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The optimization of methods for the establishment  
of heterogeneous three-dimensional cellular models 
of breast cancer
Mariya M. Abdurakhmanova1, 2, Mikhail S. Ermakov1, Vladimir A. Richter1, Olga A. Koval1, 2,  
Anna A. Nushtaeva1
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2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russian Federation

ABSTRACT
BACKGROUND: Spheroids are self-assembled clusters of cells mimicking a tissue-like architecture. Since the structure of 

complex three-dimensional cellular models is not stable, the formation of core spheroids and further maintenance are crucial 
stages within the cultivation process. There are a lot of options described for the establishment of 3D cell models. A wide 
range of reagents is presented from simple hydrogels to complex natural and synthetic composites. However, cultivation of 
3D models is still a technically challenging task requiring adaptations of protocols for particular purposes.

AIM: To compare methods of the formation of gomogeneous (3D) and heterogeneous (3D-2) spheroids from tumor and/or 
stromal cells of breast cancer using hydrogels such as agarose, gelatin and Matrigel™, as well as using ultra-low-adherent 
plates. 

MATERIALS AND METHODS: Breast cancer cell lines MCF7, MDA-MB-231 SK-BR-3 and stromal fibroblasts BrC4f, BrC120f, 
BN120f were used as a models for 3D and 3D-2 cultures. Spheroids were obtained on a substrate of simple hydrogels or when 
cultured on a low-adhesive plastic. The processes of formation and growth of spheroids, as well as "crushed preparations" 
were visualized using a Nikon Eclipse Ti-S series fluorescent inverted microscope (Nikon, Japan).

RESULTS: We demonstrated, that gelatin-based hydrogel is not suitable as a substrate for obtaining 3D and 3D-2 spheroids 
for any of the cell lines used in the work. The use of only one type of hydrogels does not allow to obtain the entire repertoire 
of tumor, stromal, and heterogeneous 3D models. Agarose exhibited high output for stromal spheroids and Matrigel™ for 
tumor cells, and the use of ultra-low-adherent Nunclon™ Sphera™ plates was preferable for 3D-2 models combining both 
cell types. We also revealed that the application of cooled cultivation plastic and solutions is a technological advantage for 
handling spheroids growing in low-adherent plates.

CONCLUSION: The proposed approaches for the formation of both homogeneous (3D) and heterogeneous (3D-2) spheroids 
from tumor and (or) stromal breast cancer cells are a generalized guide to the most effective production of spheroids of 
various cellular composition.

Keywords: hydrogel; preclinical models; breast cancer; tumor cells; stromal cells; primary cell cultures; 3D cultures; 
spheroids.
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Breast Cancer Cells in 3D Model Alters Their Sensitivity
to Hormonal and Growth Factors
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Abstract—The purpose of this work was to study the formation and growth of mono- (3D) and heterogeneous
(3D-2) spheroids composed of stromal and tumor cells that mimic three types of breast cancer: ER+/PR+,
HER2+, and ER-/PR-/HER2 when spheroids are exposed to 17-β estradiol (E2) and TGF-β. Breast cancer
cell lines MCF7, MDA-MB-231, SK-BR-3 and non-transformed BN120f fibroblasts were used to generate
3D and 3D-2 heterogeneous cultures. Uniform conditions for 3D culturing of all three breast-cancer cell lines
are proposed that results in, proliferating spheroids. When tumor cells and healthy fibroblasts were mixed in
a ratio of 1 : 4, the inner core of 3D-2 structures contained fibroblasts and the epithelial tumor cells formed
outer layer of spheroids. The morphological analysis of spheroids showed that such co-cultivation of tumor
and stromal cells in the 3D-2 model, produced more rounded and well-structured spheroids that is typical
for self-organization into microtissue in comparison with 3D tumor cell model. It was found that E2 stimu-
lated tumor cell proliferation in 3D and 3D-2 spheroids, regardless of that breast-cancer type these cells imi-
tate. , while in 2D model, MDA-MB-231 cells were resistant to E2. In 3D models MDA-MB-231 cells lost,
and SK-BR-3 cells acquired sensitivity to the pro-proliferative effect of TGF-β. Thus, it has been shown that
3D and 3D-2 cell models of breast cancer are an important tool  to study the tumor progression and for testing
new antitumor approaches, despite the existing 2D models.

