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Создание клеточных трёхмерных (3D) моделей – перспективное и активно развивающееся 
направление биотехнологии. В данном обзоре проведен анализ 80 статей, опубликованных 
не ранее 2008 года и посвященных разработке и апробированию таких моделей в трансляционной 
онкологии. Приведено описание различных типов клеточных 3D культур, в том числе содержащих 
и не содержащих внеклеточный матрикс (ВКМ). Особое внимание уделено моделям на основе 
децеллюляризированного ВКМ (дВКМ). Рассмотрена роль ВКМ в патогенезе злокачественных 
новообразований, в частности в феномене устойчивости опухоли к химиотерапии. Проведен 
сравнительный анализ клеточных двумерных (2D) и 3D моделей, описаны природные и 
синтетические ВКМ, а также создание 3D клеточных культур с использованием 3D биопечати. 
Подробно описаны результаты моделирования in vitro различного рода злокачественных опухолей, 
в том числе метастатических, с использованием 3D клеточных систем, максимально отражающих 
поведение опухоли in vivo. Обсуждены перспективы использования 3D клеточных моделей в 
персонализированной терапии злокачественных опухолей и в доклинических скрининговых 
исследованиях. Приведены данные авторов обзора, полученные при культивировании клеток 
человека на различных субстратах в формате 3D и 2D.
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Список сокращений: 2D – двумерный, 3D – трехмерный, ВКМ – внеклеточный матрикс, дВКМ – децеллюляризированный или 
бесклеточный внеклеточный матрикс, ОМ – опухолевое микроокружение, ФАО – фибробласты, ассоциированные с опухолью, 
ЭМП – эпителио-мезенхимальный переход, сВКМ – синтетический внеклеточный матрикс, ММП – матриксная металлопро-
теиназа UACC-893 – линия клеток рака молочной железы, усиленных HER2, BT-20 – линия клеток рака молочной железы, 
MDA-MB-453 – трижды негативная линия клеток рака груди человека.

В трансляционной медицинe, ориентирован-
ной на применение результатов фундаментальных 
исследований в практическом здравоохранении, 
необходима разработка экспериментальных in vi-
tro моделей, позволяющих наиболее точно воссо-
здать условия in vivo. Особенно актуальны такие 
модели в онкологии. Разнообразие злокачествен-

ных новообразований, а также их постоянная 
эволюция, приводящая к резистентности опухо-
лей к терапии, диктует необходимость разработ-
ки методов персонифицированнoй диагностики 
и оценки эффективности проводимого лечения. 
Наибольший интерес вызывают in  vitro модели, 
позволяющие в ходе скринингового наблюдения 



4

ПЕТЕРСЕН и др.

Biotechnology  2020   V. 36   No. 3

получить данные об особенностях протекания па-
тологических процессов у конкретного пациента 
(направление, известное как персонализирован-
ная медицина). Несмотря на то, что определены 
предиктивные маркеры, позволяющие в некото-
рых случаях прогнозировать эффект от химиоте-
рапии, далеко не все свойства опухоли можно из-
учить с помощью классических гистологических 
или молекулярно-биологических и генетических 
методов. Анализ клеток биопсии инвазивен и за-
частую требует неоднократного забора тканевого 
материала. В свою очередь, используемая на ста-
дии доклинических испытаний лекарств живот-
ная модель, представляющая собой ксенотранс-
плантацию опухолевых клеток человека в мо-
дельный организм, имеет ограничения в переносе 
полученных экспериментальных данных в клини-
ку, из-за разницы в физиологии модельного жи-
вотного и человека.

На этапе доклинических испытаний часто 
применяются клеточные модели – линии опу-
холевых клеток, выделенных из ткани пациента 
(в случае адгезивных культур клеток это, как пра-
вило, монокультура, выращиваемая на плоскости 
в 2D формате). Давно известно, что данные, по-
лученные на такой модели, не всегда соответству-
ют результатам экспериментальных исследова-
ний in vivo на животных моделях и/или в клини-
ческих испытаниях. Для того чтобы терапия была 
эффективной, она должна принимать во внима-
ние взаимодействие клеток опухоли с опухоле-
вым микроокружением (OM) – внеклеточным ма-
триксом (ВКМ) и клетками, инфильтрирующими 
опухоль (например, иммунными клетками, клет-
ками стромы и т.д.) [1]. Однако, 2D клеточная мо-
дель не учитываeт OM, играющее значительную 
роль в патогенезе злокачественных новообразова-
ний, a ОМ в животных моделях не идентично ОМ 
человека [2]. В то же время, показано, что культу-
ры клеток, выращиваемые в 3D формате, гистоло-
гически схожи с биопсийными препаратами, по-
лученными от пациентов [3]. Xарактеристики ро-
ста клеточной линии в 2D формате и 3D формате 
могут значительно отличаться [4], и в ряде случа-
ев по сравнению с 2D культурами клетки, куль-
тивируемые в 3D формате, более устойчивы к 
химиотерапии [5], что более верно отражает по-
ведение опухоли in vivo. Показано, что профиль 
экспрессии генов и активированные сигнальные 
пути также отличаются у клеток, культивируе-
мых в 2D или 3D формате [6]. Поэтому, для более 
точной оценки ответа опухоли на терапию пред-
лагается использовать клеточные 3D модели опу-
холи, воссоздающие тканевую архитектуру и ха-
рактерные для in vivo клеточные взаимодействия, 

