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Прикрепленные к подложке клетки, выращенные в двухмерной (2D) или суспензионной культуре,
не могут точно воспроизвести существующие в тканях и органах межклеточные взаимодействия.
Сфероиды, являясь трехмерными (3D) образованиями, более точно воспроизводят структуру орга-
нов или новообразований и демонстрируют повышенную по сравнению с 2D-культурами выжива-
емость, соответствующую морфологию и гипоксическое ядро, которое наблюдается в нативных
опухолях in vivo. Сфероиды опухолевых клеток также являются моделями процесса метастазирова-
ния, поэтому в настоящее время сфероиды широко используют для тестирования новых противо-
опухолевых препаратов. Однако получение и применение 3D-культур может быть сопряжено с ря-
дом трудностей, таких как потребность в дорогостоящих реагентах и оборудовании, низкая ско-
рость формирования сфероидов необходимого размера и возникновение долгосрочных изменений
в клеточном метаболизме, которые зависят от методик, используемых для получения сфероидов.
Нами было обнаружено, что инкубирование опухолевых и нормальных клеток в присутствии неток-
сичных для клеток полимеров 2,5-дигидроксибензойной кислоты (поли-2,5-ДГБК) способно инду-
цировать формирование 3D-структур. На основании обнаруженного эффекта был разработан новый
способ быстрого получения 3D-культур, не требующий использования дополнительного оборудова-
ния, дорогостоящих реактивов и не оказывающий долговременного влияния на клеточный гомеостаз.
Сфероиды, полученные по разработанной методике, представляют собой модели 3D-структур и мо-
гут быть использованы для биологических исследований межклеточных взаимодействий и скри-
нинга фармацевтических препаратов.
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ВВЕДЕНИЕ

Культуры клеток млекопитающих используют
для скрининга лекарственных средств, исследо-
ваний новообразований, тканевой инженерии,
моделирования процессов метастазирования,
анализа функций генов и анализа межклеточных
взаимодействий [1–4]. За время использования
клеточных культур в лабораторной практике бы-
ло обнаружено, что клетки, выращенные как
трехмерные структуры (3D, сфероиды), обеспе-

чивают более достоверные данные для изучения
клеточного гомеостаза и клинических испыта-
ний, чем клетки, культивируемые в монослое.
Рост клеток в 3D-культуре обеспечивает возмож-
ность клеток взаимодействовать как между со-
бой, так и с внеклеточным матриксом. Эти взаи-
модействия более точно имитируют среду in vivo и
позволяют получить более точные данные, при-
ближенные к условиям организма, что особо зна-
чимо для проведения тестов для скрининга новых
лекарств [5]. Сфероиды используют как модель
новообразований для изучения механизмов рези-
стентности к лекарственным средствам, которая
может быть обусловлена межклеточными взаимо-
действиями, устойчивостью к индуцированной
клеточной гибели (апоптозу), увеличению доли

Сокращения: RTKs – рецепторные тирозинкиназы (recep-
tor tyrosine kinases); ММСК – мультипотентные мезенхи-
мальные клетки стромы костного мозга; поли-2,5-ДГБК –
полимеры 2,5-дигидроксибензойной кислоты.
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покоящихся клеток, модуляцией экспрессии бел-
ков (включая топоизомеразы и репаративные фер-
менты), снижением проницаемости для препара-
тов и наличиями гипоксического и некротического
центров [6]. Таким образом клеточные ответы на
воздействие фармакологических препаратов значи-
тельно различаются для одного и того же типа кле-
ток, выращенных в 2D- или 3D-культурах. Очевид-
но, что использование сфероидов в моделировании
роста опухолей для изучения сигнальных путей и
межклеточных взаимодействий позволяет оптими-
зировать лечение и обеспечивает понимание меха-
низмов развития устойчивости к лекарственным
препаратам [7–10]. В настоящее время сфероиды
интенсивно используют в платформах для скри-
нинга новых медикаментов [11–13]. Сфероиды –
альтернатива моделям лабораторных животных в
исследованиях рака [14], а также возможный ма-
териал для использования в тканевой инженерии
для реконструкции органов и тканей [15, 16].

Существует несколько подходов к выращива-
нию сфероидов, таких как метод предотвращения
прикрепления [17–19], метод “висячей капли”

[20–23], процедуры, основанные на перемешива-
нии суспензии клеток [24–26], использовании
матрикса [27–32] или искусственно сконструиро-
ванных каркасов [33, 34]. Однако в настоящее
время многие методики создания 3D-культур
клеток либо дорогие и трудоемкие [19, 23], либо
способны влиять на жизнедеятельность исполь-
зуемых клеток из-за применения биологически
активных агентов [31–34].

Исследуя энзиматическое окисление феноль-
ных мономеров гентизиновой кислоты (2,5-ДГБК)
и биологических свойств полученных в результа-
те этой реакции полимеров (поли-2,5-ДГБК), мы
определяли цитотоксичность различных концен-
траций полимеров (0–100 мкг/мл) для различных
типов клеток. Было обнаружено, что исследуе-
мые вещества не обладают токсическими свой-
ствами. На основании этого было решено прове-
сти серию опытов с использованием повышен-
ной концентрации поли-2,5-ДГБК – 200 мкг/мл.
Было обнаружено, что обработка культивируемых
клеток человека поли-2,5-ДГБК в концентрации
200 мкг/мл приводит к переходу клеточной куль-
туры в 3D-форму. Следует отметить, что получен-
ные нами полимеры – это продукты поликонден-
сации 2,5-ДГБК (рис. 1а), которые структурно
схожи с веществами из группы лигнинов, однако, в
отличие от природных лигнинов, имеют постоян-
ный состав, определяемый условиями синтеза [35].

