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Аннотация. Онкологические заболевания являются одной из самых актуальных проблем 

человечества. К сожалению, современные методы профилактики и лечения рака не поспевают за 

тенденцией увеличения смертности и появления новых случаев данных заболеваний. Одной из 

причин этого является отсутствие доклинических моделей in vitro, которые бы точно имитировали 

человеческие опухоли, их разнообразную морфологию, молекулярные характеристики и 

микроокружение. Исследования опухолей, их морфологические характеристики, прогноз лечения, 

терапевтические подходы до сих пор проводятся на двухмерных моделях культур клеток и 

животных. Однако двухмерные модели культур клеток имеют ограничения из-за отсутствия 

тканеспецифической архитектуры, биохимических сигналов и взаимодействия между клетками и 

окружающей матрицей, поэтому они не могут точно отображать и моделировать сложные процессы 

in vivo. В свою очередь использование животных для моделирования опухолевых заболеваний и 

тестирования на них лекарственных препаратов не только дорогостоящее и трудоемкое занятие, но 

также данные модели не могут имитировать биологические реакции людей из-за видовых различий. 

Трехмерные модели ткани более подходящие в плане морфологии, миграции, пролиферации, 

реакции на лекарственное лечение, а также экспрессии генов и белков, более точно имитируют рост 

тканей in vivo. В данном обзоре приведены современные научные данные по использованию 

клеточных биотехнологий для изучения канцерогенеза и их потенциал в прецизионной медицине. 

Ключевые слова: культура клеток, органоиды, онкология, in vitro - модели, канцерогенез, 

прецизионная медицина. 

Введение 

Онкологические заболевания являются одной из наиболее актуальных проблем современной 

медицины. По данным пресс-релиза Всемирной организации здравоохранения, от 1 февраля 2024 г., 

в 2022 г. во всем мире было зарегистрировано 20 млн новых случаев рака и 9,7 млн случаев смерти 

от онкологических заболеваний, при этом прогнозируется, что к 2050 г. эта цифра вырастет на 77% 

и достигнет 35 млн. Быстрый рост глобального бремени рака является следствием как старения 

населения и демографического роста, так и изменения в подверженности людей воздействию 

факторов риска, некоторые из которых связаны с уровнем социально-экономического развития [1].  

В Казахстане проблема онкологических заболеваний также стоит остро, что привело к 

принятию Комплексного плана по борьбе с онкологическими заболеваниями в Республике на 2023-

2027 годы. Согласно официальной статистике в нашей стране ежегодно регистрируется более 37 

тысяч новых случаев онкологических заболеваний, от которых умирают более 13 тыс. человек. На 

учете состоят более 205 тыс. человек с онкопатологией. Особую тревогу вызывает тот факт, что 

56% заболевших – это граждане трудоспособного возраста от 18 до 64 лет. По статистике на первом 

месте среди онкологических заболеваний находится рак молочной железы (13,2%), на втором месте 

– рак легкого (10%), на третьем месте – колоректальный рак (9,3%).  

Несмотря на значительные достижения современной медицины отсутствие глубокого 

понимания биологии рака является ключевым препятствием для исследования патогенеза, 

инвазивности и отслеживания метастазов опухолей, а также новых терапевтических подходов и 

лекарственных препаратов [2, 3]. Как и в других отраслях медицины, исследования в онкологии, , 

глубоко опираются на надежную и репрезентативную модельную структуру. Выбор наиболее 

подходящей модели, которая наилучшим образом отражает ту или иную опухолевую систему, 

является одной из реальных трудностей для исследования рака [4]. Модели рака, как естественного, 

так и искусственного происхождения, должны иметь черты, наиболее сходные с раковыми 
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заболеваниями. Однако неспособность in vitro моделей имитировать гетерогенность человеческих 

раковых клеток, их микросреду и стромальный компартмент препятствуют глубокому пониманию 

патогенеза опухоли, терапевтических эффектов и побочных реакций [5].  

Современные экспериментальные системы для изучения рака человека включают: двумерные 

линии раковых клеток, 3D-модели органоидов, живые организмы, такие как Drosophila 

melanogaster, Danio rerio (зебрафиш), генетически модифицированные мышиные модели, свиней, 

ксенотрансплантаты, полученные от пациентов (PDX), а также вычислительные 

биоинформационные модели рака.  

Типы органоидных культур  

В течение десятилетий, благодаря своей относительной простоте использования, 

масштабируемости и низкой стоимости, двумерные клеточные культуры служили краеугольным 

камнем для изучения биологии раковых клеток и открытия лекарств. Эти модели позволили 

провести значительную исследовательскую работу над молекулярными механизмами, лежащими в 

основе опухолеобразования и помогли идентифицировать биомаркеры и лекарственные мишени 

для терапии пациентов. Вместе с тем, двумерные линии раковых клеток, растущих в культуральной 

среде или ксенотрансплантаты не способны в полной мере воспроизводить сложность человеческих 

раковых заболеваний. Ограничения связаны с дефицитом клеток, инициирующих опухоли, 

отсутствием специфического для человека опухолевого микроокружения (TME) и внеклеточного 

матрикса (ECM), а также генетической изменчивости, возникающей в результате длительного 

культивирования и пассажей in vitro. Для моделей ксенотрансплантатов, полученных от пациентов 

(PDX), доступность образцов, логистические и экономические проблемы, а также этические 

соображения препятствуют их широкому и всестороннему применению в фундаментальных 

исследованиях и персонализированной медицине. 

Появление трёхмерных органоидныхкультур предложило альтернативный подход, который 

может преодолеть разрыв между in vitro 2D-клеточными линиями и in vivo-мышиными моделями 

для исследования рака. Органоиды могут быть получены из двух типов стволовых клеток: взрослых 

стволовых клеток (ASC), которые являются тканеспецифичными, или плюрипотентных стволовых 

клеток (PSC), которые могут быть либо индуцированными плюрипотентными стволовыми 

клетками (iPSC), либо эмбриональными. В этом обзоре мы специально сосредоточимся на 

использовании этих органоидных моделей для изучения рака, описывая и сравнивая различные 

органоидные модели рака, которые представляют различные стадии опухолегенеза, и обсуждая их 

вклад в исследование рака, а также их ограничения. 

Протоколы получения органоидов ASC и PSC принципиально различны. Органоиды ASC 

поддерживаются различными факторами роста в среде, имитирующими нормальный гомеостаз 

стволовых клеток. Создание органоидов PSC включает в себя пошаговую дифференциацию 

посредством добавления факторов роста последовательным образом, который имитирует 

клеточную сигнализацию во время развития эмбриона. Полученные модели рака также имеют 

явные преимущества и недостатки, которые следует учитывать при выборе подходящей модели для 

исследования. Тем не менее, органоиды ASC и PSC являются взаимодополняющими подходами и 

вместе они дают возможность изучить весь процесс развития опухоли почти во всех видах рака у 

человека. 

В 2009 году было проведено знаковое исследование, показавшее что трехмерные кишечные 

органоиды можно создать из кишечных стволовых клеток Lgr5+ мыши [6]. Клетки 

культивировались в матригеле и поддерживались в долгосрочной культуре с добавлением 

факторов, регулирующих нишу стволовых клеток (ноггин, R-спондин1 и эпидермальный фактор 

роста [EGF]). По сути, эта система была разработана для имитации аспектов ниши, в которой 

обычно находятся кишечные стволовые клетки (ISC). In vivo кишечный эпителий организован в 

миллионы структур крипта-ворсинка, при этом ISC расположены у основания крипт. Кроме того, 

EGF усиливает пролиферацию крипт посредством активации сигнального пути Ras [7]. 

Ингибирование передачи сигналов костного морфогенетического белка (BMP) в ворсинках 

ноггином приводит к образованию многочисленных эктопических криптовых единиц [8]. 

Примечательно, что для воспроизведения этого в культуре для успешного формирования органоида 

потребовалось только добавление R-спондина1, EGF и ноггина. Последующее исследование 

показало, что клетки Панета, находящиеся между стволовыми клетками Lgr5+, поставляли 

источник Wnt [9]. Матригель предоставил матричный компонент для прикрепления с целью 



Биоқауіпсіздік және Биотехнология 
Биобезопасность и Биотехнология 

Biosafety and Biotechnology 
52 2025, №23 

 

 

формирования трехмерных органоидов, поскольку он напоминал богатую ламинином основу 

кишечных крипт [10]. Эти органоиды имели кишечные крипто-ворсинчатые структуры, 

содержащие все типы кишечных клеток, повторяющие физиологические кишечные структуры 

исходной ткани. 