Keywords: breast cancer, 17-β estradiol, transforming growth factor β, epidermal growth-factor receptor type
2 (HER2), tumor cells, fibroblasts, cell lines, 3D cell cultures
DOI: 10.1134/S1990519X22060050

INTRODUCTION
Cancer is a leading cause of adult death worldwide,

accounting for nearly 10 million deaths in 2020 (Ferlay
et al., 2021). In 2020, the leader of new cases of the
disease (2.26 million cases) was breast cancer (BC),
and, therefore, its study is an urgent biomedical prob-
lem. Breast cancer is a heterogeneous disease at both
the histological and molecular levels. The tumor con-
sists of genetically altered tumor cells interacting with
normal and cancer-associated fibroblasts, endothelial
cells, pericytes, and immune cells (Fouad and Aanei,
2017). Breast cancer is subdivided into certain types on
the basis of the expression of key molecular markers—
estrogen receptors (ERs), progesterone receptors
(PRs) and human epidermal growth-factor receptor
type 2 (HER2) (Zubair et al., 2021).

The development of breast cancer is often associ-
ated with dysregulation of the biosynthesis of hor-
mones and growth factors. Estrogen hormones, such
as 17-β estradiol (E2), are able to inhibit apoptosis in
hormone-dependent breast-cancer cells and play a
key role in its progression (Fernando and Wimalasena,
2004). E2 plays an important role in the regulation of
physiological processes in both women and men and is
involved in breast pathology (Acconcia and Marino,
2011; Fernando and Wimalasena, 2004). For breast
tumor cells that express ER, estrogen hormones pro-
mote the development and progression of breast can-
cer and stimulate invasion and metastasis of tumor
cells to distant organs or lymph nodes (Park et al.,
2016). Therefore, therapy aimed at inhibiting ER acti-
vation is quite successful in the clinic. At the same
time, it has been shown that therapeutic blocking of
ER activation is a stress factor that promotes strong
compensatory mechanisms in cancer cells as well
(Suba, 2020). If ER signaling is completely sup-
pressed, tumor cells show uncontrolled proliferation

Abbreviations: E2—17-β estradiol; BC—breast cancer; EGF
and EGFR—epidermal growth factor and EGF receptor,
respectively; HER2 and HER3—epidermal growth-factor
receptor type 2 and 3, respectively; TGF-β—transforming
growth factor β.
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Abstract: Hypoxia arises in most growing solid tumors and can lead to pleotropic effects that poten-
tially increase tumor aggressiveness and resistance to therapy through regulation of the expression
of genes associated with the epithelial–mesenchymal transition (EMT) and mesenchymal–epithelial
transition (MET). The main goal of the current work was to obtain and investigate the intermediate
phenotype of tumor cells undergoing the hypoxia-dependent transition from fibroblast to epithe-
lial morphology. Primary breast cancer fibroblasts BrC4f, being cancer-associated fibroblasts, were
subjected to one or two rounds of “pulsed hypoxia” (PH). PH induced transformation of fibroblast-
shaped cells to semi-epithelial cells. Western blot analysis, fluorescent microscopy and flow cytometry
of transformed cells demonstrated the decrease in the mesenchymal markers vimentin and N-cad
and an increase in the epithelial marker E-cad. These cells kept mesenchymal markers αSMA and
S100A4 and high ALDH activity. Real-time PCR data of the cells after one (BrC4f_Hyp1) and two
(BrC4f_Hyp2) rounds of PH showed consistent up-regulation of TWIST1 gene as an early response
and ZEB1/2 and SLUG transcriptional activity as a subsequent response. Reversion of BrC4f_Hyp2
cells to normoxia conditions converted them to epithelial-like cells (BrC4e) with decreased expression
of EMT genes and up-regulation of MET-related OVOL2 and c-MYC genes. Transplantation of
BrC4f and BrC4f_Hyp2 cells into SCID mice showed the acceleration of tumor growth up to 61.6%
for BrC4f_Hyp2 cells. To summarize, rounds of PH imitate the MET process of tumorigenesis in
which cancer-associated fibroblasts pass through intermediate stages and become more aggressive
epithelial-like tumor cells.

