
ЦИТОЛОГИЯ, 2022, том 64, № 4, с. 353–365

353

КЛЕТКИ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ИЗМЕНЯЮТ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ
К ГОРМОНАЛЬНЫМ И РОСТОВЫМ СТИМУЛАМ

ПРИ 3D-КУЛЬТИВИРОВАНИИ
© 2022 г.   А. А. Нуштаева1, *, М. М. Савинкова1, 2, М. С. Ермаков1, М. Е. Варламов1, 2, Д. Д. Новак1, 2, 

В. А. Рихтер1, О. А. Коваль1, 2

1Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, Новосибирск, 630090 Россия
2Новосибирский государственный университет, Новосибирск, 630090 Россия

*E-mail: nushtaeva.anna@gmail.com
Поступила в редакцию 25.03.2022 г.

После доработки 21.04.2022 г.
Принята к публикации 22.04.2022 г.

Цель настоящей работы заключалась в исследовании формирования и роста моно- (3D) и гетерогенных
(3D-2) сфероидов на основе комбинации опухолевых и стромальных клеток, имитирующих три типа
РМЖ: ER+/PR+, HER2+ и ER−/PR−/HER2− при воздействии 17-β эстрадиола (Е2) и TGFβ. Линии опухо-
левых клеток РМЖ MCF7, MDA-MB-231 и SK-BR-3 использовали в качестве моделей для формирования
3D-культур и фибробласты здоровой ткани молочной железы BN120f для формирования соответствую-
щих гетерогенных 3D-2 культур. Предложены единообразные условия 3D-культивирования всех трех
культур клеток РМЖ, позволяющие получать пролиферирующие сфероиды. При смешивании опухоле-
вых клеток и здоровых фибробластов в соотношении 1 : 4 внутреннее ядро формировали фибробласты, а
эпителиальные опухолевые клетки образовывали внешний слой 3D-2-структур. Морфологический ана-
лиз сфероидов показал, что при таком со-культивировании опухолевых и здоровых клеток в модели 3D-2
формируются более округлые и структурированные сфероиды по типу самоорганизации в микроткань в
сравнении с моно-культивированием опухолевых клеток в 3D-модели. Установлено, что Е2 стимулирует
пролиферацию клеток в составе сфероидов 3D и 3D-2 вне зависимости от имитации типа РМЖ входящих
в них опухолевых клеток, тогда как при культивировании в 2D-модели клетки MDA-MB-231 не чувстви-
тельны к 17β-эстрадиолу. В составе сфероидов клетки MDA-MB-231 утрачивали, а SK-BR-3 приобретали
чувствительность к пролиферативному воздействию TGFβ. Таким образом, показано, что клеточные 3D-
и 3D-2-модели РМЖ являются важным инструментом при изучении опухолевой прогрессии и востребо-
ваны при тестировании новых противоопухолевых подходов, несмотря на существующие 2D-модели.
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цептор эпидермального фактора роста 2-го типа (HER2), опухолевые клетки, фибробласты, клеточные
линии, 3D культуры клеток
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Рак – одна из ведущих причин смерти взрослого
населения в мире, которая в 2020 г. унесла жизни по-
чти 10 млн человек (Ferlay et al., 2021). В 2020 г. лиде-
ром по выявлению новых случаев заболевания
(2.26 млн. случаев) был рак молочной железы
(РМЖ), что делает его исследование актуальной
биомедицинской проблемой. РМЖ – это гетероген-
ное заболевание как на гистологическом, так и на
молекулярном уровне, опухолевые образования ко-
торого состоят из генетически измененных опухоле-

вых клеток, взаимодействующих с нормальными и
ассоциированными с опухолью фибробластами, эн-
дотелиальными клетками, перицитами и иммунны-
ми клетками (Fouad, Aanei, 2017). Разделение на
определенные типы РМЖ проводят на основании
экспрессии ключевых молекулярных маркеров – ре-
цепторов эстрогена (ER), прогестерона (PR) и ре-
цептора эпидермального фактора роста человека
2-го типа (HER2) (Zubair et al., 2021).

Развитие РМЖ часто связано с нарушением регу-
ляции биосинтеза гормонов и факторов роста. Гор-
моны эстрогенового ряда, такие как 17-β эстрадиол
(E2), способны ингибировать апоптоз в клетках гор-
мон-зависимого РМЖ и играют ключевую роль в его
прогрессировании (Fernando, Wimalasena, 2004). Е2
играет важную роль в регуляции физиологических

Принятые сокращения: E2 – 17-β эстрадиол; РМЖ – рак мо-
лочной железы; EGF и EGFR – эпидермальный фактор роста
и рецептор EGF соответственно; HER2 и HER3 – рецептор
эпидермального фактора роста 2-го и 3-го типа соответствен-
но; TGFβ – трансформирующий фактор роста бета.
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процессов как у женщин, так и у мужчин, и вовлечен
в патологии молочной железы (Acconcia, Marino,
2011; Fernando, Wimalasena, 2004). Для опухолевых
клеток молочной железы, которые экспрессируют
ER, гормоны эстрогенового ряда способствуют раз-
витию и прогрессированию РМЖ, стимулируют ин-
вазию и метастазирование опухолевых клеток в отда-
ленные органы или лимфатические узлы (Park et al.,
2016). Поэтому терапия, направленная на ингибирова-
ние активации ER, достаточно успешна в клинике. В
то же время показано, что терапевтическое блокиро-
вание активации ER является стрессовым фактором,
способствующим сильным компенсаторным меха-
низмам, в том числе в раковых клетках (Suba, 2020).
В случае, когда передача сигналов через ER полно-
стью подавлена, опухолевые клетки демонстрируют
неконтролируемую пролиферацию, и может наблю-
даться рост опухоли (Suba, 2020). Таким образом,
взаимосвязь функционального состояния ER и опу-
холевой прогрессии при РМЖ очевидна.

