
Modeling of disorders and experimental treatment

In vivo МРТ-визуализация динамики 
развития глиобластомы U87 в модели 
ортотопической ксенотрансплантации 
мышам линии SCID

Е.Л. Завьялов1, И.А. Разумов1, 3, Л.А. Герлинская1, 
А.В. Ромащенко1, 2

1 Федеральное государственное бюджетное научное учреждение 
«Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики 
Сибирского отделения Российской академии наук», Новосибирск, Россия 
2 Федеральное государственное бюджетное учреждение науки 
Конструкторско-технологический институт вычислительной техники 
Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия 
3 Федеральное государственное бюджетное учреждение науки 
Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», 
р. п. Кольцово, Новосибирская область, Россия

Глиобластомы являются крайне «агрессивным» типом опухолей 
головного мозга. Средняя продолжительность жизни пациентов 
с этим диагнозом составляет 9–12 мес. Для поиска эффективных 
подходов к терапии и диагностике этого заболевания требуется 
разработка адекватных экспериментальных моделей. В данной 
работе для описания динамики роста и морфологии клеток 
глиобластомы U87, ортотопически ксенотрансплантированной 
мышам иммунодефицитной линии SCID, мы использовали 
ряд методов магнитно-резонансной томографии (МРТ). Срав
нение эффективности визуализации развивающейся опухоли 
с помощью Т1- и Т2-взвешенных изображений, полученных 
на сверхвысокопольном томографе Bruker BioSpec (11,7 Т), 
показало, что вследствие сильной продольной намагничен
ности магнитного поля томографа Т1-взвешенные изображения 
не дают необходимого контраста патологической ткани 
относительно здоровой в отличие от Т2-взвешенных изобра
жений. Использование Т1-взвешенных изображений совместно 
с внутривенным введением наночастиц парамагнетика – оксида 
марганца (MnO) значительно усилило контраст опухоль/ нор
мальная ткань на МРТ изображениях. Исследование динамики 
роста опухолевых клеток с помощью Т2-взвешенных изображе- 
ний показало, что развитие опухоли начинается не раньше чем  
через 3 недели после интракраниального введения культуры  
клеток U87, при этом опухолевые клетки демонстрируют 
экспоненциальный рост. Таким образом, были отработаны 
и охарактеризованы методы Т1- , Т2-взвешенной и MnO-уси
ленной МРТ на модели ортотопической ксенотрансплантации 
клеток глиобластомы человека U87 иммунодефицитным 
животным SCID, которая может быть использована в качестве 
in vivo экспериментальной модели для проверки новых 
противоопухолевых препаратов и схем лечения онкологических 
заболеваний головного мозга человека.

Ключевые слова: глиобластома U87; магнитно-резонансная 
томография; ксенотрансплантация; парамагнитные наночастицы 
оксида марганца.

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and 
lethal type of brain cancer with the average lifespan of 
patients about 9–12 months. The study of tumor formation 
and the evaluation of new therapies for GBM require 
accurate and reproducible experimental brain tumor 
animal models. In this study we used MRI for investigation 
of tumor morphology and growth dynamic in an orthopic 
xenotransplantation immunodeficient mouse model 
(SCID mouse line). Comparison of T1- and T2-weighed MRI 
scans preformed with a high-field MRI scanner (Bruker, 
BioSpec, 11,7 T) revealed insufficient tumor/normal tissue 
T1-contrast because of high longitudinal magnetization 
of the magnetic field in our scanner. Intravenous injection 
of paramagnetic manganese oxide (MnO) nanoparticles 
dramatically increased the tumor/normal tissue contrast 
in T1-weigthed MRI scans. The study of glioblastoma 
growth with T2-weighed images showed that a significant 
tumor development began not earlier than 3 weeks after 
cell culture intracranial injection and then the tumor 
grew exponentially. Thus, we developed a protocol of 
the characterization of glioblastoma U87 growth and 
morphology by T1- and T2-weighed and MnO-enhanced 
MRI in the orthopic xenotransplantation mouse model. 
The results demonstrate that this SCID model may be 
used as an in vivo preclinical model to test the efficacy and 
putative side effects of novel anticancer therapies.