На основании обнаруженных свойств полиме-
ров и учитывая вышеперечисленные трудности
применения различных технологий формирова-
ния 3D-культур, была поставлена цель разрабо-
тать методику быстрого получения сфероидов из
опухолевых и/или нормальных клеток млекопи-
тающих, которые могут сохранять свойства роста
в 3D-культурах в течение длительного времени.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез поли-2,5-ДГБК. Как нами было обна-

ружено ранее, окисление 2,5-ДГБК под воздей-
ствием лакказы приводит к образованию водоне-
растворимого осадка, однако при этом можно
было синтезировать полимеры, растворимые в
воде, посредством окислительной сополимериза-
ции 2,5-ДГБК с желатином [35]. При окислении
20 мМ 2,5-ДГБК под воздействием лакказы в
концентрации 3–7 ед./мл происходило образова-
ние водонерастворимого осадка серо-зеленовато-
го цвета. Однако при использовании лакказы в
количестве от 10 ед./мл реакционная смесь при-
обретала темно-коричневый окрас, и образовы-
валось небольшое количество черного осадка.
После удаления осадка центрифугированием и

Рис. 1. (a) – Схема синтеза полимеров 2,5-ДГБК под
воздействием лакказы, выделенной из гриба Tra-
metes versicolor. Слева представлена структурная
формула мономера – 2,5-ДГБК, справа – фрагмент
полимерной макромолекулы, получаемой в резуль-
тате окисления мономеров; (б) – результат гель-
фильтрации поли-2,5-ДГБК на колонке с носите-
лем Superdex 200. V0 – “пустой” объем колонки, Vt –
полный объем колонки. Маркеры молекулярной
массы: 1 – каталаза (230 кДа), 2 – амилаза (200 кДа),
3 – алкогольдегидрогеназа (150 кДа), 4 – гексокина-
за (100 кДа), 5 – бычий сывороточный альбумин
(67 кДа), 6 – рибонуклеаза (14 кДа).
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низкомолекулярных компонентов реакционной
смеси с помощью диализа было проведено иссле-
дование молекулярно-массового распределения
образца методом гель-фильтрации на колонке с но-
сителем Superdex 200. Элюция препарата с колонки
происходила одним пиком, что указывает на моле-
кулярную гомогенность препарата (рис. 1б). Моле-
кулярная масса образца составляла 15–20 кДа. За-
тем диализованный препарат высушивали под ва-
куумом и использовали в дальнейшей работе.
Возможно, что образование водорастоворимых
поли-2,5-ДГБК связано с активностью лакказы,
т.е. под воздействием большего количества фер-
мента образующиеся полимеры 2,5-ДГБК под-
вергаются вторичному окислению и разлагаются
до более низкомолекулярных фрагментов.

Полимеры 2,5-ДГБК индуцируют формирова-
ние сфероидов клеток человека. В результате дан-
ного исследования были получены сфероиды из
нескольких типов клеток, включающих как опу-
холевые, так и клетки первичных культур челове-
ка. Также мы изучили возможность формирова-
ния смешанных сфероидов, включающих в себя
эпителиальные клетки и фибробласты стромы
предстательной железы.

Было показано, что все клеточные линии, ис-
пользуемые в данном исследовании, как иммор-
тализованные опухолевые культуры, так и пер-
вичные клетки мезенхимы (ММСК) и фибробла-
сты стромы предстательной железы, способны
формировать 3D-структуры в присутствии поли-
2,5-ДГБК (рис. 2). При этом размер, форма или
скорость роста сфероидов различаются для каж-
дого типа клеток. Например, клетки линий PC3
(рис. 2в) и MDA-MB-453 (рис. 2з) формируют
слабокомпактизированные сфероиды, называе-
мые “виноградная гроздь” [36]. Для остальных
клеточных линий показано, что клетки под воз-
действием поли-2,5-ДГБК первоначально орга-
низованы в рыхлые агрегаты (рис. 3а), которые
при дальнейшем культивировании в присутствии
полимера трансформируются в образования из
плотно соединенных клеток (рис. 2а, 2б, 2г–ж,
2и, 2к, рис. 3б), как это характерно для сфероидов
[37, 38]. Следует отметить, что морфология сферои-
дов с различной степенью компактизации, наблю-
даемая для разных клеточных линий, не связана со
свойствами поли-2,5-ДГБК. Ранее при примене-
нии других подходов формирования 3D-структур
также отмечалась различная морфология сферои-
дов, т.е. организация клеток в составе сфероида
по типу “виноградной грозди” для линий PC3
[39] и MDA-MB-453 [40] и образование компакт-
ных сфероидов клетками линий LNCaP [41],

Рис. 2. Сфероиды, сформированные в присутствии
200 мкг/мл поли-2,5-ДГБК, из различных клеточ-
ных линий, полученные с использованием варианта
1 методики (см. “Эксперим. часть”). (а) – LNCaP
(клетки рака простаты); (б) – DU145 (клетки рака
простаты); (в) – PC3 (клетки рака простаты); (г) –
T24 (клетки рака мочевого пузыря); (д) – MDA-MB-
231 (клетки рака груди); (е) – MCF7 (клетки рака
груди); (ж) – BT474 (клетки рака груди); (з) – MDA-
MB-453 (клетки рака груди); (и) – клетки первичной
культуры фибробластов человека, полученных из
стромы предстательной железы; (к) – ММСК (ство-
ловые клетки человека). Микрофотографии сдела-
ны с использованием 20× увеличения.
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DU145 [41], T24 [42], MDA-MB-231 [43], MCF7
[44] и BT474 [45].

Показано, что полученные с помощью поли-
2,5-ДГБК сфероиды сохраняют характерную
3D-структуру и продолжают увеличиваться в раз-
мерах как в присутствии поли-2,5-ДГБК при
культивировании в стандартной культуральной
посуде (рис. 3б), так и после удаления полимеров
и переноса сфероидов во флаконы с неадгезив-
ным покрытием (рис. 3в). Таким образом, можно
сделать вывод, что наличие в ростовой среде по-
ли-2,5-ДГБК не только инициирует межклеточ-
ные взаимодействия, необходимые для роста
клеток в 3D-культуре, но также предотвращает
прикрепление сформированных сфероидов к
поверхности культуральной посуды. Поскольку
добавление новых клеток в процессе культиви-
рования сфероидов не производили, можно сде-
лать вывод о том, что увеличение размеров обу-
словлено делением клеток в составе сфероида.

Сформированные сфероиды можно удерживать
в неприкрепленном состоянии как минимум до
340 ч посредством их культивирования либо в
присутствии поли-2,5-ДГБК, либо в отсутствии
полимеров, но при этом необходимо использо-
вать культуральную посуду с неадгезивной по-
верхностью.

