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The development of the human brain is a complex 
multi-stage process including the formation of vari-
ous types of neural cells and their interactions. Many 
fundamental mechanisms of neurogenesis have been 
established due to the studying of model animals. 
However, significant differences in the brain structure 
compared to other animals do not allow considering 
all aspects of the human brain formation, which could 
play the main role in the development of unique cog-
nitive abilities for human. Four years ago, Lancaster’s 
group elaborated human pluripotent stem cell-derived 
three-dimensional cerebral organoid technology, 
which opened a unique opportunity for researchers 
to model early stages of human neurogenesis in vitro. 
Cerebral organoids closely remodel many endogen-
ous brain regions with specific cell composition like 
ventricular zone with radial glia, choroid plexus, and 
cortical plate with upper and deeper-layer neurons. 
Moreover, human brain development includes interac-
tions between different brain regions. Generation of 
hybrid three-dimensional cerebral organoids with 
different brain region identity allows remodeling some 
of them, including long-distance neuronal migration 
or formation of major axonal tracts. In this review, we 
consider the technology of obtaining human pluripo-
tent stem cell-derived three-dimensional cerebral or-
ganoids with different modifications and with different 
brain region identity. In addition, we discuss successful 
implementation of this technology in  fundamental 
and applied research like modeling of different neuro-
developmental disorders and drug screening. Finally, 
we regard existing problems and prospects for devel-
opment of human pluripotent stem cell-derived three-
dimensional cerebral organoid technology.

Key words: neurogenesis; cerebral organoids; cellular 
technologies.

Развитие головного мозга человека представляет собой сложный 
многоэтапный процесс, включающий образование различных 
типов нейральных клеток и их взаимодействия. Многие фундамен-
тальные механизмы нейрогенеза установлены благодаря изуче-
нию модельных животных. Однако значительные структурные 
различия головного мозга по сравнению с другими животными 
не позволяют рассмотреть все аспекты формирования головного 
мозга у человека, которые могут играть решающую роль для раз-
вития его уникальных когнитивных способностей. Новая техно-
логия трехмерных церебральных органоидов открывает иссле-
дователям уникальную возможность моделировать ранние этапы 
нейрогенеза человека. В обзоре рассматриваются технология 
получения трехмерных церебральных органоидов, примеры ее 
успешного внедрения в фундаментальные и прикладные исследо-
вания, имеющиеся проблемы, а также перспективы ее развития. 

Ключевые слова: нейрогенез; церебральные органоиды; 
клеточные технологии. 
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Человеческий мозг – один из самых сложно устроен-
ных органов у всех животных. Он имеет уникальную 
клеточную архитектуру и выполняет множество раз-

личных функциональных задач. Неудивительно, что ис-
следователей давно интересовали процессы его развития, 
становления и функционирования, однако недоступность 
органа для различных экспериментальных манипуляций 
всегда препятствовала прогрессу в этой области. Многие 
выдающиеся результаты были получены на модельных 
животных, прежде всего грызунах и человекообразных 
обезьянах. Однако значительные различия в строении 
головного мозга человека и других млекопитающих не 
позволяют исследовать многие нейробиологические во­
просы и проблемы. Стремительное развитие методов кле­
точной биологии дало возможность реконструировать 
некоторые аспекты пространственной организации нерв­
ной ткани человека и процесса ее дифференцировки. 
Одним из самых выдающихся достижений последних 
лет является разработка системы церебральных органои­
дов (ЦО), позволяющая реконструировать трехмерную 
цитоархитектонику некоторых отделов головного мозга 
(Lancaster et al., 2013). Технология ЦО предоставляет абсо-
лютно уникальную возможность воссоздавать начальные 
этапы развития головного мозга человека и исследовать 
поведение нервных клеток в условиях, максимально при-
ближенных к in vivo. Особую ценность ЦО представляют 
для изучения патологических изменений фетального 
головного мозга, вызванных различными хромосомными 
(Bershteyn et al., 2017; Iefremova et al., 2017) или инфек­
ционными заболеваниями (Qian et al., 2016). Установление 
молекулярно­генетических и клеточных патологических 
механизмов многих болезней на модели ЦО может помочь 
в разработке потенциальных лекарственных препаратов 
(Li C. et al., 2017) и в конечном итоге служить уникальной 
системой для их тестирования (Zhou et al., 2017).

Ранние этапы развития  
головного мозга человека in vivo
Человеческий мозг содержит десятки миллионов раз-
личных нейронов и глиальных клеток, которые путем 
сложных взаимодействий обеспечивают его уникальные 
функции. Такая сложность организации органа проявля-
ется в процессе его развития, который занимает бόль шую 
часть эмбрионального, а также значительную часть пост-
натального онтогенеза (Malik et al., 2013). По сравнению 
с другими группами млекопитающих, прежде всего с 
ближайшими предками – приматами, относительный 
размер мозга человека сильно увеличен, а процесс его раз-
вития занимает более продолжительный период времени 
(Geschwind, Rakic, 2013).

