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Резюме. Традиционные методы культивирования клеток in vitro, использующие, как правило, монослойные 

клеточные линии, которые разрастаются на поверхности подложки (2D-культивирование), не способны ими-

тировать структурную организацию трехмерной (3D) клеточной сети in vivo и недостаточны для моделирования 

живых тканей с целью изучения межклеточной сигнализации, пролиферации, дифференцировки, экспрес-

сии генов и белков, реакции на различные стимулы и метаболизм лекарств. С помощью 2D-культивирования 

невозможно адекватно воспроизвести взаимодействие вируса с клетками хозяина и патогенез заболевания 

на уровне отдельных тканей — технологической платформой для получения наиболее надежных и реалистич-

ных результатов в этой области является 3D-культивирование клеток. На основе анализа научной литературы, 

содержащейся в основных базах данных (Web of Science, PubMed, Scopus, Elsevier, Google Scholar и РИНЦ), в на-

стоящем обзоре дана краткая характеристика различных видов и типов 3D клеточных культур, а также методов 

их получения и поддержания жизнеспособности. Рассмотрены современные возможности и перспективы их 

использования в вирусологических исследованиях. Обсуждаются основные аспекты применения 3D клеточ-

ных линий: выделение, культивирование,  изучение механизмов репродукции вирусов человека и животных, 

взаимодействия вируса с организмом хозяина и иммунопатогенеза. Анализируются возможности использо-

вания 3D культур для производства и тестирования вакцин, а также для разработки и тестирования противо-

вирусных лекарственных препаратов и в целом для выбора стратегии лечения вирусных инфекций. Помимо 

преимуществ и перспектив использования 3D клеточных культур в вирусологии, отражены и их недостатки. 

Особое внимание в обзоре отведено таким 3D системам ex vivo, как органоиды и «орган-на-чипе», которые 

в значительной степени соответствуют требованиям лабораторных моделей в вирусологических исследовани-

ях и существенно расширяют возможности исследований на новом уровне, промежуточном между клеточной 

и органной культурой. Основной характеристикой органоидов является имитация тканевой организации, 

функциональности и генетической специфичности конкретной ткани или части органа. Такой подход, в част-

ности, позволяет существенно повысить чувствительность модели для изоляции вируса. В обзоре проанали-

зированы данные многочисленных исследований, касающихся применения органоидов для изучения вирусов 

человека и животных, которые проявляют сродство к определенным тканям, и в частности — результаты из-

учения на этих моделях особенностей иммунопатогенеза респираторных вирусных инфекций.

Ключевые слова: 3D клеточные культуры, органоиды, орган-на-чипе, биопечать 3D, вирусные инфекции, вирусологические 

исследования ex vivo, моделирование механизмов патогенеза.
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Abstract. As a rule, traditional methods of cell cultivation in vitro using monolayer cell lines (2D cultivation) are unable 

to simulate the structural organization of a three-dimensional (3D) cell network in vivo and are insufficient for modeling 

living tissues to study intercellular signaling, proliferation, differentiation, gene and protein expression, reactions to various 

stimuli and drug metabolism. Using 2D cultivation, it is impossible to adequately reproduce a virus-host cell interaction and 

disease pathogenesis at the level of individual tissues. The technological platform for obtaining the most reliable results is 3D 

cell cultivation. Based on the analysis of scientific literature contained in the main databases (Web of Science, PubMed, 

Scopus, Elsevier, Google Scholar and RSCI), our review provides a brief description of various types of 3D cultures, as well 

as methods for their production and viability maintenance. The modern prospects of their use in virological research are 

discussed. The main aspects for application of 3D-cultures are analyzed: isolation, cultivation and study of mechanisms 

for virus reproduction, virus-host interaction, the study of immunopathogenesis and epidemiological prognosis of viral 

infections. The possibilities of 3D cultures for production and testing of vaccines, antiviral drugs, and, generally, for choosing 

a treatment strategy of viral infections are analyzed. In addition to the advantages and prospects of using 3D-cell cultures 

in virology, their disadvantages are also assessed. Special attention is devoted to such ex vivo 3D systems, as organoids 

and “organ-on-a-chip”, which largely meet the requirements of laboratory models in virological research. The hallmark 

characteristics of organoids is imitation of tissue organization, functionality and genetic specificity in a specific tissue or part 

of an organ. This approach allows to markedly increase model sensitivity for virus isolation. The review analyzes the data from 

numerous studies concerning the use of organoids to examine human and animal viruses, which display affinity for certain 

tissues and the data on assessing the features of immunopathogenesis behind respiratory viral infections.

Key words: 3D cell culture, organoids, organ-on-a-chip, bioprinting 3D, viral infections, ex vivo virological research, pathogenesis 

mechanism modeling.

Введение

Клетки — основные структурно-функцио-

нальные единицы  всех живых организмов —  

находясь во внеклеточном матриксе, имеющем 

сложную трехмерную архитектонику, взаимо-

действуют с соседними клетками посредством 

как поверхностных рецепторов, так и раствори-

мых медиаторов [2]. Структурные взаимодей-

ствия клетка–клетка и клетка–внеклеточный 

матрикс образуют трехмерную сеть, которая 

поддерживает тканевую специфичность и го-

меостаз. В этой связи традиционные методы 

культивирования клеток, к которым относит-

ся старейший и наиболее распространенный 

тип культивирования — двумерное (2D) куль-

тивирование in vitro, не способны имитировать 

структурную организацию, подобную in vivo. 

Эти методы недостаточны для изучения та-

ких особенностей, как клеточные взаимосвя-

зи, клеточная морфология, жизнеспособность, 

пролиферация, дифференцировка, экспрессия 

генов и белков, реакция на стимулы и метабо-

лизм лекарств и вакцин. Следует учитывать 

и тот факт, что доклинические исследования 

in vitro по оценке иммуногенности вакцинных 

препаратов необходимо тестировать метода-

ми, помимо прочего включающими компо-

ненты иммунной системы, что позволяет при-

близиться к естественным условиям развития 

инфекции [64].

Несмотря на использование доступных 

клеточных линий многие вирусы — напри-

мер, вирус Норфолк (Picornavirales: Caliciviridae, 

Norovirus), бокавирусы (Piccovirales: Parvoviridae, 

Bocaparvovirus) или вирус гепатита C (Amaril-

lovirales: Flaviviridae, Hepacivirus) — пока не под-

даются продуктивной репликации на 2D мо-

делях in vitro [5, 9]. Некоторые вирусы гораздо 

эффективнее репродуцируются на моделях 

уровня целого организма, нежели в клеточных 

культурах: например, фитовирусы1 (в целом рас-

тении) [10, 20], большинство арбовирусов2 (при 

интрацеребральном заражении мышат-сосун-

ков) [4, 73] или вирусы гриппа А (при заражении 

в аллантоисную полость развивающихся кури-

ных эмбрионов) (Articulavirales: Orthomyxoviridae, 

Alphainfluenzavirus) — причем, как птичьих [1, 17], 

так и эпидемических3 штаммов [3, 23]. Ряд виру-

сов успешно пассируется на клеточных линиях 

в формате 2D, но по этическим или экономичес-

ким соображениям не могут быть исследованы 

1 Фитовирусы — внетаксономическая группа вирусов, поражающих растения.
2 Арбовирусы — внетаксономическая группа вирусов, которые распространяются путем биологической трансмиссии в популяциях 

позвоночных хозяев кровососущими членистоногими.
3 До сих пор большинство противогриппозных вакцин изготавливается на основе вирусных штаммов, накопление которых 

производится на модели развивающихся куриных эмбрионов.
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в контролируемых экспериментах на модели 

инфицированного организма и потому нужда-

ются в промежуточных 3D моделях: например, 

вирусы иммунодефицита человека 1-го и 2-го 

типов (Ortervirales: Retroviridae, Lentivirus) [24, 63]. 

