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Селективный скрининг лекарственных средств с использованием моделей in vitro на основе монослойных
2D-культур широко используется в фармакологии, однако впоследствии полученные данные не всегда хо-
рошо коррелируют с результатами клинических исследований. В связи с этим всe большее распростране-
ние получают 3D-модели, отражающие все виды межклеточных взаимодействий и взаимодействие клеток
с внеклеточным матриксом, позволяющие адекватнее моделировать специфическую архитектуру ткани.
Одной из таких моделей являются трехмерные сфероиды. В настоящей работе проведена оценка антипро-
лиферативной и цитотоксической активности препаратов цисплатина, доксорубицина, фторурацила и
этопозида на клеточных линиях Vero CCL-81 и HEK293 в условиях 2D- (монослойная культура) и 3D-
культивирования (сфероиды). Сравнительный анализ антипролиферативной (IC50) и цитотоксической
(CC50) активности цитостатиков для этих двух методов культивирования показал, что антипролифератив-
ная активность была выше в условиях 2D-, в то время как цитотоксичность эффективнее выявлялась в
условиях 3D-культивирования. Пониженная антипролиферативная активность препаратов в 3D-услови-
ях может быть объяснена большей устойчивостью клеток к действию агентов благодаря физиологическим
условиям культивирования. При этом более выраженное проявление цитотоксических эффектов в усло-
виях 3D по сравнению с 2D позволяет предположить, что использование сфероидов будет способствовать
выявлению ранней токсичности на стадии доклинических исследований in vitro. Наши данные показали,
что при тестировании лекарственных средств необходимо учитывать тип клеток, скорость их пролифера-
ции, а в случае сфероидов дополнительно подбирать их оптимальный диаметр для клеток каждого типа.
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Многие перспективные кандидаты на лекар-
ственные средства отсеиваются на стадии клиниче-
ских исследований из-за несовершенства существу-
ющих тест-систем доклинического скрининга
in vitro, использующих исключительно монослой-
ные культуры (Brajša et al., 2016a; Fang, Eglen, 2017).
При культивировании в 2D-условиях клетки вынуж-
дены адаптироваться к плоской поверхности, при-

обретая уплощенную распластанную форму, неха-
рактерную для клеток в живом организме. Кроме то-
го, в монослойной культуре отсутствует большая
часть видов межклеточных контактов и контактов
клеток с внеклеточным матриксом. Это приводит к
нарушению клеточного метаболизма, кинетики кле-
точного цикла и влияет на функциональность кле-
ток. Например, гепатоциты, культивируемые в мо-
нослое, теряют признаки биохимической специали-
зации за один цикл репликации, при этом в составе
сфероидов остаются в дифференцированном состоя-
нии длительное время (Thomas et al., 2005; Jasmund et
al., 2007). В настоящее время появляется все больше

Принятые сокращения: CC50 – концентрация препарата, при
которой наблюдается гибель 50% клеток (cytotoxic concentra-
tion); IC50 – концентрация препарата, которая вызывает сни-
жение количества живых метаболически активных клеток на
50% (inhibitory concentration).
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исследований, посвященных созданию трехмерных
моделей, более точно отражающих архитектуру тка-
ней и органов (Pampaloni et al., 2007; Baker, Chen,
2012; Bissell, 2017).

Среди 3D-структур можно выделить два основ-
ных типа: 1) трехмерные структуры на основе карка-
сов из биополимеров (коллагена, матригеля, фибри-
на и т.п.), содержащие внутри клетки; 2) сфероиды,
представляющие собой шарообразные агрегаты,
сформированные одним или несколькими типами
клеток (Langhans, 2018). В последнее время стреми-
тельно развиваются методики получения органои-
дов, представляющих собой микроструктуры, спон-
танно образуемые при культивировании в слое гид-
рогеля кусочков тканей, эмбриональных стволовых
клеток или индуцированных плюрипотентных стволо-
вых клеток (Lancaster, Knoblich, 2014; Fatehullah et al.,
2016).

Обсуждая возможность использования 3D-струк-
тур в качестве моделей для доклинического скрининга,
следует помнить о ряде требований, предъявляемых к
in vitro моделям. Они должны быть относительно недо-
рогими, простыми, хорошо воспроизводимыми, т.е.
стандартизованными; их создание не должно зани-
мать много времени. С этой точки зрения очевидно,
что сфероиды являются наиболее перспективными
3D-структурами для создания in vitro моделей. Ис-
пользование трехмерных каркасов из биополимеров
не позволяет унифицировать и масштабировать про-
цесс производства 3D-структур, а также не подразу-
мевает автоматическую количественную оценку об-
разцов.