Развитие человеческого мозга начинается с формиро-
вания из эктодермы зачатка всей центральной нервной 
системы – нервной пластинки, состоящей из нейроэпи-
телиальных клеток (НЭК), которые дают начало всему 
разнообразию клеточного состава головного мозга (Götz, 
Huttner, 2005). Одно из первых и наиболее важных из-
менений, которое претерпевает нервная пластинка, – ее 
смыкание с образованием нервной трубки. Впоследствии 
из сформировавшейся внутри полости будут развиваться 
желудочки головного мозга. Как и нервная пластинка, 

нервная трубка состоит из НЭК, которые представляют 
собой псевдомногослойный эпителий (рис. 1). 

Группа клеток, непосредственно контактирующих с 
желудочком, называется вентрикулярной зоной (ВЗ). Их 
пролиферация осуществляется путем симметричного 
пролиферативного деления (веретено деления ориенти-
ровано горизонтально), в результате которого клеточное 
потомство представляет собой две идентичные НЭК. 
При таком способе деления увеличивается численность 
клеточной популяции и происходит пространственное 
расширение области нейроэпителия. Перед самым нача-
лом нейрогенеза НЭК претерпевают некоторые изменения 
и трансформируются в клетки радиальной глии (РГ), из 
которой формируются практически все типы нейронов 
головного мозга (Anthony et al., 2004). Моментом начала 
нейрогенеза считается возникновение первых нейронов, 
которые появляются у человека на 5­й – 6­й гестационной 
неделе (Howard et al., 2008). Их появление вызвано пере-
ходом РГ от симметричного пролиферативного деления 
к асимметричному (веретено деления ориентировано 
вертикально). При таком типе деления дочерние клетки 
представлены одной клеткой РГ и одним нейроном или 
его предшественником (Lancaster, Knoblich, 2012). Образо-
вавшиеся клетки­предшественники потеряют свои эпите-
лиальные свойства и мигрируют из ВЗ в направлении ба-
зальной стороны нейроэпителия, формируя слой, который 
называется субвентрикулярной зоной (СВЗ). Отличить 
данный слой от ВЗ можно по ориентации клеток и экс-
прессии специфических молекулярных маркеров (Smart 
et al., 2002; Howard et al., 2008). Клетки­предшественники 
СВЗ называются промежуточными предшественниками 
(ПП), поскольку представляют собой переходную стадию 
между РГ и нейронами (Haubensak et al., 2004; Miyata et 
al., 2004). Помимо этой группы клеток, которая у человека, 
по сравнению с другими животными, сильно увеличена 
(Smart et al., 2002), в СВЗ располагается другой тип кле-
ток­предшественников – базальная радиальная глия (БРГ) 
(Fietz et al., 2010). Они образуются также путем деления 
РГ и переходят к асимметричным делениям, для того что-
бы производить нейроны и пополнять свой собственный 
пул. Тем не менее наличие в СВЗ двух четко разделимых 
популяций клеток­предшественников остается спорным 
вопросом, поскольку сейчас появляется все больше до-
казательств того, что ПП и БРГ могут флуктуировать в 
морфологических характеристиках и пролиферативном 
потенциале (Betizeau et al., 2013). Процесс раннего ней-
рогенеза заканчивается тем, что все типы нейральных 
предшественников делятся симметрично и дают начало 
нейронам, которые мигрируют в сторону базальной мем-
браны, используя для своего движения отростки радиаль-
ной глии. Последовательное появление нейронов глубоких 
слоев, а затем верхних слоев приводит к формированию 
шестислойной кортикальной пластинки (КП). Далее на-
ступают поздние этапы нейрогенеза, включающие процес-
сы астроглиогенеза, олигодендрогенеза и васкуляризации.

Получение ЦО
Первые успешные попытки культивирования в условиях 
in vitro клеток живых организмов предприняты более ста 
лет назад (Harrison, 1906). Для нейробиологии развитие 
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Fig. 1. Early stages of human neurogenesis (simplified). The main types of neural precursor cells and their progeny. Types of 
division for each cell type are shown according to (Paridaen and Huttner, 2014), with modifications. 
NEC, neuroepithelial cells; RG, radial glia; IP, intermediate progenitors; BRG, basal radial glia; VZ, ventricular zone; SVZ, subventricular zone; 
IZ, intermediate zone; CP, cortical plate.
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Fig. 2. Raise of cerebral organoids. 
The first stage (up to 6 days) is the formation and differentiation of EB into cells of three germ layers. The second stage is the induction of 
neural differentiation. During this period, expansion of neuroectodermal cells occurs. It is additionally stimulated after the embedding into 
the extracellular matrix (EM). The final stage is the agitation in the medium for differentiation. 

