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Опухолевые стволовые клетки (ОСК), их свойства и взаимодействие с микроокружением пред-
ставляют интерес для современной медицины и биологии. Существует множество исследований 
возникновения ОСК и их вовлечённости в патогенез опухоли. Важнейшее свойство, присущее 
ОСК – это стволовость. Стволовость сочетает в себе способность клетки сохранять свою плюри-
потентность, давать начало дифференцированным клеткам и взаимодействовать с окружающей 
средой для поддержания баланса между покоем, пролиферацией и регенерацией. В то время как 
взрослые стволовые клетки проявляют эти свойства, участвуя в гомеостазе тканей, ОСК ведут себя 
как их злокачественные эквиваленты. Высокая устойчивость опухоли к терапии, способность диф-
ференцироваться, активировать ангиогенез и метастазирование возникает именно за счёт ство-
ловости ОСК. Данные клетки могут использоваться в качестве мишени при терапии различных 
типов рака. Для изучения биологии рака и поиска новых терапевтических стратегий необходимы 
лабораторные модели. Перспективным направлением являются трёхмерные модели опухолей 
или сфероиды. В таких моделях формируются свойства, напоминающие стволовость в естествен-
ной опухоли. С помощью модификации сфероидов становится возможным исследовать влияние 
терапии на ОСК, тем самым способствуя развитию тест-систем противоопухолевых лекарствен-
ных средств. В обзоре рассматривается ниша ОСК, возможность их исследования с помощью ис-
пользования трёхмерных сфероидов и существующие маркеры для оценки такого свойства ОСК, 
как стволовость.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: опухолевые стволовые клетки, стволовость, злокачественные новообразования, 
опухолевые сфероиды, микроокружение опухоли, факторы транскрипции, тест-система.
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Принятые сокращения: МО – микроокружение опухоли; МСК – мезенхимные стволовые клетки; ОСК – опухоле-
вые стволовые клетки; СК – стволовые клетки; ЭМП – эпителиально-мезенхимный переход; ALDH – альдегиддегидро-
геназа; EpCAM – молекула адгезии эпителиальных клеток.
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ВВЕДЕНИЕ

Опухолевые стволовые клетки (ОСК) – не-
большая субпопуляция опухолевых клеток  [1–3], 
которая обладает свойствами стволовых кле-
ток (СК)  [4,  5]. СК и ОСК имеют сходства и 
различия. К сходствам можно отнести иден-
тичность маркеров клеточной поверхности, 
а также способность к дифференцировке и 
самообновлению c помощью использования 
общих сигнальных путей [6]. Одним из разли-
чий между СК и ОСК является степень их за-

висимости от ниши, в которой они находятся. 
ОСК могут изменять свою нишу с помощью 
сигналов, стимулирующих пролиферацию, в 
отличие от СК. СК стабильны и содержат нор-
мальный диплоидный геном, но ОСК явля-
ются анеуплоидными с хромосомными пере-
стройками. Кроме того, СК, как правило, на-
ходятся в состоянии покоя и имеют относи-
тельно длинные теломеры, что нехарактерно 
для ОСК.

Наличие ОСК в опухолевой ткани обуслав-
ливает образование фенотипически различных 
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субклонов и приводит к дифференцированно-
му клеточному составу опухоли  [7]. Различие 
между ростом опухоли и обновлением ткани с 
участием СК заключается в дальнейшем пути 
развития транзитно-амплифицирующих кле-
ток: обычно они дифференцируются и поги-
бают, но в случае с опухолевыми клетками они 
накапливаются в организме и ускоряют опухо-
левый рост [8].

В отличие от дифференцированных опу-
холевых клеток, составляющих значительную 
часть опухоли и использующих гликолиз как 
способ получения энергии, ОСК обладают от-
чётливым метаболическим фенотипом, кото-
рый, в зависимости от типа рака, может быть 
«гликолитическим» или присущим обычным 
клеткам – с сохранением окислительного фос-
форилирования  [9]. Отличием ОСК является 
онкогенная активность, позволяющая им об-
разовывать опухоли при трансплантации ла-
бораторным животным, что невозможно при 
трансплантации нормальных СК [10].

ОСК могут влиять на метаболизм сосед-
них клеток, снабжать их питательными веще-
ствами и создавать благоприятные условия для 
роста опухоли. Наличие ОСК в микроокруже-
нии опухоли (МО) приводит к образованию 
гетерогенных клеточных популяций с высоким 
потенциалом пластичности  [11,  12] и высокой 
устойчивостью к стрессовым факторам в МО 
(таких как низкий уровень кислорода или пи-
тательных веществ) [13, 14].

Доля ОСК в опухолевых тканях очень мала 
и обычно составляет не более 2% от общей 
массы опухоли. Для ОСК характерно наличие 
определённых маркеров, зависящих от типа 
ткани, в которой они располагаются (табл. 1). 
Около 73% поверхностных маркеров ОСК при-
сутствует на мембранах эмбриональных клеток 
или СК взрослого организма и редко экспрес-
сируется на мембранах дифференцированных 
клеток  [15]. Показано, что лейкозные СК об-
ладают фенотипом CD34+CD38−, отсутствие 
CD38 отличает эти клетки от нормальных 
гемопоэтических СК (ГСК)  [16]. Singh et  al. 
показали присутствие CD133+ ОСК в опухолях 
глиобластомы  [17], которые имеют устойчи-
вость к химиотерапевтическому агенту темозо-
ломиду, в отличие от CD133− клеток [18].

Кроме того, маркерами ОСК могут являть-
ся не только поверхностные антигены, но и 
микроРНК (miR-21, miR-210, miR-34a, miR-16 
и др.) [45].

