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Церебральные органоиды – это трехмерные клеточные культуры, формирующиеся из специфич-
ных для мозга типов клеток, возникающих из эмбриональных или плюрипотентных стволовых кле-
ток. Органоиды дают возможность изучения ранних этапов развития мозга и заболеваний централь-
ной нервной системы. Однако моделирование органоидов связано с рядом пока нерешенных задач.
Методики получения органоидов включают сложный процесс культивирования клеток, требую-
щий специальных сред, ростовых факторов, и зачастую, использование биореактора. Даже в стан-
дартизованных условиях формируются структуры различные по морфологии: от неорганизованных
клеточных агрегатов, до структурированных мини мозгов, которые и отбираются для изучения. По
естественным причинам органоиды, выращенные in vitro не имеют кровоснабжения, что ограничи-
вает их развитие. Мы попытались получить церебральные агрегаты, подобные органоидам, в моде-
ли in vivo, где обеспечивается рост сосудов и кровоснабжение ткани, для чего трансплантировали
суспензию клеток из неокортекса эмбриона мыши в боковые желудочки мозга взрослых мышей.
Поэтому, средой для культивирования служила спинномозговая жидкость, а биореактором – боко-
вые желудочки мозга, где она циркулирует. Результаты показали, что неокортекс от Э14.5 является
подходящим источником стволовых/прогениторных клеток, которые самоорганизуются в трехмер-
ные агрегаты и васкуляризуются in vivo. Агрегаты состояли из центрального слоя зрелых нейронов,
свободной от клеток маргинальной зоны и пограничной глиальной мембраны, что имело сходство
с церебральными органоидами. Таким образом, для получения васкуляризованных клеточных агре-
гатов, напоминающих церебральные органоиды, могут быть использованы боковые желудочки
мозга взрослой мыши.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение развития мозга в нормальных и па-

тологических состояниях проводится главным
образом на лабораторных грызунах, но, когда
речь заходит о мозге человека, превращается в
очень сложную задачу, поскольку эксперименты
in vivo проводить невозможно. Частично этот ба-
рьер можно преодолеть, используя иммунодефи-
цитных животных для трансплантации нейральных
клеток человека, которые достаточно длительное
время могут развиваться в мозге реципиента, что
позволяет исследовать их дифференцировку (Han
et al., 2013; Mansour et al., 2018). Множество работ по
развитию мозга млекопитающих проводится на ад-
гезивных культурах in vitro (Koo et al., 2019). Одна-
ко при 2D культивировании не формируются
трехмерная организация нервных и глиальных

клеток и специфические пространственные меж-
клеточные взаимодействия характерные для раз-
вивающегося мозга (Pacitti et al., 2019). Не так дав-
но была продемонстрирована возможность со-
здания трехмерных органоидов in vitro (Watanabe
et al., 2005; см. обзор Sukhinich, Aleksandrova, 2020).
Церебральные органоиды представляют собой са-
моорганизующиеся клеточные трехмерные агрега-
ты, состоящие из специфичных для мозга типов
клеток, возникших из эмбриональных или плюри-
потентных стволовых клеток (Qian et al., 2019). В
органоидах воспроизводятся морфо-генетические
процессы ранних этапов развития, в том числе
специфическая миграция клеток и цитоархитек-
тоника эмбрионального мозга (Eiraku et al., 2011;
Mariani et al., 2012; Todd et al., 2013). Модель орга-
ноида также оказалась успешной для изучения ряда
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заболеваний центральной нервной системы, среди
них, например, микроцефалия (Lancaster et al.,
2013) и даже болезнь Альцгеймера (Gonzalez et al.,
2018). Однако, несмотря на широкий интерес к
моделированию органоидов, технология их вос-
производства связана с рядом пока не решенных
задач. Первое, это сложный, многоэтапный про-
цесс культивирования клеток, в результате кото-
рого только некоторые органоиды приобретают
характерную гистотипическую организацию, и
второе, отсутствие в органоидах васкуляризации
и некоторых типов клеток, специфичных для
мозга, что ограничивает его рост. Интересным
подходом может быть выращивание органоидов в
“естественной среде микроокружения”, а имен-
но, в полостях желудочков мозга эксперимен-
тальных животных in vivo. В этой модели можно
избежать необходимости в специальных пита-
тельных средах, так как они заменяются спинно-
мозговой жидкостью, которая является биологи-
чески активной средой (Rahimi, Woehrer, 2017),
оказывает важное регулирующее влияние на проге-
ниторные клетки в процессе нейрогенеза коры го-
ловного мозга (Lehtinen et al., 2011), кроме того воз-
можно использовать уже коммитированные типы
клеток. Целью настоящего исследования было изу-
чение способности к самоорганизации в трехмер-
ные агрегаты, подобные органоидам, транспланти-
рованных стволовых и прогениторных клеток эм-
брионального неокортекса при их развитии в
ликворе желудочков мозга взрослой мыши.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные

