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Аннотация

Способность раковых клеток отделяться от 
изначального опухолевого очага и образовывать 
метастазы связана с их влиянием на внеклеточный 
матрикс. Важным структурным компонентом 
является коллаген, способный видоизменяться 
под действием биохимических сигналов 
злокачественных клеток. В данной обзорной статье 
рассматриваются оптимальные биосовместимые 
полимеры, которые могут быть использованы 
при создании искусственного внеклеточного 
матрикса, а также требования, которым они 
должны соответствовать. Разработка имитации 
внеклеточного матрикса поможет в исследовании 
механизма эпителиально-мезенхимального 
перехода, а также позволит создать модель для 
тестирования противоопухолевых препаратов in 
vitro. Самыми подходящими для данной задачи 
стали сшитые полимеры, например, метакрилат 
желатина, сшитая гиалуроновая кислота, а также 
коллаген. Для имитации микроокружения опухоли 
применяют различные технологии сокультивации, 
которые также зависят от свойств полимерных 
каркасов. 
Ключевые слова: Внеклеточный матрикс, 
Коллаген, Сокультивация, Метастазы, 
Полимерный каркас, Метакрилат желатина.
Annotation

The cancer cells ability to separate from the 
original tumor site and form metastases is associated 
with their effect on the extracellular matrix. An 
important structural component of extracellular 

matrix is collagen, which can be modified by the 
biochemical signals of malignant cells. This review 
article discusses the optimal biocompatible polymers 
that can be used to create an artificial extracellular 
matrix, as well as the requirements they must 
meet. The development of an extracellular matrix 
simulation will help in the study of the mechanism 
of the epithelial-mesenchymal transition, and also 
will be helpful in creation of a model for testing 
antitumor drugs in vitro. Crosslinked polymers, such 
as gelatin methacrylate, crosslinked hyaluronic acid, 
and collagen, have become the most suitable for this 
task. Various co-cultivation technologies are used 
to simulate the tumor microenvironment, which also 
depend on the properties of polymer scaffolds.
Key words: Extracellular matrix, Collagen, Co-
cultivation, Metastases, Polymer framework, Gelatin 
methacrylate.
Введение

Внеклеточный матрикс (ВКМ) 
представляет собой неклеточную трехмерную 
макромолекулярную сеть, состоящую из 
коллагена, протеогликанов/гликозаминогликанов, 
эластина, фибронектина, ламининов и нескольких 
других гликопротеинов. В этой сложной сети, 
образованной с помощью рецепторов клеточной 
адгезии, находятся клетки всех тканей и органов, 
а также происходят процессы их пролиферации, 
миграции и дифференцировки. ВКМ постоянно 
ремоделируется в результате взаимодействия 
с ферментами в нормальных условиях и при 
патологии, в том числе старении, травмах, 
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онкологических и генетических заболеваний [1,2]. 
Воссоздание ВКМ искусственным путем является 
сложной задачей в связи с необходимостью точной 
передачи физико-химических, реологических, 
биохимических свойств естественного матрикса 
определенной ткани. Ранее считалось, что на 
поведение клеток во внеклеточном матриксе 
влияют исключительно физические факторы, 
однако сейчас признано, что вклад молекулярного 
окружения не менее важен [3]. Поэтому, помимо 
всего прочего, модель внеклеточного матрикса 
не должна препятствовать взаимодействиям 
между цитоскелетом, рецептором клетки и самим 
матриксом, поддерживая при этом клеточную 
адгезию.  