Keywords: hypoxia; cancer associated fibroblasts; pro-tumorigenic cells; c-MYC; OVOL2;
mesenchymal to epithelial transition; HIFs; patient-derived cell culture; breast cancer

1. Introduction

Breast cancer (BC) is the leading cause of cancer death among women worldwide, with
about one million new cases diagnosed each year [1]. Advanced stages of the disease with
distant metastases usually worsen prognosis and outcome [2]. Understanding the molecular
and cellular mechanisms underlying metastatic progression is an important step for the
development of new antitumor therapeutic strategies. Tumor progression is determined
not only by tumor cells but is also a product of the tumor microenvironment (TME), formed
by stromal cells, such as fibroblasts and cancer associated fibroblasts (CAFs), immune
cells, endothelial cells and extracellular matrix (ECM) [3]. CAFs are highly heterogeneous
subpopulations of tumor stroma cells originating from various cellular precursors and
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Abstract: Multicellular spheroids with 3D cell–cell interactions are a useful model to simulate the
growth conditions of cancer. There is evidence that in tumor spheroids, the expression of various
essential molecules is changed compared to the adherent form of cell cultures. These changes include
growth factor receptors and ABC transporters and result in the enhanced invasiveness of the cells
and drug resistance. It is known that breast adenocarcinoma MCF7 cells can spontaneously form
3D spheroids and such spheroids are characterized by high expression of EGFR/HER2, while the
natural phenotype of MCF7 cells is EGFRlow/HER2low. Therefore, it was interesting to reveal if
high epidermal growth factor receptor (EGFR) expression is sufficient for the conversion of adherent
MCF7 to spheroids. In this study, an MCF7 cell line with high expression of EGFR was engineered
using the retroviral transduction method. These MCF7-EGFR cells assembled in spheroids very
quickly and grew predominantly as a 3D suspension culture with no special plates, scaffolds, growth
supplements, or exogenous matrixes. These spheroids were characterized by a rounded shape with
a well-defined external border and 100 µM median diameter. The sphere-forming ability of MCF7-
EGFR cells was up to 5 times stronger than in MCF7wt cells. Thus, high EGFR expression was the
initiation factor of conversion of adherent MCF7wt cells to spheroids. MCF7-EGFR spheroids were
enriched by the cells with a cancer stem cell (CSC) phenotype CD24−/low/CD44− in comparison
with parental MCF7wt cells and MCF7-EGFR adhesive cells. We suppose that these properties of
MCF7-EGFR spheroids originate from the typical features of parental MCF7 cells. We showed the
decreasing of HER3 receptors in MCF7-EGFR spheroids compared to that in MCFwt and in adherent
MCF7-EGFR cells, and the same decrease was observed in the MCF7wt spheroids growing under
the growth factors stimulation. To summarize, the expression of EGFR transgene in MCF7 cells
stimulates rapid spheroids formation; these spheroids are enriched by CSC-like CD24−/CD44− cells,
they partly lose HER3 receptors, and are characterized by a lower potency in drug resistance pomp
activation compared to MCF7wt. These MCF7-EGFR spheroids are a useful cancer model for the
development of anticancer drugs, including EGFR-targeted therapeutics.

Keywords: 3D cell culture; spheroids; EGFR; HER3; MCF7; cancer stem cells; drug resistance

1. Introduction

Breast cancer is the leading form of cancer in woman worldwide with 471.5 cases per
100,000 population in Russian Federation [1]. A wide range of drugs is available for breast
cancer therapy, including targeted drugs, but the death rate of advanced breast cancer
patients remains high. Traditional models for screening antitumor agents are 2D monolayer
cell models, which lack many of the important features of a tumor in the body-gradient
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МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ДЛЯ ОЦЕНКИ МЕЖКЛЕТОЧНОГО ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ В 

ОПУХОЛИ 

М. М. Абдурахманова1, А. А. Леонтьева1, С. П. Зверева1, Т. Н. Беловежец2,  
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2Институт молекулярной и клеточной биологии СО РАН 

 

В классической двумерной (2D) клеточной модели отсутствует тканеподобная 

архитектура, градиенты кислорода и питательных веществ. Трехмерная (3D) клеточная модель 

способна восполнить недостатки 2D-модели и воспроизвести межклеточные взаимодействия 

в опухоли, а конструирование 3D-модели (сфероид) на основе гистологически различных 

клеток – ее микроокружение. Мы разработали гетеротипическую 3D-3 клеточную модель, 

состоящую из трех типов клеток, для оценки взаимодействия опухолевых клеток с клетками 

микроокружения.  

