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ВВЕДЕНИЕ
Первые десятилетия XXI в. ознаменовались 

бурным развитием геномных и постгеномных тех-
нологий, что привело к революционным измене-
ниям в понимании молекулярных основ социаль-
но значимых и распространенных заболеваний, в 
том числе и онкологических. В свою очередь, ýто 
способствовало идентификации новых молеку-
лярных мишеней и открытию множества химиче-
ских и биологических соединений с противоопу-
холевой активностью, а также развитию систем 
доклинического скрининга ýффективности про-
тивоопухолевых веществ in vitro. 

Традиционным и пока незаменимым инстру-
ментом исследований в области биологии рака, 
создания новых противоопухолевых соединений 
и таргетных препаратов, а также разработки 
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РЕЗЮМЕ

Синтез и внедрение новых химических соединений, обладающих потенциальной противоопухолевой ак-
тивностью, требуют надежных предиктивных доклинических моделей для скрининга эффективности in 
vitro. Такие модели включают культуры клеток опухолей человека – двухмерные системы культур кле-
ток 2D (two-dimensional cell culture systems) и трехмерные системы культур клеток 3D (three-dimensional 
cell culture systems). В этом обзоре обсуждаются особенности молекулярного фенотипа клеток, культи-
вируемых в 2D- and 3D-системах, и их применение в исследованиях эффективности противоопухолевых 
препаратов с упором на ключевые примеры из научной литературы. В обзоре также проанализированы 
преимущества, недостатки и перспективы применения описываемых моделей культур опухолевых кле-
ток. 
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персонифицированных подходов диагностики, 
профилактики и лечения онкологических за-
болеваний является метод культуры клеток и 
тканей in vitro. Как первичные клетки, так и 
панели линий клеток опухолей человека и жи-
вотных представляют собой уникальный объект 
исследования молекулярных и (или) клеточных 
механизмов роста опухолей и анализа активно-
сти препаратов. 

Çатраты на успешное внедрение одного нового 
лекарственного препарата на фармацевтический 
рынок составляют 800–1,2 млрд долл. США со 
средней продолжительностью 10–15 лет. Расхо-
ды намного увеличиваются в случае неудачных 
клинических испытаний при раке II–III фазы 
[1]. Анализ клинических исследований показы-
вает, что около 67% препаратов исключаются на 
поздних стадиях, что, прежде всего, связано с их 
низкой ýффективностью и безопасностью приме-
нения. Таким образом, высокий показатель сокра-
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щения числа лекарственных препаратов указыва-
ет на недостатки существующего доклинического 
скрининга и моделей in vitro, которые не обеспе-
чивают получение объективной информации для 
прогнозирования ýффективности и безопасности 
использования лекарств-кандидатов. 

Культуры клеток опухолей выращивают как с 
использованием монослойной двухмерной моде-
ли, так и трехмерной системы [2–4]. В настоящее 
время считается, что культивирование клеток в 
двухмерных моделях не может во всех случаях 
быть физиологически релевантным по отноше-
нию к сложным по структуре, гетерогенным по 
клеточному составу и постоянно изменяющимся 
во времени опухолям в организме человека [5, 6]. 
При использовании 2D-модели не представляется 
возможным воссоздать такие критически значи-
мые в биологии рака явления, как гетерогенность 
популяций клеток опухоли, взаимодействие опу-
холи с микроокружением и организмом в целом. 
Тканеспецифическая архитектура наряду с ýле-
ментами микроокружения являются существен-
ными компонентами опухоли и могут быть ча-
стично воспроизведены с помощью трехмерных 
(3D) моделей культуры клеток [7]. Таким обра-
зом, по современным представлениям, совершен-

ная система скрининга должна максимально вос-
производить свойства и организацию опухоли в 
организме человека.

В настоящем обзоре анализируются современ-
ные данные о 2D- и 3D-моделях культур клеток 
злокачественных опухолей человека, применяе-
мых для тестирования противоопухолевой актив-
ности химических соединений и препаратов in 
vitro.

