых тка-
нях мышей заметных опухолевидных образований 
не обнаруживалось, и единственные и наиболее 
ярко выраженные изменения были обнаружены 
в яичниках, а при осмотре была зафиксирована 
гиперплазия яичников, которая могла быть спро-
воцирована избыточной эстрогеновой стимуляцией 
и обусловленным этим состоянием гиперэструса 
у животных.

Анализ состояния тканей легких показал, что 
все исследованные ткани имели нормальный 

Рис. 2. Выживаемость мышей 
в группах после инокуляции 

клеточной линии MCF-7 
и VDAC-дефицитных производных в 

жировую ткань молочной железы
Fig. 2. Survival curves of mice in 

groups after inoculation of the MCF-7 
cells and VDAC-deficient derivatives 

into mammary fad pads
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светло-розовый оттенок, без каких-либо призна-
ков метастазирования. Наиболее характерным и 
общим для всех исследованных тканей легкого 
было наличие заметных структурных изменений 
легких, в результате чего они выглядели спавши-
мися и деформированными со сросшимися отде-
лами. Такие структурные изменения характерны 
для условий, когда тело животного оказывается 
сжатым внешними воздействиями, например, 
могут быть обусловлены ношением жилетов, под-
держивающих гормональный пластырь, которые 
создавали сдавливание грудной клетки, что, как 
следствие, могло привести к сращению и слипанию 
отделов легкого [28].

Состояние печени во всех группах животных, 
контрольных и имплантированных клетками 
MCF-7, зависело от типа имплантированных кле-
ток. У всех мышей, которым были инокулированы 
клетки линии «MCF-7 VDAC1 KO», и у которых 
мы не обнаружили образование сформированного 
опухолевого узла, печень внешне выглядела здоро-
вой и по цвету, и по форме находилась в норме. В 
остальных же трех группах животных, в которых 
развились опухоли из клеточных линий «MCF-7 
WT», «MCF-7 VDAC2 KO», «MCF-7 VDAC3 
KO», печень отличалась от печени контрольных 
животных, заметно видоизменена по форме и была 
серого цвета. В ткани печени у всех животных из 
этих трех групп были обнаружены очаговые мета-
статические зоны, различной величины и формы. 
Наиболее сильные изменения в морфологии пече-
ни были обнаружены в группе мышей с имплан-
тированными клетками «MCF-7 VDAC2 KO», и 
в печени этих животных преобладали отчётливо 
обнаруживаемые множественные метастатические 
области по всей поверхности органа.

Результаты осмотра селезенки животных пока-
зали, что развитие опухолей у животных привело 
к значительным морфологическим изменениям в 
селезёнке. В группе мышей, имплантированных 
клетками «MCF-7 VDAC1 KO», в которой опухо-
лей не образовалось, селезёнка находилась в норме 
и никаких ярко выраженных внешних изменений 
цвета и формы не наблюдалось. Наиболее выражен-
ные различия состояния селезёнки наблюдались в 
других группах. Так, у тех мышей, которым были 
имплантированы клеточные линии «MCF-7 WT», 
«MCF-7 VDAC2 KO» и «MCF-7 VDAC3 KO», селе-
зёнка внешне выглядела обесцвеченной и рыхлой, 
с сероватым отливом, со множественными белыми 
и тёмными вкраплениями. У некоторых животных 
в группе «MCF-7 VDAC2 KO» ткань селезёнки 
была рыхлой, бесцветной, со множественными 
темно-красными вкраплениями.

