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Органоиды представляют собой трехмерные (3D) культуры клеток, которые повторяют некоторые из клю�
чевых особенностей морфологии, пространственной архитектуры и функций определенного органа. Орга�
ноиды можно получать и из региональных, и из плюрипотентных стволовых клеток (ПСК), а также созда�
вать сложные органоиды, комбинируя разные типы клеток, в т.ч. дифференцированных. Способность про�
изводных ПСК к самоорганизации в органотипические структуры, содержащие несколько специфичных
для того или иного органа клеточных подтипов, была использована для создания органоидов мозга, глаза,
почки, кишечника и других органов. Несмотря на преимущества использования ПСК для получения орга�
ноидов, существенным недостатком, мешающим их широкому применению, до сих пор являлся низкий
выход при их получении из монослойной культуры ПСК, большая вариация по размерам, что приводило к
большой гетерогенности при дальнейшей дифференцировке. В этой статье мы описали собственный про�
токол получения стандартизованных органоидов с акцентом на метод получения органоидов мозга, кото�
рый позволяет масштабировать и значительно удешевить и упростить их культивирование.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: дифференцировка, культура клеток, эмбриональные стволовые клетки, индуциро�
ванные плюрипотентные стволовые клетки, органоиды, биореактор.
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Исследования последних лет, связанные с
созданием 3D�органоидов из плюрипотентных
стволовых клеток (ПСК) – эмбриональных
стволовых клеток (ЭСК) или индуцированных
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), –
существенно облегчили исследования в области
моделирования органогенеза человека in vitro и
стали мощным инструментом для исследования
механизмов развития различных патологий
сложных органов, равно как и разработки новых
подходов к их терапии. В течение нескольких
последних лет были сделаны достаточно успеш�

ные попытки создания многоклеточных органо�
идов мозга человека [1–5], толстой кишки [6–8],
почек [9–10], сетчатки [11–13], печени [14, 15].
Разумеется, пока 3D�модели многоклеточных
органов на основе 2D�культур имеют свои огра�
ничения и лишь слабо имитируют их сложную
архитектонику [16]. Тем не менее органоиды все
активнее используются в биомедицине. Напри�
мер, с помощью органоидов, дифференциро�
ванных из ИПСК, уже были сделаны интерес�
нейшие выводы о механизмах наследственных
заболеваний мозга [1, 17–19], а на органоидах
мозга и кишечника проводят тестирование кан�
дидатных лекарственных препаратов для лече�
ния муковисцидоза, а также лихорадки, вызван�
ной вирусом Зика [20–22].

Сейчас исследователями предлагается мно�
жество вариантов протоколов для получения ор�
ганоидов, состоящих из нескольких типов кле�
ток головного мозга, или же клеток определен�
ных зон. Добавление факторов морфогенеза поз�
воляет получать органоиды различных регио�
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нальных подтипов мозга [23–25]: коры головно�
го мозга [1, 4, 26], мозжечка [27], среднего моз�
га, переднего мозга, гипоталамуса [28–30], гип�
покампа [31]. Между тем, все протоколы можно
разделить на две большие группы по способу
получения агрегатов и дальнейшему их культи�
вированию с дифференцировкой. Первая груп�
па – это различные модификации протокола
Ланкастер (2014) или схожие по технологии схе�
мы дифференцировки [32, 33], различающиеся
между собой сроками культивирования и ин�
дукторами дифференцировки с последующим
вызреванием органоидов на шейкере в специ�
альных низкоадгезионных приспособлениях по
типу микропробирок или планшетов [23]. Вто�
рая группа протоколов подразумевает использо�
вание специальных биореакторов [30]. Так,
Krefft et al. (2018) показали возможность получе�
ния органоидов мозга за четыре этапа [34]. Этот
протокол включал в себя следующие этапы: по�
лучение агрегатов ИПСК (предварительно клет�
ки культивировали до состояния монослоя); ин�
дукцию передней нейроэктодермы; инкапсуля�
цию нейроэктодермальных агрегатов в матрицу
(экстракт базальной мембраны); дифференци�
ровку мозгоподобных органоидов, характерных
для переднего мозга. Данный протокол позво�
лил получить стандартные по размеру органои�
ды, но в небольшом количестве, по причине
большой технической трудоемкости, связанной
с иммобилизацией каждого отдельного органо�
ида в капле матрицы. Более того, использование
условно стерильных приспособлений типа «paraf�
fin film» для иммобилизации в геле несет высо�
кие риски контаминации и делает невозмож�
ным использование этого протокола для нара�
ботки большого количества органоидов, напри�
мер, для скрининговых исследований. В прото�
коле, предложенном Qian et al. (2018), были раз�
работаны высокотехнологичные механические
лопастные планшетные миниреакторы, позво�
ляющие регулировать частоту вращения лопа�
ток роторов во всех лунках [30]. Однако, не�
смотря на высокую эффективность предложен�
ного способа получения органоидов, при масш�
табировании стоимость таких реакторов будет
существенной составляющей в исследованиях.
К тому же большое количество механических
элементов в таких реакторах будет затруднять
его деконтаминацию и снизит надежность при
длительной эксплуатации.