Искусственный ВКМ может применяться 
в различных областях: в науке при изучении 
клеточных сигналов, в тканевой инженерии, в 
медицине и косметологии. Наиболее подходящим 
для использования является Матригель - 
солюбилизированный экстракт, полученный 
из клеток мышиной саркомы Энгельброта-
Холма-Сворма. Его преимуществами являются 
биологическая активность, подходящие свойства 
для образования ацинарных сфероидов, 
возможность контроля за поведением и 
морфологией опухолевых клеток [4]. Его 
изготавливают путем измельчения мышиной 
саркомы, затем ее очищают от растворимых 
и нерастворимых белков, центрифугируют, 
промывают трис-буферным физиологическим 
раствором с pH 7,4 при пониженной температуре 
и при 37⁰C гель застывает [5]. Основными 
недостатками Матригеля является его 
вариабельность от партии к партии (непостоянство 
физико-химических и биохимических свойств 
продукта) и неконтролируемая деградация, 
которая является ограничивающим фактором при 
изучении метастазирования рака. Искусственные 
ВКМ, синтезируемые на основе различных 
полимеров, лишены этих недостатков. Помимо 
этого, такие каркасы возможно «настраивать» 
под требуемые условия, изменяя состав, 
молекулярную массу, сшивающий агент, 
плотность сшивки и метод полимеризации [6]. 

Еще очень важная часть исследований 
строения и функций ВКМ посвящена процессу 
заживления ран и предотвращения признаков 
старения. На данный момент число стареющих 
людей среди населения становится все больше 
из-за увеличения продолжительности жизни 
человека в целом. С возрастом у людей возникает 
ряд проблем, связанных с изменением структуры 
ВКМ различных тканей [7]. Поэтому необходимо 
понимать, как отдельный компонент ВКМ влияет 
на деформацию всей ткани.

 Цель данной статьи заключается в обзоре 
актуальных источников литературы и их анализе 

для выявления оптимальных полимерных гелей, 
которые могут быть использованы в качестве 
имитации внеклеточного матрикса. 
Строение и состав естественного 
внеклеточного матрикса 

ВКМ состоит из двух составных частей: 
базовой мембраны (БМ) и интерстициального 
матрикса (ИМ). В здоровых тканях БМ - 
структурированная мембрана, которая покрывает 
эпителиальные и эндотелиальные клетки, а также 
отделяет их от интерстициального. ИМ же в свою 
очередь обеспечивает структурную поддержку 
нижележащих клеток и регулирует механизмы 
миграции клеток, клеточной адгезии, ангиогенез, 
развития и восстановления тканей. Помимо 
формообразующих элементов, таких как коллаген, 
фибронектин и эластин, в состав ВКМ входят 
протеогликаны, гликопротеиды, гиалуроновая 
кислота и интегрины, обеспечивающие передачу 
сигналов между клетками, а также другие белки, 
например, металлопротеиназы, тенасцины и 
факторы роста, поддерживающие гомеостаз и 
участвующие в заживлении ран [7,8].

Коллаген является главным компонентом ВКМ 
и составляет около 30% от общей массы белков 
в человеческом теле. Существует около 28 типов 
коллагена, которые в свою очередь делятся 
на так называемые фибриллярно-образующие 
коллагены и сетеобразующие коллагены [8]. 
Сама молекула коллагена является тримерной 
α-цепью, способной сплетаться в тройную 
спираль, как показано на рисунках 1a и 1b.

Рисунок 1. Обзор тройной спирали коллагена. (a) 
Первая кристаллическая структура высокого разрешения 
тройной спирали коллагена, образованной из (ProHypGly)4-
(ProHypAla) (ProHypGly). (b) Вид по оси тройной спирали 
(ProProGly) с тремя нитями, изображенными в виде 
заполнения пространства, шара и палочки, а также ленты. 
(c) Изображение сегмента тройной спирали коллагена в виде 
шарика и палочки, подчеркивающее лестницу межнитевых 
водородных связей. (d) Поэтапное расположение трех нитей 
в сегменте на панели c [9]. 
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 Причиной такой структуры является 
наличие глицина (Gly) в каждом третьем остатке 
(т. е. повторяющихся пептидных триплетов 
Gly-X-Y). В этом триплете X часто является 
пролином, а Y – гидроксипролином (рис. 1c, 
1d). Функционирование коллагена зависит от 
правильной надмолекулярной сборки молекул 
в агрегат, который включается в матрикс [10]. 
Фибриллообразующие коллагены составляют 
большую часть основной массы матрикса – 
стромы. Коллаген I типа является наиболее 
распространенным фибриллярный коллагеном 
и обычно является гетеротримерным (состоит 
из двух цепей α1(I) и одной α2(I)); однако было 
обнаружено, что некоторыми злокачественными 
клетками вырабатывается изоформа α1(I), 
которая устойчива к протеолизу [11]. 

