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Аннотация

введение. Для решения задач персонализированной медицины в онкологии важным становится этап 
предклинических исследований, основанный на использовании трехмерных клеточных моделей опухо-
лей in vitro, в том числе сфероидов/тумороидов, которые представляют собой интересный инструмент 
для генетических, эпигенетических, биомедицинских и фармакологических исследований с целью 
определения наиболее эффективного индивидуального терапевтического подхода, так как позволяют 
моделировать динамическую эволюцию опухолевого заболевания от ранних стадий до метастатического 
распространения через взаимодействие с микроокружением. Цель исследования – провести срав-
нительные исследования особенностей формирования и пространственной организации сфероидов, 
полученных из клеток солидных злокачественных новообразований различного гистогенеза: меланом 
(МК), сарком мягких тканей и остеогенных сарком (СМТ/ОС), эпителиальных опухолей (ЭОп). материал 
и методы. Основой для создания 3d-клеточных моделей служили культуры клеток солидных опухолей 
пациентов, которые проходили лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова» в 2015–21 гг. 
Фрагменты опухолевой ткани были получены интраоперационно: 15 образцов МК, 20 – СМТ/ОС и 9 – 
ЭОп. Все опухолевые клетки культивировали не менее 10 пассажей. Для изучения сфероидов были 
использованы методы фазовой контрастной, конфокальной микроскопии, гистологическая техника. С 
помощью методов ИФА и мультиплексного анализа были изучены супернатанты монослойных клеточных 
культур и сфероидов на предмет присутствия широкого спектра биологически активных веществ, обе-
спечивающих процессы иммуносупрессии, инвазии и метастазирования. результаты. Использование 
низкоадгезивных поверхностей оказалось предпочтительным для получения сфероидов заданной 
посевной концентрации и интересующего размера. Среднее время культивирования сфероидов со-
ставило 4,7 сут, оптимальная посевная концентрация – 10 000 клеток на лунку, при этом диаметр сфе-
роида варьировал от 300 до 1 000 мкм в зависимости от типа злокачественных клеток: самые крупные 
сфероиды формировали культуры МК. В целом эффективность образования сфероидов составила 
88,6 % (39 из 44). Введение в 3d-конструкцию фибробластов приводило к усилению инвазивного по-
тенциала опухолевых клеток, который был ассоциирован с продукцией il8 (rho=0,636, p=0,035), HgF 
(rho=0,850, p=0,004), scF (rho=0,857, p=0,014), Fst (rho=0,685, p=0,029), prolactin (rho=0,810, p=0,015), 
pecam1 (rho=0,788, p=0,004). заключение. Технология низкоадгезивных поверхностей позволяет 
успешно создавать трехмерные модели опухолевого узла из клеток злокачественных новообразований 
различного гистогенеза. Заселение трехмерной конструкции фибробластами усиливает биологически 
агрессивные свойства опухолевых клеток и демонстрирует сложные реципрокные взаимодействия 
между клеточными элементами стромы опухоли и малигнизированными клетками, что приближает 
модель к реальной клинической ситуации.

ключевые слова: солидные опухоли, сфероиды, тумороиды, инвазивный потенциал, 
персонализированная медицина.
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abstract

background. to solve the problems of personalized medicine in oncology, preclinical studies based on the 
use of three-dimensional cellular models of tumors in vitro, including spheroids / tumoroids, are of great im-
portance. they are an interesting tool for genetic, epigenetic, biomedical and pharmacological studies aiming 
to determine the most effective individual therapeutic approaches, since they allow modeling the dynamic 
evolution of a tumor disease from early stages to metastatic spread through interaction with the microenviron-
ment. the purpose of the study was to compare characteristic features of formation and spatial organization 
of spheroids, obtained from solid malignant tumors cells with various histogenesis: melanomas, soft tissue 
sarcomas and osteosarcomas, epithelial tumors. material and methods. solid tumor cell lines of patients 
who were treated from 2015 to 2021 were the basis for the creation of 3d-cell models. Fragments of tumor 
tissue were obtained intraoperatively: 15 samples of melanoma, 20 samples of soft tissue sarcomas and 
osteosarcomas, and 9 samples of epithelial tumors. all tumor cells were cultured for at least 10 passages. 
methods of phase contrast, confocal microscopy, and histological techniques were used to study spheroids. 
using elisa methods and multiplex analysis, the supernatants of monolayer cell cultures and spheroids 
were studied for the presence of a wide range of biologically active substances that provide the processes 
of immunosuppression, invasion and metastasis. Results. the use of low adhesion surfaces was proven to 
be preferable to obtain spheroids of a given seed concentration and size of interest. the average cultivation 
time of spheroids was 4.7 days, and the optimal seeding concentration was 10,000 cells per well, while the 
spheroid diameter varied from 300 to 1000 μm depending on the type of malignant cells: the largest spher-
oids formed melanoma cultures. in general, the efficiency of spheroid formation was 88.6 % (39 out of 44). 
the introduction of fibroblasts into the 3d construct led to increasing in the invasive potential of tumor cells, 
which was associated with the production of il8 (rho=0.636, p=0.035), HgF (rho=0.850, p=0.004), scF 
(rho=0.857, p=0.014), Fst (rho=0.685, p=0.029), prolactin (rho=0.810, p=0.015), pecam1 (rho=0.788, 
p=0.004). conclusion. the technology of low-adhesive surfaces makes it possible to successfully create 
three-dimensional models of a tumor node from malignant tumors cells of various histogenesis. the coloniza-
tion of a three-dimensional structure with fibroblasts enhances the biologically aggressive properties of tumor 
cells and demonstrates complex reciprocal interactions between the cellular elements of the tumor stroma 
and malignant cells, which brings the model closer to a real clinical situation.

Key words: solid tumors, spheroids, tumoroids, invasive potential, personalized medicine.

Методы лечения онкологических заболеваний 
стремительно развиваются в направлении персо-
нализированной медицины, которая базируется 
на анализе индивидуальной молекулярной и ге-
нетической изменчивости злокачественных ново-
образований. Новые клеточные модели опухолей 
in vitro, основанные на культивировании малигни-
зированных клеток в трехмерном формате, могут 
быть полезным инструментом для генетических, 
эпигенетических, биомедицинских и фармако-
логических исследований с целью определения 
наиболее эффективного индивидуального тера-
певтического подхода, так как позволяют моде-
лировать динамическую эволюцию опухолевого 
заболевания от ранних стадий до метастатиче-
ского распространения через взаимодействие с 
микроокружением [1].

Основное преимущество опухолевых 3D-культур 
состоит в том, что они могут быть созданы как ин-
дивидуальные модели солидных опухолей пациен-
тов, которые лишены недостатков традиционных 
2D-монослойных культур, потому что имитируют 
нативную гистологическую архитектуру, процес-
сы клеточной гетерогенности и взаимодействия 
клеток с внеклеточным матриксом. Считается, что 
трехмерные культуры более точно отражают фе-
нотипическое поведение исходных опухолей, чем 
обычные 2D-культуры злокачественных клеток, 
что позволяет преодолеть разрыв между доклини-
ческими и клиническими исследованиями, предо-
ставив соответствующую модель злокачественных 
опухолей человека in vitro, которую можно ис-
пользовать для тестирования лекарств и изучения 
механизмов опухолевой диссеминации [2].
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Идеальная трехмерная модель для изучения 
биологии злокачественных новообразований 
должна воспроизводить структуру опухолевой 
ткани и ее патофизиологическое микроокружение, 
в котором опухолевые клетки демонстрируют 
свойства, присущие исходной ткани in vivo, такие 
как пролиферация, дифференцировка, подвиж-
ность, синтетическая активность [3]. Солидные 
опухоли развиваются в результате взаимодействия 
между множеством клеточных и неклеточных 
компонентов, при этом реализуются механизмы, 
подобные тем, что обнаружены на ранних стадиях 
эмбриогенеза [4]. В тканях солидных опухолей 
присутствуют пролиферативные и метаболиче-
ские градиенты, что приводит к неоднородному 
ответу на лечение [2, 5]. Опухолевые клетки in 
vivo окружены другими клетками различных типов 
(клетками иммунной системы, опухолевой стромы, 
эндотелиальными клетками) и внеклеточными 
компонентами, такими как внеклеточный матрикс, 
внеклеточные везикулы, факторы роста, цитокины 
и др., которые составляют микроокружение опухо-
ли [4, 6]. Существует несколько методов «сборки» 
клеточных 3D-моделей in vitro с учетом особенно-
стей организации злокачественных новообразова-
ний для имитации субоптимальных условий роста 
in vivo и для углубленного изучения многогранных 
особенностей динамического микроокружения 
опухоли. Одной из таких моделей являются много-
клеточные сфероиды или тумороиды, которые 
представляют собой самособирающиеся модели, 
возникающие за счет клеточной агрегации и взаи-
модействия клеток между собой [7]. Трехмерное 
моделирование в виде сфероидов широко исполь-
зуется при солидных опухолях эпителиального 
происхождения, таких как рак молочной железы 
(РМЖ), легких, предстательной железы, толстой 
кишки [2]. Менее разработаны эти модели для 
меланомы кожи и сарком мягких тканей [8].

