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Введение. Подходы, основанные на принципах таргетной терапии, рассматриваются как перспективное направление соз-
дания новых методов лечения, способных увеличить эффективность лечения больных раком мочевого пузыря (РМП).
Цель исследования – получение ортотопической модели РМП человека у мышей линии nude и обоснование ее пригодности 
для экспериментального изучения таргетных препаратов, нацеленных на рецептор эпидермального фактора роста (РЭФР).
Материалы и методы. Объектом исследования служили эктопические подкожные и ортотопические ксенографты РМП 
человека, полученные с использованием культивируемых клеток линий EJ и 5637. Рост ортотопических ксенографтов in vivo 
оценивали методом магнитно-резонансной томографии. Для исследования тканей опухолей использованы методы гистоло-
гического и иммуногистохимического анализа.
Результаты. Показано, что как эктопические, так и ортотопические ксенографты EJ и 5637 характеризуются высокой 
воспроизводимостью модели, хорошим кровоснабжением ткани, высоким уровнем экспрессии РЭФР и отличаются локали-
зацией рецептора в опухолевых клетках. Пролиферация клеток EJ и 5637 в  слизистой оболочке мочевого пузыря мышей 
при их внутрипузырной имплантации преимущественно приводит к образованию мышечно-неивазивной формы опухоли.
Заключение. Ксенографты EJ и 5637 у иммунодефицитных мышей могут быть использованы в качестве моделей РМП чело-
века для изучения эффективности биотерапевтических воздействий, использующих в качестве мишени РЭФР.
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Introduction. Approaches based on the principles of a targeted therapy are considered a promising strategy that is capable to improve 
the effectiveness of treatment for bladder cancer (BC) patients.
The purpose of the study was to establish an orthotopic xenograft model of human BC in mice and to prove its suitability for experimental 
examination of drugs targeting the epidermal growth factor receptor (EGFR).
Materials and methods. The objects of the study were ectopic subcutaneous and orthotopic human BC xenografts established using EJ 
and 5637 human BC cell lines. The growth of orthotopic xenografts in vivo was assessed by magnetic resonance imaging. Tumor tissues 
were investigated using histological and immunohistochemical techniques.
Results. It was shown that EJ and 5637 xenografts exhibit a good reproducibility, a sufficient blood supply of the tumor tissues, a high 
level of EGFR expression, and different pattern of a subcellular receptor localization. Implantation and subsequent proliferation of hu-
man EJ or 5637 cells in the murine bladder mucosa presumably results in muscle-non-invasive tumor formation.
Conclusions. The EJ and 5637 xenograft models can be useful for investigation of the efficacy of EGFR-targeted biotherapeutic treatments.
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Введение
Рак мочевого пузыря (РМП) – одна из наиболее 

часто встречающихся злокачественных опухолей. РМП 
характеризуется высокими темпами годового приро-
ста заболеваемости и занимает одно из ведущих мест 
в структуре онкологической смертности в развитых 
странах мира, в том числе в России [1, 2]. Высокий 
риск рецидива опухоли после органосохраняющего 
лечения [3, 4], а также ограниченные возможности 
радикального лечения при местнораспространенных 
формах РМП [5–7] делают данное заболевание акту-
альной проблемой современной онкоурологии.

Прогресс на пути улучшения отдаленных резуль-
татов лечения больных злокачественными новообра-
зованиями связывают с таргетными методами лече-
ния [8]. Привлекательной мишенью для разработки 
различных вариантов таргетной терапии при  РМП 
являются мембранные белки семейства рецепторов 
эпидермального фактора роста (РЭФР, ЕrbB) [9, 10]. 
Высокая экспрессия РЭФР (ЕrbB1) в  клетках пер-
вичного РМП, по  данным клинико-морфологиче-
ских исследований, наблюдается в 74–86 % случаев, 
коррелирует с глубокой инвазией, низкой степенью 
дифференцировки и высокой пролиферативной ак-
тивностью опухоли [11, 12]. Адъювантное применение 
при распространенных формах РМП моноклональ-
ных антител к РЭФР (цетуксимаб) или ингибиторов 
тирозинкиназы (гефитиниб, лапатиниб) не показало 
ожидаемой клинической эффективности [13–15]. 
Это стимулирует поиск причин резистентности РМП 
к  данным видам терапии и  путей ее преодоления, 
поиск новых препаратов и схем комбинированного 
лечения, а также разработку способов направленной 
доставки к клеткам РМП цитостатиков, фотосенси-
билизаторов, диагностических и  терапевтических 
радионуклидов с использованием РЭФР в качестве 
мишени [16–20].