Для получения 3D-3 моделей РМЖ в качестве опухолевого компонента были выбраны 

культуры клеток линий MCF7, MDA-MB-231 и SK-BR-3, в качестве стромального компонента 

– персональная культура фибробластов BN120f, а в качестве иммунного компонента – линия 

NK-подобных клеток YT. Сфероиды получали на субстрате из природных гидрогелей (2%-

желатин, 2%-агароза, Matrigel™) или на низкоадгезивном пластике (Nunclon™ Sphera™).  

Культивирование проводили в режиме:  

1) моно-культивирования (3D) только опухолевых клеток или только фибробластов;  

2) со-культивирования опухолевых и стромальных клеток (3D-2);  

3) со-культивирования опухолевых, стромальных и иммунных клеток (3D-3).  

Использование 2%-желатина не позволило сформировать сфероиды ни из одной из 

использованных культур клеток. 3D-модели из фибробластов были получены на субстрате из 

2%-агарозы, а из опухолевых клеток – на Matrigel™. Использование низкоадгезивного 

пластика NunclonTM SpheraTM в комбинации со средой DMEM/F12 с ростовыми факторами 

позволило получить 3D-3-модель РМЖ (Нуштаева и др., 2022).  

Для визуализации трех типов клеток в совместной 3D-3 модели были получены 

опухолевые клетки, стабильно экспрессирующие красный флуресцентный белок mKate2, 

стромальные клетки, стабильно экспрессирующие зеленый флуоресцентный белок eGFP и 

NK-клетки, экспрессирующие синий флуоресцентный белок BFP.  

В результате было показано, что стромальные клетки формировали внутренний каркас 

3D-2 клеточных моделей, а опухолевые клетки – их внешний слой, имитируя начальные этапы 

развития карциномы.  

Для оценки проникновения NK-клеток в опухолево-стромальные сфероиды были 

приготовлены «раздавленные» препараты. Стромальные клетки привлекали NK-клетки 

внутрь 3D-2 модели из клеток MDA-MB-231, усиливая их цитотоксическую активность, в 

сравнении с 3D-моделью. В 3D-3 модели из клеток MCF-7, NK-клетки локализовались рядом 

с популяцией стромальных клеток, без проявления киллерной активности. Проникновение 

NK-клеток в опухолево-стромальные сфероиды из клеток SK-BR-3 происходило менее 

эффективно, в связи с крупными размерами сфероидов.  

Таким образом, были сконструированы гетеротипические трехмерные (3D) клеточные 

модели рака молочной железы, востребованные для исследования межклеточного 

взаимодействия в опухоли. 

Исследование поддержано грантом РНФ № 20–74–10039. 
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клеточная линия Pfa1-APEX2-ERM в перспективе позволит провести анализ 
локальных изменений протеомной фракции мембраны ЭПР в ходе развития 
ферроптоза. 

МБ15. Оптимизация подходов формирования гомо- и 
гетеротипических трехмерных моделей рака молочной 
железы 

А.А. Леонтьева (a.leonteva2@g.nsu.ru)2, М.М. Абдурахманова1, С.П. Зверева1,2, В.А. Рихтер1, 

О.А. Коваль1,2, А.А. Нуштаева1 

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

Введение. Сфероиды — удобная клеточная модель злокачественных опухолей, но 
подходы к их формированию многообразны и противоречивы. В данной работе 
оценивается эффективность формирования гомо- и гетеротипических сфероидов 
из линий клеток рака молочной железы (РМЖ) при применении субстратов 
простых гидрогелей и культурального пластика с низкоадгезивными свойствами, 
а также рассматривается оптимизация условий приготовления препаратов для 
микроскопии. 

Материалы и методы. 