Формирование органоидов является очень дли-
тельным и дорогостоящим процессом и не может
быть использовано на начальных стадиях доклини-
ческого скрининга. В противоположность этому
формирование сфероидов в большинстве случаев за-
нимает 24 ч и происходит в многолуночных культу-
ральных планшетах, совместимых с любыми автома-
тическими системами дозирования, визуализации и
анализа (Monjaret et al., 2016; Eke et al., 2016). Варьиро-
вание первоначального количества клеток в сфероиде
позволяет влиять на диаметр сфероида и скорость про-
лиферации клеток внутри сфероида (Koudan et al.,
2020). Известно, что расстояние, на которое возможно
проникновение кислорода и питательных веществ, со-
ставляет 100–150 мкм (Kinney et al., 2014). Это означа-
ет, что для эффективного проникновения лекарствен-
ных препаратов и красителей в сфероид, а также отсут-
ствия некроза в центре сфероида, его диаметр не
должен превышать 200–250 мкм. Также не менее важ-
ным параметром является скорость пролиферации
клеток в сфероиде. Особенно это важно при тести-
ровании цитостатиков, действие которых основано
на подавлении пролиферации клеток.

Известно, что не все типы клеток пролиферируют
внутри сфероидов (Koudan et al., 2020). Для настоя-
щей работы были выбраны клеточные линии Vero
CCL-81 и HEK293, сохраняющие способность к
пролиферации в условиях 3D-культивирования. В
работе исследована антипролиферативная и цито-
токсическая активность цисплатина, доксорубици-
на, фторурацила и этопозида на монослойной куль-
туре и в сфероидах, сформированных из клеточных
линий Vero CCL-81 и HEK293. Сравнительный ана-
лиз активности цитостатиков в условиях 2D и 3D по-
казал, что сфероиды оптимального диаметра, состо-
ящие из пролиферирующих клеток, могут являться
отличным дополнением к существующим 2D-моде-
лям для тестирования лекарственных средств in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Формирование сфероидов. В работе использовали

клетки линий HEK293 и Vero CCL-81 (из коллекции
ATCC). Клетки культивировали в среде DMEM
(Gibco, США), содержащей 2 мМ L-глутамина
(Панэко, Россия) и 1-кратный раствор антибиоти-
ка-антимикотика (Gibco, США) с добавлением 10%
(v/v) фетальной бычьей сыворотки (Gibco, США)
при 37°C и 5% CO2. Для снятия клеток с подложки
использовали раствор Версена (Панэко, Россия) и
0.25% раствор трипсина−ЭДТА (Gibco, США).

Сфероиды получали с помощью агарозных форм
и с помощью 96-луночных планшетов с низкоадге-
зивным покрытием. Оба метода используют один и
тот же принцип формирования сфероидов, а имен-
но: в условиях неадгезивной поверхности клетки не
прикрепляются и не распластываются на субстрате,
а взаимодействуют друг с другом, устанавливая меж-
клеточные контакты и образуя сфероиды.

Формирование сфероидов с помощью агарозных
форм проводили с использованием микро-молдов
для создания агарозных форм (Microtissues, США)
согласно протоколу производителя. Готовили 2%-
ный раствор агарозы (Хеликон, Россия) в фосфатно-
солевом буферном растворе (Gibco, США). Вносили
в микро-молды для создания агарозных форм по
450 мкл расплавленной агарозы. После застывания
агарозы (~4 мин) переворачивали микро-молды и
извлекали образовавшиеся агарозные формы. Гото-
вили суспензию клеток в культуральной среде с кон-
центрацией 337000 кл./мл. В каждую агарозную
форму, содержащую 256 ячеек, вносили по 190 мкл
суспензии. Таким образом, итоговая концентрация
составляла 250 клеток на ячейку или 250 клеток на
сфероид. Агарозные формы с клетками помещали в
ячейки 12-луночных планшетов, содержащие куль-
туральную среду, и инкубировали при 37°C и 5% CO2
в течение 24 ч для формирования сфероидов.
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Для формирования сфероидов с помощью 96-луноч-
ных планшетов с низкоадгезивным покрытием ис-
пользовали планшеты фирмы Corning (США). Гото-
вили суспензию клеток в культуральной среде с кон-
центрацией 2500 кл./мл. В каждую ячейку планшета
вносили по 100 мкл суспензии. Для формирования
сфероидов планшеты инкубировали при 37°C и 5% CO2
в течение 24 ч.

Изучение кинетики роста сфероидов. Для форми-
рования сфероидов нами был использован метод их
получения при помощи агарозных форм, так как он
позволяет получить большее количество статистиче-
ских данных для анализа по сравнению с методом
формирования в планшетах. Сфероиды получали с
помощью агарозных форм согласно процедуре, опи-
санной выше. Для формирования сфероидов ис-
пользовали следующие концентрации клеток: 2000,
1000, 500 и 250 клеток на сфероид. Для изучения ки-
нетики роста тканевых сфероидов проводили оцен-
ку их диаметров на протяжении 7 сут. Для этого фо-
тографировали сфероиды во временных точках 1, 2,
3, 4 и 7 сут с помощью инвертированного микроско-
па Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Япония).