как с другими опухолевыми клетками, так и c им-
мунными клетками, клетками опухолевой стро-
мы и ВКМ. Внедрение таких клеточных и ткане-
вых биотехнологий в доклинические исследова-
ния и клиническую практику, и замещение ими 
ряда классических методов, таких как модели с 
использованием животных, обещает существен-
ную экономию времени и средств.

Внеклеточный матрикс  
злокачественных опухолей

ВКМ – это макромолекулярные структуры, 
формирующие 3D-матрикс соединительной тка-
ни, с которым взаимодействуют клетки [7]. ВКМ 
состоит из многих компонентов, которые проду-
цируются и секретируются в межклеточноe про-
странство несколькими типами клеток, например, 
фибробластами, которые будучи ассоциированны-
ми с опухолью (ФАО), модифицируют ВКМ соз-
давая МО, стимулирующее злокачественный рост 
опухоли [8]. Основные макромолекулы ВКМ – это 
коллагены I, III, IV, и V типов, гиалуроновая кис-
лота, эластин, фибронектин и другие [9]. ВКМ 
присуща гетерогенность – то есть его молеку-
лярный состав различен не только в разных орга-
нах или участках органа, но и в злокачественных 
опухолях, что отражает фенотипическую неодно-
родность клеток, продуцирующих макромолеку-
лы ВКМ и клеток секретирующих, модифициру-
ющие его ферменты (катепсины, матриксные ме-
таллопротеиназы, лизил оксидазы и другие). ВКМ 
также содержит сигнальные молекулы, например, 
цитокины, факторы роста и т.д., и они различны в 
нормальной или опухолевой ткани. Наконец, мо-
лекулярный состав и 3D архитектура ВКМ дина-
мично меняются в зависимости от процессов про-
иcxодящих в организме или в клетках, находя-
щихся в непосредственном контакте с ВКМ [10]. 
Функции ВКМ разнообразны и не ограничивают-
ся только структурной ролью. Он осуществляет 
регуляторные и трофические функции, направля-
ет клеточную миграцию, участвует в воспалитель-
ном процессе, передаче сигналов от клетки к клет-
ке, создает нишу для стволoвых клеток (в том чис-
ле стволовых клеток опухоли) и т.д [11, 12]. ВКМ 
злокачественной опухоли принимает участие в 
патогенезе заболевания и отличается от ВКМ нор-
мальной ткани по архитектуре и составу, в том 
числе ферментному [7, 11, 13]. Например, в ряде 
опухолей повышен уровень матриксных метало-
протеиназ [14], или уровень лизил-оксидаз, фер-
ментов, регулирующих эпителиально-мезенхи-
мальный переход клеток (ЭМП), а также осущест-
вляющих ковалентные кросс-сшивки коллагена и 
эластина ВКМ [15, 16]. Ряд онкогенных мутаций, 
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например, KrasG12D, влияют на синтез коллаге-
на стромы опухоли [17]. Описано еще множество 
примеров взаимодействия опухоли и ВКМ, и су-
ществует несколько подробных обзоров, посвя-
щенных этому вопросу. С точки зрения лечаще-
го врача-онколога, наибольший интерес вызыва-
ет способность ВКМ влиять на чувствительность 
опухоли к терапии. Например, показано, что бел-
ки ВКМ определяют резистентность клеток рака 
молочной железы к доксорубицину [18] и кле-
ток рака поджелудочной железы к доксорубицину 
и 5-фторурацилу [19], а терапия дексаметазоном 
усиливает адгезию клеток опухоли к ВКМ, что в 
свою очередь приводит к устойчивости опухоли к 
цисплатинy и палитакселу в случае рака яичников 
[20]. К настоящему времени, опубликовано боль-
шое количество подобных исследований, демон-
стрирующих роль ВКМ и ОМ в резистентности 
опухоли к терапии. Таким образом, мишенью для 
терапии должны быть не только клетки опухоли, 
но и ее микроокружение.