Designations: ESC, embryonic stem cells; iPSCs, induced pluripotent stem cells; EB, embryoid bodies; ECM, extracellular matrix; ND, neural 
differentiation; COs, cerebral organoid. 
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методов культивирования нейральных клеток сыграло 
важную роль в понимании многих процессов их развития 
и функционирования (Lapham, Markesbery, 1971; Kennedy 
et al., 1994). Открытие эмбриональных стволовых клеток 
(ЭСК) (Evans, Kaufman, 1981; Thomson et al., 1998), и в осо-
бенности индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (ИПСК) (Takahashi, Yamanaka, 2006), ознаменовало 
новый этап в развитии нейробиологии. Исследователям 
представилась уникальная возможность получать путем 
дифференцировки любой тип клеток (Ghodsizadeh et al., 
2010; Qiu et al., 2011; Mou et al., 2012; Kim et al., 2013; Kang 
et al., 2016), включая различные типы нейральных клеток 
(Cai et al., 2010; Sareen et al., 2014; Huang et al., 2017). Изу­
чение ИПСК и их дифференцированных производных от 
пациентов с соответствующими заболеваниями во многом 
позволило исследователям продвинуться в понимании их 
патологических механизмов (Ananiev et al., 2011; Seibler  
et al., 2011; Chen et al., 2014). Однако, как любая система 
двухмерных клеточных культур, нейральные клетки, полу-
ченные путем дифференцировки ЭСК/ИПСК, не способ-
ны воспроизводить трехмерную структуру головного моз-
га, что, в свою очередь, важно для изучения заболеваний, 
вы зывающих нарушение нормального хода нейрогенеза. 
Развитие технологии трехмерных ЦО представляет собой 
уникальную возможность реконструировать первые этапы 
развития человеческого мозга наиболее приближенно к 
условиям in vivo.

Известно, что нервная система эмбриона развивается из 
эктодермального зародышевого листка. В условиях in vitro 
из плюрипотентных стволовых клеток человека (ЭСК 
или ИПСК) можно получить эктодерму с применением 
технологии эмбриоидных телец (ЭТ), которые имитируют 
предимплантационную стадию развития эмбриона и про-
цесс гаструляции (Itskovitz­Eldor et al., 2000). Самый рас-
пространенный способ их получения – культивирование 
в суспензии (Kim et al., 2011) – не является оптимальным, 
поскольку среди ЭТ наблюдается широкая вариабельность 
в размере и морфологии, что может негативно сказаться 
на дифференцировке ЦО. Унифицировать данный этап 
можно при помощи планшетов с U­образным дном и 
низкой адгезией (Lancaster et al., 2013), специально разра­
ботанных микрочипов (Zhu et al., 2017) или метода «ви­
сячей капли» (Dang et al., 2016) (рис. 2).

Для дальнейшего развития эктодермальных клеток в 
нейроэпителиальные ЭТ перемещаются в среду для ин­
дукции нейральной дифференцировки, которая дополни-
тельно препятствует развитию мезодермы и энтодермы 
(Lancaster, Knoblich, 2014). В качестве исходного типа 
клеток для формирования ЦО могут быть использованы 
плюрипотентные клетки, предварительно дифференци-
рованные в НСК (Monzel et al., 2017). При отсутствии 
базальной мембраны в условиях in vitro нейроэпителиаль-
ные клетки довольно быстро теряют свою специфическую 
организацию и уникальные свойства. Для того чтобы 
предотвратить этот процесс, органоиды необходимо за-
ключать в специальный каркас внеклеточного матрикса, 
имитирующий базальную мембрану и способствующий 
дальнейшему разрастанию нейроэктодермы. В качестве 
такого материала применяются гидрогели (Schwartz et 
al., 2015; Lindborg et al., 2016) или матригель (Lancaster, 

Knoblich, 2014). Ключевой этап в получении ЦО – куль-
тивирование в условиях агитации (постоянное переме-
шивание ростовой среды). Этот элемент крайне важен, 
поскольку обеспечивает более правильную оксигенацию 
и распределение питательных веществ во всем органоиде 
по сравнению со стационарным культивированием, при 
котором со временем появляется много некротической 
ткани. Для создания таких условий обычно используются 
орбитальные шейкеры (Lancaster et al., 2013), биореактор 
(Lancaster, Knoblich, 2014) или специально разработанные 
вращающиеся платформы (мини­биореакторы) (Qian et 
al., 2016). Период культивирования ЦО в зависимости от 
задач исследователей может длиться до 9 мес. (Lancaster, 
Knoblich, 2012).

