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Проблематика. Основна проблема лікування ракових захворювань полягає в тому, що прогноз перебігу 
захворювання залежить від субпопуляційного складу первинної пухлини та здатності пухлини віднов-
люватися й утворювати метастази. Згідно з останніми дослідженнями, агентами, які забезпечують са-
мовідновлення пухлини після опромінення та хіміотерапії, є стовбурові пухлинні клітини (СПК). Од-
ним зі способів виділення цих клітин є формування багатоклітинних пухлинних сфероїдів. Метод 
збагачення таких сфероїдів СПК може бути використаний для тестування комплексної протипухлин-
ної терапії, спрямованої на популяцію СПК in vitro. Деякі дослідження продемонстрували тісний 
зв’язок СПК та інтерферонів під час проліферації та прогресії пухлини. Тому важливо оцінити чут-
ливість популяції СПК до дії інтерферону на моделі багатоклітинних пухлинних сфероїдів. 
Мета. Дослідити чутливість популяцій клітин лінії MCF-7 до дії ІФНα-2b на моделі багатоклітинних 
пухлинних сфероїдів, збагачених СПК. 
Методика реалізації. Для збагачення багатоклітинних сфероїдів стовбуровими пухлинними клітинами 
адгезивні клітини моношарової культури лінії MCF-7 (аденокарцинома молочної залози людини) 
трипсинізували і культивували на орбітальному шейкері у безсироваткових умовах із додаванням 
ростових факторів (фактора росту фібробластів, епідермального фактора росту, інсуліну і 
гідрокортизону) та 2 % карбоксиметилцелюлози. З метою дослідження прямої дії ІФНα-2b (фактора 
мікрооточення пухлини) на популяції клітин до планшетів з клітинними агрегатами додавали 
ІФНα-2b у концентрації 102 і 104 МО/мл та інкубували протягом 48 год. Підрахунок кількості клітин 
проводили за допомогою рутинного методу з використанням трипанового синього та гемоцитометра. 
Морфометричний аналіз проводили вимірюванням об’ємів сфероїдів, використовуючи програмне 
забезпечення Stemi2000 (Zeiss, Німеччина) і формулу Б’єрквіга. Експресію рецепторів аналізували 
після двох днів інкубації з використанням первинних моноклональних антитіл CD24 (Sigma, США), 
CD44 (Sigma, США), CD133 (Sigma, США), bmi-1 (Sigma, США). Для статистичної обробки даних 
застосовували однофакторний аналіз дисперсії та t-Student тестування з програмним пакетом Statistica 8. 
Достовірними вважали відмінності при р  0,05. Для кожного отриманого результату визначали 
показники середнього арифметичного (М) і стандартної похибки середнього арифметичного (m). 
Результати. За допомогою імуногістохімічного аналізу було показано наявність клітин, які 
експресують рецептори, характерні для СПК молочної залози (CD24, CD44, CD133, bmi-1) у культурі 
багатоклітинних пухлинних сфероїдів, що культивували в безсироваткових умовах із додаванням 
ростових факторів. Оскільки клітини отримані з монокультури пухлинних клітин, то можна  
припустити, що саме СПК виявляються за відповідними маркерами, а не клітини строми, для яких 
також можлива експресія цих рецепторів. Отримано дані про вплив ІФНα-2b на гетерогенну 
популяцію пухлинних і стовбуровоподібних клітин. Так, виявилося, що цей цитокін впливає на 
зниження середнього об’єму клітинних агрегатів на 16 та 25 % за концентрації 102 та 104 МО/мл 
відповідно, а також пригнічує проліферацію клітин на 13 % за концентрації ІФНα-2b 104 МО/мл 
порівняно з контрольними зразками. Подальше інкубування сфероїдів з ІФНα-2b приводить до 
зниження середнього значення і медіани об’ємів сфероїдів на 48 та 74 % за концентрації цитокіну   
102 та 104 МО/мл відповідно порівняно з контрольними зразками. ІФНα-2b дозозалежно сприяє 
розпаду багатоклітинних пухлинних сфероїдів, збагачених СПК, та формуванню великої кількості 
дрібних клітинних агрегатів і поодиноких клітин лінії MCF-7. 
Висновки. ІФНα-2b можна розглядати як допоміжний агент для розробки і тестування комплексної 
протипухлинної терапії, що спрямована на активацію СПК, з одночасним впливом хіміотерапії на 
моделі багатоклітинних пухлинних сфероїдів лінії MCF-7, збагачених цими клітинами in vitro.  

Ключові слова: багатоклітинні пухлинні сфероїди; стовбурові пухлинні клітини; інтерферон альфа; 
MCF-7. 
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Вступ 

Основна проблема лікування ракових за-

хворювань полягає в тому, що прогноз перебігу 

захворювання значною мірою залежить від суб-

популяційного складу первинної пухлини та 

здатності пухлини відновлюватися й утворювати 

метастази. Згідно з даними [1], агентами, які 

забезпечують самовідновлення пухлини після 

опромінення та хіміотерапії, є стовбурові пух-

линні клітини (СПК). Вони становлять менше 

1 % усіх клітин новоутворення, проте здатні сут-

тєво впливати на перебіг захворювання. Існують 

докази на користь існування СПК при лейкемії, 

мієломі, пухлинах мозку, раку молочної залози 

(РМЗ) [2]. У деяких працях підтверджується 

припущення про те, що канцерогенез у молоч-

ній залозі та інших органах може бути результа-

том трансформації нормальних стовбурових 

клітин (СК) і/або прогеніторних клітин, яка 

була викликана порушенням регуляції шляхів 

самооновлення [3]. Так, низка дослідників [4] 

показали, що лише невеликі субпопуляції 

CD133-позитивних клітин різних пухлин лю-

дини ведуть себе як пухлино-ініціюючі клітини. 