Помимо наблюдений за увеличением размера
сфероидов, что косвенно указывает на пролифера-
цию клеток в присутствии поли-2,5-ДГБК, была
исследована способность сфероид-образующих
клеток к миграции. Для этого сфероиды после уда-
ления полимеров были помещены в стандартные
культуральные флаконы с адгезивной поверхно-
стью. Через 24 ч наблюдали прикрепление сферо-
идов к культуральной подложке и миграция клеток
из состава сфероида (рис. 3г). В ходе визуального
наблюдения за распластыванием сфероида было
отмечено, что все мигрирующие из сфероида клет-
ки прикреплены к подложке (рис. 3г). Этот факт

Рис. 3. Сфероиды, сформированные из первичной культуры фибробластов человека, полученных из стромы пред-
стательной железы, на разных этапах роста. Для формирования сфероидов использовали вариант 1 методики (см.
“Эксперим. часть”). (а) – Клетки фибробластов человека через 24 ч после добавления поли-2,5-ДГБК (200 мкг/мл).
Стрелкой отмечены рыхлые 3D-структуры, еще не прошедшие стадию компактизации; (б) – сфероиды фибробла-
стов человека, растущие в присутствии 200 мкг/мл поли-2,5-ДГБК, через 72 ч после добавления полимеров в сус-
пензию клеток; (в) – сфероиды фибробластов человека, инкубированные в течение 340 ч в неадгезивных флаконах,
после удаления поли-2,5-ДГБК; (г) – сфероид фибробластов человека через 24 ч после удаления поли-2,5-ДГБК и
переноса в культуральный флакон с адгезивным покрытием. Сфероид при культивировании на адгезивном покры-
тии прикрепляется к подложке, и клетки начинают мигрировать из 3D-структуры. Стрелкой отмечены мигрирую-
щие клетки. Микрофотографии сделаны с использованием 20× увеличения.

(а)(а) (б)(б)

(в)(в) (г)(г)
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косвенно свидетельствует об отсутствии клеточ-
ной гибели, поскольку, как характерно для всех
использованных в данной работе клеточных куль-
тур, в случае их гибели происходит открепление
клеток от культурального пластика и накопление
в культуре “плавающих” мертвых клеток.

Несмотря на то, что описываемые нами проце-
дуры после удаления поли-2,5-ДГБК включают
использование культуральных емкостей с неадге-
зивной поверхностью, стоит отметить, что при-
менение разработанной нами методики позволяет
получить клеточные 3D-структуры и в случаях, ко-
гда клетки способны произвести прикрепление к
неадгезивной поверхности. Например, на рис. 4а
можно наблюдать, что только часть клеток линии
LNCaP, посеянных во флаконы с неадгезивным
покрытием, приступила к формированию сферо-
идов, в то время как большая часть популяции
смогла произвести прикрепление ко дну флакона
и начать рост в виде 2D-культуры. Также следует
отметить, что в этих условиях сфероиды клеток
LNCaP не образуют плотных 3D-структур. Одна-
ко за то же время обработка суспензии клеток по-
ли-2,5-ДГБК индуцирует образование компакти-
зированных сфероидов (рис. 4б), что указывает на
преимущество разработанного нами метода перед
ранее описанным с использованием неадгезив-
ных покрытий.

В разработанной нами методике минимальная
концентрация поли-2,5-ДГБК, необходимая для
формирования сфероидов, составляет 200 мкг/мл.
Однако клетки линии DU145 способны формиро-
вать сфероиды (по методике, описанной в вари-
анте 1, см. “Эксперим. часть”) при концентрации
поли-2,5-ДГБК 140 мкг/мл. Следует отметить, что
данное исследование посвящено принципиальной
возможности использования поли-2,5-ДГБК для
индукции образования и дальнейшего роста сфе-
роидов, однако концентрации соединения могут
варьироваться в зависимости от типа клеток.

Использование полимеров 2,5-ДГБК для фор-
мирования 3D-структур из различных типов клеток.
Для моделирования клеточных взаимодействий в
составе опухолей или тканей используют так на-
зываемые “гетерологичные сфероиды”, сформи-
рованные различными типами клеток [46]. Для
определения эффективности поли-2,5-ДГБК в
формировании гетерологичных сфероидов пер-
вичные фибробласты стромы предстательной
железы были окрашены прижизненным флуо-
ресцентным красителем Vibrant Cell Tracer
(Thermo Fisher Scientific, США) и смешаны с
культурой эпителиальных опухолевых клеток
простаты LNCaP (рис. 5а, 5б). Добавление к сме-
шанным культурам поли-2,5-ДГБК привело к

формированию сфероидов (рис. 5в). При этом
сформированные сфероиды содержали оба типа
клеток: неокрашенные эпителиальные клетки
LNCaP и испускающие зеленый свет фибробла-
сты (рис. 5в, 5г, фибробласты отмечены стрелка-
ми). Различные типы клеток в составе сфероидов
расположены не хаотично, а сгруппированы в
четко различимые области. Разделение клеток в
сфероиде можно наблюдать как на фазовом кон-
трасте (рис. 5в), где области скопления фибро-
бластов более темные по сравнению с клетками

Рис. 4. Клетки LNCaP (клетки рака простаты), ин-
кубированные в течение 96 ч в условиях, предотвра-
щающих адгезию клеток. (а) – Клетки LNCaP, ин-
кубированные в течение 96 ч в неадгезивных флако-
нах без добавления поли-2,5-ДГБК. Стрелкой
отмечены некомпактизированные 3D-структуры.
Микрофотография сделана с использованием 10×
увеличения; (б) – сфероиды через 96 ч, сформиро-
ванные с добавлением поли-2,5-ДГБК (200 мкг/мл)
к суспензии клеток. Микрофотография сделана с
использованием 20× увеличения.

(а)

(б)
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LNCaP, так и при наблюдении флуоресценции –
более темные области сфероидов, наблюдаемые в
фазовом контрасте, обладают зеленой флуорес-
ценцией (рис. 5г). Показано, что первоначально
равномерное распределение клеток стромы (бо-
лее крупные и окрашенные зеленым флуорес-
центным красителем) и неокрашенных клеток
LNCaP в смешанной культуре, через 48 ч культи-
вирования в присутствии поли-2,5-ДГБК сменя-
ется разделением клеток на флуоресцентную
сердцевину и неокрашенную оболочку (рис. 5г),
что может свидетельствовать о произошедшей
перегруппировке клеток по их типу в составе сфе-
роида. Учитывая, что флуоресценция обеспечи-
вается фибробластами, можно предположить, что
наблюдаемые окрашенные участки сформирова-
ны благодаря миграции и компартментализации
клеток при формировании сфероида, а не в резуль-
тате образования клеточного массива путем деле-

ния клеток, т.к. в противном случае наблюдалось
бы значительное ослабление интенсивности зеле-
ного свечения. Также следует отметить, что 48 ч,
прошедшие с момента начала формирования сфе-
роида под воздействием поли-2,5-ДГБК, – это не-
достаточный временной промежуток для созда-
ния группы клеток наблюдаемого размера вслед-
ствие деления исходных фибробластов. Таким
образом, показано, что поли-2,5-ДГБК можно
использовать для получения сфероидов, состоя-
щих из различных типов клеток, в частности для
изучения клеточных взаимодействий между фиб-
робластами стромы и эпителиальными клетками в
моделировании опухолей предстательной железы.