Стволовость относится к общим молеку-
лярным процессам, лежащим в основе свойств 
самообновления СК и генерации дифферен-
цированного потомства. Стволовость позво-
ляет поддерживать популяцию клеток и баланс 
между покоем, пролиферацией и регенераци-
ей [46]. Известно, что стволовость опухолевых 
клеток проявляется в сохранении наследствен-
ности, способности переживать стресс и влия-
ние химиотерапевтических препаратов и явля-
ется ключевым признаком прогрессирования 

Таблица 1. Специфические маркеры ОСК для различных типов онкологических заболеваний

Маркеры ОСК Орган Литература

CD133+, CD49f+, CD90+, рецептор эпидермального фактора роста (EGFR+), 
нейронспецифический антиген A2B5+, молекула адгезии клеток L1 (L1CAM+) головной мозг [19–23]

CD133+, CD24+, альдегиддегидрогеназа (ALDH+), CD44+/CD117+, 
молекула адгезии эпителиальных клеток (EpCAM+) яичники [19, 24–26]

CD133+, EpCAM+, CD117+, α2β1+, ALDH+, CD44+, гистон-лизин-N-
метилтрансфераза EZH2+, C-X-C хемокиновый рецептор 4 типа (CXCR4+), 
E-кадгерин (ECAD+)

предстательная 
железа [19, 27–29]

CD133+, CD44+, CD166+, CD24+, EpCAM+ толстая кишка [19, 30, 31]

CD133+, CD44+, CD24+, EpCAM+, тирозин-протеинкиназа cMet+ поджелудочная 
железа [19, 32–34]

CD44+, CD90+, CD206+, антиген OV-6+ печень [19, 35–37]

CD20+, CD271+, ALDH+, CD133+ кожа [19, 38, 39]

CD133+, ATP-связывающий кассетный транспортёр ABCG2high, CD166+, 
CD90+, CD87+, ALDH+, CD44+ лёгкие [19, 40–42]

ALDH1+, CD24+, CD44+, CD90+, CD133+, α6-интегрин+ молочная 
железа [19, 43, 44]
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онкологического заболевания [47, 48]. Было по-
казано, что CD133+ СК карциномы толстой киш-
ки обладают устойчивостью к фторурацилу и 
оксалиплатину, в отличие от CD133− клеток [49].

Понимание генетических и эпигенетиче-
ских изменений в опухолевых клетках, пре-
вращающихся в стволовые, является ключом к 
разработке новых терапевтических подходов. 
Расширить знания о патофизиологии ОСК в 
опухоли могут качественные модельные си-
стемы, позволяющие получить прикладную 
информацию о молекулярных свойствах зло-
качественной опухоли  [46]. Ксенотрансплан-
таты хорошо зарекомендовали себя в каче-
стве модели для изучения устойчивости ОСК. 
Например, ксенотрансплантаты, полученные 
из опухолевой ткани поджелудочной железы 
пациентов и обработанные гемцитабином, 
проявляли устойчивость к терапевтическому 
агенту благодаря ОСК [50]. При Т-клеточном 
остром лимфобластном лейкозе ксенотранс-
плантаты имели более сильное генетическое 
сходство с образцами рецидива, чем с основной 
опухолью на момент постановки диагноза, что 
может означать естественный отбор резистент-
ных клонов при ксенотрансплантации [51].

На сегодняшний день пробелы в изучении 
стволовости опухолевых клеток ставят перед 
исследователями задачу ответить на ряд во-
просов, которые включают в себя следующие: 
насколько различны между собой СК опухоле-
вой и нормальной ткани, будут ли происходить 
изменения стволовости при длительном тече-
нии заболевания, есть ли различия стволово-
сти между типами опухолей одной ткани и как 
можно использовать это свойство для целей 
биологии и медицины [52].

ТРАНСКРИПЦИОННЫЕ ФАКТОРЫ 
И СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ СТВОЛОВОСТИ

Нарушение регуляции экспрессии и ак-
тивности факторов транскрипции в опухоли 
позволяет раковой клетке приобретать стволо-
вость, выражающуюся в способности к само-
обновлению, дифференцировке и образова-
нию опухолей in  vivo. Такие ОСК обладают 
значительным потенциалом метастазирования 
и устойчивости к терапии, для объяснения кото-
рых требуется глубокое понимание молекуляр-
ных механизмов изменения транскрипционных 
факторов, ассоциированных со стволовостью. 
К основным транскрипционным факторам, 
играющим ключевую роль в регуляции роста 
ОСК, относятся OCT4, SOX2, NANOG, KLF4 
и MYC [53].

OCT4 контролирует самообновление и 
поддерживает плюрипотентность СК  [54]. 
Сверхэкспрессия гена OCT4 описана при не-
которых типах онкологических заболеваний и 
способствует самообновлению СК и развитию 
лекарственной устойчивости  [55,  56]. Нокдаун 
OCT4 снижает стволовость опухолевых кле-
ток  [57]. Установлена корреляция между экс-
прессией OCT4 и метастазированием колорек-
тального рака в печень. Например, Fujino et al. 
исследовали клинические образцы и OCT4+ 
клетки колоректальной аденокарциномы. Уро-
вень экспрессии OCT4 коррелировал с часто-
той метастазирования в печень у пациентов, а 
OCT4+ клетки обладали способностью к само-
обновлению и дифференцировке аналогично 
ОСК [58]. Экспрессия OCT4 клетками рака лёг-
ких приводит к поляризации M2 макрофагов, 
индуцируя секрецию макрофагального коло-
ниестимулирующего фактора (M-CSF), что, в 
свою очередь, способствует росту опухоли и ме-
тастазированию [59].