Экспериментальные исследования in  vivo чаще 
всего выполняются на моделях эктопических транс-
плантатов РМП человека, полученных подкожной 
инокуляцией культивируемых опухолевых клеток или 
имплантацией операционного материала иммуноде-
фицитным мышам [21]. С учетом механизма проти-
воопухолевого действия релевантность модели для 
оценки активности ингибиторов РЭФР-ассоцииро-
ванных тирозинкиназ, как  правило, подтверждают 
определением содержания рецептора в клетках ме-
тодом вестерн-блота [22, 23], для тестирования воз-
действий на  основе антител к  РЭФР  – дополняют 
характеристику модели иммуногистохимическим 
исследованием внутриклеточного распределения 
рецептора [18, 24].

Исследования РЭФР-направленных воздействий 
на ортотопических моделях ксенографтов РМП че-
ловека немногочисленны, хотя известно, что такая 

модель позволяет в большей степени воспроизвести 
особенности микроокружения опухоли, которые мо-
гут влиять как на экспрессию молекулярной мишени, 
так и на ответ опухоли на воздействие. Опубликован-
ные работы c использованием такой модели либо не 
содержат удовлетворительной характеристики гисто-
логических особенностей ксенографтов [17, 22], либо 
представленные в них данные недостаточно инфор-
мативны в отношении характера экспрессии рецепто-
ра-мишени в опухолевых клетках [16, 25, 26].

Целью настоящей работы стало получение модели 
ортотопического ксенографта РМП человека и обо-
снование ее пригодности для  экспериментального 
и доклинического изучения препаратов, нацеленных 
на опухолевые клетки с высокой экспрессией РЭФР.

Материалы и методы
Культуры опухолевых клеток
В работе использованы клеточные линии карци-

номы мочевого пузыря человека EJ и 5637 (любезно 
предоставлены профессором А. С. Соболевым, лабо-
ратория молекулярной генетики внутриклеточного 
транспорта Института биологии гена РАН, Москва). 
Клетки культивировали во  флаконах с  площадью 
поверхности 25 или 75 см2 (Costar, США) на  среде 
DMEM (для культуры EJ) или RPMI-1640 (для куль-
туры 5637) с добавлением 2 mM L-глютамина и 10 % 
эмбриональной телячьей сыворотки. Среды и куль-
туральные добавки получены от компании «ПанЭко» 
(Россия).

Животные
Мыши линии BALB/c nu/nu (nude), самки с мас-

сой тела 19–21 г (возраст 7–8 нед), получены из НПП 
«Питомник лабораторных животных»  – филиала 
ФГБУН «Институт биоорганической химии им. 
М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова» РАН. Жи-
вотных содержали в специализированном помеще-
нии вивария, в условиях повышенной температуры 
и влажности. Уход за животными, все эксперимен-
тальные процедуры и  манипуляции выполнялись 
в соответствии с правилами проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных [27].

Получение ксенографтов опухолей
Для имплантации мышам использовали клеточ-

ные линии, прошедшие от 3 до 7 пассажей культиви-
рования. Клетки снимали с поверхности культураль-
ных флаконов раствором Версена, отмывали в среде, 
не содержащей эмбриональную телячью сыворотку, 
подсчитывали количество жизнеспособных клеток 
в камере Горяева и на той же среде готовили клеточ-
ную суспензию для введения животным.

На  этапе подбора количества вводимых клеток 
экспериментальные группы состояли из  4 мышей, 
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на  этапе характеристики роста ксенографтов  – из 
5–8 мышей.