В основе инициируемого поли-2,5-ДГБК форми-
рования сфероидов лежит реорганизация активно-
сти тирозинкиназных рецепторов. С целью опреде-
ления молекулярных мишеней, воздействие на
которые поли-2,5-ДГБК может приводить к
формированию 3D-структур, мы исследовали из-
менение активности тирозинкиназных рецепто-
ров в прикрепленной культуре клеток LNCaP, ин-

Рис. 6. Поли-2,5-ДГБК модулирует уровни фосфо-
рилирования рецепторных тирозинкиназ в клетках
LNCaP. Репрезентативное изображение мембран
для фосфопротеомного анализа с антителами, им-
мобилизованными на мембране и специфичными к
определенным клеточным рецепторам, представле-
ны в двух экземплярах. Интенсивность каждого сиг-
нала соответствует уровню фосфорилирования раз-
личных рецепторов в клетках LNCaP, инкубирован-
ных в присутствии 100 мкг/мл (нижняя панель) или
в отсутствие (верхняя панель) поли-2,5-ДГБК. РТ –
референсные точки; 1 – EGFR (EGFR) (здесь и да-
лее в скобках указано семейство рецепторов, к кото-
рому относится белок); 2 – ErbB2 (EGFR); 3 – Insu-
linR (InsulinR); 4 – c-Ret (Ret); 5 – ROR2 (ROR); 6 –
Tie-2 (Tie); 7 – EphA10 (EphR); 8 – EphB3 (EphR).
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Поли-2,5-ДГБК (100 мкг/мл)

Рис. 5. Сфероиды, сформированные из смеси первич-
ной культуры фибробластов человека, полученных из
стромы предстательной железы, и клеток LNCaP, на
разных этапах роста. Для формирования сфероидов
использовали вариант 1 методики (см. “Эксперим.
часть”). (а) – Смешанная суспензия клеток первичной
культуры фибробластов человека, полученных из
стромы предстательной железы, и клеток LNCaP с до-
бавлением поли-2,5-ДГБК (200 мкг/мл). Клетки фиб-
робластов (отмечены стрелкой) более крупные; (б) –
флуоресценция клеток фибробластов (отмечены
стрелкой) в смешанной клеточной суспензии, пред-
ставленной на микрофотографии (а); (в) – сфероид,
сформированный из фибробластов стромы и клеток
LNCaP, после 340 ч культивирования во флаконах с не-
адгезивным покрытием в отсутствии поли-2,5-ДГБК;
(г) – флуоресценция клеток фибробластов (отмечены
стрелкой) в составе гетерологичного сфероида. Центр
сфероида испускает зеленое свечение, т.к. состоит из
окрашенных клеток первичной культуры фибробла-
стов. Микрофотографии сделаны с использованием
20× увеличения.

(а)(а) (б)(б)

(в)(в) (г)(г)
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кубированных при концентрации поли-2,5-ДГБК,
которая еще не приводит к формированию сфе-
роидов, но может индуцировать изменения в
сигнальных путях клетки. В качестве объекта ис-
следования была выбрана 2D-культура по той
причине, что существование клеток в 3D-куль-
туре само по себе приводит к изменению гомео-
стаза [47]. Клетки культивировали в присутствии
100 мкг/мл поли-2,5-ДГБК в течение 24 ч, по-
скольку было установлено, что эти условия еще
не вызывают переход прикрепленной культуры в
3D-форму. Результаты фосфопротеомного ана-
лиза, представленные на рис. 6, указывают на по-
вышение уровня фосфорилирования следующих
рецепторов: EGFR, Tie-2, ErbB2 и EphB3, что
косвенно указывает на их активацию. Также мож-
но наблюдать снижение уровня фосфорилирова-
ния и, следовательно, ингибирование функцио-
нальной активности рецепторов Alk, DDR1, Insu-
lin R, c-Ret, EphA1, DDR2, Ax1, ROR2, EphA10,
Dtk, Tie-1 и EphA4.

Одни из наиболее примечательных рецепто-
ров, активность которых может регулировать рост
клеток в 3D-культуре, – это EGFR и инсулиновый
рецептор (Insulin R). Было показано, что актив-
ность EGFR необходима для образования непре-
рывных кольцевых апикальных соединений, со-
держащих эпителиальный кадгерин (E-кадгерин
[48]) что приводит к уплотнению межклеточных
контактов. Так, сверхэкспрессия EGFR в клетках
MCF7 трансформирует адгезивную клеточную
2D-культуру в 3D-культуру [49]. Активация Tie-2
увеличивает плотность межклеточных взаимо-
действий при наличии контактов клетки с други-
ми клетками [50, 51]. Высокая активность ErbB2
(HER2) сопряжена со снижением экспрессии фо-
кальных адгезионных белков, таких как пакси-
лин, фокальная адгезионная киназа и интегрин.
Следовательно, стимуляция ErbB2 под воздей-
ствием поли-2,5-ДГБК может приводить к инги-
бированию данных белков и общему снижению
способности клетки к прикреплению [52]. Рецеп-
тор EphB3 в активной форме ингибирует опосре-
дованную интегрином адгезию клеток и индуци-
рует реорганизацию актинового цитоскелета и
перераспределение Е-кадгерина [53], что также
приводит к уменьшению способности клеток
прикрепляться к подложке.