Параллельно другая группа разработала альтернативный метод культивирования кишечных 

органоидов: модель интерфейса «воздух-жидкость» (ALI), которая включала культивирование 

фрагментов кишечной ткани мыши, содержащих как эпителиальные, так и мезенхимальные клетки 

в коллагеновой матрице, частично подвергавшейся воздействию воздуха [11]. После этих двух 

прорывных исследований протоколы были успешно адаптированы для культивирования 

человеческих органоидов, полученных из ASC, из ряда нормальных тканей, а также 

соответствующих им раковых опухолей. Улучшения протоколов повысили эффективность 

формирования органоидов, что позволило создавать опухолевые органоиды из небольших биопсий, 

мочи, цервикальных мазков и даже циркулирующих опухолевых клеток (CTC). В результате стало 

возможным создание больших живых биобанков человеческих опухолевых органоидов [12-55].  

В последние годы число органоидных биобанков резко возросло, выступая в качестве ценных 

ресурсов как для фундаментальных и клинических исследований. Органоидные модели стали 

коммерчески доступными через различные каналы, такие как Human Cancer Models Initiative, 

American Type Culture Collection или MilliporeSigma. Эти биобанки охватывают широкий спектр 

моделей опухолей, воспроизводя морфологическую и молекулярную гетерогенность опухолей 

пациентов. Напротив, многие молекулярные подтипы не имеют репрезентативных 2D линий 

раковых клеток. Кроме того, были созданы клеточные модели предраковых поражений из органов, 

таких как кишечные гиперпластические полипы, сидячие зубчатые аденомы (SSA) полипы, 

тубуловиллезные аденомы, обычные тубулярные аденомы [24, 27, 56], предраковый эндометриоз, 

гиперплазия эндометрия [18], плоскоклеточная метаплазия шейки матки [57, 58], желудочно-

кишечная метаплазия [45, 46], дисплазия желудка [47, 59], эпителий Барретта [55, 60], 

интраэпителиальная неоплазия поджелудочной железы (PanIN) [41], и ряд предраковых 

заболеваний печени [61]. Дополнительные органоиды ASC были получены от  пациентов, имеющих 

гетерозиготные мутации генов предрасположенности к раку зародышевой линии [56, 62, 63]. 

Сравнение органоидов, полученных из опухоли, и исходной опухолевой ткани с использованием 

анализов на основе мультиомики подтверждает, что органоиды стабильно сохраняют 

молекулярный спектр родительской опухоли в долгосрочной культуре [27, 47, 64-67]. 

Проблемы получения органоидов 

В работах [68, 69]. подробно изложены современные протоколы создания раковых 

органоидов. Каждый из них был разработан с учетом глубоких биологических знаний органа/типа 

рака и обширных исследований методом проб и ошибок для повышения эффективности. Условия 

культивирования нормальных и опухолевых органоидных культур описаны в других работах [13-

21, 24, 27, 30-47, 50, 55, 70-78]. Для каждого типа рака были сделаны определенные изменения, 

чтобы помочь избежать заражения нормальных клеток, а также повысить жизнеспособность 

раковых стволовых клеток.  

Тем не менее, нормальные органоиды в исходной объединенной смеси могут вытеснять 

опухолевые органоиды и в конечном итоге доминировать в культуре, особенно когда условия 

культивирования не могут специально благоприятствовать опухолевым клеткам. Поэтому проверка 

чистоты опухоли с помощью секвенирования всего экзома (WES) или секвенирования панели 

захвата мишени имеет важное значение, поскольку морфология раковых органоидов часто может 

быть неотличима от нормальных органоидов. Стратегии по смягчению загрязнения нормальных 

клеток и повышению эффективности протокола включают изъятие факторов ниши, которые больше 

не требуются при некоторых видах рака из-за распространенных онкогенных мутаций. Например, 

изъятие Wnt3a и R-spondin1 значительно улучшило формирование органоидов колоректального 

рака (КРР) [22], тогда как отмена EGF была эффективна при создании органоидов панкреатической 

протоковой аденокарциномы (PDAC) [39], поскольку >80% КРР и >90% PDAC несут мутации APC 

и KRAS соответственно. При раке желудка добавление nutlin3a при удалении Y-27632, A8301, EGF 

и FGF10 из культуральной среды также улучшило показатели [45], Аналогичное влияние может 

оказать и изменение способа получения образцов. Например, отбор проб вдоль серозной стороны 

желудочно-кишечного тракта повышает чистоту опухоли [47], и ручной сбор опухолевых 

органоидов во время пассирования может помочь устранить загрязнение нормальными клетками. 
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Другие методы повышения жизнеспособности опухолевых органоидов включали добавление Y-

27632 во время изоляции клеток при культивировании рабдоидных опухолевых органоидов и 

удаление ингибитора p38 при культивировании органоидов эндометриального рака [18]. 

Использование бессывороточного, стабилизированного афамином Wnt3a обеспечивает стабильную 

культуру органоидов PDAC, поскольку сыворотка в стандартной кондиционированной среде Wnt3a 

запускает клеточное старение органоидов поджелудочной железы [39]. Большинство типов 

органоидов культивировались в базовой среде, содержащей AdDMEM/F12, HEPES, GlutaMAX и 

пенициллин/стрептомицин, но с некоторыми исключениями. Даже с модификациями протокола 

некоторые распространенные типы рака по-прежнему остаются трудно имитируемыми с помощью 

органоидов, что указывает на необходимость дальнейшей оптимизации протокола. Интересно, что 

альтернативный метод, называемый условным перепрограммированием, включающий совместное 

культивирование облученных фибробластных питающих клеток мыши и переваренных первичных 

здоровых или раковых клеток в присутствии ингибитора ассоциированного белка киназы (ROCK) 

(Y-27632), позволяет осуществлять долгосрочное культивирование первичных эпителиальных 

клеток практически из любого типа клеток в течение ста дней, не требуя генетических 

манипуляций [79, 80]. Эта технология успешно применялась для создания клеточных культур, 

полученных от пациентов с немелкоклеточным раком легких (НМРЛ) [81], рак от простаты [79], и 

клеточные культуры аденоидно-кистозной карциномы (АКК) [82]. Условно 

перепрограммированные клетки рака простаты и АКК вызывали опухоли у мышей с 

ксенотрансплантацией [79, 82], что предполагает потенциальную альтернативу для типов рака с 

низким уровнем образования органоидов. 

Одно из основных различий между органоидами рака ASC и двумерными линиями раковых 

клеток заключается в том, что органоиды остаются зависимыми от факторов ниши и 

взаимодействий клетка-клетка/клетка-матрикс для выживания. В результате, глубокая 

функциональная характеристика может быть выполнена на органоидах опухоли путем 

систематического изъятия основных факторов ниши, добавления/изъятия ингибиторов или 

культивирования в условиях без матрикса [39, 45, 46]. В этом процессе выявляются ассоциации 

генотип-фенотип, которые возникают во время канцерогенеза. Несколько исследований органоидов 

рака, полученных из ASC без мутаций в генах WNT, таких как APC или CTNNB1, раскрыли 

механизмы, обеспечивающие независимость Wnt/R-спондина [39, 45]. Эти исследования дали 

представление о вкладе сигнализации Wnt в формирование морфологического разнообразия и 

гетерогенности клеточных состояний в опухолях. Двойной нокаут CDH1/TP53 в нормальных 

желудочных органоидах привел к диффузно-подобному фенотипу GC, который был связан с 

независимостью R-спондина [45]. Аналогичным образом анализы отмены выявили Wnt- и R-

спондин-независимые подгруппы органоидов PDAC [39]. Также оценивалась отмена ингибитора 

Rock и/или условия роста без Matrigel. Одно исследование органоидов GC показало, что 

независимость клетка-клетка/клетка-матрикс коррелировала с инфильтративным краем опухоли, 

прогрессирующей стадией опухоли и метастазами, а также транскриптомной сигнатурой, связанной 

с более короткой общей и безрецидивной выживаемостью в общедоступных наборах данных 

пациентов с GC [46]. Опухолевые органоиды, выделенные из более глубокой подслизистой 

оболочки рака желудка на ранней стадии, в меньшей степени зависели от межклеточной адгезии по 

сравнению с парными опухолевыми органоидами, выделенными из поверхностной слизистой 

оболочки, что свидетельствует о том, что разные части опухоли у одного и того же пациента могут 

вести себя по-разному.  