Анализ всевозможных протоколов указывает
на необходимость культивирования органоидов
в условиях циркулирующей питательной среды
[1–4, 6]. Между тем, отсутствие простых и деше�
вых систем для получения стандартных по мор�
фологии и размерам органоидов диктует необхо�

димость разработки приспособлений, позволя�
ющих масштабировать этот процесс. В этой ра�
боте мы описали методику получения и испыта�
ния простых и недорогих микробиореакторов,
позволяющих получать органоиды высокого ка�
чества в большом количестве.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культуры плюрипотентных стволовых клеток.
Линии ИПСК (IPSHD76.4L, IPSHUV4.5S, IPSRG6L)
или эмбриональных стволовых клеток (ЭСК)
(hESM01) культивировали на чашках Петри ди�
аметром 6 см, предварительно покрытых матри�
гелем («Corning», США), в среде mTESR1 («Stem�
cell technologies», Канада), как описано в инструк�
ции производителя.

Индукция дифференцировки в нейрональном
направлении. Дифференцировку начинали при
достижении 80–85%�ной конфлюэнтной плот�
ности монослоя. Для этого на первые 2 дня
клетки переводили на среду Игла в модифика�
ции Дульбекко (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, DMEM)/среда Фишера (F12) с добав�
лением 1% заменителя сыворотки (serum repla�
cement, SR) («Gibco», США), 1% N2 и 2% Нейро�
макса («ПанЭко», Россия), 0,1 мкМ LDN�193189
(«MACS Miltenyi Biotec», Германия), 3 мкМ дор�
соморфина («MACS Miltenyi Biotec», Германия),
10 мкМ SB431542 («MACS Miltenyi Biotec», Гер�
мания), 1% GlutaMAX («Gibco», США), 50 ед/мл
смеси пенициллина и стрептомицина («ПанЭко»,
Россия) и 50 мМ β�меркаптоэтанола («Gibco»,
США). Через день клетки переводили на среду
без добавления SR, все остальные добавки ос�
тавляли без изменений. Далее в течение двух не�
дель среду меняли регулярно через день. Когда
начиналась кластеризация нейроэпителиальных
клеток�предшественников в 2D�культуре (ро�
зеткообразование), переходили к этапу получе�
ния сфероидов с помощью микролуночного
планшета Aggrewell 400 («Stemcell technologies»,
Канада).