Во время прогрессирования онкологии 
гомеостаз ВКМ нарушается, и в зависимости 
от типа рака меняется структура коллагеновых 
волокон, эпителиальные клетки оказываются 
заключенными в строме, богатой коллагеном. 
Происходит ремодуляция коллагена, которая 
приводит к нарушению системы передачи 
биохимических сигналов. Под действием 
мутировавших генов-супрессоров в раковых 
клетках регулируется формирование 
коллагенового пучка, приводящее к наклону 
волокон от 60° до 90° относительно границы 
опухоли. Например, клетки рака молочной 
железы мигрируют in vivo вдоль линеаризованных 
коллагеновых волокон, выстроенных 
перпендикулярно границе «строма - опухоль». 
Такая организация волокон увеличивает 
устойчивость миграции злокачественных 
клеток, ограничивает доступ Т-клеток к опухоли, 
повышает плотность ткани вдоль продольной 
оси, что приводит к понижению прочности на 
разрыв. При увеличении плотности стромы и 
давления внутриопухолевой жидкости образуется 
структура, препятствующая транспортировке 
терапевтических средств к месту локализации 
опухоли [11,12]. 

Помимо изменения структуры ВКМ происходит 
также его разрушение под действием матриксных 
металлопротеиназ (ММП). Эти процессы могут 
происходить как при естественных процессах 
развития, морфогенеза, ремодуляции и 
деградации ткани, так и при патологии. ММП 
относятся к группе эндопептидаз, ферментативная 
активность которых определяется ионами 
Ca2+ и Zn2+. Они экспрессируются в клетках 
соединительной ткани, в первую очередь в 
фибробластах, а также в нейтрофилах, моноцитах, 
макрофагах и эндотелиальных клетках. 
Экспрессия ММП поддерживается на постоянном 
низком уровне и регулируется факторами 
роста, цитокинами, различными гормонами, 

взаимодействиями между клетками и ВКМ, а 
также физическими факторами, такими как УФ-
излучение [13]. Матриксные металлопротеиназы 
можно разделить на 6 групп: коллагеназы 
(MMП-1, MMП-8, MMП-13), желатиназы (MMП-
2, MMП-9), стромелизины (MMП-3, MMП-10, 
MMП-11), матрилизины (MMП-7, MMП-26), ММП 
мембранного типа (MMП-14, MMП-15, MMП-16) и 
другие неклассифицированные ММП [14,15]. 

Другим важным составляющим ВКМ являются 
протеогликаны, обеспечивающие гидратацию 
тканей, связывание факторов роста, защиту от 
инфицирования и формирование каркаса [16]. 
Протеогликаны можно разделить на несколько 
семейств. Все они имеют белковое ядро, 
которое покрыто гликозаминогликанами. Первое 
семейство составляют галектаны (лектиканы), 
белковое ядро которых имеет N-концевой 
глобулярный домен, взаимодействующий с 
гиалуроновой кислотой, и C-концевой домен, 
который связывает лектины. К этой группе 
относятся аггрекан, версикан, нейрокан и 
бревикан. Второе семейство протеогликанов 
характеризуется наличием белкового ядра, 
состоящего из богатых лейцином повторов. Они 
создают подковообразную структуру, которая 
способствует белок-белковым взаимодействиям. 
Таким образом, данное семейство протеогликанов 
активно участвует в фибриллогенезе, клеточном 
росте, апоптозе и ремоделировании тканей. 
Типичными представителями являются декорин, 
бигликан, фибромодулин и кератокан [17,18]. 