Трансформирующий фактор роста β (TGF-β) яв-
ляется важнейшей сигнальной молекулой иммун-
ной системы, он регулирует генерацию и эффектор-
ные функции многих типов иммунных клеток (San-
jabi et al., 2017). В микроокружении опухоли он
оказывает выраженное иммуносупрессивное дей-
ствие, и его повышенное содержание коррелирует с
плохим ответом на иммунотерапию. Реакцией боль-
шинства клеток взрослого организма на стимуля-
цию TGF-β является активация пролиферации,
дифференцировки, адгезии, метаболических изме-
нений и клеточной гибели (Batlle, Massagué, 2019).
TGF-β функционирует как опухолевый супрессор,
который может индуцировать апоптоз в пред-злока-
чественных клетках и подавлять пролиферацию в
клетках карциномы. Однако клоны раковых клеток,
которые инактивируют или изменяют путь TGF-β,
могут использовать коммуникацию с помощью
TGF-β для опухолевой прогрессии, в том числе при
развитии РМЖ (Tian, Schiemann, 2017). Все эти дан-
ные указывают на важность исследования влияния
E2 и TGF-β на развитие и прогрессирование опухо-
левых клеток при РМЖ.

2D- и 3D-клеточные модели онкологических за-
болеваний позволяют осуществлять функциональное
профилирование опухолей и выявлять молекуляр-
ные и клеточные ансамбли, участвующие в патоге-
незе (Jo et al., 2018; Weiswald et al., 2015). 2D-культиви-
рование имеет много ограничений из-за того, что
клетки в 2D-модели не могут воспроизвести архи-
тектуру и функциональные особенности тканей
in vivo (Costa et al., 2016). Исследования последних
лет показывают способность 3D-культур поддержи-
вать особенности молекулярного фенотипа опухоле-
вых клеток, которые наблюдаются в условиях in vivo, и
такие модели позволяют оценивать действие гор-
монов и ростовых факторов в опухолевой прогрес-
сии (Weiswald et al., 2015). 3D-культуры по сравнению
с культурами 2D дают возможность моделировать мно-

гоклеточное микроокружение опухоли, более полно
отражая ее индивидуальные особенности и оцени-
вать пролиферацию и дифференцировку клеток,
анализировать ответы на стимулы, выявлять особен-
ности метаболизма лекарств и т.д. (Antoni et al., 2015).

Трехмерные модели РМЖ обеспечивают как эти-
ческие, так и экономические преимущества при
прогностической оценке ответа опухоли на лечение,
например, химио- и таргетную терапию, устраняя
разрыв между 2D-культурами и исследованиями
in vivo на животных, тем самым сокращая количе-
ство животных, умерщвляемых в доклинических ис-
следованиях (Langhans, 2018). Однако большинство
современных 3D-моделей состоят только из одного
типа клеток, в то время как для физиологической ре-
левантности модель должна также учитывать слож-
ные межклеточные взаимодействия в микроокруже-
нии опухоли и быть гетерогенной, то есть содержать
не только опухолевые клетки. Гетерогенные 3D сфе-
роиды, сформированные опухолевыми и стромаль-
ными клетками, далее называются 3D-2-сфероиды
по аналогии с моделями, описанными в литературе
(Osswald et al., 2019). 3D-2 является наиболее репре-
зентативной моделью опухоли, в которой может
происходить взаиморегуляция метаболических про-
цессов при паракринной секреции цитокинов и
факторов роста клетками с различным гистологиче-
ским происхождением.

В настоящей работе в качестве опухолевых клеток
для формирования 3D-культур использовали им-
мортализованные культуры РМЖ: клетки гормон-
зависимой аденокарциномы MCF7, клетки гормон-
независимой HER2-положительной аденокарцино-
мы SK-BR-3 и трижды негативной аденокарциномы
MDA-MB-231. Первичную клеточную культуру фиб-
робластов BN120f, полученную из ткани здоровой
молочной железы использовали для создания 3D-2-
модели РМЖ. Основная задача исследования заклю-
чалась в сравнении пролиферативного ответа на сти-
муляцию Е2 и TGF-β в клеточных моделях 2D, 3D и
3D-2 на основе опухолевых клеток, имитирующих три
типа РМЖ (ER+/PR+, HER2+ и ER−/PR−/HER2−).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Реактивы и материалы. Использовали следующие
реактивы: культуральные среды Iscove`s Modified
Dulbecco`s Medium (IMDM), Dulbecco`s Modified
Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) и
Leibovitz`s L-15 (L-15), эмбриональная бычья сыво-
ротка (FBS), раствор антибиотиков-антимикотиков
(пенициллин, стрептомицина сульфат, амфотери-
цин) и TrypLETM Express Enzyme (GIBCO, Life Tech-
nologies, США), GlutaMAXTM (GIBCO, Invitrogen,
Франция), зеоцин (Thermo Fiesher, США), натрий-
фосфатный буфер (PBS), бычий сывороточный аль-
бумин (BSA; Amresco, США), Trypan Blue Stain 0.4%
(Logos Biosystems, Южная Корея), B-27™ Plus Sup-
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plement, рекомбинантный белок человека FGF-basic
(LifeTechnologies, США), EGF человека, инсулин
человека, 17-β-эстрадиол, трансформирующий фак-
тор роста бета (TGF-β) (Sigma-Aldrich, Германия),
(Amresco, США), гистологический гель Tissue-Tek
O.C.T. Compound (Electron Microscopy Sciences,
США), монтирующая среда для гистологических
препаратов Витрогель, гематоксилин и эозин водно-
спиртовой концентрированный (Biovitrum, Россия);
флаконы для культивирования с площадью поверх-
ности 25 см2 (TPP, Швейцария), 96-луночные план-
шеты с U-образными лунками (Thermo Scientific,
Япония), электронные планшеты E-plate RTCA
(ASEA Biosciences, США).