Эти процессы активации рецепторов под воз-
действием поли-2,5-ДГБК также коррелируют со
снижением фосфорилирования и, следовательно,
с ингибированием ряда тирозинкиназных рецеп-
торов (рис. 6), таких как инсулиновый рецептор
(Insulin R), рецепторы Ret и EphA10. Показано,
что активность инсулинового рецептора необхо-

дима для экспрессии белков фокальной адгезии и
паксиллина, которые регулируют способность
клеток прикрепляться к культуральной подложке
[54]. Ингибирование рецептора Ret снижает адге-
зию клеток, опосредованную функцией интегри-
нов формировать комплексы, необходимые для
узнавания лигандов межклеточного матрикса
[55]. Инактивация рецепторов ROR2 и EphA10
сильно ингибирует клеточную адгезию [56, 57].
Поскольку сфероид-образующий эффект может
быть обусловлен ослаблением прикрепления кле-
ток к поверхности культуральной посуды (для
предотвращения перехода суспензии в форму
стандартной 2D-культуры) и усилением межкле-
точных взаимодействий, мы полагаем, что изме-
нение активности этих клеточных рецепторов
под воздействием поли-2,5-ДГБК приводит к из-
менению как способности роста в 2D-культуре
(т.е. прикреплению к подложке), так и к усиле-
нию межклеточных контактов.

Известно, что рецепторные тирозинкиназы
(RTK) реагируют на биохимические сигналы из
окружающей среды, контролирующие поведение
клеток в тканях. Координация их активности
важна для морфогенеза и гомеостаза в зрелых тка-
нях [58]. Поэтому дисрегуляция активности раз-
личных RTK, вызываемая поли-2,5 ДГБК, может
приводить к изменениям в работе соответствую-
щих сигнальных каскадов, находящихся под
управлением данных рецепторов. Хотя определе-
ние конкретного механизма инициации и кон-
троля перестройки клеток в 3D-структуру под
воздействием поли-2,5-ДГБК затруднительно,
мы предполагаем, что формирование сфероидов
происходит в результате комплексного измене-
ния активности вышеописанных рецепторов.

В ходе формирования сфероида происходит вре-
менное ингибирование киназы Akt1. Как упомина-
лось ранее, тирозинкиназные рецепторы имеют
многочисленные нисходящие эффекторные це-
почки. Поэтому возникла необходимость прове-
рить, способна ли обработка поли-2,5-ДГБК,
воздействуя на нисходящие эффекторы, приво-
дить к долговременным изменениям клеточного
гомеостаза. Известно, что рецепторы данной
группы при нахождении в активном состоянии
воздействуют на киназу Akt1 за счет нисходящих
сигнальных каскадов. Наибольший интерес в
данном случае представляют инсулиновый ре-
цептор (Insulin R) и рецептор эфрина типа В3
(EPHB3). Инсулиновой рецептор – вышестоя-
щий активатор Akt1, сигнальный путь которого
включает IRS (insulin receptor substrate, субстрат
рецептора инсулина), PI3-K (class IA phosphatidyl-
inositol 3-kinase, фосфатидилинозитол-3-киназа
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класса IA), PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-bis-
phosphate, фосфатидилинозитол (4,5)-бисфос-
фат), PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-trisphos-
phate, фосфатидилинозитол 3,4,5-трифосфат) и
PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase-1,
фосфоинозитид-зависимая протеинкиназа-1) [59,
60]. EPHB3 – ингибитор Akt1, образующий ком-
плекс с RACK1 (receptor of activated protein C kinase 1,
рецептор активированной киназы протеина С 1) и
PP2A (protein phosphatase 2, протеинфосфатаза 2),
активность которых приводит к дефосфорилирова-
нию Akt1 и, следовательно, к подавлению активно-
сти киназы [61]. Таким образом, мы предположили,
что в сфероидах, полученных посредством обработ-
ки клеток LNCaP поли-2,5-ДГБК, ингибирование
инсулинового рецептора (вследствие уменьше-

ния его фосфорилирования) и активации EPHB3
(вследствие увеличения его фосфорилирования)
может приводить к уменьшению фосфорилиро-
вания и активации киназы Akt1. Результаты ве-
стерн-блот-анализа сфероидов клеток LNСaP
показали 17-кратное снижение уровней как фос-
форилированного Akt1 (Ser473), так и общего ко-
личества киназы по сравнению с необработанны-
ми клетками (рис. 7). Как было отмечено ранее,
рост клеток в 3D-культуре продолжается и после
удаления поли-2,5-ДГБК при переносе культур
во флаконы с неадгезивным покрытием. Для того
чтобы определить, является ли ингибирование
Akt1 необходимым условием для существования
клеток в форме 3D-культуры или подавление ее
экспрессии значимо для инициации формирова-
ния сфероидов и носит временный эффект, мы
исследовали экспрессию Akt1 в сфероидах после
удаления поли-2,5-ДГБК. Данные, представлен-
ные на рис. 7, свидетельствуют о том, что после
удаления индуктора происходит постепенное
восстановление как фосфорилирования Akt1
(Ser473), так и количества общего белка до уров-
ней, наблюдаемых в необработанных полимерами
клетках. Следует отметить, что при этом сформи-
рованные сфероиды сохраняют свою форму и рас-
тут в виде 3D-культур. Следовательно, можно
предположить, что ингибирование Akt1 – это ре-
зультат воздействия поли-2,5-ДГБК на функцио-
нальную активность рецепторов инсулина и
Eph3B, а не последствие роста клеток в 3D-культу-
ре. Таким образом, показано, что поли-2,5-ДГБК
снижает количество Аkt1, однако экспрессия ки-
назы восстанавливается до нормального уровня в
течение 48 ч после удаления полимеров. Этот факт
позволяет предположить, что изменения в фосфо-
рилировании и, следовательно, в активности ряда
клеточных рецепторов, наблюдаемые в результате
воздействия поли-2,5-ДГБК, являются временны-
ми, и функция рецепторов нормализуется после
удаления индуктора роста клеток в 3D-культурах.