Трансгенных гетерозиготных мышей линии
C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)10sb/J (Jackson Labora-
tories, Bar Harbor, ME) и мышей линии C57Bl/6
использовали для получения датированной бере-
менности и трансплантации. Утро, когда была
обнаружена вагинальная пробка, было отмечено
как Э0.5. На сроках развития Э14.5 (n = 4) и Э19.5
(n = 4) из эмбрионов трансгенных мышей EGFP
выделяли ткань фронтальной части неокортекса.

ОТ-ПЦР
Выделение РНК проводили согласно протоко-

лу к коммерческому набору компании “Qiagen”
RNeasy Kit (Qiagen, #74004) с использованием
“Qiagen” DNase Kit (Qiagen, #79254) для удаления
остатков геномной ДНК. Лизис образцов неокор-
текса проводили без предварительной гомогени-
зации органа. Для получения первой цепи кДНК
на матрице выделенной РНК использовали ком-
мерческий набор компании “Евроген” MMLV RT
kit (Evrogen, #SK021). Ввиду разного расположе-
ния на транскрипте мишений амплификации для
синтеза кДНК использовали смесь случайных де-

кануклеотидных праймеров и олиго(dT) прайме-
ра в соотношении 1 : 1 (праймеры включены в на-
бор MMLV RT kit). Для одной реакции брали
1 мкг РНК. Для проведения ОТ-ПЦР в реальном
времени были подобраны праймеры с помощью
онлайн ресурса NCBIPrimer-BLAST (табл. 1). Пре-
имущественно подбирали праймеры к последова-
тельностям, лежащим на стыке экзонов для избе-
жания амплификации геномной ДНК. ПЦР в ре-
альном времени проводили с использованием
амплификатора CFX96 Touch (Bio-Rad). Для
ОТ-ПЦР использовали готовую коммерческую
смесь qPCRmix-HSSYBR компании “Евроген” (Ev-
rogen, #PK147L). Оценку экспрессии проводили
по методу 2ΔСt, где в качестве контрольного об-
разца использовалась культура иммортализиро-
ванных мышиных фибробластов 3T3-NIH. Нор-
мализацию результатов проводили по экспрессии
генов домашнего хозяйства GAPDH и ACTB.
Значения 2ΔCt использованы для расчета измене-
ния уровня экспрессии изучаемых генов: R = 2–∆Сt,
для удобства построения графиков полученные
данные были представлены в формате Log10(R).

Трансплантация

При приготовлении суспензии клеток для
трансплантации ткань неокортекса, полученную
от мышей Э14.5 (число эмбрионов, n = 4), диссо-
циировали с использованием раствора Аккутазы
(Sigma-Aldrich, США) и промывали в растворе
Хэнкса (Gibco). Объем каждого трансплантата
составлял 1.5 мкл и содержал 300000 клеток.
Взрослых мышей C57Bl/6 (n = 9) анестезировали
изофлураном. Операционная поверхность была
выбрита, кожа между ушами разрезана, кости чере-
па истончены. Суспензию фронтального неокор-
текса вводили стереотаксически шприцем Гамиль-
тона. Инъекции выполнялись в следующих коор-
динатах относительно Брегмы: +0.3 мм (антерио-
постериально), 1 мм (латерально), 1.5 мм (дорсо-
вентрально). Иммуносупрессия не проводилась.