Для получения подкожного ксенографта суспен-
зию опухолевых клеток в количестве 1 × 106, 3 × 106 
или 5 × 106 инокулировали мышам подкожно на пра-
вый бок в объеме 0,1 мл. Объем опухоли рассчиты-
вали по формуле 

V = d
1
 × d

2
2 × 0,52, 

где d
1
 и d

2
 – 2 взаимно перпендикулярных размера 

опухоли.
Перед процедурой внутрипузырной инстилляции 

мышей анестезировали интраперитонеальным вве-
дением золазепама гидрохлорида («Золетил 100», 
20 мг/кг) и  ксилозина гидрохлорида («Ксилазин», 
15 мг/кг) за 5 мин до начала манипуляций и фикси-
ровали на препаровальном столике. Слизистую обо-
лочку мочевого пузыря подвергали химическому 
повреждению по методике [28] путем введения через 
стерильный катетер, установленный в мочеиспуска-
тельный канал, 0,1 М раствора соляной кислоты 
с последующей его нейтрализацией 0,1 М раствора 
гидроксида натрия. После промывания полости мо-
чевого пузыря стерильным физиологическим раство-
ром в  мочевой пузырь вводили 70 мкл суспензии, 
содержащей 1 × 106, 3 × 106 или 5 × 106 опухолевых 
клеток. В течение 1 ч мышей время от времени пере-
ворачивали, а  при  признаках выхода из  наркоза  – 
освобождали от фиксации. Осмотр, оценку общего 
состояния и взвешивание животных после процедуры 
проводили ежедневно. Снижение массы тела мышей 
более чем на 20 % от исходного показателя служило 
показанием для выведения животных из опыта. Эвта-
назию животных проводили парами эфира.

Магнитно-резонансная томография
Исследование проводилось на базе Российского 

национального исследовательского медицинского 
университета им. Н. И. Пирогова (ЦКП «Медицин-
ские и  биотехнологические нанотехнологии»). Ис-
следование выполнялось на магнитно-резонансном 
томографе ClinScan 7Т 70/30 (Bruker Biospin, Герма-
ния) с постоянным магнитным полем 7 Тл (градиентная 
система BGA 12S/20) при газовой анестезии живот-
ных. Обработка результатов проводилась с исполь-
зованием программного обеспечения SyngoMR 15.

Подготовка материала для гистологического 
и иммуногистохимического исследования
Образцы тканей, полученные при аутопсии жи-

вотных, фиксировали в нейтральном забуференном 
10 % формалине и  после стандартной гистологи
ческой проводки заключали в парафин. Готовили 
серийные срезы тканей толщиной 4 мкм. Для гисто-

логического анализа срезы окрашивали гематокси-
лином и эозином (Г&Э).

Иммуногистохимическое окрашивание
Для  выявления экспрессии РЭФР в  опухолевых 

клетках использовали моноклональное кроличье анти-
тело D38B1 (Cell Signaling Technology, СА), для выяв-
ления клеток эндотелия – моноклональное крысиное 
антитело к  CD34 мыши (BD PharmigenTM). Срезы 
окрашивали с  использованием общепринятой тех-
ники непрямого иммунопероксидазного анализа. 
Для демаскировки антигена стекла с депарафинизи-
рованными срезами выдерживали в 0,1 М натрий-ци-
тратном буфере (рН 6,0) при 95 °С в течение 20 мин. 
Система вторичных реагентов включала биотинили-
рованные поликлональные антитела к иммуноглобу-
линам соответствующей видоспецифичности (Santa 
Cruz Biotechnology, Inc.), конъюгат стрептавидина 
с пероксидазой конского хрена (Dako) и хромоген-
ный субстрат Liquid DAB + Substrate Chromogen 
System (Dako). На  контрольные срезы вместо пер-
вичных антител наносили неспецифические имму-
ноглобулины кролика или крысы (Santa Cruz Bio-
technology, Inc.). После завершения реакции клетки 
и срезы докрашивали гематоксилином и заключали 
в канадский бальзам. Микропрепараты анализиро-
вали под микроскопом Olympus BX51 (Olympus Op-
tical Co, Япония), оснащенным системой докумен-
тирования изображений.

Результаты
Подкожные ксенографты РМП человека EJ 
и 5637 у мышей nude
На 1-м этапе выполнена оценка способности 

клеток EJ и 5637 к росту in vivo при подкожной ино-
куляции бестимусным мышам и  исследована экс-
прессия РЭФР в клетках подкожных ксенографтов.

