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Аннотация. Моделирование процессов, происходящих на различных этапах 
метастазирования раковой опухоли, является крайне перспективным направле-
нием в современной медицине и может быть использовано для разработки эффек-
тивных противоопухолевых (антиметастатических) препаратов. Одним из клю-
чевых этапов метастатического каскада является дедифференцировка опухоле-
вых клеток в метастатической нише и их последующая пролиферация, приводя-
щая к формированию вторичного опухолевого узла. Целью данного исследова-
ния являлось моделирование этапа дедифференцировки опухолевых клеток рака 
молочной железы в гетероклеточных сфероидах, состоящих из клеток печени че-
ловека линии HepG2, иммортализованных фибробластов BJ-5ta, М0-макрофагов. 
Показано, что под действием интерлейкина 6 СD44– дифференцированные опу-
холевые клетки линии рака молочной железы человека T47D, экспрессирующей 
красный флуоресцентный белок RFP, в составе гетеросфероидов печени начи-
нают активно пролиферировать. Это свидетельствует о процессе их дедифферен-
цировки и начале формирования вторичного опухолевого узла. Жизнеспособ-
ность клеток в составе гетеросфероида подтверждали с использованием виталь-
ного красителя Calcein AM. Таким образом, нами предложена модель метастаза 
рака молочной железы в печень на основе гетероклеточных сфероидов, предна-
значенная для повышения эффективности скрининга противоопухолевых препа-
ратов. 
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Summary. Modeling the processes occurring at various stages of cancer tumor me-
tastasis is the basis for developing effective antimetastatic drugs. One of the most prom-
ising targets for antimetastatic therapy are single tumor cells in a dormant state in the 
liver, lungs, bones and/or other organs of patients - micrometastases. At the time of 
diagnosis of a malignant neoplasm, almost all patients already have multiple microme-
tastases. Under certain conditions, a single dormant tumor cell transitions into a stem-
like cell, and the growth of a secondary tumor node - macrometastasis - begins. The 
aim of this work was to model the transition of breast cancer micrometastasis into mac-
rometastasis in heterocellular spheroids consisting of human liver cells, fibroblasts, and 
M0 macrophages. To model dormant tumor cells using the fluorescence-activated sort-
ing method, a population of CD44-differentiated cells of the genetically modified T47D 
cell line expressing the red fluorescent protein RFP (T47D_Red) was isolated. To ob-
tain liver heterospheroids, human hepatoma cells of the HepG2 line, immortalized hu-
man fibroblasts of the BJ-5ta line, M0 macrophages obtained from monocytes of the 
peripheral blood of healthy donors, and CD44 cells of the human breast cancer line 
T47D_Red were mixed in a ratio of 15:1:1:1 in a DMEM/F12 medium supplemented 
with 10% fetal calf serum, L-glutamine, and an antibiotic-antimycotic (Fig. 1a-e). IL6 
was added to the medium to induce dedifferentiation of cancer cells within the heter-
ospheroid. This resulted in the proliferation of single breast cancer cells and the for-
mation of secondary tumor foci in the heterospheroid structure (Fig. 1g-j) by the 5th 
day of cultivation. It is important to note that the cells in the heterospheroid retained 
their viability for 7 days of cultivation (Fig. 1f, k). Thus, a model for the formation of 
breast cancer metastasis in the liver has been proposed. The advantage of the model is 
the ability to take into account intercellular interactions due to the inclusion of several 
cell types, which increases the efficiency of in vitro testing of promising antimetastatic, 
including immunotherapeutic and gene therapeutic, drugs using the proposed model. 
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Введение  
 

Моделирование процессов, происходящих на различных этапах метаста-
тического каскада, является важной исследовательской задачей, решение 
которой необходимо как для изучения механизмов метастазирования, так и 
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для разработки новых эффективных противоопухолевых (антиметастатиче-
ских) лекарств. Одной из наиболее перспективных мишеней для антимета-
статической терапии являются единичные опухолевые клетки, находящиеся 
в дормантном состоянии в печени, легких, костях и/или других органах па-
циентов, – микрометастазы [1]. На момент постановки диагноза злокаче-
ственного новообразования практически у всех пациентов уже есть множе-
ственные микрометастазы [2]. При определенных условиях происходит пе-
реход единичной опухолевой клетки, находящейся в дормантном состоя-
нии, в клетку, подобную стволовой, и начинается рост вторичного опухоле-
вого узла – макрометастаза. Целью данной работы являлось моделирование 
перехода микрометастаза рака молочной железы в макрометастаз в гетеро-
клеточных сфероидах, состоящих из клеток печени человека, фибробластов, 
М0-макрофагов. Преимуществом разрабатываемой модели, включающей 
несколько типов клеток, является возможность учитывать межклеточные 
взаимодействия, что позволит повысить эффективность in vitro тестирова-
ния противоопухолевых иммунотерапевтических и генотерапевтических 
препаратов. 

 
Материалы и методы 

 
Для моделирования дормантных опухолевых клеток методом флуорес-

центно-активированного сортинга выделяли популяцию СD44– дифферен-
цированных клеток генетически-модифицированной клеточной линии 
T47D, экспрессирующей красный флуоресцентный белок RFP (T47D_Red). 
Для получения гетеросфероидов печени использовали клетки гепатомы че-
ловека линии HepG2, иммортализованные фибробласты человека линии BJ-
5ta, М0-макрофаги, дифференцированные из моноцитов периферической 
крови здоровых доноров, и СD44– клетки линии рака молочной железы че-
ловека T47D_Red. Суспензию смеси клеток рассаживали в 81-луночные 
формы, предварительно изготовленные из 2%-ной агарозы с использова-
нием силиконовых форм «MicroTissues Inc.» (США). Для индукции дедиф-
ференцировки опухолевых клеток в часть лунок добавляли интерлейкин 6 
(IL6) в конечной концентрации 50 нг/мл. Для оценки динамики пролифера-
ции опухолевых клеток T47D_Red на 1, 2, 3, 5 и 7-е сутки гетеросфероиды 
анализировали с использованием сканирующего флуоресцентного микро-
скопа Leica DMi8 (Германия). Жизнеспособность клеток в составе гетеро-
сфероидов подтверждали на 7-е сутки культивирования путем окрашивания 
витальным красителем Calcein AM.  

