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Резюме
Первичная цилиарная дискинезия (ПЦД) – наследственное аутосомно-рецессивное заболевание, которое приводит к дефекту ульт ра-
структуры ресничек эпителия. На сегодняшний день нет единого метода диагностики ПЦД, поэтому диагноз устанавливается по 
результатам нескольких анализов, таких как ДНК-диагностика, оценка уровня назального оксида азота, частота биения ресничек (ЧБР) 
по данным назальной биопсии, ультраструктура ресничек и др. Диагностика ПЦД может быть затруднена из-за вторичных поврежде-
ний респираторного эпителия, при этом результат может оказаться отрицательным или ложноположительным. Целью работы явился 
обзор исследований, посвященных культивированию назальных эпителиальных клеток человека, с последующей дифференцировкой в 
реснитчатые клетки для диагностики ПЦД. Заключение. Цилиогенез in vitro помогает при установлении правильного диагноза у паци-
ентов с ПЦД, избегая при этом проблем с ложноположительным диагнозом. Существуют 3 различных метода цилиогенеза in vitro: 
суспензионная культура, ALI-культура и культура органоидов. Каждый метод имеет свои преимущества и недостатки. Метод 
ALI-культуры является наиболее распространенным, при котором образуется достаточное для диагностики количество реснитчатых 
клеток, способных длительно поддерживаться в культуре. Полученные культуры реснитчатых клеток назального эпителия позволяют 
проводить анализы ультраструктуры ресничек, оценивать ЧБР и локализацию цилиарных белков, что помогает при диагностике ПЦД.
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Abstract
Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a hereditary autosomal recessive disease that results in a defect in the ultrastructure of epithelial cilia. To date, 
there is no single diagnostic test for PCD, so the diagnosis is based on the results of multiple tests, such as DNA diagnostics, assessment of nasal 
nitric oxide levels, ciliary beat frequency (CBF) in nasal biopsy, ciliary ultrastructure, etc. Diagnosis of PCD can be difficult due to secondary 
damage to the airway epithelium, leading to undiagnosed or false positive cases. The aim of this work was to review studies on the cultivation of 
human nasal epithelial cells and subsequent differentiation into ciliated cells for the diagnosis of PCD. Conclusion. In vitro ciliogenesis helps to make 
a correct diagnosis of PCD while avoiding false positives. There are three different methods of ciliogenesis in vitro: the suspension culture method, 
the ALI culture method, and the organoid culture method. Each method of ciliogenesis has its own advantages and disadvantages. The ALI culture 
method is the most widely used. It produces a sufficient number of ciliated cells for diagnosis, which can be maintained in culture for a long time. 
The obtained cultures of nasal epithelial ciliated cells allow to analyze the ultrastructure of cilia, to evaluate CBF and localization of ciliary proteins, 
which helps in the diagnosis of PCD.
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Первичная цилиарная дискинезия (ПЦД) является 
наследственным аутосомно-рецессивным заболе-
ванием, при котором нарушается ультраструктура 
ресничек эпителия респираторного тракта, жгутиков 
сперматозоидов, ворсинок фаллопиевых труб, эпен-
димы желудочков и др. [1]. Основными проявлениями 
болезни у пациентов с ПЦД являются хронические 
воспалительные заболевания верхних и нижних ды-
хательных путей, поражение ЛОР-органов, мужское 
бесплодие и транспозиция внутренних органов [1–3]. 
На сегодняшний день известно > 40 генов, мутации 
в которых приводят к ПЦД [4], при этом 2/3 случа-
ев ПЦД могут быть подтверждены путем выявления 
биаллельных мутаций в одном из таких генов [5]. По-
мимо генетических анализов, к методам диагности-
ки относятся оценка уровня назального оксида азота 
(nNO), высокоскоростной видеомикроскопический 
анализ (ВВА) частоты биения ресничек (ЧБР), по-
лученных при назальной биопсии, трансмиссионная 
электронная микроскопия (ТЭМ) ультраструктуры 
ресничек, иммунофлуоресцентное (ИФ) окрашивание 
цилиарных белков [2].