Наиболее близкой из существующих техно-
логий к созданной нами методике является
способ получения сфероидов с использованием
производных RGD-пептида (аминокислотная
последовательность Arg-Gly-Asp, узнаваемая
интегринами). В данной методике производ-
ные RGD-пептида (например, циклический
пептид Arg-GlyAsp-D-Phe-Lys (цикло-RGDfK) или
циклоRGDfK, модифицированный 4-карбоксибу-
тил-трифенилфосфонийбромидом (цикло-RGDfK
(TPP)) добавляют в суспензию клеток, культи-
вируемых в обычной культуральной посуде, за-
тем в течение нескольких дней образуются сфе-
роиды в результате самоагрегации клеток [62]. К

Рис. 7. Результаты вестерн-блот-анализа лизатов
клеток LNCaP, растущих в монослое и не подверг-
нутых обработке поли-2,5-ДГБК (контроль), и сфе-
роидов, сформированных в присутствии 200 мкг/мл
поли-2,5-ДГБК. После формирования сфероидов
полимеры удаляли, клетки инкубировали в росто-
вой среде во флаконах с неадгезивным покрытием в
течение 0, 24 и 48 ч. (а) – Изменения в уровнях фос-
форилирования киназы Аkt1 (p-Akt1) и общего бел-
ка Akt1 в контрольных клетках 2D-культуры и сфе-
роидах. Интенсивность каждого сигнала соответ-
ствует уровню фосфорилирования (для p-Akt1) или
уровню общего белка в контроле и сфероидах. Ак-
тин (β-актин) использовали для нормализации кон-
центрации белков в каждой пробе; (б) – денситомет-
рический анализ сигналов, полученных вестерн-
блот-анализом лизатов контроля и сфероидов,
представлен в виде средней плотности пикселей, от-
ражающей изменения уровня р-Аkt1, нормализо-
ванного к уровню β-актина. Столбики ошибок
представляют ± стандартное отклонение от средне-
го.
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недостаткам метода относится факт наличия у
растворимых низкомолекулярных RGD-содер-
жащих пептидов выраженной способности инду-
цировать апоптоз [63], что может вносить иска-
жения в результаты тестирования противоопухо-
левых препаратов с целью определения их
цитотоксичности. Кроме того, известно, что ли-
ганды интегринов, такие как RGD-пептид, ис-
пользуются как эффективные противоопухолевые
препараты [64–66]. Следовательно, биологическая
активность RGD-пептида может существенно ис-
кажать результаты тестирования фармакологиче-
ских препаратов при использовании сфероидов,
полученных по данному методу.

В настоящей работе мы показали, что сферои-
ды, полученные в результате воздействия поли-
2,5-ДГБК, восстанавливают экспрессию Akt1 че-
рез 48 ч после удаления соединения, и вероятно,
что снижение уровня Akt1 в присутствии индук-
тора связано с ингибированием функции выше-
стоящих тирозинкиназных рецепторов. Мы мо-
жем предположить, что изменения в активности
рецепторов, приводящие к формированию сфе-
роидов, происходят только в присутствии поли-
мера и после удаления поли-2,5-ДГБК гомеостаз
клеток восстанавливается до нормального уров-
ня. Следовательно, полученные с использованием
нашей методики сфероиды можно применять для
скрининга биологической активности различных
соединений или фармакологических препаратов
через 48 ч после удаления поли-2,5-ДГБК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез поли-2,5-ДГБК. Синтез полимеров
проводили окислением 2,5-ДГБК (Sigma-Aldrich,
США) под действием лакказы, выделенной из
гриба Trametes versicolor, как это описано в работе
Lisov et al. [35]. Реакцию проводили в 20 мМ на-
трий-ацетатном буфере, pH 5.0. Концентрация
2,5-ДГБК составляла 20 мМ, а лакказы – 10 ед./мл.
Реакцию проводили при 30°C и перемешивании
(200 об/мин) в течение 15 ч. Через 15 ч реакцию
останавливали путем нагревания реакционной
смеси на кипящей водяной бане в течение 5 мин.
Далее осадок удаляли из реакционной смеси цен-
трифугированием, супернатант диализовали про-
тив дистиллированной воды (пропускная способ-
ность мембраны – 10 кДа). После диализа препарат
высушивали в роторном вакуумном испарителе при
40°С, взвешивали для определения количества
вещества и растворяли в фосфатно-солевом бу-
фере (PBS) до концентрации 1 мг/мл. Для рабо-
ты с культурами клеток раствор поли-2,5-ДГБК
стерилизовали посредством фильтрования через

мембрану с диаметром пор 0.22 мкм и использо-
вали для добавления с ростовую среду в указан-
ных концентрациях. Гель-фильтрацию проводили
на колонке HiLoad 26/60 Superdex 200 (Sigma-
Aldrich, США), подвижная фаза – 20 мМ ацетат-
ный буфер (рН 5.0), содержащий 15 M NaCl, ско-
рость элюции 1 мл/мин.

Антитела. В качестве первичных антител для
иммуноблоттинга использовали моноклональ-
ные антитела мыши (анти-АКТ1 (Santa Cruz Bio-
technology, CША) и анти-β-актин, конъюгиро-
ванные с пероксидазой (Sigma, Германия)) и ан-
титела кролика (анти-фосфо-АКТ1 (S473) (D9E)
(Cell Signaling Technology, CША)). В качестве вто-
ричных антител для визуализации белка в вестерн-
блот-анализе использовали конъюгированные с
пероксидазой антитела против иммуноглобулинов
мыши (H&L, goat) и кролика (H&L, goat) (Rock-
land, США).

Культуры клеток. Клетки первичной культуры
фибробластов человека (выделенной из хирур-
гического материала тканей предстательной же-
лезы) и ММСК культивировали в среде
DMEM/F12. Клетки линий рака предстательной
железы (LNCaP, DU145, PC3) и рака мочевого
пузыря (T24) культивировали в среде RPMI 1640.
Клетки линий рака молочной железы (MCF7,
MDA-MB-231, BT474 и MDA-MB-231) культиви-
ровали в среде DMEM. Для культивирования ис-
пользовались ростовые среды с добавлением 10%
фетальной бычьей сыворотки (FBS), стрептоми-
цина, пенициллина (50 мкг/мл) и L-глутамина
(ПанЭко, Россия) Культивирование проводили
при 37°С в атмосфере 5% СО2.