Kлеточныe 3D модели  
злокачественных опухолей

Kлеточные 3D модели опухолей можно подраз-
делить на 1) содержащие ВКМ, либо свободные от 
ВКМ; 2) монокультуры, состоящие только из опу-
холевых клеток, либо культуры, полученные при 
совместном культивировании опухолевых и дру-
гих типов клеток; 3) статические без жидкостно-
го потока, либо микрофлюидные, в которых про-
иcxодит поток биологических жидкостей, и, на-
конец, 4) основанные на культивировании ex vivo 
ткани биопсии, либо модели, в которых простран-
ственная организация клеток формируется in vitro 
[1, 21]. К 3D моделям, не содержащим ВКМ, отно-
сятся сфероиды – многоклеточные агрегаты, ко-
торые формируются без адгезии к матриксу [22]. 
Методы формирования 3D сфероидов подробно 
описаны в ряде недавних работ [23, 24]. Использо-
вание неадгезивных клеточных сфероидов позво-
ляет моделировать гипоксию в центре опухоли, а 
также в какой-то мере воспроизводит межклеточ-
ные взаимодействия, происходящие in  vivo [25, 
26]. Изучение многоклеточных сфероидов (таких 
как маммосферы, нейросферы), формирующих-
ся в суспензии в результате деления одной клетки, 
полученной из ткани пациента и помещенной в 
культуральную среду – это классический метод в 
онкологии [27]. В недавнем исследовании, сферо-
идная 3D культура клеток опухоли яичников была 
использована для прогнозирования ответа опухо-
ли на терапию [3], и результаты, полученные на 
3D культуре в большинстве случаев, подтверди-
лись в клинике, т.е. продемонстрировано что этот 

метод можно использовать при подборе персо-
нализированной терапии. В то же время, исполь-
зование таких сфероидов для in vitro высокопро-
дуктивного скрининга (high-throughput screening) 
лекарств затруднено, так как получение большо-
го количества клеточных сфероидов одинакового 
размера остается технически сложной, хотя и вы-
полнимой задачей [28, 29].

Mодель, использующая ВКМ – это более слож-
ная в применении, но и более достоверная кле-
точная модель злокачественных опухолей. Разра-
ботаны 3D модели на основе природных или син-
тетических (в том числе рекомбинантных) ВКМ, 
использующие один или несколько его компонен-
тов. Синтетический ВКМ (cВКМ) по ряду харак-
теристик соответствует природному. Hапример, 
Матригель, который производится и продается ря-
дом биотехнологических компаний, частично вос-
производит структуру и состав характерный для 
ВКМ in vivo [30]. Cозданы сВКМ со способностью 
к биодеградации, синтетические матриксы с разной 
степенью жесткости, с различными биоактивными 
группами, пришитыми к матриксу, и т.д. К сВКМ 
относят матриксы на основе нецитотоксичных и не-
имунногенных рекомбинантных белков, не встре-
чающихся в клетках, которые используются для мо-
делирования опухоли. Рекомбинантные белки мож-
но модифицировать, добавляя к ним фрагменты, 
присутствующие в ВКМ модельного организма, 
например, аминокислотные последовательности, 
которые распознаются клеточными рецепторами. 
Зачастую oдин и тот же материал используемый 
для создания сВКМ может формировать разные 
типы матрикса с различными физико-технически-
ми характеристиками (гидрогели, волокнистые 
структуры, пористые матриксы и  т.д.). Например, 
на основе рекомбинантного спидроина (белка пау-
тинной нити, получаемого в лабораторных услови-
ях из дрожжевых клеток-продуцентов) можно фор-
мировать пленки или полотно, представляющие со-
бой пористую сетку из нанофибрилл (pис. 1 и 2), 
или получать гидрогели (pис.  2) [31–34]. Мы по-
казали, что pекомбинантный спидрoин формирует 
ВКМ, обеспечивающий адгезию и пролиферацию 
клеток in vitro, в частности мезенхимальные ство-
ловые клетки человека прикрепляются и растут на 
матриксах из нанофибрилл спидроина (pис. 2a) и 
на спидроиновом гидрогеле (pис. 2b). 

При этом надо понимать, что спидроины – это 
белки, не встречающиеся в организме человека, 
поэтому матрицы на их основе могут быть толь-
ко минорной моделью, в которую нужно дополни-
тельно добавлять элементы клеточного окруже-
ния – лиганды к рецепторам факторов роста, ма-
трикс-ассоциированные везикулы, мРНК и т.д. 
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Разные типы cВКМ подробно описаны в ряде 
обзоров [35–38] и применяются для решения за-
дач в трансляционной онкологии. Например, с ис-
пользованием гелевых матриксов на основе поли-
этиленгликоля, модифицированного биоактивны-
ми пептидами, проводилось изучение ЭМП при 
аденокарциноме легкого [39]. Еще в одном иссле-
довании, синтетический матрикс на основе поли-
этилегликоль-малеимид гидрогеля с добавлени-
ем полипептидов использовали для идентифика-
ции белков ВКМ, вызывающих устойчивость рака 
яичников к химиотерапии [40]. Этот же метод мо-
жет быть применен для прогнозирования ответа 
клеток опухоли конкретного пациента на терапию.