Оценка жизнеспособности клеток с помощью тест-
системы CellTiter-Glo 3D и путем измерения диамет-
ров сфероидов. С помощью 96-луночных планшетов
с низкоадгезивным покрытием сформировали сфе-
роиды с первоначальной концентрацией 250 клеток
на 1 сфероид. Для формирования монослоя с такой
же концентрацией клеток в каждую ячейку 96-лу-
ночных культуральных планшетов с плоским дном
посадили по 250 клеток. Через 24 ч к клеткам в моно-
слое и к сфероидам добавили препараты в тестируе-
мых концентрациях (10–3–10–8 М для цисплатина,
доксорубицина и этопозида (Эбеве Фарма, Австрия)
и 10–2–10–7 М для фторурацила (Тева, Нидерланды),
шаг разбавления 3.16) и культивировали в течение
72 ч. Через 72 ч фотографировали сфероиды с помо-
щью инвертированного микроскопа Nikon Eclipse
Ti-S (Nikon, Япония) для последующего расчета
диаметров сфероидов, после чего в каждую лунку
планшетов добавляли CellTiter-Glo 3D (Promega,
США) в соотношении 1 : 1 по объему и инкубирова-
ли на протяжении 30 мин (для клеток) или 90 мин
(для сфероидов).

Тест-система CellTiter-Glo 3D включает в себя бе-
лок-люциферазу, его субстрат люциферин и лизирую-
щий буфер. В присутствии клеточного АТФ люцифе-
раза катализирует окисление люциферина в возбуж-
денный оксилюциферин. Переход оксилюциферина
из возбужденного состояния в основное сопровожда-
ется испусканием люминесценции, интенсивность
которой прямо пропорциональна количеству моле-
кул клеточного АТФ в растворе, то есть количеству

живых метаболически активных клеток. Люминес-
ценцию оксилюциферина измеряли с помощью
мультифункционального ридера Victor X3 (Perkin El-
mer, США), далее абсолютные значения люминесцен-
ции нормализовали следующим образом: cигнал лю-
минесценции клеток или сфероидов, необработанных
цитостатиками, принимали за 100% жизнеспособно-
сти. Относительную жизнеспособность рассчитывали
как процентное отношение сигналов люминесценции
обработанных и необработанных цитостатиками кле-
ток или сфероидов. Для каждого цитостатика рассчи-
тывали IC50 – концентрацию, при которой относи-
тельная жизнеспособность равна 50%.

Объем сфероидов пропорционален количеству
живых клеток в сфероиде и может служить показате-
лем жизнеспособности сфероидов. Расчет диамет-
ров сфероидов проводили в программе ImageJ 1.48v
software (NIH, Bethesda, MD). Объем сфероидов (V,
мкм3) рассчитывали по формуле: V = 1/6πd3, где d –
диаметр сфероидов. При нормализации за 100%
принимали объем сфероидов, необработанных ци-
тостатиками. Относительный объем сфероидов рас-
считывали как процентное отношение объемов обра-
ботанных и необработанных цитостатиками сферои-
дов. Для каждого цитостатика рассчитывали IC50 –
концентрацию, при которой относительный объем
сфероидов равен 50%.

Оценка жизнеспособности клеток с помощью реза-
зурина. С помощью агарозных форм, содержащих
256 углублений и помещенных в ячейки 12-луноч-
ных планшетов (по 1 форме в каждую ячейку), фор-
мировали сфероиды с первоначальной концентра-
цией 250 клеток на 1 фероид. Для формирования моно-
слоя с такой же концентрацией клеток в каждую ячейку
12-луночных планшетов рассевали по 64000 клеток
(256 × 250 клеток). Через 24 ч к клеткам в монослое
и к сфероидам добавляли препараты в тестируемых
концентрациях и культивировали в течение 72 ч.

Для оценки жизнеспособности клеток использо-
вали натриевую соль резазурина (Sigma, США). Ре-
зазурин представляет собой нетоксичный краси-
тель, который восстанавливается за счет аэробного
дыхания метаболически активных клеток до флуорес-
цирующего резоруфина, интенсивность флуоресцен-
ции которого прямо пропорциональна количеству жи-
вых клеток. Во все лунки добавляли 0.02%-ный рас-
твор натриевой соли резазурина в питательной среде в
соотношении 1:10 по объему и инкубировали на про-
тяжении 6 ч (для клеток) или 18 ч (для сфероидов).
Интенсивность флуоресценции резоруфина измеря-
ли с помощью мультифункционального ридера Victor
X3 (Perkin Elmer, США), длина волны возбуждения со-
ставляла 555 нм, длина волны испускания составляла
580 нм, далее абсолютные значения флуоресценции
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нормализовали следующим образом: сигнал флуо-
ресценции клеток или сфероидов, необработанных
цитостатиками, принимали за 100% жизнеспособ-
ности. Относительную жизнеспособность рассчи-
тывали как процентное отношение сигналов флуо-
ресценции обработанных и необработанных цито-
статиками клеток или сфероидов. Для каждого
цитостатика рассчитывали значение IC50.