Сфероиды конструировали из опухолевых MCF7, MDA-MB-231, SK-BR-3 и 
стромальных BrC4f, BrC120f, BN120f клеток. 

Формирование проводили в двух режимах: моно-культивирования (3D), при 
котором сфероид формировался только из опухолевых или из стромальных клеток, 
и со-культивирования (3D-2) опухолевых и стромальных клеток. В обоих режимах 
сфероиды формировали на субстрате из природных гидрогелей (2%-желатин, 2%-
агароза, Matrigel™) или на низкоадгезивном пластике (Eppendorf и Nunclon™ 
Sphera™). 

Для морфологического анализа полученных сфероидов готовили «раздавленные» 
препараты, используя охлажденные и неохлажденные наконечники, растворы и 
дно планшета со сфероидами. 

Результаты. Применение только одного типа субстрата не позволяет получить 
весь спектр 3D структур. Использование 2%-желатина не позволяет сформировать 
сфероиды ни из одной из использованных культур клеток. Для 3D-моделей из 
фибробластов больше подходит субстрат из 2%-агарозы, а из опухолевых клеток – 
Matrigel™; применение низкоадгезивного планшета Nunclon™ Sphera™ 
предпочтительнее для культивирования 3D-2 сфероидов, чем применение 
планшета Eppendorf, на котором происходит адгезия сфероидов. Применение 
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РАЗДЕЛ V

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ

3D-3-МОДЕЛЬ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ, СОСТОЯЩАЯ ИЗ ОПУХОЛЕВЫХ,  
СТРОМАЛЬНЫХ И ИММУННЫХ КЛЕТОК *

М. М. Абдурахманова 1,2, С. В. Кулемзин 3, Т. Н. Беловежец 3, В. А. Рихтер 1, О. А. Коваль 1,2, А. А. Нуштаева 1

1 Институт химической биологии  
и фундаментальной медицины СО РАН, Новосибирск 

2 Новосибирский государственный университет 
3 Институт молекулярной и клеточной биологии СО РАН, Новосибирск

  m.abdurakhmanova98@gmail.com

Аннотация 
Известно, что микроокружение опухоли играет ключевую роль в прогрессии рака. Микроокружение опухоли состоит 

из иммунных, стромальных, эндотелиальных клеток и белков внеклеточного матрикса. Получение гетерогенных моделей 
рака молочной железы (РМЖ) востребовано для разработки новых подходов к противоопухолевой терапии и исследования 
межклеточного взаимодействия в канцерогенезе.

Цель исследования состояла в разработке, оптимизации способов культивирования гетерогенной 3D-3-
модели рака молочной железы и оценке киллерной активности NK-клеток в составе гетерогенных сфероидов.

Для получения гетерогенных сфероидов РМЖ в качестве опухолевого компонента были выбраны культуры 
клеток линий MCF-7, MDA-MB-231 и SK-BR-3, в качестве стромального компонента — персональная культура 
фибробластов BN120f, а в качестве иммунного компонента — NK-подобные клетки линии YT. Было выбрано две 
техники получения сфероидов: 1) с использованием MatrigelTM в качестве подложки; 2) с использованием низко-
адгезивного пластика в комбинации со средой DMEM/F12 с добавлением ростовых факторов. Культивирование 
сфероидов проводили в режиме: 1) моно-культивирования (3D) только опухолевых клеток; 2) со-культивирования 
опухолевых и стромальных клеток (3D-2); 3) со-культивирования опухолевых, стромальных и иммунных клеток 
(3D-3).

При высевании суспензии клеток на MatrigelTM показано, что опухолевые клетки формируют 3D-структуры, 
а гетерогенные 3D-2-сфероиды. В большинстве случаев наблюдались признаки прикрепления к субстрату. 
При использовании низкоадгезивного пластика Nunclon Sphera в комбинации со средой DMEM/F12 с добавлени-
ем ростовых факторов были получены одиночные сфероиды с возможностью контроля их размера в динамике.

Для визуализации трех типов клеток в совместной 3D-3-модели были получены опухолевые клетки, ста-
бильно экспрессирующие красный флуоресцентный белок mKate2, стромальные клетки, стабильно экспрессиру-
ющие зеленый флуоресцентный белок eGFP и NK-клетки, экспрессирующие синий флуоресцентный белок BFP.