 Недавно была разработана и апробирована 
клеточная модель колоректальной карциномы, 
при которой клеточные линии HCT116, SW620 и 
DLD1, отличающиеся набором мутаций и проис-
ходящие от клеток разных пациентов, культивиро-
вали в 3D формате с использованием Матригеля, 
в присутствии фибробластов и клеток эндотелия, 
либо как монокультуру, и подвергали воздей-
ствию лекарственных препаратов в различных 
дозах и комбинациях [41]. Для сравнения клетки 
растили и на плоскости в 2D. Было протестирова-
но три лекарственных препарата, 5-фторурацил, 
pегорафениб и эрлотиниб. Оказалось, что добав-
ление фибробластов к 3D культуре опухолевых 
клеток делало их менее чувствительными к воз-
действию лекарственных препаратов. Наиболее 
значительной была разница в ответе на эрлоти-
ниб у клеток DLD1 в 3D по сравнению с 2D фор-
матом. Самый главный вывод, сделанный в этой 
работе: разные клеточные линии колоректальной 

карциномы по-разному отвечали в 3D культуре 
на воздействие лекарственными препаратами. Та-
ким образом, для разработки персонализирован-
ной терапии, клетки, полученные из биопсии опу-
холи пациента, можно культивировать в 3D фор-
мате, в том числе в присутствии фибробластов, 
и проверять ответ клеточной культуры опухоли 
на разные лекарства, их дозы и комбинации. 3D 
cкаффолд на основе хитозан-альгината был ис-
пользован для in vitro моделирования глиобласто-
мы [42]. Сравнение устойчивости к докcорубици-
ну у клеток в 2D культуре и в составе гетероген-
ных 3D сфероидов, т.е. сфероидов, состоящих из 
нескольких типов клеток, было проведено с ис-
пользованием клеток карциномы печени (клеточ-
ная линия HepG2) и фибробластов, инкапсулиро-
ванных в гель с коллагеном. В соответствии с ре-
зультатами, ранее полученными на других типах 

Рис. 2. Клеточная культура мезенхимальных стволовых клеток человека на (a) спидроиновых пленках полученных 
электроспиннингом, спидроин:поликапролактон – 9:1 и (b) на 3% гидрогелe спидроина. Зеленый – кальцеин, голу-
бой – флуоресценция матрикса. Шкала 41 мкм. Конфокальная микроскопия.

Fig. 2. Human mesenchymal stem cells culture on spidroin. (a) – spidroin film obtained by electrospinning, spidroin:poly-
caprolactone – 9:1.(b) – 3% spidroin hydrogel. Green – calcein, blue – matrix autofluorescence. Scale bar – 41 µm. Confo-
cal microscopy.

Рис. 1. Hанофибриллы рекомбинантных спидрои-
нов, полученныe электроспинингом. Электронная 
микроскопия. Шкала 40 мкм (a) и 100 мкм (b).

Fig. 1. Nanofibrils of recombinant spidroin obtained 
by electrospinning. Electronic microscopy. Scale 
bars = 40 µm (a) and 100 µm (b).

a b

a b
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злокачественных опухолей, клетки HepG2 куль-
тивируемые в формате 3D и в присутствии фи-
бробластов были наиболее устойчивы к доксору-
бицину [43]. Еще в одном исследовании изуча-
ли ответ клеток рака груди, полученныx из ткани 
опухоли разных пациентов, на лекарства, исполь-
зуемые для химиотерапии (доксорубицин и ми-
токсантрон). Трехмерная культура опухоли была 
создана с использованием поликапролактоново-
го скаффолда и децеллюляризованного матрикса 
на основе ФАО. Ответ опухолевых клеток разных 
пациентов на химиотерапию отличался, то есть 
этот метод можно использовать для in vitro подбо-
ра персональной терапии [44].

In vitro моделированию рака груди посвяще-
на еще одна работа, в которой клеточную линию 
MCF7 (клетки инвазивной аденокарциномы мо-
лочной железы) культивировали на трёхмерных 
коллагеновых скаффолдах. Авторы работы обна-
ружили, что при таких условиях культивирова-
ния в клетках повышается экспрессия факторов 
роста, стимулирующих ангиогенез, а также уро-
вень ММП. Крoме того, в клеточной культуре по-
является суб-популяция клеток с фенотипиче-
скими характеристиками стволовых клеток опу-
холи (экспрессия транскрипционных факторов 
OCT4A, SOX2, SOX4). Таким образом, эта мо-
дель может использоваться для in vitro изучения 
стволовых клеток опухоли [45].