Во время пандемии COVID-19 — несмотря на то 

что возбудитель этого заболевания, SARS-CoV-2 

(Nidovirales: Coronaviridae, Betacoronavirus, подрод 

Sarbecovirus), способен эффективно репроду-

цироваться и в клеточных культурах, и во мно-

гих животных моделях [14, 15] — потребовалась 

массовая работа с экспериментальными живот-

ными, однако имеющихся лабораторных мощ-

ностей оказалось недостаточно, а 2D культуры 

не могли адекватно имитировать взаимодействие 

вируса с клетками и патогенетическую картину 

заболевания на уровне тканей [52, 54]. Для полу-

чения наиболее надежных и реалистичных ре-

зультатов модель клеточной культуры, исполь-

зуемая в качестве тест-платформы, должна рабо-

тать аналогично моделям in vivo. Такой платфор-

мой является трехмерное (3D) культивирование 

клеток и получение 3D-культуры органов [89, 97].

Одним из наиболее важных различий между 

методами 2D- и 3D-культивирования является то, 

что в 2D культуре клетки распластываются на суб-

страте в неестественном состоянии, то есть меня-

ется морфология клеток, в то время как клетки, 

реплицированные в 3D формате на биологическом 

или синтетическом каркасном материале, сохра-

няют нормальную морфологию. Значительно раз-

личается при 2D- и 3D-культивировании уровень 

экспрессии и расположение мембранных рецепто-

ров. Это напрямую влияет на многие параметры, 

в частности, на взаимодействие вируса с хозяином. 

Клетки в монослое подвергаются стрессу, в связи 

с чем некоторые экспрессируемые гены и белки 

претерпевают изменения и искажают реакцию 

на тестируемые препараты или вакцинные компо-

зиции [36, 61, 62].

Первые исследования по культивированию 

органов и тканей относятся к концу прошлого 

века, когда в 1897 г. немецкий ученый В. Loeb 

опубликовал данные о культивировании фраг-

ментов щитовидной железы, почек и печени, 

яичников кролика. Органы извлекались хирур-

гическим путем, готовились срезы тканей из ор-

ганов, культивировались на кровяных сгуст-

ках плазмы и сохранялись для последующего 

использования in vitro. С середины прошлого 

столетия органные культуры нашли примене-

ние в вирусологических исследованиях. В на-

стоящее время использование органных куль-

тур в вирусологии значительно расширилось 

в связи с появлением новых технологических 

возможностей и разработкой 3D-клеточных 

культур. Основными аспектами их применения 

являются культивирование и изучение репро-

дукции вирусов человека и животных, изуче-

ние механизмов возникновения и развития ви-

русных инфекций, разработка и тестирование 

противовирусных препаратов и вакцин и др.

Цель обзора — охарактеризовать различ-

ные типы трехмерных (3D) клеточных куль-

тур и рассмотреть современные возможности 

и перспективы их использования в вирусологи-

ческих исследованиях.

Методы получения культур органов 
и их типы

Главная задача культивирования органов — 

поддерживать архитектуру ткани и направлять 

ее на нормальное развитие. Для выращивания 

культуры органов, как правило, применяются те 

же среды, что и для культуры тканей, как жид-

кие, так и твердые. Начиная с 1930-х годов ис-

пользовались такие методы, как подвешивание 

капель или культивирование на часовых стеклах. 

Этот метод заключается в культивировании экс-

плантата (небольшого кусочка живой ткани) 

на сгустке плазмы на часовом стекле, располо-

женном на влажной подушечке из ваты. В 1954 г. 

в качестве опоры для ватного листа или фильтра, 

пропитанного питательной средой, была исполь-

зована металлическая сетка, поднимающая ор-

ган для роста на границе среды и воздуха.

В настоящее время, разработаны новые ме-

тоды, которые позволяют клеткам расти в лабо-

раторных условиях в сложной 3D архитектуре. 

Эти методы в основном делятся на две катего-

рии: методы без каркасов и методы, основан-

ные на каркасах. Наиболее часто используемые 

методы 3D-культивирования без каркаса — это 

суспензионное культивирование клеток на не-

клеящихся пластинах или пластинах с уль-

транизким креплением, к которым относятся 

методы магнитной левитации и микрофлюи-

дики. Эти методы основаны на том, что клет-

ки собираются вместе, образуя сфероидальную 

структуру, тем самым облегчая формирование 

3D клеточной структуры без каркаса. Несмотря 

на то что методы 3D-культивирования клеток 

без каркаса, как правило, быстрые и экономич-

ные, их самым большим недостатком является 

отсутствие компонента экстрацеллюлярного 

матрикса (ЭЦМ). Вследствие этого осущест-

вляется только взаимодействие клетка–клетка, 

а взаимодействие клетка–ЭЦМ отсутствует [30].

При воспроизведении методов 3D-культи ви-

рования клеток на основе каркасов, в культуру 

добавляются компоненты ЭЦМ для получе-

ния внеклеточных компонентов, имитирую-

щих естественную физиологическую среду. 

Для этой цели применяются коммерчески до-

ступные каркасы или подходящие компоненты 

ЭЦМ. В качестве каркасов используются при-

родные полимеры, такие как агар, альгинат, 
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коллаген, гидроксиапатит, а также биоразлагае-

мые синтетические полимеры, такие как поли-

(этиленгликоль) и поли-(лактид-ко-гликолид), 

имитирующие реальные ткани. Особое место 

занимают альгинатные и прочие гидрогели, 

представляющие собой трехмерные сети, со-

стоящие из гидрофильных полимерных цепей, 

сохраняющих свою структуру за счет сшивки 

отдельных цепей. Благодаря широкому спектру 

природных и синтетических гидрогелей, подхо-

дящих для создания каркасов с заданными фи-

зиологическими и механическими свойствами, 

эффективно имитирующих ЭЦМ, они чрезвы-

чайно полезны в области тканевой инженерии 

и разработки лекарств [67, 79]. Содержание ЭЦМ 

варьирует в зависимости от характеристик тка-

ней и клеток, но сохраняются два его основных 

компонента — белки (коллаген, эластин, фи-

бронектин, ламинин, фибриллин и т. д.) и про-

теогликаны (гепарансульфат, хондроитинсуль-

фат и т. д.) [57]. Взаимодействие клеток друг 

с другом и с ЭЦМ очень важны с точки зрения 

клеточной полярности, играющей непосред-

ственную роль во взаимоотношениях вирус–

хозяин, поскольку это влияет на экспрессию 

соответствующего рецептора. По этой причине 

исследование гетерологичных 3D-культур кле-

ток привлекает внимание как эффективный 

метод для вирусологических исследований.

Различают органные, органотипические и гис-

тотипические 3D-культуры. Органная культура 

клеток — это целый орган или его репрезентатив-

ные части (небольшие фрагменты органов и тка-

ней или тонкие срезы органов), сохраняющие 

исходную структуру, количественное и простран-

ственное распределение клеток вне организма, 

максимально приближенные к таковым в усло-

виях in vivo. Органотипическая культура — это 

3D-культура высокой плотности, включающая 

комбинацию различных клеток в определенных 

пространственных соотношениях с возможно-

стью взаимодействовать и поддерживать струк-

турную целостность. Гистотипическая культу-

ра — 3D-культура клеток высокой плотности, 

способных нарастать несколькими слоями, их 

плотность приближается к плотности ткани in vivo 

и сохраняет частично или полностью все особен-

ности ткани. Размноженные клетки гистотипиче-

ской культуры выращивают отдельно до высокой 

плотности в трехмерной матрице или в суспензии 

до формирования трехмерных агрегатов. Главным 

отличием органотипической культуры от гисто-

типической является введение гетеротипического 

клеточного взаимодействия, включая диффузи-

онные паракринные эффекты и передачу сиг-

налов, вовлекающих ЭЦМ. Взаимосвязь клеток 

позволяет создать структурированное микро-

окружение, клеточную полярность и усиленную 

дифференцировку.