Key words: glioblastoma U87; MRI; xenotrasplantation; 
paramagnetic nanoparticles.
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Лидирующее место в структуре нейроонкологических 
заболеваний занимают глиобластомы – нейроэк-
тодермальные опухоли головного мозга человека, 

заболеваемость которыми с каждым годом продолжает 
расти. Данный тип новообразования крайне «агрессивен», 
что значительно усложняет процесс терапии, и средняя 
продолжительность жизни больных глиобластомой не 
превышает 9–12 мес. (Stupp et al., 2007; Lorger et al., 2009). 
Высокая социальная значимость этого заболевания тре-
бует создания доступной in vivo модели для разработки 
и проверки новых терапевтических и диагностических 
подходов. Наиболее широко на данный момент распро-
странены модели глиобластом, созданные на лаборатор-
ных мышах (Koutcher et al., 2002; Becher, Holland, 2006; 
Martinez-Murillo, Martinez, 2007; McConville et al., 2007). 
Существуют два основных способа создания моделей 
злокачественных опухолей головного мозга на мышах: 
ксенотрансплантация раковых клеток иммунодефицит-
ным мышам и введение в организм генетических мутаций, 
индуцирующих развитие опухолей (Bachoo et al., 2002). 
Недостатком генетических моделей является непредска-
зуемость появления новообразования, что делает такой 
подход малопригодным для практического использования. 
С другой стороны, подсадка культуры стволовых клеток 
человека (hTSC) в мозг мыши позволяет получить опу-
холь с генетическими и фенотипическими признаками 
глиобластомы человека при достаточно высокой эффек-
тивности трансплантации (Lee et al., 2006). Поэтому 
ортотопическая ксенотрансплантация клеток человека 
иммунодефицитным животным является наиболее рас-
пространенной моделью для in vivo оценки токсичности, 
избирательности, онколитической активности препаратов 
и адекватности противоопухолевой терапии. Основным 
препятствием для поиска эффективных способов терапии 
глиобластом является тот факт, что существующие модели 
глиомы, полученные на лабораторных мышах, неточно 
воспроизводят неоднородную и высоко инвазивную 
природу этой смертельной формы опухоли мозга (Becher, 
Holland, 2006; Stupp et al., 2007; Winkler et al., 2009).

В настоящее время для создания такой модели глиом 
человека в мире широко используются такие перевивае-
мые клеточные линии, как U87, U251, U373 и др., полу-
ченные из первичных клеток опухоли человека, которые 
трансплантируются интракраниально в мозг мышей. 
Локализация растущих опухолей, как правило, отслежи-
вается с использованием количественной флюоресценции 
(биолюминесценции) (Szentirmai et al., 2006; Lorger et 
al., 2009). Однако этот подход не учитывает морфологию 
опухоли в отличие от магнитно-резонансной томографии 
(МРТ), которая позволяет получить детальное изображе-
ние геометрии имплантированных опухолей (Koutcher et 
al., 2002; McConville et al., 2007). Использование МРТ 
для характеристики моделей глиом на мыши имеет це-
лый ряд преимуществ по сравнению с флюоресцентным 
анализом (Becher, Holland, 2006). Во-первых, поскольку 
МРТ на данный момент является наиболее распростра-
ненным методом диагностики объемных образований, 
все подходы к лечению и детекции опухоли, разраба-
тываемые на моделях лабораторных животных, гораздо 
легче внедрять в медицинскую практику (Koutcher et al., 

2002). Кроме того, МРТ позволяет получать изображения 
немеченых клеток, тогда как оптические методы требуют 
стабильной экспрессии меченного флюорофорами белка 
в опухолевых клетках, что может приводить к изменению 
функционирования опухолевых клеток (Dass, Choong, 
2007). Наконец, МРТ является неинвазивным и точным 
методом, с помощью которого можно отследить динами-
ку роста интракраниальных опухолей. Хотя в настоящее 
время в клинике используются надежные контрастные 
агенты для МРТ, до 45 % обнаруживаемых нарушений 
в мозге требуют гистологического подтверждения диа-
гноза и в незначительном количестве (4 %) глиом кон-
трастирование не приводит к усилению сигнала (Barker 
et al., 1997; Ginsberg et al., 1998; Sugahara et al., 1998; 
Castillo et al., 2001; Nelson, Cha, 2003; Atkinson et al., 
2008; Stockhammer et al., 2008). Поэтому по-прежнему 
существует потребность в создании новых контрастных 
агентов, усиливающих специфичность контрастирования 
опухоли. Одним из возможных направлений в данной 
области является разработка МРТ контрастов на основе 
наночастиц различных парамагнетиков (Gd, Mn), которые 
в силу особенностей кровоснабжения злокачественных 
новообразований достаточно специфично ими поглоща-
ются (Arvizo et al., 2011).