Органоиды сохраняют разнообразие линий и пластичность клеток исходной ткани. Например, 

здоровые органоиды простаты и груди содержат люминальные и базальные клетки-

предшественники, которые дают начало как базальным, так и люминальным линиям [62, 76]. 

Примечательно, что эпителиальные органоиды молочной железы, полученные от носителей 

мутации BRCA1, показали более высокую долю люминальных предшественников, что отражает 

увеличение люминальных предшественников, которые служат популяцией, инициирующей рак, у 

носителей мутации BRCA1. Секвенирование РНК отдельных клеток показало, что органоиды, 

полученные из опухоли Вильмса, состоят из трех различных типов клеток (эпителиальных, 

стромальных и бластематических) [30], и органоиды рака толстой кишки дикого типа APC со 

слиянием RSPO сохранили свой потенциал дифференциации после отмены Wnt, подобно здоровым 

органоидам толстой кишки [27]. Добавление или  удаление экзогенных Wnt3a и R-спондина 
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способно регулировать спецификацию гистологического подтипа и клеточную пластичность 

желудочного рака диффузного типа или нормальных желудочных органоидов с двойным нокаутом 

CDH1/TP53 , позволяя им адаптироваться к форме перстневидных или неперстневидных клеток 

соответственно [49]. Эти наблюдения тесно связаны с ситуацией in vivo в человеческом GC, где 

клетки перстневидного типа видны в областях с низким RSPO3, а диффузная морфология клеток 

без перстневидного типа связана со стромальной экспрессией RSPO3.  

Аналогично, PDAC можно транскрипционно разделить на два состояния клеток: более 

агрессивное базальноподобное и классическое. Используя секвенирование РНК отдельных клеток, 

исследование выявило промежуточное состояние клеток, через которое могут проходить раковые 

клетки при переходе между классическим и базальноподобным состояниями [83]. Примечательно, 

что исследование с использованием биопсий пациентов и соответствующих органоидов показало, 

что органоиды имели тенденцию к потере базального состояния in vitro, которое затем можно было 

восстановить путем изъятия основных факторов ниши в культуральной среде. Органоиды, 

обработанные TGF-β, были направлены в сторону более агрессивного, базальноподобного 

состояния, тогда как изъятие TGF-β приводило к тому, что органоиды возвращались в классическое 

состояние. Эти результаты предполагают, что условия роста или микросреда могут модулировать 

пластичность клеток и состояния клеток. Различные состояния клеток затем приводят к различной 

чувствительности к противораковым препаратам. Эти данные согласуются с другим исследованием 

по отслеживанию линий, в котором органоиды PDAC, экспрессирующие многоцветные 

флуоресцентные белки, были трансплантированы мышам. Эксперимент показал, что классические 

и базальные фенотипы могут быть получены из одной привитой клетки [84]. Таким образом, 

подтип опухоли в большей степени определялся микроокружением, а не только генетикой. 

Эта работа ясно показывает, что органоиды имеют большие перспективы для будущих 

исследований механизмов пластичности опухолей и переходов состояний клеток при раке человека, 

двух процессов, которые невозможно изучить в клеточных линиях из-за их ограниченной 

гетерогенности. В сочетании с редактированием CRISPR-Cas9 для включения репортеров, 

отслеживанием линий и кассетами абляции в раковые органоиды с последующей 

ксенотрансплантацией мышам, технология органоидов может быть дополнительно использована 

для оценки субпопуляций опухолевых клеток, включая раковые стволовые клетки, а также во время 

инициации рака, метастазирования и переносимости лекарств. Например, EGFP и кассеты 

отслеживания линий, включенные в локус LGR5 в органоидах CRC, полученных от пациентов, 

подтвердили, что раковые стволовые клетки EGFP-LGR5+ инициируют опухолевые 

ксенотрансплантаты с высокой эффективностью и что опухолевые клетки принимают 

иерархическую организацию, напоминающую организацию нормального эпителия толстой кишки 

[85]. В двух других исследованиях проводилась ксенотрансплантация органоидов CRISPR-

инженерии колоректального рака с использованием кассет абляции, специфичных к LGR5, для 

наблюдения за эффектом уничтожения стволовых клеток рака LGR5+ в опухолях [86, 87]. В обоих 

исследованиях устранение клеток LGR5+ изначально блокировало рост опухоли, но после того, как 

специфическая абляция LGR5 была отключена, повторный рост опухоли был вызван популяцией 

клеток Lgr5− из дифференцированных линий, которые регенерировали клетки Lgr5+. Метастазы в 

печень были отложены до повторного появления этих клеток Lgr5+.
85

Ксенотрансплантированные 

органоиды, несущие индуцируемый репортер Lgr5-EGFP-Confetti, продемонстрировали, что 

метастазы в печени засеиваются клетками Lgr5−, но метастатический рост зависит от повторного 

появления клеток Lgr5+ [88]. Система отслеживания генетической линии в 

ксенотрансплантированных органоидах человеческого рака колоректального рака выявила спящие 

клетки LGR5+p27+, которые обеспечивали обратимое состояние лекарственной устойчивости, 

зависящее от адгезии к COL17A1 на границе раздела, клетка-матрица [89]. Аналогичным образом, 

другое исследование по отслеживанию происхождения выявило отдельную популяцию стволовых 

клеток КРР, состоящую из латентных клеток Lgr5+ с высокой экспрессией Mex3a, которые могли 

подавлять программу генов Wnt/стволовых клеток, чтобы защитить себя от химиотерапии, и стали 

преобладающей остаточной популяцией опухоли после лечения [90]. В то же время другое 

исследование показало, что остаточные опухолевые клетки, ответственные за рецидив 

колоректального рака, характеризовались высокой экспрессией EMP1, а абляция клеток EMP1+ с 

помощью CRISPR предотвратила рецидив метастазов у мышей с ксенотрансплантацией [91]. 

Способность сохранять внутриопухолевую гетерогенность и субклональную архитектуру 
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первичной опухоли является еще одной уникальной особенностью раковых органоидов. В когорте 

органоидов GC несколько случаев показали субпопуляции клеток с онкогенной амплификацией 

ERBB2 или FGFR2 и без нее, имитируя региональную гетерогенность, наблюдаемую в опухолевой 

ткани in vivo. Поразительно, но эта гетерогенность сохранялась в долгосрочной культуре. Также 

было показано, что раковые органоиды сохраняют вирусные геномы в долгосрочной культуре, что 

позволяет проводить исследования инфекционно-ассоциированных видов рака. Органоиды, 

полученные из карцином желудка или носоглотки (НПК), ассоциированных с вирусом Эпштейна-

Барр (ВЭБ), смогли сохранить вирусный геном ВЭБ и вирусную латентность [35, 47], в отличие от 

большинства клеточных линий 2D NPC, которые уже утратили свои геномы EBV. Таким образом, 

раковые органоиды более точно воспроизводят первичную опухоль по сравнению с клеточными 

линиями 2D, предлагая мощный инструмент для исследования сигнальных путей, 

внутриопухолевой гетерогенности и инфекционно-ассоциированного опухолеобразования. 

Возможность культивировать здоровые эпителиальные клетки из самых разных органов 

открывает перспективы для изучения поэтапного развития рака и понимания последствий 

воздействия канцерогенов окружающей среды. Рак эпителиальных органов является наиболее 

распространенным злокачественным новообразованием, связанным со старением населения, но 

факторы, вызывающие накопление соматических мутаций в ASC, и то, как они способствуют 

злокачественной трансформации, не до конца изучено.  

Кишечная крипта предлагает уникальную модель для изучения соматических мутаций и 

клональной экспансии. Объединенные органоидные культуры, полученные из слизистой оболочки 

кишечника , как правило, являются поликлональными и получены из набора многих желез, причем 

каждая отдельная крипта характеризуется субклональными соматическими мутациями, которые в 

основном состоят из мутаций-пассажиров. ISC конкурируют в пределах отдельных крипт, в 

конечном итоге дрейфуя в сторону моноклональности. Таким образом, клонированные органоиды 

из отдельных нормальных клеток позволяют проводить функциональные исследования, которые 

могут быть бесценны для понимания процессов, связанных с раком. Например, клонированные 

органоиды, выделенные от пациентов с язвенным колитом, показали повторяющиеся мутации 

усечения, которые часто были биаллельными и включали путь IL-17-NF-κB, что согласуется с 

клональной экспансией, наблюдаемой в тканях язвенного колита [92-94]. Хотя эти мутации не были 

обогащены при раке, они придавали устойчивость к апоптозу, вызванному ИЛ-17А, в 

клонированных органоидах, улучшая выживаемость клеток в воспалительной среде. 