Интерес к трехмерному моделированию для из-
учения свойств злокачественных новообразований 
возник достаточно давно, однако все еще необходи-
ма более подробная и обширная характеристика и 
валидация сфероидов как 3D-моделей для изучения 
различных онкологических заболеваний, чтобы 
понять, насколько они близки по биологическим 
свойствам к малигнизированным тканям in vivo, 
в том числе по структуре, кинетике роста, экс-
прессии генов, архитектуре сигнальных каскадов 
и ответу на лекарственную терапию [9, 10]. Кроме 
того, использование 3D-моделей для определения 
индивидуальной тактики лечения пациентов по-
зволит учитывать все важные характеристики опу-
холи. Такой подход будет способствовать изучению 
индивидуальных биологических особенностей 
опухолей и пониманию биологии рака в целом.

Цель исследования – провести сравнитель-
ные исследования особенностей формирования 
и пространственной организации сфероидов, по-

лученных из клеток солидных злокачественных 
новообразований различного гистогенеза: меланом 
(МК), сарком мягких тканей и остеогенных сарком 
(СМТ/ОС), эпителиальных опухолей (ЭОп).

Материал и методы
Основой для создания 3D-клеточных моделей 

служили культуры клеток солидных опухолей 
пациентов, которые проходили лечение в ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова» в 2015–21 гг. 
Фрагменты опухолевой ткани были получены 
интраоперационно: 15 образцов меланомы кожи 
(МК); 20 – сарком мягких тканей и остеогенных 
сарком (СМТ/ОС): 7 – остеогенной саркомы, 1 – 
хондробластической остеосаркомы, 4 – синови-
альной саркомы, 3 – миксофибросаркомы, 1 – 
плеоморфной липосаркомы, 1 – эмбриональной 
рабдомиосаркомы, 1 – лейомиосаркомы, 1 – аль-
веолярной саркомы, 1 – шванномы; 9 – эпите-
лиальных опухолей (ЭОп): 3 – колоректального 
рака, 2 – рака почки, 2 – рака молочной железы, 
1 – немелкоклеточного рака легкого, 1 – рака моче-
вого пузыря (табл. 1). Протокол исследования был 
одобрен этическим комитетом НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Петрова, от всех пациентов было получе-
но информированное согласие, а образцы тканей 
хранили в соответствии с принципами Хельсинк-
ской декларации и использовали в соответствии с 
Законом о тканях человека от 2004 г. 

Монослойные клеточные культуры
После механической дезагрегации тканевых 

образцов в Медимашине (Dako) клеточную суспен-
зию пропускали последовательно через систему 
фильтров Filcon 70 и 50 мкм (BD Bioscience, США), 
после чего помещали в полную питательную 
среду DMEM/F12, содержащую 20 % сыворотки 
эмбрионов крупного рогатого скота (СЭКРС), глу-
тамин (365 мг/л), инсулин (5 мкг/мл), трасферрин 
(5 мкг/мл), селен (5 нг/мл) (Invirtrogen, США), пе-
нициллин (100 eд/мл), стрептомицин (100 мкг/мл) 
(Sigma, США), и непрерывно культивировали при 
5 % CO2, 100 % влажности в пластиковых фла-
конах (BD Bioscience, США) по методу Freshney 
[11] с собственными модификациями [12]. По-
сле достижения монослоя клетки пересевали, 
используя раствор, состоящий из равных долей 
0,25 % трипсина и 0,02 % версена (Биолот, РФ). 
Культуры опухолевых клеток были получены во 
всех случаях, клетки культивировали непрерывно 
не менее 10 пассажей.

Опухолевые сфероиды
Для получения сфероидов использовали две 

технологии: 1) метод культивирования на низкоад-
гезивных поверхностях (Liquid overlay technique) с 
использованием 96-луночных планшет Ultra-Low 
Attachment Surface (Corning, США). Клетки по-
мещали в лунки планшета в посевной концентра-
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таблица 1/table 1

гистологическая верификация и локализация образцов меланомы кожи, сарком мягких тканей, 
остеогенных сарком, эпителиальных опухолей, из которых были получены клеточные линии

histological verification and localization of skin melanoma, soft tissue sarcoma, osteogenic sarcoma              

and epithelial tumors from which cell lines were derived

Опухоль/Tumor
Первич-

ная/
Primary

Рецидив/
Recur-
rence

Метастазы/Metastasis
Все-
го/

Total
Меланома/Melanoma

Пигментная/ 
Melanotic

Веретеноклеточная/Spindle cell 1 0 1 Мягкие ткани (1)/Soft tissue (1) 2
Эпителиоидноклеточная/

Epithelioid cell 0 0 3 Лимфоузлы (3)/Lymph nodes (3) 3

Беспигмент-
ная/ 

Аmelanotic

Веретеноклеточная/Spindle cell 0 1 0 0 1

Эпителиоидноклеточная/ 
Epithelioid cell 1 1 7

Мягкие ткани (3)/Soft tissue (3)
Лимфоузлы (2)/Lymph nodes (2)

Щитовидная железа (1)/Thyroid (1)
Молочная железа (1)/Breast (1)

9

Саркомы/STS subtype
Остеосаркома/Osteosarcoma 0 0 7 Легкие/lung (4) 7

Хондробластическая остеосаркома/
Chondroblastic osteosarcoma 0 0 1 Легкие/lung (1) 1

Плеоморфная липосаркома/
Pleomorphic liposarcoma 0 0 1 Легкие/lung (1) 1

Синовиальная саркома/Sytnovial sarcoma 0 2 2 Легкие/lung (2) 4
Миксофибросаркома/Myxofibrosarcoma 1 1 1 Мягкие ткани (1) 3

Лейомиосаркома/Leiomyosarcoma 0 0 1 Легкие/lung (1) 1
Рабдомиосаркома/Rabdomyosarcoma 0 0 1 Легкие/lung (1) 1

Альвеолярная саркома/Alveolar sarcoma 0 0 1 Легкие/lung (1) 1
Шваннома/Schwannoma 0 0 1 Легкие/lung (1) 1

Эпителиальные опухоли/Epithelial tumors
Светлоклеточный почечноклеточный рак/

Renal cancer 1 0 1 Легкие/lung (1) 2

Колоректальный рак (аденокарцинома)/
Colon cancer 0 0 3

Легкие (2)/Lung (2)
Забрюшинное пространство (1)/

Retroperitoneum (1)
3

Трижды негативный рак молочной железы/ 
Breast cancer 1 0 1 Толстая кишка/(1)

Colon (1) 2

Немелкоклеточный рак легкого (аденокарцинома)/ 
Non-small cell lung cancer 0 0 1 Плевральная полость (1)/

Pleural cavity (1) 1

Инвазивный рак мочевого пузыря/Bladder cancer 0 1 0 0 1
Всего/Total 5 6 33 44

ции 1×105 в 200 мкл полной питательной среды; 
2) метод выращивания в капле (Hanging drop 
method), при этом клеточную суспензию объемом 
30 мкл помещали на поверхность чашки Петри. 
Сфероиды культивировали 3–10 сут в зависимости 
от клеточной линии в СО2-инкубаторе «Heracel» 
(Thermo Electron LTD GmbH, ФРГ) при 37 ºС, во 
влажной атмосфере с 5 % уровнем СО2. В процессе 
культивирования на 3-и сут проводили смену сре-
ды в каплях и в лунках планшета. По окончании 
культивирования изъятые сфероиды отмывали в 
фосфатно-солевом буфере, после чего проводили 
последующие манипуляции. 