Гиалуроновая кислота (ГК) - неотъемлемая 
часть ВКМ, она является неразветвленным 
гликозаминогликаном, состоящим из линейно 
повторяющихся дисахаридов: D-глюкуроновой 
кислоты и N-ацетил-D-глюкозоамина, 
соединенных β-(1-3) гликозидной связью. ГК 
естественным образом синтезируется классом 
интегральных мембранных белков, называемых 
ГК-синтазами, и разрушается семейством 
ферментов, называемых гиалуронидазами. 
ГК выполняет роль каркаса, связывая другие 
молекулы матрикса. Было установлено, что 
молекула ГК в зависимости от гидродинамических 
условий, биохимического окружения и присутствия 
биополимеров, специфически связывающихся 
с ГК, может принимать различные структуры in 
vivo. Она участвует в ряде важных биологических 
процессов, таких как клеточная адгезия, 
клеточная подвижность, дифференцировка и 
пролиферация клеток, ангиогенез, заживление 
ран, митоз, миграция клеток, прогрессия и 
метастазирование опухолей, воспаление, 
механическая поддержка тканей, поддержание 
эластичности соединительных тканей, контроль 
гидратации тканей и транспорта воды [19]. 

Ламинины, также входящие в состав 
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ВКМ, представляют собой гетеротримеры, 
состоящие цепей α, β и γ [20]. Одной из общих 
и наиболее важных функций ламининов является 
взаимодействие с рецепторами, закрепленными в 
плазматической мембране клеток, регулирующее 
множество клеточных действий и сигнальных 
путей. Изоформы ламинина синтезируются 
самыми разными клетками в зависимости 
от специфичности ткани, это могут быть 
эпиталиальные, эндотелиальные клетки, нервы, 
клетки костного мозга, а также гладкие, скелетные 
и сердечные мышцы [21]. 

Помимо перечисленных компонентов для ВКМ 
также важны эластин и фибронектин – белки, 
поддерживающие эластичность и прочность 
ткани, а также обеспечивающие пролиферацию, 
миграцию и дифференцирование клеток. 
Фибронектин (ФН) структурно представляет 
собой белковый димер, в котором два почти 
идентичных мономера соединены парой 
С-концевых дисульфидных связей, а каждая 
субъединица ФН состоит из гомологичных 
повторов трех типов модулей (FNI, FNII, FNIII). 
Эластин, обеспечивающий механическую 
прочность тканей, состоит из матрицы сшитого 
тропоэластина, на долю которого приходится 
80% гидрофобных участков, например, общая 
повторяющаяся последовательность валина, 
пролина, глицина, аланина [22]. 

Нерастворимый эластин трудно использовать 
в качестве биоматериала, поскольку его 
структура содержит широкий спектр сшитых 
доменов. Однако эластин-подобные полипептиды 
(ELPs) представляют собой класс пептидных 
полимеров, полученных из гидрофобных 
остатков человеческого тропоэластина, и могут 
применяться в биоинженерии. ELPs не только 
демонстрируют биосовместимость, включая 
удовлетворяющие механические и вязкоупругие 
свойства, но и улучшают адгезию, пролиферацию 
и дифференциацию клеток [23].
Требования к искусственному ВКМ

Для того, чтобы культуры клеток, попадая в 
искусственный ВКМ, могли прикрепляться, расти 
и дифференцировать, полимерные каркасы 
должны обладать определенной прочностью, 
размером пор и правильными физико-
химическими свойствами поверхности. Полимеры 
должны быть совместимы с культурами клеток, 
а также со средой для культивирования, не 
обладать цитотоксичностью. Для каждой ткани 
механические и физико-химические свойства 
ВКМ разные и определяются продуктами, 
выделяющимися в результате жизнедеятельности 
клеток. На искусственных матриксах выращивают 
клетки печени, костную и хрящевую ткань, кожу и 
мезенхимальные стромальные клетки (МСК) [24]. 