К 3D-культурам относятся органоиды и сферо-

иды, получаемые основанными на каркасах мето-

дами. Органоиды — это многоклеточные самоор-

ганизующиеся органы, полученные из плюрипо-

тентных клеток (ПК), включая индуцированные 

плюрипотентные клетки (иПК), а также из клеток 

опухолевой ткани [31, 40, 47, 94]. Органоиды как 

система культивирования — многообещающая 

модель между 2D- и 3D-культурами и моделями 

in vivo. Эта модель позволяет исследовать сигналь-

ные пути и редактировать геном клеток в ткане-

вом микроокружении, обычно состоящем из раз-

нообразных и сложных физических/химических 

взаимодействий между множеством тканеспеци-

фичных типов клеток, стволовых клеток, клеток 

иммунной системы, стромальных клеток, а также 

растворимых факторов и ЭЦМ, но при этом ли-

шена многих недостатков живой системы in vivo. 

Органоиды можно поддерживать в течение дли-

тельного времени, генетически модифицировать 

и криоконсервировать, сохраняя их фенотипи-

ческие характеристики. Основной характеристи-

кой органоида является имитация организации, 

функциональности и генетической специфично-

сти конкретной ткани или органа in vivo [31, 32, 56, 

65, 87]. Другими словами, органоиды представля-

ют собой миниатюрные и упрощенные версии ор-

ганов (мини-органы), способные в значительной 

степени воспроизводить структуру и физиологию 

органов человека. На сегодняшний день разрабо-

таны органоидые модели различных органов (ки-

шечника, желудка, пищевода, печени, поджелу-

дочной железы, почек, мочевого пузыря, легких, 

головного мозга, сетчатки, яичников, предста-

тельной железы и др.).

Сфероиды — 3D-клеточные культуры, обра-

зую щие в процессе пролиферации сферопо-

добные образования. Система сфероидной 

3D-культуры позволяет клеткам расти и диф-

ференцироваться в нескольких направлениях. 

Сфероиды представляют скопления клеток ши-

рокого спектра действия (например, опухолевых 

или эмбриональных клеток, гепатоцитов, клеток 

нервной ткани). Название «сфероиды» основано 

на наблюдении, что клетки легкого хомяка, вы-

ращенные в суспензии, формировали почти иде-

альную сферическую форму [38, 101]. Сфероиды 

могут быть получены либо гомогенно (из одного 

типа клеток), либо гетерогенно (из разных типов 

клеток). Для сфероидов в основном используются 

бессмертные клеточные линии. Сфероиды явля-

ются более экономичными и простыми в приго-

товлении структурами, их также называют «кле-

точными агрегатами» или «органотипической 

культурой» [102]. Как органоиды, так и сфероиды 

преимущественно используются при моделиро-

вании заболеваний, а также для культивирования 

вирусов и в исследованиях вакцин и лекарствен-

ных препаратов.
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Другим типом 3D-культуры является «орган-

на-чипе». Это система для микропроточного 

(микрофлюидного) культивирования, которая 

позволяет моделировать физиологическую сре-

ду органа или системы органов. Она включа-

ет в себя микроканалы, регулирующие потоки 

жидкости, структуру клеток, границы тканей 

и взаимодействие между тканью и органами. 

Микрофлюидные модели способны преодолеть 

недостатки вышеописанных моделей главным 

образом за счет пространственно-временной 

управляемости, регулирования потоков жидко-

сти и газа, физиологического ограничения живой 

ткани, а также вследствие возможности высоко-

производительного анализа при меньших раз-

мерах выборки, что позволяет снизить стоимость 

исследований [95]. В последние годы «органы-

на-чипах» нашли применение в вирусологичес-

ких исследованиях, в частности, при изучении 

взаимодействий вируса и хозяина, а также при 

разработке лекарственных препаратов и вакцин. 

На рынке представлены модели «орган-на-чипе», 

которые разрабатываются практически для каж-

дого органа. Разработаны такие конструкции 

с датчиками для визуализации биологических 

и физиологических изменений [70].

Для получения трехмерных клеточных куль-

тур и моделей органоидов могут быть использо-

ваны биореакторы. Первоначально такие меха-

нические устройства, позволяющие регулировать 

биологические и/или биохимические процессы, 

были разработаны для минимизации влияния 

силы тяжести и обеспечения возможности скоп-

ления клеток в жидкой среде с образованием 

сфероидов. Благодаря способности тщательно от-

слеживать и обеспечивать контролируемые и вос-

производимые изменения конкретных факторов 

окружающей среды, биореакторы подходят для 

культивирования тканей in vitro [70, 78]. По срав-

нению с другими методами биореакторы подходят 

для крупномасштабного производства клеточных 

культур. Наиболее важным преимуществом био-

реакторов перед другими методами является то, 

что они обеспечивают одинаковые физические 

условия для всех клеток в динамичной среде. 

Вследствие непрерывного перемещения резерву-

аров биореактора, питательные вещества могут 

доставляться к клеткам различными способами. 

Биореакторный подход часто используется в ис-

следованиях взаимодействий патоген-хозяин, так 

как позволяет сохранять экспрессию клеточных 

поверхностных молекул, принимающих непо-

средственное участие в проникновении вирусов 

в клетки. Биореакторы также могут использовать-

ся в целях скрининга противовирусных препара-

тов в доклинических исследованиях [70, 78].

В качестве трехмерной модели клеток в по-

следнее время большое внимание привлекает 

модель 3D-биопечати благодаря имитации фи-

зиологических условий, сложной архитектуры 

органов и микроокружения тканей по сравне-

нию с другими моделями. Высокое разрешение, 

получаемое с помощью 3D-биопечати, обуслов-

лено послойным расположением биологических 

материалов, биохимических веществ и живых 

клеток для изготовления тканевых структур. 

3D-структуры, распечатанные на биопринтере, 

широко применяются при изучении инфекцион-

ных заболеваний, позволяя исследовать взаимо-

действие патоген–хозяин, а также при производ-

стве и испытании эффективности вакцин и раз-

работке лекарственных препаратов [66, 70, 89]. 

Используется несколько методов 3D-биопечати, 

наиболее распространенными из которых яв-

ляются экструзия, струйная печать, лазерная 

обработка, стереолитография. Наиболее широ-

ко применяемым является метод экструзион-

ной биопечати вследствие его удобства и низкой 

стоимости. В вирусологических исследованиях 

часто требуется моделировать различные усло-

вия и определенные клеточные линии, специ-

фичные для каждого типа вируса. Благодаря 

избирательности лежащих в основе 3D-печати 

факторов, технология биопечати позволяет соз-

давать широкий спектр тканей, которые являют-

ся точными 3D-моделями in vitro в зависимости 

от типа вируса [34, 42, 66]. Например, сообщается 

о 3D-биопечати человеческих моделей для иссле-

дования вируса гриппа А с использованием кар-

каса, состоящего из 2% альгината и 3% желатина, 

дополненного 20% матригелем [34].

Органные культуры в вирусологии

Вирусы — облигатные внутриклеточные па-

разиты, которым для репликации требуются 

живые клетки. Культивирование клеток для 

размножения и идентификации вирусов яв-

ляется важным разделом работы вирусологи-

ческой лаборатории. Многочисленные работы 

последних лет свидетельствуют, что использо-

вание культур органов и 3D-культур позволяет 

изучать множество аспектов вирусной инфек-

ции (рис., II обложка) [33, 65, 92, 101].

Поскольку модели 3D-клеточных культур 

могут быть сконструированы по-разному в за-

висимости от задач исследования и типа вируса, 

они применимы для широкого спектра вирусов. 

В значительной степени требованиям лаборатор-

ных моделей в вирусологических исследовани-

ях соответствуют органоиды. Их органоподоб-

ная структура способствует усилению вирусной 

тропности и увеличению вероятности развития 

вирусной инфекции. Органоиды также пред-

ставляют собой незаменимую модель для межви-

довой проверки новых вирусов. Применение ор-

ганоидов значительно расширило спектр вирусо-

логических исследований, касающихся челове-
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ка [65, 92, 101]. Прежде всего, органоидные модели 

применяют для выделения, культивирования 

и изучения репродукции вирусов человека и жи-

вотных, которые проявляют сродство к опреде-

ленным тканям органов. Например, Hui K.P.Y. 