Оборудование. Использовали центрифугу Minisp-
in (Eppendorf, Германия), СО2-инкубатор (Heraeus,
Германия), инвертированный микроскоп Axio Skope
2 Plus (Carl Zeiss, Германия) и Eclipse Ti2 (Nikon Cor-
poration, Япония), криотом NX 70 (Thermo FS, Гер-
мания) и систему iCELLigence Real Time Cell Analyz-
er (RTCA; ASEA Biosciences, США).

Клетки и культивирование. В качестве опухолевых
клеток для формирования сфероидов 3D-культур
(моно-культивирование) использовали иммортали-
зованные коллекционные культуры: клетки адено-
карциномы молочной железы человека линии
MCF7, клеточную линию аденокарциномы молоч-
ной железы человека SK-BR-3, любезно предостав-
ленную С.М. Деевым (Институт биоорганической
химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Ов-
чинникова РАН, Москва), клеточную линию адено-
карциномы молочной железы человека MDA-MB-
231 (Российская коллекция клеточных культур, ЦВТ
ХИМРАР, Москва) и эмбриональные клетки надпо-
чечников человека HEK-293T (Российская коллек-
ция клеточных культур позвоночных, Институт ци-
тологии РАН, Санкт-Петербург) для сборки
вирусных частиц и проведения трансдукции. В
табл. 1 приведена сводная характеристика опухоле-
вых клеток по экспрессии рецепторов фактора роста
и гормонального статуса. В качестве модели стро-
мальных клеток для последующего получения гете-
рогенных моделей 3D-2 использовали первичную
культуру фибробластов BN120f, полученную из здо-
ровой ткани молочной железы по методологии, опи-
санной ранее (Nushtaeva et al., 2018).

Клетки линии MCF7 и BN120f культивировали в
среде IMDM, клетки линии MDA-MB-231 – в среде
L-15, клетки линии SK-BR-3 и HEK-293T – в среде

DMEM/F-12, содержащей 10% эмбриональной
бычьей сыворотки (FBS) (Gibco™, США), 2 мМ
L-глутамина, раствор антибиотиков-антимикоти-
ков (100 ед/мл пенициллина, 0.1 мг/мл стрептоми-
цина и 0.25 мкг/мл амфотерицин).

Клетки снимали с подложки с помощью TripLE ™
при достижении монослоя, открепленные клетки
разбавляли полной ростовой средой в соотношении
объемов 1 : 3–1 : 4 для продолжения культивирова-
ния. Все клетки культивировали в в условиях
стандартной влажности при температуре 37.0 ± 1.0°С
в атмосфере СО2 (5.0 ± 0.5%).

Культивирование сфероидов проводили при
стандартных условиях в планшетах c U-образным
дном Nunclon™ Sphera (Thermo Scientific™, Япония)
в питательной среде DMEM/F-12 в присутствии
EGF (20 нг/мл), bFGF (20 нг/мл), инсулина
(5 мкг/мл), 2% B27 и 0.4% BSA (Yuan, 2011). Форми-
рование и культивирование сфероидов проводили в
двух режимах – моно-культивирования (3D), при
котором сфероид формировался только из культур
опухолевых клеток (103 клеток на 1 лунку) и со-культи-
вирования опухолевых и стромальных клеток (3D-2;
соотношение клеток на 1 лунку 1 : 1 или 1 : 4 клеток).

Получение лентивирусных частиц и трансдукция
эукариотических клеток для получения линий, проду-
цирующих флуоресцентные белки mKate2 и eGFP.
Сборку вирусных частиц, псевдотипированных по-
верхностным белком G вируса везикулярного стома-
тита (VSV), проводили в клетках линии HEK-293T, ис-
пользуя стандартный протокол кальций-фосфатной
трансфекции (Kingston et al., 2003). В качестве лен-
тивирусного вектора использовали систему из трёх
плазмид: psPAX2 (12260; Addgene, США) – пакую-
щий вектор; pMD2.G (12259; Addgene, США) – век-
тор оболочки, и векторные лентивирусные плазми-
ды с необходимым для встройки геном: CDH-EF1a-
Luc2-IRES-mKate2, кодирующая флюоресцентный
белок mKate2 (λEx = 588 нм, λEm = 633 нм), или pLVX-
CMV-Fluc-P2A-EGFP-PGK-Puro, кодирующая зе-
леный флюоресцентный белок eGFP (λEx = 488 нм,
λEm = 509 нм). Клетки HEK-293T заранее рассаживали
в лунки 6-луночного планшета. Векторные плазмиды
psPAX2, pMD2.G, CDH-EF1a-Luc2-IRES-mKate2
(или pLVX-CMV-Fluc-P2A-EGFP-PGK-Puro) инку-
бировали с буфером HBS (50 мM Hepes, 10 мM KCl,
12 мM декстрозы, 1.5 мM NaH2PO4, 280 мM NaCl, pH
7.05 ± 0.05). Полученный раствор добавляли по кап-
лям к растущим клеткам HEK-293T. Через 48 ч куль-