В отличие от децеллюляризованного ВКМ, 

полимерные каркасы имеют относительное 
постоянство физико-химических показателей, 
таких как вязкость, размер пор, химический 
состав, скорость деградации. При соблюдении 
определенных условий (температура, 
влажность, интенсивность УФ-излучения в 
случае фотополимеризации) постоянными при 
проведении реакций полимеризации возможно 
достичь минимальные отклонения в структуре 
искусственного ВКМ, что дает возможность 
использовать его в качестве платформы для 
тестирования лекарственных препаратов [25].

При анализе источников литературы 
были выявлены основные реологические 
характеристики, которые следует учитывать при 
приготовлении искусственного ВКМ. Ключевыми 
параметрами при приготовлении каркаса являются 
вязкость, которая может оцениваться с помощью 
определения скорости сдвига [26,27], и модуль 
упругости, определяющийся путем испытаний 
на релаксацию при сжатии в ограниченном 
пространстве. Для этого используют прибор с 
параллельно компрессионными пластинами 
[26,28]. Для различных тканей существуют 
определенные реологические показатели. 
Например, для рассматриваемого ранее рака 
молочной железы, вязкоупругость тканей должна 
составлять 0.167–29 кПа, что достигается при 
использовании гелей на основе метакрилата 
желатина (GelMA) в 10% концентрации – 
результаты испытания на сжатие были в 
диапазоне 0,36-1,42 кПа [28,29]. 

Вязкость полимерного матрикса зависит от 
множества факторов, таких как температура, 
при которой проводилась полимеризация, 
концентрация полимера и его молекулярная 
масса. Также было выдвинуто предположение, 
что низкая вязкость приводит к более мелкой 
структуре пор геля [30]. Поры в геле должны 
быть связаны между собой, а их объём не 
препятствовать миграции и пролиферации 
клеток. Крупнопористые каркасы обеспечивают 
лучший доступ питательных веществ к клеткам, 
диффузию газов и удаление метаболитов, 
но могут приводить к слабой адгезии клеток. 
Мелкопористые структуры не препятствуют 
взаимодействию клеток с матриксом, поэтому 
обычно используются в тканевой инженерии 
в целях васкуляризации. Для фибробластов 
большой размер пор геля (от 50 до 90 мкм) не 
является препятствием для пролиферации, так 
как их распространение идет путем перемычек, 
в то время как для клеток эндотелия более 
предпочтителен меньший размер пор (5-40 мкм) 
[31]. При использовании желатина, сшитого с 
помощью генипина (натурального сшивающего 
агента), и варьировании температуры 
порообразования, удалось получить аналог 
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На рисунке 2 показано как зависит размет 
пор от температуры порообразования. При 
увеличении температуры полимеризации растет 
и размер пор. 

Способность к набуханию полимера также 
является важным параметром для имитации ВКМ. 
Она способствует транспортировке питательных 
веществ и метаболитов. Способность к 
водопоглощению также влияет на поддержание 
прочности каркаса. Скорость набухания можно 
рассчитать по формуле:

хрящевой ткани [32]. деградации по формуле:

Рисунок 2. SEM-структура скаффолдов, сшитых при 
разных температурах. Зависимость размера пор от 
температуры образования: при увеличении температуры 
полимеризации растер размер пор [32]. 

Swelling rate =
Wwet −Wdry

Wdry

∗ 100%

где Wwet, Wdry – вес влажного и сухого скаффолда 
соответственно. 