с соавт. (2018) пришли к выводу, что органои-

ды дыхательных путей человека с реснитчатым 

эпителием обеспечивают родственную физио-

логическую модель и могут быть использованы 

для изучения тропизма и способности к размно-

жению вирусов респираторных инфекций [58]. 

Культуры органов с реснитчатым эпителием 

успешно используются для культивирования 

вирусов гриппа (Articulavirales: Orthomyxoviridae) 

типов А (Alphainfluenzavirus), В (Betainfluenzavirus) 

и С (Gammainfluenzavirus); герпеса 1-го и 2-го ти-

пов (Herpesvirales: Herpesviridae, Simplexvirus); ре-

спираторно-синцитиального вируса человека 

(Mononegavirales: Pneumoviridae, Orthopneumovirus); 

парагриппа (Mononegavirales: Paramyxoviridae) 

1-го, 3-го (Respirovirus), 2-го, 4-го (Rubulavirus) 

типов; Коксаки A21, полиовируса, риновиру-

сов, эховируса 11 (Picornavirales: Picornaviridae, 

Enterovirus) [37]. Для вирусологических иссле-

дований респираторных инфекций сконструи-

рованы различные 3D-модели легких человека. 

Например, разработана 3D-модель «бронхосфер» 

человека на основе популяции первичных брон-

хоальвеолярных эпителиальных клеток [83], 

а также 3D-культура органоидов на основе этих 

же клеток, которые культивировались совместно 

с микрососудистыми эндотелиальными клетка-

ми легких и фибробластами легких [95].

Интенсивно используются органоиды раз-

личных органов в качестве моделей для исследо-

вания вирусов с тропизмом к соответствующим 

тканям. Например, с использованием линии 

эмбриональных ПК (WA09) разработана систе-

ма кишечных органоидов человека и успеш-

но протестирована для культивирования ро-

тавируса человека (Reovirales: Sedoreoviridae, 

Rotavirus). Авторы отмечают, что репликация 

ротавируса в этой системе была примерно 

в 10 раз  выше по сравнению с традиционным 

методом культивирования при использовании 

линии эпителиальных клеток обезьян [46]. 

Кишечные энтероиды человека использованы 

в качестве системы ранее некультивируемого 

вируса Норфолк. В системе кишечных энтерои-

дов этот вирус реплицировался в интервале 

1–24 ч после заражения, а компонент желчи 9а 

был установлен в качестве критически необхо-

димого для его репликации [45].

Наибольшую значимость органные культуры 

приобрели при изучении особенностей иммуно-

патогенеза респираторных вирусных инфекций. 

В настоящее время разработано несколько мо-

делей для изучения инфекции вирусов гриппа 

А, В, С, включая модели тканей животных и че-

ловека ex vivo и 3D-модели клеточных культур. 

Первый шаг в разработке и создании полной 

3D-модели легких человека ознаменовала рабо-

та, в которой использовалась модель первичных 

эпителиальных клеток дыхательных путей чело-

века на 3D-хитозан-коллагеновом каркасе для 

определения иммунофенотипа штаммов виру-

са гриппа А субтипов H1N1 и H3N2 [35]. Berg J. 

с соавт. (2018) пришли к выводу, что кластерная 

картина инфекции в 3D-культуре больше напо-

минает естественный биологический процесс, 

наблюдаемый в легких человека, по сравнению 

с развитием инфекции в 2D-культуре. Кроме 

того, распечатанные на 3D-принтере клетки ин-

дуцировали базовый иммунный ответ с высво-

бождением противовирусного IL-29 (IFNλ1) [34]. 

Si L. с соавт. (2019) разработали микрофлюид-

ный чип дыхательных путей человека, в котором 

продемонстрировали репликацию вируса грип-

па A и его патогенетическое воздействие на клет-

ки хозяина. Результаты практического примене-

ния разработки показали, что такой чип может 

быть альтернативным доклиническим инстру-

ментом для испытания противовирусных препа-

ратов и вакцин [90].

Пандемия COVID-19, вызвавшая предельное 

напряжение системы здравоохранения во всем 

мире [7, 21], стимулировала широкое приме-

нение органоидов для исследования механиз-

мов репродукции вирусов и их взаимодействия 

с хозяином, механизмов возникновения и раз-

вития заболевания и для дальнейших вирусоло-

гических исследований. Как известно, передача 

SARS-CoV-2 среди людей происходит главным 

образом при контакте с вируссодержащими 

респираторными жидкостями, и эффективная 

передача инфекции может происходить через 

слизистые оболочки рта, носа или глаз [6, 14]. 

В связи с этим органоиды легких или органои-

доподобный альвеолярный эпителий поддер-

живали репликацию SARS-CoV-2, что и наблю-

дается клинически in vivo [53, 92]. Органоиды 

печени и тонкого кишечника человека так-

же поддерживают интенсивную репликацию 

SARS-CoV-2 и могут служить моделью для ис-

следования этой инфекции [69, 91, 103].

Siddiqi H.K. с соавт. (2021) предположили, что 

для инфицирования крупных органов или тка-

ней должны быть поражены капилляры, в связи 

с чем на основе иПК были разработаны капил-

лярные органоиды человека и затем инфицирова-

ны SARS-CoV-2. Экспериментально продемон-

стрировано наличие вирусной РНК в органои-

дах кровеносных сосудов, содержание которой 

увеличивалось с 3-х по 6-е сутки, что указывает 

на активную репликацию вируса. Авторы под-

твердили, что COVID-19 является сосудистым 

заболеванием и вызывает прямое повреждение 

эндотелия, опосредуя мультисистемную дис-
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функцию [91]. Аналогичный эксперимент был 

проведен на органоидах почек человека. В обо-

их экспериментах инфицированные органоиды 

использовались для заражения клеток Vero E6, 

свидетельствуя, что органоиды кровеносных 

сосудов и почек могут вызывать инфицирова-

ние других тканей. При последующем добав-

лении человеческого рекомбинантного раство-

римого ангиотензинпревращающего фермента 

2-го типа (АПФ-2), уровень инфицированности 

в органоидах снижался дозозависимым обра-

зом. Полученные с применением органоидных 

моделей данные внесли важную информацию 

в патогенез COVID-19. Кроме того, получен по-

ложительный ответ на вопрос, может ли ингиби-

рование взаимодействия ключевого рецептора 

спайкового гликопротеина коронавируса АПФ-2 

с SARS-CoV-2 быть вариантом лечения пациен-

тов с COVID-19. Результаты исследования по-

казали, что АПФ-2 может снизить вирусную на-

грузку в клетках Vero E6 в 1000–5000 раз. После 

культивирования на клетках Vero E6 вирус сек-

венировали и установили, что hrsACE2 ингиби-

рует прикрепление вируса к клеткам, и этот про-

цесс является дозозависимым [77].

Способность SARS-CoV-2 вызывать вторич-

ные инфекции во многих органах была под-

тверждена с использованием других органоид-

ных моделей. В результате всестороннего анали-

за жизненного цикла SARS-CoV-2 показано, что 

органоиды толстой кишки способны инфици-

роваться, поддерживать репликацию и реплика-

цию SARS-CoV-2 de novо. Также показана защит-

ная роль IFNs III типа, специфичных для эпите-

лия, на ранней стадии вирусной инфекции [93]. 

Полученные авторами данные свидетельствуют 

о прямом инфицировании кишечника и потен-

циальной передаче SARS-CoV-2 с фекалиями 

и обосновывают более длительное выявление 

SARS-CoV-2 в образцах кала во время клиничес-

кого скрининга выздоравливающих пациентов. 

