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На сегодняшний день рак молочной железы (РМЖ) является основной причиной смерти женщин
от онкологических заболеваний. Несмотря на достигнутый в последние годы значительный про-
гресс в лечении РМЖ, высокая смертность свидетельствует об актуальности разработки новых под-
ходов к терапии. Ранее показано, что киназу-3β гликогенсинтазы (GSK-3β) можно рассматривать в
качестве перспективной мишени для лечения РМЖ. В представленной работе описано получение
новой культуры опухолевых органоидов молочной железы и проанализирована активность низко-
молекулярного ингибитора GSK-3β ‒ 9-ING-41 ‒ как при монотерапии, так и в комбинации со
стандартными химиотерапевтическими препаратами, применяющимися для лечения РМЖ. Полу-
ченные результаты подтвердили то, что 9-ING-41 обладает противоопухолевой активностью. Более то-
го, показано, что 9-ING-41 также значительно усиливает действие химиотерапевтических препаратов
доксорубицина и гемцитабина. Таким образом, 9-ING-41 следует считать перспективным кандида-
том для дальнейшего изучения в доклинических и клинических исследованиях терапии РМЖ.
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На сегодняшний день рак молочной железы
(РМЖ) относится к самым распространенным
злокачественным новообразованиям у женщин.
Ежегодно в мире выявляют более 2 млн новых
случаев заболевания данной патологией, при
этом на Россию приходится более 68 тыс. случаев
[1, 2]. РМЖ также лидирует в качестве причины
смерти женщин от онкологических заболеваний:
более 600 тыс. умирает ежегодно [1], из них на
Россию приходится более 22 тыс. случаев [2]. Не-
смотря на достигнутый в последние годы значи-
тельный прогресс в лечении РМЖ, высокая смерт-
ность свидетельствует об актуальности разработ-
ки новых подходов к терапии.

Киназа-3β гликогенсинтазы (GSK-3β) ‒ одна
из новых мишеней для лечения различных злока-
чественных новообразований, так как принимает
участие в регуляции различных патологических
процессов [3]. В частности GSK-3β регулирует
активность таких сигнальных путей, как Wnt,
Hedgehog, Notch и TGF-β [4]. Канонической
функцией GSK-3β считается фосфорилирование

β-катенина (ключевого эффектора сигнального
пути Wnt) с последующим убиквитинированием и
протеасомной деградацией [5]. Деградация β-кате-
нина предотвращает его транслокацию в ядро и
активацию генов, отвечающих за пролиферацию
клеток [5]. Таким образом, традиционно GSK3B
рассматривали как противоопухолевый ген. Од-
нако оказалось, что активность GSK-3β необхо-
дима для роста некоторых опухолей, а ее ингибиро-
вание может приводить к снижению пролиферации
и гибели опухолевых клеток [6–8]. Механизмы, ле-
жащие в основе этого явления, на данный момент
изучены не полностью. Одним из возможных ва-
риантов считается влияние GSK-3β на актив-
ность сигнального пути NF-κB [7]. Уже показано,
что ингибирование киназы GSK-3β приводит к
снижению ее содержания в ядре и, как следствие,
к подавлению транскрипционной активности
NF-κB и снижению экспрессию таких антиапо-
птотических белков, как XIAP и Bcl-2 [7].

Перспективным экспериментальным подхо-
дом для определения наиболее эффективных ва-
риантов терапии считается проведение тестиро-
вания на различных клеточных моделях, полу-
ченных из опухоли пациента. Одна из наиболееСписок сокращений: РМЖ – рак молочной железы.
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современных in vitro моделей опухолей ‒ опухоле-
вые органоиды [9]. По сравнению с обычными кле-
точными линиями опухолевые органоиды лучше
сохраняют генетическую гетерогенность и вос-
производят структуру опухолевой ткани [10, 11]. Бо-
лее того, вероятность успешного получения культу-
ры опухолевых органоидов значительно выше, чем
для обычных двумерных культур [12]. С другой сто-
роны, по сравнению с животными ксенографт-
ными моделями, опухолевые органоиды значи-
тельно дешевле и менее трудозатратны [10, 11]. На
сегодняшний день уже есть данные, на основании
которых можно утверждать, что in vitro тесты на
опухолевых органоидах позволяют предсказать
клинический ответ на терапию [13, 14].