Приготавливали сфероиды двух типов. Для 
формирования гомосфероидов использовали один 
тип культуры опухолевых клеток в различных по-

севных концентрациях – 1000, 3000, 5000 клеток/
сфероид. Для формирования гетеросфероидов вво-
дили дополнительно клетки культуры фибробла-
стов легкого эмбриона человека FLECH в разных 
соотношениях: 80 % (опухолевые клетки)/20 %
(фибробласты), 70/30 %, 50/50 % в посевной кон-
центрации – 10000 клеток/сфероид. 

Наблюдение за формированием и ростом 
сфероидов вели с помощью инвертированного 
микроскопа Zeiss Primo Vert (Zeiss, ФРГ). Для ви-
зуализации процесса интеграции фибробластов в 
опухолевые сфероиды последние были окрашены с 
помощью реагентов Vybrant® CFDA SE Cell Tracer 
Kit (Invitrogen, США). В этом случае наблюдение 
вели с использованием флуоресцентного микро-
скопа ZOE (Bio-Rad, США).
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Конфокальная микроскопия
Для изучения структуры сфероидов были ис-

пользованы методы конфокальной микроскопии. 
Сфероиды фиксировали с помощью 10 % забуфе-
ренного формальдегида и оставляли в холодильни-
ке при температуре 4 ºС на 24 ч. Затем производили 
окрашивание флуоресцентными красителями 
Phalloidin–Alexa488/PI в концентрации 2 мкМ и 
4 мкМ соответственно [13]. После инкубации c кра-
сителями сфероиды отмывали в фосфатно-солевом 
буфере, заключали в глицерин и получали изо-
бражения с помощью конфокального микроскопа 
Zeiss LSM 710 (Zeiss, ФРГ), при этом осуществляли 
просмотр по двум каналам + Z-stack на объективе 
x40 (Plan-Apochromat 40×/1.4). Время экспозиции 
составляло 100–200 мсек, используемые фильтры 
Phalloidin-Аlexa 488 – 488 нм, для PI – 546 нм. По-
лученные изображения анализировали с помощью 
ZEN Microscope Software 2.1 на Windows7-64-bit 
(Zeiss, ФРГ).

Гистологическая техника
Cфероиды фиксировали с помощью 10 % забу-

ференного раствора формальдегида при темпера-
туре 4 °С в течение 24–36 ч. Далее помещали в 4 % 
агар-агар (Difco, США), обезвоживали абсолютным 
изопропиловым спиртом и заливали в парафин (Ги-
стомикс, Биовитрум, РФ). Из парафиновых блоков 
изготавливали серийные срезы толщиной не более 
4 мм с помощью микротома SM2000R (Leica, ФРГ). 
Для детекции объектов каждый десятый срез был 
окрашен гематоксилином Майера и эозином.

Инвазия опухолевых клеток
Гомо- и гетеросфероиды были исследованы в 

режиме реального времени для изучения инва-
зивных свойств опухолевых клеток в трехмерном 
пространстве с использованием автоматической 
аналитической системы Cell-IQ® (CM Technologies 
Oy, Финляндия). В качестве трехмерной матрицы 
был использован Матригель (Corning, CША). Гото-
вый раствор матригеля в соотношении 1:4 к полной 
питательной среде переносили в лунки 96-луноч-
ного планшета, куда затем помещали сфероиды. 
Осуществляли контроль за распространением 
сфероида в матригеле в течение 48 ч с помощью 
программного обеспечения Cell-IQ® Imagen™ 
(CM Technologies Oy, Финляндия). Оценивали 
изменение занимаемой сфероидом площади и его 
диаметра с помощью программного обеспечения 
Cell-IQ® Analyser™ (CM Technologies Oy, Финлян-
дия), которое автоматизирует процесс количествен-
ного измерения нескольких параметров клеток на 
основе фазового контраста.

Мультиплексный анализ
Для исследований использовали измеритель-

ную систему мультиплексного анализа Bio-Plex® 
200 (Bio-Rad, США) с программным обеспечением 

Bio-Plex Manager™ v. 6.1 (Bio-Rad, США) и вспо-
могательные приборы: промывающее устройство 
Bio-Plex Pro™ II Wash Station (Bio-Rad, США); 
инкубатор-шейкер Cobas EIA Incubator (Roche, 
Швейцария). В работе были использованы наборы 
реагентов Bio-Plex Pro™ Human Cancer Biomarker 
Panel 2, 18-plex и Bio-Plex Pro™ Human Chemokine 
Panel, 40-Plex (Bio-Rad, США), позволяющие опре-
делять в биологических жидкостях следующие 
аналиты: растворимый рецептор эпидермального 
ростового фактора (sEGFR), фактор роста фибро-
бластов (FGF-basic), Follistatin, гранулоцитарный 
колониестимулирующий фактор (G-CSF), фактор 
роста гепатоцитов (HGF), Leptin, Osteopontin, 
тромбоцитарный фактор роста (PDGF-AB/BB), 
молекулы клеточной адгезии PECAM-1, Prolactin, 
фактор роста стволовых клеток (SCF), раствори-
мый тирокиназный рецептор sTIE-2, растворимые 
рецепторы сосудистого эндотелиального фактора 
роста 1 и 2 (sVEGFR-1, -2), гранулоцитарно-
макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор GM-CSF, фактор некроза опухолей TNF-α, 
основные цитокины и хемокины: 6Ckine/CCL21, 
BCA-1/CXCL13, CTACK/CCL27, ENA-78/CXCL5, 
Eotaxin/CCL11, Eotaxin-2/CCL24, Eotaxin-3/
CCL26, Fractalkine/CX3CL1, GCP-2/CXCL6, Gro-α/
CXCL1, Gro-β/CXCL2, I-309/CCL1, IFN-ϒ, IL-1β, 
IL-2, IL-4, IL-6, IL-8/CXCL8, IL-10, IL-16, IP-10/
CXCL10, I-TAC/CXCL11, MCP-1/CCL2, MCP-2/
CCL8, MCP-3/CCL7, MCP-4/CCL13, MDC/CCL22, 
MIF, MIG/CXCL9, MIP-1α/CCL3, MIP-1δ/CCL15, 
MIP-3α/CCL20, MIP-3β/CCL19, MPIF-1/CCL23, 
SCYB16/CXCL16, SDF-1α+β/CXCL12, TARC/
CCL17, TECK/CCL25. Производили измерение 
концентрации исследуемых веществ в надосадоч-
ной жидкости культур клеток.

Статистическая обработка
Проводили статистическую обработку данных 

с использованием W-критерия Уилкоксона для 
связных выборок. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p<0,05. Хранение, обработку, 
статистический анализ данных и визуализацию 
результатов осуществляли с использованием 
Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corporation, США) 
и с помощью R v. 4.0.1. [14].