Многокомпонентная модель злокачественной 
опухоли мозга, глиобластомы, была создана с ис-
пользованием гидрогеля на основе полиэтилен-
гликоля, в котором со-культивировали клетки гли-
областомы, выделенные из биопсий пациентов, 
и эндотелиальные клетки мозга мыши. Благода-
ря инкорпорации в гель волокон альгината, кото-
рые подвергаются гидролизу с образованием пор 
в матриксе, клетки эндотелия формировали в геле 
структуры, подобные сосудам. Такая модель по-
зволит изучать взаимодействие клеток опухоли и 
эндотелия [46]. 

In vitro гистоиды, воспроизводящие гистоло-
гические характеристики рака груди, были полу-
чены с использованием ко-культур клеточных ли-
ний UACC-893, BT-20, и MDA-MB-453, культи-
вируемых вместе с фибробластами, в условиях, 
в которых клетки постоянно находятся в толще 
культуральной среды и не опускаются на дно. Это 
достигается за счет вращения суспензии культу-
ры в биореакторе, обеспечивающей пересечение 
траекторий движения клеток, что приводит к фор-
мированию гетерогенных клеточных трехмерных 
структур [47]. Клетки линии MCF7, выращенные 
в 3D формате в гидрогеле на основе гиалуроно-
вой кислоты, отличались от клеток, выращенных 

в 2D культуре, более высоким уровнем экспрессии 
VEGF, IL-8 и bFGF, а также были более инвазивны 
[48]. Трёхмерная клеточная модель для изучения 
метастазирования клеток рака простаты в кость 
была создана с использованием клеток PC-3 (рак 
простаты) и hOB (человеческие остеобласты). 
Гетерогенные клеточные сфероиды формирова-
ли на сверхгидрофобной подложке, с использо-
ванием сфероидных микрогелей на основе гиалу-
ронан-метакрилата и желатин-метакрилата. Клет-
ки, культивируемые в 3D микрогелевом формате, 
были более устойчивы к цисплатинy по сравне-
нию с клетками, культивируемыми в формате мно-
гоклеточного сфероида без микрогеля [49].

Mы изучили in vitro поведение клеточной ли-
нии А549 (аденокарцинома альвеолярного ба-
зального эпителия человека) в 3D клеточной мо-
дели – сферообразованиe и миграцию на разных 
субстратах при ремоделировании ВКМ по струк-
туре коллагена (pис. 3).

Мы обнаружили, что при высевании клеток на 
различные субстраты происходит изменение ско-
рости и характера миграции, а также изменение 
морфологии клеток (pис. 3 и 4). Ранее, уже пред-
принимались попытки культивировать эту кле-
точную линию в 3D формате для создания трех-
мерной культуры, моделирующей рак легкого, 
причем было рекомендовано использование кол-
лагена как ВКМ [50, 51].

3D клеточныe культуры злокачественных 
опухолей на основе  
децеллюляризированного ВКМ

Весьма точно условия in vivo воссоздают-
ся при использовании 3D конструкций на осно-
ве децеллюляризированного, то есть бесклеточ-
ного, ВКМ (дВКМ). Первые попытки получения 
дВКМ были предприняты еще в середине двадца-
того столетия, и к настоящему времени разрабо-
тано множество методов децеллюляризации [52]. 
В ходе этого процесса из ткани или органа удаля-
ется клеточный компонент и нуклеиновые кисло-
ты, но сохраняется ВКМ, его макромолекулярный 
состав и 3D архитектура, что позволяет воспроиз-
вести in vitro такие in vivo параметры, как харак-
тер инвазивного роста опухоли и ее морфологию 
(pис. 5). Методов децеллюляризации на данный 
момент разработано довольно много, и их мож-
но подразделить на физические, химические и эн-
зиматические. Во многих работах дВКМ был ис-
пользован для моделирования поведения опухоли 
и ее ответа на терапию. Например, было изучено 
заселение моноцитами нормального и опухолево-
го (полученного из ткани карциномы кишечника) 
дВКМ. В дВКМ, полученном из ткани опухоли, 
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CD68+ моноциты были локализованы вокруг дис-
пластических и неопластических желез, а в нор-
мальном они были распределены гомогенно, что 
соответствует распределению моноцитов in vivo 
[53]. Похожий подход использовали при исследо-
вании влияния дВКМ на поляризацию макрофа-
гов. Было обнаружено, что при культивировании 

дВКМ из нормальной ткани макрофаги приобре-
тают про-воспалительный фенотип, сопровожда-
ющийся увеличением секреции IL-6. Использо-
вание матрикса из опухолевой ткани приводит к 
появлению анти-воспалительного фенотипа, се-
креции IL-10 и TGF-β и экспрессии CCL18, что 
способствует опухолевой инвазии [54].