Monteil V. с соавт. (2020) подтвердили, что после 

первичного инфицирования эпителия дыха-

тельных путей SARS-CoV-2 может распростра-

няться системно на другие органы, такие как 

почки, печень, кишечник, яички, головной мозг 

и вызывать их дисфункцию [77].

С целью исследования воздействия SARS-

CoV-2 на центральную нервную систему исполь-

зованы органоиды человеческого мозга в каче-

стве модели для выяснения восприимчивости 

мозга к этому вирусу. В результате исследования 

показано, что SARS-CoV-2 не реплицируется, 

но инфицирует кортикальную область органои-

дов головного мозга человека [60, 81].

Для изучения вторичного повреждения аль-

веолярно-капиллярного барьера и воспали-

тельной реакции при коронавирусной инфек-

ции разработана микромодель альвеолярного 

чипа [102]. Аналогичным образом для модели-

рования повреждения кишечника и иммунного 

ответа при этой инфекции сконструирован «ки-

шечник на чипе» [51]. Хотя в последнее десятиле-

тие успешно используются модели с единичным 

органом на чипе, они все же являются неадек-

ватными моделями для имитации сложности, 

функциональности и целостности человеческих 

органов. Так, например, поскольку фермент 

АПФ-2, являющийся специфической мише-

нью для SARS-CoV-2, экспрессируется в раз-

личных органах, идеальная модель для более 

точной имитации физиологической структуры 

внутренних органов должна включать все взаи-

модействующие друг с другом ткани [71]. Для ре-

шения этой проблемы используются модели 

с мультиорганным чипом (также известные как 

«человек-на-чипе»), которые обеспечивают ин-

тегрированные культивируемые клетки различ-

ных органов и тканей с использованием микро-

флюидных каналов. Такие модели подходят для 

вирусологических исследований, особенно для 

разработки лекарств и вакцин [89, 92]. Несмотря 

на то что мультиорганные чипы пока еще име-

ют многочисленные проблемы, на сегодняшний 

день ведутся широкие разработки с использова-

нием 2, 3 и даже 10 органных чипов, что увеличи-

вает возможности вирусологических исследова-

ний [92, 100]. Вслед за разработчиками этих мо-

делей можно полагать, что за мультиорганными 

типами органои дов стоят большие перспективы 

применения в вирусологии.

Среди распространенных респираторных ви-

русов два пневмовируса представляют угрозу для 

жизни человека в группах высокого риска: ре-

спираторно-синцитиальный вирус и метапнев-

мовирус человека (Mononegavirales: Pneumoviridae, 

Metapneumovirus) являются наиболее частыми 

этиологическими агентами острых инфекций 

нижних дыхательных путей, а именно бронхио-

лита и пневмонии, и являются причиной при-

мерно 50% случаев госпитализации в педиатри-

ческой практике [8, 82]. В ряде эпидемиологичес-

ких исследований сообщается о частых случаях 

совместного выявления этих вирусов у пациен-

тов [72, 76], в связи с чем необходимо было вы-

яснить механизмы взаимодействия этих вирусов, 

приводящие к обострению заболевания. Кроме 

того, на сегодняшний день не существует одо-

бренных противовирусных препаратов или вак-

цин против этих заболеваний. Chen Y.W. с соавт. 

(2017) впервые применили модели органоидов 

легких человека для исследования респиратор-

но-синцитиального вируса человека [37]. Geiser J. 

с соавт. (2021) провели исследования при моно- 

и коинфицировании этими вирусами с примене-

нием 3D-культур эпителия дыхательных путей: 

респираторно-синцитиальный вирус человека 

оказался менее патогенен по сравнению с мета-
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пневмовирусом человека, но более чувствителен 

к действию интерферонов. Нейтрализация IFN I 

и III при коинфекции частично предотвраща-

ла ингибирование репродукции одного вируса 

другим и значительно увеличивала количество 

коинфицированных клеток в ткани [49]. Таким 

образом, в этой работе дано новое представление 

о взаимодействии пневмовирусов (вирус–хозяин 

и вирус–вирус) в эпителии дыхательных путей, 

подчеркиваются различия в патогенезе этих ин-

фекций и предполагается участие клеток врож-

денного иммунитета во взаимодействиях вирус-

хозяин и вирус–вирус при одиночном и двойном 

инфицировании. Работа этих авторов относит-

ся к числу первых исследований одиночного 

и двойного инфицирования на модели ex vivo, ко-

торая морфологически и функционально близка 

к эпителию дыхательных путей и представляет 

собой наиболее верный подход к изучению ви-

русных респираторных инфекций человека.

В рамках одного обзора не представляется 

возможным проанализировать обширные мате-

риалы по применению органных культур при из-

учении инфекций, вызываемых вирусами гепа-

тита А (Picornavirales: Picornaviridae, Hepatovirus), 

B (Blubervirales: Hepadnaviridae, Orthohepadnavirus) 

и C (Amarillovirales: Flaviviridae, Hepacivirus); ци-

томегаловирусом человека (Herpesvirales: Herpes-

viridae, Cytomegalovirus); папилломавирусом 

(Zurhausenvirales: Papillomaviridae, Alpha papil loma-

virus, Betapapillomavirus, Gamma papillomavirus, 

Mupa pillomavirus и Nupapilloma virus); вирусом 

Зика (Amarillovirales: Flavi viridae, Flavivirus) и не-

которых других.

Изучение молекулярных механизмов 
патогенеза вирусных инфекций

Органоиды представляют собой ценную мо-

дель для изучения молекулярно-биологических 

особенностей возбудителей инфекционных за-

болеваний, имеющих эпидемиологическое зна-

чение. Триггером для таких исследований, как 

и по ряду других направлений, послужила пан-

демия коронавирусной инфекции. Природным 

резервуаром SARS-CoV-2 являются летучие 

мыши (Chiroptera, Microchiroptera) [14, 19], облада-

ющие целым рядом уникальных особенностей: 

способностью к активному полету [25], эхоло-

кацией [16, 29], богатым паразитомом [26, 27, 28] 

и мощной иммунной системой [25]. Вплоть до на-

чала XX века эпидемический потенциал вирусов 

летучих мышей оставался недооцененным [11, 

14]. Серьезный пересмотр представлений о степе-

ни биологической опасности со стороны бетако-

ронавирусов произошел в начале XXI века, когда 

в 2022 г. на территории Китая возникла масштаб-

ная эпидемия, связанная с коронавирусом тяже-

лого острого респираторного синдрома (SARS-

CoV) из подрода Sarbecovirus (тогда промежуточ-

ными хозяевами при межвидовом переходе вируса 

от летучих мышей к человеку стали гималайские 

циветы (Carnivora: Viverridae, Paguma sp.)) [13], за-

тем ряд эпидемических вспышек, вызванных ко-

ронавирусом Ближневосточного респираторного 

синдрома (MERS-CoV) из подрода Merbecovirus 

(промежуточные хозяева — одногорбые верблю-

ды-дромадеры (Cetartiodactyla: Camelidae, Camelus 

dromedarius)) [12] — крупнейшей в результате за-

возного случая стала эпидемическая вспышка 

в Республике Корея в мае–июле 2015 г. [18]. В кон-

це 2019 г. SARS-CoV-2 преодолел межвидовой ба-

рьер и проник в человеческую популяцию, по-

видимому, используя в качестве промежуточного 

хозяина панголинов (Pholidota: Manidae) [14, 15, 

39, 68, 86], которые являются одним из наиболее 

массовых объектов нелегальной торговли в Юго-

Восточной Азии в интересах восточной медици-

ны [13]. Эволюционируя в человеческой популя-

ции под действием коллективного иммунитета 

в результате инфекционного процесса и вакцин-

ных мероприятий, SARS-CoV-2 сформировал не-

сколько генотипов, различающихся по уровню 

контагиозности и патогенности [7]. В период пан-

демии вирус не только распространился по всей 

планете, но и получил возможность формировать 

вторичные природные очаги, проникая от людей 

в популяции животных. Наиболее известными 

примерами являются эпизоотические процессы 

среди американских норок (Carnivora: Mustelidae, 

Neogale vison) на зверофермах в Европе и Северной 

Америке, а также среди белохвостых оленей 

(Cetartiodactyla: Cervidae, Odocoileus virginianus) 

в Северной Америке [15]. В экспериментальных 

условиях SARS-CoV-2 вирус способен с различ-

ной степенью эффективности вызывать инфек-

цию у приматов (Primates), грызунов (Rodentia), 

зайцеобразных (Lagomorpha), кошачьих (Carnivora: 

Felidae), хорьков и норок (Carnivora: Mustelidae, 

Mustelinae), оленей (Cetartiodactyla: Cervidae). 