Приготовление срезов

На 5-й, 30-й и 90-й дни после трансплантации
выполняли транскардиальную перфузию с ис-
пользованием фосфатно-солевого буфера (Phos-
phate buffered saline, PBS) и 4% параформальдеги-
да. Каждый мозг был извлечен из черепа и инку-
бирован в течение ночи в том же фиксаторе.
Затем мозг промывали в PBS и переносили в 30%
сахарозу на PBS. Коронарные срезы получали с по-
мощью криостата (Leica CM1900), толщина срезов
составляла 40 мкм. Тот же протокол был использо-
ван для мозга эмбрионов мыши Э14.5. Срезы хра-
нили в растворе криопротектора при –20°C.
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Иммуногистохимия

Предметные стекла со срезами инкубировали
в течение одного часа при комнатной температу-
ре в блокирующем растворе: смеси 5% нормаль-
ной козьей сыворотки (Sigma-Aldrich), 0.3% Tri-
ton X-100 (Triton) и 0.01 M PBS (pH 7.4). После это-
го инкубировали в течение ночи при 4°C в смеси
блокирующего раствора и первичных антител. Бы-
ли использованы следующие антитела: кроличьи
антитела против NeuN (Abcam, ab104225, 1 : 500);
кроличьи антитела против GFAP (Abcam, ab7260,
1 : 800); куриные антитела против GFP (Molecu-
larProbes, A-11122, 1 : 500), кроличьи антитела
против Sox2 (Abcam, ab92494, 1 : 500); кроличьи
антитела против DCX (Abcam, ab18723, 1 : 800);
кроличьи антитела против Pax6 (Abcam, ab195045,
1 : 500); кроличьи антитела против beta-III tubulin
(Abcam, ab18207, 1: 500); кроличьи антитела про-
тив Synaptophysin (Abcam, ab32127, 1 : 600). Затем
срезы промывали и инкубировали в течение 2 ч в
смеси 0.3% Triton X-100 (Triton), 0.01 M PBS
(pH 7.4) и следующих вторичных антител: козьи
антитела против IgY цыпленка (Abcam, ab150169,
AlexaFluor488, 1 : 600), и козьи антитела против
IgG кролика (Abcam, ab150080, AlexaFluor 594,
1 : 600). Для визуализации сосудов срезы окра-
шивали лектином (Lycopersicon Esculentum) ме-
ченым флуорохромом DyLight® 594 (Vector Labo-
ratories, DL-1177-1). Затем срезы промывали в PBS

и ядра окрашивали раствором DAPI (2 мкг/мл,
Sigma, D9542). Гистологические изображения по-
лучали с помощью флуоресцентного микроскопа
BZ-9000E (Keyence, Япония).

Статистический анализ
ОТ-ПЦР в реальном времени для каждого об-

разца проводился в 4 технических повторах. Для
оценки различий между паттернами экспрессии в
клетках Э14.5 и Э19.5 использовали критерий
Уилкоксона–Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика клеток

эмбрионального неокортекса
Для выбора наиболее подходящего материала

для трансплантации было проведено исследова-
ние неокортекса эмбрионов двух стадий развития
Э14.5 и Э19.5. Метод количественного ОТ-ПЦР в
реальном времени показал, что на стадии Э19.5
происходит статистически значимое снижение
маркеров стволовых клеток Sox2 и тенденция к сни-
жению Nes (nestin). При этом происходит статисти-
чески значимое повышение экспресии NeuN и Syp
(synaptophysin) по сравнению с Э14.5, что свиде-
тельствует о процессах дифференцировки в ней-
роны. Наиболее важным показателем является

Таблица 1. Праймеры, использованные для ОТ-ПЦР в реальном времени

Ген Последовательность, 5'–3'

GAPDH Fv: TGCACCACCAACTGCTTAGC
Rv: GGCATGGACTGTGGTCATGAG

ACTB Fv: CCCTGAACCCTAAGGCCAAC
Rv: ATGGCTACGTACATGGCTGG

DCX Fv: CCCCATGTGTGTGAGGTGTT
Rv: GCTCTTTGGCTGCCCAGTAT

GFAP Fv: TGAATCGCTGGAGGAGGAGA
Rv: GCCACTGCCTCGTATTGAGT

NES Fv: GGCTGTATTCCCCTCCATCG
Rv: CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