Оценка цитотоксичности тестируемых препаратов.
С помощью 96-луночных планшетов с низкоадге-
зивным покрытием формировали сфероиды с пер-
воначальной концентрацией 250 клеток на сфероид.
Для формирования монослоя с такой же концентра-
цией клеток в каждую ячейку 96-луночных культу-
ральных планшетов с плоским дном рассеивали по
250 клеток. При формировании сфероидов и моно-
слоя в клеточные суспензии добавляли реагент Cell-
Tox Green (Promega, США) в соотношении 1 : 500 по
объему. CellTox Green содержит краситель, который
проникает в мертвые клетки через поврежденную
мембрану и связывается с ДНК, что вызывает разго-
рание флуоресценции, интенсивность которой про-
порциональна количеству мeртвых клеток. Через
24 ч к клеткам в монослое и к сфероидам, содержа-
щим реагент CellTox Green, добавляли один из пре-
паратов в тестируемой концентрации (см. выше) и
культивировали в течение 72 ч. Через 72 ч фотогра-
фировали сфероиды с помощью инвертированного
флуоресцентного микроскопа Nikon Eclipse Ti-S
(Nikon, Япония). Интенсивность флуоресценции
измеряли с помощью мультифункционального ри-
дера Victor X3 (Perkin Elmer, США), длина волны

возбуждения составляла 485 нм, длина волны испус-
кания составляла 535 нм. Для цитостатиков рассчи-
тывали СC50 – концентрацию, при которой выпол-
нялось равенство: (Ft – Fmin)/(Fmax – Fmin) × 100% =
= 50%, где Ft – сигнал флуоресценции для тестируе-
мой концентрации, Fmin – минимальный сигнал
флуоресценции, соответствующий сигналу для кле-
ток или сфероидов, необработанных цитостатика-
ми, Fmax – максимальный сигнал флуоресценции,
соответствующий сигналу для клеток или сферои-
дов, обработанных лизирующим буфером, вызыва-
ющим 100%-ную гибель клеток или сфероидов.

Анализ данных. Обработку экспериментальных
данных и статистический анализ проводили в про-
грамме GraphPad Prism 5 (GraphPad Software). Все
исследуемые концентрации препаратов тестировали
в квадруплетах. Рассчитывали значения концентраций
IC50 и CC50 методом нелинейной регрессии с использо-
ванием трехпараметрической модели доза–эффект.
Все эксперименты проводили в четырех независимых
повторах. В качестве описательных статистик в работе
приведены среднее арифметическое и стандартное
отклонение (SD). Для сравнения количественных
признаков в группах применяли критерий Манна–
Уитни. Достоверным уровнем отличий считали ве-
роятность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кинетика роста сфероидов. С помощью агарозных
форм были сформировны сфероиды из клеточных
линий HEK293 и Vero CCL-81, используя различные

Рис. 1. Фазово-контрастные изображения сфероидов из клеток Vero CCL-81 (а) и HEK293 (в) и зависимость их объeма V (б, г) от
концентрации клеток через 1 сут после внесения клеточной суспензии в агарозные формы. Показаны средние значения и их стан-
дартные отклонения (n = 512).

б

10
12

8
6
4
2

0 500 1000 1500 2000 2500

a

в г

V,
 м

км
3  ×

 1
06

10

8

6

4

2

0 500 1000 1500 2000 2500

V,
 м

км
3  ×

 1
06

Число клеток в сфероиде

Ve
ro

 C
C

L
-8

1
H

E
K

29
3

250 500 1000 2000

200 �m 200 �m 200 �m 200 �m

200 �m200 �m200 �m200 �m



248

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 3  2021

КУДАН и др.

первоначальные концентрации клеток: 250, 500,
1000 и 2000 клеток на 1 сфероид. Через 24 ч для обеих
линий для всех концентраций клеток наблюдали об-
разование сфероидов округлой формы с четкими
краями и едиными размерами в пределах одной кон-
центрации. В течение первых суток зависимость
объёма сфероидов (значения которого оценивали,
измеряя его диаметр) от первоначальной концентра-
ции клеток была линейной (рис. 1).