В результате было показано, что стромальные клетки формируют внутренний каркас сфероидов, а опу-
холевые клетки — их внешний слой. Фибробласты способствуют самоорганизации сфероидов в более плотные 
и крупные структуры [1].

Для оценки проникновения NK-клеток в опухолево-стромальные сфероиды были приготовлены препараты 
«давленных сфероидов». Для сфероидов из клеток MDA-MB-231 было показано, что стромальные клетки при-
влекали NK-клетки внутрь 3D-2-модели, усиливая их цитотоксическую активность, в сравнении с 3D-моделью. 
В 3D-3-модели из клеток MCF-7, NK-клетки локализовались рядом с популяцией стромальных клеток, без про-
явления киллерной активности. Проникновение NK-клеток в опухолево-стромальные сфероиды из клеток SK-
BR-3 происходило менее эффективно, в связи с крупными размерами сфероидов.

 * Исследование поддержано грантом РНФ № 20–74–10039. 
© М. М. Абдурахманова, С. В. Кулемзин, Т. Н. Беловежец, В. А. Рихтер, О. А. Коваль, А. А. Нуштаева, 2022
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Таким образом, была сконструирована гетерогенная 3D-3-модель рака молочной железы, позволяющая ис-
следовать взаимодействие между опухолевыми, стромальными и иммунными клетками в опухоли.
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Гетерогенные клеточные сфероиды  
злокачественных опухолей молочной железы

М. М. Савинкова1, М. С. Ермаков2

1Новосибирский государственный университет 
2Институт химической биологии  

и фундаментальной медицины СО РАН, Новосибирск

Опухолевые сфероиды являются широко используемой моделью in vitro в доклини-
ческих исследованиях, воспроизводя наличие градиентов кислорода и питательных 
веществ. Однако, большинство современных 3D-моделей состоят только из одного 
типа клеток, в то время как для того чтобы быть физиологически релевантной, модель 
должна быть гетерогенной. 3D-2 клеточная модель состоит из опухолевых и стромаль-
ных клеток. Такая гетерогенная модель учитывает сложные межклеточные взаимодей-
ствия в микроокружении опухоли. Цель исследования: конструирование гетерогенных 
3D-2-клеточных моделей ЗОМЖ и анализ пролиферативной и инвазивной способности 
клеток при стимуляции 17β-эстрадиолом (E2) и трансформирующим фактором роста 
бета (TGF-β). В качестве опухолевых клеток использовали клетки линии MCF-7, ими-
тирующие гормон-зависимый тип опухоли, MDA-MB-231 и SK-BR-3, имитирующие 
гормон-независимый тип опухоли, в качестве стромальных клеток — персональные 
культуры фибробластов BrC4f и BrC120f, полученные из опухолевых образцов пациен-
тов с диагнозом рак молочной железы, и фибробласты здоровой ткани BN120f. E2 сти-
мулировал пролиферацию клеток MDA-MB-231 при моно-культивировании, что, воз-
можно, связано с экспрессией сплайс-варианта ERα36 в клетках, связанного с агрессив-
ным фенотипом клеток. E2 оказал влияние на самоорганизацию сфероидов культуры 
MCF-7 при моно- и сокультивировании. Это отражалось в увеличении их плотности, 
что сопровождалось самоорганизацией в микроткань. TGF-β стимулировал пролифера-
цию клеток гормон-независимых культур SK-BR-3 и MDA-MB-231 в 3D-2 сфероидах, 
что может быть связано с реализацией в них TGFβ/HER2/EGFR сигналинга. Анализ 
инвазивного потенциала опухолевых клеток выявил, что со-культивирование со стро-
мальными клетками стимулирует выход клеток только для культуры MDA-MB-231. 
Стимуляция TGF-β снижала выход клеток из 3D-2 моделей, а стимуляция E2 — повы-
шала инвазивный потенциал. В результате проделанной работы были оптимизированы 
условия для конструирования гетерогенных сфероидов ЗОМЖ, способных имитиро-
вать опухолевую ткань.

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ № 20-74-10039.

Научный руководитель — канд. биол. наук А. А. Нуштаева


	Page 1