Одно из последних заметных улучшений протокола 
для получения ЦО появилось в 2017 г. Исследователи 
сов местили трехмерные клеточные культуры с простыми 
биоинженерными конструкциями. В своей работе они ис-
пользовали кополимерные микрофибриллы из PLGA в ка-
честве плавающего каркаса для получения эмбриоидных 
телец вытянутой формы. Такие условия имитировали ба-
зальную мембрану кортекса. Полученные таким образом 
органоиды демонстрировали более эффективную нейро-
эктодермальную дифференцировку с минимальным вкла-
дом клеток с эндо­ и мезодермальным происхождением 
по сравнению с органоидами, полученными стандартным 
протоколом. Кроме того, применение вспомогательных 
конструкций приводило к более правильному формирова-
нию характерной цитоархитектоники кортикальной ткани, 
включая формирование поляризованной КП и радиальных 
юнитов (Lancaster et al., 2017).

ЦО как перспективная модель  
для фундаментальных  
и прикладных исследований
При детальном исследовании клеточной организации 
ЦО в их составе были идентифицированы разнообраз-
ные райо ны мозга, включая передний мозг и гиппокамп 
(Lancaster, Knoblich, 2014; Qian et al., 2016), хороидное 
сплетение (Lancaster, Knoblich, 2014), средний мозг (Qian 
et al., 2016; Lancaster et al., 2017) и КП (Lancaster et al., 
2017) (рис. 3).

Кроме того, несколько исследовательских групп раз-
работали отдельные протоколы для получения ЦО, вос­
производящих строго определенные отделы мозга. На­ 
пример, ЦО среднего мозга содержали пространственно­
организованные группы дофаминергических нейронов 
(Monzel et al., 2017). В этих же органоидах обнаружен 
процесс миелинизации нейритов и формирование синап-
сов. Специализированные органоиды получены также для 
мозжечка (Muguruma et al., 2015), гиппокампа (Sakaguchi 
et al., 2015) и переднего мозга (Kadoshima et al., 2013; Ma­
riani et al., 2015). Трехмерная организация районов пе­
реднего мозга имела четкую структуру, идентичную КП, 
формирующейся in vitro. Показано, что воспроизводится 
слоистая структура кортекса, включающая ВЗ, СВЗ, ней­
роны глубоких и верхних слоев кортекса (Qian et al., 2016). 
Обнаружено, что в процессе дифференцировки ЦО внутри 
них могут образовываться пустоты, которые по своим 
молекулярным характеристикам и клеточному окружению 
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соответствуют желудочкам головного мозга. Помимо раз-
нообразных типов нейральных клеток на разных стадиях 
дифференцировки в органоидах образуются глиальные 
клетки, в том числе астроциты, которые по молекулярным 
и функциональным характеристикам соответствуют своим 
аналогам in vivo (Dezonne et al., 2017). При длительном 
культивировании (более 9 мес.) в органоидах появляются 
дендритные шипики и спонтанно активные нейронные 
сети (Quadrato et al., 2017).

Еще одним весомым аргументом в пользу целесообраз-
ности использования органоидов как модели ранних эта-
пов нейрогенеза человека является соответствие их транс-
крипционной и эпигенетической программ фетальному 
мозгу. Исследования транскриптомов ЦО подтвердили, 
что паттерн и временная динамика экспрессии генов 
практически полностью воспроизводят аналогичные па-
раметры, обнаруженные в эмбриональном мозге человека 
(Camp et al., 2015; Luo et al., 2016). Анализ метилома ЦО 
выявил около 74 % деметилированных районов генома, 
которые перекрываются с регуляторными элементами 
фетального мозга. Более того, другой эпигенетической 
модификацией ДНК – метилированием СpА, СpС или СpT 
сайтов (He, Ecker, 2015; Schultz et al., 2015), характерной 
для клеток головного мозга (Lister et al., 2013; Varley et 

al., 2013; Guo et al., 2014), оказались обогащены районы 
генома ЦО, называемые супер­энхансерами. Локусы с 
большей аккумуляцией подобных меток в этих районах 
включали несколько генов, участвующих в нейрогене-
зе (СUX1, AUTS2, NFIA1). Интересно, что данный тип 
метилирования в ЦО и фетальном мозге не подавляет 
экспрессию этой группы генов, однако во взрослом со-
стоянии вызывает транскрипционную репрессию подоб-
ных районов (Lister et al., 2013; Guo et al., 2014). По всей 
видимости, такая модификация ДНК представляет собой 
один из важнейших способов регуляции генной экспрес-
сии при дифференцировке нейральных предшественников 
в зрелые нейроны (Lister et al., 2013; Varley et al., 2013; 
Jang et al., 2017), а динамика накопления этих меток, про-
демонстрированная в ЦО, соответствует динамике in vivo 
(Luo et al., 2016).