SOX2 играет роль в развитии и поддержа-
нии стабильности недифференцированных эм-
бриональных СК (ЭСК), выполняет ключевые 
функции в регуляции пролиферации, самооб-
новлении и в других процессах в СК, а также 
участвует в развитии стволовости опухолевых 
клеток  [60,  61]. При трижды негативном раке 
молочной железы установлена сверхэкспрес-
сия гена SOX2. Подавление экспрессии SOX2 
приводило к снижению пролиферации клеток 
трижды негативного рака молочной железы, 
подавлению способности клеток к инвазии, 
индукции апоптоза in vitro и снижению роста и 
метастазирования опухоли in  vivo  [62]. На ксе-
нографтной модели мышей с остеосаркомой 
показано, что специфический для остеобластов 
условный нокаут SOX2 вызывает резкое сни-
жение частоты возникновения опухолей. Все 
вновь возникшие редкие опухоли, обнаружен-
ные у подопытных животных с нокаутом SOX2, 
были SOX2-позитивными, что указывает на 
то, что они возникли из клеток, избежавших 
делеции SOX2  [63]. При исследовании пациен-
тов на поздних стадиях рака толстой и прямой 
кишки, желудка, яичников, а также меланомы 
было обнаружено, что коэкспрессия CD133 и 
SOX2 связана с худшим прогнозом выживае-
мости [64].

NANOG является ключевым фактором для 
поддержания плюрипотентности и процесса 
самообновления ЭСК  [65] и часто сверхэкс-
прессируется при многих типах онкологиче-
ских заболеваний [66, 67]. При плоскоклеточ-
ном раке полости рта установлено повышение 
экспрессии NANOG с увеличением степени 
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Таблица 2. Влияние сигнальных путей на развитие онкологических заболеваний

Название 
сигнального пути Функция Активация в опухолевых клетках Ссылки

Wnt/β-катенин регулирует эмбриогенез 
и дифференцировку клеток

молочной железы, толстой кишки, 
пищевода [84–90]

Notch
один из наиболее важных сигнальных 
путей поддержания стабильности 
и функционирования СК

молочной железы, желудка, 
поджелудочной железы, толстой 
кишки и гематологических 
злокачественных новообразований

[91–93]

Hedgehog

участвует в эмбриональном развитии, 
формировании различных систем 
организма, включая нервную систему, 
а также такие органы, как лёгкие, 
сердце и кишечник

лёгкого, молочной железы, кожи, 
головного мозга, печени, 
желчного пузыря, поджелудочной 
железы, желудка, толстой кишки, 
простаты и гематологических 
злокачественных новообразований

[94–99] 

NF-κB
участвует в выживании, 
пролиферации 
и дифференцировке клеток

желудочно-кишечного тракта, 
мочеполовой системы, головы и шеи, 
молочной железы

[100–102]

JAK/STAT
способствует выживанию, 
самообновлению, гематопоэзу 
и нейрогенезу ЭСК

лёгких, толстой кишки, печени [103–109]

PI3K/AKT/mTOR важен для пролиферации 
и выживания клеток

молочной железы, лёгких, 
толстой кишки, костного мозга [110–115]

Таблица 3. Белки и ферменты, участвующие в поддержании стволовости ОСК

Название Роль Ссылка

Галектин-3 играет роль в пролиферации клеток, динамической трансформа-
ции клеток, миграции и инвазии, выживании и апоптозе [116]

Куллин 4B (CUL4B) стимулирует развитие и метастазирование рака толстой кишки [117]

Лизиндеметилаза 3A (KDM3A) является критическим регулятором стволовости рака яичников 
и устойчивости к цисплатину [118]

Фарнезилдифосфатсинтаза 
(FDPS) играет важную роль в поддержании стволовости глиобластомы [119]

дисплазии, что может являться ранним пре-
диктором риска развития злокачественного 
новообразования [68]. Показано, что экспрес-
сия гена NANOG связана с повышенной актив-
ностью ALDH и клеточной радиорезистент-
ностью (посредством активации сигнальных 
путей NOTCH1 и AKT), а также со стимулиро-
ванием репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК [69]. Доказано, что мутации в гене SPOP 
приводят к отмене SPOP-опосредованной де-
градации NANOG, тем самым вызывая уве-
личение синтеза маркеров СК опухолевыми 
клетками простаты и снижая выживаемость 
пациентов [70].

KLF4 играет важную роль в регуляции про-
лиферации, дифференцировки, апоптоза и ре-
программирования соматических клеток  [71]. 
KLF4 активирует экспрессию теломеразы об-
ратной транскриптазы (TERT) и способствует 
поддержанию плюрипотентности и самооб-
новления ЭСК [72]. KLF4 может играть двой-
ственную роль в канцерогенезе, либо стимули-
руя данный процесс, либо функционируя как 
онкосупрессор. Установлена сверхэкспрессия 
гена KLF4 при разных типах меланом челове-
ка. Эктопическая экспрессия KLF4 усиливает 
скорость деления клеток меланомы за счёт 
ингибирования апоптоза. Напротив, нокдаун 
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Таблица 4. Клинические испытания новых противоопухолевых стратегий терапии онкологических заболеваний, 
направленных на опухолевые СК

Тип рака Описание испытания Идентификатор 
ClinicalTrials.gov

Глиобластома
открытое рандомизированное исследование 
II/III фазы иммунотерапии дендритными клетками 
против ОСК у пациентов с глиобластомой, 
получающих стандартную терапию

NCT03548571

Аденокарцинома лёгкого, печени, 
поджелудочной железы

рандомизированное исследование, основной целью 
которого является определение безопасности 
иммунизации вакциной из ОСК

NCT02084823
NCT02089919
NCT02074046

Эпителиальный рак яичников, 
маточной трубы или брюшной 
полости

рандомизированное контролируемое клиническое 
исследование для определения сочетания 
препаратов с помощью анализа ChemoID (тест 
измеряет цитотоксический эффект препаратов 
и выявляет наиболее эффективный препарат, 
который может воздействовать на ОСК)

NCT03632798

Рак молочной железы
рандомизированное исследование II фазы, целью 
которого является оценка активности бевацизумаба 
в сочетании с традиционной химиотерапией 
против ОСК

NCT01190345

Карциномы, саркомы 
(лёгкого, пищевода, тимуса) 
или новообразования зародышевых 
клеток с плевропульмональными 
метастазами

нерандомизированное исследование I/II фазы, 
которое изучает влияние препарата-ингибитора 
передачи сигналов ОСК