Целью данного исследования была оценка динамики 
развития глиобластомы человека в мозге мыши с помо-
щью различных методов МРТ, включая сравнительный 
анализ контрастирования растущей глиобластомы относи-
тельно нормальной ткани при исследовании ее геометрии 
методами Т1- и Т2-взвешенных изображений МРТ и МРТ, 
усиленной наночастицами оксида марганца (MnO).

Материалы и методы

Животные
Исследование выполнено на 8 самцах мышей линии SCID 
(SHO-PrkdcscidHrhr) SPF-статуса в возрасте 8–12 нед. 
Животных содержали в SPF-виварии Института цитоло-
гии и генетики СО РАН однополыми семейными груп-
пами по 2–5 особей в индивидуально вентилируемых 
клетках (IVC) системы OptiMice (Animal Care Systems) 
в контролируемых условиях (при температуре 22–26 °C, 
относительной влажности 30–60 % и световом режиме 
свет/темнота 14/10 ч с рассветом в 01:00). Корм Ssniff 
(Германия) и деионизированную воду, обогащенную 
минеральной смесью «Северянка» (Санкт-Петербург), 
животным предоставляли ad libitum. 

Оценка состояния мышей
В течение эксперимента состояние мышей регистри-
ровали ежедневно. В частности, оценивали изменения 
состояния кожных покровов, двигательной активности 
и поведения. Мыши, демонстрировавшие такие пато-
логические признаки, как изогнутость, сгорбленность, 
снижение активности, падение массы тела более чем на 
20 %, были подвергнуты эвтаназии в соответствии с тре-
бованиями гуманного отношения к животным. Мышей 
взвешивали до введения опухолевых клеток и затем – один 
раз в 5 дней вплоть до эвтаназии. Эвтаназию по заверше-
нии эксперимента осуществляли передозировкой CO2, 
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сопровождаемой цервикальной дислокацией. Эвтаназия 
была выполнена не позднее 8 нед после введения опухо-
левых клеток.

Приготовление опухолевых клеток глиобластомы
За 2–3 недели до начала эксперимента культуру клеток 
глиомы U87, которая хранится в криобанке ЦКП «SPF-
виварий» ИЦиГ СО РАН в жидком азоте, разморажива-
ли и культивировали в течение 5–7 пассажей на среде 
DМЕМ\F12 (1 : 1) с 10 %-й фетальной сывороткой (FBS) 
фирмы «Invitrogen». Перед инъекцией клетки опухоли 
снимали с подложки раствором трипсин/версен и после 
5 мин центрифугирования при 1000 об/мин осадок тща-
тельно ресуспендировали в среде без сыворотки, доводя 
до концентрации 100 тыс. клеток в 1 мкл. 

Ортотопическая ксенотрансплантация  
клеток U87 мышам линии SCID
Перед операцией животное помещалось в камеру 
с протоком воздуха 450–500 мл/мин и концентрацией 
изофлюрана в воздушной смеси 1,5 %. Через 3 мин 
животное переносили на подогреваемый операционный 
столик с температурой поверхности 37 °С и помещали под 
наркозную маску с подачей изофлюрана в концентрации 
1,5 % в воздушной смеси. Суспензию клеток вводили в 
подкорковые структуры мозга через отверстие в черепной 
коробке животного. Для этого на голове в каудально-кра-
ниальном направлении делали надрез кожи длиной 3–4 мм 
в районе брегмы и через отверстие в черепной коробке 
вводили 5 мкл суспензии клеток (500 тыс. клеток на одно 
животное). Эксперименты были выполнены с соблюдени-
ем принципов гуманности в соответствии с директивой 
Европейского сообщества (86/609/ЕЕС).

Определение размеров опухолей
Динамика роста опухолей и накопление в них наночастиц 
марганца были исследованы с помощью магнитно-ре-
зонансной томографии (МРТ) на сверхвысокопольном 
томографе BioSpec 117/16 USR (Bruker, Германия), 11,7 Т. 
Все исследования проводили на наркотизированных 
изофлюраном (1,5 % изофлюрана в кислородной смеси 
при скорости потока 250 мл/мин) животных. 