Развитие мозга человека включает в себя не только 
развитие большого количества клеточных типов, объ-
единенных в отдельные отделы и структуры мозга, но 
и це лый комплекс взаимодействий между ними, в том 
числе миграцию нейронов (Jiménez et al., 2002; Rapalska, 
Szwabe, 2003). В частности, миграция ГАМКергических 
интернейронов является одним из важнейших процессов 
при формировании неокортекса, поскольку они, наряду с 
глутаматергическими пирамидными нейронами и глией, 
составляют его клеточную основу (Marín, Müller, 2014). 
К настоящему времени уже разработаны несколько про-
токолов для получения ЦО, соответствующих опреде­  
ленным районам мозга (Qian et al., 2016), в связи с чем 
исследователям предоставляется уникальная возможность 
изучать некоторые аспекты взаимодействий отельных 
регионов мозга. С использованием метода «слитых» 
ЦО, эквивалентных дорсальной и вентральной частям 
переднего мозга, исследователи получили дорсо­вент­
ральную ось и смогли промоделировать процесс миграции 
 ГАМКергических вставочных нейронов из ганглиозного 
бугорка в дорсальную часть церебрального кортекса 
(Bagley et al., 2017; Xiang et al., 2017). ЦО могут быть 
применены для изучения взаимодействий не только эн-
догенных, но и экзогенных клеток, например, при транс-
плантации микроглии внутрь органоида (Abud et al., 2017).

ЦО в моделировании  
наследственных заболеваний
Впервые состоятельность метода ЦО как системы для 
моделирования заболеваний человека продемонстриро-
вана на примере микроцефалии (Lancaster et al., 2013). 
В ЦО, полученных из ИПСК пациента с микроцефалией, 
вызванной мутацией в гене CDK5RAP2, обнаружены 
преждевременная дифференцировка ранних нейральных 
предшественников, нарушения в ориентации веретена 
деления клеток радиальной глии и уменьшение в целом 
нейральной ткани. Кроме того, продемонстрировано, что 
выключение этого гена при помощи РНК­интерференции 
в нормальных ЦО вызывает гипоплазию, в частности 
приводит к нарушению ориентации веретена деления в 
радиальной глии, в то время как сверхэкспрессия, несмо-
тря на свою токсичность, давала возможность частично 
восстановить фенотип (Lancaster et al., 2013). В качестве 
еще одного примера хромосомного заболевания выступает 

Fig. 3. Comparison of brain development in vivo and in cerebral 
organoids according to Kelava and Lancaster (2016), with modifications. 
At early stages (left), the cellular compositions and three-dimensional 
organizations are identical. At later stages (right), differences in cortical 
plate size and in the diversity and number of neural precursors and 
neurons are observed. The absence of blood vessels in organoids leads to 
SVZ reduction and incomplete CP development. 
Designations: VZ, ventricular zone; SVZ, subventricular zone; СP, cortical plate.
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Церебральные органоиды – перспективная модель 
в клеточных технологиях

синдром Миллера – Дейкера, наиболее тяжелой формы 
лиссенцефалии, проявляющейся в виде серьезных по-
роков развития головного мозга, таких как сглаженная 
поверхность коры больших полушарий, нарушения в 
строении кортикальных слоев, микроцефалия и некото-
рых других. Пациенты с этим синдромом несут гетеро-
зиготную мутацию – микроделецию на 17­й хромосоме 
(17р13.3). В состав пораженного локуса входят гены LIS1 
и YWHAE, моносомия по которым приводит к нарушению 
процесса миграции нервных клеток в коре головного 
мозга в течение первых трех месяцев развития. Вызвано 
это тем, что белок Lis1 в комплексе с динеином и NDEL1 
регулируют сборку микротрубочек и центросом в клетке 
и тем самым осуществляют контроль над ориентацией 
веретена деления в клетке и митоза в целом (Yingling et al., 
2008; Moon et al., 2014). Полученные из ИПСК пациентов 
с этим синдромом ЦО отличались значительно меньшими 
размерами по сравнению с контрольными, что аналогично 
микроцефалии у развивающего эмбриона человека. Опи-
санные выше различия вызваны аберрантным переходом 
клеток радиальной глии от пролиферативного симмет­
ричного типа деления к асимметричному нейрогенному. 
При индукции соответствующего сигнального пути были 
исправлены дефекты роста органоидов (Iefremova et al., 
2017). Помимо описанных случаев микроцефалии, ЦО 
успешно применены для моделирования других заболе-
ваний (таблица).