NEUN Fv: GGATTCGGGTTCGTAACTTTC
Rv: GGCGTGACCATCTTCTTGTT

PAX6 Fv: ACCCAAGAGCAGATTGAGGC
Rv: TTGGCTGCTAGTCTTTCCCG

SOX2 Fv: TGCGCGCTCTGCACAT
Rv: GAAGCGTGTACTTATCCTTCTTCA

SYP Fv: CCAATCAGATGTAATCTGGTCAGT
Rv: AGGCCTTCTCTTGAGCTCTT

TUBB3 Fv: CAGCGGCAACTATGTAGGGG
Rv: CCAGGTTCCAAGTCCACCAG
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изменение экспрессии мРНК гена астроцитов –
GFAP, который на Э14.5 в нейрогенной фазе
дифференцировки вообще не экспрессировался,
а на Э19.5, в глиогенной фазе, показывает высо-
кий уровень (рис. 1). Стоит отметить, что на обо-
их сроках наблюдается стабильная экспрессия
маркера недифференцированных нейронов: Dсx
(doublecortin) и Tubb3 (beta-III tubulin). Для под-
тверждения малодифференцированного статуса
неокортекса Э14.5 было проведено иммуногисто-
химическое исследование (ИГХ) с использовани-
ем нейрональных маркеров (рис. 2). Результаты
ИГХ анализа показали, что клетки с маркерами
нейральных стволовых клеток (НСК) Pax6 и Sox2
распределены строго в V-SVZ (вентрикулярно-
субвентрикулярная зона) и отсутствуют в других
слоях коры. Мигрирующие нейробласты, экс-
прессирующие DСX, занимают промежуточную
зону коры мозга. В зоне кортикальной пластинки
располагаются нейробласты, экспрессирующие
маркер ранних нейронов beta-III tubulin. За пре-
делами V-SVZ все нейроны экспрессируют мар-
кер синаптических контактов synaptophysin, по-
скольку синаптические везикулы уже присут-
ствуют в растущих аксонах и их окончаниях,
несмотря на то, что стабильных синапсов на этой
стадии развития еще нет. Ядерный маркер зрелых
нейронов NeuN экспрессируется в клетках на

очень низком уровне, что, свидетельствует о ма-
лом числе дифференцированных нейронов. Та-
ким образом, низкий уровень дифференцировки
клеток эмбрионального неокортекса Э14.5, а так-
же отсутствие в нем астроцитов делает его более
подходящим материалом для трансплантации по
сравнению с неокортексом стадии Э19.5.

Клетки эмбрионального неокортекса формируют 
трехмерные агрегаты после трансплантации

в желудочек мозга мышей

На момент трансплантации клетки в суспен-
зии были ошарены, располагались единично или
образовывали небольшие агрегаты. После транс-
плантации суспензии охарактеризованных кле-
ток эмбрионального неокортекса мыши (стадия
Э14.5) в желудочек мозга взрослых мышей мор-
фологическое исследование проводили через 5,
30, 90 сут после операции. Через 5 сут было пока-
зано присутствие трансплантата в желудочке моз-
га взрослых мышей (рис. 3). Однако на таком ран-
нем сроке трансплантаты были еще плохо интегри-
рованы в ткань, что приводило к “выпадению”
ряда трансплантатов при работе со свободноплава-
ющими срезами. Тем не менее, удалось показать,
что пересаженные клетки располагаются именно в
боковом желудочке мозга, они не “вымываются”

Рис. 1. Сравнение экспрессии нейральных маркеров в клетках мозга эмбрионов мыши на стадиях Э14.5 и Э19.5. На
стадии Э19.5 клетки становятся более зрелыми и начинается глиогенез. Данные отображены в формате Log10(R), где
R = 2–2ΔСt. * – p < 0.05 по критерию Уилкоксона–Манна–Уитни, разница в экспрессии статистически значима.
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спиномозговой жидкостью, и уже формируют
объемный трансплантат, в котором клетки распо-
ложены хаотично. ИГХ анализ позволил обнару-
жить, что на данном сроке клетки трансплантата
имеют положительную реакцию к DCX, что ука-
зывает на процессы миграции клеток внутри кле-
точного агрегата.