NCT02859415 

Рецидивирующая глиобластома
испытания I фазы, целью которых является 
изучение активированных аутологичных Т-клеток 
против антигенов ОСК

NCT05341947 

KLF4 снижает пролиферацию клеток мела-
номы и вызывает гибель клеток. Кроме того, 
истощение запаса KLF4 снижает скорость ро-
ста ксенотрансплантата меланомы in  vivo  [73]. 
KLF4 играет важную роль в регуляции ство-
ловости клеток остеосаркомы, а сигнальный 
путь KLF4–p38 MAPK может стать потенци-
альной терапевтической мишенью для лече-
ния остеосаркомы [74]. Было установлено, что 
нокдаун KLF4 способствует миграции и инва-
зии клеток немелкоклеточного рака лёгкого. 
При восстановлении экспрессии KLF4 отмече-
но снижение инвазии опухолевых клеток [75]. 
Аналогично, в генетически модифицированных 
клетках рака яичников, трансдуцированных 
лентивирусом для сверхэкспрессии KLF4, на-
блюдалась повышенная чувствительность кле-
ток к действию паклитаксела и цисплатина [76].

Белки MYC (c-Myc, L-Myc, S-Myc и N-Myc) 
представляют собой семейство факторов тран-
скрипции, которые регулируют рост, диффе-
ренцировку, самообновление, метаболизм и 
клеточный цикл СК  [77]. В опухолях чело-
века часто наблюдается сверхэкспрессия MYC 
по сравнению с нормальной тканью. Нару-

шение регуляции MYC играет важную роль в 
поддержании количества инвазивных ОСК. 
Было установлено, что сверхэкспрессия MYC 
в ОСК глиобластомы индуцирует пролифера-
цию и инвазию опухолевых клеток и ингиби-
рует апоптоз  [78]. Показано, что нарушение 
регуляции MYC, включающей увеличение экс-
прессии этого гена, приводит к развитию ин-
вазивной протоковой карциномы [79]. Приме-
чательно, что c-MYC активирует экспрессию 
SOX4 посредством связывания с его промото-
ром, таким образом, сверхэкспрессия c-MYC 
может способствовать прогрессированию рака 
простаты путём активации SOX4 [80].

Всё больше данных свидетельствует о том, 
что выживанию ОСК может способствовать 
чрезмерно активная или аномальная сигна-
лизация между сигнальными путями. Уста-
новлено, что при злокачественных новообра-
зованиях происходит нарушение регуляции 
сигнальных путей Wnt, NF-κB, Notch, Hedge-
hog, JAK/STAT и PI3K/AKT/mTOR, которые 
играют важную роль в поддержании стволо-
вости ОСК (табл.  2)  [53]. Более того, белки 
вышеуказанных сигнальных путей участвуют 
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в миграции, развитии/поддержании резис тен-
тности и образовании опухоли, а также в эпите-
лиально-мезенхимном (ЭМП) и мезенхимно-
эпителиальном (МЭП) переходах  [81]. Гены 
различных сигнальных путей могут экспресси-
роваться на разных этапах канцерогенеза в раз-
ных типах опухолей, а также иметь перекрёст-
ное взаимодействие в регуляции ОСК  [82]. 
Таким образом, сигнальные пути, регулирую-
щие пролиферацию ОСК, представляют собой 
сложные сети сигнальных медиаторов, взаимо-
действующих друг с другом  [83]. Также суще-
ствует достаточно большое количество допол-
нительных молекулярных агентов, влияющих 
на стволовость ОСК (табл. 3).

Таким образом, исследование факторов 
транскрипции и сигнальных путей обеспечи-
вает не только развитие научных знаний в об-
ласти биологии СК, но и вносит значительный 
вклад в применение данных знаний при созда-
нии новых терапевтических стратегий (табл. 4). 
Большое количество исследований направлено 
на создание таргетной терапии с использо-
ванием компонентов сигнальных путей в ка-
честве мишеней. Фундаментальным является 
понимание связей, возникающих из-за стволо-
вых свойств опухоли, между различными под-
типами рака молочной железы, поскольку это 
позволит определить потенциальные терапев-
тические подходы. В работе Mei et  al. разницу 
между подтипами клеток определяли с исполь-
зованием системы CRISPR/dCas9, направлен-
ной на гены OCT4, KLF, MYC и SOX2. Исполь-
зование такого метода позволило определить, 
что клетки, синтезирующие рецептор эпидер-
мального фактора роста  2 (HER2), являются 
предшественницами люминальных А-клеток, 
следовательно, для терапии, направленной на 
данные опухолевые клетки, могут быть примене-
ны схожие противоопухолевые препараты [120].

СТВОЛОВОСТЬ 
И МИКРООКРУЖЕНИЕ ОПУХОЛИ

СК не могут выживать вне своей ниши и 
в отсутствие специфических факторов микро-
окружения  [121]. Известно, что внешние сти-
мулы могут способствовать появлению новых 
СК, поскольку клетки в целом сохраняют спо-
собность дедифференцироваться  [122]. Воз-
действие внеклеточных факторов микроокру-
жения, таких как мезенхимные СК (МСК), 
иммунные клетки, опухоль-ассоциированные 
фибробласты (ОАФ), внеклеточный матрикс 
(ВКМ), везикулы и гипоксия, способствует 
приобретению стволовости опухолевыми клет-

ками или их репрограммированию в ОСК [53]. 
Сосудистый эндотелиальный фактор роста 
(VEGF) способствует приобретению клетками 
фенотипа опухолевой стволовости при плос-
коклеточном раке кожи  [123]. При плоско-
клеточной карциноме головы и шеи эпидер-
мальный фактор роста (EGF), секретируемый 
эндотелиальными клетками, индуцирует ЭМП 
с приобретением клетками характеристик 
СК  [124]. Трансформирующий фактор роста 
(TGF)-β, секретируемый ОАФ, способствует 
ЭМП и увеличению пролиферации и метаста-
зирования клеток рака молочной железы [125].