Результаты
После дезагрегации опухолевых фрагментов 

были получены 15 культур МК, 20 культур СМТ/
ОС, 9 культур клеток ЭОп, как описано в разделе 
«Материал и методы». Большая часть (75 %) об-
разцов имела метастатическое происхождение 
(33/44), 11,4 % были получены из первичной (5/44), 
13,6 % – из рецидивной опухоли (6/44). Морфоло-
гически все выделенные опухолевые клетки, куль-
тивируемые в виде монослоя, отличались высокой 
гетерогенностью, в том числе в пределах одного 
гистологического типа (рис. 1–3).
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Рис. 1. Создание тумороидов из культивируемых клеток меланомы кожи: 
i – монослойные культуры; ii – трехмерные культуры; iii – гистологические препараты тумороидов, окраска гемалауном Майера 

и эозином. i, ii – прижизненные изображения, инвертированный микроскоп, фазовый контраст; iii – световой микроскоп. 
1, 2, 3 – культура #311, 36 пассаж; 4, 5, 6 – культура #860, 35 пассаж; 7, 8, 9 – культура #912, 25 пассаж; 10, 11, 12 – культура 

#929, 51 пассаж
Fig. 1. tumoroids creation  from cultured skin melanoma cells. i – monolayer cultures, ii – three-dimensional cultures, iii – histological 

specimens of tumoroids stained with meyer’s hematoxylin and eosin. i, ii – in vivo images, inverted microscope, phase contrast; 
iii – light microscope. 1, 2, 3 – culture #311, 36 passage; 4, 5, 6 – culture #860, 35 passage; 7, 8, 9 – culture #912, 25 passage; 

10, 11, 12 – culture #929, 51 passage

Для поиска оптимальных условий формиро-
вания сфероидов в результате апробации двух 
технологий: метода «висячей капли» и метода 
низкоадгезивных поверхностей – было продемон-
стрировано, что оба метода позволяют получать 
сфероиды заданной посевной концентрации и 
интересующего размера (табл. 2). Однако ис-
пользование низкоадгезивных поверхностей 
оказалось предпочтительным, так как технология 
была проще в исполнении и обладала хорошей 
воспроизводимостью.

За время культивирования наблюдались в 
основном три стадии формирования тумороидов: 
24–48 ч на дне капли или лунки опухолевые клетки 
образовывали дискообразные структуры, которые 
на 3-и сут объединялись в нестабильные клеточные 

агрегаты с неровными краями, разрушающиеся 
при любом физическом воздействии. На 3–5-е сут 
агрегаты набирали клеточную массу и формиро-
вали более или менее плотный округлый сфероид, 
часто имеющий ровную, хорошо очерченную 
краевую поверхность. Время культивирования 
сфероидов методом «висячей капли» составило в 
среднем 6,2 (4–9) сут, тогда как время культивиро-
вания методом низкоадгезивных поверхностей – 
4,7 (3–7) сут. Большинство культур сфероидов 
после 10-х сут подвергалось распаду. Пределы 
стартовой посевной концентрации для всех ис-
следованных культур варьировали от 3 000 до 5 000 
клеток на каплю и от 3 000 до 40 000 клеток на 
лунку планшета. В 39 (88,6 %) случаях удалось 
получить сфероиды, с которыми можно было про-
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Рис. 2. Создание тумороидов из культивируемых клеток сарком мягких тканей и остеогенных сарком: i – монослойные культуры; 
ii – трехмерные культуры; iii – гистологические препараты тумороидов, окраска гемалауном Майера и эозином. i, ii – прижиз-

ненные изображения, инвертированный микроскоп, фазовый контраст; iii – световой микроскоп. 1, 2, 3 – культура лейомиосар-
комы #699, 16 пассаж; 4, 5, 6 – культура синовиальной саркомы #716, 25 пассаж; 7, 8, 9 – культура миксофибросаркомы #728, 

19 пассаж; 10, 11, 12 – культура рабдомиосаркомы #862, 20 пассаж; 13, 14, 15 – культура остеосаркомы #921, 20 пассаж; 
16, 17, 18 – культура альвеолярной саркомы #927, 20 пассаж

Fig. 2. tumoroids creation from cultured soft tissue and bone sarcoma cells. i – monolayer cultures, ii – three-dimensional cultures, 
iii – histological specimens of tumoroids stained with meyer’s hematoxylin and eosin. i, ii – in vivo images, inverted microscope, phase 
contrast; iii – light microscope. 1, 2, 3 – leiomyosarcoma cell culture #699, 16 passage; 4, 5, 6 – synovial sarcoma cell culture #716, 25 

passage; 7, 8, 9 – myxofibrosarcoma cell culture #728, 19 passage; 10, 11, 12 – rabdomyosarcoma cell culture #862, 20 passage; 
13, 14, 15 – osteosarcoma cell culture  #921, 20 passage; 16, 17, 18 – alveolar sarcoma cell culture #927, 20 passage
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Рис. 3. Создание тумороидов из культивируемых клеток опухолей эпителиального происхождения: i – монослойные культуры; 
ii – трехмерные культуры; iii – гистологические препараты тумороидов, окраска гемалауном Майера и эозином. i, ii – прижиз-
ненные изображения, инвертированный микроскоп, фазовый контраст; iii – световой микроскоп. 1, 2, 3 – культура рака почки 

#291, 40 пассаж; 4, 5, 6 – культура рака мочевого пузыря #875, 32 пассаж; 7, 8, 9 – культура колоректального рака #485, 
12 пассаж; 10, 11, 12 – культура рака молочной железы #973, 25 пассаж; 13, 14, 15 – культура рака легкого #1014, 10 пассаж
Fig. 3. tumoroids creation from cutured epithelial tumor cells. i – monolayer cultures, ii – three-dimensional cultures, iii – histological 

specimens of tumoroids stained with meyer’s hematoxylin and eosin.  i, ii – in vivo images, inverted microscope, phase contrast; 
iii – light microscope. 1, 2, 3 – renal cancer cell culture #291, 40 passage; 4, 5, 6 – bladder cancer cell culture  #875, 32 passage; 

7, 8, 9 – colorectal cancer cell culture  #485, 12 passage; 10, 11, 12 – breast cancer cell culture #973, 25 passage; 13, 14, 15 – lung 
cancer cell culture #1014, 10 passage

водить дальнейшие манипуляции. Оптимальной 
для использования низкоадгезивных поверхностей 
явилась концентрация 10 000 клеток на лунку.

Мы не обнаружили прямой зависимости эф-
фективности формирования тумороидов от гисто-
генетического происхождения опухолевых клеток 
и стадии онкологического процесса, на которой 
был взят материал для приготовления клеточной 
культуры (первичная опухоль, рецидив, метастаз). 
Процесс имел индивидуальный характер и зави-

сел от внутренних свойств конкретной культуры 
малигнизированных клеток. Среди образцов куль-
тивируемых клеток МК только в 1 (6,7 %) куль-
туре не наблюдали агрегацию клеток, 5 (33,3 %) 
культур демонстрировали образование неплотных 
слабостабильных сфероидов, в некоторых случаях 
клеточный агрегат имел скорее дискообразную, а 
не сферическую форму (рис. 1.2, 1.3). Остальные 
образцы МК (60 %) формировали плотные стабиль-
ные сфероиды, часто имеющие хорошо выражен-
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таблица 2/table 2

сравнительная характеристика сфероидов, полученных из клеток солидных опухолей с помощью 
различных технологий

comparative characteristics of solid tumour cells spheroids derived using different techniques

№

Технология получения/Production technology

Метод «висячей капли»/Hanging drop method Культивирование на низкоадгезивных поверхностях/
Liquid overlay Technique

Агрега-
ция/

Aggrega-
tion

T (сут)/
T (day)

Кол-во сфероидов в 
капле (шт.)/ Number of 

spheroids per  drop

Морфология/ 
Morphology Cs Dmax 

(мкм)

Агрега-
ция/

Aggrega-
tion

T (сут)/
T (day)