Скорость пролиферации клеток EJ, 5637 при куль
тивировании in  vitro была сходной (по  результатам 
МТТ-теста, данные не  представлены), однако при 
подкожной инокуляции мышам nude клетки 5637 
отличались более агрессивным биологическим пове-
дением. Так, 100 % выход опухолей, т. е. образование 
подкожных ксенографтов у всех мышей в экспери-
ментальной группе, при использовании клеток линии 
EJ достигался при инокуляции животным опухоле-
вого материала в количестве не менее 3 × 106 клеток, 
образование подкожных ксенографтов при использо-
вании клеток линии 5637 – в количестве 1 × 106 клеток 
и более. Скорость увеличения объема опухоли 5637 
значительно опережала скорость роста опухоли EJ. 
Через 21 день после инокуляции клеток EJ в количе-
стве 3 × 106 размер подкожных образований варьиро-
вал от 100 до 250 мм3, при инокуляции того же коли-
чества клеток 5637 – от 220 до 450 мм3 (рис. 1).
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По результатам гистологического исследования 
подкожные ксенографты опухолей EJ и 5637 имели 
солидное строение, морфологически соответствую-
щее низкодифференцированному новообразованию. 
В ткани обеих опухолей определялось большое ко-
личество митозов. Опухоли EJ отличались плеоморф

ными клетками, тесно расположенными в  тонкой 
хаотичной стромальной сети (рис. 2а). Клетки опу-
холи 5637 были более мономорфны и образовывали 
разделенные прослойками соединительной ткани 
островки, которые особенно четко прослеживались 
по периферии роста опухолей (рис. 2б). На 21-й день 
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Рис. 1. Кривые роста подкожных ксенографтов рака мочевого пузыря человека EJ (a) и 5637 (б) у мышей nude в зависимости от количества 
инокулируемых клеток: 1 × 10 6 (квадратные символы), 3 × 10 6 (круглые символы), 5 × 10 6 (треугольные символы). В группах – по 5 живот-
ных; в группе мышей с привитыми клетками EJ в количестве 1 × 10 6 (отмечено звездочкой) выход опухолей зафиксирован у 3 из 5 животных. 
Размеры опухолей (объем, мм3) представлены в виде среднего арифметического и стандартной ошибки среднего

Рис. 2. Гистологические препараты подкожных ксенографтов рака мочевого пузыря человека EJ (а, в) и 5637 (б, г) у мышей nude; 21-й день 
после процедуры трансплантации опухолевых клеток. Микрофотографии парафиновых срезов тканей, фиксированных формалином (увели-
чение × 200; отметка шкалы – 100 мкм) а, в – общая морфологическая картина, Г&Э; б, г – экспрессия рецептора эпидермального факто-
ра роста в опухолевых клетках, иммунопероксидазная реакция с антителом D38B1, докрашивание гематоксилином
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роста в ткани опухоли 5637 обнаружены только ми-
нимальные фокусы дегенерации, в ткани опухоли EJ 
признаков некроза при гистологическом исследова-
нии в этот срок не наблюдалось.

По результатам оценки интенсивности иммуно-
гистохимической реакции с анти-РЭФР антителом 
клетки ксенографтов EJ и 5637 слабо различались по 
общему уровню экспрессии РЭФР. При этом в клет-
ках опухоли EJ наряду с окрашиванием цитоплазмы 
наблюдалось преимущественное окрашивание по-
верхностной мембраны (рис. 2в), а в различных участ-
ках ткани опухолевого образования картина имму-
ногистохимического окрашивания в  целом была 
сходной. В клетках опухоли 5637 преобладала цито-
плазматическая локализация РЭФР (рис. 2г), мембран
ное окрашивание можно было наблюдать в клетках 
некоторых структур, располагающихся по  перифе-
рии опухолевого узла.

Ортотопические ксенографты рака мочевого 
пузыря человека EJ и 5637 у мышей nude
Отработку условий ортотопической транспланта-

ции клеток РМП человека выполняли, варьируя ко-
личество клеток, вводимых в мочевой пузырь мышей.

Введение 1 × 106 клеток EJ или 5637 удовлетвори-
тельно переносилось животными. Однако на 20-е сутки 
после процедуры инстилляции признаки опухолево-
го роста в стенке мочевого пузыря были обнаружены 
только у  2 из  4 мышей в  каждой группе и  только 
по результатам гистологического исследования.

При введении мышам 5 × 106 клеток EJ или 5637 
в течение 14 сут после воздействия наблюдалась ги-
бель животных. При вскрытии павших мышей уста-
новлено, что причиной гибели в обеих группах стало 
нарушение функции почек, которое развивалось 
как следствие перекрытия мочеточников опухолью, 
прорастающей стенку органа или заполняющей по-
лость мочевого пузыря.