Гипоксия также воздействует на стволо-
вость и другие свойства опухолевых клеток 
благодаря увеличению синтеза фактора, инду-
цируемого гипоксией (HIF)-1α [126, 127].

Интересным представляется влияние бел-
ков ВКМ на модуляцию стволовости. Напри-
мер, в работе Zhang et  al. был исследован фиб-
риновый гель, который использовался для 
создания трёхмерного (3D) ВКМ клеток рака 
толстой кишки. Мягкий фибриновый гель 
(90 Pascal) был наиболее эффективным для 
обогащения опухолевых колоний. В частности, 
эти опухолевые колонии проявляли канцеро-
генность, активировали маркеры СК и облада-
ли анти-химиотерапевтическими свойствами. 
Данные структуры были названы репопулиру-
ющими опухоль клетками (РОК). Следует от-
метить, что в 3D-культивируемых РОК толстой 
кишки индуцировался фактор NANOG  [128]. 
Также известно, что коллаген I типа (Col-I) вы-
зывает стволовость опухоли. В работе Valadão 
et  al. была определена зависимость этого эф-
фекта от плотности Col-I. Результаты показа-
ли, что высокая плотность Col-I увеличивала 
количество CD44+CD24 СК рака молочной 
железы, но не способствовала самообновле-
нию и клоногенности клеток. Таким образом, 
был сделан вывод, что высокая плотность Col-I 
сама по себе недостаточна для полного разви-
тия фенотипа СК рака молочной железы [129].

Факторы, связанные с воспалением, могут 
активировать сеть репрограммирования, веду-
щую к генерации ОСК. Установлено, что уро-
вень IL-6 в сыворотке крови был выше у па-
циентов с остеосаркомой, чем в контрольной 
группе. IL-6 также увеличивал пролиферацию 
и сферообразование клеток остеосаркомы, а 
также усиливал их инвазивный и миграцион-
ный потенциал, способствуя, таким образом, 
образованию клеток с ЭМП-подобным фено-
типом и повышенной химиорезистентностью. 
На ксенографтной модели остеосаркомы было 
определено, что размер и вес опухоли был выше 
у мышей, получавших рекомбинантный IL-6, 
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чем у контрольных [130]. Было обнаружено, что 
IL-1β может индуцировать сферообразование 
клеток рака толстой кишки, которые харак-
теризовались активацией генов факторов 
стволовости (BMI1 и NESTIN) и повышен-
ной лекарственной устойчивостью, что явля-
ется отличительной чертой ОСК  [131]. Hong 
et  al. показали, что фактор некроза опухоли 
(TNF)-α способствует канцерогенезу опухолей 
полости рта, связанному с вирусом папилломы 
человека, за счёт увеличения стволовости кле-
ток опухоли [132].

Внеклеточные везикулы (ВВ) опухолевых 
и стромальных клеток опосредуют межкле-
точную коммуникацию в МО и участвуют в 
различных стадиях канцерогенеза, таких как 
пролиферация, ангиогенез, метастазирование 
и формирование устойчивости к терапевтиче-
ским препаратам. Из-за того, что ВВ переносят 
в себе различные вещества, они могут участво-
вать в межклеточной коммуникации и играть 
роль в приобретении клетками стволовости. 
Например, ВВ, продуцируемые СК глиобла-
стомы, способствуют образованию эндотели-
альной трубки  [133]. Аналогично, при коло-
ректальной аденокарциноме экзосомы ОАФ 
способствовали увеличению процента ОСК в 
опухоли, активируя сигнальный путь Wnt [134]. 
ВВ из МСК могут иметь двоякое действие: они 
могут усиливать рост и метастазирование опу-
холи или же способствовать апоптозу клеток и 
вызывать регрессию опухоли [135, 136].

Таким образом, выделяемые МО внекле-
точные факторы влияют на стволовость и ге-
терогенность клеток посредством регуляции 
сигнальных путей.

СФЕРОИДЫ КАК МОДЕЛЬНАЯ 
СИСТЕМА ИЗУЧЕНИЯ ОСК

На сегодняшний день представляет инте-
рес использование 3D-моделей в исследовани-
ях опухолей. Одной из таких моделей является 
опухолевый сфероид. Сфероиды можно раз-
делить на несколько типов: (I)  многоклеточ-
ный сфероид, впервые описанный в начале 
70-х гг. и полученный путём культивирования 
линий опухолевых клеток на неадгезивной 
культуральной посуде; (II)  онкосфера – мо-
дель экспансии ОСК в бессывороточной среде 
с добавлением факторов роста; (III) органоти-
пический многоклеточный сфероид, получен-
ный путём механической и ферментативной 
диссоциации опухолевой ткани [137].

Многоклеточные сфероиды используются 
в качестве модельной системы in  vitro для ис-

следований микрометастазов и аваскулярных 
опухолевых регионов. Кроме того, такой тип 
сфероидов подходит для изучения устойчиво-
сти опухоли, зависимой от клеточной адгезии.

Термины «сфера», «опухолевая сфера» [138] 
и «онкосфера»  [139] используются для опи-
сания сфер, полученных из ОСК. С данной 
моделью обычно проводят исследования для 
оценки и характеристики ОСК in  vitro  [140]. 
Примечательно, что названия сфер могут про-
исходить от типа ткани, из которой они обра-
зованы. Например, сферы культур СК голов-
ного мозга и молочной железы были названы 
«нейросферы» [141] и «маммосферы» [142].

Органотипические многоклеточные сфе-
роиды предназначены для точного воспроиз-
ведения МО. В таких сфероидах опухолевые 
клетки окружены неопухолевыми клетками и 
стромальными компонентами, которые обыч-
но обнаруживаются в МО [140].