Кол-во сфероидов в 
капле (шт.)/ Number of 

spheroids per  drop

Морфология/ 
Morphology Cs Dmax 

(мкм)

Меланома/Melanoma
226 + 5 1 ● 3000 600 + 3 1–3 ● 20000 1000 
311 + 9 1 ○ 5000 300 + 5–7 1 ○ 5000 400 
369 + 7 1 ○ 5000 300 + 6–7 1 ○ 10000 550
388 + 4 1 ○ 5000 300 + 4–5 1 ○ 10000 500
519 + 6 1 ● 5000 500 + 5 1 ● 20000 700 
520 + 4 1 ○ 5000 450 + 4–5 1 ○ 10000 600
643 – – – – – – – – – – – –
685 + 5 1 ● 5000 500 + 4–5 1 ● 20000 600 
792 + 5 1 ● 5000 500 + 4 1 ● 30000 650
826 + 5 1 ● 5000 600 + 4–5 1 ● 20000 700 
860 + 5 1 ● 5000 500 + 4–5 1 ● 20000 600 
876 + 7 1 ○ 5000 350 + 5 1 ○ 10000 500
912 + 5 1 ● 5000 500 + 5 1 ● 50000 700 
916 + 5 1 ● 5000 500 + 5 1 ● 50000 700 
929 + 4–5 1 ● 3000 700 + 4 1–6 ● 50000 1000 

Саркомы/Soft tissue and bone sarcomas
699 + 7 1 ● 5000 300 + 5–7 1 ● 40000 400 
702 ± 7 3–4 ◌ 5000 100 ± 4–5 4–6 ◌ 20000 100 
716 + 7 1 ● 5000 500 + 4–5 1 ● 20000 600 
728 + 7 1 ● 5000 600 + 5 1 ● 40000 700 
793 + 7–8 1 ● 5000 400 + 4–5 1 ● 40000 600 
862 + 8 1 ● 5000 300 + 5–7 1 ● 20000 400 
921 + 7–8 1 ● 5000 500 + 4–5 1 ● 20000 600 
924 + 7 1 ● 5000 600 + 4–5 1 ● 20000 600 
926 + 7 1 ● 5000 500 + 4–5 1 ● 20000 600 
927 + 4 1 ● 5000 600 + 3 1 ● 10000 700
938 + 6 1 ● 5000 300 + 4 1 ● 10000 400
981 + 1 ● 5000 550 + 3 1 ● 10000 650
976 + 5 1 ● 5000 300 + 3–4 1 ● 10000 400
982 + 6 1 ● 10000 600 + 4–5 1 ● 20000 600 
996 + 5 1 ● 5000 500 + 4 1 ● 10000 600
997 + 5 1 ● 5000 500 + 4 1 ● 10000 550
1030 + 7 1 ● 5000 500 + 4–5 1 ● 20000 600 
1052 + 5 1 ● 3000 300 + 3 1 ● 10000 500
1056 + 6 1 ● 5000 200 + 3–4 1 ● 10000 300
1068 + 5 1 ● 5000 300 + 3 1 ● 10000 400

Опухоли эпителиальной природы/Epithelial tumors
291 + 7–8 1 ○ 5000 500 + 3 1 ○ 10000 700 
584 – – – – – – – – – – 5000 –
485 + 5 1 ● 5000 500 + 3 1–3 ● 20000 700 
995 – – – – – – – – – – 3000 –

1018 – – – – – – – – – – 3000 –
512 + 5 1 ● 5000 500 + 5 1 ● 20000 900 
973 + 7 1 ○ 5000 500 + 5 1–3 ○ 20000 800 
1014 + 9 1 ○ 5000 400 + 5–7 1–3 ○ 10000 400 
875 + 4 1 ● 5000 300 + 2 1 ● 10000 400

Примечание: ● – плотный стабильный сфероид; ○ – неплотный слабостабильный сфероид; ◌ – отдельные нестабильные агрегаты; Т – время 
формирования сфероида; Cs – посевная концентрация (количество клеток на каплю/лунку планшета); Dmax – максимальный диаметр сфероида.
Note: ● – dense stable spheroid; ○ – loose unstable spheroid; ◌ – single unstable aggregates; Т – spheroid formation time; Cs – starting concentration 
(number of cells per drop/well on the plate); Dmax – maximum spheroid diameter.
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ную краевую зону (табл. 2, рис. 1.5, 1.6, 1.11, 1.12). 
Клетки СМТ/ОС в основном были отзывчивы на 
индуцированную агрегацию и быстро формировали 
плотные стабильные сфероиды (95 %) (рис. 2), за 
исключением культуры плеоморфной липосаркомы 
#702, которая росла в капле и на низкоадгезивной 
поверхности отдельными агрегатами диаметром 
до 30 мкм, распадающимися при смене среды или 
переносе сфероида. В группе клеток ЭОп треть 
культур не формировали тумороиды, среди них – 1 
культура рака почки #584 и 2 культуры колорек-
тального рака. Рыхлые нестабильные сфероиды 
формировали культуры рака почки #291 (рис. 3.2, 
3.3) и рака легкого #1014 (рис. 3.14, 3.15). Клетки 
РМЖ #973 имели полусуспензионный характер 
роста и были склонны к спонтанной агрегации, то 
есть существовали в культуре в виде конгломератов, 
насчитывающих 50–400 клеток (рис. 3.10, 3.11). Для 
получения тумороидов из клеток этой культуры в 
заданной стартовой посевной концентрации дезин-
тегрировали нативные сфероиды, затем получен-
ную клеточную суспензию помещали в каплю или 
вносили в культуральный планшет. Однако после 
такого воздействия вновь образованные мелкие 
агрегаты, которые возникали в течение 24–48 ч, 
распадались. Объединение нескольких нативных 
сфероидов в одной капле или лунке планшета при-
водило к формированию одного большого сфероида 
(рис. 3.2).

Среди опухолевых сфероидов, полученных из 
культур МК, #226 и #929 были самыми крупными 
по диаметру (700–1000 мкм), при этом тумороиды 
#929 практически не подвергались распаду при 
длительном культивировании в течение 10–14 дней 
(рис. 1.11, 1.12). Клетки культуры МК #226 и #929 
могли образовывать от 3 до 6 сфероидов в одной 
лунке, которые затем соединялись и образовывали 
один крупный сфероид. Иногда наблюдали обра-
зование «дочерних» агрегатов из уже сформиро-
вавшихся сфероидов.

Среди культур СМТ/ОС самые маленькие 
сфероиды (до 300 мкм) образовывали клетки 
рабдомиосаркомы #862, лейомиосаркомы #699, 
шванномы #976 и остеосарком #938, #1052, куль-
тивирование которых занимало от 3 до 6 сут, после 
чего тумороиды распадались (табл. 2). Диапазон 
размеров остальных сфероидов колебался от 400 
до 700 мкм. Гистологически все стабильные тумо-
роиды имели достаточно плотную тканеподобную 
структуру, в том числе агрегаты дисковидной 
формы (рис. 1–3).