В настоящее время единый метод – «золотой стан-
дарт» диагностики ПЦД отсутствует [6]. Диагноз ПЦД 
устанавливается на основании характерной клиниче-
ской картины в сочетании с результатами упомяну-
тых исследований. Однако диагностика заболевания 
усложняется тем, что при различных мутациях воз-
никают различные клинические и патологические 
паттерны [7]. Помимо этого, диагностика ПЦД мо-
жет быть затруднена из-за вторичных повреждений 
респираторного эпителия в результате инфекции или 
воспаления, таким образом, при этом результат может 
оказаться ложноположительным. Для исключения 
ложноположительных диагнозов, установленных 
вследствие вторичного повреждения респираторного 
эпителия, руководством Европейского респиратор-
ного общества при диагностике ПЦД предлагается 
культивирование клеток, выделенных при назальной 
биопсии, с последующей дифференцировкой в рес-
нитчатые клетки (цилиогенез) для повторного прове-
дения ТЭМ и ВВА [7]. Отсутствие скоординированной 
активности ресничек после цилиогенеза в культуре 
клеток является чувствительным и специфичным па-
раметром и позволяет диагностировать ПЦД в случае 
редких мутаций [8].

На сегодняшний день существуют 3 принципиаль-
но разных метода цилиогенеза – метод суспензионной 
культуры, метод культуры клеток на границе раздела 
воздух-жидкость (Air­Liquid Interface cell culture – ALI) 
и метод культуры органоидов. Основу всех методов 
составляет дифференцировка клеток, выделенных при 
назальной биопсии, в реснитчатые клетки.

Целью обзора является исследование методов ци-
лиогенеза in vitro для диагностики ПЦД, анализ их 
различий, преимуществ и недостатков.

Метод суспензионной культуры

Первые работы по цилиогенезу назальных эпители-
альных клеток in vitro для диагностики ПЦД появи-

лись в 2000-х гг. [8–11]. Однако методы суспензи-
онного культивирования эпителиальных клеток при 
назальной биопсии с получением ресничек разраба-
тывались и ранее [12]. Позднее назальная биопсия 
заменена на менее болезненную браш-биопсию, ко-
торая не вызывает носовое кровотечение, в отличие 
от стандартной биопсии; при этом более щадящие 
методы – смывы и соскобы – применяются редко, 
поскольку дают недостаточное количество биомате-
риала [13, 14]. Технология суспензионной культуры, 
которая применяется в течение десятилетий, является 
одной из самых простых, поскольку для поддержания 
роста и дифференцировки клеток не требуется специ-
фических внеклеточных матриксов или мембранных 
вставок. Показано (1995), что реснички, образованные 
in vitro методом суспензионной культуры, соответст-
вуют нативным ресничкам как конструктивно, так 
и функционально [15]. У пациентов без ПЦД цилио-
генез суспензионным методом в 100 % случаев коор-
динирует цилиарную активность и ЧБР в пределах 
нормы, при этом у пациентов с ПЦД скоординиро-
ванная цилиарная активность никогда не наблюдалась 
после цилиогенеза in vitro [8]. Однако в 20–29 % случа-
ев бывает невозможно получить клеточную культуру 
из биопсии из-за инфицирования или недостаточного 
количества материала [8, 13, 14]. В связи с этим реко-
мендуется брать биопсию у пациентов без обострений 
респираторных заболеваний как минимум послед-
ние 6 нед., проверять биоптат с помощью светового 
микроскопа для оценки его количества и помещать 
биоптат в раствор с антибактериальным препаратом 
для подавления роста бактериальной флоры [16]. Для 
реализации цилиогенеза в суспензионной культуре 
назальный биоптат помещается в раствор фермен-
та (чаще всего применяется раствор проназы) для 
расщепления био материала и получения единичных 
клеток, которые затем помещаются на культураль-
ный пластик, предварительно покрытый 1%-ным 
коллагеновым гелем, в питательной среде для роста 
эпителиальных клеток (см. рисунок, А). Затем кол-
лагеновый гель расщепляется и клетки помещаются 
во вращающуюся на роторе культуральную колбу для 
образования сфероидов. На 14–21-е сутки проводится 
анализ ресничек, которые образуются на апикальной 
мембране, обращенной во внешнюю среду [13, 17]. 
Сфероиды, содержащие реснитчатые клетки, могут 
сохраняться в культуре > 5 мес. [15]. M.Jorissen et al. 
проведен цилиогенез методом суспензионный культу-
ры [8]. Показано, что при анализе 642 биоптатов от до-
норов без ПЦД, проведенном до культивирования, 
в 20 % случаев наблюдалась нескоординированная 
цилиарная активность, однако после культивирова-
ния в 100 % случаев визуализировалась скоордини-
рованная цилиарная активность [8]. Недостатком су-
спензионного метода является небольшое количество 
образованных ресничек в культуре, что не позволяет 
проводить ТЭМ, которая является важным тестом при 
диагностике ПЦД, а сфероиды могут не содержать ба-
зальные прогениторные клетки, а значит, не способны 
самообновляться в культуре [9, 18]. Для оценки цили-
арной активности в сфероидах M.Pifferi et al. разрабо-
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тан компьютерный анализ, основанный на вращении 
и миграции сфероидов, способности ресничек удалять 
дебрис и скоординировано двигаться [9]. С помощью 
данной программы всего через 5 дней культивирова-
ния можно установить диагноз, положительная про-
гностическая ценность которого составляет > 98,5 %.