Подготовка чашек Петри для культивирования
органоидов. Схема минибиореактора приведена
на рис. 1, а. В центр чашки Петри с низкой адге�
зией (ultra low adhesion, «Corning», США) при�
крепляли пластиковое кольцо. Кольца высотой
7–8 мм вырезали из стерильных 15�мл пробирок
(«Greiner», «Falcon», США, «SPL Life Sciences»,
Ю. Корея) и автоклавировали. Из чашек Петри для
микробиологической работы наламывали плас�
тиковую крошку, которую растворяли в хлорофор�
ме в течение 16 ч для получения вязкой однород�
ной массы из расчета 1 г пластиковой крошки на
10 мл хлороформа. После этого проводили вклейку
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колец по центру чашки Петри диаметром 6 см
(ultra low adhesion, «Corning», США, или микро�
биологической чашки, предварительно проверен�
ной на отсутствие токсичности для культуры
клеток эукариот) с помощью полученного плас�
тикового клея в ламинарном шкафу (рис. 1, б).
Чашки оставляли открытыми до полного высы�
хания в ламинарном шкафу. После высыхания
чашки дополнительно обрабатывали в ламинаре
ультрафиолетовым светом в течение 15 мин. Для
большого числа органоидов (>400) использова�

ли чашку Петри диаметром 90–100 мм, в сере�
дину которой вклеивали чашку диаметром 35 мм
(рис. 1, в). В таком случае в эту чашку можно до�
бавить 2 мл воды для дополнительного увлажне�
ния атмосферы в миниреакторе. Собранные по не�
скольку штук в большие чашки Петри или другие
стерильные контейнеры�миниреакторы могут быть
расположены ярусами на полках СО2�инкубато�
ра (рис.1, д) для масштабирования работы.

Получение культуры сфероидов из нейроэпитеB
лиальных клетокBпредшественников. Через 14–15 су�
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Рис. 1. Минибиореакторы, приготовленные из чашек Петри с низкой адгезией. а, б – Внешний вид чашек Петри с вкле�
енным по центру цилиндром; в – внешний вид минибиореактора с культивируемыми в нем органоидами, полученными
из клеток линии IPSHUV4.5S; г – установка миниреакторов в СО2�инкубаторе на орбитальном шейкере (показана воз�
можность многоярусной установки миниреакторов друг на друга). Масштабная линейка – 1 см.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru

а                                               б
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ток с момента перевода культур плюрипотент�
ных клеток на индуцирующую в нейрональном
направлении среду клетки снимали с чашек
Петри с помощью раствора Версена («ПанЭко»,
Россия). После отмывки путем центрифугиро�
вания при 200 g в течение 5 мин в чистой среде
DMEM/F12 («Gibco», США) c 10% SR («Gibco»,
Германия) при комнатной температуре клетки пе�
реводили на AggreWellTM 400, которую предвари�
тельно подготавливали с помощью центрифуги�
рования со средой культивирования для удаления
пузырьков согласно инструкции производителя.
Затем сфероиды помещали в среду DMEM/F12
с добавлением 0,1 мкМ LDN�193189 («MACS
Miltenyi Biotec», Германия), 5 мкМ дорсоморфи�
на («MACS Miltenyi Biotec», Германия), 10 мкМ
SB431542 («MACS Miltenyi Biotec», Германия),
5 мкМ Y�27632 («MACS Miltenyi Biotec», Герма�
ния), 50 мкМ β�меркаптоэтанола.