Формирование сфероидов. Способ 1: после до-
стижения клетками 90% монослоя (3 × 106 кле-
ток) ростовую среду удаляли, клетки открепляли
от подложки обработкой раствором 0.05%-ного
трипсина с ЭДТА (ПанЭко, Россия). Клетки ре-
суспендировали в соответствующей для каждой
клеточной линии ростовой среде, центрифугиро-
вали 5 мин при 1200 об/мин. После удаления су-
пернатанта клетки ресуспендировали в 4 мл росто-
вой среды, переносили в 6-см чашку Петри (Corn-
ing, США) и добавляли раствор поли-2,5-ДГБК до
конечной концентрации 200 мкг/мл. После этого
клетки инкубировали в течение 72 ч в СО2-инку-
баторе MCO-19AIC(UV) (Sanyo, Япония). Среду
со сформированными сфероидами переносили в
15-мл пробирку типа Falcon (Corning, США) и от-
стаивали 15 мин для осаждения сфероидов. Су-
пернатант удаляли, добавляли 10 мл ростовой
среды и перемешивали сфероиды плавным пока-
чиванием вручную. Процедуру смены среды по-
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вторяли суммарно 3 раза для полного удаления
поли-2,5-ДГБК. Затем сфероиды в 6.5 мл росто-
вой среды переносили во флаконы Т25 с неадге-
зивным покрытием (SPL LIFESCIENCES, Рес-
публика Корея) и использовали в дальнейших ис-
следованиях.

Способ 2: по достижению клетками 100% мо-
нослоя ростовую среду удаляли, клетки промыва-
ли PBS. После удаления PBS на клетки наносили
2 мл раствора поли-2,5-ДГБК с концентрацией
1 мг/мл, после чего инкубировали 5 мин в CO2-
инкубаторе при 37°C. Далее клетки механически
отделяли от поверхности чашки Петри при помо-
щи скребка и несколько раз ресуспендировали
посредством 1-мл пипетки-дозатора, не допуская
полного разделения клеточных агрегатов на от-
дельные клетки. К раствору поли-2,5-ДГБК до-
бавляли 8 мл ростовой среды (конечная концен-
трация поли-2,5-ДГБК после разведения –
250 мкг/мл) и инкубировали 48 ч в CO2-инкубаторе
(5% CO2) при 37°C. Среду со сформированными
сфероидами переносили в пробирку и отстаивали
15 мин для осаждения сфероидов. Процедуру
полного удаления поли-2,5-ДГБК проводили,
как описано выше. Затем сфероиды ресуспен-
дировали в 6.5 мл ростовой среды и переносили
во флаконы Т25 с неадгезивным покрытием
(SPL LIFESCIENCES, Республика Корея), куль-
тивировали до 340 ч.

Способ 3: заранее подготавливали 96-луноч-
ные культуральные планшеты для придания им
низкоадгезивных свойств (Greiner Bio-One GmbH,
Германия): в стерильных условиях в каждую лун-
ку добавляли 200 мкл стерильного минерального
масла (MP Biomedicals, Франция) и оставляли на
1 ч. После этого минеральное масло удаляли с мак-
симально возможной полнотой. Далее планшет по-
вторно стерилизовали облучением УФ-светом в те-
чение 1 ч в ламинарном шкафу. Клетки линии
LNCaP (рак предстательной железы) открепляли
от подложки, как это описано выше в способе 1.
После подсчета клеток суспензию клеток разбав-
ляли ростовой средой до достижения концентра-
ции 1 клетка в 100 мкл среды и помещали в подго-
товленные культуральные планшеты (100 мкл на
лунку), т.е. большинство лунок 96-луночного
планшета содержали 1 клетку. Далее клетки ин-
кубировали в течение 120 ч в СО2-инкубаторе
для прикрепления клеток к подложке и форми-
рования колонии-клона. После инкубации ро-
стовую среду удаляли и в каждую лунку добавля-
ли 100 мкл ростовой среды, содержащей поли-
2,5-ДГБК (200 мкг/мл). После замены среды
планшет несильно ударяли сбоку несколько раз, в

результате чего колония клеток отделялась от под-
ложки без разделения на отдельные клетки. Далее
клетки инкубировали в течение 48 ч в СО2-инкуба-
торе. Затем сфероиды отмывали от поли-2,5-ДГБК,
как описано выше, эту процедуру можно проводить
как в лунках 96-луночного планшета, содержащих
индивидуальные клоны клеток, так и перенести по-
лученные клоны в культуральные планшеты любо-
го формата (24- или 12-луночные) с неадгезивным
покрытием для дальнейшего роста сфероидов в
условиях эксперимента.

Формирование гетерологичных сфероидов.
Фибробласты стромы предстательной железы и
клетки LNCaP культивировали и трипсинизиро-
вали, как это описано в способе 1 получения сфе-
роидов. Суспензию клеток центрифугировали
5 мин при 1200 об/мин, супернатант удаляли,
клетки ресуспендировали в 7.5 мл PBS и далее
центрифугировали 5 мин при 1200 об/мин. Про-
цедуру центрифугирования повторяли 2 раза для
удаления остатков ростовой среды. Затем фиб-
робласты стромы предстательной железы ресус-
пендировали в 1 мл PBS, содержащего краситель
для прижизненного окрашивания Vibrant Cell
Tracer Kit (25 мM; Thermo Fisher Scientific, США)
и инкубировали 15 мин в CO2-инкубаторе, после
чего центрифугировали 5 мин при 1200 об/мин.
Процедуру центрифугирования повторяли 2 раза
для удаления остатков красителя с последующим
ресуспендированием в ростовой среде и подсче-
том клеток. Суспензию окрашенных клеток стро-
мы предстательной железы смешивали с суспен-
зией клеток LNCaP в соотношении 1 : 1 по коли-
честву клеток (5 × 106 кл./мл), полученную
суспензию переносили в лунку 24-луночного
планшета в среде объемом 500 мкл. В суспензию
клеток добавляли поли-2,5-ДГБК до концентра-
ции 200 мкг/мл и инкубировали в CO2-инкубато-
ре в течение 72 ч. Среду со сформированными
сфероидами переносили в пробирку и оставляли
на 15 мин для осаждения сфероидов. Супернатант
удаляли, добавляли ростовую среду и перемеши-
вали сфероиды плавным покачиванием. Проце-
дуру смены среды повторяли 3 раза для полного
удаления поли-2,5-ДГБК. Затем сфероиды в ро-
стовой среде переносили во флаконы Т25 с неад-
гезивным покрытием (SPL LIFESCIENCES, Рес-
публика Корея) для дальнейшего наблюдения.
Флуоресценцию окрашенных клеток стромы на-
блюдали при помощи инвертированного микро-
скопа Микромед И (ЛОМО, Россия).