Таблица 1. Характеристика опухолевых клеток

Клетки, 2D-модели Гормональный статус Наличие рецепторов факторов роста Тип РМЖ

MCF7 Гормон-зависимая HER2−/HER3−/EGFR− Люминальный тип А

MDA-MB-231 Гормон-независимая HER2−/HER3−/EGFR+, − Трижды негативный тип

SK-BR-3 Гормон-независимая HER2high/HER3−/EGFR+ Тип HER2
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туральную среду от клеток HEK-293T пропускали
через фильтр с размером пор 0.45 мкм. Вирусные ча-
стицы концентрировали центрифугированием при
20000 g в течение 90 мин при 4°С (Simmons, Alberola-
Ila, 2016). К осадку вируса добавляли 100 мкл культу-
ральной среды, инкубировали 40 мин при 4°С, пери-
одически перемешивая, после чего добавляли вирус к
клеткам MCF7, SK-BR-3 и MDA-MB-231, растущим в
24-луночных планшетах, добавляли среду с концен-
трированным вирусом в присутствии полибрена
(8 мкг/мл). Планшет с клетками центрифугировали
40 мин при 37°С, после чего клетки с вирусом инку-
бировали в течение 24 ч в стандартных условиях. Че-
рез 48 ч после трансдукции к клеткам добавляли ан-
тибиотик пуромицин (1 мкг/мл) для селекции кле-
ток, экспрессирующих целевые нуклеотидные
последовательности и продолжали культивирова-
ние. Эффективность селекции оценивали методом
флуоресцентной микроскопии.

Морфологический анализ 3D-моделей опухолевых
сфероидов и 3D-2-моделей опухолево-стромальных
сфероидов. Микроскопический анализ формирова-
ния и роста сфероидов проводили с помощью мик-
роскопа Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Япония). Изобра-
жения анализировали с помощью программного
обеспечения NIS-Elements. Размеры сфероидов вы-
считывали по формуле объема сферы V = 0.5LW2, где
L определяется как диаметр, соединяющий пару са-
мых дальних точек на контуре сфероида, а W – наи-
больший диаметр, перпендикулярный L (Chen et al.,
2014). По полученным данным строили гистограм-
мы роста сфероидов.

Для гистологического анализа сфероиды 3D-
культур и гетерогенных 3D-2-культур РМЖ заклю-
чали в гистологический водорастворимый реагент
гель Tissue-Tek O.C.T. Compound (Electron Microsco-
py Sciences, США) на основе гликоля и смол, созда-
ющий идеальную среду для заморозки тканей и при-
готовления криосрезов на криотомах. Срезы толщи-
ной 5 мкм изготавливали на криотоме NX 70
(Thermo FS, Германия), окрашивали гематоксили-
ном и эозином по стандартной схеме. Окрашенный
срез заключали в монтирующую среду для гистологи-
ческих препаратов Витрогель (Biovitrum, Россия).
Окрашенные срезы визуализировали с использовани-
ем микроскопа Axio scop 2 Plus (Carl Zeiss, GmbH).

Определение жизнеспособности клеток в режиме
реального времени на системе iCELLigence. Клетки
(3 × 106 на 1 флакон) выращивали в культуральных
флаконах площадью 25 см2 в стандартных услови-
ях. Клетки открепляли от подложки с помощью
TripLE™. Пролиферацию и жизнеспособность кле-
ток контролировали в режиме реального времени
через систему iCELLigence Real Time Cell Analyzer
(RTCA) (ASEA Biosciences), которая позволяет ис-
следовать динамику роста адгезивных культур кле-
ток в режиме реального времени по описанной ранее
методологии (Koval et al., 2015). Действие прибора

основано на том, что в подложку E-plate для роста
клеток встроены электроды, и присутствие клеток
на поверхности электородов влияет на локальное со-
противление на границе электрода с раствором: чем
больше клеток прикрепляется к электродам, тем вы-
ше будет сопротивление. Сопротивление является
измеряемой величиной (Cell Index, CI) при оценке
скорости пролиферации, числа клеток, изменения
морфологии и жизнеспособности клеток. Кле-
точный индекс (CI) рассчитывали для каждой лунки
E-планшета с помощью программного обеспечение
RTCA 1.2 (Roche Diagnosis, Франция). Кривые роста
были сгенерированы в реальном времени из систе-
мы iCELLigence.

Клетки высаживали (30 тыс. клеток на 1 лунку) на
8-луночные E-plate со встроенной матрицей микро-
электронных датчиков в общем объеме 500 мкл пол-
ной культуральной среды. На первом этапе экспери-
мента измеряли 100 мкл полной культуральной сре-
ды для анализа фона.

Статистическая обработка. Обработку полученных
результатов проводили в программе STATISTICA 10.0.
Для определения групповых средних и ошибок сред-
него использовали описательную статистику (Descrip-
tive statistic). Данные по изменению объема опухолевых
сфероидов анализировали с использованием Repeated
Measures ANOVA с градациями факторов “экспери-
ментальное воздействие” (стимуляция трансформи-
рующим фактором роста бета (TGF-β), Е2 или от-
сутствие стимуляции) с последующей оценкой меж-
групповых различий с помощью апостериорного
критерия (Post-hoc) Ньюмана-Кеулса (Newman-
Keuls test).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Морфологический анализ моделей 3D и 3D-2
РМЖ. Перекрестное взаимодействие между опухо-
левыми клетками и фибробластами в микроокруже-
нии опухоли влияет на секрецию факторов роста и
цитокинов (хемокинов), которые, в свою очередь,
поддерживают рост или жизнеспособность опухоле-
вых клеток, индуцируют неоваскуляризацию и им-
муносупрессию клеток в микроокружении при
РМЖ (Majety et al., 2015). Чтобы понять механизмы,
лежащие в основе перекрестного взаимодействия
между опухолевыми клетками и фибробластами
in vitro, необходима система совместного культиви-
рования, в которой опухолевые клетки могут взаи-
модействовать с фибробластами, подобно взаимо-
действию in situ.