Ці клітини проліферують у культурі клітин у 

недиференційованому стані, підтримують ріст 

пухлин мишей NOD/SCID після ксенотранс-

плантації та викликають утворення пухлин, що 

фенотипово не відрізняються від первинних 

пухлин людини. Саме СПК розглядаються нині 

як причина стійкості пухлин до радіо- та хіміо-

терапії, виникнення рецидивів і метастазів [5]. 

Ці клітини також відрізняються від пухлинних 

клітин здатністю до саморегуляції протягом 

тривалого часу, можливістю диференціювання в 

прогеніторні, але не пухлинні клітини. Отже, 

наразі існує необхідність пошуку нових методів 

лікування, спрямованих на дестабілізацію СПК 

через вплив на мембранні маркери та сигнальні 

молекули, переривання внутрішньоклітинних 

сигнальних шляхів та зміну складу і функцій 

мікрооточення.  

 Відносно невелика кількість стовбурових 

клітин у пухлині створює проблему пошуку спе-

цифічних маркерів. Активне використання маг-

нітних сепараторів і клітинних сортерів сприяло 

виявленню специфічних маркерів, характерних 

для СПК, таких як CD44, CD133, Oct4, Sox2, 

Nanog, ALDH-1, ABCG і CXCL12, bmi-1 [6], для 

ізоляції та виділення цих клітин. Паралельно 

з’явився метод культивування багатоклітинних 

пухлинних сфероїдів (БПС) in vitro. Деякими 

авторами пропонується використовувати такі 

якості СПК, як незалежність від субстрату, 

стійкість до умов мікрооточення та морфомет-

ричні показники для селективного відбору цих 

клітин [7]. Сфероїдну культуру клітин викори-

стовують як метод збагачення стовбуровими 

клітинами, що заснований на їх властивостях 

рости без прикріплення до субстрату. До-

слідники заявляють про використання культури 

багатоклітинних сфероїдів для виділення, збага-

чення, підтримки або розширення потенційних 

субпопуляцій СПК за різних видів раку [8]. 

Клітини, що утворюють сфероїди, мають стов-

бурові властивості та експресують маркери 

СПК [9]. Здатність до утворення неадгезивних 

сфероїдів продемонстрована для СПК різного 

походження і є важливою властивістю остан-

ніх [10]. Джерела і типи ракових клітин для 

утворення пухлинних сфероїдів можуть бути 

різними, проте загальні процедури збагачення їх 

СПК in vitro ідентичні й засновані на унікальній 

здатності СК виживати та рости у формі сфе-

ричних структур в умовах обмеженого надход-

ження поживних речовин [11]. Суспензійне 

культивування у безсироваткових умовах із до-

даванням ростових факторів, необхідних для ви-

живання і поділу стовбурових клітин, створює 

своєрідний добір клітин. Тобто пухлинні клі-

тини не отримують у достатній кількості по-

живні речовини, і частина з них гине, а стовбу-

ровоподібні клітини переживають несприятливі 

умови, розмножуються асиметричним поділом, 

і їх розвиток підтримується ростовими факто-

рами. Іншим механізмом збагачення сфероїдів 

СПК, можливо, є здатність зрілих пухлинних 

клітин дедиференціюватися в СПК за умов об-

меження в поживних речовинах та кисні. Ме-

ханізми дедифернціювання досі залишаються 

не вивченими.  

Сфероїди, отримані з пухлин (плаваючі 

сфери), відіграють роль сурогатних систем для 

оцінки характеристик СПК in vitro. Головна 
особливість таких сфероїдів – це збагачення пух-

линної популяції клітинами, що мають характе-

ристики СК [12]. Сфероїдні культури корисні 

для моделювання тканинної архітектури, до-

слідження особливостей сигнальних шляхів і 

мікрооточення, інвазії та імунної відповіді клітин 

при розвитку раку, а також для вивчення власти-

востей СПК. Сьогодні ці культури мають важ-

ливе прикладне значення, оскільки можуть слу-

гувати як новий інструмент для раннього тесту-

вання ліків і потенційної терапії для лікування 

захворювань [13]. Використання 3D-культур, 
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збагачених СПК (зБПС), дає можливість підви-

щити передбачуваність ефективності та токсич-

ності препаратів щодо пухлинної популяції ще 

до клінічних випробувань. 

Відомо, що мікрооточення клітин у зоні 

запального процесу є невід’ємною складовою 

ніші СПК. Ці клітини мають тісний зв’язок із 

мікрооточенням пухлини, відіграють ключову 

роль у прогресії пухлини і метастазів [14]. За-

пальні реакції відіграють важливу роль на всіх 

стадіях розвитку пухлини, таких як ініціація 

раку, набуття злоякісних фенотипів, внутріш-

ньосудинне розповсюдження і метастазування. 