В литературе данные модели ставят между 
2D- и ксенографтными моделями, предпола-
гая, что 3D-модели смогут заполнить те про-
белы, которые существуют между ними  [140]. 
3D-модели характеризуются высокой трансли-
руемостью биологических характеристик ис-
ходных опухолей, что даёт преимущества при 
их использовании  [143]. 3D-модели обладают 
архитектурой и метаболическими реакциями, 
схожими с таковыми для нативной опухоли. 
Гистоморфологический анализ показывает, 
что 3D-модель, в частности, опухолевый сфе-
роид, разделяется на несколько зон, как и есте-
ственная опухоль. К ним относятся: внешняя 
зона, характеризующаяся преимущественно 
пролиферирующими клетками, средняя зона 
с покоящимися клетками и центральная не-
кротическая часть  [144]. Образование некро-
тической зоны можно объяснить недостаточ-
ной оксигенацией, отсутствием питательных 
веществ и накоплением метаболитов. Внеш-
няя часть сфероида характеризуется большим 
количеством лактата и минимальным количе-
ством ATP, преимущественно из-за значитель-
ного потребления пролиферирующим слоем 
клеток. Распределение глюкозы происходит 
равномерно во всех зонах сфероида [145].

Перечисленные типы опухолевого сфе-
роида могут содержать различные клетки, 
поддерживая генетическую гетерогенность и 
взаимодействие опухолевых клеток и стромы. 
С помощью 3D-моделей открывается возмож-
ность исследовать межклеточные контакты, 
микроокружение и взаимодействие иммунных 
и опухолевых клеток  [146]. При проведении 
экспериментов с 3D-культурой клеток мож-
но получить более точные данные о действии 
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терапевтических средств, метаболическом про-
филировании, свойствах СК [147] и таких про-
цессов, как ЭМП и МЭП, которые вовлечены 
в регуляцию стволовости. Активация несколь-
ких факторов транскрипции, включая SNAI1 и 
SNAI2, на молекулярном уровне обусловлива-
ет эффект ЭМП. Этот эффект связан с потерей 
молекул, обеспечивающих межклеточные кон-
такты, таких как ECAD, а также приобретени-
ем мезенхимных маркеров, включая виментин. 
ЭМП был особенно хорошо изучен на при-
мере различных типов опухолевых сфероидов, 
а также на нормальных СК, включая кардио-
сферы, нейросферы и сферы сетчатки. Допол-
нительно исследования активации ЭМП были 
проведены на ЭСК (бластуляция), эмбриоид-
ных тельцах и клетках, подвергнутых индуци-
рованному перепрограммированию [148].

Опухолевые сфероиды можно получить 
агрегацией или спонтанной самосборкой. Аг-
регация может быть вызвана принудительным 
контактом клетки с клеткой различными мето-
дами, такими как «висячая капля», клеточная 
суспензия, микролунка (96-луночные планше-
ты с круглым дном) или микрогидродинамика 
(т.е. инкапсуляция в геле) [140].

Исследования модельных систем сферои-
дов с использованием новых специфичных 
агентов, нацеленных на сигнальные пути ство-
ловости Notch (MK-0752, R4733 и TR-4) [113], 
PI3K (CAL-101 и XL-147)  [114], AKT (перифо-
зин и архексин) [149] и Hedgehog (BMS-863923 
и IPI-926), представляют большой интерес для 
развития противоопухолевой терапии  [150]. 
Установлено, что салиномицин (ионофорный 
полиэфирный антибиотик) способен избира-
тельно убивать ОСК молочной железы и ин-
дуцировать эпителиальную дифференцировку 
опухолевых клеток, способствуя элиминиро-
ванию опухоли  [138]. Namiki et  al. показали, 
что галлат эпигаллокатехина, одно из важ-
нейших органических веществ зелёного чая, 
снижает стволовость и онкогенность клеток 
рака лёгких человека, ингибируя рецепторы 
AXL [151].

Существенным препятствием для разра-
ботки рациональных методов терапии онколо-
гических заболеваний является несоответствие 
между модельными системами и организмом 
пациента. Чтобы решить эту проблему, Fendler 
et al. использовали ОСК для создания опухоле-
вых сфероидов, трёхмерных органоидов опу-
холи и ксенотрансплантатов светлоклеточного 
почечно-клеточного рака. Лечение ингибито-
рами сигнальных путей Wnt и Notch блокиро-
вало пролиферацию и самообновление ОСК 
в сфероидах и органоидах и замедляло рост 

опухоли в ксенотрансплантатах, полученных 
от пациентов, у мышей [152].

Таким образом, использование данных 
модельных систем расширяет возможности 
для создания скрининговой платформы для те-
стирования лекарственных препаратов. Кроме 
того, использование 3D-моделей открывает 
перспективы для развития персонализирован-
ной медицины. А изучение ОСК раскрывает 
молекулярные механизмы их функциониро-
вания и способствует поиску терапевтической 
мишени для инновационных методов лечения, 
направленных на уничтожение ОСК.

ОБОГАЩЕНИЕ ПОПУЛЯЦИИ ОСК 
В СФЕРОИДАХ

Одним из методов, обычно используе-
мых для идентификации ОСК и изучения их 
свойств in vitro, является анализ сферообразо-
вания. Сферообразующие клетки представляют 
собой СК. Нужно отметить, что в литературе 
для данного метода анализа ОСК употребля-
ются названия как «сфера», так и «сфероид». 
Сфероиды задействованы в исследованиях 
стволовости рака in  vitro и рассматриваются 
как один из критериев подтверждения наличия 
ОСК [153]. Например, Qureshi-Baig et al. куль-
тивировали сфероиды, полученные из клини-
ческих образцов колоректальной карциномы. 
Показано, что данные сфероиды фенотипи-
чески напоминают нативную опухоль, сохра-
няют несколько сходных мутаций, относящих-
ся к колоректальному раку, и экспрессируют 
гены SOX2, OCT4 и NANOG. После проведе-
ния сравнения сфероидов ткани и клеточных 
линий обнаружилось, что оба типа сфероидов 
проявляли аналогичную способность к само-
обновлению и одинаково формировали опухо-
ли у мышей с иммунодефицитом  [154]. Также 
были охарактеризованы ОСК яичников чело-
века, которые демонстрировали повышенную 
химиорезистентность к цисплатину и пакли-
такселу и экспрессию генов СК (NOTCH-1, 
NANOG, NES, ABCG2 и OCT4) [155].