Оптимальным признано внутрипузырное введе-
ние клеток EJ или 5637 в количестве 3 × 106 на мышь. 
По совокупным результатам независимо проведен-
ных экспериментов выживаемость мышей, которым 
прививали клетки EJ, на  24-е сутки после воздей-
ствия составила 92 % (11 из 12 животных), выживае
мость мышей, которым прививали клетки 5637  – 
83 % (10 из  12 животных). На  данный срок при 
вскрытии мышей в  мочевом пузыре обнаруживали 
утолщение складок, экзофитные выросты различно-
го числа и размера либо полное заполнение опухо-
лью полости органа.

Анализ результатов исследования методом маг-
нитно-резонансной томографии,, полученных у мы-
шей на  20-й день после инстилляции опухолевых 
клеток, показал возможность прижизненного мони-
торинга роста ксенографтов. МРТ-изображения, пред-
ставленные на рис. 3, демонстрируют пристеночные 
образования, выступающие в полость мочевого пу-
зыря мышей, соответствующие растущей опухоли. 
Отмечено, что ксенографты, как правило, локали
зовались в  области верхушки мочевого пузыря, 

Рис. 3. МРТ-изображения нижней части тела мышей nude с ортотопическим ксенографтом рака мочевого пузыря человека EJ (а) и 5637 (б) 
на 20-й день после процедуры трансплантации опухолевых клеток, фронтальная проекция. На врезках – увеличенное изображение мочевого 
пузыря; расположение опухолей указано стрелками

а б
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что обусловлено положением тела наркотизирован-
ного животного во время процедуры.

Гистологическое исследование подтвердило на-
личие опухолевого роста в  мочевом пузыре у  всех 
выживших животных. Репрезентативные микрофото
графии парафиновых срезов мочевого пузыря живот-
ных-опухоленосителей представлены на рис. 4а, г.

У большинства животных рост опухолей EJ и 5637, 
независимо от их размера, был ограничен слизистой 
оболочкой, т. е. уровень поражения стенки мочевого 
пузыря опухолью соответствовал стадии Т1. Однако 
у 3 из 12 мышей с ксенографтами EJ на поздний срок 
наблюдения выявлены признаки начала инвазии 
опухоли в мышечный слой стенки мочевого пузыря.

Рис. 4. Гистологические препараты мочевого пузыря мышей nude с ортотопическим ксенографтом рака мочевого пузыря человека EJ (а–в) 
и 5637 (г–е); 24-й день после процедуры трансплантации опухолевых клеток. Микрофотографии парафиновых срезов тканей, фиксирован-
ных формалином: а, г – общий вид опухолевых образований, растущих в слизистой оболочке мочевого пузыря (указаны стрелками), Г&Э 
(увеличение × 50; отметка шкалы – 500 мкм); б, д – морфологическая картина роста солидного ксенографта под слоем уротелия, Г&Э 
(увеличение × 200); в, е – серийные срезы тех же участков ткани, окрашенных иммунопероксидазной реакцией с анти-РЭФР антителом 
D38B1, докрашивание гематоксилином (увеличение × 200; отметка шкалы – 200 мкм)
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Рис. 5. Гистологические препараты мочевого пузыря мышей nude с ортотопическим ксенографтом рака мочевого пузыря человека EJ, де-
монстрирующие различные этапы формирования опухоли. Микрофотографии парафиновых срезов тканей, фиксированных формалином 
и окрашенных иммунопероксидазной реакцией с анти-РЭФР антителом D38B1 (докрашивание гематоксилином): а – РЭФР+ депозиты 
опухолевых клеток в  подэпителиальном слое собственной пластинки слизистой оболочки мочевого пузыря (7-й день после имплантации 
опухолевых клеток; увеличение × 400, отметка шкалы – 50 мкм); б, в – пролиферация опухолевых клеток в толще подслизистого слоя  
(10-й день; увеличение × 200 и × 100 соответственно; отметка шкалы – 100 и 200 мкм соответственно); г – полость мочевого пузыря 
заполнена опухолью (24-й день; увеличение × 100, отметка шкалы – 200 мкм)

По результатам иммуногистохимического окра-
шивания тканей характер экспрессии РЭФР в клет-
ках ортотопических ксенографтов EJ и 5637 в целом 
был сходен с тем, что наблюдалось при исследовании 
подкожных опухолевых образований (рис. 4в, е). При 
этом отмечено, что в клетках ортотопического ксено
графта EJ выраженность цитоплазматического ком-
понента окрашивания была существенно выше, чем 
в клетках подкожно растущих опухолей. Как следст
вие этого, общая интенсивность окрашивания орто-
топических ксенографтов EJ во всех исследованных 
случаях была существенно выше, чем интенсивность 
окрашивания ортотопических ксенографтов 5637.