Ці дані послужили підставою широкого викори-

стання в онкології терапевтичних агентів, які 

можуть впливати на відновлення функції імун-

ної системи. До найбільш важливих регуляторів 

імунної системи людини належать інтерферони 

(ІФН). Вони відносяться до групи важливих з 
біологічної точки зору молекул – цитокінів, 

які здатні чинити пряму та опосередковану дію 

на пухлинні клітини. Так, інтерферони мають 

антипроліферативні, противірусні та імуномо-

дулювальні властивості. Інтерферони І типу 

(ІФНα, ІФНβ, ІФНϖ) також беруть участь у 

процесах диференціювання клітин і протипух-

линного захисту і, крім того, здатні підвищувати 

чутливість пухлинних клітин до хіміо- та проме-

невої терапії [15]. Антипроліферативна актив-

ність здійснюється через активацію JAK STAT 

сигнальних шляхів, яка перешкоджає шляху 

МАРК, що контролює різноманітні процеси в 

клітині, такі як проліферація, диференціюван-

ня, виживаність і апоптоз. Під час проведення 

монотерапії або комбінованої терапії з іншими 

протипухлинними ліками як антипроліфератив-

ний агент використовується IFNα-2b [16]. Деякі 

дослідження продемонстрували тісний зв’язок 

СПК й інтерферонів під час проліферації та 

прогресії пухлини [17, 18]. Тому важливо оці-

нити чутливість популяції СПК до дії інтерфе-

рону в зБПС як моделі первинної пухлини, зба-

гаченої цими клітинами. 

Отже, метою дослідження було проаналі-

зувати чутливість популяцій клітин лінії MCF-7 

до дії ІФНα-2b на моделі зБПС. 

Матеріали і методи 

Культивування моношарової (2D) культури 
клітин. Клітинна лінія MCF-7 (аденокарцинома 

молочної залози) була люб’язно надана банком 

клітинних ліній людини і тварин Інституту 

експериментальної патології, онкології і радіо-

біології ім. Р.Є. Кавецького НАН України. 

Клітини цієї лінії культивували за стандартних 

умов (37 C, 5 % CO2, вологість 95 %) на сте-

рильних культуральних флаконах для росту 

культур площею 25 см2 з вентильованою криш-

кою (Nest, США) у повному живильному сере-

довищі (ПЖС): DMEM (Sigma, США), з 10 % 

фетальної бичачої сироватки (FBS, Sigma, 

США), 2  ммоль L-глютаміну (Sigma, USA), 

40 мг/мл гентаміцину (Biopharma, Україна). По-

чаткова щільність культури клітин становила 

2  104 клітин/см2. Клітини використовували в 

експерименті після двох днів інкубації. 

Культивування сфероїдної (3D, зБПС) куль-
тури клітин, збагаченої СПК. У роботі викори-

стовували метод культивування БПС, який дає 

змогу збагачувати їх СПК [19]. Для початкового 

генерування зБПС клітини моношарової куль-

тури в кількості 3  106 клітин були видалені із 

субстрату, із використанням 0,25 % трипсин-

ЕДТА, і перенесені в ПЖС без додавання фе-

тальної бичачої сироватки, що містило додат-

ково 2 % карбоксиметилцелюлози (Bio-Rad, 

США), фактор росту фібробластів (FGF, Sigma, 

США) та епідермальний фактор росту (EGF, 

Sigma, США) у концентрації 20 нг/мл, а також 

5 мкг/мл інсуліну (фармасулін, Фармак, Україна) 

і 1 мкг/мл гідрокортизону (гідрокортизон аце-

тат, Фармак, Україна). Потім клітини інкубу-

вали на орбітальному шейкері PSU-10i (Biosan, 

Латвія) за 80 об/хв протягом 3–5 год лише в 

перший день культивування, після чого клітини 

росли в інкубаторі без перемішування. Поло-

вину культурального середовища змінювали 

кожні 3 дні. За таких умов сфероїдну культуру 

підтримували протягом 7 днів. 

Дослідження чутливості популяцій зБПС до 
дії ІФНα-2b. З метою дослідження дії ІФНα-2b 

на популяції клітин у зБПС до планшетів 

(24 лунки, вкриті 1 %-ним агаром, Sarstedt, 

США) з культурами клітин додавали ІФНα-2b у 

концентрації 102 і 104 МО/мл та інкубували 

протягом 48 год. Як джерело інтерферону 

використовували лікарський препарат Лаферо-

біон (Біофарма): ліофілізат у вигляді порошку 

3 млн МО, допоміжні речовини: хлорид натрію, 

декстрин-70, калій дигідрофосфат, динатрію 

фосфат додекагідрат. Сухий порошок розводили 

водою для ін’єкцій та отримували стоковий 

розчин 3  106 МО в 1 мл. Перераховували кон-

центрацію ІФНα-2b на 1  мл культурального 

середовища і додавали до культуральних план-

шетів із клітинами (в 1 мг ІФНα-2b – 2  10
8 МО). 
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Підрахунок кількості клітин проводили за до-

помогою рутинного методу з використанням 

трипанового синього та гемоцитометра. У клі-

тинну суспензію додавали розчин 0,1 %-ного 

трипанового синього у співвідношенні 1:1. Цей 

барвник забарвлює тільки мертві клітини. 

Кількість живих і мертвих клітин підраховували 

у клітинних агрегатах та суспензії клітин, які не 

формували сфероїдів. 

Морфометричне дослідження пухлинних 
сфероїдів. Для аналізу впливу ІФНα-2b на роз-

міри зБПС у 3D-культурі оцінювали фотогра-

фуванням та вимірюванням розмірів агрегатів 

після 7 днів культивування. Програмне забезпе-

чення Stemi2000 (Zeiss, Німеччина) використо-

вували для обробки зображень, а об’єм агрегатів 

був розрахований за формулою Б’єрквіга: 

V = 0,4  a  b2, 

де а – більший діаметр, b – менший діаметр, 

0,4 – коефіцієнт, визначений спеціально для 

сфероїдів [20].  