Конечной целью действия всех цитостатиков яв-
ляется ингибирование пролиферации клеток. В свя-
зи с этим, для использования сфероидов в качестве
адекватной 3D-модели in vitro важно подобрать кон-
центрацию клеток, при которой будет наблюдаться
пролиферация клеток в сфероидах. С этой целью мы
изучили кинетику роста сфероидов, сформирован-
ных из клеточных линий HEK293 и Vero CCL-81, в
зависимости от первоначальных концентраций кле-
ток. Полученные результаты представлены на рис. 2.
Для обеих клеточных линий наблюдается обратная
зависимость скорости роста объема сфероида от
первоначальной концентрации клеток. Максималь-
ная скорость роста наблюдается для наименьшей
концентрации, составляющей 250 клеток на 1 сфе-
роид. Проведено сравнение объемов сфероидов на
4-е и 1-е сут культивирования, поскольку цитоста-
тики добавляли к 1-суточным сфероидам и культи-
вировали в течение 72 ч. Показано, что различия
между значениями объемов являются статистически
достоверными для всех концентраций обеих клеточ-
ных линий. На основе полученных данных для даль-
нейших экспериментов была выбрана первоначаль-
ная концентрация 250 клеток на сфероид.

Влияние цитостатиков на пролиферацию клеток.
Существует большое количество реагентов, позво-
ляющих оценить жизнеспособность клеток или сфе-
роидов. Однако ни один из них не является идеаль-

ным. Поэтому для оценки влияния цитостатиков на
пролиферацию клеток мы использовали три разных
метода: с помощью тест-системы CellTiter-Glo 3D, с
помощью натриевой соли резазурина, а также на ос-
нове измерения диаметров сфероидов.

Тест-система CellTiter-Glo 3D основана на изме-
рении количества молекул клеточного АТФ в АТФ-
зависимой люциферазной реакции. Окисление лю-
циферина люциферазой в присутствии клеточного
АТФ приводит к образованию оксилюциферина. Ре-
акция сопровождается люминесценцией, сигнал ко-
торой пропорционален количеству живых метаболи-
чески активных клеток. Кривые зависимости относи-
тельной жизнеспособности клеток от концентрации
тестируемых препаратов представлены на рис. 3. Рас-
считанные из кривых значения IC50 приведены в таб. 1.

Сравнение полученных значений IC50 показало,
что в случае Vero CCL-81 антипролиферативная ак-
тивность препаратов для монослоя клеток выше,
чем для сфероидов. В случае HEK293 доксорубицин
и этопозид демонстрируют незначительное сниже-
ние активности при тестировании на сфероидах, в то
время как для цисплатина и фторурацила не наблю-
дается заметной разницы в активности между 2D- и
3D-вариантами.

Резазурин – кислотно-основной индикатор си-
него цвета, который в присутствии метаболически
активных клеток необратимо восстанавливается до
розового флуоресцирующего резоруфина. Наблюда-
емый флуоресцентный сигнал прямо пропорциона-
лен количеству живых клеток. Кривые зависимости
относительной жизнеспособности клеток от кон-
центрации тестируемых препаратов представлены
на рис. 4. Рассчитанные из кривых значения IC50
приведены в табл. 1.

Рис. 2. Кинетика роста объема сфероидов (V), сформированных из Vero CCL-81 (а) и HEK293 (б). По горизонтали показано
число клеток в 1 сфероиде (кл./сф.), показаны средние значения и стандартные отклонения (n = 512). Для сравнения величин
V в группах (1-е и 4-е сут) применяли критерий Манна–Уитни.
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Рис. 3. Кривые зависимости относительной жизнеспособности Vero CCL-81 (верхний ряд) и HEK293 (нижний ряд) от концен-
трации цитостатиков, полученные с помощью тест-системы CellTiter-Glo 3D. Штриховая кривая (кружки) – клетки, сплош-
ная (треугольники) – сфероиды. Показаны средние значения и их стандартные отклонения (n = 4). Для всех случаев, кроме
цисплатина и фторурацила для HEK293, различия между значениями IC50 для клеток и сфероидов достоверны (р < 0.05, кри-
терий Манна–Уитни).
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Рис. 4. Кривые зависимости относительной жизнеспособности Vero CCL-81 (верхний ряд) и HEK293 (нижний ряд) от концен-
трации цитостатиков, полученные с помощью резазурина. Штриховая кривая (кружки) – клетки, сплошная (треугольники) –
сфероиды. Показаны средние значения и их стандартные отклонения, n = 4. Для всех случаев различия между значениями
IC50 для клеток и сфероидов достоверны (р < 0.05, критерий Манна–Уитни).
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При оценке антипролиферативной активности с
помощью резазурина для обеих клеточных линий
наблюдается снижение активности всех препаратов
в условиях 3D-культивирования по сравнению с 2D.

При этом наиболее заметные различия значений
IC50 получены для цисплатина.