Получение и культивирование органоидов. Че�
рез один день образовавшиеся сфероиды (буду�
щие органоиды) аккуратно собирали из лунок
серологической пипеткой объемом 2–5 мл в про�
бирку на 15 мл, отстаивали 2–3 мин, затем су�
пернатант отбирали. Органоиды, которые под
действием силы тяжести опускались на дно про�
бирки, помещали сначала в только что разморо�
женный при 4 °С неразведенный матригель
(«Corning», США), через 30 мин отмывали от
него путем пассивной седиментации в пробирке
объемом 15 мл или мягким центрифугировани�
ем в течение 1 мин при 100 g, затем органоиды
перемещали в описанные выше минибиореак�
торы, которые размещали на орбитальном шей�
кере («Inforse» Швейцария) в СО2�инкубаторе.
Дальнейшее культивирование органоидов про�
водили при 37 °С, в атмосфере 5% СО2, 80%�ной
влажности, при частоте вращения 60–70 rpm. Коль�
ца не давали сфероидам концентрироваться в
центре чашки, что позволяло избежать образо�
вания агрегатов и адгезии клеток на чашке. Че�
рез сутки среду меняли на DMEM/F12 с добав�
лением 1× N�2 и 1× Neuromax («ПанЭко», Рос�
сия), 100× GlutaMAX, 50 ед/мл смеси пеницил�
лина и стрептомицина, 3 мкМ пурморфамина
(«MACS Miltenyi Biotec», Германия) и 50 мкМ
β�меркаптоэтанола и основного фактора роста
фибробластов (bFGF) в концентрации 10 нг/мл.
Дальнейшую смену среды проводили через 4–6
дней без центрифугирования за счет оседания
органоидов под действием силы тяжести в про�
бирке объемом 15 мл с последующей аспираци�
ей надосадочной жидкости. В пробирку добав�
ляли объем среды, равный удаленному, после
чего органоиды возвращали в миниреакторы.

Иммунофлуоресцентное окрашивание. Для
иммунофлуоресцентного окрашивания органо�

иды промывали 1× фосфатно�солевым буфером
(PBS), фиксировали 30 мин при комнатной тем�
пературе в 4%�ном параформальдегиде/PBS, за�
тем заливали жидкостью для заморозки ткани
(«Leica», Германия), замораживали в парах жид�
кого азота в течение 5 мин, затем делали срезы
толщиной 5–10 мкм на криотоме Leica. Срезы
фиксировали на предметном стекле, охлажден�
ном до –20 °С ацетоном в течение 5 мин, про�
мывали дважды по 5 мин PBS и инкубировали в
блокирующем буфере с первичными антитела�
ми в течение ночи во влажной камере при 4 °С.
Первичные антитела наносили в разведениях,
рекомендованных производителем, в PBS с
0,1% Tween 20, содержавшем 5% эмбриональной
бычьей сыворотки (fetal bovine serum, FBS) и 2%
сыворотки козы, инкубировали в течение 1 ч при
комнатной температуре, затем отмывали 3 раза
по 5 мин в PBS с 0,1% Tween 20. Вторичные ан�
титела («Invitrogen», США), конъюгированные с
флуоресцентными метками (Alexa 488, Alexa 555),
наносили в разведениях, рекомендованных про�
изводителем, инкубировали 30 мин при комнат�
ной температуре в темноте, отмывали 3 раза по
5 мин в PBS c 0,1% Tween 20. Затем препараты
инкубировали в течение 10 мин с 4',6�диамино�
2�фенилииндол дигидрохлоридом (DAPI) в кон�
центрации 0,1 мкг/мл в PBS для визуализации
ядер, отмывали 2 раза PBS. Полученные препа�
раты исследовали под флуоресцентным микро�
скопом Olympus. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ходе культивирования в индуцирующей ней�
рональную дифференцировку среде, начиная с
6–7 дня, наблюдалось образование кластеров
(«розеток»), будущих участков морфогенеза нерв�
ной ткани (рис. 2, а). После снятия «розеток» с
чашек Петри на десятый день и перевода их в
лунки микролуночного планшета AggreWellTM в
течение суток происходило образование сферо�
идов: в каждой лунке наблюдалось образование
клеточных агрегатов в количестве, равнознач�
ном числу микролунок в одной ячейке планше�
та (рис. 2, б и в). При этом все сфероиды были
одинакового размера. После переноса в микро�
реакторы и дальнейшего культивирования их
размеры увеличивались в равных пропорциях
(рис. 2, г, ж и з), равно как и морфогенез прохо�
дил у всех органоидов морфологически одина�
ково (рис. 2, ж и з) с четким выделением зон
дифференцировки. Между тем, при культиви�
ровании в лунках планшета с низкой адгезив�
ностью без качания (рис. 2, д) или в обычной
чашке Петри с низкой адгезией (рис. 2, е) сферо�
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иды образовывали слипшиеся скопления раз�
ной морфологии и размеров, со временем пре�
вращаясь в бесформенные мегагрегаты. Высо�
коадгезивные свойства органоидов друг к другу
или к пластику можно объяснить природой кле�
ток, составляющих органоид, и их способ�
ностью к спонтанной агрегации [35], а также на�
личием иммобилизованного в нем матригеля,
обладающего высокими адгезивными свойства�
ми. Образование таких структур приводит к зна�
чительному ухудшению снабжения нутриента�
ми и газами мегаорганоида, приводя к некроти�
ческой гибели значительной части клеток и его