Дослідження рецепторного профілю клітин 
MCF-7. Для оцінки експресії маркерів (CD24, 

CD44, CD133, bmi-1), характерних для СПК, 

зБПС заливали у гістологічні блоки і про-

водили стандартну процедуру виготовлення 

постійних препаратів. Далі проводилося імуно-

гістохімічне забарвлення за протоколом, реко-

мендованим для пероксидазної системи де-

текції PolyVue (HRP/DAB Detection System, 

Diagnostic BioSystems, США). Експресію рецеп-

торів аналізували після двох днів інкубації з 

використанням первинних моноклональних 

антитіл CD24 (Sigma, США), CD44 (Sigma, 

США), CD133 (Sigma, США), bmi-1 (Sigma, 

США). Зрізи товщиною 6 мкм дозабарвлювали 

гематоксиліном і заключали в канадський 

бальзам. Гістологічні зразки клітин фото-

графували для дослідження експресії рецепто-

рів у сфероїдній культурі клітин (Мікроскоп 

Carl Zeiss Fluoval, Stem-2000C, Німеччина, 

камера Canon IXUS 210). У препаратах до-

сліджуваних культур визначали кількість імуно-

позитивних (забарвлених клітин) у 10 довільно 

вибраних полях зору мікроскопа для кожного 

зразка з використанням вимірювальної шкали і 

за однакового збільшення. Підраховували не 

менше 200 клітин. Визначали відсоток імуно-

позитивних клітин, покладаючи загальну кіль-

кість клітин за 100 %. 

Статистичні методи. Для статистичної 

обробки даних застосовували однофакторний 

аналіз дисперсії та t-Student тестування з про-

грамним пакетом Statistica 8. Достовірними вва-

жали відмінності при р  0,05. Для кожного 

отриманого результату визначали показники 

середнього арифметичного (М) і стандартної 

похибки середнього арифметичного (m). 

Результати 

Виявлення експресії маркерів СПК у культурі 
зБПС. Створення сприятливих умов для росту 

клітин із характеристиками СПК дає змогу 

аналізувати ці клітини в тісному зв’язку з 

пухлинними клітинами. Так, існує метод зба-

гачення БПС стовбуровоподібними клітинами 

за допомогою культивування їх у безсироват-

кових умовах та додавання ростових факторів 

(фактора росту фібробластів, епідермального 

фактора росту). Такі умови сприяють росту 

стовбуровоподібних клітин та обмежують актив-

ний ріст пухлинних клітин. Після переведення 

клітин з адгезивними характеристиками в умови 

субстратнезалежного росту клітини багатоклі-

тинних сфероїдів починають генерувати клітини, 

позитивні за маркерами CD133, CD44, CD24 та 

bmi-1 (рис. 1), причому відносний вміст клітин, 

які експресують CD24 (10 %), менший порівняно 

з іншими маркерами в моношаровій культурі 

клітин, БПС та зБПС. Кількість імунопози-

тивних клітин CD133, CD44, CD24 та bmi-1 

становила 10 % у 2D-культурі клітин, у БПС – 

10 %, а в зБПС – 20 % (рис. 1). Найбільш 

виражена експресія маркерів СПК спостері-

гається у зовнішніх шарах сфероїда. Проте 

внутрішні шари сфероїда також містять СПК-

позитивні клітини, що зі свого боку свідчить 

про існування популяції клітин, які можуть 

переживати несприятливі умови, оскільки 

всередині сфероїда клітини отримують меншу 

кількість поживних речовин та кисню. Відомо, 

що гіпоксичні умови сприяють росту СПК, 

вони можуть перебувати у дормантному стані за 

таких умов і здатні до самооновлення [21]. 

Так, на рис. 1а показана експресія маркера 

самооновлення bmi-1 як у зовнішніх, так і у 

внутрішніх шарах сфероїда. Виявлено, що екс-

пресія CD44 (рис. 1б) більш виражена порів-

няно з CD24 (рис. 1г). Водночас імунопозитивні 

клітини за маркером CD133 також виявляються 

у всіх шарах сфероїда як у БПС, так і в зБПС 

(рис. 1в). Ці дані свідчать на користь існування 

популяції стовбуровоподібних клітин у зБПС, 

адже наявність високого рівня експресії CD44 і 
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одночасно низького рівня експресії CD24 харак-

терна для СПК раку молочної залози [22]. Отже, 

виявлення експресії маркерів СПК у зБПС дає 

можливість використовувати цю модель у дослі-

дженнях СПК і може бути використане для ство-

рення та тестування системної протипухинної 

терапії, спрямованої на ці клітини. 

Дослідження впливу ІФНα-2b на культуру 
зБПС. Сфероїдотвірна здатність пухлинних клі-

тин корелює з фенотипом СПК, тому за допо-

могою визначення об’єму і кількості клітин у 

клітинних агрегатах можна визначити пухлино-

твірну активність ракових клітин, які походять 

від визначеної кількості висіяних клітин [23]. 