Суммируя результаты внешнего осмотра жи-
вотных и результаты некропсии (осмотра тканей и 
внешнего состояния внутренних органов), можно 
сделать вывод о том, что за исключением клеток 
типа «MCF-7 VDAC1 KO», которые не образовали 

опухолей, все остальные имплантированные кле-
точные культуры «MCF-7 WT», «MCF-7 VDAC2 
KO» и «MCF-7 VDAC3 KO» вызывали патоло-
гические изменения состояния легких, печени 
и селезенки. Следует особо отметить наиболее 
выраженные патологические изменения внеш-
него вида, состояния ткани, а также образование 
множественных метастатических узлов в печени и 
селезёнке у животных, у которых опухоль образо-
вывалась из клеточной линии, дефицитной по ми-
тохондриальному порину-2 («MCF-7 VDAC2KO»). 
Необходимо отметить образование и наличие опу-
холевидных новообразований в различных частях 
тела животного, таких как подмышечные лимфа-
тические узлы, мочевой пузырь, а также в тканях, 
окружающих матку. Однако эти новообразования 
не носили систематического характера и были вы-
явлены только у некоторых животных.

Гистологический анализ тканей
К 4–5-й нед у всех животных BALB/c Nude, 

которым были имплантированы/инъецированы 
суспензии клеточных линий «MCF-7 WT» и ее 
VDAC-дефицитных производных «MCF-7 VDAC2 
KO» и «MCF-7 VDAC3 KO», сформировались 
подкожные макроскопические опухолевые узлы, 
которые легко визуализировались при внешнем 
осмотре гистологических срезов (рис. 3а–в). Боль-
шая часть подкожных опухолевых узлов состояла 
из жизнеспособных опухолевых клеток, и опухо-
левая ткань была представлена преимущественно 
округлыми или овальными эпителиоподобными 
одноядерными или полиплоидными клетками 
с хорошо выраженными ядрышками (на рис. 3 
показано стрелками). Опухолевые клетки имели 
выраженные признаки плеоморфизма, характер-
ные изменения формы клеток в злокачественных 
опухолях. На всех срезах опухолевых тканей при-
сутствовало множество клеток с характерными 
уплотнениями ядерного материала, свидетель-
ствующими о высокой митотической и пролифе-
ративной активности клеток в опухолях (рис. 3). 
Кроме того, на всех срезах подкожных опухолевых 
узлов наблюдались участки некротического рас-
пада опухолевой ткани, что, скорее всего, связано 
с недостаточным кровоснабжением опухолевой 
ткани, обусловленным большими размерами опу-
холи и высокой плотностью клеток в этих узлах 
[3, 29–31]. Площадь некротического распада во 
всех обследуемых опухолевых узлах составляла 
приблизительно 15–40 % от общей площади, что 
соответствовало оценкам, составленным по оце-
ночной шкале Эванса степени IIA [32]. Необходи-
мо отметить, что в отличие от клеточных линий 
«MCF-7 WT» и ее VDAC-дефицитных произво-
дных «MCF-7 VDAC2 KO» и «MCF-7 VDAC3 KO», 
которые образовывали характерные солидные 
опухоли в жировой ткани мышей, имплантация 
в молочную железу животных клеточной линии 
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Рис. 3. Микрофото. Обзорный снимок подкожного опухолевого узла у мышей после введения клеточной линии MCF-7 и VDAC KO: 
а – WT; б – VDAC2 KO; в – VDAC3 KO; г – область после введения клеточной линии VDAC1 KO. Области, окрашенные 

в розовый цвет, являются зонами некроза. Область введения представлена кожей (1), структурами молочной железы (показаны 
стрелками) и регионарным лимфоузлом (2) в состоянии нормы. Снимки сделаны с использованием программы «Виртуальный 

микроскоп» (объектив ×10, окуляр ×10), окраска гематоксилином и эозином
Fig. 3. Microphoto. Imaging of a subcutaneous tumor in mice after injection of MCF-7 and VDAC KO cells: а – WT, b – VDAC2 KO, 

c – VDAC3 KO, d – area after injection of VDAC1 KO cells. Areas colored pink are areas of necrosis. The injection area is represented 
by the skin (1), mammary gland structures (shown by arrows) and the regional lymph node (2) in the normal state. The images were 

taken using the program «Virtual Microscope» (objective ×10, eyepiece ×10), stained with hematoxylin and eosin

Рис. 4. Микрофото. Гистологические срезы фрагментов печени у мышей после введения клеточной линии MCF-7 и VDAC KO: 
а – WT; б – VDAC2 KO; в – VDAC3 KO; г – VDAC1 KO; ×100, окраска гематоксилином и эозином. 