Метод ALI-культуры

Альтернативой методу суспензионной культу-
ры является метод цилиогенеза эпителиальных 
клеток на разделе фаз воздух-жидкость, или ALI-
культивирование [19]. Получение реснитчатых кле-
ток в ALI-культуре заключается в дифференцировке 
базальных эпителиальных клеток на пористых мем-
бранных вставках, покрытых коллагеном, где клетки 
поляризуются за счет контакта базальной стороны 
клеток с питательной средой, а апикальной, где в по-
следствии образуются реснички, – с воздухом (см. 
рисунок, B). Базальные клетки являются прогени-
торными клетками эпителия дыхательных путей, ко-
торый также содержит бокаловидные, крупные се-
креторные и реснитчатые клетки, ионоциты, а также 
нейроэндокринные и пучковые клетки [20]. На се-
годняшний день для цилиогенеза базальных клеток 
в ALI-культуре существуют различные коммерческие 
среды. Существует проблема воспроизводимости ци-

лиогенеза, особенно при использовании сред разных 
производителей. Так, например, D.D.H.Lee et al. про-
ведено исследование влияния 4 коммерческих сред, 
таких как BEGM (Lonza), AECGM (PromoCell), LHC-8 
(Gibco) и PneumaCult-ALI medium (Stemcell Technolo­
gies), на характеристики полученных реснитчатых 
клеток [21]. По результатам анализа ЧБР у здоровых 
доноров показано, что несмотря на то, что показатели 
ЧБР находились в пределах биологической нормы, 
статистически более низкая ЧБР отмечена у культуры 
клеток, полученных на среде PneumaCult-ALI medi­
um, по сравнению с таковой, полученной на средах 
AECGM (p < 0,01) или LHC-8 (p < 0,001). По данным 
ИФ-анализа и анализа вестерн-блотт показано, что 
культуры клеток, полученные на среде PneumaCult­ALI 
medium, содержали больше мукосекреторных клеток 
(MUC5AC + клетки), чем реснитчатых (b-тубулин + 
клетки). Отмечено, что подробный состав среды до-
ступен только для 1 (LHC-8) из 4 сред, а неизвестные 
компоненты 3 сред могут представлять сложности для 
интерпретации результатов экспериментов [16, 21].

При ALI-культивировании базальных клеток 
изменяется фенотип ресничек относительно натив-
ных, что в некоторых случаях облегчает диагности-
ку ПЦД. Длительность цилиогенеза в ALI-культуре 
в среднем составляет 21 день, с возможностью куль-
тивировать реснитчатые клетки до 8 нед. [3, 16, 21]. 