Анализ сфероидов по многим параметрам являет-
ся технически более сложной задачей, чем анализ
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монослоя клеток. Однако некоторые виды исследо-
ваний для сфероидов могут быть проведены даже
проще, чем для монослоя клеток, благодаря их фор-
ме. Так, оценить пролиферацию клеток в сфероидах
можно и без использования каких-либо реагентов и
красителей. Для этого достаточно измерить диамет-
ры сфероидов при разных концентрациях тестируе-
мых препаратов. На основе диаметров можно рас-
считать объемы сфероидов, которые прямо пропор-
циональны количеству живых клеток в сфероиде.
Кривые зависимости относительного объема сферо-
идов от концентрации тестируемых препаратов

представлены на рис. 5. Рассчитанные из кривых
значения IC50 приведены в табл. 1.

Сравнение полученных значений IC50 показало,
что фторурацил демонстрирует одинаковую анти-
пролиферативную активность на обеих клеточных
линиях, цисплатин чуть более активен в отношении
клеток HEK293, а доксорубицин и этопозид гораздо бо-
лее активны в отношении HEK293, чем Vero CCL-81.

Цитотоксичность цитостатиков. Для оценки цито-
токсичности цитостатиков использовали реагент
CellTox Green, действие которого основано на изме-
нении целостности мембраны клеток вследствие
клеточной смерти. CellTox Green содержит краси-

Таблица 1. Антипролиферативная активность препаратов (IC50) для клеток Vero CCL-81 и HEK293 в монослое и в со-
ставе сфероидов. Оценка с помощью трех тестов

Оценка с помощью тест-системы CellTiter-Glo 3D; IC50, мкМ (М ± SD)

Соединение
Vero CCL-81 HEK293

клетки сфероиды клетки сфероиды

Доксорубицин 3.5 ± 0.3 9.3 ± 1.9 0.15 ± 0.02 0.23 ± 0.03

Цисплатин 2.7 ± 0.3 11.0 ± 0.8 7.5 ± 1.8 6.9 ± 2.2

Фторурацил 6.7 ± 0.9 18.0 ± 4.0 7.0 ± 0.7 8.1 ± 0.8

Этопозид 6.4 ± 0.5 26.1 ± 3.5 0.49 ± 0.1 0.73 ± 0.08

Оценка с помощью резазурина; IC50, мкМ (М ± SD)

Соединение
Vero CCL-81 HEK293

клетки сфероиды клетки сфероиды

Доксорубицин 1.4 ± 0.3 3.1 ± 0.2 0.02 ± 0.01 0.12 ± 0.02

Цисплатин 3.8 ± 0.3 15.9 ± 1.3 1.7 ± 0.2 8.1 ± 0.3

Фторурацил 11.9 ± 1.5 17.9 ± 1.9 10.4 ± 0.4 13.5 ± 0.5

Этопозид 12.5 ± 1.0 20.4 ± 1.3 0.24 ± 0.03 0.55 ± 0.05

Оценка путем измерения диаметров сфероидов; IC50, мкМ (М ± SD)

Соединение
Vero CCL-81 HEK293

клетки сфероиды клетки сфероиды

Доксорубицин − 9.3 ± 1.4 − 0.27 ± 0.04

Цисплатин − 10.4 ± 1.5 − 5.5 ± 1.3

Фторурацил − 7.3 ± 0.8 − 5.8 ± 0.4

Этопозид − 12.9 ± 4.5 − 0.35 ± 0.06
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тель, не способный проникнуть в живые клетки, но
свободно проникающий в мертвые клетки через по-
врежденную мембрану. При связывании красителя с
ДНК мертвой клетки наблюдается разгорание флуо-
ресценции. Наблюдаемый флуоресцентный сигнал
прямо пропорционален количеству мертвых клеток.
Полученные результаты представлены в табл. 2 и на
рис. 6.

Как видно из табл. 2, фторурацил не токсичен на
обеих клеточных линиях как в 2D, так и в 3D. Циспла-
тин нетоксичен на HEK293 и клетках Vero CCL-81 и
слаботоксичен на сфероидах из Vero CCL-81. Этопо-
зид проявляет незначительную токсичность при вы-
соких концентрациях. Доксорубицин проявляет за-
метную токсичность, причем значение CC50
(~20 мкМ) приблизительно одинаково для обеих
клеточных линий и обоих способов культивирова-
ния. На рис. 6 приведены изображения сфероидов,
обработанных препаратами в концентрациях, близ-

ких к CC50, мертвые клетки окрашены с помощью
CellToxGreen.

ОБСУЖДЕНИЕ
Сфероиды привлекают широкое внимание ис-

следователей в качестве моделей in vitro для скри-
нинга лекарственных препаратов. Несмотря на зна-
чительный прогресс, достигнутый в области био-
фабрикации, визуализации и анализа трехмерных
структур, работа со сфероидами все еще вызывает
определенные сложности по сравнению с работой
на монослойной культуре клеток.