Изучение пространственной организации сфе-
роидов с помощью конфокальной микроскопии с 
использованием флюоресцентного окрашивания 
ядер и актинового цитоскелета позволило уточ-
нить характер взаимодействия опухолевых клеток, 
их составляющих, и показало, что структурная 
организация тумороидов различного гистогене-

Рис. 4. Анализ структуры тумороидов с помощью конфокальной микроскопии: 1 – сфероид культуры МК #226; 2 – МК #876; 
3 – МК #912; 4 – лейомиосаркомы #699; 5 – миксофибросаркомы #728; 6 – рака молочной железы #973. Окрашивание пропи-
диумом иодидом (красный, ядра) и phalloidin-alexa-488 (зеленый, F-актин). Обозначения: стрелкой 1 показан внутренний слой 

сфероида; стрелкой 2 –округлые клетки по периферии сфероида; стрелкой 3 – ядра клеток; стрелкой 4 – выросты, содержащие 
F-актин. Величина масштабной линейки 50 мкм для клеточных культур #699, #728, #226, 100 мкм – для клеточной культуры 

#876, #912, #973
Fig. 4. confocal microscopy analysis of tumoroid structure: 1 – spheroid of  #226 melanoma cell culture, 2 – #876 melanoma cell 

culture, 3 – #912 melanoma cell culture, 4 – #699 leiomyosarcoma cell culture, 5 – #728 myxofibrosarcoma cell culture, 6 – #973 breast 
cancer cell culture. propidium iodide staining (red, nuclei) and phalloidin-alexa-488 staining (green, F-actin). legend: arrow 1 indicates 

inner layer of spheroid, arrow 2 shows round cells at periphery of spheroid, arrow 3 shows nuclei of cells, arrow 4 shows outgrowths 
containing F-actin. the scale bar is 50 µm for cell cultures #699, #728, #226, 100 µm – for cell culture #876, #912, #973
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Рис. 5. Графическое изображение индивидуальных различий в динамике распространения в матригеле гомосфероидов, 
полученных из клеток солидных опухолей различного гистогенеза, и гетеросфероидов, состоящих из опухолевых клеток и фи-
бробластов FlecH: 1 – скорость распространения клеток из сфероидов в матригеле. Красная линия – сфероиды МК, зеленая 
линия – СМТ/ОС, синяя линия – клеток опухолей эпителиального происхождения; 2 – сопоставление инвазии гомо- и гетерос-

фероидов культуры колоректального рака #485; 3 – синовиальной саркомы #716; 4 – остеосаркомы #793; 5 – МК #916; 6 – рака 
легкого #1014; 7 – миксофибросаркомы #982; 8 – МК #519

Fig. 5. graphical representation of individual differences in the dynamics of spreading in the matrigel of homospheroids derived from 
solid tumor cells of different histogenesis and heterospheroids consisting of tumor cells and FlecH fibroblasts. 1 – the rate of cell 

spreading from the spheroids in the matrigel. Red line – melanoma cell spheroids, green line – soft tissue and bone sarcomas, blue line 
– tumor cells of epithelial origin; 2 - comparison of homo- and heterospheroids invasion of colorectal cancer cell culture #485; 3 – syn-

ovial sarcoma cell culture #716; 4 – osteosarcoma cell culture #793; 5 – melanoma cell culture #916; 6 – lung cancer cell culture #1014; 
7 – myxofibrosarcoma cell cuture #982; 8 – melanoma cell culture #519

тического происхождения обладала сходными 
чертами: клетки центральной зоны тумороидов 
имели типичную мезенхимальную морфологию, 
характеризующуюся удлиненным клеточным те-
лом и богатую клеточными выростами, содержа-
щими F-актин, которые прослеживались по всей 
толщине тумороида (рис. 4).

По периферии располагались преимущественно 
округлые пролиферирующие клетки без отростков. 
Была обнаружена различная интенсивность экс-
прессии F-актина в тумороидах, представленных 
опухолевыми клетками различного происхожде-
ния: в сфероидах сарком она была выражена менее 

всего (рис. 4.4, 4.5). В то же время практически 
во всех сфероидах наблюдали повышенную экс-
прессию F-актина в кортикальной зоне, что может 
указывать на высокую потенцию к инвазии. 

Изучение подвижности клеток, составляющих 
моносфероиды, в трехмерной среде показало, что 
все типы опухолевых клеток имели способность 
к инвазии. Наибольшей подвижностью обладали 
опухолевые клетки эпителиального происхожде-
ния и МК (рис. 5.1).

В гетеросфероидах присутствие фибробластов 
в ряде случаев было ассоциировано со скоростью 
распространения сфероида в матригеле. В част-
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Рис. 6. Формирование гетеросфероида, содержащего клетки остеогенной саркомы #921 и фибробласты FlecH, окрашенные с 
использованием реагентов Vybrant® cFda se cell tracer Kit (стартовые концентрации клеток в соотношении 50/50 %):

1 – 1-е сут формирования гетеросфероида на низкоадгезивной поверхности; 2 – 2-е сут формирования гетеросфероида; 
3 – распространение гетеросфероида в матригеле (4-е сут). Флуоресцентный инвертированный микроскоп Zoe (Bio-Rad, США). 

Масштабная линейка 100 мкм
Fig. 6. Formation of heterospheroid containing osteogenic sarcoma cells #921 and FlecH fibroblasts stained using Vybrant® cFda se 
cell tracer Kit reagents (starter cell concentrations in a 50/50 % ratio). 1 – 1 day of heterospheroid formation on a low-adhesion surface, 
2 – 2 day of heterospheroid formation, 3 – spreading of heterospheroid in matrigel (4 day). Zoe fluorescence inverted microscope (Bio-

Rad, usa). scale bar 100 µm

ности, гетеросфероиды, полученные из клеток 
колоректального рака #485, были более стабиль-
ны, чем гомосфероиды: через 24 ч гомосфероиды 
#485 увеличивали занимаемую ими площадь в 
матригеле с 79×103 мкм2 до 580×103 мкм2, тогда 
как гетеросфероиды увеличивали первоначаль-
но занимаемую ими площадь с 79×103 мкм2 до 
199×103 мкм2 (рис. 5.2). Такую же тенденцию на-
блюдали для сфероидов рака почки #291. Введение в 
клеточную конструкцию фибробластов влияло раз-
личным образом на скорость распространения клеток 
МК в матригеле: для трех культур из пяти скорость 
практически не менялась (рис. 5.5, 5.8). Усиление 
инвазивных характеристик гетеросфероидов было 
продемонстрировано для культур СМТ/ОС: гомос-
фероиды остеогенной саркомы #793 через 24 ч уве-
личивали занимаемую ими площадь с 31×103 мкм2 
до 289×103 мкм2, а через 48 ч – до 321×103 мкм2 
(рис. 5.4). Присутствие фибробластов в гетеросфе-
роиде через 24 ч способствовало увеличению за-
нимаемой площади с 25×103 мкм2 до 521×103 мкм2, 
а через 48 ч – до 663×103 мкм2. Подобный эффект 
усиления инвазивных характеристик наблюдали 
для клеток культуры синовиальной саркомы #716 
(рис. 5.3). Через 48 ч от начала культивирования 
в матригеле наблюдали увеличение площади 
гомосфероидов с 55×103 мкм2 до 298×103 мкм2, 
тогда как для гетеросфероидов площадь увели-
чивалась с 59×103 мкм2 до 160×103 мкм2. В то же 
время скорость распространения в материгеле 
гомо- и гетеросфероидов миксофибросаркомы 
#982 оставалась практически неизменной (рис. 5.7). 
Визуализация процесса интеграции фибробластов 
в сфероид продемонстрировала, что фибробласты 
локализуются в центральной части сфероида, рас-
полагаясь диффузно по всей его толще, и в процессе 
инвазии опухолевых клеток в матригеле остаются 
в виде «каркаса», стабилизирующего трехмерную 
структуру (рис. 6).

Скорость распространения гомосфероидов в 
трехмерной среде коррелировала с продукцией 

культивируемыми клетками целого спектра био-
логически активных веществ: наблюдали наличие 
положительной двухсторонней корреляции высо-
кой силы с присутствием в супернатантах культур 
опухолевых клеток IL-8 (rho=0,636, p=0,035), HGF 
(rho=0,850, p=0,004), SCF (rho=0,857, p=0,014), FST 
(rho=0,685, p=0,029), Prolactin (rho=0,810, p=0,015), 
PECAM1 (rho=0,788, p=0,004) (табл. 3).