МОДЕЛИРОВАНИЕ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК  
В 2D- И 3D-СИСТЕМАХ

 В традиционной двухмерной монослойной 
культуре клетки прикрепляются и растут на 
плоской поверхности стекла или чаще всего в 
культуральных пластиковых флаконах (рис. 1). 
Монослой позволяет всем клеткам получать оди-
наковое количество питательных веществ и фак-
торов роста из среды во время роста и состоит 
преимущественно из пролиферирующих клеток, 
так как некротические клетки отделяются от по-
верхности и легко удаляются при смене среды. 
Клетки, культивируемые в 2D-модели, обычно бо-
лее плоские и растянутые в сравнении с клетками 
in vivo. 

Аномальная клеточная морфология в 
2D-культуре влияет на многие клеточные про-
цессы, включая клеточную пролиферацию, 
дифференцировку, апоптоз, ýкспрессию генов 
и белков [8]. В результате поведение клеток с 
двухмерным культивированием отличается от та-
кового в организме. Эта модель, таким образом, 
недостаточно адекватно имитирует  микроокру-
жение in vivo и процесс роста опухоли в орга-
низме, где существенное значение в прогрессии 
опухоли имеет взаимодействие между клетками 
и окружающим ее внеклеточным матриксом. 
Моделирование культур клеток в 2D-формате 
характеризуется рядом важных аспектов: се-
лекцией специфического, адаптированного к 
росту на культуральном пластике или стекле 
фенотипа клеток из первоначально гетероген-

ной популяции опухолевых клеток; нарушенной 
поляризацией клеток по причине ограниченной 
ýкспозиции поверхности клеток в культураль-
ной среде; сокращением межклеточных взаи-
модействий; отсутствием клеточно-матриксных 
взаимодействий и метаболических градиентов. 
Некоторые недостатки 2D-моделей могут быть 
преодолены при изменении условий культиви- 
рования. 

Как было продемонстрировано в ýксперимен-
тах, ýффект поляризации клеток  в 2D-моделях 
опухолей можно изменить с помощью метода 
сýндвич-культуры, добавляя поверх слоя клеток 
ýлементы внеклеточного матрикса (ECM, extra-
cellular matrix) [9–13]. Тем не менее традицион-
ная двухмерная клеточная культура по-прежнему 
является  распространенной тестовой платфор-
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Рис. 1. 2D-модель культур клеток опухолей 
Fig. 1. 2D-model of tumor cell culture 
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мой in vitro при скрининге противоопухолевых 
препаратов. На современном ýтапе развития 
медицинской биотехнологии требуется разра-
ботка наиболее достоверных методов тестиро-
вания противоопухолевых соединений. И по-
скольку двухмерные модели не отвечают многим 
предъявляемым требованиям, усилия научных 
групп и компаний сосредоточены на сложных  
3D-системах. 

Культуры опухолевых клеток 3D-моделей  
(рис. 2) растут на макропористых микроносите-
лях и гидрогелях, микро- и нановолокнах, агрега-
тах или сфероидах с использованием скаффолда 

или матрикса и пр. 3D-культуры на основе скаф-
фолда или матрикса могут быть получены путем 
посева клеток на бесклеточном 3D-матриксе или 
путем диспергирования клеток в жидком матрик-
се с последующим затвердеванием или полимери-
зацией. Конструирование комплексных 3D-моде-
лей на основе скаффолдов, выполняющих роль 
внеклеточного матрикса, малигнизированных 
клеток и компонентов микроокружения опухоли 
является перспективным направлением в ткане-
вой инженерии опухолей. Для моделирования в 
3D-культуре обычно используются биологиче-
ские или синтетические материалы. 

Рис. 2. 3D-модель культур клеток опухолей: сфероиды (агрегаты) с использованием скаффолда (а) и без скаф-
фолда (b)

Fig. 2. 3D-model of tumor cell culture: spheroids (aggregates) with scaffolds (a) and scaffold-free (b)  

3D-моделирование характеризуется естествен-
ным ростом клеток в трехмерной среде, при кото-
ром сохраняются межклеточные взаимодействия, 
контакты с внеклеточным матриксом и микросре-
дой. В свою очередь, ýти взаимодействия в такой 
трехмерной архитектуре влияют на ряд клеточ-
ных функций, включая клеточную пролифера-
цию, дифференцировку, морфологию, ýкспрес-
сию генов и (или) белков и клеточные ответы на 
внешние раздражители. Несмотря на разработку 
современных систем визуализации, в ýксперимен-
тах с трехмерными моделями нередко возникают 
технические сложности в наблюдениях за клет-
ками. Кроме того, для сфероидов в 3D-культуре 
было продемонстрировано отсутствие ангиогене-
за и иммунного ответа [3, 4]. 