последующему распаду [36]. Кроме того, сли�
пание органоидов друг с другом может приво�
дить к нарушению поляризации, и, как след�
ствие, дальнейший морфогенез может нару�
шаться [37].

Постепенное увеличение размера органоидов
наблюдалось в течение первых трех месяцев, за�
тем этот рост прекратился, скорее всего, из�за не�
возможности дальнейшего поступления питатель�
ных веществ и выведения продуктов метаболиз�
ма. Максимальный размер органоидов, получен�
ных для органоидов мозга, культивированных в
течение 6 месяцев, составил 6 мм (рис. 2, и). Им�
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Рис. 2. Приготовление органоидов мозга. Показаны репрезентативные микрофотографии органоидов линий hESM01 и
IPSRG06L. а – Образование нейроэпителиальных розеток; б – образование сфероидов в микролунках AggreWellTM 400;
в – морфология сфероида, будущего органоида; г – органоиды в первый день культивирования; д – слипшиеся кластеры
органоидов после культивирования в среде для дифференцировки без перемешивания; e – образование мегагрегатов непра�
вильной формы при культивировании в течение 21 дня в обычных чашках Петри с низкой адгезией; ж – органоиды моз�
га с зонами морфогенеза после культивирования в среде для дифференцировки в миниреакторах в течение 21 дня; з – ор�
ганоиды мозга с зонами морфогенеза после культивирования в среде для дифференцировки в миниреакторах в течение
45 дней; и – органоид мозга после 200 дней культивирования в минибиореакторе; а–и – фазовый контраст; к, л – иммуно�
гистохимический анализ криосрезов органоида мозга, изображенного на фотографии и; к – окрашивание антителами на
нестин (красный); л – окрашивание антителами на βIII�тубулин (красный). Ядра клеток окрашены DAPI (синий). Масш�
табная линейка на всех микрофотографиях – 100 мкм.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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муногистохимический анализ криосрезов орга�
ноидов мозга показал наличие морфологически
детерминированных структур, положительных
по маркерам нейрогенеза нестину и микротубу�
лин�связанному протеину 2 (Microtubule�associ�
ated protein 2, Мap 2) (рис. 2, к, л), характерных
для образования глии (GFAP, данные не приве�
дены). Нужно отметить, что нейральные клетки
в органоидах в течение нескольких месяцев сох�
раняли свою жизнеспособность и после обработ�
ки органоидов аккъютазой могли быть выделены
для дальнейшего культивирования в 2D�культу�
ре (рис. 3).