В печеночной паренхиме отмечены среднеочаговые и многочисленные мелкоочаговые рассеянные клеточные инфильтраты 
(показаны стрелками) с признаками малигнизации во всех долях печени

Fig. 4. Microphoto. Histological sections of liver fragments from mice after injection of MCF-7 and VDAC KO cells: а – WT; b – VDAC2 
KO; c – VDAC3 KO; d – VDAC1 KO; ×100, stained with hematoxylin and eosin. 

In the hepatic parenchyma, medium-focal and numerous small-focal scattered cellular infiltrates were noted (shown by arrows) with 
signs of malignancy in all lobes of the liver
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«MCF-7 VDAC1 KO» не вызывала образования 
пальпируемых ортотопических опухолей, и у этих 
животных не наблюдалось также образования 
макроскопических визуализируемых подкожных 
опухолевых узлов (рис. 3г).

В тканях печени животных из группы мышей, 
которым имплантировались клеточные линии 
дикого типа MCF-7 клеток («MCF-7 WT»), при 
микроскопическом обследовании выявлялись 
среднеочаговые и многочисленные мелкоочаговые 
рассеянные клеточные инфильтраты с признаками 
малигнизации во всех долях печеночной парен-
химы (на рис. 4а показано стрелками). В печени 
у всех мышей с имплантированными «MCF-7 
VDAC2 KO» клетками выявлялись клеточные 
инфильтраты с признаками малигнизации (на рис. 
4б показано стрелками).

При этом степень проявления данного морфо-
логического признака изменялась от минимальной 
до выраженной максимальной. Аналогичные 
изменения в форме клеточных инфильтратов, с 
признаками малигнизации обнаруживались также 
в печени всех мышей, которым были импланти-
рованы клетки линии «MCF-7 VDAC3 KO» (на 
рис. 4в показано стрелками). Степень проявления 
данного морфологического признака также может 
быть разделена на градации от минимальной до 

выраженной максимальной. Микроскопическое 
исследование ткани печени у животных с им-
плантированными клетками «MCF-7 VDAC1 KO» 
также не выявило в печеночной паренхиме кле-
точных инфильтратов с признаками малигнизации 
(рис. 4г). Необходимо отметить, что аналогично 
подкожным опухолевым структурам в структуре 
печени не обнаруживалось патологических изме-
нений, и по внешнему виду обе структуры соот-
ветствовали норме.

В группе животных, которым имплантировали 
дикий тип клеток («MCF-7 WT»), в селезенке 
выявляются обширные клеточные инфильтраты 
с признаками малигнизации, как определено в 
работах [33–35], при этом у одного животного из 
группы красная и белая пульпа селезенки была 
почти полностью замещена на опухолевую ткань 
(на рис. 5а показано стрелками).

В селезенке у мышей с «MCF-7 VDAC2 KO» 
и «MCF-7 VDAC3 KO» типом клеток выявлены 
обширные клеточные инфильтраты с признаками 
малигнизации. Степень проявления признака – от 
умеренной до сильно выраженной [36]. У этих 
животных красная и белая пульпа селезенки была 
почти полностью замещена на опухолевую ткань 
(рис. 5б, в). После введения клеточной линии 
VDAC1 KO ни у одной мыши в этой группе кле-

Рис. 5. Микрофото. Гистологические срезы фрагментов селезенки у мышей после введения клеточной линии MCF-7 и VDAC 
KO: а – WT и б – VDAC2 KO, где небольшие единичные участки сохранившейся селезеночной пульпы показаны стрелками; 