Рис. 3. Сферообразование и миграция клетoчной линии А549 в формате 3D культивирования на (a) адгезивном пла-
стике, (b) коллагенe и (c) матриксе Cultrex 3D Culture Matrix Rat Collagen I спустя 4, 6, 10 и 12 часов после высевания 
клеток. Световая микроскопия.
Fig. 3. Sphere-formation and migration of cell line A549 3D culturing on (a) adhesive plastic, (b) collagen and (c) Cultrex 3D 
Culture Matrix Rat Collagen I at 4, 6, 10 and 12 hours after the seeding. Light microscopy.

Рис. 4. Mиграция клетoчной линии А549 в формате 3D культивирования на (a) адгезивном пластике и (b) коллагенe, 
24 часa после высевания клеток. Световая микроскопия.
Fig. 4. Migration of cell line A549 3D culturing on (a) adhesive plastic and (b) collagen. Light microscopy.

4 ч

a
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c
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a b
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При культивировании клеточной линии MCF7 
(клетки инвазивной аденокарциномы молочной 
железы) на дВКМ, полученном из тканей злока-
чественной опухоли молочной железы, в клет-
ках MCF7 наблюдались признаки ЭМП, способ-
ствующего метастазированию in vivo [55]. При 3D 
клеточном моделировании рака полости рта, кле-
точную линию плоскоклеточного рака головы и 
шеи UM-SCC-1 культивировали на децеллюляри-
зированной дерме, покрытой коллагеном IV типа. 
Полученный клеточный кластер по характеру ин-
вазивного роста, морфологическим и гистологи-
ческим характеристикам был схожим с опухоле-
выми тканями пациентов [56]. Еще в одном ис-
следовании использовали дВКМ жировой ткани 
как 3D скаффолд для клеток рака молочной же-
лезы, и обнаружили что клетки рака, выращенные 
на дВКМ были ближе к ксенографтным моделям 
нежели 2D культуре [57]. Cравнительный анализ 
показал, что клетки рака мочевого пузыря (кле-
точные линии RT4, T24, и UM-UC-3) более рези-
стентны к лучевой терапии при выращивании на 
дВКМ в 3D формате по сравнению с 2D форма-
том клеточной культуры [58]. В еще одной рабо-
те, ткань биопсии злокачественной опухоли гру-
ди была децеллюляризована и использована для 
культивирования клеточой линии MCF7. Культи-
вирование на дВКМ стимулировало ЭМП в попу-
ляции полученных клеток, и приводило к увели-
чению экспрессии маркеров, свойственных ство-

ловым клеткам опухоли, таких как Oct4 и Sox2.  
Кроме того, клетки MCF7, культивируемые на 
дВКМ, были более устойчивы к 5-фторурацилу, 
нежели клетки, которые росли в монослое [59].

 Еще одна модель рака молочной железы была 
создана для изучения колонизации лёгочной тка-
ни метастатическими клетками этой опухоли. 
дВКМ тканей мышиного легкого заселяли клет-
ками линий MCF7 (не метастатические клетки) 
и MDA-MB-231 и 4T1 (метастатические клетки). 
Использованные метастатические клетки коло-
низировали дВКМ ткани лёгкого, в то время как 
большинство MCF7 не выжили на этом матриксе. 
Нокдаун ZEB1, одного из положительных регуля-
торов ЭМП, участвующего в процессах метаста-
зирования, приводил к снижению инвазии дВКМ 
лёгкого клетками MDA-MB-231. Это подтвержда-
ет важную роль ЭМП в метастазировании рака 
груди в лёгочную ткань [60]. 

Mы изучили поведение клеток карциномы 
легкого MCF7 на различных дВКМ (pис. 6 и 7). 

В экспериментах с использованием ВКМ на 
основе нормальной и опухолевой (карцинома 
Льюиса) тканей лёгкого мы обнаружили, что они 
обладают различной тропностью для опухолевых 
клеток. В случае дВКМ карциномы Льюиса, вы-
саженные на матрикс опухолевые клетки, при-
креплялись преимущественно на пластик вне ма-
трикса, а клетки, которые оказывались на матрик-
се, погибали от апоптоза (микроскопия выявляла  

Рис. 5. Чашка Петри с нанесенными срезами матрикса лёгкого толщиной 15 мкм, серия изображений с последова-
тельным увеличением (a,b,c). дВКМ ткани легкого в проходящем (d) и поляризованном (e) свете. 

Fig. 5. Cell culture dish with lung tissue slices (thickness 15 µm), several images with increase in magnification (a,b,c). De-
cellularised ECM derived from lung tissue and visualised in transmitted (d) and polarized (e) light.

a

d

b c

e
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образование множества апоптозных телец) (pис. 6). 
Мы не исключаем, что это может быть артефак-
том, связанным с методом обработки ткани для 
получения дВКМ, и поэтому необходима дальней-
шая разработка и сравнение разных протоколов 
децеллюляризации. Ранее сообщалось, что дВКМ, 
как приготовленные с использованием стандарт-
ных протоколов, так и купленные у компании-
производителя, могут приводить к гибели ряда 
клеток [61]. Предполагается, что дВКМ содержит 
некие растворимые факторы, вызывающие такой 
клеточный ответ. В случае дВКМ нормальной ле-
гочной ткани гибель клеток MCF7 при заселении 
матрикса не наблюдалась, и через несколько дней 
после заселения они образовывали плотные агре-
гаты на поверхности матрикса (pис. 7).