Менее чувствительными хозяевами SARS-CoV-2 

являются куры (Gallus gallus domesticus), утки 

(Anseriformes: Anatidae), собаки (Carnivora: Canidae), 

свиньи (Sus scrofa) [6, 15].

По мнению многих авторов, по сравнению 

с клеточными культурами органные культуры 

позволяют более эффективно выявлять и харак-

теризовать способность вирусов к межвидовым 

переходам, в том числе — адаптироваться к орга-

низму человека [81, 87, 92]. Подобная информа-

ция необходима для разработки научно-обосно-

ванных мероприятий по предотвращению воз-

никновения опасных эпидемических ситуаций. 

Так, получены кишечные органоиды (энтерои-

ды) китайского рыжего подковоноса (Chiroptera, 

Microchiroptera: Rhinolophidae, Rhinolophus sinicus), 

чувствительность которых к SARS-CoV-2 намно-

го выше, чем у клеточных культур. Эти же авторы 
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продемонстрировали интенсивную репликацию 

SARS-CoV-2 в органоидах кишечника человека 

и выделение активного вируса из образца кала 

пациента с COVID-19 при диарее [104]. Развитие 

желудочно-кишечных симптомов у некоторых 

пациентов с COVID-19 и обнаружение вирусной 

РНК в образцах кала позволили считать, что ки-

шечный тракт человека может служить одним 

из путей передачи SARS-CoV-2, и этот вирус мо-

жет вызывать кишечную инфекцию в дополне-

ние к респираторной [104].

В настоящее время ни в одном вирусологичес-

ком исследовании не сообщалось об использо-

вании межвидовых органоидов для определения 

межвидовой восприимчивости новых вирусов 

животных и зоонозов, однако, как считает ряд 

авторов, такие исследования необходимы [23, 

81, 87, 92]. Разработка межвидовых органоидных 

культур на основе клеток человека и животных 

способна обеспечить эффективную биологи-

ческую систему для подтверждения зоонозно-

го потенциала вновь появляющихся вирусов. 

Межвидовые органоиды позволяют культиви-

ровать новые вирусы, не поддающиеся выращи-

ванию в клеточных линиях [99].

В этой связи исследования с использованием 

органоидов человека оказались эффективными 

для изучения видоспецифической восприим-

чивости вируса гриппа А [56], обладающего вы-

соким уровнем экологической пластичности 

и широким спектром потенциальных хозяев 

(в том числе среди млекопитающих) [8, 17, 22, 

50]. Органоиды дыхательных путей человека, 

содержащие основные типы эпителиальных 

клеток дыхательных путей, включая реснитча-

тые, бокаловидные, клубочковые и базальные 

клетки, позволили выявить различную инфек-

ционность новых вариантов вируса гриппа А, 

особенно птичьего и эпидемического проис-

хождения. Как показано в ряде исследований, 

органоиды дыхательных путей человека ведут 

себя аналогично культивируемым экспланта-

там бронхов ex vivo. Это касается тканевого/кле-

точного тропизма, размножения вируса и цито-

кинового ответа на инфекцию [56]. Потенциал 

органоидов человека для изучения зоонозных 

угроз существующих и вновь появляющихся 

вирусов значительно усиливается благодаря 

возможности криоконсервирования [43].

Разработка и тестирование 
лекарственных противовирусных 
препаратов и вакцин

В настоящее время важнейшим аспектом 

использования 3D-культур является тестиро-

вание лекарственных противовирусных пре-

паратов и вакцин. Если рассматривать шире 

вопросы оценки эффективности препаратов, 

использование этой модели является многообе-

щающим подходом не только в разработке и те-

стировании лекарств, но и в целом стратегии 

персонализированной медицины.

Типичный процесс скрининга новых лекар-

ственных соединений начинается с исследова-

ний на основе 2D-культуры клеток, за которыми 

следуют тесты на животных моделях и, наконец, 

клинические испытания, при этом только 10% 

субстанций успешно их проходят. Многие фар-

мацевтические препараты не выдерживают кли-

нических испытаний, особенно на III, самой до-

рогостоящей стадии исследований, обычно по-

тому, что эти препараты не работают или имеют 

серьезные побочные эффекты [33]. 3D-культуры 

клеток предоставляют альтернативные модели, 

которые дополняют существующие эксперимен-

тальные системы для разработки новых продук-

тов для диагностики, профилактики и лечения 

инфекционных заболеваний. Высокая точность, 

воспроизводимость и экономическая эффектив-

ность 3D-культивирования клеток обеспечи-

вают мощный инструмент скрининга лекарств 

и обладают огромным потенциалом для вали-

дации лекарств и их мишеней. Такие модели 

эффективно используются для пересмотра меха-

низмов действия и выяснения сигнальных путей 

действия лекарственных препаратов в отноше-

нии различных вирусов, ранее охарактеризо-

ванных с применением традиционных методов 

культивирования [33, 55]. Так, органная модель 

эпителиальных клеток дыхательных путей чело-

века использована для оценки терапевтическо-

го эффекта осельтамивира в отношении вируса 

гриппа А, коронавируса SARS-CoV-2 и других 

вирусов, вызывающих ОРЗ [48]. При тестиро-

вании на органоидах эпителия носа и бронхов 

ремдесивир и ремдесивир-дилтиазем оказались 

эффективны против коронавирусной инфек-

ции [80], а модель органоидов легких, экспрес-

сирующих АПФ-2 и способных поддерживать 

инфекцию SARS-CoV-2, была успешно исполь-

зована для скрининга противовирусных пре-

паратов (иматиниба, атебрина, микофеноловой 

кислоты) [53]. По мнению некоторых авторов, 

технология «орган-на-чипе», ставшая особенно 

популярной за последние 10 лет и позволяющая 

получить желаемый искусственный орган для 

оценки влияния лекарственных препаратов, 

наиболее пригодна для тестирования лекарств 

и, следовательно, реализует подход к персонали-

зированной медицине [59, 95].

Несмотря на широкое использование орга-

ноидов для высокопроизводительного скри-

нинга лекарств, авторы обзора [94] отмечают, 

что идеальным вариантом для персонализиро-

ванной медицины является технология PDO 

(patient-derived organoid), что значительно об-
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легчает тестирование лекарственных препара-

тов и генетический скрининг. Tayeb S. с соавт. 

(2020) акцентируют внимание на том, что ис-

пользование PDO помогает точнее идентифи-

цировать траекторию лечения для конкретного 

пациента [96]. С этой целью разработка орга-

ноидных биобанков в отношении различных 

заболеваний может оказать огромное влияние 

на индустрию разработки лекарств и представ-

ляет интересное и важное направление практи-

ческой медицины в ближайшем будущем [94].

Разработка вакцин, как и лекарственных 

препаратов — долгий и дорогостоящий процесс, 

который может продолжаться несколько лет. 