Для того чтобы проследить динамику формиро-
вания и роста имплантированных опухолевых клеток 
в  стенке мочевого пузыря и  оценить оптимальное 
время начала потенциального лечения, на  модели 
ксенографта EJ проведено гистологическое исследо-
вание мочевого пузыря на  различные сроки после 
процедуры внутрипузырной инстилляции клеток (4, 7, 
10 и  14-е сутки). Метод иммуногистохимического 

окрашивания использован для  оценки характера 
экспрессии РЭФР и распределения сосудов в образ-
цах удаленных тканей.

Было установлено, что  регенерация уротелия 
у мышей nude после его химического повреждения 
происходит сравнительно быстро. На фоне полной 
реэпителизации покрова мочевого пузыря на 4–7-й 
день после внутрипузырного введения клеток EJ 
РЭФР-положительные (РЭФР+) клетки, как прави-
ло, располагались под уротелием (рис. 5а). Возмож-
но, что выживанию опухолевых клеток, проникших 
под базальную мембрану, способствует хорошо раз-
витая сеть CD34+ кровеносных капилляров, которая 
в стенке интактного мочевого пузыря пролегает не-
посредственно под базальной мембраной (рис. 6a).

В дальнейшем, до 14-го дня наблюдения, в стен-
ке мочевого пузыря можно было проследить распро-
странение опухолевых клеток под  слоем эпителия 
в собственной пластинке слизистой оболочки (рис. 5б). 
Увеличение количества пролиферирующих клеток 
приводило к утолщению складок слизистой оболочки, 
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формированию экзофитных выростов (рис. 5в), ко-
торые со временем сливались в единый массив, за-
полняющий полость органа (рис. 5г).

Оптимальным сроком начала терапевтического 
воздействия у животных-опухоленосителей с ксено-
графтами EJ или  5637, с  учетом динамики роста 
опухолевых образований, может считаться интервал 
до 7 дней после процедуры инстилляции опухолевых 
клеток.

Количество и линейная протяженность депози-
тов опухолевых клеток варьировали у индивидуаль-
ных животных. При  множественных фокусах им-
плантации рост опухолевых зачатков в  разных 
участках слизистой оболочки мочевого пузыря был 
неодинаковым. Можно предположить, что вариатив-
ность числа опухолевых зачатков и  скорость роста 
ксенографтов у животных-опухоленосителей опре-
деляются количеством опухолевых клеток, успешно 
осуществивших имплантацию в данном участке по-
врежденной слизистой оболочки.

Исследование распределения микрососудов 
в опухолевой ткани показало, что в ткани ксенограф-
та клетки эндотелия мыши образуют насыщенную 
капиллярную сеть, которая пронизывает всю толщу 
опухоли (рис. 6б). Таким образом, ортотопическая 
модель опухоли EJ наглядно демонстрирует способ-
ность ксеногенных клеток привлекать ресурсы орга-
низма-хозяина для формирования адекватного кро-
воснабжения растущей опухолевой массы.

На протяжении всего времени роста, до поздних 
его этапов, когда опухоли достигали значительных 
размеров, опухолевые клетки ксенографтов EJ и 5637, 
в  отличие от  естественно образующихся опухолей 
мочевого пузыря, не контактировали непосредствен-
но с содержимым мочевого пузыря мышей и были 
отделены от полости органа слоем регенерировавше-
го уротелия. Необходимо отметить, что при внутри-
пузырном введении противоопухолевых лекарствен-
ных средств это обстоятельство может существенно 
ограничивать доступ активного компонента лекар-
ства к  опухолевым клеткам, особенно при  воздей-
ствии на ранние сроки после инокуляции опухоли.