В настоящей статье описана процедура формиро-
вания и последующего анализа сфероидов с помо-
щью двух различных методов. Показано, что наряду
с использованием достаточно дорогих 96-луночных
планшетов с низкоадгезивным покрытием и ком-
мерческого реагента CellTiter-Glo, возможно уде-
шевление процесса за счет формирования сферои-
дов с помощью агарозных форм и их анализа посред-
ством натриевой соли резазурина. Полученные
значения IC50 для цитостатиков близки по значени-
ям, что свидетельствует о сравнимой предиктивно-
сти обоих методов.

Для скрининга большого количества химических
соединений мы рекомендуем формировать сферои-
ды с помощью коммерческих 96-луночных или 384-
луночных планшетов с низкоадгезивным покрыти-
ем, так как планшеты хорошо совместимы с роботи-
ческим оборудованием, обеспечивают образование
сфероидов единого стандартного диаметра, позво-
ляют оперировать маленькими объемами реагентов
и красителей. Единственным минусом метода явля-
ется высокая стоимость планшетов. Формирование
сфероидов с помощью агарозных форм целесообраз-
но проводить в тех случаях, когда последующий ана-
лиз предполагает использование низко чувствитель-
ных реагентов или требуется большое количество
статистических данных. Одна агарозная форма поз-

Таблица 2. Цитотоксическая активность препаратов
(CC50) для клеток Vero CCL-81 и HEK293 в монослое и в
составе сфероидов

Соединение

CC50, мкМ (М ± SD)

Vero CCL-81 HEK293

клетки сфероиды клетки сфероиды

Доксорубицин 18 ± 4 17 ± 3 24 ± 7 25 ± 6

Цисплатин >100 60 ± 8 >100 >100

Фторурацил >1000 >1000 >1000 >1000

Этопозид 620 ± 70 300 ± 60 >1000 97 ± 15

Рис. 5. Кривые зависимости относительного объeма сфероидов из Vero CCL-81 и HEK293 от концентрации цитостатика.
Штриховая кривая (кружки) – Vero CCL-81, сплошная (треугольники) – HEK293. Показаны средние значения и их стандарт-
ные отклонения (n = 4). Для всех случаев, кроме фторурацила, различия между значениями IC50 для сфероидов из Vero CCL-
81 и HEK293 достоверны (р < 0.05, критерий Манна–Уитни).
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воляет сформировать 256 сфероидов, поэтому тести-
рование каждой концентрации препарата на одной
агарозной форме в 256 раз увеличивает порог чув-
ствительности анализа. Дополнительным преиму-
ществом данного метода является его низкая стои-
мость. Однако метод не совместим с роботическими
системами дозирования.

При формировании сфероидов особое внимание
следует уделять первоначальному числу клеток в
сфероиде, т.к. оно задает скорость пролиферации

клеток и, соответственно, финальный диаметр и
объем сфероидов. В сфероидах большого диаметра
(больше 250 мкм) развивается некроз, поскольку
кислород и питательные вещества не достигают цен-
тра сфероида. Соответственно при тестировании
цитотоксической активности лекарственных препа-
ратов невозможно отделить гибель клеток под дей-
ствием препарата от гибели клеток вследствие не-
кроза. Кроме того, сами лекарственные вещества и
красители также могут не доходить до центра сферо-

Рис. 6. Фазово-контрастные и флуоресцентные изображения клеточных сфероидов из Vero CCL-81 (а) и HEK293 (б), обрабо-
танных цитостатиками и окрашенных с помощью CellTox Green.

а
Контроль 31.6 мкМ Доксорубицин 100 мкМ Цисплатин 316 мкМ Этопозид

б
Контроль 31.6 мкМ Доксорубицин 100 мкМ Цисплатин 316 мкМ Этопозид

200 мкм

200 мкм

200 мкм
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ида, что неизбежно повлияет на результаты экспери-
мента. Учитывая вышесказанное, очевидно, что ис-
пользование сфероидов маленького диаметра более
предпочтительно. В настоящей работе проведена
оценка кинетики роста сфероидов в зависимости от
первоначальной концентрации клеток и подобрана
оптимальная концентрация, обеспечивающая фор-
мирование на 4-е сут сфероидов с диаметром, не
превышающим 250 мкм (V ≤ 8.2 × 106 мкм3).

Сравнение значений IC50 и CC50, полученных для
Vero CCL-81 и HEK293, независимо от методов
культивирования, демонстрирует различную актив-
ность цитостатиков на этих двух клеточных линиях
(табл. 1, 2). Доксорубицин и этопозид значительно бо-
лее эффективно тормозят пролиферацию HEK293,
чем Vero CCL-81, при этом цитотоксический эффект
на обеих клеточных линиях одинаков для всех пре-
паратов. Учитывая, что обе клеточные линии пред-
ставляют собой почечный эпителий, такой результат
может объясняться тем, что антипролиферативная
активность препаратов напрямую зависит от скоро-
сти пролиферации клеток, которая в случае HEK293
в 4 раза выше, чем в случае Vero CCL-81. Получен-
ные нами данные хорошо согласуются с результата-
ми работы, в которой установлено, что один и тот же
препарат может проявлять разную активность в за-
висимости от выбранной для теста клеточной линии
(Brajša et al., 2016b), что еще раз подтверждает необ-
ходимость обращать внимание на тип клеток при те-
стировании препаратов.