Различия в паттерне ýкспрессии генов меж-
ду клетками в 2D- и 3D-культурах играют важ-
ную роль в морфологии, пролиферации и чув-
ствительности к лекарственным средствам, 
наблюдаемым в клетках, культивируемых в 2D- и 
3D-системах. Линии клеток опухолей, выращен-
ные в 2D- и 3D-культуре, часто демонстрирует 
различные профили ýкспрессии генов, особенно 
генов, вовлеченных в регуляцию пролиферации, 
ангиогенеза, миграции, инвазии и химиочувстви-
тельности [14, 15]. D. Loessner и соавт. обнаружи-

ли в трехмерной культуре клеток рака яичника 
повышенную ýкспрессию мРНК интегринов α3/
α5/β1 и матриксной металлопротеазы  MMP9 ( 
Matrix metallopeptidase 9) по сравнению с клетка-
ми в 2D-культуре [16]. A.C. Luca и соавт. в своей 
работе продемонстрировали влияние внеклеточ-
ного матрикса ECM в трехмерных культурах на 
фенотипические и генотипические свойства кле-
точных линий колоректального рака, включая 
CACO-2, DLD-1, HT-29, SW480, LOVO и COLO-
206F [17]. Таблица суммирует некоторые ключе-
вые клеточные характеристики 2D- и 3D-систем 
культур клеток.

2D-И 3D-МОДЕЛИ КУЛЬТУР КЛЕТОК  
В СКРИНИНГЕ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ 
ПРЕПАРАТОВ 

Культуры опухолевых клеток являются клю-
чевым инструментом, используемым для оценки 
потенциальной ýффективности нового соедине-
ния и в исследовании лекарственного препарата. 
Для получения наиболее достоверных и реали-
стичных результатов модель культуры клеток, 
применяемая в качестве платформы тестирования 
различных соединений, должна быть максималь-
но приближена по организации и свойствам к 
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клеткам в естественных условиях организма, т. е.  
in vivo. 

Чувствительность клетки к противоопухо-
левым препаратам в трехмерных культурах, 
как отмечали некоторые исследователи, анало-
гична таковой у опухоли в организме, что от-
личает ýту модель от 2D-культур [17–19]. В 
ряде исследований установлено, что клетки, 

культивируемые в 3D-моделях, более устой-
чивы к противоопухолевым препаратам, чем в 
2D-культурах [16, 20]. Например, выживаемость 
и пролиферация клеток рака яичников в трех-
мерных культурах после лечения паклитакселом 
была снижена на 40 или 60%, в то время как в 
монослое жизнеспособность клеток –  на 80%  
[20]. 

Т а б л и ц а 
T a b l e

Основные преимущества и недостатки 2D- и 3D-моделей  
Major advantages and disadvantages of 2D and 3D models

Показатель
Characteristic

Двухмерные 
2D models

Трехмерные
3D models

Морфология
Morphology

Плоские и растянутые в монослое
Flat and stretched in the monolayer

Естественная форма в сфероидных или 
агрегатных структурах 

Natural shape in the spheroid and aggregate 
structures 

Пролиферация
Proliferation 

Пролиферируют быстрее, чем in vivo
Prolifirate faster than in vivo

Могут пролиферировать быстрее или 
медленнее в сравнении с 2D-моделями 
в зависимости от типа клеток или типа 

3D-модели
Able to proliferate faster or slower as com-
pared to 2D models depending on the cell 

type or 3D model type

Воздействие среды или 
препарата
Exposure to the environ-
ment or drug 

Клетки в монослое одинаково подвержены воздей-
ствию питательных веществ или факторов роста 
или препаратов, которые распределены в среде 