ЦО в моделировании  
инфекционных заболеваний
Пандемия вируса Зика началась в 2015 г., когда из Цен-
тральной Америки стали поступать тревожные сообщения 
о резко возросшем количестве случаев микроцефалии 
у новорожденных. В настоящее время связь между тя-
желыми пороками развития и лихорадкой Зика широко 
признана, однако молекулярные и клеточные механизмы 
этой патологии плохо изучены. Использование животных 
моделей для исследования патологических процессов, вы-
званных различными инфекциями, может быть частично 
полезным, однако такой подход не способен точно вос-
произвести все особенности нарушений, появляющихся в 
эмбриональном головном мозге человека. В связи с этим 
именно ЦО представляют собой уникальную модель для 
подобного рода исследований.

При изучении последствий инфекции вируса Зика на 
ЦО человека несколько независимых исследовательских 
групп получили схожие результаты. В частности, показа-
но, что инфекция приводит к уменьшению общего размера 
органоидов, а это, в свою очередь, имитирует микроце-
фалию, которая возникает у эмбриона (Dang et al., 2016; 
Garcez et al., 2016; Qian et al., 2016; Gabriel et al., 2017; Li Y. 
et al., 2017). При более детальном исследовании выясни-
лось, что вирус Зика имеет собственные клетки­мишени, 
которыми оказались нейральные клетки­предшествен­
ни ки, преимущественно апикальные, и нейроэпителий 

Modeling of human hereditary diseases with COs derived from patient-specific iPSCs

Disease Gene /
Mutation

Organoid phenotype Reference

Primary  
microcephaly

CDK5RAP2 Reduced CO size, premature neural differentiation of progenitors,  
abnormal SD in RG cells (The vertical orientation is indicative of the switch  
to asymmetrical division) 

Lancaster et al., 2013

Miller – Dieker 
syndrome 
(microcephaly)

LIS1, 
YWHAE

Reduced CO size, abnormal SD in RG cells (vertical orientation) Bershteyn et al., 2017; 
Iefremova et al., 2017

Seckel syndrome 
(microcephaly)

CENP-J Reduced CO size, premature neural differentiation of progenitors,  
abnormal SD in RG cells (vertical orientation)

Gabriel et al., 2016

Rett syndrome MeCP2 VZ thickness enlarged owing to extensive proliferation of neural progeni-
tors. Differentiation retarded (The progenitors : neurons ratio is elevated) 

Mellios et al., 2017

Autism 
(idiopathic)  – Enhanced proliferation of neural progenitors (shortened cell cycle). Elevated 

density of neurites and synapses, in particular, inhibitory 
Mariani et al., 2015

with macrocephaly PTEN Enhanced proliferation of neural progenitors (shortened cell cycle) Marchese et al., 2014;  
Li Y. et al., 2017

CHD8* Overexpression of genes involved in neurogenesis, neural differentiation, 
and formation of the forebrain and synaptic transmission*

Wang et al., 2017.

Aicardi – Goutieres 
syndrome (autoim-
mune encephalopa-
thy)

TRX1* Smaller COs, enhanced neuronal apoptosis, elevated astrocyte neurotoxicity 
(owing to interferon α overproduction)

Thomas et al., 2017

SD, spindle orientation. 
*Human iPSCs and ESCs with mutations were generated by the CRISPR/Cas9 genome editing system.
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(Cu gola et al., 2016; Garcez et al., 2016; Tang et al., 2016). 
На клеточном уровне последствия вирусной инфекции 
проявляются в виде индукции апоптоза и аутофагии и 
преж девременной дифференцировки вследствие наруше-
ния процесса митоза (Cugola et al., 2016; Garcez et al., 2016; 
Onorati et al., 2016; Gabriel et al., 2017). В органоидах эти 
патологические процессы приводят к уменьшению зон 
пролифераций, в частности ВЗ, и нарушению строения 
кортикальных слоев (Cugola et al., 2016; Qian et al., 2016). 

Ранее было установлено, что вирус Зика активирует 
толл­подобные рецепторы 3 (TLR3) в фибробластах кожи 
человека (Hamel et al., 2015). Аналогичный результат 
получен для ЦО, зараженных вирусом Зика (Dang et al., 
2016). Связь между активацией TLR3 и нарушениями про-
цесса нейрогенеза, включая апоптоз, продемонстриро вана 
в экспериментах с обработкой конкурентными ингиби-
торами TLR3 инфицированных органоидов. Оказалось, 
что такое подавление TLR3 уменьшает негативные по-
следствия перенесенной инфекции. Транскриптомный 
анализ органоидов позволил выявить набор из 41 гена, 
которые вовлечены в процесс нейрогенеза и меняют свою 
экспрессию во время активации TLR3. Эти результаты 
подтверждают факт вовлеченности TLR3 в развитие 
патологических изменений головного мозга, вызванных 
вирусом Зика (Dang et al., 2016). 