Особого внимания заслуживают различия вну-
триклеточной локализации РЭФР в клетках опухолей 
EJ и 5637, выявленные при иммуногистохимическом 
окрашивании тканей ксенографтов. По данным кли-
нико-морфологических исследований, при некото-
рых злокачественных новообразованиях – раке под-
желудочной железы, раке почки, немелкоклеточном 
раке легкого  – тип субклеточного распределения 
РЭФР в опухоли может служить независимым фак-
тором клинического прогноза [29–32]. По существу-
ющим представлениям преимущественная внутри-
клеточная локализация РЭФР может определяться 
активностью процессов интернализации рецептора, 

которая инициируется взаимодействием с лиганда-
ми, может зависеть от организации внутриклеточно-
го транспорта комплекса рецептор – лиганд, а также 
от  специфики взаимодействия внутриклеточных 
сигнальных путей [33]. Совокупность этих процессов 
не только способна определять биологические осо-
бенности роста опухоли, но и может влиять на реа-
лизацию механизмов лечебного воздействия. Так, 
например, ожидаемыми являются результаты клини-
ческого исследования, показавшего, что у больных 
с распространенным немелкоклеточным раком лег-
кого лечебный эффект химиотерапии в  сочетании 
с цетуксимабом более выражен в случаях с высоким 
уровнем экспрессии РЭФР на поверхности опухоле-
вых клеток [34].

Заключение
С  использованием клеточных линий EJ и  5637 

нами получены ксенографты РМП человека у мышей 
nude, которые характеризуются хорошей воспроиз-
водимостью роста и  высоким уровнем экспрессии 
РЭФР. Хорошее кровоснабжение ткани подкожных 
и ортотопических ксенографтов РМП указывает на 

Рис. 6. Расположение кровеносных микрососудов в стенке мочевого 
пузыря интактного животного (а) и  в  ткани ортотопического 
ксенографта рака мочевого пузыря человека EJ (б) у  мышей nude. 
Микрофотографии парафиновых срезов тканей, окрашенных имму-
нопероксидазной реакцией с антителом к CD34 (докрашивание гемато
ксилином; увеличение × 200; отметка шкалы – 100 мкм): а – в нор-
мальном мочевом пузыре CD34+ клетки эндотелия располагаются 
в подэпителиальном слое; б – в ткани ксенографта клетки эндоте-
лия мыши образуют разветвленную сосудистую сеть
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ток для системно вводимых лекарственных средств. 
Рост ортотопических вариантов ксенографтов в под-
слизистом слое мочевого пузыря накладывает опре-
деленные ограничения на их релевантность как мо-
делей для изучения цитотоксических лекарственных 
средств, для которых предполагается внутрипузыр-
ный путь введения. Особенности локализации РЭФР 
в клетках ксенографтов EJ и 5637, выявленные в дан-

ной работе, могут служить критерием при  выборе 
экспериментальной модели, а  также дополнитель-
ным фактором анализа при интерпретации результа-
тов экспериментального воздействия. Ксенографты 
EJ и 5637 могут быть полезны для разработки новых 
способов эффективного лечения РМП человека, 
в том числе, при экспериментальном изучении био-
терапевтических воздействий, использующих РЭФР 
в качестве мишени.



40 Оригинальные статьи

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian journal of biotherapy 	 2'2018  том 17    vol. 17

bladder cancer. Mol Med 2013;19:367–76. 
DOI: 10.2119/molmed.2013.00108. 
PMID: 24166682.

19. Tsai Y. C., Ho P. Y., Tzen K. Y. et al. 
Synergistic blockade of EGFR and 
HER2 by new-generation EGFR 
tyrosine kinase inhibitor enhances 
radiation effect in bladder cancer cells. 
Mol Cancer Ther 2015;14(3):810–20. 
DOI: 10.1158/1535-7163.MCT-13-
0951. PMID: 25589492.

20. Railkar R., Krane L. S., Li Q. Q. et al. 
Epidermal growth factor receptor 
(EGFR) targeted photoimmunotherapy 
(PIT) for the treatment of EGFR 
expressing bladder cancer. Mol Cancer 
Ther 2017;16(10):2201–14. 
DOI: 10.1158/1535-7163.MCT-16-
0924. PMID: 28619755.

21. Arantes-Rodrigues R., Colaço A., 
Pinto-Leite R. et al. In vitro and in vivo 
experimental models as tools 
to investigate the efficacy of anti
neoplastic drugs on urinary 
bladder cancer. Anticancer Res 
2013;33(4):1273–96.  
PMID: 23564765.