В настоящее время, модели на основе дВКМ 
считаются одними из самых перспективных для 
изучения микроокружения опухоли. 

3D биопечать
Заслуживаeт упоминания так же 3D биопечать, 

то есть создание трехмерных клеточных культур, 
органоидов или органов методом «печати» с ис-
пользованием био-принтера (принтера, в котором 
в качестве чернил используются составы образу-
ющие ВКМ/скаффолд и содержащие клетки и рос
товую среду). 3D биопечать используется уже поч-
ти 20 лет с конца 1990 – начала 2000 годов [62]. 
В  настоящее время используются два подхода: 
биопечать матрицы ВКМ с последующим заселе-
нием клетками, либо заселение матрицы клетками 

a b

Рис. 6. Выращивание клеток MCF7 на дВКМ опухолевой легочной ткани (карцинома Льюиса). Световая микроско-
пия (a) и флуоресцентная микроскопия (окраска синим – клеточные ядра, аутофлуоресценция дВКМ) (b).

Figure 6. Cell line MCF7 cultured on decellularised ECM derived from Lewis lung carcinoma. Light microscopy (a) and flu-
orescent microscopy (b). Blue – cell nucleus staining and autofluorescence of the matrix.

Рис. 7. Выращивание клеток MCF7 на дВКМ нормальной легочной ткани. Световая микроскопия (a) и флуоресцент-
ная микроскопия (окраска синим – клеточные ядра, аутофлуоресценция дВКМ) (b).

Fig. 7. Cell line MCF7 cultured on decellularised ECM derived from non-tumorous lung tissue. Light microscopy (a) and flu-
orescent microscopy (b). Blue – cell nucleus staining and autofluorescence of the matrix.

a b
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непосредственно в ходе печати. Основные мето-
ды 3D биопечати, а также модели злокачественнх 
опухолей, созданные с использованием биоприн-
тинга подробно описаны в ряде обзоров [63–65].

Органоиды на основе клеток  
злокачественных опухолей

Eще одна in vitro 3D модель злокачественно-
го новообразования это органоиды, созданные 
из опухолевых клеток пациента или фрагментов 
опухолевой ткани и воспроизводящие гистоло-
гическую и генетическую гетерогенность опухо-
ли. Было показано, что в ряде случаев органои-
ды можно создать из очень маленького фрагмента 
опухоли, например, полученного методом иголь-
ной биопсии, как было продемонстрировано на 
опухолях поджелудочной железы [66] и печени 
[67]. В настоящее время, органоиды формируют 
как на основе клеток первичной опухоли, так и из 
метастатических клеток. В ретроспективном ис-
следовании на группе пациентов со злокачествен-
ными новообразованиями поджелудочной железы, 
органоиды, полученные из клеток опухоли, отве-
чали на химиотерапию так же, как и опухоль паци-
ента в ходе химиотерапии [68], то есть было про-
демонстрировано, что органоиды можно исполь-
зовать для прогнозирования ответа на терапию. 
Так, например, ответ in vitro культуры органоидов 
на анти-EGFR терапию совпадал с in vivo ответом 
на эту терапию в группе пациентов с метастаза-
ми злокачественной опухоли желудочно-кишечно-
го тракта [69]. Важно отметить, что оценка ответа 
опухоли на химиотерапию, полученная на культу-
ре органоидов, дополняет (а зачастую и корректи-
рует) фармакогенетический прогноз, полученный 
генотипированием биопсии. Так, например, в ис-
следовании на группе больных с карциномой яич-
ников, для некоторых пациентов генотипирование 
указывало на возможную чувствительность к ин-
гибиторам PARP, что не подтвердилось при про-
верке на культуре органоидов [70]. Ответ опухо-
ли на химиотерапию траметинибом (ингибитор 
МЕК), гефитинибом (ингибитор EGFR) и эверо-
лимусом (ингибитор mTOR) был также спрогно-
зирован в исследовании на культуре органоидов, 
полученных из опухолевых тканей глиобластомы 
пациентов [71]. При выборе химиотерапии руко-
водствовались молекулярными характеристика-
ми опухоли, такими как профиль экспрессии ге-
нов или спектр мутаций. Было показано, что ответ 
in vitro 3D культуры на химиотерапию совпадает с 
поведением опухоли пациента in vivo [71]. Сход-
ство ткани опухоли и полученных из нее органои-
дов было также продемонстрировано в исследова-
нии на группе пациентов с холангиокарциномой, а 