Таким образом, генерация сфероидов одина�
кового размера с дальнейшим их культивирова�
нием и последующей организацией в органоиды
является критическим моментом для получения
стандартных по размерам, способных к образо�
ванию равнозначных и стандартных по морфо�
генезу (паттернингу) структур, что успешно дос�
тигнуто в условиях миниреакторов. Максималь�
ное время, в течение которого мы культивировали
органоиды мозга, составило 200 дней, т.е. ~7 ме�
сяцев (рис. 2, и, к, л). Органоиды получаются стан�
дартными по размеру, морфологии и могут быть
использованы для дальнейших исследований.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Согласно определению, органоид – это про�
дукт самоорганизации клеток. Органоиды, спо�
собные к выполнению хотя бы части физиоло�
гической функции органа, состоят из несколь�
ких типов клеток. Органоиды могут «собраться»
не только из плюрипотентных клеток, но и из
взрослых стволовых клеток, и даже из диффе�
ренцированных клеток [21, 38–41]. Существует
несколько препятствий, которые затрудняют
широкое использование органоидов для скри�
нинга лекарственных средств, изучения молеку�
лярных механизмов заболеваний и других задач
клеточной биологии, биологии развития и био�
медицины. Во�первых, методами, представляю�
щими собой модификации протокола Ланкас�
тер, трудно получить сфероиды одинакового
размера. Кроме того, минимальный объем, в ко�
тором работает большинство биореакторов, в
т.ч. одноразовый биореактор Corning Costar (ка�
таложный номер #3152), составляет �75 мл, что
делает культивирование очень дорогим и, пос�
кольку требует магнитной мешалки, не позволя�
ет использовать много биореакторов одновре�
менно. При большом количестве культур, из ко�
торых нужно получить органоиды (например,
нужно сравнить органоиды, полученные из не�
скольких мутантных ИПСК и ИПСК дикого ти�

па), существует проблема нехватки места в CO2�
инкубаторе. В нашей системе эта проблема ре�
шается легко, т.к. чашки и даже плашки с вкле�
енными кольцами можно ставить друг на друга.
Таким образом, на платформе, аналогичной
платформе Inforse для CO2�инкубаторов, можно
культивировать до 30 миниреакторов с органои�
дами (рис. 1, д). В отсутствие перемешивания
органоиды могут слипаться, а также может наб�
людаться локальное закисление среды и сниже�
ние газообмена. Получение органоидов бóльше�
го размера с помощью биореакторов (в нашем
случае предельные размеры органоидов мозга
достигали � 6 мм) на сегодняшний день является
пока еще не решенной задачей, поскольку прос�
тая диффузия нутриентов и кислорода наклады�
вает ограничения на дальнейший рост. Однако
проблему, вероятно, можно преодолеть с помо�
щью комбинированых подходов, улучшающих
трофику растущих тканей, например, индукция
сосудообразования или сочетанная иммобили�
зация клеток сосудистого эндотелия вместе с
нейрональными предшественниками в комп�
лексе с микроперфузионными системами с по�
следующим переходом на перфузионное культи�
вирование по мере роста органоида [42].

В этой работе мы представили очень простой
способ изготовления органоидов, который сос�
тоит из двух основных стадий:

1) стадии образования 3D�структур из одно�
го или нескольких типов клеток; при этом ис�
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Рис. 3. Иммунофлуоресцентный анализ клеток, выделен�
ных из органоида мозга линии клеток IPSHD76.4L через
120 дней и затем культивированных на подложке из матри�
геля в течение 2 недель. Окрашивание антителами к Map 2
(красный), ядра окрашены DAPI (синий). Хорошо видны
длинные нейриты нейронов, образовавших разветвленную
нейрональную сеть. Масштабная линейка – 100 мкм.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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пользование плашек Aggrewell позволяет полу�
чить сфероиды одного размера и одинакового
клеточного состава;

2) стадии культивирования при постоянном
перемешивании; кольцеобразная форма культу�
ральной посуды не позволяет сфероидам пере�
мещаться в середину и слипаться.

Движение органоида и окружающей его сре�
ды в минибиореакторе подчиняется законам ме�
ханики и гидродинамики и зависит от ряда па�
раметров: скорости орбитального вращения
платформы, геометрии минибиореактора, высо�
ты уровня жидкости, ее вязкости, размера и
плотности органоидов и т.д. Моделированию и
анализу динамики жидкости, расчету распреде�
ления векторов скоростей различных частей
среды, а также исследованию других параметров
при орбитальном вращении жидкости в цилинд�
рическом объеме специально посвящены от�
дельные исследования [43]. В этих работах при�
ведены системы дифференциальных уравнений
для описания поведения как жидкости, так и
различных модельных частиц в ней, а также
представлены численные решения таких систем
уравнений, подтвержденные эксперименталь�
ными данными. В нашей работе, в которой мо�
делирование поведения органоидов в культу�
ральной среде при орбитальном вращении мик�
робиореактора не является предметом исследо�
вания, условия перемешивания подобраны эм�
пирически, но могут быть легко воспроизведе�
ны, т.к. для изготовления миниреакторов и всех
дальнейших процедур используются общеупот�
ребительные приборы и среды для культивиро�
вания, а также культуральная посуда.