Оценка размеров опухоли была проведена с помощью 
Т2-взвешенных изображений методом TurboRARE (Rapid 
Imaging with Refocused Echoes). Параметры импульсной 
последовательности метода (TE = 33 мс, TR = 1 500 мс), 
параметры изображения (размер 2,5 × 2,5 см; матрица 
512 × 512 пикселей, размер пикселя 0,45 × 0,45 мкм); тол-
щина среза – 0,5 мм; расстояние между срезами – 0,5 мм; 
количество срезов – 15; ориентация срезов аксиальная, 
общее время сканирования – 3 мин.

Информация о распределении наночастиц марганца по 
структурам мозга мыши была получена по результатам 
Т1-взвешенных изображений с использованием метода 
FLASH (Fast Low Angele SHot). Параметры импульсной 
последовательности метода (TE = 2,5 мс, TR = 200 мс), 
параметры изображения (размер 2,5 × 2,5 см; матрица 
512 × 512 пикселей, размер пикселя 0,45 × 0,45 мкм), тол-
щина среза – 0,5 мм; расстояние между срезами – 0,5 мм; 
количество срезов – 15; ориентация срезов аксиальная, 

общее время сканирования – 6 мин. Для исследования ис-
пользовали нерастворимые наночастицы оксида марганца, 
синтезированные методом гидролиза солей марганца 
(II) (Moshkin et al., 2015). Гидродинамический радиус 
полученных частиц, измеренный с помощью ZetaSizer 
(Marvel), варьировал от 30 до 60 нм. Раствор частиц 
в объеме 50 мкл вводили в хвостовую вену животного 
в соответствии со всеми установленными биоэтически-
ми нормами. Сканирование проводили через 1 ч после 
введения.

Сканирование роста опухолей проводили 5 раз: через 
7, 14, 21, 27, 30 дней после введения опухолевых клеток. 
Окончательные значения размеров опухоли высчитывали 
с помощью пакета программ Paravision 5.0, основываясь 
на разнице в контрасте между окружающими тканями 
и опухолью. Полученные значения размеров опухоли 
выражали в мкл. Контрастность опухоли оценивали как 
отношение МРТ сигнала в области новообразования 
к МРТ сигналу окружающих нервных тканей той же 
площади.

Статистический анализ
Статистический анализ разницы между опытными груп-
пами проводили с использованием непараметрических 
методов анализа данных.

Результаты
Визуализацию внутримозгового роста глиобластомы U87 
человека у мышей линии SCID проводили с использова-
нием T1- и Т2-взвешенного МРТ. Контрастность опухоли 
по сравнению с окружающими тканями на Т1-взвешенных 
изображениях была очень низкая (1,02 ± 0,22; рисунок, б, 
посредине), тогда как на Т2-взвешенных изображениях 
удалось четко выделить границы новообразования в точ-
ке введения клеток U87 (1,54 ± 0,11; рисунок, б, слева). 
При этом введение наночастиц оксида марганца (MnO), 
который, являясь парамагнетиком, способен локально 
увеличивать МРТ сигнал, значительно увеличивало кон-
трастность опухоли относительно окружающих тканей 
(2,2 ± 0,15) на Т1-взвешенных изображениях (рисунок, 
б, справа). Достоверного снижения Т1-контраста в связи 
с накоплением MnO в здоровых тканях мозга не наблюда-
ли ни через 1 ч, ни через 3 сут после введения. Т2-контраст 
достоверно не менялся ни в опухоли, ни в окружающих 
тканях после введения этих частиц.

Результаты еженедельного МРТ исследования головного 
мозга мышей после ортотопической ксенотрансплантации 
клеток U87 показали, что первые признаки новообразова-
ний наблюдались через 3 недели после интракраниальной 
инъекции (рисунок, а, в). Дальнейший рост опухоли со-
провождался экспоненциальным увеличением ее объема 
(рисунок, в). При оценке зависимости роста опухоли от 
количества введенных клеток было обнаружено, что дву
кратное уменьшение числа вводимых клеток приводило 
к задержке роста опухоли на 1 нед и к уменьшению ее 
объема с 104,1 ± 41,23 до 6,6 ± 2,8 мкл (Z = 2,12, p < 0,04). 
Рост опухоли сопровождался снижением массы животных 
до 20 % от первоначальных значений. Между размерами 
опухоли и изменениями массы тела отмечалась статисти-
чески значимая корреляция r = –0,78 (p < 0,04). 
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Обсуждение
Создание моделей глиомы человека на мышах, кото-
рые позволят изучать в динамике различные аспекты 
роста опухоли, является одним из важнейших этапов в 
поиске новых путей терапии этого заболевания (Bachoo 
et al., 2002; Becher et al., 2006; Lee et al., 2006; Wong 
et al., 2011; Frosina, 2013). Как было показано ранее, 
опухолевый рост сопровождается более выраженным 
усилением Т2-контраста по сравнению с Т1 (Jordan et 
al., 2014). В нашем исследовании мы получили схожие 
результаты (рисунок, б): по уровню Т1-контраста опухоль 
практически не отличалась от окружающих тканей. Это 
обусловлено высокой продольной намагниченностью 
используемого в нашем приборе магнитного поля (11,7 Т), 
что приводит к слишком быстрой спин-решетчатой ре-
лаксации протонов (Mystkowska et al., 2013). Начальные 
этапы развития опухоли имеют низкие значения Т2-кон-
траста, что значительно затрудняет выявление новообра
зований на начальных стадиях, но последующий рост 