Для получения 3D и гетерогенных 3D-2-моделей
РМЖ использовали пластик с низкими адгезивными
свойствами и среду DMEM/F12 с добавлением росто-
вых факторов, как указано в разделе “Материал и
методика”. На рис. 1 представлены фотографии по-
лученных сфероидов в проходящем свете на 10-е сут
культивирования. Наиболее крупные сфероиды с
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четкой границей были сформированы клетками
культуры SK-BR-3. Уплотнение в центре сфероида
указывало на наличие некротического ядра. Самые
мелкие сфероиды были получены из клеток культу-
ры трижды негативного РМЖ MDA-MB-231 и были
представлены в виде организованного сфероида из
клеток-колоний. Размер сфероидов из клеток гор-
мон-зависимой культуры MCF7 был сопоставим с
размером сфероида, сформированного клетками
культуры SK-BR-3, но не имел четко очерченной
границы и плотного некротического ядра.

При добавлении фибробластов BN120f к опухоле-
вым клеткам и последующем со-культивировании
тенденция к различию размеров сфероидов сохраня-
лась: самыми крупными оставались сфероиды из кле-
ток SK-BR-3, а самыми мелкими – MDA-MB-231.
Можно предположить, что опухолевые клетки с вы-
сокой скоростью пролиферации вносят основной
вклад в размер сфероидов, тогда как медленно про-
лиферирующие здоровые клетки BN120f растут с
одинаковой скоростью в составе различных культур
3D-2 (рис. 1).

Динамика изменений морфологии сфероидов 3D
и 3D-2 показала, что добавление фибробластов к
опухолевым клеткам в модели 3D-2 ведет к более
раннему формированию плотных структур с более
округлой формой, чем при моно-культивировании в
режиме 3D (рис. 2, со-культивирование с BN120f).
Для клеток SK-BR-3 этот эффект был отмечен на
ранних стадиях культивирования (1–3 сут), а для
клеток MDA-MB-231 – на протяжении всего наблю-
дения (7 сут).

Для визуализации взаимного расположения опу-
холевых и стромальных клеток в сфероидах были по-
лучены линии опухолевых клеток MCF7, SK-BR-3 и
MDA-MB-231, стабильно экспрессирующие крас-
ный флуоресцентный белок mKate2 (рис. 3). Фиб-
робласты BN120f экспрессировали зеленый флуо-
ресцентный белок eGFP (рис. 3). При смешивании
опухолевых клеток и здоровых фибробластов в соот-
ношении 1 : 4 внутренней каркас формировали фиб-
робласты, а эпителиальные опухолевые клетки обра-
зовывали внешний слой 3D-2-структур (рис. 4).
Формирование внутреннего каркаса из фибробла-
стов не зависело от типа используемых опухолевых
клеток.

Анализ препаратов образцов сфероидов, окра-
шенных гематоксилин-эозином, показал, что при
со-культивировании опухолевых и стромальных
клеток в модели 3D-2 происходит формирование
внутренних стромальных прослоек среди эпители-
альных долек, подобных строению опухолевой ткани
РМЖ in vivo (рис. 5). Можно видеть, что сфероиды SK-
BR-3 формируют более плотные межклеточные кон-
такты как в случае моно-культивирования, так и в мо-
дели 3D-2. В случае культуры MDA-MB-231 добавле-
ние фибробластов к опухолевым клеткам в 3D-2-мо-
дели ведет к уплотнению межклеточных контактов с
прослойкой стромальных клеток (рис. 5).

Пролиферация клеток РМЖ в двумерной (2D) мо-
дели при воздействии гормоном Е2 и фактором роста
TGF-β. Для анализа влияния экзогенных стимулов
на пролиферацию клеток иммортализованных куль-
тур MCF7, SK-BR-3 и MDA-MB-231, а также клеток

Рис. 1. Сравнительный анализ размеров, формы и плотности сфероидов РМЖ трех клеточных линий, культивируемых в ре-
жиме моно-культивирования (3D) и со-культивирования с фибробластами (3D-2). 10-е сут культивирования. Микроскопия
в проходящем свете. Увел. об.: 10×.
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первичной культуры фибробластов, полученной из
здоровой ткани молочной железы BN120f, проводи-
ли мониторинг роста клеток в режиме реального
времени на приборе iCelligence. К клеткам, находя-
щимся в логарифмической фазе роста добавляли Е2
(1 нМ) или TGF-β (5 нг/мл) и продолжали культиви-
рование в стандартных условиях (Tian, Schiemann
2017). К контрольным образцам добавляли физиоло-
гический раствор. Величина клеточного индекса CI
(Cell Index) отражает относительное количество кле-
ток в лунке в каждый момент времени.

Можно видеть, что E2 оказывает стимулирующее
влияние на пролиферацию всех исследуемых клеток
РМЖ – как гормон-зависимых, так и гормон-неза-
висимых (рис. 6). При этом минимальный стимули-

рующий эффект отмечен для клеток гормон-незави-
симого типа MDA-MB-231. В то же время E2 не вли-
яет на пролиферацию здоровых фибробластов
BN120f.