Детальное исследование механизмов проникновения 
вируса Зика связано не только с получением фундамен-
тальных знаний, но и с их непосредственным применени-
ем для разработки лекарственных препаратов, поскольку 
терапевтическое лечение пациентов в настоящее время 
отсутствует. По результатам транскриптомного анализа 
единичных клеток­мишеней вируса Зика (нейральных 
стволовых клеток) исследователи выдвинули в качестве 
потенциального «помощника» для проникновения вирус-
ных частиц в клетки рецептор AXL, который высоко экс-
прессировался в радиальных клетках органоидов человека 
(Nowakowski et al., 2016). Однако в другом исследовании 
(Wells et al., 2016) это предположение поставили под 
сомнение. В органоидах, полученных из линии ИПСК 
с нокаутированным геном AXL при помощи системы 
редактирования генома CRISPR/Cas9, выявить влияние 
этой мутации на эффективность проникновения вирусных 
частиц в клетки или индукцию апоптоза не удалось. Полу-
ченные результаты ставят под сомнение эффективность 
ингибиторов AXL как потенциальных лекарственных 
препаратов для предотвращения врожденных дефектов 
после заражения вирусом Зика (Wells et al., 2016).

Благодаря использованию ЦО достигнуты определен­
ные успехи в поиске потенциальных лекарственных 
средств. Например, масштабный высокочувствительный 
химический скрининг позволил отобрать два соединения: 
гидробромид гиппеатрина и дигидрат дигидрохлорида 
амодиахина, которые могут ингибировать вирус Зика в 
кортикальных предшественниках и при обработке ими 
органоидов улучшают дефекты роста и дифференцировки, 
вызванные инфекцией (Zhou et al., 2017). Еще одним из 
наиболее перспективных соединений является 25­гидро­
ксихолестерин. Известно, что в ответ на вирусную инфек-
цию в клетках индуцируется холестерин­25­гидроксилаза, 
а ее ферментативный продукт 25­гидроксихолестерин – 

основной медиатор защиты хозяина от вируса Зика. До-
бавление синтетического 25­гидроксихолестерина in vitro 
блокировало проникновение вирусных частиц в клетки, 
а лечение инфицированных мышей и макак­резусов при-
вело к снижению виремии и повышению выживаемости. 
Аналогичное «лечение» пораженных вирусом Зика ЦО 
приводило не только к подавлению инфекции, но и к 
уменьшению повреждений тканей внутри органоидов. 
Таким образом, полученные результаты свидетельствуют 
о том, что 25­гидроксихолестерин обладает эффективным 
противовирусным действием и потенциально может быть 
использован в качестве лекарственного препарата для 
борьбы с инфекцией и предотвращения возникновения 
таких ее тяжелых последствий, как, например, микро-
цефалия (Li C. et al., 2017).

Довольно часто поиск потенциальных препаратов для 
лечения нового заболевания осуществляется среди списка 
существующих и клинически одобренных, поскольку 
это помогает преодолеть важные проблемы, в том числе 
связанные с многолетними клиническими испытаниями. 
Для лечения вируса Зика было предложено несколько пре-
паратов, которые продемонстрировали противовирусное 
действие на различных клеточных и животных моделях 
(Barrows et al., 2016; Delvecchio et al., 2016; Zmurko et al., 
2016). Одним из ярких примеров является препарат Со-
фосбувир, клинически одобренный для использования 
против гепатита С. Его механизм действия заключается 
в ингибировании РНК­полимеразы – наиболее консерва-
тивного белка среди семейства Flaviviridae. Оказалось, что 
Софосбувир эффективно ингибировал РНК­полимеразу 
вируса Зика, принадлежащего к тому же семейству, в раз-
личных клеточных системах, включая клетки гепатомы, 
нейробластомы, нервные стволовые клетки, и даже в 
ЦО человека. Кроме непосредственного ингибирования 
РНК­полимеразы, Софосбувир индуцировал увеличение 
частоты мутаций аденозина в гуанозин (А→Г) в вирусном 
геноме. Результаты свидетельствуют о потенциальном 
использовании ранее клинически одобренного препара-
та Софосбувир и для лечения вирусной инфекции Зика 
(Sacramento et al., 2017).