Клонированные здоровые органоиды также можно подвергать длительному культивированию 

в отсутствие или в присутствии лекарственных препаратов, инфекционных агентов или с 

использованием редактирования генов CRISPR-Cas9 для выявления врожденной генетической 

нестабильности, характеристики мутационных сигнатур и идентификации мутагенных агентов. В 

конечной точке культивирования может быть выполнен последний этап клонирования для 

расширения отдельных клонированных клеток для секвенирования. Впоследствии мутации из 

родительского клона отфильтровываются для выявления мутаций, которые были приобретены in 

vitro.  

В одном исследовании CRISPR-Cas9 использовался для удаления генов репарации ДНК, 

MLH1 и NTHL1, с последующим субклонированием и WGS. Они обнаружили, что органоиды с 

дефицитом MLH1 имели мутационный профиль, соответствующий CRC с дефицитом репарации 

несоответствий, тогда как органоиды с дефицитом NTHL1 имели профиль, связанный с 

мутационной сигнатурой, которая ранее была выявлена у одной пациентки с раком молочной 

железы с бессмысленной мутацией зародышевой линии в NTHL1 [95]. Кроме того, воздействие на 

кишечные органоиды комбинации двух препаратов, ганцикловира (GCV) и микофенолата мофетила 

(MMF), воссоздало мутационную сигнатуру, наблюдаемую у пациента с колоректальным раком, 

который ранее получал эти два препарата для лечения цитомегаловирусной инфекции и реакции 

«трансплантат против хозяина», что позволяет предположить, что мутационная сигнатура в 

органоидах была вызвана GCV и дополнительно усилена MMF [96]. Напротив, нормальные 

желудочные или кишечные органоиды пациентов с синдромом Линча, имеющих гетерозиготную 

мутацию зародышевой линии , не демонстрировали повышенных показателей мутаций , что 

указывает на отсутствие гаплонедостаточности до установления второй инактивирующей мутации 

[63]. 

Повторение мутационных сигнатур в органоидах может быть достигнуто путем 
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инфицирования микробами. Так, кишечные органоиды, подвергавшиеся в течение 5 месяцев 

повторным люминальным инъекциям генотоксичных pks 
+ 

Escherichia coli, патогена, известного 

тем, что он вызывает двухцепочечные разрывы ДНК в культивируемых клетках, 

продемонстрировали мутационную сигнатуру, также наблюдаемую в подгруппе пациентов с КРР, 

но не при других типах рака. Это открытие подразумевает прошлое воздействие pks+ E. coli как 

потенциальный канцерогенный фактор у этих пациентов [97]. Здоровые человеческие органоиды 

также были инфицированы другими типами микробов, включая бактерии и вирусы, которые, как 

известно, связаны с развитием рака. Примерами являются инфицирование человеческих 

желудочных органоидов Helicobacter pylori, патогеном, вызывающим язву желудка и GC, что 

приводит к воспалительной реакции, обычно наблюдаемой in vivo [50] и увеличение пролиферации 

эпителия [98]. В другом исследовании были получены органоиды из нормальной ткани слизистой 

оболочки полости рта человека и подвергнуты отдельному инфицированию вирусами простого 

герпеса и папилломавируса человека [21]. Обе органоидные линии показали увеличение вирусной 

ДНК, которое сохранялось даже после пассирования, что подразумевает длительную инфекцию. 

Кроме того, модель iPSC и ASC подчеркивает потенциал моделей органоидов печени человека для 

изучения инфекции вируса гепатита B (HBV) и репликации in vitro, с возможным будущим 

применением для исследования прогрессирования HBV в HCC [99, 100]. Эти исследования 

способствовали разработке методологий для изучения участия микробиома в развитии опухолей, 

которое ранее было плохо изучено из-за отсутствия надлежащих моделей in vitro и на животных. 

Создание опухолевых органоидов непосредственно из образцов пациентов остается сложной 

задачей. В качестве альтернативы органоиды ASC могут быть получены из генетически 

модифицированных мышиных моделей (GEMM) и быстро расширены in vitro для создания 

биобанков [101, 102]. Нормальные или ранние неопластические органоиды человека или GEMM 

служат хорошим инструментом для изучения ранних путей эволюции рака. Исследование 

совместного культивирования показало, что органоиды мыши с мутацией Apc секретируют Notum. 

Когда эти органоиды с мутацией Apc были совместно культивированы с кишечными органоидами 

мыши дикого типа, Notum подавлял рост органоиды дикого типа, заставляя ISC дикого типа 

дифференцироваться и вызывая клональную фиксацию ISC с мутацией Apc [103, 104]. В 

соответствии с этими результатами лечение ингибитором Notum до индукции мутации Apc у 

мышей снижало образование аденом. Эти исследования подчеркивают, как генетические мышиные 

модели и органоиды могут работать в синергии и использоваться для существенного ускорения 

научных открытий. Органоиды мышей легко геномно редактировать, чтобы вызвать мутации 

драйверов, и их можно привить сингенным и иммунокомпетентным мышам для моделирования 

опухолегенеза и метастазирования. Например, для моделирования развития CRC органоиды 

мышей, несущие различные комбинации мутаций драйверов, полученные либо из 

опухолей/метастазов GEMM, либо посредством редактирования генов ex vivo , были 

трансплантированы в стенку слепой кишки сингенных мышей для аутохтонного образования 

опухолей и развития метастазов [102, 105, 106]. Подобные модели подтвердили роль сигнализации 

TGF-β в микросреде опухоли в стимуляции уклонения от иммунного ответа и опосредовании 

метастазов рака. В другом исследовании была создана мышиная модель рака толстой кишки, 

подобная человеческой, и были идентифицированы клетки EMP1 
+
 как клетки, вызывающие 

метастатический рецидив [91]. Аналогичным образом органоиды опухолей молочной железы 

можно получить из опухолей GEMM в течение 2-3 недель и ортотопически трансплантировать для 

формирования опухолей, которые повторяют эпителиальную морфологию и реакцию на 

лекарственные препараты исходной опухоли [101]. Также были разработаны иммунокомпетентные 

органоидные мышиные модели рака яичников [107] и аденокарцинома легких [108], которые 

представляют более надёжную платформу для изучения патогенеза рака по сравнению с GEMM, 

создание которых является трудоёмким и технически сложным процессом.  

CRISPR-Cas9 использовался для создания здоровых органоидов с комбинацией драйверных 

мутаций для воссоздания рака. Два основополагающих исследования одновременно 

продемонстрировали, что сочетание сконструированных мутаций APC , TP53 , KRAS или PIK3CA и 

SMAD4 привело к образованию человеческих кишечных органоидов с ростом, независимым от всех 

факторов ниши стволовых клеток, и способностью формировать опухолевые трансплантаты с 

признаками инвазивной карциномы у мышей [109, 110]. Ортотопическая трансплантация этих 

четверных мутантных органоидов в слепую кишку мыши вызвала макроскопические метастазы в 
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легкие и печень [111]. Сверхэкспрессия Noggin в человеческих органоидах с тройным нокаутом 

(APC 
−/−

, TP53 
−/−

 и KRAS 
G12D

), которая имела ограниченный потенциал роста in vivo, когда Noggin 

не был сверхэкспрессирован, привела к метастазам в печени, аналогичным органоидам с четверным 

мутантом. Поскольку эти органоиды могли расти независимо от всех факторов ниши, результаты 

повышают вероятность того, что независимость ниши может опосредовать метастазирование. 

Однако нельзя исключать и другие, пока неизвестные факторы. Например, первичный CRC, 

полученный от пациента, и парные метастатические органоиды всегда демонстрировали 

конкордантную зависимость от фактора ниши, а некоторые метастатические органоиды печени, 

полученные от пациента, оставались в высокой степени зависимыми от них  [24]. Нестабильность 

хромосом также может быть способствующим фактором [110-116]. 