К 30 сут после операции трансплантаты значи-
тельно увеличивались в размере, и мигрирующие
DCX+ клетки уже не выявлялись. Несмотря на ин-
дивидуальные различия в размерах, трансплантаты
уже имели четкую цитоархитектонику. В централь-
ной части трансплантата группировались зрелые
нейроны, положительные к маркеру NeuN (рис. 4),
в то время как по периферии была определена
маргинальная зона без NeuN+ нейронов, подоб-
ная первому слою коры мозга. На этом сроке ис-
следования положительные к GFAP астроциты
были равномерно распределены по трансплан-
тату (рис. 5). Морфологически было выявлено
врастание сосудов в трансплантат.

На 90 сут трансплантаты были хорошо разви-
ты. Положительных к DCX+ нейробластов в них
выявлено не было, что свидетельствовало о завер-
шении миграции клеток и процессов дифферен-
цировки. Дифференцированные NeuN+ нейроны
распределялись в центральной части трансплан-
тата. Они располагались менее плотно в центре и
плотнее на периферии центральной области. По
размерам ядер клеток можно предположить, что

крупные нейроны, находящиеся на периферии
центральной области являются нейронами V–VI
слоя коры, которые формируются в первую оче-
редь. На периферии трансплантата была выявле-
на зона без NeuN+ клеток, соответствующая пер-
вому слою коры (рис. 6). Окрашивание на мар-
кер синаптических контактов synaptophysin
было достаточно равномерно по ткани транс-
плантата (рис. 7). Также равномерно по транс-
плантату были распределены Sox2+ клетки (рис. 8).
Распределение астроцитов (GFAP+) имело харак-
терный паттерн: равномерное распределение по
трансплантату и формирование зоны погранич-
ной глиальной мембраны (glia limitans) на грани-
це между трансплантатом и желудочком мозга ре-
ципиента. Формирования рубца на месте контак-
та трансплантата и реципиента не выявлялось
(рис. 9). Помимо структурной организации, была
выявлена обширная васкуляризация трансплан-
тата кровеносными сосудами со стороны мозга
реципиента (рис. 10). Одновременно было обна-
ружено, что в области контакта трансплантата с
субвентрикулярной зоной взрослого мозга идет
миграция DCX+ клеток, причем вдоль сосудов.
Можно предположить, что это недифференциро-
ванные нейроны, возникшие из собственных эн-
догенных стволовых клеток реципиента (рис. 11).
Миграции клеток из трансплантата в ткань мозга
реципиента не было выявлено ни на одном сроке
наблюдения. Наличие цитоархитектоники и отсут-
ствие миграции в ткань мозга реципиента указыва-

Рис. 2. Иммуногистохимическое исследование неокортекса эмбриона мыши стадии Э14.5. Незрелые нейроны (Beta-
IIItubulin+) находятся в кортикальной пластинке. Нейробласты DCX+ занимают интермедиальную зону, в их аксонах
выявляется синаптофизин (Synaptophysin). Нейральные стволовые клетки (Sox2+, Pax6+) выявляются только в вен-
трикулярной и субвентрикулярной зоне. Зрелые нейроны (NeuN+) находятся в кортикальной пластинке. LV – лате-
ральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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ет на то, что полученные трансплантаты представ-
ляют собой структуры напоминающие органоиды.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе мы пытались смоделиро-
вать адекватные условия для выращивания цере-
бральных 3D агрегатов, используя трансплантацию
стволовых и прогениторых клеток эмбрионального
неокортекса мышей в латеральные желудочки моз-
га взрослых мышей, где циркулирует биологически
активная спинномозговая жидкость и возможно
кровоснабжение со стороны мозга реципиента (Le-
htinen et al., 2011; Rahimi, Woehrer, 2017). Следует за-
метить, что полости боковых желудочков мозга,
благодаря их микроокружению, неоднократно
использовали для трансплантации разных типов
нейральных и ненейральных клеток. Каждая на-
учная группа ставила конкретную задачу в связи с
тем, что или клетки плохо растут в паренхиме,
или из-за необходимости попадания продуктов
синтеза клеток непосредственно в спинномозго-
вую жидкость (Freed et al., 1990; Zheng et al., 2006;
Henzi et al., 2018; Barati et al., 2019). В нашу задачу
входила отработка модели для изучения самоор-
ганизации и васкуляризации неокортикальных
клеток, выделенных из эмбрионального мозга и
культивированных в латеральном желудочке
взрослых мышей. Для трансплантации были вы-
браны клетки неокортекса эмбрионов GFP мы-