роста
Cells in the monolayer are equally exposed to nutri-
ents or growth-stimulating factor or drugs which are 

distributed in the growth medium

Питательные вещества и факторы роста 
или препараты не могут полностью про-

никать в сфероид
Nutrients and growth-stimulating factors 

or drugs may not be able to fully penetrate 
the spheroid

Стадия клеточного цикла
Stage of the cell cycle 

Наиболее вероятно, что клетки будут находиться 
на одной и той же стадии клеточного цикла из-за 
того, что в равной степени подвергаются воздей-

ствию среды
Most likely, the cells will be at the same stage of the 
cell cycle because of the fact that they are equally 

exposed to the environment 

Сфероиды содержат пролиферирующие, 
покоящиеся, гипоксические и некротиче-

ские клетки
Spheroids include proliferating, resting, 

hypoxic, and nercrotic cells  

Ген или белок ýкспрессии
Gene or protein of expres-
sion 

Проявляют различные уровни ýкспрессии по срав-
нению с моделями in vivo 

Show different levels of expression as compared  
to in vivo models   

Демонстрируют профили , аналогичные в 
тканях in vivo

Show expression profiles similar to in vivo 
tissues

Устойчивость к препарату
Resistance to the drug

Чувствительны 
Sensetive 

Более устойчивы 
More resistant

H. Karlsson и  и соавт. оценили чувствитель-
ность клеток рака толстой кишки HCT-116 в 
3D-сфероидах и монослойной культуре к четы-
рем стандартным противоопухолевым препара-
там (мелфалан, 5-фторурацил (5-FU), оксалипла-
тин и иринотекан) и двум новым соединениям 
(акрифлавин и малая молекула VLX50) [21]. Со-
гласно результатам исследования, все препараты 
проявили высокую активность в 2D-модели. Ак-
тивность в сфероидах была ниже и постепенно 
утрачивалась (6-дневные сфероиды были более 
устойчивыми, чем 3-дневные). Возможно, генети-

ческие и фенотипические изменения, вызванные 
образованием трехмерных сфероидов, влияют на 
повышенную устойчивость к противоопухолевой 
терапии. 

Кроме того, можно предположить, что в ос-
нове устойчивости к соединениям и противоопу-
холевым препаратам лежит механизм усиления 
межклеточных взаимодействий, обусловленный 
клеточной адгезией, растворимыми факторами 
и микроокружением (низкое значение рН и ги-
поксия) [22, 23].  Показано, что ограниченная 
диффузия питательных веществ и кислорода в 
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центральные участки сфероидов приводят к ак-
тивации генов, которые кодируют белки, кон-
тролирующие апоптоз (онкосупрессор р53 и се-
мейство bcl-2) и выживаемость клеток, а также  
чувствительность к лекарственным средствам 
(MRP, multidrug resistance associated protein) 
[24]. Подобная опосредованная белками семей-
ства MRP резистентность опухолевых клеток к 
химиопрепаратам в 3D-сфероидах наблюдалась 
и в ýкспериментах in vivo [25]. Исследование с 
использованием 3D-культуры опухолевых клеток 
печени в качестве модели in vitro продемонстри-
ровало роль стромальных клеток в формирова-
нии резистентности к противоопухолевым препа-
ратам [26]. 

Различия в чувствительности к противоопу-
холевой терапии между 2D- и 3D-культурами, 
возможно, обусловлены, но не ограничиваются 
следующими аспектами. Во-первых, существу-
ет различие в физических и физиологических 
свойствах между трехмерными и двухмерными 
культурами. В то время как клетки в 2D-моделях 
растягиваются в неестественном состоянии на 
плоской подложке, клетки, культивируемые в 
3D-системах на биологическом или синтети-
ческом материале, сохраняют свою обычную 
морфологию. L. Gurski и  и соавт.  установили 
влияние морфологии клеток на устойчивость к 
воздействию противоопухолевых соединений как 
в 2D-, так и в 3D-моделях [27]. 