Опубликовано несколько моделей, описывающих путь зубчатой неоплазии CRC. В одном 

исследовании были сконструированы крупные хромосомные перестройки для генерации генов 

слияния R-спондина вместе с мутациями BRAFV
600E

 и TP53 в органоидах толстой кишки человека 

[117-120]. Ксенотрансплантация этих органоидов в толстую кишку мыши привела к образованию 

зубчатых поражений, воспроизводящих морфологию человеческих SSA. Сверхэкспрессия GREM1 в 

дополнение к BRAFV 
600E

, нокауту TP53 и слиянию R-спондина в органоидах привела к 

образованию ксенотрансплантатов, которые образовывали полиповидные опухоли у мышей с 

гистологическими признаками, похожими на традиционные зубчатые аденомы. Интересно, что 

человеческие SSA-органоиды RNF43 
−/−

 были менее зависимы от R-спондина по сравнению с 

нормальными толстокишечными органоидами, что обеспечивает функциональную поддержку 

патогенной роли мутации RNF43 в пути зубчатой неоплазии [56]. В другом исследовании 

нормальные органоиды толстой кишки, сконструированные с мутацией BRAF 
V600E

, подвергались 

лечению TGF-β. TGF-β и вызывали апоптоз в нормальных органоидах, но не в мутантных 

органоидах BRAF 
V600E

, которые вместо этого вызывали эпителиально-мезенхимальный переход 

(ЭМП) и транскрипционный профиль, имитирующий те, которые наблюдаются в зубчатых 

неоплазиях человека [121]. Помимо генетических поражений, вызванных мутациями генов-

драйверов рака, роль нестабильности хромосом во время прогрессирования опухоли также может 

быть изучена с использованием органоидов. В частности, нормальные органоиды толстой кишки, 

сконструированные с пятью мутациями-драйверами опухоли (APC, SMAD4, TP53, KRAS 
G12V

 и 

PIK3CA 
E545K

), были способны образовывать микрометастазы в печени после инъекции в селезенку 

мышей [110]. Напротив, хромосомно нестабильные аденомные органоиды, сконструированные с 

тремя драйверами (SMAD4, TP53, KRAS 
G12V

 или PIK3CA 
E545K

), индуцировали макрометастазы в 

печени, образуя крупные метастатические опухоли, демонстрирующие гистологическую 

злокачественность. С постоянно растущей доступностью пренеопластических или ранних 

неопластических органоидных моделей, которые охватывают различные формы генетических или 

эпигенетических аберраций, исследователи теперь имеют беспрецедентные возможности для 

уточненного изучения факторов, способствующих возникновению опухолей. 

Геномные скрининги CRISPR также использовались в нормальных органоидах для выявления 

целей онкогенеза. Два исследования проводили скрининг CRISPR-Cas9 в кишечных органоидах 

человека и выявили основные мишени, которые обеспечивают устойчивость к ингибированию 

роста, опосредованному TGF-β, что необходимо для развития CRC [122, 123]. Аналогичный 

скрининг был проведен на органоидах желудка мышей, подвергнутых отмене Wnt3a в культуре, для 

выявления ранее неучтенных факторов, способствующих активации Wnt [124]. В целом, эти 

исследования в нормальных или ранних неопластических органоидах показали, что редактирование 

генома нескольких генов-драйверов рака, в последовательности или в комбинации, может 

моделировать патогенез рака in vivo, предоставляя ценную информацию о функциях этих генов в 

прогрессировании рака. Более того, успех применения скрининга CRISPR по всему геному в 

нормальных органоидах служит доказательством концепции для ее будущего применения в 

опухолевых органоидах в качестве средства выявления генетических уязвимостей для ответа на 

лечение или резистентности. 

Органоиды также могут быть получены из PSC, как эмбриональных, так и индуцированных. 

Человеческие эмбриональные стволовые клетки подчиняются этическим нормам, которые не 

позволяют их широко использовать. Напротив, iPSC включают перепрограммирование соматических 

клеток обратно в плюрипотентность. Первый шаг включает направленную дифференциацию iPSC в 

три зародышевых слоя (энтодерму, эктодерму и мезодерму). Затем клетки культивируются в 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryonic-stem-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/somatic-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/somatic-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/germ-layer
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/epiblast
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трехмерной матрице со специфическими факторами роста и сигнализации, которые направляют их 

к линиям желаемого органа [125]. Одной из основных задач этой модели является точная имитация 

in vitro всех биохимических сигналов in vivo , которые управляют дифференциацией клеток и 

трехмерной организацией тканей в точно правильные моменты времени, в нужных местах и 

концентрациях, которые будут иметь место во время эмбрионального развития. Органоиды, 

полученные из PSC, были созданы путем первоначальной обработки человеческих PSC активином A 

для управления энтодермальной идентичностью, а затем инкубации с FGF4 и Wnt3a для содействия 

спецификации прямой кишки. Этот протокол в конечном итоге привел к появлению кишечных 

органоидов, которые экспрессировали специфические кишечные маркеры, такие как CDX2 и KLF5 

[126]. С тех пор технология органоидов PSC широко используется для моделирования заболеваний 

[127, 128]. На сегодняшний день успешно создано множество органоидов, полученных из PSC, в 

том числе для мозга [129], желудка [98], легких [130], поджелудочной железы [131], пищевода 

[132], почек [133], печени [134]. Все эти модели дали важные знания о биологии стволовых клеток 

и развитии органов [135].  

Однако одним важным предостережением для использования органоидов, полученных из 

PSC, для исследования рака является то, что у них отсутствуют приобретенные мутации генов рака 

, которые органоиды ASC получили непосредственно из опухолевой ткани, сохраненной в 

культуре. Чтобы обойти эту проблему, были предприняты попытки напрямую 

перепрограммировать раковые клетки в PSC, чтобы понять неопластические процессы. Однако было 

относительно мало успешных результатов, большая часть которых в основном касается рака крови, 

включая PSC, полученных из острого миелоидного лейкоза [136], хронического миелоидного лейкоза 

[137, 138] и ювенильного миеломоноцитарного лейкоза [139]. Несмотря на то, что iPSC, полученные из 

лейкозных клеток, несли те же генетические аберрации, они, как правило, не обладали лейкемогенным 

потенциалом. Однако, когда их индуцировали для дифференциации в гемопоэтические стволовые клетки, их 

лейкозный фенотип снова проявился [136]. Тем не менее, этот подход дает возможность 

банкировать лейкозные образцы и изучать взаимодействие между мутациями, специфичными для 

пациента, и фенотипами заболевания. Альтернативной стратегией является инженерия онкогенных 

мутаций в клетках PSC, с последующей индуцированной дифференциацией в определенные органы 

для моделирования рака поджелудочной железы, легких, желудка, сетчатки и мозга.. Особенно 

успешным оказался метод создания мозговых органоидов из PSC,  где редактирование CRISPR-

Cas9 использовалось для создания мозговых органоидов с большим количеством наиболее частых 

одиночных и комбинированных мутаций, наблюдаемых в опухолях мозга. Полученные 

неопластические церебральные органоиды представляли собой различные типы опухолей мозга, 

включая примитивные нейроэктодермальные опухоли центральной нервной системы и глиобластому.  

Кроме того, дифференцированные церебральные органоиды, полученные из PSC , 

использовались в качестве здоровых суррогатов мозга для изучения взаимодействия опухолевых и 

глиальных клеток. Совместное культивирование церебральных органоидов со стволовыми клетками 

глиомы или традиционные линии клеток рака легких, можно было моделировать среду мозга и 

анализировать миграцию клеток и взаимодействие клеток, имитируя вторжение глиобластомы или 

эпителиальную злокачественную опухоль, которая метастазировала в мозг [140, 141].  

Наконец, перепрограммирование нормальных соматических клеток от пациентов с синдромом 

предрасположенности к раку в PSC использовалось для моделирования различных типов рака у 

пациентов с мутациями генов APC , GNAS или BRCA1 зародышевой линии. 