В этой работе мы представили протокол получе-
ния новой культуры опухолевых органоидов молоч-
ной железы и использовали ее для анализа прохо-
дящего клинические испытания низкомолекуляр-
ного ингибитора GSK-3β ‒ 9-ING-41 ‒ как в виде
монотерапии, так и в комбинации со стандартны-
ми химиотерапевтическими препаратами, при-
меняющимися для лечения РМЖ.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Реагенты

В работе использованы следующие материалы:
24- и 96-луночные планшеты (TPP, Швейцария);
среда для хранения живой ткани MACS tissue sto-
rage solution (Miltenyi Biotec, Германия); культу-
ральная среда Advanced DMEM/F12, добавка Glu-
taMax, добавка Antibiotic-Antimycotic, раствор
HEPES, добавка B27, рекомбинантный человече-
ский EGF, раствор TrypLE (Gibco, США); N-аце-
тилцистеин, никотинамид, β-эстрадиол, доксору-
бицин, доцетаксел, гемцитабин (Sigma, США); ре-
комбинантный человеческий Wnt3A (R&D Systems,
США); рекомбинантные человеческие белки R-
spondin 1, Noggin, Heregulinβ-1, FGF7, FGF10
(PeproTech, США); A83-01, Y-27632 (STEMCELL
Technologies, Канада); SB202190 (Tocris, США);
фосфатно-солевой буфер Dulbecco (“ПанЭко”,
Россия); внеклеточный матрикс Matrigel Growth
Factor Reduced (GFR) Basement Membrane Matrix
(Corning, США); MTS (Promega, США); препарат
9-ING-41 (4-(5-метил-5H- [1, 3]диоксоло[4,5-f]ин-
дол-7-ил)-3-(5-фтор-1-бензофуран-3-ил)-1H-пир-
рол-2,5-дион) был любезно предоставлен Ириной
Николаевной Гайсиной (Department of Medicinal
Chemistry and Pharmacognosy, University of Illinois in
Chicago, США) [15]; Histogel (Thermo Fisher Scientific,
США).

Получение и культивирование опухолевых 
органоидов молочной железы

Исходная опухолевая ткань была получена от
пациентки с инвазивной протоковой аденокар-

циномой РМЖ стадии IIA (T2N0M0G3). Опухоль
была положительной по экспрессии рецепторов к
эстрогену (ER+) и прогестерону (PR+) и не экс-
прессировала рецептор HER2 (HER2‒). Молеку-
лярный подтип опухоли – люминальный B. Фраг-
менты опухолевой ткани помещали в среду для хра-
нения живой ткани MACS tissue storage solution и
хранили при 4°C до дальнейшей обработки. Ткань
диссоциировали при помощи диссоциатора gen-
tleMACS Octo Dissociator (Miltenyi Biotec), со-
гласно рекомендациям производителя. Получен-
ную суспензию клеток промывали и смешивали с
внеклеточным матриксом Matrigel, после чего
капли объемом 50 мкл переносили в лунки 24-лу-
ночного культурального планшета и помещали в
клеточный инкубатор (37°C, 5% CO2) на 20 мин
для застывания геля. В каждую лунку добавляли
по 750 мкл полной питательной среды и инкуби-
ровали планшеты в клеточном инкубаторе в тех
же условиях. Более подробная процедура получе-
ния опухолевых органоидов описана ранее [16].

Для культивирования клеток РМЖ использо-
вали полную питательную среду, состоящую из
базовой среды Advanced DMEM/F-12 с добавле-
нием 1% Antibiotic-Antimycotic, 1% HEPES, 1% Glu-
tamax, 2% B27, 1.25 мМ N-ацетилцистеина, 5 мМ
никотинамида, 25 нг/мл Wnt3A, 250 нг/мл R-spon-
din 1, 100 нг/мл Noggin, 25 нг/мл Heregulinβ-1,
50 нг/мл EGF, 5 нг/мл FGF7, 20 нг/мл FGF10,
10 нМ β-эстрадиола, 500 нМ A83-01, 5 мкМ Y-27632,
500 нМ SB202190. За основу был взят ранее опуб-
ликованный состав среды для культивирования
опухолевых органоидов молочной железы [17].