У роботі було досліджено вплив ІФНα-2b 

на зБПС. Для цього проводили вимірювання 

об’ємів клітинних агрегатів (метод морфо-

метрії), а також підрахунок кількості живих і 

мертвих клітин в усій суспензійній фракції. Так, 

на рис. 2 показано вплив ІФНα-2b на фор-

мування БПС у середовищі, сприятливому для 

росту СПК. На мікрофотографіях показана до-

зозалежна дезагрегація пухлинних агрегатів, при 

цьому контакти між клітинами руйнуються і 

утворюється велика кількість дрібних сфероїдів 

та окремих клітин. Виявилося, що на 2-гу добу 

культивування середній об’єм зБПС зменшу-

ється на 16 та 25 % при інкубуванні з ІФНα-2b 

за концентрацій 102 і 104 МО/мл відповідно 

порівняно з контрольними зразками (рис. 3). У 

той же час кількість живих клітин знизилась на 

13  % за концентрації ІФНα-2b 104 МО/мл 

порівняно з контрольними зразками. За кон-

центрації 102 МО/мл кількість живих клітин у 

суспензійній фракції статистично не відрізня-

лась від контролю, спостерігалось лише незнач-
не збільшення кількості загиблих клітин – на 

9 % – від початкового стану (рис. 4). 

Отже, після 48 год культивування культура 

зБПС чутлива до дії ІФНα-2b лише за концен-

трації 104 МО/мл. Збільшення кількості мертвих 

клітин на 10 % за цієї ж концентрації ІФНα-2b 

відбулося, можливо, за рахунок цитотоксичної 

дії цього цитокіну саме на пухлинні клітини. 

Можна помітити, що сумарна кількість живих і 

мертвих клітин за концентрації 104 МО/мл  

виявляється меншою, ніж за концентрації 

102 МО/мл та в контрольній групі. Таке явище 
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Рисунок 1: Експресія маркерів СПК (Bmi-1, CD44, CD133, CD24) клітинами лінії MCF-7 моношарової культури клітин, 
БПС та зБПС лінії MCF-7: (а) Bmi-1, (б) CD44, (в) CD133, (г) CD24; імуногістохімія: імунопозитивні клітини забарвлені 
в коричневий колір (система детекції PolyVueHRP/DAB Diagnostic BioSystems, США), моноклональні антитіла Bmi-1 

(Sigma, США), CD44 (Sigma, США), CD133 (Sigma, США), CD24 (Sigma, США) гематоксилін, 100 
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може бути характерним для культури БПС, адже 

пухлинні сфероїди містять зону некротичних 

клітин [24], до яких не надходять поживні речо-

вини і кисень. Як відомо, клітини, які йдуть 

шляхом некрозу, втрачають характерну струк-

туру внутрішніх органел і можуть розпадатися 

на окремі частини [25]. Оскільки в роботі вико-

ристовували рутинний метод підрахунку кіль-

кості клітин із використанням гемоцитометра, 

то враховувались лише цілісні мертві клітини, 

забарвлені барвником; пошкоджені фрагменто-

вані клітини, які перейшли у клітинну сус-

пензію при дезагрегації сфероїдів, не враховува-

лися. Подальше інкубування зБПС із ІФНα-2b 

призводить до зниження середнього значення і 

медіани об’ємів сфероїдів на 48 та 74 % за кон-

центрації цитокіну 102 та 104 МО/мл відповідно 

порівняно з контрольними зразками (див. рис. 3). 

Такий ефект ІФНα-2b на зниження об’ємів 

клітинних агрегатів на 7-му добу інкубування 

можна пояснити його здатністю активувати 

сплячі стовбуровоподібні клітини, які збагачу-

ють пул пухлинних клітин [26]. Важливо зму-

сити СПК переходити із режиму “сну” в режим 

“неспання” і далі в активний стан. Саме тому 

виникає потреба в пошуку методів комплексної 

диференціальної терапії. Ідея полягає в тому, 

щоб змусити СПК перезавантажити клітинний 

цикл, тобто перевести їх в активний стан і од-

разу ж знищити протипухлинними агентами, 
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Рисунок 2: Мікрофотографія зБПС при дії ІФНα-2b: (а) контроль, (б) ІФНα-2b у концентрації 102 МО/мл, (в) ІФНα-2b      

у концентрації 104 МО/мл; 7 діб культивування, метод темного поля, 16 

 

Рисунок 3: Середнє значення і медіана об’ємів зБПС лінії 
MCF-7 при дії ІФНα-2b за концентрацій 102 і 104 МО/мл на 

2 і 7-му добу інкубування; *p  0,05 – ІФНα-2b у концен-
трації 102 МО/мл порівняно із середнім об’ємом та 

медіаною об’ємів зБПС контрольної групи, #p  0,05 – 

ІФНα-2b у концентрації 104 МО/мл порівняно із середнім 
об’ємом та медіаною об’ємів зБПС контрольної групи;     

 – контроль зБПС;  – ІФНα 102 МО;  – ІФНα 104 МО 
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Рисунок 4: Кількість живих клітин і мертвих клітин у зБПС 

та суспензійній фракції клітин MCF-7 під впливом ІФНα-2b 

за концентрацій 102 і 104 МО/мл на 2-гу добу інкубування;  

*p  0,05 – порівняно з кількістю живих клітин у контрольній 

групі, #p  0,05 – порівняно з кількістю мертвих клітин у 

контрольній групі;  – живі клітини;   – мертві клітини 
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коли вони вже не “сплять”, проте ще “не захи-