Во-вторых, наблюдается различие в ýкспрессии 
и пространственной организации поверхностных 
рецепторов. Многие таргетные противоопухо-
левые препараты нацелены на конкретные мем-
бранные рецепторы клеток. Уровень ýкспрессии 
рецепторов и ýффективность связывания проти-
воопухолевого соединения с ýтими рецепторами 
могут существенно различаться в трехмерных и 
двумерных культурах из-за различий в структу-
ре, локализации и пространственном расположе-
нии рецепторов на поверхности клеток [28]. 

В-третьих, показано различие в уровне ýкс-
прессии генов. Клетки, растущие в монослойной 
культуре, подвергаются стрессу, влияющему на 
ýкспрессию генов и белков, что в свою очередь 
может снизить ýффективность применения про-
тивоопухолевых препаратов. 

В-четвертых, существует различие в фазах 
клеточного цикла. Клетки в 2D-моделях являют-
ся в подавляющем большинстве пролиферирую-
щими, тогда как в трехмерных культурах клетки 
обычно представляют собой смесь клеток, на-
ходящихся на разных фазах клеточного цикла.  
Z. Wen и соавт. указывают, что более крупные 

сфероиды являются гетерогенными, с пролифе-
рирующими клетками во внешней области и по-
коящимися клетками во внутренней части, что 
связано с дефицитом питательных веществ и не-
ýффективным газообменом. В определенных слу-
чаях для тестирования некоторых противоопу-
холевых соединений и препаратов обязательным 
условием является наличие активно пролифе-
рирующих клеток [28]. К подобным препаратам 
относятся 5-фторурацил (5-FU) и доксорубицин.  
Y.C. Tung и соавт. установили, что отсутствие про-
лиферирующих клеток в 3D-культуре ýпителиаль-
ной карциномы A431.H9 привело к 100-кратному 
увеличению резистентности к 5-фторурацилу [29].  
K. Chitcholtan и соавт. наблюдали подобную кар-
тину с доксорубицином и клетками рака ýндоме-
трия линий KLE [31]. В-пятых, наблюдается разли-
чие в ýффективности проникновении препаратов 
в клетку и локальном рН. В то время как пре-
параты доступны клеткам в монослое 2D-модели 
в одинаковой степени, диффузия соединений к 
клеткам в сфероиде 3D-модели может варьиро-
вать в зависимости от локализации клеток. 

P. Swietach и соавт. выявили важность вну-
триклеточного рН при определении ýффектив-
ности  химиотерапевтических препаратов, таких 
как доксорубицин, показав, что более низкий рН 
снижает транспорт препарата, способствуя ле-
карственной устойчивости [31]. При ýтом именно 
в сфероидах создаются условия для формирова-
ния более низких значений рН, характерных для 
большинства солидных опухолей in vivo.

Прорывной технологией в современной про-
тивоопухолевой терапии являются препараты, 
действующие на целевые или таргетные молеку-
лы, задействованные в механизмах роста опухо-
ли и канцерогенеза. 3D-модели культур клеток 
обладают бесспорными преимуществами перед 
2D-культивированием в развитии таргетной те-
рапии. Так, в своей работе J.M. Nam и соавт. в 
3D-модели продемонстрировали гиперýкспрес-
сию клетками рака молочной железы молекулы 
клеточной адгезии α

5
β

1
-интегрина, которая мо-

жет представлять интерес в качестве потенциаль-
ной мишени в таргетной терапии [32]. Интегрины 
участвуют как в межклеточных взаимодействиях, 
так и во взаимодействиях с компонентами вне-
клеточного матрикса. 

C.Z. Michaylira и соавт. обнаружили, что дру-
гая молекула клеточной адгезии – периостин –  
является важнейшим медиатором повышен-
ной инвазивности рака пищевода с помощью 
3D-культуры клеток [33]. Эти исследования под-
черкивают, что 3D-модель является ценным ин-
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струментом для открытия новых биологических 
механизмов, участвующих в патогенезе рака.  