Тестирование лекарственных препаратов на органоидных моделях 

Одним из преимуществ in vitro систем по сравнению с животными моделями является их 

способность к высокопроизводительным скринингам чувствительности к препаратам. В частности, 

линии раковых клеток десятилетиями использовались для оценки эффективности препаратов перед 

применением в моделях in vivo. Об этом свидетельствуют исследования, проведенные The Cancer 

Cell Line Encyclopedia (CCLE) [142] и The Genomics of Drug Sensitivity in Cancer (GDSC) [143], 

целью которых является создание ресурсной базы данных для выявления коррелятивных связей 

между ответами на лекарства и геномами рака и, в свою очередь, для руководства 

персонализированным лечением. Аналогичным образом, органоиды, полученные от пациентов с 

раком, могут быть адаптированы для крупномасштабного роботизированного скрининга лекарств 

[22]. Исследование, подтверждающее концепцию, с использованием органоидов колоректального 

рака, полученных от пациентов, проиллюстрировало эффективность цетуксимаба и Нутлина-3а в 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cellular-differentiation
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отношении ингибирования роста органоидов рака дикого типа KRAS и TP53 [22]. Было проведено 

множество других анализов скрининга лекарственных препаратов в раковых органоидах, включая 

молочную железу, мочевой пузырь, печень [31, 32, 144], яичники [36, 51, 145], поджелудочную 

железу, простату [14, 146], и желудок. Некоторые из полученных in vitro реакций на лекарства были 

дополнительно подтверждены в экспериментах in vivo с использованием ксенотрансплантатов. 

Недавние усовершенствования протоколов позволили проводить скрининг нормальных, 

прекурсорных и опухолевых органоидов, повысили масштабируемость и расширили область 

считывания данных от анализов жизнеспособности клеток до высокосодержательного 

фенотипирования на основе изображений [147, 148]. Были также описаны благоприятные 

корреляции между генами и лекарственными препаратами:   

- органоиды рака молочной железы с повышенной экспрессией HER2, которые были 

чувствительны к афатинибу; 

- мутантные желудочные органоидых ARID1A, - чувствительны к атаксии-телеангиэктазии и 

ингибиторам Rad3-связанной киназы (ATR);  

- органоиды рака поджелудочной железы с мутацией MTAP - отреагировали на ингибитор 

PRMT5; 

- органоиды рака толстой кишки с эпигенетическим подавлением CHFR , которые 

демонстрировали чувствительность к  паклитакселу [148]. 

Помимо использования раковых органоидов для подтверждения известных ассоциаций генов 

и лекарств, была тщательно протестирована способность органоидных моделей предсказывать 

клинические ответы на стандартные терапии. Биобанк метастатического КРР и 

гастроэзофагеальных органоидов продемонстрировал согласованные ответы между пациентами и 

раковыми органоидами на стандартное лечение, паклитакселом и 5-фторурацилом [64]. 

Исследования с другими типами раковых органоидов также продемонстрировали их надежность в 

прогнозировании терапевтического ответа пациентов [16, 21, 37, 47, 51, 149].  

Более того, продольные органоиды PDAC, полученные от одного и того же пациента, 

отражали постепенное приобретение устойчивости к химиотерапевтическому лечению. Помимо 

прогнозирования реакции на лекарственные препараты, несколько современных органоидных 

моделей рака прямой кишки продемонстрировали потенциал для прогнозирования реакции на 

химиолучевую терапию in vitro, а также in vivo при приживлении в прямую кишку мыши 

посредством эндолюминальных инъекций [26, 28]. Примечательно, что в большинстве этих 

исследований участвовало лишь небольшое количество пациентов, что потребовало проведения 

более масштабных корреляционных исследований и более длительного наблюдения за пациентами 

для подтверждения истинного прогностического потенциала этих органоидов, полученных от 

пациентов. 

Еще одной важной задачей скрининга лекарственных средств на основе органоидов является 

выявление новых терапевтических мишеней. Предварительные исследования скрининга 

лекарственных средств на различных когортах органоидов показали обнадеживающие данные, 

предлагающие несколько стратегий лечения онкологических больных, несмотря на необходимость 

дальнейшей проверки в более крупной когорте раковых органоидов. Например, подгруппа 

первичных органоидов рака печени показала ингибирование роста при лечении ингибитором 

внеклеточной сигнально-регулируемой киназы (ERK) (SCH772984), но они были устойчивы к 

большинству других клинически значимых соединений, которые были протестированы, с 

результатами, подтвержденными на мышах с ксенотрансплантатами [31]. Кроме того, модель 

органоида рабдоидного рака у детей и соответствующая модель PDX выявили неддиляцию как 

привлекательную терапевтическую цель [150]. Что еще более важно, это исследование оценило 

токсичность ингибитора неддиляции, MLN4924, на здоровых тканях, включая почки, гепатоциты и 

органоиды тонкого кишечника, подчеркнув возможность использования нормальных органоидов 

для тестирования токсичности.  

В другом исследовании была создана панель биспецифических антител двойного нацеливания 

против раковых стволовых клеток, а биобанк органоидов CRC, полученных от пациентов, 

использовался для функционального скрининга [29]. При этом парные здоровые органоиды 

применялись для оценки токсичности терапевтических антител на ранней стадии разработки. 

Исследование успешно идентифицировало потенциальное терапевтическое биспецифическое 

антитело с плечом EGFR и LGR5 , MCLA-158, против нескольких типов эпителиального рака, 
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экспрессирующих LGR5. Хотя органоиды рака ASC являются исследовательской моделью для 

выявления взаимодействий между лекарственными средствами и генами, органоиды, полученные 

из ASC или PSC с онкогенными мутациями, созданными с помощью CRISPR, имея низкий фон 

соматических мутаций, могут точно идентифицировать синтетических летальных партнеров или 

препараты (отдельно или в комбинации), которые могут воздействовать на определенные гены или 

пути. Например, высокопроизводительный скрининг >2000 малых молекул в желудочных 

органоидах с нокаутом ARID1a/TP53 идентифицировал чувствительность мутантных клеток ARID1a 

к ингибиторам гистондеацетилазы и сурвивина [118]. Аналогичным образом был проведен скрининг 

малых молекул для эпигенетических препаратов на органоидах рака мочевого пузыря, полученных от 

мышей, несущих мутации Trp53, Rb1 и Pten, а также сверхэкспрессию Kras и c-Myc, что позволило 

идентифицировать Sirt1 как терапевтическую мишень [151]. Кроме того, был успешно проведен 

скрининг лекарственных препаратов, содержащих небольшую панель ингибиторов EGFR, на 

неопластических церебральных органоидах, полученных изPSC [115]. Несмотря на то, что для 

лечения требовался длительный период в 40 дней, это исследование продемонстрировало 

ингибирующий рост афатиниба на подгруппе органоидов GBM с повышенной активацией EGFR. По 

сравнению с нормальными органоидами сетчатки, лечение карбоплатином, рапамицином или двумя 

ингибиторами селезеночной тирозинкиназы (SYK) вызывало апоптоз клеток в моделях органоидов 

ретинобластомы, полученных из PSC, с дефектом RB1 , что предоставило альтернативную модель, 

помимо клеточных линий ретинобластомы человека , для дальнейшей проверки их эффективности 

[120]. Наконец, органоиды, полученные из ASC из проверенных моделей трансгенных мышей, 

позволяют быстро охарактеризовать реакции на лекарственные препараты и их клеточные, 

механистические, функциональные и фармакологические эффекты. Желудочные органоиды, 

полученные из образцов опухолей моделей трансгенных мышей с определенными мутациями, 

представляющими различные подтипы GC, показали различные реакции на лекарственную терапию 

in vitro [152]. Другое исследование показало, что линии диффузных клеток рака желудка, а также 

желудочные органоиды, полученные из трансгенной мышиной модели рака желудка  диффузного 

типа, экспрессирующие RhoA 
Y42C/+

 в сочетании с потерей Cdh1, были чувствительны к 

ингибиторам фокальной адгезивной киназы (FAK), что подтверждает актуальность FAK в качестве 

терапевтической мишени при этом типе рака [153].  

Таким образом, парные модели органоид-мышь позволяют эффективно, и параллельно 

тестировать реакцию на лекарственные препараты, обусловленные конкретным набором геномных 

аберраций, обеспечивая беспристрастный и воспроизводимый анализ. 