Биодеградация скаффолдов тоже важная 
характеристика, которая позволяет сравнить 
искусственный ВКМ с естественным и тем 
самым подобрать оптимальные концентрации 
полимера и сшивающего агента. Скорость 
деградации каркаса должна быть сопоставима с 
установленным временем культивирования так, 
чтобы структура матрикса оставалась целостной 
необходимый период [33]. Для оценки скорости 
деградации можно использовать ферменты, 
разрушающие полимер, из которого изготовлен 
ВКМ. Например, для скаффолда из коллагена 
используют раствор коллагеназы в фосфатном 
буфере: сначала измеряют вес высушенных 
коллагеновых матриксов (W0), затем оставляют 
их в инкубаторе при 37 ⁰C на 7 дней в растворе 
фермента, а после промывают и высушивают. 
Массы скаффолдов после реакции с ферментом 
и сушки (W) оцениваются каждый день с момента 
инкубации [34]. Рассчитывается скорость 

Degradation rate =
W0 −W

W
∗ 100%

Культивирование клеток на ВКМ с 
искусственным полимерным каркасом 
обеспечивается при использовании среды для 
культивирования. Для различных клеточных 
линий следует использовать подходящие для них 
среды [35]. Однако в контексте рака молочной 
железы, который не раз уже упоминался в данном 
обзоре, как для обычного культивирования 
раковых клеток, так и для со-культивации с 
фибробластами можно использовать среду 
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) с 
добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки 
(FBS - fetal bovine serum) и 1% антибиотика [36,37].
Наиболее подходящие полимеры для 
имитирования ВКМ 

Основными требованиями к искусственному 
ВКМ являются биосовместимость и 
нетоксичность полимера, из которого будет 
изготовлен каркас. Под данные условия подходят 
природные полимеры, такие как гиалуроновая 
кислота, коллаген, желатин, хитозан, фибрин, 
полигидроксиалканоат, альгиновая кислота 
[38]. Для придания полимерам требуемые для 
3D культивирования механические и физико-
химические свойства применяют сшивающие 
агенты. 

Одним из часто используемых природных 
полимеров, который применяется для создания 
каркаса искусственного ВКМ, является желатин 
– гидролизованный коллаген. В число его 
преимуществ входит дешевизна и простота в 
применении. Для химической сшивки полимера 
могут быть использованы EDC-NHS (1-этил-3-(3-
диметиламинопропил) карбодиимид гидрохлорид 
в сочетании с N-гидроксисукцинимидом), 
скваровая кислота (СК) и диальдегидный крахмал 
(ДАК). Данные сшивающие агенты обладают 
малой цитотоксичностью и биосовместимы. 
Также может быть использован генипин, однако 
его применяют редко из-за высокой стоимости 
[39]. Применение сшивающих агентов повышает 
температуру плавления и механическую 
прочность геля желатина, тем самым приближая 
его свойства к свойствам естественной ткани [40]. 

Метакрилат желатина или GelMA, полученный 
путем фотосшивания желатина с метакриловым 
ангидридом, широко используется для биопечати и 
тканевой инженерии благодаря своей устойчивости 
и биосовместимости. Его можно по-разному 
модифицировать, добавляя другие сшивающие 
агенты или сшивая с другими полимерами, 
например, с гиалуроновой кислотой [41]. 
Особенность работы с гелями, для отверждения 
которых требуется УФ-излучение, заключается 
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в наличии малых долей непрореагировавших 
радикалов, которые обладают цитотоксичностью. 
Для предотвращения негативных условий для 
культивирования интенсивность УФ-излучения, 
время его воздействия и концентрацию 
фотоинициатора тщательно рассчитывают. 
Наиболее биосовместимыми и неиммуногенными 
фотоинициаторами являются 2-гидрокси-40-(2-
гидроксиэтокси)-2-метилпропиофенон (IC-2959) 
и литийфенил-2,4,6-триметилбензоилфосфинат 
(LAP) [42]. 