Коэффициент скорости инвазии (KS) опухоле-
вых клеток, представляющий собой соотношение 
скорости движения опухолевых клеток в гомосфе-
роиде к таковой в гетеросфероиде, выраженное в 
процентах, также был ассоциирован с присутстви-
ем в микроокружении вышеназванных факторов. 
Мы проанализировали синтетическую активность 
фибробластов FLECH, которые были использова-
ны для имитации стромы злокачественных ново-
образований, и обнаружили, что фибробласты 
продуцируют и экскретируют в микроокружение 
значительные количества HGF, SCF, IL-8, FST, Pro-
lactin, присутствие которых было ассоциировано 
со скоростью инвазии (табл. 4).

Обсуждение
В нашем исследовании была поставлена цель 

апробировать различные подходы к созданию 
опухолевых сфероидов как модельных систем, 
оценить их пространственную организацию, под-
вижность клеток, взаимодействие с элементами 
стромы опухоли. Для реализации этой цели были 
получены культуры малигнизированных клеток 
различного гистогенеза из опухолевого материала 
пациентов, которые обладали стабильными про-
лиферативными характеристиками и прошли не 
менее 10 пассажей. Все полученные культуры 
опухолевых клеток были использованы для созда-
ния сфероидов, однако в ряде случаев стабильные 
сфероиды получить не удалось. Общая эффектив-
ность образования сфероидов составила 88,6 % (39 
из 44), которая, на первый взгляд, не зависела от 
гистогенеза злокачественного новообразования и 
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таблица 3/table 3

корреляционные связи между скоростью инвазии клеток солидных опухолей в трехмерной 
системе и продукцией факторов, ассоциированных с метастазированием

correlations between the rate of invasion of solid tumour cells in a three-dimensional system and the pro-
duction of factors associated with metastasis

Куль-
тура/ 
Cul-
ture

Sgomo KS IL6 IL8 HGF SCF MIF VEGF FST OST Leptin PECAM1 Prolactin

х103 
мкм2/ч % пг/мл

pg/ml

485 20,8 416,0 362,37 3727,83 575,25 68 82662,24 8256,8 8629,23 7230,5 – – –

291 18,86 463,0 412,56 5328,5 238,44 72,45 – 1796,98 3157,96 6311,45 68,05 128,57 80,08

512 6,98 54,59 2381,5 10,452 369,43 12,92 62795,39 6548 157,56 518,82 48,36 0 15,75

519 13,16 110,0 87,9 2934,9 147,51 13,85 5285,021 185,74 11258,75 13818,69 66,97 104,32 40,97

916 13,55 110,3 274,8 3434,9 – – 39426,1 2887,5 28295,73 – – - –

226 3,76 29,54 27,734 1269,65 52,95 5,02 27654 5091 0,24 15398,56 34,17 21,33 0

311 19,15 336,6 4,45 922,65 1357,74 64,7 – 418,77 3853,18 17221,46 296,95 746,11 393,69

826 6,50 86,84 1,617 2177,55 118,85 1,96 14059,45 9022,5 1403,81 21802,48 16,64 0 24,91

793 6,04 45,44 181,33 1162,2 – – 43863,75 5478,92 – – 619,07 91,06 4,78

716 2,10 41,5 4,371 4,429 33,42 – – 315,82 395,81 1076,29 62,1 60,19 19,41

982 12,56 90,88 379,32 2677,5 65,38 – 76766,99 1653,5 219,98 1314,89 – – –

rho* 0,718 0,7 0,893 0,721 0,797 0,905
p** 0,013 0,036 0,003 0,019 0,003 0,002

Примечание: Sgomo – скорость распространения гомосфероида в матригеле; KS – коэффициент скорости инвазии; * – критерий Спирмена;   
** – точная значимость критерия.

Notes: Sgomo – homospheroid propagation velocity in the matrigel; KS – invasion rate coefficient; * – Spearman’s rank correlation coefficient; ** – p-value.

таблица 4/table 4

продукция хемокинов и цитокинов фибробластами легкого эмбриона человека Flech

chemokine and cytokine production by Flech human embryonic lung fibroblasts

Исследуемые вещества/
Study substances

Концентрация вещества в супернатанте 
клеточной культуры (пг/мл/106 кл)/

Substance concentration in cell culture super-
natant (pg/ml/106 cells)

Исследуемые вещества/
Study substances

Концентрация вещества в супернатанте 
клеточной культуры (пг/мл/106 кл)/

Substance concentration in cell culture 
supernatant (pg/ml/106 cells)

6Ckine/CCL21 182,11 MIF 127713,97
BCA-1/CXCL13 0,06 MIG/CXCL9 5,48
CTACK/CCL27 1,02 MIP-1a/CCL3 2,97
ENA-78/CXCL5 284,27 MIP-1b/CCL15 18,13
Eotaxin/CCL11 6,38 MIP-3a/CCL20 4

Eotaxin-2/CCL24 9,09 MIP-3b/CCL19 414,95
Eotaxin-3/CCL26 8,73 MPIF-1/CCL23 0

Fractalkine/CX3CL1 40,01 SCYB16/CXCL16 3,93
GCP-2/CXCL6 10,25 SDF-1ab/CXCL12 245,67

GM-CSF 28,02 TARC/CCL17 0
Gro-a/CXCL1 192,78 TECK/CCL25 89,04
Gro-b/CXCL2 14,34 TNF-a 4
I-309/CCL1 12,06 HGF 2683,65

IFN-g 3,75 FGF 72,32
IL-1b 3,51 SCF 47,68
IL-2 0,44 TGFβ1 1,93
IL-4 0,27 MCP-3/CCL7 16,09
IL-6 409,78 MCP-4/CCL13 10,05

IL-8/CXCL8 1598,08 MDC/CCL22 12,86
IL-10 16,24 I-TAC/CXCL11 14,31
IL-16 5,32 MCP-1/CCL2 997,22

IP-10/CXCL10 799,26 MCP-2/CCL8 0,52
Prolactin 227,38 FST 9683,72
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не была ассоциирована со стадиями онкогенеза, 
но эти вопросы нуждаются в дальнейшем изуче-
нии. В частности, по нашим данным, существует 
тенденция уменьшенных способностей к агрега-
ции in vitro культивируемых опухолевых клеток 
эпителиального происхождения, полученных из 
метастазов, и клеток метастатических меланом по 
сравнению с СМТ/ОС.

Впервые метод получения сфероидов был опи-
сан при изучении эмбрионов амфибий, когда при 
исследовании самоорганизации эктодермальных, 
мезодермальных и энтодермальных зародышевых 
листков относительно друг друга в сферы было 
обнаружено, что происходит не просто объединение 
клеток, а их закономерное распределение в про-
странстве [15]. Сфероид как модель многоклеточной 
опухоли был впервые разработан R.M. Sutherland et 
al. в начале 70-х годов, и первые работы по изучению 
сфероидообразования клетками солидных опухолей 
показали интересные результаты, указывающие на 
генетическое детерминирование злокачественных 
клеток в процессе опухолевой прогрессии [16]. 
В исследовании J.M. Yugas et al. (1978) из всех 
изученных клеточных линий РМЖ образовывали 
сфероиды те опухолевые клетки, которые были вы-
делены из первичных и метастатических солидных 
очагов, в отличие от клеток из плеврального выпота 
и асцитической жидкости [17].

В процессе оптимизации протоколов форми-
рования тумороидов с целью быстрого получе-
ния большого количества сфероидов за короткий 
промежуток времени мы сравнили два метода: 
«висячей капли» и технологию использования 
низкоадгезивных поверхностей. Предпочтения 
среди исследователей по применению различных 
технологий в создании опухолевых сфероидов 
различны [18]. Сравнительный анализ эффектив-
ности образования сфероидов с помощью этих 
двух методов показал, что использование низко-
адгезивных поверхностей сопряжено с более про-
стыми манипуляциями, такими как посев клеток 
для формирования сфероидов, смена питательной 
среды в лунках планшета, фиксация или изъятие 
сфероидов для дальнейших экспериментов. Дан-
ный метод позволяет получать большее количество 
сфероидов в более короткие сроки, при этом клетки 
в планшете подвергаются наименьшему стрессу по 
сравнению с методом «висячей капли», так как по-
стоянная смена среды в каплях требует изменения 
ориентации поверхности, где локализуются капли 
со сфероидами, в связи с чем капли зачастую при-
нимают неправильную форму, что, в свою очередь, 
сказывается на процессе формирования туморои-
дов. Кроме того, существует риск потери капель, 
если сила тяжести быстро сформировавшегося и 
активно набирающего массу сфероида превышает 
силу натяжения жидкости.