шей Э14.5, которые находятся на стадии нейроно-
генеза и, в отличие от некоммитированных эмбри-
ональных и индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток не могут формировать тератомы
(Gutierrez-Aranda et al., 2010). Используя ОТ-ПЦР в
реальном времени мы определили состояние диф-
ференцировки клеток в неокортексе эмбрионов
стадий Э14.5 и Э19.5. По экспрессии мРНК генов
стволовых клеток Pax6, Sox2, Nes; малодиффе-
ренцированных нейронов Dсx, Tubb3; дифферен-
цированных нейронов NeuN; астроцитов GFAP и
синаптофизина Syp (начинает экспрессироваться
в недифференцированных нейронах) было пока-
зано, что предпочтительнее для трансплантации
клетки коры Э14.5. В них высокой уровень экс-
прессии маркеров стволовых клеток, отсутствуют
дифференцированные нейроны и нет глиальных
клеток. Результаты ОТ-ПЦР мы подтвердили им-
муногистохимическим анализом срезов, где была
получена картина распределения разных типов
клеток по слоям в неокортексе Э14.5 эмбрионов,
что в целом соответствовало ранее проведенными
исследованиями (Englund et al., 2005; Hori et al.,
2014; Lodato, Arlotta, 2015; Güven et al., 2019). Сле-
дующим шагом в разработке технологии получе-
ния церебральных 3D агрегатов in vivo была непо-
средственно трансплантация клеток эмбриональ-
ного неокортекса мышей в желудочек мозга
взрослых мышей. Выделенные фронтальные от-
делы неокортекса Э14.5 использовали для приго-

Рис. 3. Трансплантат клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) через 5 сут после пересадки в желудочек
мозга мыши. Положительная иммуногистохимическая реакция клеток трансплантата к маркеру нейробластов DCX.
Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.

LV

LV

LV

LV

MergeDAPI

DCXGFP



ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 3  2021

РАЗВИТИЕ 3D ЦЕРЕБРАЛЬНЫХ АГРЕГАТОВ 201

товления суспензии, в процессе обработки клет-
ки теряли контакты и ошаривались. В результате
полученная суспензия состояла из небольших аг-
регатов и отдельных округлых клеток не имею-
щих отростков. Нам удалось обнаружить, что уже
через 5 сут после операции, в полости латерально-
го желудочка формируется клеточный агрегат, в
котором выявляются мигрирующие нейробласты.
К 30 сут трансплантат состоял из зрелых нейронов
и астроцитов. Нами было установлено, что для
успешного развития 3D кортикальных агрегатов в
желудочках мозга необходим длительный срок, в
нашем эксперименте 90 сут. Согласно данным
литературы для развития церебральных органои-
дов в системе in vitro также требуется длительный
срок, около 60 сут (Eiraku et al., 2008; Fan et al.,
2019), а при трансплантации стволовых клеток в
желудочек мозга молодых крыс, рост трансплан-
тата заканчивается через 60 дней (Pothayee et al.,
2018). В нашем эксперименте было установлено,
что к 90 сут в клетках 3D церебрального трансплан-
тата экспрессируется маркер зрелых нейронов
NeuN+. Цитоархитектоника трансплантата выгля-
дела следующим образом: дифференцированные
нейроны располагались только в центральной ча-
сти трансплантата, на периферии выявлялась зона
без клеток, что напоминало маргинальную зону
или первый слой неокортекса. Судя по литератур-
ным источникам (Pothayee et al., 2018), данный