Прежде чем выйти на рынок, вакцина должна 

пройти ряд этапов, включающих базовые ла-

бораторные исследования возбудителя, докли-

нические исследования (in vitro и in vivo) и кли-

нические испытания. До настоящего времени 

доклинические исследования по разработке 

вакцин преимущественно осуществляются 

с применением традиционных клеточных куль-

тур in vitro и с использованием животных как 

единственной модели для доклинических ис-

пытаний in vivo, демонстрирующих эффектив-

ность вакцины. Однако основной проблемой 

в этих исследованиях является неадекватная 

имитация биологической системы организма 

с помощью доклинических тестов, доступных 

в настоящее время и используемых для оцен-

ки иммуногенности и токсичности вакцин [68, 

97]. Иммуногенность вакцины — чрезвычайно 

сложный процесс, в котором участвуют разно-

образные клеточные и гуморальные факторы 

иммунитета. Только имитируя биологические 

компоненты in vitro, можно и необходимо из-

учить этот процесс в доклинических исследо-

ваниях. В свете этого доклинические исследо-

вания вакцины должны быть протестированы 

методами, включающими в первую очередь 

компоненты иммунной системы [64].

Для устранения этих недостатков, касатель-

но разработки и тестирования вакцин, в по-

следние годы также применяются технологии 

3D-культивирования клеток. Учитывая, что 

органоиды получены из клеток человека, про-

цесс адаптации вирусов в этой системе не явля-

ется необходимым, при этом у вирусного генома 

отсутствует либо относительно низок потен-

циал индуцирования генетических мутаций. 

Кроме того, отсутствует потенциальный риск 

неблагоприятного воздействия белков из клет-

ки-хозяина нечеловеческого происхождения, 

что может быть еще одним достоинством орга-

ноидов как системы культивирования вакцин-

ных штаммов [70, 97].

Уже первые исследования показали возмож-

ность производства противовирусных вакцин 

на основе органоидов для широкого спектра 

вирусов. Так, на органоидах миндалин человека 

произведена оценка иммуногенности вакцин 

против вирус гриппа А и В, кори, эпидемическо-

го паротита, бешенства и кандидатной вакцины 

против SARS-CoV-2 на основе векторного AdV5. 

В частности, показано, что через 14 дней после 

вакцинации органоидов гриппозной вакциной 

выявлены повышенные уровни специфических 

IgG и IgA, а также значительное усиление акти-

вации CD8+ Т-клеток по сравнению с контроль-

ной группой [98]. Другие органоиды (кишечни-

ка, желудка, пищевода, печени, почек, легких, 

головного мозга и др.) также интенсивно при-

меняются в качестве продуктивных систем для 

вирусных вакцинных штаммов и тестирования 

противовирусных вакцин. Например, органои-

ды головного мозга используют в отношении 

вируса Зика [41], органоиды легких — респира-

торно-синцитиального вируса [37], человечес-

кие интестиноиды — ротавируса человека [46].

Органоиды особенно эффективны для те-

стирования вакцин против ряда представи-

телей некультивируемых вирусов: гепатита С, 

ротавируса, норовируса. Использование орга-

ноидов также позволяет прогнозировать неже-

лательные побочные эффекты и/или недоста-

точные иммунные реакции вакцин, тем самым 

экономя время и деньги и избегая ненужных 

исследований in vivo.

Преимущества и перспективы 
применения 3D-клеточных культур 
в вирусологии

Органоиды более эффективно по сравнению 

с естественно инфицированными образцами 

тканей воспроизводят вирусные инфекции в ла-

бораторных условиях [85]. Кроме того, на ор-

ганоидах возможно культивирование вирусов, 

которые не поддаются выращиванию в культу-

рах клеток, что нами отмечено выше. К таким 

случаям относится невозможность найти под-

ходящие клеточные линии для репликации 

и накопления вируса дикого типа, вызываю-

щего инфекцию in vivo. В отличие от клеточных 

культур, органоиды представляют собой удоб-

ную альтернативу для культивирования таких 

вирусов в лабораторных условиях. Органоидные 

системы являются высокоинформативными 

и позволяют изучать взаимодействие вирус–

хозяин в более реалистичных условиях, чем 

в монослое. Кроме того, органоиды расширяют 

возможности системы культивирования для 

поддержки репликации множества вирусов 

(включая патогены других типов), имеющих 

разный клеточный тропизм, что способствует 

изучению взаимодействия между коинфициро-

ванными агентами и хозяином. Такого рода мо-
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дели коинфекции (микст-инфекции) в большей 

мере отражают сложные процессы при есте-

ственном инфицировании. Использование ор-

ганоидов для моделирования вирусных микст-

инфекций способствует лучшему пониманию 

патологичес ких процессов и разработке ком-

плекса терапевтических мероприятий при син-

дромах или комплексах заболеваний, вызывае-

мых несколькими видами вирусов, что обычно 

наблюдается в пищеварительном, респиратор-

ном и репродуктивном трактах [56, 65, 75, 92].

К преимуществам использования органои-

дов следует добавить также их потенциальную 

способность демонстрировать клинические 

признаки, наблюдаемые при естественных ви-

русных инфекциях. Например, инфицирование 

вирусом Зика приводило к уменьшению раз-

мера органоидов человеческого мозга, имити-

руя микроцефалию, вызванную вирусом in vivo. 

Исследования с использованием органоидов 

человеческого мозга также способствовали по-

ниманию нейротропизма и патогенеза других 

нейротропных вирусов, включая вирус просто-

го герпеса и цитомегаловирус у новорожден-

ных, вызывающий обширные неврологические 

дефекты, такие как микроцефалия [44]. Кроме 

того, к преимуществам относится возможность 

широкого применения органоидных моделей 

в процедурах скрининга лекарств, что способ-

ствует разработке эффективной стратегии лече-

ния при вирусной инфекции [42, 44, 92] и про-

изводства вакцин [70, 97]. Также применение 

органоидов в вирусологических исследованиях 

позволяет избегать ряд этических проблем, воз-

никающих при использовании животных.

Что касается перспектив и задач, особую 

необходимость представляет разработка меж-

видовых органоидных культур в вирусологи-

ческих исследованиях, их видоспецифическая 

оптимизация и характеристика [31, 56, 65]. 

В перспективных планах значится настоятель-

ная потребность в респираторно-легочных ор-

ганоидах для моделирования респираторных 

вирусных инфекций у животных, что будет спо-

собствовать увеличению объема исследований 

респираторных инфекций [74, 84]. Также край-

не важно адаптировать технологию органоидов 

человека и разработать системы органои дов 

животных для различных типов органов с це-

лью изучения новых вирусных зоонозов [40, 

47, 65]. Как подчеркивают авторы ряда пилот-

ных исследований и авторитетных обзоров, 

разработка межвидовых органоидных культур, 

особенно для эффективного изучения цикла 

заражения эпизоотическими и зоонозными ви-

русами у различных видов домашних и диких 

животных, а также и человека, приведет к зна-

чительному продвижению вирусологических 

исследований [31, 56, 65, 85].

Для решения этих задач предложено не-

сколько подходов [85]. Во-первых, для включе-

ния иммунных и стромальных клеток эпите-

лиальные органоиды могут культивироваться 

совместно со стромальными клетками, им-

мунными клетками (макрофаги, дендритные 

клетки и Т-клетки) и даже с популяцией клеток 

кровеносных сосудов или лимфатических узлов. 

Используя такую систему совместного куль-

тивирования, ряд авторов уже успешно проде-

монстрировал взаимодействие эпителиальных 

и иммунных клеток в осуществлении противо-

вирусных ответов [56]. Во-вторых, для включе-

ния различных органотипических функций мо-

жет быть использована система «орган-на-чипе», 

основанная на редукционистском инженерном 

подходе к культивированию клеток основных 

тканей; при этом для культивирования кле-

ток используется микрожидкостный 3D-чип. 

Такая мультисистемная структура органоидов 

может быть пригодна для исследования имму-

нометаболического и иммуноневрологического 

взаимодействия, имеющего место в регуляции 

противовирусного ответа [31, 56]. В-третьих, 

с помощью передовых технологий органоидной 

инженерии могут быть разработаны мультиор-

ганоиды, включающие различные физиологи-

ческие ниши, такие как компоненты иммунной 

системы и/или микробиоты [55, 56, 75].