 
Результаты исследования и обсуждение 

 
Использование суспензии клеток HepG2, BJ-5ta, М0-макрофагов, 

T47D_Red, смешанных в соотношении 15:1:1:1 в среде DMEM/F12 с добав-
лением 10%-ной эмбриональной телячьей сыворотки, L-глутамина, анти-
биотика-антимикотика, приводило к формированию гетеросфероидов, со-
держащих единичные опухолевые клетки (рис. 1, a–e). Структура гетеро-
сфероидов уплотнялась к 5-м суткам культивирования, и они приобретали 
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более четкие и ровные края. При добавлении IL6 с увеличением продолжи-
тельности инкубации наблюдали увеличение количества клеток рака молоч-
ной железы в составе гетеросфероида, что свидетельствовало о дедифферен-
цировке СD44– клеток T47D_Red под действием цитокина-индуктора и их 
пролиферации с образованием вторичных опухолевых очагов (рис. 1, g–j) к  
5-м суткам культивирования. Последующая оценка площади данных очагов 
может быть использована для сравнительного анализа эффективности про-
тивометастатических препаратов. Важно отметить, что клетки в составе ге-
теросфероида сохраняли свою жизнеспособность в течение 7 суток культи-
вирования (рис. 1, f, k). 

 

 
 

Рис. 1. Пролиферативная активность опухолевых клеток линии T47D_Red в составе  
гетеросфероида печени: а – гетеросфероид через 1 ч инкубации, b, с, d, e –  

гетеросфероид через 24, 48, 72, 120 часов инкубации соответственно, g, h, i, j –  
гетеросфероид при добавлении IL6 через 24, 48, 72, 120 часов инкубации  

соответственно, f – жизнеспособность клеток, входящих в состав гетеросфероида на  
7-е сутки культивирования без и k – при добавлении IL6 (окраска Calcein AM).  

Масштабная линейка: 100 мкм 
[Fig. 1. Proliferation of T47D_Red cells in liver heterspheroid. a - 1h of incubation, b, c, d, e - 24, 48, 72, 

120h of incubation respectively, g, h, i, j - 24, 48, 72, 120h of incubation with IL6 respectively,  
f - the cells viability in heterospheroid without and with IL6 at 7th day of incubation (Calcein AM stain-

ing). Scale bar: 100 µm] 
 

Печень является наиболее распространенным местом метастазирования 
рака. Так, метастазы рака молочной железы в печень встречаются у 50–70% 
пациентов, у которых диагностирован вторичный рак молочной железы. 
Тем не менее существующие модели, воспроизводящие микроокружение 
печени и колонизации раковыми клетками, крайне ограничены [3]. В лите-
ратуре описано несколько гетероклеточных 3D-моделей метастазов, напри-
мер в кости [4, 5]. В этих работах клетки костной ткани и раковые клетки 
смешивали в различных соотношениях (1:1 или 9:1), что обусловлено, с од-
ной стороны, необходимостью сформировать опухолевый узел достаточных 
размеров, а с другой – избежать избыточной пролиферации опухолевых кле-
ток и образования зоны гипоксии. В статье Skardal et al. описана модель ме-
тастаза рака толстой кишки в печень, в данной работе для формирования 
органоида использовали всего два типа клеток: клетки HepG2 и клетки рака 
толстой кишки HCT-116, смешивая их в соотношении 10:1 [6]. Задачей 
настоящего исследования являлось создание модели самого раннего этапа 
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формирования вторичного опухолевого узла, а именно перехода дормант-
ной опухолевой клетки в активно пролиферирующую. В связи с этим долю 
клеток рака молочной железы в составе гетеросфероида значительно умень-
шили (17:1). Модель такого типа высоко востребована для тестирования 
препаратов, направленных на этап метастатического каскада, ассоциирован-
ный с дормантностью опухолевых клеток, и вызывающих, например, инги-
бирование аутофагии при нахождении клеток в дормантном состоянии, про-
лонгацию дормантного состояния [7] или блокирование дедифференци-
ровки [8]. Преимущество использования гетероклеточных систем для тести-
рования подобного рода лекарственных препаратов заключается в том, что 
позволяет оценивать эффективность терапии с учетом влияния клеток мик-
роокружения, включая фибробласты и иммунные клетки (особенно макро-
фаги) [9, 10]. Эти клетки характеризуются переменчивым фенотипом (т.е. 
способны быть перепрограммированы) и секретируют широкий спектр ре-
гуляторных молекул, которые имеют решающее значение для прогрессиро-
вания рака. Существующие простые модели опухолевых сфероидов [11] не 
позволяют учитывать вклад межклеточных взаимодействий.   

 
Заключение 

 
Таким образом, нами предложена модель микрометастазов рака молоч-

ной железы в печень на основе гетероклеточных сфероидов, которая пред-
назначена для повышения эффективности скрининга противоопухолевых 
(антиметастатических), в том числе иммунных и генотерапевтических пре-
паратов, за счет более точного воспроизведения микроокружения раковой 
клетки. Дальнейшие исследования позволят оценить релевантность полу-
ченной модели на основании анализа метаболомного и экспрессионного 
профиля органоида.   
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