Существенную симуляцию пролиферации ока-
зывало добавление TGF-β к клеткам трижды нега-
тивного типа РМЖ MDA-MB-231 – значение CI уве-
личивалось в 4 раза по сравнению с контрольными
клетками (рис. 6). В случае клеток MCF7 эффект уси-
ления пролиферации под действием TGF-β был не-
продолжительным (рис. 6), а в случае клеток SK-BR-3
(рис. 6) наблюдали незначительное снижение про-
лиферации. Таким образом, клетки гормон-зави-
симой линии РМЖ MCF7 и гормон-назависимой
SK-BR-3 менее чувствительны к TGF-β. Пролифе-

Рис. 2. Динамика роста сфероидов РМЖ трех клеточных линий при моно-культивировании (3D) и со-культивировании с
фибробластами BN120f (3D-2). Данные ежедневного мониторинга в течение 7 сут культивирования. Микроскопия в прохо-
дящем свете. Увел. об.: 10×.
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Рис. 3. Репрезентативные изображения клеток трех клеточных линий РМЖ, продуцирующих красный флуоресцентный бе-
лок mKate2 и фибробластов BN120f, продуцирующих зеленый флуоресцентный белок eGFP. Увел. об.: 10×.

BN120f

MCF7 MDA-MB-231 SK-BR-3

Рис. 4. Распределение опухолевых (красное свечение) и стромальных (зеленое свечение) клеток в гетерогенной модели 3D-2.
Формирование сфероидов в течение 1, 3 и 7 сут культивирования. Увел. об.: 10×.
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рация здоровых фибробластов BN120f незначитель-
но усиливалась при добавлении TGF-β.

Можно сделать вывод, что клетки, имитирующие
гормон-зависимый тип РМЖ и тип HER2+ более
чувствительны к Е2, а клетки трижды негативного
РМЖ – к TGF-β в используемых концентрациях.

Пролиферация клеток в составе полученных моде-
лей РМЖ 3D и 3D-2 при стимуляции Е2 и TGF-β.
Пролиферативную способность клеток в составе
сфероидов оценивали по динамике изменения их
размера, выраженного через изменение объема сфе-
роида в процессе культивирования, предполагая,
что увеличение объема сфероида отражает жизне-
способность делящихся клеток.

Формирование сфероидов анализировали каж-
дые 24 ч на протяжении 9 сут. При анализе размеров
сфероидов в первые и последние сут эксперимента и
для оценки различий влияния стимулирующего фак-
тора использовали t-критерий Стьюдента (рис. 7). Раз-
личия считали достоверно значимыми при P < 0.05. На
рис. 7 представлены данные о размерах сфероидов
при моно-культивировании (3D) и со-культивиро-
вании (3D-2) для культур опухолевых клеток MCF7,
SK-BR-3 и MDA-MB-231 при стимуляции E2 и
TGF-β. Из представленных данных видно, что ни
E2, ни TGF-β не снижали жизнеспособности сферо-
идов в исследуемых моделях.

Мы обнаружили, что при стимуляции E2 проис-
ходит увеличение объема сфероидов как при моно-
культивировании опухолевых клеток, так при со-

культивировании с фибробластами BN120f вне зави-
симости от использованных опухолевых клеток. Мы
предполагаем, что положительный эффект E2 на
рост сфероидов может объясняться тем, что E2 спо-
собствует самоорганизации сфероида на начальных
стадиях. Добавление TGF-β эффективно стимули-
ровало рост сфероидов SK-BR-3 как при моно-куль-
тивировании, так и в режиме 3D-2-моделей, но не
влияло на сфероиды MCF7 и MDA-MB231.

Суммируя полученные данные, можно заклю-
чить, что вектор влияния Е2 и TGF-β на рост сферо-
идов при моно-культивировании сохраняется и при
культивировании в формате 3D-2 культуры с фиб-
робластами BN120f. Сравнение роста культур в ре-
жимах 2D- и 3D-культивирования опухолевых кле-
ток при воздействии Е2 и TGF-β выявило различия
и сходство в ответе на стимуляцию. Так, стимуляция
17β-эстрадиолом вела к увеличению пролиферации
клеток как в составе 2D-, так и 3D-культур. Эффект
от добавления TGF-β различался для 2D и 3D куль-
тур: отсутствовала стимуляция роста MDA-MB-231
(рис. 7) и появлялась стимуляция роста клеток
SK-BR-3 (рис. 7) в составе 3D-клеточных моделей.

Таким образом, мы показали, что стимуляция Е2
опухолевых и опухолево-стромальных сфероидов
ведет к увеличению их объема, что позволяет сделать
вывод о позитивном влиянии гормонального фактора
на жизнеспособность сфероидов как гормон-зависи-
мых, так и гормон-независимых клеточных культур.
Мы предполагаем, что положительный эффект сти-
муляции Е2 сфероидов при моно-культивировании

Рис. 5. Гистологические срезы сфероидов РМЖ трех клеточных линий при моно-культивировании (3D) и со-культивирова-
нии с фибробластами BN120f (3D-2) через 6 сут. Световая микроскопия. Окрашивание гематоксилин-эозином. Черным
квадратом выделен участок формирования стромальной прослойки (стрелки). Увел. об.: 40×.
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может объясняться тем, что 17β-эстрадиол способ-
ствует самоорганизации сфероида. Кроме того, сле-
дует отметить, что ни Е2, ни TGF-β не снижали жиз-
неспособности сфероидов в исследуемых моделях.

Более того, показано, что чувствительность опухо-
левых клеток в 2D- и 3D-моделях РМЖ по отношению
к гормональным и ростовым стимулам отличается, что
указывает на важность применения 3D-культур при
тестировании опухолевых клеток на чувствитель-
ность к различным препаратам.