Процесс формирования сфероида состоит как 
минимум из трех фаз: первоначальная агрегация 

изолированных клеток, уплотнение сфероида и 
его рост. Наши наблюдения совпадают с мнением 
других исследователей [19, 20]. Клетки в сфе-
роидах, как и в опухолях, депонируют компоненты 
внеклеточного матрикса: коллаген IV, ламинин, 
фибронектин, протеогликаны, тенасцин и др. [21]. 
Тесное физическое взаимодействие между опухо-
левыми клетками и внеклеточным матриксом за 
счет α5- и β1-интегринов [22] и контакты между 
опухолевыми клетками за счет E-кадгеринов [23] 
увеличивают плотность сфероида и создают 
определенный барьер для проникновения и рас-
пределения веществ, поступающих извне [24, 25]. 
Помимо этого, вклад в образование трехмерных 
структур также вносят внутриклеточные компо-
ненты, такие как актин и микротрубочки [26, 27]. 
Наше исследование сфероидов МК, СМТ/ОС и ЭОп 
с помощью конфокальной микроскопии и на срезах 
тумороидов продемонстрировало принципиальное 
сходство структурной организации сфероидов 
разного гистотипического происхождения, с одной 
стороны, и индивидуальные различия в строении 
этих трехмерных образований, с другой стороны. 
Многие исследователи считают, что кинетика роста 
тумороидов in vitro сходна с кинетикой роста солид-
ных опухолей. Начальный период роста солидных 
опухолей называют фазой бессосудистого роста, в 
этот период объем опухоли увеличивается в геоме-
трической прогрессии, затем наступает состояние 
покоя, после которого следует фаза образования 
новых сосудов, вызванная действием ангиогенных 
факторов, например ангиогенина и сосудистого 
эндотелиального фактора роста [28, 29]. Под дей-
ствием матриксных металлопротеиназ (MMP-2, 
MMP-9) происходит ремоделирование внеклеточ-
ного матрикса, и опухолевые клетки приобретают 
способность к инвазии и метастазированию [30]. В 
процессе роста тумороидов их объем экспоненци-
ально увеличивается, далее по достижении размера 
200–500 мкм в диаметре скорость роста умень-
шается и выходит на плато, таким образом, рост 
сфероидов соответствует начальной фазе роста 
опухолевого узла [31, 32]. В нашем исследовании 
самые большие по размеру стабильные сфероиды 
(700–1000 мкм в диаметре) мы получили из кле-
ток МК, наименьшим диаметром (300–400 мкм) 
обладали сфероиды из опухолевых клеток ряда 
сарком, остальные типы клеток формировали ту-
мороиды с диаметром около 500–700 мкм.

В сфероиде можно моделировать не только 
гомотипические, но и гетеротипические взаи-
модействия. Такие взаимодействия получают 
путем кокультивирования опухолевых клеток со 
стромальными фибробластами, эндотелиальными 
клетками, мезенхимальными стволовыми клетка-
ми, с клетками иммунной системы и др. [33–35]. 
Гетеросфероиды способны воспроизводить тесные 
и сложные взаимодействия «клетка-клетка» и 
«клетка-матрикс», которые присутствуют в опухо-
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лях в естественных условиях [36]. Подобные гете-
росистемы возможно использовать для скрининга 
противоопухолевых препаратов, для оценки их воз-
действия на опухолевые и нормальные клетки.

Развитие злокачественных клеток запускает 
патологические процессы в организме, приводя-
щие к формированию опухолевой ткани, которая 
содержит компоненты нормальных органов [37]. 
Эти процессы, определяющие сложные гетероген-
ные взаимоотношения злокачественных клеток с 
нормальными клетками организма, реализуются 
в опухолевой строме или опухолевом микроокру-
жении. На сегодняшний день стало очевидно, что 
развитие злокачественной опухоли и метастази-
рование опосредованы эффектами опухолевого 
микроокружения и зависят не только от автоном-
ных нарушений клетки [38]. Клетки иммунной 
системы, ангиогенез, концентрация кислорода, 
интерстициальное давление, ремоделирование 
внекеточного матрикса и метаболитов злокаче-
ственных клеток, присутствующих в опухолевом 
микроокружении заслужили особое внимание 
как важные детерминанты, ассоциированные с 
прогрессированием заболевания [39]. Основной 
компонент опухолевой стромы – фибробласты. 
Исследования последнего времени направлены на 
изучение роли фибробластов в процессе развития 
злокачественной опухоли и метастазировании [40]. 
Поэтому при клеточном моделировании очень 
важно учитывать и вводить в экспериментальную 
систему этот стромальный компонент. Мы изучили 
возможность введения в трехмерную клеточную 
систему фибробластов легкого эмбриона человека 
и обнаружили, что в соотношении опухолевые 
клетки/фибробласты 70/30 % присутствие фибро-
бластов стабилизирует сфероиды, делая их более 
компактными и плотными. Было также обнаруже-
но, что фибробласты, кокультивированные с опу-
холевыми культурами в гетеросфероидах, в ряде 
случаев влияли на подвижность малигнизирован-
ных клеток в матригеле, усиливая их инвазивные 
свойства в случае культур синовиальной саркомы 
и остеосаркомы и ослабляя инвазивные свойства 
клеток культуры колоректального рака.

Опухолевые клетки, составляющие гетерос-
фероиды, которые характеризовались высокими 

значениями KS, секретировали большое коли-
чество цитокинов и факторов инвазии, что по-
зволяет предполагать наличие аутокринного типа 
регуляции процессов миграции/инвазии, поэтому 
присутствие FLECH не оказывало существенного 
воздействия на подвижность злокачественных 
клеток, в то время как в гетеросфероидах, вклю-
чающих опухолевые клетки с низкой секреторной 
активностью, регуляция могла осуществляться 
по паракринному пути, поэтому присутствие 
фибробластов индуцировало миграцию клеток 
опухолей. Факт тесного взаимодействия и ре-
ципрокного влияния опухолеассоциированных 
фибробластов (CAF) и опухолевых клеток хоро-
шо известен [41]. Механизмы, лежащие в основе 
CAF-опосредованного контроля прогрессирования 
опухоли и устойчивости к терапии, включают ин-
дукцию эпителиально-мезенхимального перехода, 
активацию сигнальных путей, связанных с выжива-
нием злокачественных клеток, обеспечивающих их 
пластичность и метаболическое перепрограммиро-
вание [42]. В нашем исследовании проведен анализ 
супернатантов культуры фибробластов FLECH, 
которые демонстрировали высокую секреторную 
активность в отношении ряда биологически ак-
тивных веществ, ассоциированных со скоростью 
распространения тумороидов в матригеле, что дает 
основания использовать их для имитации элемен-
тов опухолевой стромы в трехмерной клеточной 
модельной системе.

Заключение
Технология низкоадгезивных поверхностей 

позволяет успешно создавать трехмерные моде-
ли опухолевого узла из клеток злокачественных 
новообразований различного гистогенеза, в том 
числе метастатического происхождения. Струк-
тура сфероидов имитирует опухолевую ткань на 
стадии бессосудистой фазы роста. Заселение трех-
мерной конструкции фибробластами усиливает 
биологически агрессивные свойства опухолевых 
клеток и демонстрирует сложные реципрокные 
взаимодействия между клеточными элементами 
стромы опухоли и малигнизированными клетками, 
что приближает модель к реальной клинической 
ситуации.
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