Проверка стабильности и жизнеспособности
сфероидов. Сфероиды, сформированные по вы-
шеописанным методикам, после удаления поли-
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2,5-ДГБК инкубировали в течение двух недель в
CO2-инкубаторе во флаконах Т25 с неадгезивным
покрытием с заменой среды каждые три дня на
свежую. По истечении данного срока сфероиды
сохраняли характерную 3D-структуру, активно
росли, увеличиваясь в размерах. После 340 ч ин-
кубации во флаконах Т25 с неадгезивной поверх-
ностью ростовую среду со сфероидами переноси-
ли в 6-см чашку Петри для наблюдения за при-
креплением сфероидов к подложке и миграцией
клеток из сфероида на поверхность чашки.

Анализ фосфорилирования рецепторных тиро-
зинкиназ. Чтобы определить, приводит ли обра-
ботка поли-2,5-ДГБК к значительным изменени-
ям клеточного гомеостаза, мы использовали Pro-
teome Profiler Human Phospho-RTK Array Kit
(R&D Systems, США) в соответствии с инструк-
циями производителя. Вкратце, клетки LNCaP,
посеянные в количестве 2 × 105 клеток на 6-см чаш-
ку Петри, через 24 ч обрабатывали поли-2,5-ДГБК
(100 мкг/мл) или контролем-носителем (среда с
добавлением PBS) в течение 24 ч. После обработ-
ки клетки промывали 3 раза охлажденным PBS,
лизировали с использованием поставляемого бу-
фера для лизиса и определяли концентрацию бел-
ков в каждом клеточном лизате (Pierce BCA Pro-
tein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, США).
Клеточные лизаты (300 мкг белка в 1 мл) наноси-
ли на мембраны, содержащие иммобилизован-
ные антитела, специфичные к определенным
клеточным рецепторам, и инкубировали в тече-
ние ночи при 4°С. Затем мембраны инкубировали
с антителами против фосфорилированного тиро-
зина, конъюгированными со стрептавидином-
HRP для получения хемилюминесцентного сиг-
нала после добавления реагента-субстрата. Уро-
вень активности рецепторных киназ, связавших-
ся со специфическими антителами, определяли
по интенсивности сигнала, отражающего количе-
ство фосфорилированного тирозина для каждой
киназы, представленной в наборе. Для количе-
ственной оценки уровня фосфорилирования бы-
ла проведена денситометрия интенсивности по-
лученных сигналов с использованием программ-
ного обеспечения Studio Image Lite версии 5.2
(LI-COR Biosciences, США).

Вестерн-блот-анализ. Полученные, как описа-
но в примере 2, сфероиды переносили во флако-
ны с неадгезивным покрытием (с заменой культу-
ральной среды на свежую без добавления поли-
2,5-ДГБК) и культивировали в течение 48 ч с от-
бором проб через 0, 24 и 48 ч. В качестве контроля
использовали клетки LNCaP, выращенные до
стадии монослоя в 2D-культуре в отсутствие по-
ли-2,5-ДГБК. Клетки промывали холодным PBS

и лизировали в 200 мкл буфера для лизиса
(20 мМ Tris-HCl, pH 7.5, 1% NP-40, 100 мМ NaCl,
5 мМ EDTA), содержащего ингибиторы (Protease
Inhibitor Cocktail Set V; Calbiochem, США) и ин-
гибиторы фосфатаз (10 мМ β-глицерофосфат,
10 мМ ортованадат натрия, 10 мМ пирофосфат
натрия и 5 мМ флуорит натрия). Концентрацию
белка измеряли с использованием набора для
анализа белка Pierce BCA Protein Assay Kit (Ther-
mo Fisher Scientific, США). Клеточные лизаты
(30 мкг тотального белка) разделяли с помощью
электрофореза в 10%-ном ПААГ, затем белки
переносили на нитроцеллюлозные мембраны
(Bio-Rad Laboratories, США) и инкубировали с
первичными антителами (разведение 1 : 1000 в бу-
фере TBST, содержащем 5% BSA). После про-
мывки мембраны инкубировали со вторичными
антителами, конъюгированными с пероксида-
зой (разведение 1 : 5000 в буфере TBST, содержа-
щем 5% обезжиренного молока). Визуализацию
белка обеспечивали добавлением пикохемилюми-
несцентного субстрата (Thermo Fisher Scienti-
fic, США) с последующей детекцией хемилю-
минесцентных сигналов с помощью станции
визуализации Fusion Fx (Vilber Lourmat, Фран-
ция). Относительные уровни экспрессии белка
определяли денситометрией сигналов с исполь-
зованием программного обеспечения Studio
Image Lite (версия 5.2).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработан новый метод быстрого получения

3D-культур клеток. Методы формирования сфе-
роидов с применением поли-2,5-ДГБК, предло-
женные в настоящем исследовании (патент
RU 2742689 C1, 2021) [67], имеют много преиму-
ществ в лабораторном использовании и представ-
ляют собой простую и недорогую процедуру, ко-
торая вызывает минимальное вмешательство в
жизнедеятельность клеток для их организации в
3D-структуру. Таким образом, новый метод
3D-культивирования может быть применен для
исследований солидных опухолей человека или
других экспериментальных целей.
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Cells attached to a substrate and grown in two dimensions (2D) or suspended culture cannot accurately rep-
licate intercellular interactions in tissues and organs. Spheroids, being three-dimensional (3D) formations,
are more accurately reproduce the structure of organs or neoplasms. Spheroids compared to 2D cultures
demonstrate an increased survival, corresponding morphology, and a hypoxic core, which is observed in na-
tive tumors in vivo. Tumor cell spheroids also represent models of the metastatic process. Therefore, sphe-
roids are currently widely used for testing new anticancer drugs. However, obtaining and using 3D cultures
can be associated with a number of difficulties, such as the need for expensive reagents and equipment, the
low rate of formation of spheroids of the required size, and the occurrence of long-term changes in cell me-
tabolism, which depend on the methods used to create spheroids. We have found that incubation of tumor
and normal cells in the presence of polymers of 2,5-dihydroxybenzoic acid (2,5-DHBA) that are nontoxic to
cells can induce the formation of 3D structures. Based on this, a new method for the rapid production of 3D
cultures is developed and this approach does not require the use of additional equipment, expensive reagents,
and does not have a long-term effect on cell homeostasis. The spheroids obtained by this method represent
models of three-dimensional structures and can be used for biological studies of intercellular interactions and
detection of pharmaceutical products.

Keywords: 3D cultures, spheroids, pharmacological screening, cell cultures, lignin-like polymers, 2,5-dihydroxy-
benzoic acid polymers