Гиалуроновая кислота является 
перспективным полисахаридом, используемым 
для тканевой инженерии, регенерации ткани и 
ее увлажнения. Гидрогели на ее основе могут 
применяться в инженерии нервной ткани и 
тканей мозга, так как не препятствуют миграции 
стволовых нервных клеток и обеспечивают 
передачу сигналов между ними. Важным 
является то, что данный гидрогель должен быть 
дополнен ламинином, так как нервные клетки 
не способны к адгезии на гиалуроновой кислоте 
[43]. Для улучшения клеточной адгезии для 
гидрогелей ГК возможно также использование 
аргинилглициласпарагиновой кислоты (RGD – 
последовательность), фибриногена и других 
белков адгезии [44]. 

Как было сказано ранее, огромную роль в 
структурообразовании внеклеточного матрикса 
играет фибриллярный коллаген первого типа. 
Естественный коллаген обладает высокой 
прочностью на разрыв и протеолитической 
устойчивостью благодаря межмолекулярным 
водородным связям, что делает его подходящим 
полимером для 3D культивирования. Однако, как 
и другие белки, со временем коллаген теряет 
свои механические свойства и бесконтрольно 
разрушается. Поэтому для создания 
искусственных матриксов используют сшивающие 
агенты [45]. Если рассматривать химическое 
сшивание, то для обеспечения биосовместимости 
используются агенты, которые в результате 
реакции не оставляют цитотоксичного 
электрофильного вещества и не выделяют его 
при деградации. Например, добавление хитозана 
в реакцию коллагена с глутаровым альдегидом 
увеличивает эффективность сшивки, тем самым 
снижая цитотоксичность конечного продукта [46]. 

Требуемую структуру внеклеточного 
матрикса можно обеспечить и при помощи 
физических методов, например, электроспининга 
коллагеновых волокон. За счет воздействия 
электромагнитного поля на волокна, структуру 
внеклеточного матрикса можно контролировать, 
делая ее специфичной для каждой ткани, а также 
делать ее более стабильной на счет физической 
сшивки полимерных нитей [47,48]. Биопринтинг 
3D матриксов на основе коллагена первого 

типа также применяется в инженерии тканей и 
позволяет создавать более сложные структуры 
[49]. 

Среди рассмотренных биополимеров 
наиболее подходящими для 3D культивирования 
являются коллаген и желатин, так как 
наиболее похожи по структуре и составу на 
естественный ВКМ. Из-за отсутствия тримерных 
цепей желатин уступает в своей способности 
проводить клеточные сигналы и обеспечивать 
взаимодействия клеток с матриксом коллагену. 
Правда, сшитые метакриловым ангидридом 
данные полимеры хорошо проявили себя в 
обеспечении пролиферации культивируемых 
на них клеток [50,51]. Так как данные гидрогели 
часто используются в биопринтинге, GelMA 
стал наиболее востребованным благодаря его 
стабильности, дешевизне и биосовместимости. 
Метакрилат коллагена, созданный по аналогии 
с GelMA, менее устойчив к механическому 
воздействию и более токсичен за счет низкой 
конверсии метакрилового ангидрида, однако, 
данные недостатки были нивелированы за 
счет снижения температуры синтеза до 4 ⁰C 
и подкисления растворителя. В результате 
полученный гель обеспечил лучшую экспрессию 
генов и пролиферацию клеток, чем метакрилат 
желатина, однако, механические свойства 
гидрогеля еще требуют усовершенствования [52].
Методы и способы применения ВКМ для со-
культивации 