ОБСУЖДЕНИЕ
Создание 3D-клеточной модели РМЖ предпола-

гает формирование близких к сферическим струк-
тур, представляющих собой самоорганизованные
кластеры-колонии клеток с тканеподобной архитек-
турой (Weiswald et al., 2015). Разработка оптимизиро-
ванного, воспроизводимого и дешевого метода по-
лучения 3D-сфероидов все еще является актуальной
задачей. В нашей работе предложены единообраз-
ные условия 3D-культивирования для трех культур
клеток РМЖ – MCF7, MDA-MB-231 и SK-BR-3,
позволяющие получать пролиферирующие сферои-
ды. Среди указанных линий, получение сфероидов
клеток SK-BR-3 можно отнести к наиболее слож-
ным задачам. Так, при сравнении 42-х методов полу-
чения сфероидов из тех же опухолевых клеток РМЖ
(MCF7, MDA-MB-231 и SK-BR-3) авторы отмечали
значительные отличия способности к сферообразо-

ванию между ними (Froehlich et al., 2016). Культура
клеток MCF7 позволяла получить сфероиды при
всех исследуемых способах получения, клетки
MDA-MB-231 формировали сфероиды только в од-
ном случае – при наслоении клеток на 3.5%-ный
матригель, – а культура клеток SK-BR-3 не позволи-
ла получить сфероиды ни при каких из исследуемых
условий (Froehlich et al., 2016). В другой работе (Boy-
er et al., 2021) авторам удалось получить 3D-культуру
клеток SK-BR-3 при использовании культурального
пластика Nunclon™ Sphera™ (Thermo Fisher Scientif-
ic, США), однако полученные структуры они опи-
сывали как рыхлые разветвленные агрегаты без чет-
кой внешней границы. Поэтому предложенный в
нашей работе метод получения крупных сфероидов
SK-BR-3 с четкой округлой границей позволяет в
дальнейшем воспроизводимо получать 3D модель
SK-BR-3, а также формировать гетерогенные сферо-
иды на их основе.

Гетерогенные сфероиды, состоящие из опухоле-
вых клеток и клеток, имитирующих опухоль-ассо-
циированные фибробласты, позволяют изучать вза-
имодействие опухоли с внеклеточным матриксом
(Majety et al., 2015). Такие 3D-2-структуры также по-
лезны для изучения побочных эффектов при химио-
и радиотерапии, например, фиброза молочной же-
лезы, который является основным непрямым токси-
ческим последствием радиотерапии при РМЖ (Ya-
kavets et al., 2020). В нашей работе для получения ге-
терогенных 3D-2-моделей РМЖ, состоящих из

Рис. 6. Влияния гормона Е2 и TGF-β на жизнеспособность клеток MCF7, SK-BR-3, MDA-MB-231 и BN120f (2D-модели) в
режиме реального времени на приборе iCelligence. Через 48 ч после культивирования в стандартных условиях к клеткам до-
бавляли 1 нМ/мл Е2 или 5нг/мл TGF-β (TGF) и продолжали культивирование. В качестве контроля использовали физиоло-
гический раствор. Представлены кривые пролиферации в режиме реального времени. Момент добавления препаратов обо-
значен стрелкой. CI (Cell Index) – относительная величина пролиферации клеток.
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опухолевых клеток и фибробластов, мы использова-
ли тот же метод, как и для 3D культур. Добавление
фибробластов ускоряло процесс формирования опу-
холево-стромальных сфероидов, что согласуется с

данными из литературы (Yakavets et al., 2020; Pal,
2020), в которых показано, что добавление фиброб-
ластов MRC-5 или мезенхимальных стволовых кле-
ток к клеткам MCF7 в условиях сферообразования

Рис. 7. Влияния Е2 и TGF-β на размеры сфероидов РМЖ трех клеточных линий в модели 3D (левые гистограммы) и 3D-2 (со-
культивирование с клетками BN120f, правые гистограммы) при стимуляции Е2 и TGF-β в первые и девятые сутки культиви-
рования. К – контроль. Результаты представлены как среднее значение и его ошибка. Различия достоверны при *P < 0.05,
**P < 0.01 и ***P < 0.001 по критерию Ньюман–Кеулса.
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вело к получению более крупных и хорошо оформ-
ленных гетерогенных клеточных структур, когда
опухолевые клетки формировали внешний слой, а
внутреннее ядро формировали фибробласты. Эти
данные согласуются с полученными нами результа-
тами, демонстрирующими формирование фиброб-
ластами внутреннего ядра в гетерогенных сферои-
дах. Тем не менее, обнаруженного нами эффекта
ускорения самоорганизации в плотные сфероиды
при со-культивировании клеток SK-BR-3 и фиброб-
ластов ранее описано не было.

Мы показали, что стимуляция 17-β эстрадиолом и
TGF-β по-разному влияла на пролиферацию клеток
в 2D и 3D культурах одних и тех же линий. В 2D-
культурах клетки, имитирующие гормон-зависимый
тип РМЖ и тип HER2+ были более чувствительны к
Е2, а клетки трижды негативного РМЖ – к TGF-β в
используемых концентрациях. Положительный эф-
фект стимуляции Е2 как сфероидов гормон-зависи-
мых, так и гормон-независимых клеток MDA-MB-231
невозможно объяснить только наличием рецепторов
и активацией рецептор-опосредованного механизма
пролиферации. В случае сфероидов, наиболее веро-
ятно, что Е2 способствует их самоорганизации, фор-
мированию правильных межклеточных 3D-контак-
тов и взаимообмену сигнальными молекулами. Та-
кими сигнальными молекулами, стимулирующими
клеточное деление, могут быть (в том числе) малые
некодирующие РНК, выполняющие функции акти-
ваторов или ингибиторов экспрессии определенных
генов. Известно, например, что miR-22 подавляет
экспрессию ERα в опухолях молочной железы и сти-
мулирует пролиферацию клеток в 3D-, но не в 2D-
моделях (Vesuna et al., 2021). Экспрессия miR-203,
напротив, характерна именно для ER-положитель-
ных опухолей молочной железы (Ru et al., 2011).