проведённый на этих культурах органоидов скри-
нинг лекарственных средств идентифицировал не-
сколько кандидатов для использования в терапии 
[72]. Кроме того, созданы и апробированы в каче-
стве in vitro системы для подбора персонализиро-
ванной химиотерапии органоиды на основе тка-
ней ряда других видов злокачественных опухолей, 
например, опухолей головы и шеи [73], колорек-
тальногo ракa [74]. Наконец, при подборе персо-
нализированной терапии также используют ex vivo 
образцы опухoлевой ткани (так называемыe опу-
холевыe экспланты), которые непосредственно по-
сле резекции тканей опухоли в ходе операции или 
забора биопсии культивируют и обрабатывают 
различными препаратами химиотерапии. При та-
ком подходе сохраняется 3D архитектура, прису-
щая опухолевой ткани in vivo, ее гистологические 
характеристики и внутриопухолевая клеточная ге-
терогенность.  Пример такого подхода – недавняя 
работа, в ходе которой при почечно-клеточной кар-
циноме была оценена чувствительность культуры 
срезов опухoлевой ткани к действию различных 
ингибиторов тирозинкиназ – сунитиниба, пазопа-
ниба и темсиролимуса [75]. Перспективы исполь-
зования органоидов в персонализированной те-
рапии, разработке лекарств и доклиническом мо-
делировании злокачественных новообразований 
подробно обсуждаются в ряде обзоров [76, 77].

Заключение
В современной клеточной биологии, 3D моде-

ли приходят на смену 2D моделям, так как трех-
мерная многокомпонентная in vitro модель более 
точно воспроизводит процессы, происходящие 
in vivo. Важно отметить, что при всех очевидных 
достоинствах трехмерных моделей, у них есть 
несколько недостатков. По сравнению с 2D мо-
делью, 3D модель априори более сложная, что, с 
одной стороны, позволяет более точно воспроиз-
вести процессы, происходящие in vivo, но, с дру-
гой стороны, затрудняет применение этого ме-
тода в скриннинговых исследованиях, где необ-
ходима стандартизация метода, позволяющая 
многократно повторять эксперимент. Протоко-
лы для 3D культур, как правило, разрабатывают-
ся в лаборатории для конкретного проекта и в от-
личие от 2D культур не стандартизированы, что 
осложняет сравнение результатов, полученных в 
разных лабораториях. Кроме того, фибриллярные 
белки ВКМ имеют высокий уровень автофлуорес-
ценции [78]. Это затрудняет визуализацию клеток 
на матриксе с использованием флуоресцентных 
меток. Более того, некоторые методы микроско-
пии применимы при работе с 2D, но не 3D куль-
турами клеток [79]. Клетки, выращиваемые на 
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матриксе, как правило, образуют компактные кла-
стеры, а сами клетки принимают форму полусфе-
ры, что также затрудняет скрининг, основанный 
на оценке морфологии клеток. Наконец, анализ 
клеток, находящихся внутри скаффолда затруд-
нен и в ряде случаев невозможен без нарушения 
его трехмерной структуры [80]. Тем не менее, при 
условии стандартизации и оптимизации протоко-
лов, oписанные подходы в моделировании опухо-
левого развития могут быть перенесены в клини-
ческую практику, где 3D клеточная модель будет 
создаваться с использованием первичных культур 
клеток, полученных от пациента. Такая модель, 
которая во многом отражает процесс развития 
опухоли в условиях in vivo, позволит как прогно-
зировать ход течения заболевания, так и прово-
дить оценку эффективности выбранной терапии.
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Abstract–The creation of in vitro three-dimensional cellular model systems (in vitro 3D cultures) is a fast-
growing leading-edge segment of the biotechnological industry. We have examined in this work the key 
80 articles published after 2008, and focused on applications of in vitro 3D culture in translational oncology. 
We described a broad range of 3D culture systems, including models with and without extracellular matrix 
(ECM). 3D culture models based on decellularized ECM were discussed in more detail. The role of 
ECM in pathogeneis of malignant neoplasms, in particular, in the phenomenon of the tumor resistance to 
chemotherapy, was evaluated. 2D and 3D culture systems were compared, and natural and synthetic ECM 
were described, as well as the model creation based on 3D bioprinting. Particular attention was paid to 
in vitro models of various cancers, including those at the metastatic stage, based on 3D cell cultures, which 
maximally mimic the in vivo tumor behavior. The prospects of the practical application of 3D cell culture 
models in preclinical drug screening and in personalized therapy were discussed. We also presented our 
data on in vitro 2D and 3D culturing of human cells on various substrates. 

Key words: 3D cellular models, 3D bioprinting, biotechnology, extracellular matrix, cancer, translational 
medicine, personalized medicine, drug development, in vitro, ex vivo, oncology
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