Существует достаточно большое количе-
ство исследований ОСК, связанных с исполь-
зованием сфероидов. Например, объединение 
математического моделирования и секвени-
рования РНК сфероидов опухоли яичников, 
образованных методом «висячая капля», позво-
ляет выявлять гены, ассоциированные с появ-
лением ОСК и поддерживающие химиорези-
стентность и злокачественный фенотип. Было 
показано возникновение популяций ОСК в сфе-
роидах  [156]. Bahmad et  al. описали протоколы 
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и перечень необходимых реагентов для созда-
ния сфероидов опухоли простаты и различ-
ные манипуляции с ними [157]. Показано, что 
сфероиды опухоли простаты выдержали более 
30 пассажей без заметной потери стволовости. 
Сфероиды пролиферировали медленнее со 
значительным снижением активации сигналь-
ного пути PI3K/AKT по сравнению с моно-
слойными клетками линии DU145 [158].

На обогащение популяции ОСК в сферои-
дах могут влиять различные факторы, которые 
можно использовать в исследованиях. Напри-
мер, условия бессывороточного культивиро-
вания используются для обогащения сферои-
дов СК. Herheliuk et  al. показали возможность 
обогащения ОСК популяции клеток опухоли 
(в данном случае мультиклеточных опухоле-
вых сфероидов (МОС)). Стандартизация про-
токолов культивирования обогащённых МОС 
(оМОС) может предоставить возможность ис-
пользовать данные культуры для идентифика-
ции лекарств, которые могут подавлять про-
лиферацию ОСК. Для обогащения сфероидов 
ОСК использовалась бессывороточная среда 
с добавлением фактора роста фибробластов 
(FGF), EGF, инсулина и гидрокортизона. Наи-
большая экспрессия рецепторов CD133, CD44, 
CD24 и BMI-1 была обнаружена в оМОС. 
оМОС были менее чувствительны к противо-
опухолевым препаратам (цисплатин, метотрек-
сат и доксорубицин), чем адгезивные культуры 
клеток и МОС, культивируемые в стандартных 
условиях в полной питательной среде [159].

Аналогично, клеточные линии гепатомы 
человека PLC/PRF/5 и HepG2 были выраще-
ны в условиях, используемых для ОСК. Сре-
да для культивирования включала бессыво-
роточную среду DMEM/F12 с добавлением 
100 МЕ/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрепто-
мицина, 20 нг/мл рекомбинантного EGF чело-
века, 10 нг/мл рекомбинантного основного FGF 
человека и добавок B27 и N-2. Затем клетки 
культивировали в 6-луночных неадгезивных 
планшетах при плотности не более 5000  кле-
ток/лунку. В результате сферообразующие клет-
ки PLC/PRF/5 проявляли свойства ОСК: са-
мообновление, обширная пролиферация, ле-
карственная устойчивость, а также сверхэкс-
прессия OCT3/4, OV6, EpCAM, CD133 и CD44. 
Даже небольшое количество клеток было спо-
собно образовывать опухоли у иммунодефи-
цитных мышей и не терять данное свойство при 
многократном пассировании сфероидов  [160]. 
Также обнаружено, что изменение компонен-
тов среды может играть роль в стволовом фено-
типе клеток. Maliszewska-Olejniczak et al. пока-
зали, что добавление среды без ксенона или 

с низким содержанием сыворотки к 3D-куль-
туре карциномы почки увеличивало экспрес-
сию генов, кодирующих факторы стволово-
сти, включая ECAD, ген N-кадгерина (NCAD), 
VEGF, SOX2, PAX2 и NESTIN [161].

Различные матриксы могут влиять на по-
вышение количества ОСК в сфероидах. На-
пример, культивирование клеток MCF-7 на 
коллагеновых матриксах увеличивало проли-
ферацию клеток и генерировало популяцию 
со свойствами ОСК  [162]. Кроме того, малые 
богатые лейцином протеогликаны ВКМ мо-
гут играть роль в регулировании сигнальных 
путей, устойчивости к лекарствам и пластич-
ности ОСК-подобных клеток [163]. Также пока-
зано, что агар, который может применяться для 
создания неадгезивных условий при генерации 
сфероидов, может играть роль в обогащении 
их ОСК. Это подтверждается увеличением экс-
прессии маркеров ОСК, присутствием CD133+/
CD44+ или SORE6+ клеток и повышенной спо-
собностью к самообновлению и канцерогенезу 
in vivo [164]. Такое же покрытие (агар) исполь-
зовалось для культивирования сфероидов из 
клеток плоскоклеточного рака полости рта и 
показало экспрессию маркеров СК и проявле-
ние химиорадиотерапевтической резистентно-
сти в дополнение к способности инициировать 
опухоль и самообновляться  [165]. Кроме того, 
такие добавки, как метилцеллюлоза и геллано-
вая камедь, были использованы для создания 
новой системы культивирования на основе 
традиционной. Разработанная система куль-
тивирования предлагает привлекательный аль-
тернативный метод для усиления ОСК in vitro с 
потенциалом обширного использования в ис-
следованиях ОСК и скрининге лекарств [166].

Для создания сфероидов с повышенным 
потенциалом ОСК можно применить метод 
клонирования одной клетки. Так, Muenzner 
et  al. создали одноклеточные клоны HepG2, 
которые сформировали 3D-кластеры клеток 
после 8 дней инкубации и были по отдельности 
перенесены в лунки 12-луночного планшета для 
культивирования клеток. Было показано, что 
клон № 5 проявляет более высокоагрессивные 
и инвазивные характеристики, связанные, ско-
рее всего, со значительно более высокой экс-
прессией клинически значимых маркеров СК 
и более мезенхимным фенотипом. Кроме того, 
более высокий метастатический потенциал 
был обнаружен для клеток клона № 5 по срав-
нению с родительской линией клеток HepG2 
in vivo с помощью флуоресцентной визуализа-
ции. Таким образом, обогащённые ОСК кло-
ны HepG2, безусловно, представляют собой 
подходящие модельные системы для изучения 
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роли ОСК во время инициации, прогрессиро-
вания и формирования лекарственной устой-
чивости гепатоклеточной карциномы [167].

