
Актуальная биотехнология 
№3 (34), 2020 

  
361 

УДК 576.3 
3D КО-КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК КОЛОРЕКТАЛЬНОГО РАКА И НОРМАЛЬНЫХ 

ФИБРОБЛАСТОВ КАК МОДЕЛЬ РЕКРУТИРОВАНИЯ ФИБРОБЛАСТОВ В ОПУХОЛЬ 
О.А. Ракитина1, Д.А. Дидыч1, Н.И. Игнатова2, Г.В. Шаронов2, А.И. Кузьмич1 

1 Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, 
Москва, Россия 

2 НИИ экспериментальной онкологии и биомедицинских технологий ПИМУ, Нижний Новгород, 
Россия 

Опухолевая строма играет важную роль в формировании и развитии опухолей, а также может 
определять ответ опухоли на терапию. Одним из важных компонентов опухолевой стромы являются 
опухоль-ассоциированные фибробласты, или ОАФ. Эти клетки представляют собой рекрутированные 
в строму опухоли фибробласты, которые активируются раковыми клетками. В результате такой 
активации, фибробласты приобретают фенотип, характеризующийся пролиферацией, продукцией 
компонентов внеклеточного матрикса и его ремоделированием, а также выделением цитокинов и 
факторов роста, способствующих метастазированию опухоли. В связи с этим, взаимодействия раковых 
и стромальных клеток, в частности, ОАФ, сейчас активно изучаются, т. к. они могут стать 
перспективными прогностическими маркерами, а также мишенями противоопухолевой терапии [1,2]. 
Изучение взаимодействий раковых клеток и ОАФ in vivo может быть ограничено некоторыми 
факторами (низкое содержание ОАФ в опухоли; сложность выделения ОАФ из опухолей в связи с 
отсутствием генов-маркеров, однозначно определяющих ОАФ; расходы на содержание лабораторных 
животных и т. д.). В связи с этими ограничениями, разработка in vitro систем, моделирующих 
взаимодействие раковых клеток и ОАФ, является актуальной задачей. В данной работе было изучено, 
могут ли ко-культуры клеток колоректального рака и нормальных фибробластов кожи человека в 
трехмерном коллагеновом геле моделировать процесс рекрутирования фибробластов в опухоль, и 
зависят ли каким-то образом наблюдаемые фенотипические изменения от эпителиально-
мезенхимальных свойств раковых клеток. 

Для ко-культивации были выбраны две клеточные линии колоректального рака человека, с 
различным фенотипом – линия HT29 (эпителиальная [3]) и SW480 (мезенхимальная [3]). Фибробласты 
кожи (NF) метили флуоресцентным красителем CMFDA, после чего раковые клетки ко-
культивировали с фибробластами кожи в трехмерном коллагеновом геле в течение 5 суток. Затем 
клетки извлекали из геля при помощи трипсина, окрашивали йодидом пропидия для дискриминации 
мертвых клеток, и разделяли раковые клетки и фибробласты с помощью FACS. В качестве контролей 
использовали культивированные в тех же условиях монокультуры раковых клеток и фибробластов. Из 
собранных популяций клеток выделяли РНК, которую подвергали RNA-seq анализу. 

Анализ данных RNA-seq выявил, что при ко-культивации раковые клетки и фибробласты 
оказывают значительное влияние друг на друга. В раковых клетках HT29 в результате ко-культивации 
увеличивалась (более чем в 2 раза) экспрессия 2444 генов и уменьшалась (более чем в 2 раза) 
экспрессия 2702 генов. В раковых клетках SW480 в результате ко-культивации увеличивалась 
экспрессия 2652 генов и уменьшалась экспрессия 2171 генов. В NF из ко-культуры с HT29 в результате 
ко-культивации увеличивалась экспрессия 334 генов и уменьшалась экспрессия 135 генов. В NF из ко-
культуры с SW480 в результате ко-культивации увеличивалась экспрессия 478 генов и уменьшалась 
экспрессия 219 генов. Функциональная аннотация ап-регулируемых генов на основе Gene Ontology 
Biological Processes позволила выявить, что в раковых клетках из обеих ко-культур существенно 
активируются процессы пролиферации и репарации ДНК, в то время как в фибробластах из обеих ко-
культур активируются гены, связанные с ремоделированием внеклеточного матрикса, 
дифференцировкой мезенхимальных клеток, ответом на гипоксию и ранообразованием. 

Дополнительно мы оценили уровень экспрессии генов, определяющих эпетелиально-
мезенхимальные свойства клеток, с помощью EMT phenotype scoring, описанного в статье [4]. В 
качестве взвешивающих коэффициентов использовали коэффициенты, рассчитанные авторами [4] для 
колоректального рака. EMT phenotype scoring подтвердил существенно более эпителиальный фенотип 
HT29 по сравнению с SW480. При этом линия SW480 находится в промежуточном состоянии между 
HT29 и фибробластами кожи, т. е. она не до конца потеряла свои эпителиальные свойства. В результате 
ко-культивации существенных изменений экспрессии генов, определяющих эпетелиально-
мезенхимальные свойства клеток, обнаружено не было. 
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Кроме того, был оценен уровень экспрессии известных генов-маркеров ОАФ. Из 24 найденных 
в литературе маркеров [5–12], экспрессия 4 (ACTA2, DES, POSTN и TNC) активировалась в 
фибробластах при ко-культивации с раковыми клетками. При этом более эпителиальная линия HT29 
активировала экспрессию маркеров ОАФ в фибробластах сильнее, чем более мезенхимальная линия 
SW480. 

В ходе анализа изменений уровня экспрессии генов, связанных с синтезом и ремоделированием 
внеклеточного матрикса (ВМ), было обнаружено, что при ко-культивации в раковых клетках 
подавлялась экспрессия генов, связанных с катаболизмом ВМ, в то время как в фибробластах 
активировались гены, связанные с биосинтезом и ремоделированием ВМ. 

Наблюдаемые изменения экспрессии генов в фибробластах, согласно [13], соответствуют 
процессам, происходящим при рекрутировании новых фибробластов в опухоль. К этим процессам 
относятся активация экспрессии некоторых генов-маркеров ОАФ и образование плотного ВМ. 

Таким образом, при ко-культивации в такой модели раковые клетки и фибробласты оказывают 
значительное влияние друг на друга. Такая модель может использоваться для изучения молекулярных 
механизмов, опосредующих взаимодействие раковых клеток и рекрутированных фибробластов в 
опухолевом микроокружении. Кроме того, на таких моделях можно тестировать различные 
терапевтические подходы, нацеленные на разрушение взаимодействия раковых клеток и ОАФ. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 17–00–00194 
(17–00–00190). 
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