щені”. Наслідком активації СПК є асиметричний 

поділ і диференціація у власне пухлинні клітини 

та збільшення об’єму пухлини. Диференціація 

СПК у ракові клітини підтверджена для різних 

типів раку, в т.ч. раку підшлункової залози [27], 

простати [28], легень [29] і печінки [30]. СПК мо-

жуть диференціюватися в пухлинні клітини, і 

цей процес регулюється зовнішніми та внутріш-

німи факторами, зокрема запальним мікроото-

ченням [31]. Зважаючи на дані літератури щодо 

активації СПК інтерфероном-α [26], ми припус-

каємо, що ІФНα-2b проявляє подвійний вплив 

на популяцію зБПС, а саме виводить популяцію 

СПК зі стану спокою і одразу ж впливає на ці 

та пухлинні клітини в зБПС, тому об’єм клі-

тинних агрегатів не збільшується за рахунок 

цитотоксичної дії цитокіну. Отже, ІФНα-2b 

можна розглядати як допоміжний агент для роз-

робки і тестування комплексної протипухлинної 

терапії, що спрямована на активацію СПК з од-

ночасним впливом хіміотерапії на моделі багато-

клітинних пухлинних сфероїдів лінії MCF-7, зба-

гачених цими клітинами in vitro. 

Обговорення 

Під час виявлення маркерів СПК основ-

ною проблемою є їх неспецифічність, тобто в 

різних пухлинах СПК експресують різні мар-

кери та їх комбінації. У тканині in vivo ці мар-

кери можна виявити не лише на СПК, а й на 

резидентних СК або клітинах-попередниках, на 

елементах строми пухлини або пухлинних клі-

тинах, що не мають властивостей стовбурових. 

Тому лише частина клітин, відібраних за цим 

маркером, може бути віднесена до СПК [32]. 

Проте існує загальновизнана комбінація мар-

керів СПК, характерних для клітин раку молоч-

ної залози (СD133, CD44, CD24, ALDH і т.д). 

Методи магнітної сепарації та сортування 

клітин показали, що популяція клітин РМЗ з 

високою CD44 і низькою CD24 має властивості, 

які характерні для СПК. Тому саме комбінацію 

цих маркерів використовують для виявлення 

популяції СПК у пухлинах молочної залози [33]. 

CD44 являє собою трансмембранний глікопро-

теїн, який відіграє важливу роль у поділі, мігра-

ції, адгезії та передачі сигналів [34]. Він також 

експресується як в ембріональних, так і в дорос-

лих гематопоетичних СК. Висока експресія 

CD44 характерна для багатьох типів раку, зокре-

ма для РМЗ [35]. Іншим важливим маркером 

СПК є CD133, який є трансмембранним гліко-

протеїном і експресується гематопоетичними 

СК, ендотеліальними клітинами-попередника-

ми [36], клітинами гліобластоми, нейронними і 

гліальними СК [37], а також бере участь у рості 

та розвитку пухлинних клітин [38]. Пухлинні 

клітини з фенотипом CD133+ виявляють спе-

цифічні для СК характеристики, такі як само-

оновлення, диференціювання і утворення пух-

лин на моделях мишей NOD-SCID. Після 

ін’єкції CD133+ клітин імунодефіцитним ми-

шам пухлини цих тварин проявляють хіміо- та 

радіорезистентність [39]. Існують також білки, 
пов’язані із самооновленням СПК. Так, bmi-1 – 

білок, необхідний для самооновлення крово-

твірних і нервових СК [40]. Індукована екс-

пресія bmi-1 лікарськими препаратами збіль-

шує популяцію СПК на моделях раку голови та 

шиї [41] і є маркером СПК [42] та несприятли-

вого прогнозу РМЗ [43]. bmi-1 відіграє важливу 

роль у проліферації, інвазії та метастазуванні ра-

кових клітин і резистентності до дії протирако-

вої терапії, а також у підтримці властивостей 

СПК [44]. У нашому дослідженні було виявлено 

популяції клітин, що експресують рецептори 

СПК (CD133, CD24, CD44, bmi-1) у багато-

клітинних пухлинних сфероїдах, культивованих 

за відсутності сироватки та при додаванні росто-

вих факторів. 

Оскільки модель зБПС походить із моно-

культури пухлинних клітин лінії MCF-7, то 

можна вважати, що виявлені маркери вказують 

саме на стовбуровоподібні клітини, адже в ній 

відсутні клітини строми, які могли б також 

експресувати рецептори СПК. Культивування 

сфероїдів в умовах відсутності сироватки ство-

рює несприятливі умови для росту і проліферації 

пухлинних клітин, проте СПК за таких умов пе-

ребувають у дормантному стані. Додавання фак-

торів росту, таких як фактор росту фібробластів і 

епідермальний фактор росту, підтримує ріст і 

асиметричний поділ цих клітин. Було також по-

казано, що гіпоксичні ніші, які формуються під 

час 3D-культивування, можуть сприяти само-

оновленню вже існуючих СПК або дедиферен-

ціюванню зрілих пухлинних клітин [45]. Однак 

ці дані потребують подальших досліджень.  

Як відомо, ІФНα-2b відіграє важливу роль 

не лише в противірусній імунній відповіді, але 

й у природному і терапевтично індукованому 

імунологічному контролі, не пов’язаному з віру-

сами злоякісних новоутворень [46]. Цей цитокін 

проявляє пряму цитотоксичну дію на пухлинні 
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клітини в культурі клітин у доклінічних до-

слідженнях [47]. Застосування ІФН-терапії при 

солідних новоутвореннях, таких як меланома, 

карцинома нирок, саркома Капоши, рак молоч-

ної залози, дало позитивний результат [48]. 