Хотя модели PDX считаются надёжным представлением опухолей in vivo, они 

характеризуются высокой стоимостью, имеют низкий процент успеха трансплантации и требуют 

длительного времени культивирования. Модели органоидных ксенотрансплантатов, полученные от 

пациентов, выглядят более предпочтительно. Наиболее простой метод заключается в подкожной 

инъекции здоровых, раковых или генетически модифицированных органоидов совместно с 

матригелем в мышей [109, 119, 153], которая не требует продвинутых хирургических навыков для 

выполнения и дает легко наблюдаемые показания. Однако подкожная трансплантация органоидов 

может иметь низкие показатели приживления и не воспроизводит естественную микросреду опухоли, 

поскольку отсутствие сосудистой сети препятствует поставке нишевых факторов, необходимых для 

роста опухоли. Для преодоления этого ограничения нескольким группам  несколько групп вводили 

раковые/сконструированные органоиды в почечную субкапсулу или селезенку голых мышей, обе из 

которых являются высоковаскулярными средами, которые обеспечивают обильное снабжение 

пересаженных органоидов питательными веществами, гормонами, факторами роста и кислородом, 

значительно увеличивая скорость приживления [21, 110]. Трансплантированные клетки могут 

напрямую попадать в кровоток и метастазировать в печень, где они размножаются в направлении 

вторичных поражений, что делает ее идеальной платформой для изучения метастазов в печени 

человеческих опухолей. Тем не менее, эта модель все еще не может воспроизвести естественную 

микросреду опухоли рака. Это ограничение проиллюстрировано исследованием, в котором Wnt и 

R-спондин-зависимые GC-органоиды не смогли прижиться в почечной субкапсуле, если они не 

были совместно введены с Wnt и R-спондин-продуцирующими фибробластами, полученными из 

кишечных органоидов [45].  

Было разработано несколько моделей ортотопических ксенотрансплантатов, предлагающих 

более физиологически релевантную микросреду для формирования ксенотрансплантата. Однако 
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они предполагают сложные и инвазивные хирургические процедуры. По сравнению с почечной 

капсулой или подкожным пространством, среда нативной ткани обеспечивает факторы роста, 

которые поддерживают приживление органоида, о чем свидетельствует повышенная 

эффективность ксенотрансплантата органоидов GC диффузного типа в толстой кишке, скорее 

всего, из-за наличия Wnt и R-спондина в этой среде [49]. До настоящего времени раковые 

органоиды вводились непосредственно в хвостовую часть поджелудочной железы, серозную 

оболочку желудка, и яичниковую сумку мышей NGS, причем каждое из этих исследований 

демонстрировало способность органоида воспроизводить опухолеобразующий процесс. В 

нескольких исследованиях также была успешно выполнена ортотопическая трансплантация 

органоидов мыши в слизистую оболочку слепой кишки, что не требовало хирургических разрезов 

[102, 105, 106]. Этот метод впоследствии был адаптирован для трансплантации органоидов 

колоректального рака полученных из толстой кишки человека в толстую кишку мышей [154]. Такие 

методы позволяют проводить эндоскопический мониторинг формирования ксенотрансплантата и 

могут применяться к нормальным человеческим органоидам для отслеживания клеточных линий in 

vivo. В другом исследовании сообщалось, что чувствительность к препаратам in vitro может быть 

воспроизведена в их ортотопической модели in vivo [37]. В целом эти работы подчеркивают 

высокую ценность моделей ортотопических ксенотрансплантатов на основе органоидов для 

углубления нашего понимания опухолеобразования в соответствующем физиологическом 

контексте. 

Проблемы и перспективы применения органоидных технологий 

Несмотря на то, что технология органоидов произвела революцию в исследовании рака и 

имеет широкий спектр потенциальных применений, она все еще сталкивается с техническими 

ограничениями. Хотя органоиды, полученные из опухолей ASC, как правило, геномно стабильны 

[13, 31, 32, 47], существуют исключения. Как обсуждалось выше, нормальные органоиды, 

полученные из объединенных кишечных желез, могут дрейфовать в сторону клонального 

доминирования при длительном культивировании [27], что ограничивает их использование для 

полногеномных скринингов CRISPR. Органоиды также могут получать новые мутации в 

долгосрочной культуре, хотя такие мутации, как правило, субклональные, случайные и в основном 

затрагивают некодирующие области. Органоиды с присущей им геномной нестабильностью могут 

приобретать мутации быстрее, как показано в исследовании с микросателлитным нестабильным 

опухолевым органоидом [17]. Интересно, что такая присущая нестабильность была использована 

для моделирования ранних стадий эволюции опухолей. Например, одно исследование отслеживало 

изменения числа копий хромосом в желудочных органоидах, сконструированных с мутацией TP53, 

и отметило прогрессирующую анеуплоидию в течение 2 лет [155]. Даже когда геномные и 

мутационные профили органоидов стабильны, фенотипическая нестабильность может быть 

результатом изменений условий роста. Подгруппа органоидов уротелиального рака 

продемонстрировала люминальный подтип в родительской опухоли, но затем перешла в базальный 

подтип как органоиды, несмотря на отсутствие обнаруживаемых изменений в частоте 

субклональных мутаций. Эти базальные органоиды затем вернулись к люминальному фенотипу при 

выращивании в качестве ксенотрансплантатов, что предполагает, что условия культивирования 

органоидов по сравнению со средой ксенотрансплантата были ответственны за эту 

фенотипическую пластичность. Очевидно, что лучшее понимание факторов, которые модулируют 

фенотипы, приведет к улучшению моделей органоидов. Уже сейчас модификация факторов роста 

привела к улучшению спецификации секреторной линии в кишечных органоидах и спецификация 

гепатоцитов в органоидах печени. Культивирование в гипоксических или независимых от 

прикрепления условиях также может обеспечить преимущество отбора опухолевых органоидов по 

сравнению с нормальными [20, 24, 46]. 

В настоящее время высокопроизводительные скрининги лекарств с использованием 

органоидов в основном включают препараты, которые оказывают прямое воздействие на 

опухолевые клетки. Если не использовать более сложные модели совместного культивирования, 

органоиды сами по себе не дадут полезных результатов при скрининге лекарств, которые 

блокируют взаимодействия опухоль-строма или опухоль-иммунитет. Наличие нишевых факторов 

может еще больше ограничить типы малых молекулярных ингибиторов, используемых в 

скринингах. Например, ингибиторы BMP и TGF-β требуются во время рутинного культивирования 

органоидов, что предотвращает использование связанных агонистов из списка лекарств. Скрининг 
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ингибиторов Wnt возможен только при наличии аутокринной продукции Wnt опухолевым 

органоидом, но он не сможет смоделировать блокировку источника Wnt из опухолевой стромы. 

Преобладание пролиферативных стволовых клеток в культурах органоидов может преувеличивать 

их реакцию на препараты, нацеленные на клеточный цикл. Наконец, было показано, что условия 

культивирования и размер органоида изменяют пластичность клеток, как показано в органоидах 

PDAC и CRC, что, в свою очередь, может влиять на реакцию на лекарства [83, 156]. По этой 

причине открытия, основанные на скрининге органоидных препаратов, потребуют обширной 

проверки посредством доклинических исследований и клинических испытаний. 

Современные подходы  культивирования органоидов включают некоторые компоненты 

микросреды, такие как стромальные клетки , сосудистую сеть и иммунные клетки, в органоиды, 

чтобы сделать их более физиологически значимыми. Органоиды опухоли поджелудочной железы, 

совместно культивируемые с ассоциированными с раком фибробластами, показали, что экзогенное 

поступление Wnt из стромы может увеличить опухолеобразующий потенциал Wnt-зависимых 

клеток PDAC. Кроме того, совместное культивирование опухолевых органоидов и аутологичных Т-

клеток привело к увеличению количества Т-клеток, специфичных для опухоли, реактивных у 

пациента, что является потенциальной клинической стратегией для адаптивного переноса Т-клеток 

[157].  

Другой подход включал модель на основе 3D-биопечати, которая состояла из воссоздания 

органоидов рака мочевого пузыря в 3D с ключевыми компонентами тканевой стромы, включая 

ассоциированные с раком фибробласты, эндотелиальные клетки и гладкомышечные клетки, 

создавая многослойный «ассемблеоид» [11]. Эндотелиальные клетки способны формировать 

функциональные сосудистые сети, которые могли поддерживать рост опухоли. Анализ 

ассемблеоида выявил паракринную петлю, посредством которой секретируемый фибробластами 

BMP индуцировал экспрессию FOXA1 в опухоли, что, в свою очередь, приводило к 

перепрограммированию энхансера для придания пластичности подтипа опухоли. Ассемблеоиды 

также были менее чувствительны к химиотерапевтическим препаратам по сравнению с обычными 

органоидами опухоли мочевого пузыря. Кроме того, была описана модель «Organ-On-VascularNet», которая 

включала совместное культивирование человеческого CRC или нормальных кишечных органоидов с 

модифицированной формой эндотелиальных клеток, которые сверхэкспрессируют эмбрионально-

ограниченный фактор транскрипции 2 (ETV2) E26, специфичный для трансформации (ETS), что 

приводило к образованию проницаемой сосудистой сети [158]. Эта модель совместного 

культивирования показала, что повышение регуляции генов связано с плохим прогнозом и 

метастазами в органоидах CRC. Метод ALI был успешно адаптирован для создания 100 опухолевых 

органоидов ALI из 28 различных типов рака [159]. Другой метод генерировал микроорганосферы из 

игольчатых биопсий опухолей пациентов. Опухоли были переварены в суспензионные клетки в 

матригеле, затем смешаны с маслом для создания капель на основе микрофлюидики для 

последующего культивирования и скрининга лекарств, что позволило считывать данные через 14 

дней [160]. Эти модели открывают перспективы для иммуноонкологических исследований.  