Для того, чтобы выращивать одновременно 
две культуры используют различные методы 
образования сфероидов клеток для воссоздания 
естественного положения опухоли в ткани. 
Образование сфероидов может осуществляться 
разными методами. Один из них - метод висячей 
капли (рис. 3a), основанный на поверхностном 
натяжении. В ходе данного опыта требуется 
внести аликвоту клеточной суспензии в лунку 
планшета, а затем перевернуть его так, чтобы 
образовалась висячая капля с клетками. Этот 
метод является самым ранним из представленных 
и самым простым, так как требует меньше 
вспомогательных веществ. Однако [53]. Другой 
метод - forced floating method (рис.3b), является 
более затратным и основан на применении 
сосуда со стенками, к которым клетки не способны 
прикрепляться. Также можно использовать 
агенты, препятствующие адгезии, например, 
среду для культивирования с добавлением 
метилцеллюлозы [54].  Данные агенты не 
ограничивают возможность клеток образовывать 
агрегаты, а в дальнейшем и сфероиды. Размер 
сфероидов может контролироваться за счет 
изменения количества внесенных клеток. Также 
существует похожий метод - агрегационный 
(рис.3c), основанный на перемешивании суспензии 



14Мамонова и соавт. СБФ 2024

клеток в аппарате с не адгезионными стенками. В 
данном методе размеры сфероидов варьируются 
за счет спонтанной агрегации и столкновения 
клеток, что в перспективе тестирования 
лекарственных средств будет негативно влиять 
на воспроизводимость экспериментов [55].

Заключение
В ходе обзора литературы были подробно 

изучены основные компоненты ВКМ: коллаген, 
матриксные металлопротеиназы, протеогликаны, 
эластин, фибронектин, ламинин, гиалуроновая 
кислота. Было выявлено, что структура коллагена 
изменяется при прогрессировании онкологии. 
Под действием мутировавших генов в раковых 
клетках коллагеновые волокна выстраиваются 
перпендикулярно границе опухоли и уплотняются, 
тем самым обеспечивая устойчивость к миграции 
злокачественных клеток. Такая линеаризация 
коллагена ограничивает доступ Т-клеток к опухоли 
и препятствует связыванию лекарственного 
средства с мишенью. Для имитации ВКМ 
возможно применение как свободных природных 
полимеров, например, коллаген, так и сшитых 
специальными агентами, например, метакрилат 
желатина (GelMA), сшитая гиалуроновая кислота, 
метакрилат коллагена. Важно, чтобы матрицы на 
основе полимеров совпадали по вязкоупругим 
свойствам, прочности на сжатие и на разрыв с 
естественными реологическими показателями 
ткани, а размеры пор гидрогелей не препятствовали 
клеточной пролиферации и адгезии. Применение 
искусственного ВКМ на основе сшитых полимеров 
при со-культивации культур опухолевых клеток и 
фибробластов является перспективной задачей. 
Если удастся получить сшитый полимерный 
гель, способный к контролируемой деградации 
и обеспечивающий передачу сигналов между 
клетками, то появится возможность тестировать 
противоопухолевые препараты на модели 
естественного микроокружения опухоли.  
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Рисунок 3. Методы формирования клеточных сфероидов 
[56]. 

Формирование клеточных сфероидов 
необходимо в случае культивирования на 3D 
матрице опухолевых клеток и МСК. Если же 
требуется внести в матрикс фибробласты 
или макрофаги, то их изначально требуется 
смешать с раствором несшитого полимера, 
а затем подвергнуть фотосшиванию. После 
формирования геля сверху вносится суспензия 
опухолевых клеток [56]. 

В естественном ВКМ, как было описано ранее, 
содержатся необходимые белки, обеспечивающие 
адгезию, пролиферацию, дифференцировку, 
экспрессию генов и передачу сигналов. 
При со-культивации с другими клеточными 
линиями, например, с фибробластами, которые 
синтезируют множество необходимых элементов 
ВКМ, клетки опухоли смогут взаимодействовать 
со своим микроокружением [57]. 

Со-культивация на гидрогеле из GelMA 
клеток меланомы и фибробластов была 
приведена в статье Миаобэна Ву [58]. В 
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(405 нм). Получающийся в лунках цилиндр из 
GelMA и фибробластов далее вносили в 24 
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