ІФНα-2b має плейотропну дію: не лише стиму-

лює протипухлинну імунну відповідь, але і 

напряму впливає на проліферацію та вижи-

ваність пухлинних клітин. Проте, як виявилось, 

це ще не всі позитивні ефекти, якими характе-

ризується цей цитокін. У праці [26] показана та-

кож здатність ІФНα-2b посилювати експресію 

маркерів СПК. Автори виявили, що ІФНα-2b 

може збагачувати СПК пухлину, в той же час 

вбиваючи основну частину пухлинних клітин. 

Іншою групою вчених було показано, що в ге-

матопоетичних клітинах гранулоцитарний коло-

нієстимулювальний фактор, триоксид миш’яку 

та ІФНα-2b ефективно активують “сплячі” стов-

бурові клітини і тим самим можуть послаблювати 

резистентність до протипухлинної терапії [49].  

У нашій роботі також було показано, що 

ІФНα-2b знижує ріст пухлинної популяції, до 

якої входять як власне пухлинні клітини, так і 

СПК. Ця здатність ІФНα-2b може посилювати 

вплив цільової протипухлинної терапії, спрямо-

ваної на СПК. 

Висновки 

ІФНα-2b дозозалежно сприяє розпаду 

зБПС та формуванню великої кількості дрібних 

клітинних агрегатів і поодиноких клітин лінії 

MCF-7. Цитотоксична дія ІФНα-2b виявляється 

після 48 год культивування за концентрації 

104  МО/мл. Подальше інкубування зБПС із 

ІФНα-2b приводить до зниження середнього зна-

чення і медіани об’ємів сфероїдів на 48 та 74 % 

за концентрації цитокіну 102 та 104  МО/мл 

відповідно після 7-ми діб культивування по-

рівняно з контрольними зразками. ІФНα-2b 

можна розглядати як допоміжний агент для роз-

робки і тестування комплексної протипухлинної 

терапії, спрямованої на знищення популяції 

стовбурових пухлинних клітин на моделі бага-

токлітинних пухлинних сфероїдів лінії MCF-7, 

збагачених цими клітинами in vitro. 
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Т.С. Гергелюк, Е.М. Перепелицина, Л.И. Остапченко, М.В. Сидоренко 

ВЛИЯНИЕ ИНТЕРФЕРОНА АЛЬФА-2b НА МНОГОКЛЕТОЧНЫЕ ОПУХОЛЕВЫЕ СФЕРОИДЫ ЛИНИИ MCF-7, 

ОБОГАЩЕННЫЕ СТВОЛОВЫМИ ОПУХОЛЕВЫМИ КЛЕТКАМИ 

Проблематика. Основная проблема лечения раковых заболеваний заключается в том, что прогноз течения заболевания зависит 
от субпопуляционного состава первичной опухоли и способности опухоли восстанавливаться и образовывать метастазы. 
Согласно последним исследованиям, агентами, которые обеспечивают самовосстановление опухоли после облучения и 
химиотерапии, являются стволовые опухолевые клетки (СОК). Одним из способов выделения этих клеток является 
формирование многоклеточных опухолевых сфероидов. Метод обогащения таких сфероидов СОК может быть использован для 
тестирования комплексной противоопухолевой терапии, направленной на популяцию СОК in vitro. Некоторые исследования 
показали тесную связь СОК и интерферонов при пролиферации и прогрессии опухоли. Поэтому важно оценить чувствительность 
популяции СОК к действию интерферона на модели многоклеточных опухолевых сфероидов. 
Цель. Исследовать чувствительность популяций клеток линии MCF-7 к действию IFNα-2b на модели многоклеточных опухолевых 
сфероидов, обогащенных СОК. 
Методика реализации. Для обогащения многоклеточных сфероидов стволовыми опухолевыми клетками адгезивные клетки 
монослойной культуры линии MCF-7 (аденокарцинома молочной железы человека) трипсинизировали и культивировали на 
орбитальном шейкере в бессывороточных условиях с добавлением ростовых факторов (фактора роста фибробластов, 
эпидермального фактора роста, инсулина и гидрокортизона) и 2 % карбоксиметилцеллюлозы. С целью исследования прямого 
действия ИФНα-2b (фактора микроокружения опухоли) на популяции клеток к планшетам с клеточными агрегатами добавляли 
ИФНα-2b в концентрации 102 и 104 МО/мл и инкубировали в течение 48 ч. Подсчет количества клеток проводили с помощью 
рутинного метода с использованием трипанового синего и гемоцитометра. Морфометрический анализ проводили путем 
измерения объемов сфероидов, используя программное обеспечение Stemi2000 (Zeiss, Германия) и формулу Бьерквига. 
Экспрессию рецепторов анализировали после двух дней инкубации с использованием первичных моноклональных антител CD24 
(Sigma, США), CD44 (Sigma, США), CD133 (Sigma, США), bmi-1 (Sigma, США). Для статистической обработки данных 
использовали однофакторный анализ дисперсии и t-Student тестирование с программным пакетом Statistica 8. Достоверными 