опухоли повышает ее контрастность (Roberts et al., 2000; 
Abdollahi et al., 2007; Reardon et al., 2008). Т2-контраст в 
основном определяется количеством «свободной» воды, 
содержащей большое количество быстро релаксирующих 
протонов. В организме источником быстро релаксирую-
щих протонов, с одной стороны, является межклеточная 
жидкость, количество которой в ткани может возрастать 
в случае отека или воспаления (Rausch et al., 2003), с дру
гой – это кровь. Поэтому при увеличении кровенапол-
нения ткани Т2-контраст возрастает (Mintorovitch et al., 
1991). Известно, что при ингибировании VEGF (vascular 
endothelial growth factor) у пациентов с глиобластомой 
динамика роста и максимальные значения Т2-контраста 
в области опухоли достоверно снижаются по сравнению 
с контрольной группой (Pope et al., 2006). В связи с этим 
для построения адекватной модели глиальных опухо-
лей человека и оценки эффективности противораковых 
препаратов необходимо разрабатывать критерии для 
неинвазивного исследования процессов васкуляризации 
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развивающейся опухоли. МРТ является в данном случае 
наиболее перспективной методикой, предоставляющей 
самые широкие диагностические возможности.

Рост опухолевых клеток in situ сопровождается ак-
тивным ангиогенезом, при этом известно, что в области 
опухоли отмечается нарушение гематоэнцефалического 
барьера, поскольку новообразованные сосуды имеют 
фенестированную стенку (Gossmann et al., 2002; Gagner 
et al., 2005). Диаметр «пор» новообразованных сосудов 
колеблется от 60 до 80 нм (Stan, 2007). Как было показа-
но в ряде исследований, подобное свойство сосудистой 
стенки возможно использовать для противораковой 
терапии с помощью наночастиц размером, не превышаю
щим 80 нм (Davis, Shin, 2008). В нашем исследовании 
для детекции точной геометрии развивающейся опухоли 
мы использовали наночастицы оксида марганца (MnO) с 
радиусом 30–60 нм. Исходя из полученных результатов, 
можно сделать вывод о том, что наночастицы MnO ак-
тивно накапливаются в опухолевой ткани при их внутри
венном введении, при этом в здоровых тканях мозга 
в исследованный нами промежуток времени достоверного 
увеличения концентрации частиц не наблюдалось. Эти 
два обстоятельства показывают, что наночастицы MnO 
могут быть перспективным как диагностическим, так 
и терапевтическим средством, которое, с одной стороны, 
за счет усиления контраста (рисунок, б) поможет увели-
чить эффективность визуализации геометрии опухоли, 
с другой – быть использовано для адресной доставки 
противоопухолевых препаратов.

Итак, в настоящей работе, во-первых, была отработа-
на модель ортотопической ксенотрансплантации клеток 
глиобластомы человека U87 иммунодефицитным живот-
ным SCID, которая может быть использована в качестве 
in vivo модели для проверки новых противоопухолевых 
препаратов и схем лечения онкологических заболеваний 
головного мозга человека. Во-вторых, проведено сравне-
ние эффективности Т1- и Т2-контрастов для визуализации 
морфологии и динамики роста глиобластом с помощью 
сверхвысокопольного томографа с напряженностью маг-
нитного поля 11,7 Т. В-третьих, была показана возмож-
ность использования наночастиц оксида марганца (MnO) 
для увеличения эффективности визуализации геометрии 
развивающейся опухоли. 
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