Рисунок. Схематичное представления основных методов цилиогенеза in vitro
Figure. Schematic representation of the main methods of in vitro ciliogenesis
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Разницы во времени цилиогенеза между культурами 
с ПЦД и без ПЦД нет [3]. Эффективность получения 
по данным разных работ различается от 54 до 95,5 %, 
а количество ресничек – от 5 до 50 % на мембранную 
вставку [3, 16].

Для оценки цилиарной функции и ультраструкту-
ры ресничек после ALI-культивирования применяют-
ся ВВА, ТЭМ и ИФ-окрашивание цилиарных белков. 
Для регистрации мерцательной активности ресничек 
с помощью ВВА требуется наличие инвертированного 
микроскопа с объективом × 100 и высокоскоростной 
камеры со скоростью съемки ≥ 500 кадров в секунду. 
ПЦД определяется как аномальный паттерн сокраще-
ния ресничек, который включает нескоординирован-
ное или асинхронное сокращение ресничек, умень-
шенную амплитуду сокращения, гиперчастоту, подер-
гивание или статичность ресничек [3]. Так, R.A.Hirst 
et al. исследовались 158 образцов, полученных при 
био псии у пациентов с подозрением на ПЦД [3]. Пе-
ред применением ALI-культивирования у большинст-
ва пациентов выявлены функциональные цилиарные 
аномалии, однако после культивирования нормальная 
картина биения ресничек наблюдалась у всех пациен-
тов без ПЦД, в то время как у пациентов с ПЦД кар-
тина биения ресничек была однородно аномальной. 
Также ALI-культивирование позволяет получать рес-
нитчатые клетки из базальных клеток, замороженных 
в жидком азоте. Данный метод может быть полезным 
при необходимости повторных анализов, без вызова 
пациентов и повторного взятия биопсии. J.L.Coles 
et al. продемонстрирована возможность криохранения 
с последующим ALI-культивированием 39 образцов, 
100 % которых образовали культуры реснитчатых кле-
ток [16]. Однако перед применением данной техноло-
гии рекомендуется установить базовый уровень ЧБР 
ALI-культур, полученных из криосохраненных клеток.

Таким образом, в результате ALI-культивирования 
базальных клеток при назальной биопсии образуются 
долгоживущие реснички, количества которых доста-
точно для последующих анализов, в отличие от мето-
да суспензионной культуры. Однако ограничениями 
ALI-культивирования являются зависимость от ком-
мерческих питательных сред и нераскрытая природа 
их компонентов, что может создавать затруднения при 
интерпретации результатов.

Культуры органоидов

В последнее время органоиды широко используются 
для моделирования заболеваний, скрининга лекарств, 
регенеративной медицины и изучения межклеточных 
взаимодействий [22]. В частности, органоиды дыха-
тельных путей применяются для персонализирован-
ного скрининга лекарственных препаратов [23], мо-
делирования легочных заболеваний [24] и разработки 
новых способов их лечения [25]. Однако применение 
культуры органоидов в диагностике ПЦД на сегод-
няшний день является малоизученной, но активно 
развивающейся темой [26–29].

Для диагностики ПЦД существуют несколько 
протоколов цилиогенеза эпителиальных органоидов 

дыхательных путей. Принципиальным отличием про-
токолов является способ формирования органоидов – 
с применением экстрацеллюлярных матриксов, таких 
как Matrigel (Corning), Cultrex (Trevigen) и др. или без та-
ковых. Для получения органоидов из назальной браш-
биопсии J.Van der Vaart et al. ферментативно изолиро-
вались эпителиальные клетки и помещались в Matrigel 
для формирования органоидов (см. рисунок, D) [26]. 
Дифференцировка эпителиальных клеток в реснит-
чатые занимала 14–21 сутки, после чего органоиды 
можно поддерживать в культуре > 1 года. Площадь, 
покрытая ресничками, на апикальной поверхности, 
направленной во внутреннюю полость органоида, 
составляла 35 % от общей площади. В органоидах, 
полученных от здоровых доноров, с помощью ВВА на-
блюдалось направленное вращение слизистой оболоч-
ки благодаря скоординированному биению ресничек, 
в то время как органоиды с мутациями в генах DNAI2 
и DNAH11 не демонстрировали биения ресничек, при 
этом вращение слизистой оболочки отсутствовало. 
Данный метод культуры назальных органоидов может 
предоставить важную информацию для диагностики 
ПЦД, а также дополнительный биоматериал для даль-
нейших исследований.