Кроме вышеперечисленных технических ре�
шений, критическим моментом в получении ор�
ганоидов мозга является использование культур
ПСК высокого качества. Важно, чтобы ПСК не
содержали участков дифференцированных кле�
ток до начала направленной дифференцировки
в нейральном направлении. Следует использо�
вать только культуры, которые представляют со�
бой однородный монослой недифференциро�
ванных клеток в исходной популяции. Кроме
того, поскольку для приготовления агрегатов
используются не ПСК, а дифференцированные
из них нейроэктодермальные предшественни�
ки, эти дифференцировки тоже должны быть
высокоэффективными (� 90%). Качество клеток
можно проверить по соответствующим марке�
рам ранней дифференцировки (Pax 6, NCAM).
После формирования агрегатов (на 1�й или 2�й
день) клеточные сфероиды должны иметь глад�
кие края (рис. 2, а и б). В этот момент клеточные

агрегаты должны быть условно оптически проз�
рачны, только такие следует отбирать для иммо�
билизации в матригеле. При строгом соблюде�
нии протокола будут получаться стандартизиро�
ванные партии органоидов с однородностью � 90%
в поляризованном свете. В ходе всего культиви�
рования не требуется добавления сложного кок�
тейля рекомбинантных факторов роста и мор�
фогенеза, кроме bFGF, вся основная дифферен�
цировка, по�видимому, происходит за счет ма�
лых молекул дорсоморфина и SB431542 (инги�
биторы BMP/TGFb) и агониста Shh – пурмор�
фамина, а также за счет аутокринных процессов,
протекающих в самом органоиде.

Варьируя среды и типы клеток, составляю�
щие основу сфероида, мы испытали нашу систе�
му для нескольких видов органоидов: органои�
дов мозга, сетчатки, комбинированных органо�
идов из клеток карциномы печени и мезенхи�
мальных стволовых клеток (МСК), комбиниро�
ванных органоидов из гепатобластов, МСК и
кроветворных стволовых клеток, дифференци�
рованных из ИПСК, органоидов кишечника
(данные не приведены).

Мы предполагаем, что, варьируя изначаль�
ный состав клеток в сфероиде, факторы диффе�
ренцировки, культуральные среды, матриксы, а
также, возможно, состав газовой смеси, ско�
рость вращения платформы и другие парамет�
ры, с помощью предложенных в нашей работе
минибиореакторов можно получать органоиды
одинаковой формы, размера и морфологии, мо�
делирующие различные органы и ткани.
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Organoids are three�dimensional (3D) cell cultures that replicate some of the key features of morphology, spatial
architecture, and functions of a particular organ. Organoids can be generated from both adult and pluripotent stem
cells (PSCs), and also complex organoids can be established by combining different cell types, including differentiated
cells. The ability of pluripotent cells to self�organize into organotypic structures containing several cell subtypes spe�
cific for a particular organ is being used to create organoids of brain, eye, kidney, intestine, and other organs.
Alongside the benefits of using РSCs for obtaining organoids, significant disadvantages that prevent their widespread
use so far have been a low yield in their obtaining from a pluripotent cell’s monolayer culture and a large variation in
size that leads to great heterogeneity in further differentiation. In this article, we describe our own protocol of genera�
ting standardized organoids, with an emphasis on the method of generating brain organoids, which allows scaling�up
experiments and makes organoid generation less expensive and easier.
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