Отдельной задачей остаётся моделирование предраковой микросреды.  Взаимодействие между 

предраковыми клетками и стромальными компонентами играет важную роль в онкогенезе. 

Действительно, органоиды пищевода Барретта у мышей , совместно культивируемые с нейтрофилами 

от мышей L2-IL-1B, увеличивают пролиферацию и рост органоидов дозозависимым образом, что 

предполагает прямое стимулирующее действие нейтрофилов на эпителиальные клетки BE [161]. В 

дальнейшем перспективным направлением станет разработка методов включения предраковой 

микросреды в органоидные модели. 

Реагенты и протоколы, используемые для органоидной культуры, будь то для 

пренеопластических исследований или в более общем плане, необходимо будет улучшить и 

стандартизировать, если органоиды будут использоваться в клинических приложениях. В 

настоящее время матригель является наиболее широко используемым каркасом в протоколах 

органоидной культуры. Однако он имеет ряд существенных ограничений, так как он получен от 

животных, обладает неопределенным составом, нестабилен и варьируется от партии к партии и 

несет риск переноса иммуногенных компанентов. Все эти факторы препятствуют его 

использованию в клинической практике. Потенциальным решением могут стать методы 

суспензионного культивирования в условиях низкого процентного содержания матрицы [147, 162, 

164] или использование матриц нового поколения [165] что позволит расширить применимость 
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органоидов в клинических условиях. Важно отметить, что линии органоидов в настоящее время 

преимущественно генерируются вручную и каждая лаборатория использует собственные 

модифицированные протоколы. Для повышения воспроизводимости и масштабируемости 

необходимо разработать единые стандартизированые и автоматизированые протоколы получения и 

пролиферации органоидов. 

Заключение 

Учитывая огромное разнообразие здоровых и раковых органоидов, которые были успешно 

созданы на сегодняшний день, разработка микрофлюидных методов для скрининга лекарственных 

препаратов и тестирование их на органоидных моделях в качестве дополнения к рецептам на 

лекарства имеет положительные терапевтические перспективы для пациентов в ближайшем 

будущем. Более того, органоидные технологии и их синергия с животными моделями имеют 

огромный потенциал в диагностике ранних стадий развития раковых заболеваний, тем самым 

предоставляя возможности для раскрытия эффективных стратегий профилактики рака. Таким 

образом клеточные биотехнологии открывают путь для их использования в трансляционных 

исследованиях по профилактике и персонализированном лечении онкологических заболеваний. 

Конфликт интересов: Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов. 
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КАНЦЕРОГЕНЕЗДІ МОДЕЛЬДЕУДЕГІ ЖӘНЕ ЖЕКЕ МЕДЕЦИНАДАҒЫ 

ЖАСУШАЛАР БИОТЕХНОЛОГИЯЛАРЫНЫҢ ПОТЕНЦИАЛЫ 

 

А.К. Наханов , С.К. Коканов , А.А. Теребай ⃰ , Л.Г. Мараховская  

«Биологиялық қауіпсіздік проблемаларының ғылыми-зерттеу институты» ЖШС, 
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Аннотация. Онкологиялық аурулар адамзаттың ең өзекті мәселелерінің бірі болып табылады. 

Өкінішке орай, қатерлі ісіктің алдын алу мен емдеудің заманауи әдістері өлім-жітімнің жоғарылау 

тенденциясына және осы аурулардың жаңа жағдайларының пайда болуына сәйкес келмейді. Мұның 

бір себебі адам ісіктерін, олардың әртүрлі морфологиясын, молекулалық сипаттамаларын және 

микроортасын дәл бейнелейтін клиникаға дейінгі in vitro үлгілерінің болмауы. Ісіктерді зерттеу, 

олардың морфологиялық сипаттамалары, емдеу болжамы, емдеу тәсілдер әлі күнге дейін жасуша 

мен жануарлар өсінділерін 2-өлшемді үлгілерде жүргізілуде. Алайда, жасуша өсінділерінің 2-

өлшемді үлгілерінде тінге тән архитектураның, биохимиялық сигналдардың және жасушалар мен 

қоршаған матрицаның өзара әрекеттесуінің болмауына байланысты шектеулер бар, сондықтан олар 

in vivo күрделі процестерді дәл көрсете және үлгі ретінде алмайды. Өз кезегінде, ісік ауруларын 

модельдеу және дәрі-дәрмектерді сынау үшін жануарларды пайдалану қымбат және уақытты қажет 

етеді, сонымен қатар бұл модельдер түрлердің айырмашылығына байланысты адамдардың 

биологиялық реакцияларына бейнелей алмайды. 3-өлшемді үлгілер морфология, пролиферация, 

дәрілік емдеуге жауап беру, сондай-ақ гендер мен ақуыздардың экспрессиясы тұрғысынан 

анағұрлым қолайлы, тіндердің in vivo өсуін дәлірек бейнелейді. Бұл шолуда канцерогенезді және 

олардың дәл медицинадағы әлеуетін зерттеу үшін жасушалық биотехнологияларды қолдану туралы 

заманауи ғылыми дәлелдер келтірілген. 

Түйінді сөздер: жасуша өсндісілері, органоидтар, онкология, in vitro - модельдер, канцерогенез, 

жеке медицина. 
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Annotation. Oncological diseases are one of the most pressing problems of mankind. Unfortunately, 

modern methods of cancer prevention and treatment have not kept pace with the trend of increasing mortal-

ity and the emergence of new cases of these diseases. One of the reasons for this is the lack of preclinical in 

vitro models that would accurately simulate human tumors, their diverse morphology, molecular character-

istics and microenvironment. Studies of tumors, their morphological characteristics, treatment prognosis, 

and therapeutic approaches are still carried out on two-dimensional models of cell and animal cultures. 

However, two-dimensional cell culture models have limitations due to the lack of tissue-specific architec-

ture, biochemical signals, and interactions between cells and the surrounding matrix, so they cannot accu-

rately display and simulate complex processes in vivo. In turn, using animals to model tumor diseases and 

test drugs for them is not only expensive and time-consuming, but also these models cannot simulate bio-

logical reactions of humans due to species differences. Three-dimensional tissue models are more suitable 

in terms of morphology, migration, proliferation, response to drug treatment, as well as gene and protein 

expression, and more accurately mimic tissue growth in vivo. This review presents current scientific data 

on the use of cellular biotechnologies to study carcinogenesis and their potential in precision medicine. 

Key words: cell culture, organoids, oncology, in vitro models, carcinogenesis, precision medicine. 
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Аннотация. В данной работе представлены результаты исследования по подбору 

стабилизирующей среды для вируса респираторно-синцитиальной инфекции человека. При этом 

проведены исследования с использованием разных стабилизирующих сред, применяемые в 

биотехнологии и изучены их влияния на сохраняемости изучаемого вируса при хранении в разных 

температурно-временных условиях с последующим определением остаточной биологической 

активности образцов вируса в перевиваемой клеточной культуре Vero. 

По результатам исследования было установлено, что все образцы вируса, содержащие пептон, 

сахарозу, желатин и их смеси при низких температурах (минус 40 °C и плюс 4 °C) благоприятно 

влияют на сохраняемость вируса, тогда как высокая плюсовая температура (37 °C и 22 °C) 

способствует снижению биологической активности вируса респираторно-синцитиальной инфекции 

человека. Эти данные важны для хранения, транспортировки и применения вируса при разработке 

диагностических и вакцинных препаратов против данной инфекции. 

Ключевые слова: респираторно-синцитиальная инфекция человека, вирус, сохраняемость, 

защитная среда, режим хранения, биологическая активность. 
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