Интересно, что изучение влияния МСК на 
опухоль можно проводить при создании гибри-
дов с клетками рака желудка с помощью поли-
этиленгликоля (PEG) in  vitro. Такие гибриды 
характеризовались изменением ЭМП с пони-
женной регуляцией ECAD и повышенной ре-
гуляцией виментина, NCAD, α-гладкомышеч -
ного актина (α-SMA) и белка активации фиб-
робластов (FAP). У гибридов была повышена 
экспрессия транскрипционных факторов ство-
ловости – генов OCT4, NANOG, SOX2 и LIN28. 
Экспрессия CD44 и CD133 на гибридных клет-
ках была выше, чем на родительских клетках 
рака желудка. Отмечено усиление миграци-
онных свойств и деления гибридных клеток. 
Кроме того, гетеротипические гибриды спо-
собствовали росту опухоли ксенотрансплан-
тата желудка in  vivo. Предположительно, слия-
ние МСК и клеток рака желудка способствует 
образованию онкогенных гибридов с ЭМП и 
свойствами СК, что может предоставить воз-
можность для исследования роли МСК при 
раке желудка [168].

Таким образом, основной особенностью 
сфероидов, полученных из опухоли, является 
обогащение их ОСК или клетками с харак-
теристиками, связанными с СК. Поскольку 
эрадикация ОСК, вероятно, будет иметь кли-
ническое значение из-за их связи со злокаче-
ственной природой опухолевых клеток, такой 
как канцерогенность или химиорезистентность, 
исследование сфероидов, полученных из опу-
холи, может дать неоценимые подсказки для 
борьбы с онкологическими заболеваниями. 
Сфероиды, полученные из опухоли, могут ока-
заться полезными для обнаружения новых мар-
керов ОСК, стать удобной моделью для более 
качественной оценки реакции опухолевых кле-
ток на лекарства, пролиферации и морфоло-
гии клеток  [161,  169]. Кроме того, повышение 
уровня стволовости сфероидов может способ-
ствовать улучшению скрининговой платформы 
противоопухолевых терапевтических средств, 
созданию новой таргетной терапии и изуче-
нию биологии ОСК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За последние десятилетия выживаемость 
пациентов со злокачественными новообразо-
ваниями значительно увеличилась благодаря 
развитию новых технологий противоопухоле-

вой терапии, которые включают применение 
улучшенных химиотерапевтических препара-
тов и таргетную терапию. Тем не менее тера-
пия поздних стадий рака осложняется из-за 
высокой клеточной гетерогенности, обуслов-
ленной генетическими мутациями, опухоле-
вой стромой и наличием ОСК, ангиогенности 
и метастазирования опухоли. В МО ОСК по-
средством активации различных сигнальных 
путей поддерживают рост опухоли, опосредуя 
поступление питательных веществ и метабо-
литов. С помощью пластичности и самооб-
новления ОСК образуют группу резистент-
ных клонов, тем самым способствуя развитию 
лекарственной устойчивости и метастазирова-
нию опухоли. Таким образом, ОСК являются 
важной терапевтической мишенью при созда-
нии новых противоопухолевых стратегий лече-
ния. Лучшее понимание биологии ОСК и их 
взаимодействия с микроокружением позволит 
значительно продвинуться в борьбе с прогрес-
сированием опухоли, рецидивами и резистент-
ностью к терапии. Лимитирующим фактором 
в разработках эффективных методов терапии 
является структурная сложность опухоли, ко-
торую тяжело перенести на модельные системы 
in vitro. Моделирование МО особенно сложно, 
и поэтому использование 3D-моделей может 
улучшить селекцию лекарственных кандида-
тов на этапе их разработки. Одной из таких 
моделей являются сфероиды, представляющие 
большой интерес благодаря возможности вос-
создавать патогенез опухоли с помощью гибкой 
модификации. Использование сфероидов для 
изучения ОСК позволит усилить прогностиче-
ский потенциал онкологических исследований 
и предоставить новые возможности для тера-
пии онкологических заболеваний.
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MOLECULAR MECHANISMS OF TUMOR CELL STEMNESS 
MODULATION DURING FORMATION OF SPHEROIDS: A REVIEW
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Cancer stem cells (CSCs), their properties and interaction with the microenvironment are of interest in 
modern medicine and biology. There are many studies on the emergence of CSCs and their involvement 
in tumor pathogenesis. The most important property inherent to CSCs is their stemness. Stemness com-
bines the ability of the cell to maintain its pluripotency, give rise to differentiated cells and interact with the 
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environment to maintain a balance between dormancy, proliferation and regeneration. While adult stem 
cells exhibit these properties by participating in tissue homeostasis, CSCs behave as their malignant equiva-
lents. High tumor resistance to therapy, the ability to differentiate, activate angiogenesis and metastasis arise 
precisely due to stemness of CSCs. These cells can be used as a target for therapy of different types of cancer. 
Laboratory models are needed to study cancer biology and find new therapeutic strategies. A promising 
direction is three-dimensional tumor models or spheroids. Such models form properties resembling stem-
ness in a natural tumor. By modifying spheroids, it becomes possible to investigate the effect of therapy on 
CSCs, thus contributing to the development of anti-tumor drug test systems. The review examines the niche 
of CSCs, the possibility of their study using three-dimensional spheroids, and existing markers for assessing 
stemness of CSCs.

Keywords: tumor stem cells, stemness, malignant neoplasms, tumor spheroids, tumor microenvironment, transcription 
factors, test system