Питательную среду меняли каждые 48 ч. Визу-
альную оценку состояния клеток проводили при
помощи инвертированного микроскопа Primo Vert
(Carl Zeiss, Германия). Органоиды субкультиви-
ровали каждые 2 недели при помощи диссоции-
рующего раствора TrypLE Express.

Гистологический анализ
Фрагменты исходной опухолевой ткани за-

фиксировали в 10%-ном нейтральном формалине
и заключали в парафиновые блоки. Зафиксирован-
ные формалином опухолевые органоиды покрыва-
ли гелем Histogel и также заключали в парафиновые
блоки. Последовательные срезы толщиной 4 мкм на
предметном стекле окрашивали по стандартному
протоколу гематоксилином‒эозином и анализиро-
вали на световом) микроскопе (Carl Zeiss).

Анализ противовопухолевой активности 
лекарственных препаратов

Органоиды разводили во внеклеточном мат-
риксе Matrigel и рассевали в 96-луночный план-
шет. Через 24 ч питательную среду заменяли на
содержащую как чистые химиотерапевтические
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Рис. 1. Микрофотография культуры полученных опухолевых органоидов РМЖ (третий пассаж, седьмые сутки). Длина
масштабного отрезка ‒ 200 мкм. 
Fig. 1. Photo of the culture of the generated tumor organoids of breast cancer (the 3rd passage, day 7). The length of the scalebar
is 200 μm.

препараты, так и их комбинации с 9-ING-41.
Клинически достижимые концентрации исполь-
зовали для оценки действия препаратов: 1 мкМ для
гемцитабина, 100 нМ для доксорубицина и доце-
таксела, 2 мкМ для 9-ING-41 [18–20].

Органоиды инкубировали с препаратами 3 ч в
клеточном инкубаторе (37°C, 5% CO2) и заменяли
среду, содержащую препараты, на свежую пита-
тельную среду. Планшеты помещали в клеточный
инкубатор (37°C, 5% CO2) на 7 суток. Относитель-
ное количество жизнеспособных клеток измеряли в
MTS-тесте согласно рекомендациям производите-
ля (Promega). Поглощение измеряли на планшет-
ном мультифункционального ридере SpectraMax
iD3 (Molecular Devices, США). Скорость роста
клеток рассчитывали по опубликованной ранее
методике [21].

Двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA)
с поправкой Тьюки на множественные сравнения
использовали для оценки статистической досто-

верности наблюдаемых отличий в росте клеток.
Пороговый уровень значимости принимали рав-
ным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В представленной работе описано получение

новой культуры опухолевых органоидов РМЖ.
Клетки были успешно субкультивированы на про-
тяжении трех пассажей. Уже на седьмые сутки по-
сле субкультивирования в культуре наблюдали
интенсивный рост органоидов РМЖ (рис. 1).

Далее был поведен сравнительный гистологи-
ческий анализ исходной опухолевой ткани и по-
лученных опухолевых органоидов (рис. 2). В ре-
зультате показано, что органоиды состоят из схожих
с исходной тканью опухолевых эпителиальных
клеток.

В результате проведенного тестирования лекар-
ственных препаратов (рис. 3) показано, что из стан-
дартно применяемых химиотерапевтических пре-
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Рис. 2. Микрофотография исходной опухолевой ткани РМЖ (a) и полученных опухолевых органоидов (b). Окраска
гематоксилином и эозином, длина масштабного отрезка ‒ 50 мкм. 
Fig. 2. Photo of the original breast cancer tissue (a) and the generated tumor organoids (b). Staining with hematoxylin and eosin,
the length of the scalebar is 50 μm.