ЦО как модель для изучения  
эволюционных событий
Размеры головного мозга и его отдельных частей широко 
варьируются в эволюционном ряду. Вполне вероятно, что 
именно увеличение относительных размеров коры голов-
ного мозга человека способствовало появлению у него 
уникальных познавательных способностей. Большинство 
количественных и качественных различий в строении нео­
кортекса разных видов выявлено в сравнительных анато-
мических исследованиях. Считается, что экспансия коры 
головного мозга обусловлена различиями в пролиферации 
и дифференцировке кортикальных предшественников 
(Rakic, 2009; Geschwind, Rakic, 2013). Тем не менее мно-
гие молекулярно­генетические и клеточные механизмы 
возникновения различий в строении коры больших полу-
шарий у разных видов остаются невыясненными. По всей 
видимости, единственный способ разгадать эти события 
заключается в изучении ранних эмбриональных этапов 
развития человека. Основными ограничениями, стоящими 
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на пути исследователей, являются морально­этические 
проблемы, связанные с получением образцов фетального 
мозга. В связи с этим технология трехмерных ЦО пред-
ставляет собой уникальную и крайне перспективную мо-
дель для установления важнейших механизмов, лежащих 
в основе эволюционных изменений, возникающих в про-
цессе нейрогенеза (Giandomenico, Lancaster, 2017). Группа 
исследователей под руководством W.B. Huttner (Mora­
Bermúdez et al., 2016), используя метод ЦО, предприняла 
первую успешную попытку обнаружить некоторые раз-
личия в нейрогенезе у человека, шимпанзе и орангутанга. 
Клеточный состав, цитоархитектоника и транскрипцион-
ная программа в нейрогенезе ЦО человека и шимпанзе 
оказались очень похожи. Среди отличий обнаружено, что в 
апикальных предшественниках переход от прометафазы к 
метафазе митоза у человека пролонгирован по сравнению 
с человекообразными обезьянами. Известно, что у мышей 
удлинение данной фазы митоза свидетельствует о более 
высоком пролиферативном потенциале апикальных пред-
шественников (Haubensak et al., 2004). Транскриптомный 
анализ этих популяций клеток в органоидах человека и 
шимпанзе позволил выявить небольшой набор генов, кото-
рые в них высоко экспрессируются и обеспечивают увели-
чение их пролиферативного потенциала. Кроме того, доля 
нейрогенных базальных предшественников в органоидах 
человека оказалась ниже, что свидетельствует о большей 
доле активно пролиферирующих клеток (Mora­Bermúdez 
et al., 2016). По всей видимости, подобные тонкие отличия 
в различных кортикальных клетках­предшественниках и 
их пролиферативном потенциале могут иметь решающие 
последствия для эволюции неокортекса человека. 

Недостатки технологии ЦО
ЦО представляют собой уникальную платформу для мо­
делирования ранних этапов нейрогенеза человека. Одна-
ко, несмотря на очевидные достоинства, они имеют ряд 
ограничений и недостатков. Во­первых, ЦО не могут 
пол ностью воссоздать структуру эмбрионального мозга 
in vivo, т. е. сформировать отдельные районы мозга в 
правильном порядке (Lancaster et al., 2013). Прежде всего 
это связано с отсутствием нормального эмбрионального 
окружения, включая клеточные элементы и различные 
паттерны ростовых и сигнальных молекул, которые не-
обходимы для развития в полностью сформированный 
зрелый орган. Приблизиться к условиям in vivo могут 
помочь биоинженерные методы, в том числе создание 
трехмерных каркасов, направляющих и стимулирующих 
развитие конкретных областей мозга (Lancaster et al., 
2017). Реконструировать пространственный и временной 
паттерн сигналов в ЦО в перспективе можно будет при 
помощи введения миниатюрных носителей, покрытых 
соответствующими сигнальными молекулами (Kelava, 
Lancaster, 2016). 

Но, пожалуй, самой важной проблемой ЦО остается от-
сутствие васкуляризации, которая обеспечивает правиль-
ную оксигенацию и распределение питательных ве ществ в 
головном мозге. Раннее развитие неокортекса происходит 
без формирования кровеносных сосудов (Vasudevan et al., 
2008), однако более поздние стадии развития полностью 
зависимы от этого, поскольку сосудистая система обеспе­

чивает создание ниши в СВЗ для нейральных предшест­
венников (Javaherian, Kriegstein, 2009) и играет важную 
роль при дифференцировке в нейроны (Lange et al., 2016). 
Из­за отсутствия васкуляризации размеры органоидов 
ограничены по причине невозможности проникновения 
в толщу ЦО питательных веществ и кислорода. Для ими-
тации сосудистой системы перспективными подходами 
могут оказаться трансплантация мезенхимальных кле-
ток (Takebe et al., 2015) или различные микрофлюидные 
устройства (Bhatia, Ingber, 2014; Giobbe et al., 2015; Moreno 
et al., 2015). Решение проблемы васкуляризации в ЦО, 
вероятно, откроет новые возможности для моделирова-
ния не только ранних этапов нейрогенеза, но и поздних, 
включающих формирование КП и глиогенез. 
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