В большинстве исследований на 3D-моделях 
традиционно используются перевиваемые линии 
опухолевых клеток. При ýтом недавно были пред-
приняты попытки применения первичных опухо-
левых клеток в трехмерных культурах [33, 34]. 
Основным преимуществом ýтой технологии явля-
ется возможность использования той же самой 
опухолевой модели in vitro и in vivo. K. Praveen  
и соавт. культивировали в 3D-сфероидах первич-
ные опухолевые клетки, полученные из опухоле-
вой ткани пациента, для оценки их чувствительно-
сти к антипролиферативным и цитотоксическим 
соединениям, а также таргетным препаратам 
[34]. Компания «Онкотест», являющаяся пионе-
ром в области создания ксенографтов первичных 
опухолей (PDX, patient-derived tumor xenografts), 
разработала более 200 моделей PDX для тести-
рования в 3D-системах [35]. Исследовательская 
группа из Японии провела успешный ýкспери-
мент с  трехмерной культурой первичных клеток 
колоректального рака для оценки химиочувстви-
тельности и активации сигнального пути в рако-
вых клетках у индивидуальных пациентов. Эти 
исследования показали потенциал 3D-культуры 
первичных опухолевых клеток, полученных от 
больных, в изучении биологии рака и развитии 
персонализированной медицины [36].

Преимущества использования клеток, выра-
щенных в условиях трехмерной культуры, для 
оценки активности противоопухолевых соедине-
ний в значительной степени обусловлены такими 
свойствами, как наличие градиента кислорода и 
питательных веществ, увеличение межклеточных 
взаимодействий, взаимодействие клеток с внекле-
точным матриксом, различие скорости клеточной 
пролиферации по всей трехмерной структуре, 
воздействие стромальных клеток в опухолевом 
микроокружении. Исследования последних лет 
показывают способность 3D-системы  культуры 
клеток поддерживать особенности молекуляр-
ного фенотипа опухолевых клеток, которые на-
блюдаются в условиях in vivo в зависимости от 
типа клеток и условий культивирования. 2D-мо-
дели культур опухолевых клеток поддерживают 
в большинстве случаев ограниченные параметры 
клеточной дифференциации и подобной функци-
ональности in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Çа последние несколько десятилетий ýкспери-

менты как на 2D-, так и на 3D-культурах клеток 

рака человека внесли весомый вклад в откры-
тие и развитие противоопухолевых препаратов. 
Монослойные культуры по-прежнему остаются 
незаменимыми аналитическими модельными си-
стемами, которые позволяют оценить прямой 
цитотоксический и цитостатический ýффекты, 
органоспецифическую токсичность тестируемых 
химических соединений и препаратов, опреде-
лить их механизм действия, белки и гены-мише-
ни, а также индивидуальную чувствительность 
опухолевых клеток пациентов. Однако становит-
ся все более очевидным, что 3D-модели облада-
ют рядом преимуществ по сравнению с тради-
ционной двухмерной монослойной культурой. 
Можно констатировать, что конструирование 
более технологически совершенных 3D-моделей 
имеет первостепенное значение для всесторон-
него анализа и изучения биологии рака, а также 
скрининга нового поколения противоопухолевых 
препаратов.

Тем не менее предпочтение тому или иному 
моделированию культур клеток исходит, прежде 
всего, из конкретной ситуации и задач ýкспери-
мента. В определенных случаях 2D-культивиро-
вание более осуществимо и может дать наиболее 
точные результаты. В других случаях 3D-куль-
тивирование обеспечивает подобный результат 
in vivo и может быть проведено в комбинации с 
2D-моделью. 
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Two-dimensional and three-dimensional cell culture models in vitro:  
pros and cons

Galimova E.S., Galagudza М.М.

Almazov National Medical Research Center 
2, Accuratov Str., Saint Petersburg, 197341, Russian Federation

ABSTRACT

Discovery and development of new chemical compounds with putative anti-cancer properties requires reliable 
predictive preclinical models for in vitro screening of efficacy. Such models mainly include cultures of human 
cancer cells: two-dimensional (2D) and three-dimensional (3D) cell culture systems. In this review, we discuss 
the molecular aspects of cells cultured in 2D and 3D, and their relevance to cancer study, focusing on key 
examples from the recent literature. Advantages, disadvantages and perspectives of described models are also 
analyzed.

Key words: cancer, preclinical model, 2D and 3D cell culture, screening of drug efficacy in vitro.
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