в – VDAC3 KO, где стрелками отмечены очагово-диффузные клеточные инфильтраты с признаками малигнизации; 
г – VDAC1 KO, где стрелками показаны некоторые очаги гемопоэза; ×100, окраска гематоксилином и эозином 

Fig. 5. Microphoto. Histological sections of spleen fragments from mice after injection of   MCF-7 and VDAC KOcells: а – WT and 
b – VDAC2 KO, where small isolated areas of preserved splenic pulp are shown by arrows; c – VDAC3 KO, where the arrows indicate 

focal-diffuse cellular infiltrates with signs of malignancy; d – VDAC1 KO, where the arrows show some foci of hematopoiesis; ×100, 
stained with hematoxylin and eosin
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точных инфильтратов с признаками малигнизации 
в селезенке не выявлено (рис. 5г). В одном случае 
в этой группы в красной пульпе селезенки отмечен 
экстрамедуллярный гемопоэз, который характерен 
для мышей BALB/c Nude. В целом морфологиче-
ская структура селезенки соответствовала норме.

Заключение
Таким образом, показана возможность успеш-

ного создания ортотопических опухолей в жировой 
ткани иммунодефицитных голых мышей BALB/c 
Nude эпителиальными клетками рака молочной 
железы человека «MCF-7 WT», содержащими 
полный набор изоформ митохондриальных по-
ринов и ее VDAC-дефицитными производными. 
Формирование опухолей и размеры образующихся 
опухолей отслеживались в течение 4 нед, после 
чего были произведены эвтаназия животных и 
патоморфологический анализ состояния тканей 
опухоли, региональных лимфатических узлов, 
легких, печени и селезенки. Ни в одной группе 
животных не наблюдалось спонтанного рассасы-
вания опухолей, а малые сроки жизни животных 
указывают на возможность смерти животного 
от передозировки количества (4 миллиона на 
инъекцию) инъецированных клеток, которое 
определяет скорость рота опухоли. Полученные 
результаты продемонстрировали образование 
солидных опухолей человеческими клетками с 
модифицированным набором функциональных 
белков митохондрий, и возможность определить 
оптимальный режим и количество клеток в инъ-
екции, достаточное для получения опухолей для 

всех типов клеток. Кривые выживания указывают, 
что у мышей самок BALB/c Nude после введения 
клеточных линий «MCF-7 WT», «MCF-7 VDAC2 
KO» и «MCF-7 VDAC3 KO» наблюдалось быстрое 
(4 нед) формирование злокачественных эпителио-
подобных опухолей. В отличие от этих клеточных 
линий в группе мышей, которым инокулировали 
клетки линии «MCF-7 VDAC1 KO», опухолевые 
узлы не сформировались, хотя у половины жи-
вотных в этой группе в области введения были 
выявлены небольшие структуры, представленные 
клеточными инфильтратами с признаками малиг-
низации и небольшими участками лимфоидной 
ткани, позволяющими сделать предположение, что 
данные структуры являлись лимфоузлами. Микро-
скопическое обследование печени и селезенки у 
большинства мышей BALB/c Nude после введения 
клеточных линий «MCF-7 WT», «MCF-7 VDAC2 
KO» и «MCF-7 VDAC3 KO» выявило клеточные 
инфильтраты с признаками малигнизации, тогда 
как после введения клеточной линии «MCF-7 
VDAC1 KO» клеточные инфильтраты с призна-
ками малигнизации не были выявлены. Наиболее 
выраженные изменения по полученным данным 
патоморфологии, внешнему виду и состоянию 
внутренних органов наблюдаются у группы жи-
вотных, которым были инокулированы клетки 
«MCF-7 VDAC 2». Эта клеточная линия оказывала 
на организм животного более выраженное влияние, 
чем остальные культуры, что обнаруживается по 
наличию видоизменения и множественных ме-
тастазов в печени и селезёнке, а также наличию 
других опухолевидных новообразований.
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