Задача по включению ниш иммунной си-

стемы и/или микробиоты в органоидные си-

стемы требует особого внимания. Необходима 

обновленная характеристика вклада микро-

биома в формирование вирусных инфекций 

и противовирусного иммунитета. Так, энтерои-

ды человека были восприимчивы к заражению 

несколькими энтеровирусами, включая эхови-

рус 11, Коксаки В и энтеровирус 71. Однако спо-

собность индуцировать вирусоспецифические 

противовирусные и воспалительные реакции 

зависела от клеточного состава энтероидов. 

По мнению авторов, энтероиды обеспечивают 

экологический центр для характеристики ви-

русоспецифического патогенеза, который так-

же включает противовирусные реакции в при-

сутствии микробиома [56, 92]. Микробиота 

как важная часть микроокружения кишечного 

эпителия оказывает влияние на физиологию 

хозяина и реакцию иммунной системы, регу-

лируя молекулярные и клеточные механизмы 

путем взаимодействия с рецепторами на по-

верхности клеток-хозяев, а также за счет про-

дуктов метаболизма [32, 87]. Различные техно-

логии позволяют объединить микробиоту с ор-

ганоидной технологией. Например, введение 

путем микроинъекции штамма Escherichia coli 

ECOR2 (факультативного анаэроба нормаль-

ной микрофлоры кишечника) в просвет кишеч-

ных органоидов, полученных из гемопоэтичес-
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ких плюрипотентных клеток, способствовало 

улучшению барьерной функции и целостности 

кишечного эпителия [55].

Важной проблемой, требующей решения, 

является стандартизация органоидных систем. 

Поскольку большинство протоколов получе-

ния органоидов основаны на самоорганизации 

стволовых клеток, органоиды могут отличать-

ся от партии к партии. Кроме того, затруднено 

обслуживание и отслеживание очень сложных 

органоидных моделей. Необходимо разработать 

метод, позволяющий надлежащим образом до-

полнять их питательными веществами и кисло-

родом и удалять отработанные вещества. В этой 

связи имитация или воссоздание сосудистой 

системы должно быть приоритетом при созда-

нии органоидов. Это позволит органоидам уве-

личиваться в размерах и сохраняться в течение 

более длительного периода времени и, следова-

тельно, достигать большей зрелости на стадии 

своего развития [94].

Дальнейшие проблемы, связанные с приме-

нением органоидов в вирусологических иссле-

дованиях, требуют существенной межвидовой 

стандартизации и видоспецифической оптими-

зации условий культивирования органоидных 

культур на высокопроизводительной платфор-

ме. В этом аспекте проблематично использо-

вание разных вариантов разработанных в раз-

личных лабораториях исходных материалов 

и кондиционированных сред. Особую важность 

стандартные критерии и руководящие принци-

пы приобретают при разработке органоидов для 

моделирования инфекционных заболеваний 

животных и человека [40, 56, 65]. Для использо-

вания в вирусологических и других целях после 

создания органоидной культуры ее необходимо 

охарактеризовать на предмет гетерогенности 

клеток и их дифференцировки (то есть экспрес-

сии генов) в дополнение к динамическому мо-

ниторингу морфологии органоида, то есть дать 

молекулярную и клеточную характеристику, 

что также требует стандартизованных реаген-

тов [81, 87, 92].

Также требуется унифицировать стандарты 

контроля качества в отношении сложной при-

роды органоидных систем. В дополнение к су-

ществующим коммерческим форматам, раз-

работанным в первую очередь для клеточных 

культур, для культивирования органоидов не-

обходима разработка мультиплексных методов 

культивирования, что облегчит исследования 

в области системной вирусологии [56, 65, 92].

Следует остановиться и на недостатках и огра-

ничениях современных органоидных систем 

и 3D-культур. Как отмечает ряд исследователей, 

органоидная технология и ее применение для 

моделирования заболеваний все еще находятся 

в зачаточном состоянии [56, 65, 87]. Существует 

ряд технологических проблем, требующих их 

усовершенствования относительно применения 

в вирусологии. Одно из главных ограничений 

заключается в коротком сроке службы боль-

шинства органоидов и, как следствие, в их не-

зрелости по сравнению со зрелыми органами 

in vivo. Учитывая необходимость моделирования 

вирусных инфекций во взрослом и даже в ста-

реющем состоянии, могут потребоваться неко-

торые физические или биохимические стимулы 

для созревания органоидов [56, 65, 92]. Недавно 

разработанный протокол криоконсервации ор-

ганоидов может физически увеличить продол-

жительность их существования [43].

Основной причиной сложности использова-

ния органных культур также является поддер-

жание их структурной целостности, тщательно-

го соблюдения специальных технологических 

инструкций и правил. Кроме того, их сложно 

готовить, они с трудом поддаются биохимичес-

кому и молекулярному анализу. Не существует 

охарактеризованного эталонного материала ор-

ганных культур, в то время как биохимический 

мониторинг требует воспроизводимости образ-

цов этих культур. Наиболее значимые пробле-

мы использования органных культур связаны 

с гибелью внутренних слоев клеток в крупных 

органоидах из-за отсутствия васкуляризации. 

Наконец, трехмерные культуры не могут пол-

ностью заменить тестирование in vivo, напри-

мер, на нокаутированных животных [105].

Заключение

Подводя итоги и оценивая преимущества 

и недостатки трехмерных 3D-клеточных куль-

тур, отметим, что с начала текущего столетия 

эти культуры широко используются в различ-

ных областях биомедицинских исследований 

и, в частности, в вирусологии.

Наиболее многообещающими типами куль-

тур для вирусологических исследований яв-

ляются такие 3D-системы, как органоиды 

и «орган-на-чипе». Органоиды существенно 

расширили вирусологические исследования 

применительно к человеку. Органоидные си-

стемы используют самоорганизующиеся свой-

ства стволовых клеток для моделирования мно-

гоклеточных аналогов тканей органов. Обладая 

промежуточными свойствами между обычной 

клеточной культурой и моделями на животных, 

органоиды имеют множество неоспоримых 

преимуществ применения в вирусологии и вы-

зывают огромный интерес для моделирования 

заболеваний. Эти модели являются высокоин-

формативными для культивирования и изуче-

ния взаимодействий вирус–хозяин в отноше-

нии различных вирусов, а также служат наи-

лучшими моделями для скрининга лекарств 
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и исследований по разработке вакцин. Также 

3D-клеточные системы нашли применение для 

изучения различных проблем вирусологии.

Проведенный нами анализ результатов 

применения различных 3D-типов клеточных 

культур (органоиды, микрофлюидные методы 

(«орган-на-чипе»), модели с биопечатью) при 

исследовании высокопатогенных и смертель-

но опасных респираторных вирусов — вируса 

гриппа А, SARS-CoV-2 и других вирусных ин-

фекций показывает, что использование этих 

моделей способствует расширению сведений 

о патогенезе и выявлению оптимальных ле-

карственных препаратов и вакцин. В конечном 

итоге представленные данные важны для раз-

работки средств профилактики вирусных ин-

фекций и соответствующих методов лечения 

больных.
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Иллюстрация к статье «3D клеточные культуры: перспективы использования в вирусологии» 
(авторы:  Т.А. Кузнецова, М.Р. Алиев, А.А. Михалко, М.Ю. Щелканов) (с. 1045–1062)
Illustration for the article “3D cell cultures: prospects for use in virology” (authors: Kuznetsova T.A., Aliev M.R., 
Mikhalko A.А., Shchelkanov M.Yu.) (pp. 1045–1062)

Рисунок. Современные возможности трехмерных (3D) клеточных культур (органоиды,  
орган-на-чипе, 3D-биопечать) в вирусологии
Figure. Modern possibilities of three-dimensional (3D) cell cultures (organoids, organ-on-a-chip,  
3D bioprinting) in virology
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