Другим методом получения культуры органои-
дов для диагностики ПЦД является метод форми-
рования органоидов на низкоадгезивном пластике 
(со сниженной способностью прикрепления клеток) 
без использования экстрацеллюлярных матриксов, 
поскольку их применения сопряжено с рядом огра-
ничений. Так, например, Matrigel (Corning) и Cultrex 
(Trevigen) являются продуктами ксеногенного проис-
хождения (белковая смесь из раковых клеток мыши), 
из-за чего имеют сложный, до конца не изученный 
состав, различающийся от партии к партии, что может 
привести к невоспроизводимости экспериментов [30, 
31]. P.Wijesekara et al. описан способ получения апи-
кальных эпителиальных органоидов дыхательных 
путей, отличительной особенностью которых явля-
ются реснички, направленные во внешнюю среду, 
в отличие от органоидной культуры, описанной выше, 
где реснички направлены во внутреннюю полость ор-
ганоида [27]. Для получения апикальных органоидов 
базальные эпителиальные клетки помещаются на низ-
коадгезивный пластик, где формируются органоиды, 
с последующей дифференцировкой в реснитчатые 
клетки (см. рисунок, В). На 21-е сутки культивирова-
ния содержание ресничек составляло 76 % от общей 
площади и оставалось стабильным до 28 суток [27]. 
Количество ресничек на поверхности органоидов 
у здоровых доноров и пациентов с ПЦД не различа-
лось (мутация в гене CCDC39). Благодаря движению 
ресничек на внешней поверхности органоидов, по-
лученных от здоровых доноров, можно наблюдать 
вращение органоида, а также оценивать ЧБР. Для 
стабилизации вращения органоидов при оценке ЧБР 
органоиды переносились в экстрацеллюлярный мат-
рикс. При использовании алгоритмов компьютерного 
зрения рассчитывалась угловая скорость вращения 
органоидов, которая коррелировала с измерением 
подвижности ресничек. У органоидов, полученных 
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от пациентов с ПЦД, вращение отсутствовало, в то 
время как органоидами от здоровых доноров проде-
монстрировано стабильное вращательное движение. 
Стоит отметить, что пока данный метод описан только 
для базальных клеток легкого.

Таким образом, культуры органоидов могут ис-
пользоваться при диагностике заболевания, с их по-
мощью возможно не только сохранить биоматериал 
на длительный период для последующих исследо-
ваний, но и использовать их в качестве модели для 
применения при разработке новых способов лечения 
ПЦД.

Заключение

Цилиогенез в культуре клеток помогает при уста-
новлении правильного диагноза у пациентов с ПЦД, 
избегая при этом проблем с ложноположительным 
диагнозом при вторичных повреждениях респира-
торного эпителия. По результатам анализа экспери-
ментальных работ сделан вывод о том, что отсутствие 
cкоординированной цилиарной активности после ци-
лиогенеза in vitro является чувствительным и специ-
фичным параметром для диагностики ПЦД. Однако 
для точного анализа необходимо помнить о создании 
референтных диапазонов ЧБР, характере сокращений 
и ультраструктуры, поскольку они различаются у па-
циентов разного возраста и популяции [32]. Каждый 
метод цилиогенеза in vitro имеет свои преимущества 
и недостатки. На сегодняшний день ALI-культура яв-
ляется основным методом, при котором образуется 
больше реснитчатых клеток в сравнении с суспензи-
онной культурой. Однако цилиогенез в ALI-культуре 
значительно более долгий, а продолжительность под-
держания в культуре уступает методу органоидов. Ме-
тоды ALI-культуры и органоидов позволяют прово-
дить повторные анализы ультраструктуры ресничек 
и ЧБР, что помогает при диагностике ПЦД. Таким 
образом, клеточные модели реснитчатых клеток 
имеют хороший потенциал стать инструментом для 
получения диагностической и терапевтической ин-
формации о ПЦД и других заболеваниях, связанных 
с реснитчатыми клетками.
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