22. Dominguez-Escrig J. L., Kelly J. D., 
Neal D. E. et al. Evaluation of the thera
peutic potential of the epidermal growth 
factor receptor tyrosine kinase inhibitor 
gefitinib in preclinical models  
of bladder cancer. Clin Cancer  
Res 2004;10(14):4874–84. 
DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-04-0034. 
PMID: 15269164.

23. Mansure J. J., Nassim R., Chevalier S. 
et al. A novel mechanism of PPAR 
gamma induction via EGFR signalling 
constitutes rational for combination 
therapy in bladder cancer.  
PLoS One 2013;8(2):e55997. 

DOI: 10.1371/journal.pone.0055997. 
PMID: 23409107.

24. Bhuvaneswari R., Gan Y. Y., Soo K. C., 
Olivo M. Targeting EGFR with 
photodynamic therapy in combination 
with Erbitux enhances in vivo bladder 
tumor response. Mol Cancer 2009;8:94. 
DOI: 10.1186/1476‑4598‑8‑94. 
PMID: 19878607.

25. Wu M. L., Li H., Yu L. J. et al. 
Short-term resveratrol exposure causes 
in vitro and in vivo growth inhibition and 
apoptosis of bladder cancer cells. PLoS 
One 2014;9(2):e89806. DOI: 10.1371/
journal.pone.0089806. PMID: 24587049.

26. Fazel J., Rötzer S., Seidl C. et al. 
Fractionated intravesical radio
immunotherapy with (213) Bi-anti-
EGFR-MAb is effective without toxic 
side-effects in a nude mouse model 
of advanced human bladder carcinoma. 
Cancer Biol Ther 2015;16(10):1526–34. 
DOI: 10.1080/15384047.2015.1071735. 
PMID: 26177233.

27. Руководство по лабораторным живот-
ным и альтернативным моделям 
в биомедицинских исследованиях. 
Под ред. Н. Н. Каркищенко,  
С. В. Грачева. М.: Профиль-2С, 2010. 
358 с. [Guidelines for laboratory animals 
and alternative models in biomedical 
research. Ed.  N.N. Karkishchenko, 
S.V. Grachev. Moscow: Profil-2S Ltd, 
2010. 358 p. (In Russ.)].

28. Chan E., Patel A., Heston W., 
Larchian W. Mouse orthotopic models 
for bladder cancer research.  
BJU Int 2009;104(9):1286–91. 
DOI: 10.1111/j.1464-410X.2009.08577.x. 
PMID: 19388981.

29. Einama T., Ueda S., Tsuda H. et al. 
Membranous and cytoplasmic expression 

of epidermal growth factor receptor 
in metastatic pancreatic ductal 
adenocarcinoma. Exp Ther Med 
2012;3:931–36. DOI: 10.3892/ 
etm.2012.518. PMID: 22969995.

30. Ueda S., Ogata S., Tsuda H. et al. 
The correlation between cytoplasmic 
overexpression of epidermal growth 
factor receptor and tumor aggressiveness: 
poor prognosis in patients with 
pancreatic ductal adenocarcinoma. 
Pancreas 2004;29:e1–8. 
PMID: 15211117.

31. Kankaya D., Kiremitci S., Tulunay O., 
Baltaci S. Prognostic impact 
of epidermal growth factor receptor on 
clear cell renal cell carcinoma:  
Does it change with different expression 
patterns? Indian Journal of Pathology 
and Microbiology 2016;59:35–40. 
DOI: 10.4103/0377-4929.178219. 
PMID: 26960632.

32. Kallio J. P., Hirvikoski P., Helin H. et al. 
Membranous location of EGFR 
immunostaining is associated with good 
prognosis in renal cell carcinoma. Br J 
Cancer 2003;89:1266–9. DOI: 10.1038/ 
sj.bjc.6601241. PMID: 14520458.

33. Tomas A., Futter C. E., Eden E. R. EGF 
receptor trafficking: consequences for 
signaling and cancer. Trends Cell Biol 
2014;24(1):26–34. DOI: 10.1016/j.tcb. 
2013.11.002. PMID: 24295852.

34. Pirker R., Pereira J. R., von Pawel J. et al. 
EGFR expression as a predictor 
of survival for first-line chemotherapy 
plus cetuximab in patients with advanced 
non-small-cell lung cancer: analysis 
of data from the phase 3 FLEX study. 
The Lancet Oncology. 2012;13:33–42. 
DOI: 10.1016/S1470-2045(11)70318-7. 
PMID: 22056021