На основе данных по изменению транскриптома
клеток MCF7 в составе 2D- и 3D-культуры в агароз-
ном гидрогеле было показано, что добавление Е2 к
3D-структурам приводило к активации не только из-
вестных эстроген-чувствительных генов, таких как
рецептор прогестерона (PR), белок PDZK1, участву-
ющий в метаболизме холестерола, и лиганд EGFR
амфирегулин (AREG), но и множества других генов,
в том числе генов, кодирующих белки адгезии, по
сравнению с 2D-культурой (Vantangoli et al., 2016).
Поэтому обнаруженные нами эффекты ставят новые
научные задачи поиска межклеточных регуляторных
молекул в 3D-культурах.

Другим важным фактором, влияющим на чув-
ствительность опухолевых клеток в 2D- и 3D-куль-
турах может быть гипоксия (Nushtaeva et al., 2019).
При формировании крупных сфероидов изменяется
градиент концентрации кислорода от наружных сло-
ев клеток к внутренним, формируя в последних ло-
кальную гипоксию. Показано, что состояние гипо-
ксии ведет к подавлению экспрессии рецепторов
ERα в ER-положительных опухолях на примере ли-
нии клеток T47D (Whitman et al., 2019). Таким обра-

зом, целый ряд факторов может изменять чувстви-
тельность опухолевых клеток к гормональным сти-
мулам в 3D-моделях опухолей молочной железы по
сравнению с 2D-моделями помимо исходного ре-
цепторного статуса. Учитывая стимулирующий эф-
фект 17β-эстрадиола на рост 3D-культур РМЖ вне
зависимости от рецепторного статуса, можно пред-
положить, что адьювантная гормон-супрессирую-
щая терапия, например, с использованием тамокси-
фена, может быть в некоторой степени полезна не
только для гормон-зависимых типов РМЖ, но и для
гормон-независмых.

Действие TGF-β на пролиферацию клеток тоже
различно для 2D- и 3D-культур: в составе клеточных
моделей 3D отсутствовала стимуляция роста MDA-
MB-231 и появлялась стимуляция роста клеток SK-
BR-3. TGF-β является лигандом для рецепторов се-
мейства ErbB, к которым относятся HER2, HER3 и
рецептор эпидермального фактора роста EGFR
(Roskoski, 2014). Среди используемых в нашей рабо-
те клеточных линий РМЖ, клетки SK-BR-3 являют-
ся HER2-положительной культурой, а MDA-MB-231
высоко положительна по EGFR, и только линия
клеток MCF7 негативна как по HER2, так и по
EGFR (Brockhoff et al., 2001; Oh et al., 2015). В срав-
нении с TGF-β, для которого не показана про-онко-
генная роль на ранних стадиях опухолевой прогрес-
сии, связывание лиганда EGF с рецептором EGFR
выраженно стимулирует про-онкогенную транс-
формацию, активируя митозы в большинстве типов
клеток (Wee et al., 2015). В то же время для многих ти-
пов рака показано, что взаимная регуляция сигналь-
ных путей TGF-β и EGFR активирует опухолевую
прогрессию: TGF-β и EGF могут активировать зло-
качественный фенотип, действуя синергично (Rich-
ter et al., 2011). Показано, что TGF-β в эпителиаль-
ных опухолевых клетках с экспрессией HER2/EGFR
усиливает пролиферацию опухолевых клеток
(Huang et al., 2021).

Таким образом, наиболее вероятно, что обнару-
женная нами стимуляция роста HER2−/EGFR+ кле-
ток MDA-MB-231 при добавлении TGF-β в 2D-мо-
дели и HER2+/EGFR+ клеток SK-BR-3 в 3D-модели
происходит в результате усложнения регуляторных
механизмов сигнального каскада HER2/EGFR при
формировании 3D-сфероидов. Отсутствие рецепто-
ров HER2/EGFR в клетках MCF7 объясняет отсут-
ствие чувствительности этих клеток к TGF-β как в
моделях 2D, так и 3D (Troitskaya et al., 2021).
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The aim of this study was to investigate the formation and growth of mono- (3D) and heterogeneous (3D-2) spher-
oids consisting of stromal cells and tumor cells simulating three types of BC: ER+/PR+; HER2+; ER–/PR–/HER2–

including under exposure to 17-β estradiol and TGFβ. MCF7, MDA-MB-231 and SK-BR-3 BC cell lines were used
as a models for 3D cultures, and BN120f fibroblasts of healthy breast tissue were used for 3D-2 spheroids. In this
work, we proposed uniform 3D culturing conditions for all three cultures of breast cancer cells, which produce pro-
liferating spheroids. In 3D-2 structures the inner core was composed of fibroblasts while external layer was formed
by epithelial cancer cells when tumor cells and fibroblasts were mix in in proportion 1 : 4. Morphological analysis of
the spheroids showed that co-culture of tumor and stromal cells in 3D-2 model leads to the formation of more
rounded and structured spheroids than in 3D monoculture, imitating self-organization into microtissue. It was
found that 17β-estradiol stimulates cell proliferation in 3D and 3D-2 spheroids regardless tumor type simulation by
cells used, whereas in the 2D model MDA-MB-231 cells are not sensitive to 17β-estradiol. Then incorporated into
spheroids, MDA-MB-231 cells have lost the sensitivity to TGFβ while SK-BR-3 cells become TGFβ-sensitive.
Thus, 3D and 3D-2 cell models of breast cancer are shown to be essential tools in studying tumor progression and
important in testing new antitumor approaches, despite the existing 2D models.

Keywords: breast cancer, 17-β estradiol, transforming growth factor beta (TGFβ), epidermal growth factor
receptor type 2 (HER2), tumor cells, stromal cells, cell lines, 3D cell cultures
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