ba

Рис. 3. Результаты анализа противоопухолевой активности химиотерапевтических препаратов и их комбинаций с
9-ING-41 на органоидах РМЖ. Планки погрешностей показывают стандартное отклонение среднего (SEM). *p < 0.05 по
сравнению с контролем без добавления 9-ING-41; # p < 0.05 по сравнению с соответствующим препаратом без 9-ING-41. 
Fig. 3. Analysis of the antitumor activity of chemotherapeutic drugs and their combinations with 9-ING-41 on breast cancer or-
ganoids. Error bars represent standard error of mean (SEM). *p < 0.05 versus control without 9-ING-41, #p < 0.05 versus corre-
sponding treatment without 9-ING-41.
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паратов только доцетаксел статистически значимо
снижал (на 84% по сравнению с контролем) ско-
рость роста опухолевых органоидов РМЖ (p < 0.05);
при этом ни доксорубицин (p = 1), ни гемцитабин
(p = 1) в клинически релевантных концентрациях
статистически значимо не ингибировали рост
опухолевых клеток. Полученные данные также
свидельствуют о том, что 9-ING-41 в формате мо-
нотерапии эффективно подавлял рост опухоле-
вых клеток (p < 0.05). Более того, в данном тесте
9-ING-41 проявлял цитотоксическое действие,
так как число клеток после обработки препара-
том снизилось на 23% по сравнению с начальным
моментом времени. Интересно, что добавление
9-ING-41 к доксорубицину (p < 0.05) и гемцита-
бину (p < 0.05) позволило существенно улучшить
противопухолевый эффект этих препаратов; при
этом в случае доцетаксела статистически значи-
мой разницы не наблюдали (p = 0.73).

Ранее показано, что киназа GSK-3β ‒ пер-
спективная мишень для лечения РМЖ. Так, нок-
даун GSK3B приводил к существенному сниже-
нию пролиферации клеток РМЖ [22]. С другой
стороны, у пациентов с повышенной экспресси-
ей GSK-3β был значительно увеличен риск реци-
дива заболевания [23]. Известно, что рецидив в
виде отдаленных метастазов ‒ основная причина
смерти от РМЖ [24, 25]. На сегодняшний день те-
рапия метастатического РМЖ не преследует пол-
ного излечения заболевания, она носит паллиа-
тивный характер и направлена прежде всего на
улучшение качества жизни [26]. Основная про-
блема при лечении метастатического РМЖ за-
ключается в трудно преодолимой резистентности
как к химиотерапии, так и к более современной
таргетной терапии [27–29].

Ранее ингибитор GSK-3β 9-ING-41 уже тести-
ровали на клеточных линиях и ксенографтных
моделях РМЖ для преодоления резистентности к
препарату CPT-11 [20]. В результате было показа-
но, что добавление 9-ING-41 к CPT-11 позволяет
существенно усилить противоопухолевый эф-
фект [20]. Теперь впервые проанализирована
противоопухолевая активность 9-ING-41 в соче-
тании с химиопрепаратами: доксорубицином, до-
цетакселом и гемцитабином ‒ на культуре опухо-
левых органоидов РМЖ. Полученные результаты
подтверждают, что 9-ING-41 обладает собственной
противоопухолевой активностью, а также значи-
тельно усиливает действие доксорубицина и гемци-
табина. Таким образом, согласно полученным дан-
ным, 9-ING-41 может способствовать преодолению
химиорезистентности к ряду традиционных препа-
ратов для лечения РМЖ и на этом основании его
целесообразно рекомендовать для изучения в до-
клинических и клинических исследованиях.
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9-ING-41, Low-Molecular Inhibitor of GSK-3β, 
Suppresses the Growth of Breast Cancer Organoids
S. V. Nikulina, b, #, A. A. Poloznikova, b, and B. Ya. Alekseevb

aFaculty of Biology and Biotechnology, Higher School of Economics National Research University, Moscow, 101000 Russia
bNational Medical Research Radiological Center, Ministry of Health of the Russian Federation, Obninsk, 249036 Russia
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Abstract—To date, breast cancer (BC) is the leading cause of cancer death in women. Despite significant
progress in the treatment of BC in recent years, high mortality indicates the need for developing new ap-
proaches to its therapy. It was previously shown that GSK-3ß is a promising target for the BC treatment. In
this work, we have described obtaining a new culture of breast tumor organoids and testing the activity of
9-ING-41 as a GSK-3β inhibitor both in monotherapy and in combination with standard chemotherapeutic
drugs used to treat BC. The results obtained confirmed that 9-ING-41 possesses antitumor activity. More-
over, 9-ING-41 was shown to significantly enhance the effects of chemotherapeutic agents such as doxoru-
bicin and gemcitabine. Thus, 9-ING-41 is a promising candidate for further study in preclinical and clinical
trials for the BC therapy.

Keywords: breast cancer, tumor organoids, GSK-3, 9-ING-41
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