считали различия при р  0,05. Для каждого полученного результата определяли показатели среднего арифметического (М) и 
стандартного отклонения среднего арифметического (m). 
Результаты. С помощью метода иммуногистохимии было показано наличие клеток, экспрессирующих рецепторы, характерные 
для СОК молочной железы (CD24, CD44, CD133, bmi-1) в культуре многоклеточных опухолевых сфероидов, которые 
культивировали в бессывороточных условиях с добавлением ростовых факторов. Поскольку клетки получены из монокультуры 
опухолевых клеток, то можно предположить, что именно СОК выявляются по соответствующим маркерам, а не клетки стромы, 
для которых также возможна экспрессия данных рецепторов. Получены данные о влиянии ИФНα-2b на гетерогенную популяцию 
опухолевых и стволовоподобных клеток. Оказалось, что этот цитокин влияет на снижение среднего объема клеточных агрегатов 
на 16 и 25 % при концентрации 102 и 104 МО/мл соответственно, а также подавляет пролиферацию клеток на 13 % при 
концентрации ИФНα-2b 104 МО/мл по сравнению с контрольными образцами. Дальнейшее инкубирование сфероидов с ИФНα-2b 
приводит к снижению среднего значения и медианы объемов сфероидов на 48 и 74 % при концентрации цитокина 102 и 104 МО/мл 
соответственно по сравнению с контрольными образцами. ИФНα-2b дозозависимо способствует распаду многоклеточных 
опухолевых сфероидов, обогащенных СОК, и формированию большого количества мелких клеточных агрегатов и отдельных 
клеток линии MCF-7. 
Выводы. ИФНα-2b можно рассматривать как вспомогательный агент для разработки и тестирования комплексной 
противоопухолевой терапии, направленной на активацию СПК, с одновременным воздействием химиотерапии на модели 
многоклеточных опухолевых сфероидов линии MCF-7, обогащенных этими клетками in vitro. 

Ключевые слова: многоклеточные опухолевые сфероиды; стволовые опухолевые клетки; интерферон альфа; MCF-7. 
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EFFECT OF INTERFERON α-2b ON MULTICELLULAR TUMOR SPHEROIDS OF MCF-7 CELL LINE 

ENRICHED WITH CANCER STEM CELLS 

Background. The main problem of cancer treatment is that the disease prediction depends on subpopulations of the primary tumor and 
the ability of the tumor to recover and form metastases. Cancer stem cells (CSCs) provide self-renewal of the tumor after irradiation and 
chemotherapy. One way to isolate these cells is to form multicellular tumor spheroids. The method of enrichment of such spheroids by 
CSCs can be used to test complex antitumor therapy aimed at the CSCs population in vitro. Some studies have shown a close relationship 
between CSCs and interferon in tumor proliferation and progression. Therefore, it is important to assess the sensitivity of the CSCs 
population to the action of interferon on a model of multicellular tumor spheroids. 
Objective. The aim of the article is to study the sensitivity of MCF-7 cell populations to the effect of IFNα-2b on a model of multicellular 
tumor spheroids enriched with CSCs. 
Methods. To enrich multicellular spheroids with CSCs, adherent cells of monolayer culture MCF-7 (human breast adenocarcinoma) were 
trypsinized and cultured on an orbital shaker under serum-free conditions with the addition of growth factors (fibroblast growth factor, 
epidermal growth factor, insulin, and hydrocortisone). In order to study the direct effect of IFNα-2b on cell populations, this cytokine was 
added to plates with cell aggregates at a concentration of 102 U/mL and 104 U/mL and incubated for 48 h. Counting the number of cells 
was performed using the routine method with a trypan blue and hemocytometer. Morphometric analysis was performed by measuring the 
volumes of spheroids using the software Stemi2000 (Zeiss, Germany) and the Bjerkvig formula. Receptor expression was analyzed after 
two days of incubation using primary monoclonal antibodies CD24 (Sigma, USA), CD44 (Sigma, USA), CD133 (Sigma, USA), bmi-1 
(Sigma, USA). For statistical data processing, one-factor analysis of the variance and t-Student testing with the Statistica 8 software 

package were used. The differences were considered significant at p  0.05. For each result obtained, we determined the indices of the 
arithmetic mean (M) and the standard deviation of the arithmetic mean (m). 
Results. The presence of CSCs expressing the receptors characteristic of mammary gland (CD24, CD44, CD133, bmi-1) in the culture 
of multicellular tumor spheroids, which were cultured under serum-free conditions with the addition of growth factors, was shown using 
immunohistochemistry method. Since cells are obtained from monoculture of tumor cells, it can be assumed that CSCs are detected by 
appropriate markers, but not stromal cells, for which expression of these receptors is also possible. The data on the effect of IFNα-2b on 
the heterogeneous population of tumor and stem-like cells were obtained. It turned out that this cytokine effects the reduction of the 
average volume of cell aggregates by 16% and 25% at a concentration of 102 and 104 U/mL, respectively. It also suppresses cell 
proliferation by 13% at a concentration of IFNα-2b 104 U/mL, compared with control samples. Further incubation of spheroids with IFNα-2b 
leads to a decrease in the average and median volumes of spheroids by 48% and 74% at a cytokine concentration of 104 U/mL and 104 U/mL, 
respectively, compared to control samples. IFNα-2b dose-dependently contributes to the disintegration of multicellular tumor spheroids 
enriched with CSCs and to the formation of a large number of small cell aggregates and individual cells of the MCF-7 cell line. 
Conclusions. IFNα-2b can be considered as an auxiliary agent for the development and testing of complex antitumor therapy aimed at 
activating СSCs with simultaneous effects of chemotherapy on models of multicellular tumor spheroids of the MCF-7 line, enriched with 
this cells in vitro. 
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