факт ранее не наблюдался в трансплантатах, по-
лученных из кортикальных НСК. На периферии
трансплантата формировалась зона пограничной
мембраны, которая, как и в нормальном мозге,
была сформирована GFAP+ астроцитами. Погра-
ничная мембрана трансплантата во многих местах
соприкасалась с эпендимой стенки желудочка, од-
нако, глиального рубца между тканями донора и ре-
ципиента не возникало, что констатировали и
другие исследователи (Pothayee et al., 2018). Мы
наблюдали описанное другими авторами про-
никновение DCX+ клеток реципиента в ткань
трансплантата (Pothayee et al., 2018), но не выяви-
ли миграции GFP клеток из трансплантата в
ткань реципиента, также описанную этими авто-
рами. В трансплантатах были выявлены клетки,
экспрессирующие Sox2. Согласно данным лите-
ратуры Sox2 обычно считают маркером нервных
стволовых клеток, которые распределяются в раз-
ных областях эмбрионального и взрослого мозга.
Однако, его экспрессия также была описана и в
дифференцированных нейронах в различных об-
ластях нервной системы (особенно в таламусе,
стриатуме, неокортексе) (Ferri et al., 2004). Кроме
того, есть данные об экспрессии Sox2 в отдельных
астроцитах (Cahoy et al., 2008). Таким образом,
обнаруженная нами в некоторых клетках транс-
плантатов экспрессия Sox2 не может достоверно
говорить от том, что в нем присутствуют стволо-

Рис. 4. Структура трансплантата из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента
(30 сут). Положительная иммуногистохимическая реакция клеток к маркеру зрелых нейронов NeuN. Плотное скоп-
ление клеток в центральной области, на периферии образуется маргинальная зона. Трансплантат выделен пунктиром.
LV – латеральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 5. Структура трансплантата из клеток неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента (30 сут). GFAP+

астроциты распределены равномерно по трансплантату. Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желу-
дочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 6. Структура трансплантата из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) через 90 сут после пересадки в же-
лудочек мозга мыши. Положительная иммуногистохимическая реакция клеток трансплантата к маркеру зрелых нейронов
NeuN. Нейроны занимают центральную область, по периферии образуется маргинальная зона. В трансплантате видны со-
суды (отмечены стрелками). Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 7. Трансплантат из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента через
90 сут после операции. Положительная иммуногистохимическая реакция клеток трансплантата к Synaptophysin (Syp).
В ткани четко выражены сосуды (отмечены стрелками). Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудо-
чек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 8. Структура трансплантата в желудочке мозга реципиента через 90 суток после операции. Положительная имму-
ногистохимическая реакция клеток трансплантата к Sox2. Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желу-
дочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 9. Трансплантат из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) через 90 сут после операции в желудочке
мозга реципиента. Положительная иммуногистохимическая реакция клеток к маркеру астроцитов GFAP. На границе
трансплантата клетки образуют пограничную глиальную мембрану (glia limitans). Между тканями трансплантата и ре-
ципиента глиального рубца не образуется. Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудочек. Масштаб-
ный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 10. Трансплантат из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента через
90 сут после операции. Васкуляризация трансплантата, выявленная с помощью лектина с флуоресцентной меткой.
Сосуды отмечены стрелками. Масштабный отрезок: 40 мкм.
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вые клетки, а требует дальнейшего исследования.
В нашем исследовании маркер синаптических
визикул синаптофизин был выявлен в трансплан-