Сравнительный анализ активности препаратов
на монослое клеток и на сфероидах показал, что в
большинстве случаев антипролиферативный эф-
фект цитостатиков более выражен в 2D-условиях
(табл. 1), при этом их цитотоксическая активность
ярче проявляется в 3D (табл. 2). Наши данные по ан-
типролиферативной активности цитостатиков в мо-
нослое клеток хорошо согласуются с результатами
работ, в которых оценивали активность тех же пре-
паратов в 2D-условиях на тех же клеточных линиях
(Quispe-Mauricio et al., 2009; Hall et al., 2011; Li et al.,
2011; Sangmalee et al., 2016; Gupta et al., 2019; Valsalam
et al., 2019; Wu et al., 2020). Более высокая активность
цитостатиков в условиях 2D по сравнению с 3D мо-
жет быть связана с более высокой доступностью кле-
ток в монослое для тестируемых веществ.

Таким образом, нами проведена оценка антипро-
лиферативной и цитотоксической активности четы-
рех цитостатиков на клетках Vero CCL-81 и HEK293
в условиях 2D- и 3D-культивирования. Согласно на-
шим данным, цитостатики проявляли в 3D-услови-
ях такую же или меньшую антипролиферативную
активность по сравнению с 2D-условиями, но были
более токсичны. Можно предположить, что исполь-

зование 3D-культур при разработке новых лекар-
ственных средств позволит выявить потенциальную
токсичность препарата на ранних стадиях доклини-
ческих исследований. Полученные нами данные по-
казывают, что сфероиды могут быть использованы
для оценки эффективности лекарственных препара-
тов in vitro, как более точно отражающие архитектуру
ткани и обеспечивающие более физиологичное
окружение для клеток. Нами предложены два воз-
можных алгоритма формирования и анализа сферо-
идов, один из которых является дорогим, чувстви-
тельным, быстрым и совместимым с роботическим
оборудованием на всех стадиях процесса, другой –
более дешевый, позволяющий получить большое
количество статистических данных, но менее чув-
ствительный, не роботизируемый и более медлен-
ный на стадии анализа. Для получения адекватных
данных об активности химических соединений все-
гда следует учитывать восприимчивость клеточной
культуры, скорость пролиферации клеток, а в случае
сфероидов дополнительно подбирать оптимальный
диаметр для каждой используемой клеточной ли-
нии, чтобы гарантировать отсутствие некроза и пол-
ное проникновение тестируемых веществ. Развитие
методов формирования и анализа сфероидов в сово-
купности с развитием персонализированного подхо-
да может вывести доклинические исследования, а
также подбор эффективных доз препарата при кли-
ническом применении на качественно новый уро-
вень. При выборе таргетной терапии для конкретно-
го пациента наилучшую предиктивную способность
будут иметь сфероиды, сформированные из аутоло-
гичных клеток.
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The Determination of Cytostatic Activity on a 3D Spheroids-Based Model in Comparison 
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It is becoming approved that screening of compounds on a platform applying two-dimensionally (2D)-cultured cell
lines is incapable to precisely predict clinical activity of drugs; therefore three-dimensional (3D)-culture systems are
emerging and show potential for better simulating the physiological cell microenvironment. In this regard, a 3D
models that reflect all types of intercellular interactions, as well as the interaction of cells with the extracellular ma-
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trix, are becoming increasingly accepted. Spheroids represent one of these models. The purpose of our study was to
reveal the antiproliferative and cytotoxic activity of cisplatin, doxorubicin, f luorouracil, and etoposide on Vero
CCL-81 and HEK293 cell lines under 2D (monolayer) and 3D (spheroids) culture conditions. The comparison of
antiproliferative activity (IC50) and cytotoxic activity (CC50) obtained in different culture conditions revealed that
the antiproliferative activity of compounds was higher in 2D while cytotoxic effect was more prominent in 3D. We
suggest that cells in 3D are cultured in more physiological conditions, consequently they are more resistant to anti-
proliferative activity of compounds. More prominent cytotoxic effect in 3D allowed us to theorize that implementa-
tion of 3D spheroids-based model will allow to recognize early toxicity at the initial steps of preclinical studies in vi-
tro. Our data approved that in the course of determination of compounds specific activity, cell type, the cell prolif-
eration rate and in the optimal diameter of spheroids for each cell type should be taken into account.

Keywords: spheroids, monolayer, drugs, antiproliferative activity, cytotoxicity
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