тате. По данным Pothayee et al. (2018), в подобных
трансплантатах наличие зрелых синапсов на
клетках выявляется с помощью электронной
микроскопии. В дополнение к архитектониче-
ской организации 3D церебральных агрегатов,
мы также обнаружили их васкуляризацию со сто-
роны мозга реципиента. Мы морфологически
выявляли сосуды в 30 суточных трансплантатах,
а по данным Потаи (Pothayee et al., 2018) васку-
ляризация начинается на 6–8 сут. Интересно,
что согласно литературным данным, церебраль-
ные органоиды, полученные in vitro и трансплан-
тированные в паренхиму мозга грызунов также
васкуляризируются (Mansour et al., 2018). Прово-
дя сравнение между нашей работой и работами
Потаи и Мансур (Pothayee et al., 2018; Mansour et al.,
2018) необходимо обратить внимание на различие
задач и результатов. Они изучили кооперацию
между подсаженными клетками и мозгом реци-
пиента, взаимный рост волокон, миграцию клеток
и васкуляризацию. В то время как мы показали
возможность самоорганизации суспензирован-
ных клеток неокортекса в 3D структуры, напоми-
нающие кортикальные церебральные органоиды
(рис. 12). Использование маркеров для специфи-
ческих нейронов слоев неокортекса позволит в
дальнейшем точнее определить их структуру.
Кроме того, эту модель можно использовать для
изучения развития клеток человека, при условии
работы с иммунодефицитными мышами.

Рис. 11. Трансплантат из клеток эмбрионального неокортекса мышей (Э14.5) в желудочке мозга реципиента через
90 сут после операции. Миграция DCX+ клеток субвентрикулярной зоны реципиента в трансплантат вдоль врастаю-
щих сосудов. Трансплантат выделен пунктиром. LV – латеральный желудочек. Масштабный отрезок: 100 мкм.
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Рис. 12. Самоорганизация суспензированных клеток
эмбрионального неокортекса в 3D структуры, напо-
минающие кортикальные церебральные органоиды,
после трансплантации в желудочек мозга. LV – лате-
ральный желудочек.
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Нейроны
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СУХИНИЧ и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование церебральных органоидов имеет

большое значение для фундаментальной науки и
медицины. В настоящей работе представлен аль-
тернативный экспериментальный подход к созда-
нию 3D агрегатов, подобных церебральным орга-
ноидам. Использовано культивирование неокорти-
кальных стволовых и малодифференцированных
клеток в полостях желудочка мозга эксперимен-
тальных животных in vivo без специальных пита-
тельных сред, которые заменяются спинномозго-
вой жидкостью. Формирование 3D агрегатов с
выраженной цитоархитектоникой происходит в
течение 90 дней. Характерной особенностью этих
структур является их высокая степень васкуляри-
зации, которая отличает их от органоидов, со-
зданных in vitro. Таким образом, желудочки мозга
мыши могут служить инкубатором для развития
васкуляризованных трехмерных церебральных
структур, напоминающих органоиды.
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Development of 3D Cerebral Aggregates in the Brain Ventricles of Adult Mice
K. K. Sukhinich1, *, K. M. Shakirova2, E. B. Dashinimaev1, 2, and M. A. Aleksandrova1

1Koltzov Institute of Developmental Biology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
2Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: sukhinichkirill@gmail.com

The cerebral organoids are three-dimensional cell cultures formed from brain-specific cell types arising from
embryonic or pluripotent stem cells. Organoids provide an opportunity to study the early stages of brain de-
velopment and diseases of the central nervous system. However, the modeling of organoids is associated with
a number of unsolved problems. Organoid production techniques involve a complex cell culture process that
requires special media, growth factors, and often the use of a bioreactor. Even under standardized conditions,
structures of different morphology are formed: from disorganized cell aggregates to structured mini-brains,
which are selected for study. For natural reasons, organoids grown in vitro do not have a blood supply, which
limits their development. We tried to obtain cerebral aggregates similar to organoids in an in vivo model,
where vascular growth and tissue blood supply are provided, for which we transplanted a cell suspension from
the mouse embryonic neocortex into the lateral ventricles of the brain of adult mice. Therefore, the medium
for cultivation was the cerebrospinal f luid, and the lateral ventricles of the brain, where it circulates, served as
a bioreactor. The results showed that the neocortex from E14.5 is a suitable source of stem/progenitor cells
that self-assemble into three-dimensional aggregates and vascularized in vivo. The aggregates consisted of a
central layer of mature neurons, the marginal zone free of cells and a glia limitans, which resembled cerebral
organoids. Thus, the lateral ventricles of the adult mouse brain can be used to obtain vascularized cell aggre-
gates resembling cerebral organoids.

Keywords: cerebral organoids, neocortex, transplantation, GFP, immunohistochemistry, RT-PCR
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