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Àíàëèç ñåêðåöèè íåéðîòðîôè÷åñêîãî ôàêòîðà ìîçãà â ÌÑÊ ÷åëîâåêà

Ñïîñîáíîñòü ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà (ÌÑÊ) äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â íåéðîíàëü-
íîì íàïðàâëåíèè îïðåäåëÿåò ïîòåíöèàë ýòèõ êëåòîê êàê ñóáñòðàòà çàìåñòèòåëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñðàâíèâàëè íåéðîãåííûé ïîòåíöèàë ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà
(ÌÑÊ-ÊÌ), ïîäêîæíîé æèðîâîé òêàíè (ÌÑÊ-ÆÒ) è ìåíñòðóàëüíîé êðîâè (ýÌÑÊ). Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêî-
ãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ïî òðè ëèíèè êàæäîãî òèïà ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ îò ðàçíûõ äîíîðîâ. Ïîêàçàëè,
÷òî èñõîäíûå êëåòêè ýÌÑÊ, ÌÑÊ-ÊÌ è ÌÑÊ-ÆÒ ýêñïðåññèðóþò íåéðîíàëüíûé ìàðêåð b-III-òóáóëèí ñ
÷àñòîòîé 90, 50 è 14 % ñîîòâåòñòâåííî. Êðîìå òîãî, ýÌÑÊ ñåêðåòèðóþò íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð ãî-
ëîâíîãî ìîçãà (BDNF) íà âûñîêîì, à ÌÑÊ-ÊÌ è ÌÑÊ-ÆÒ íà íèçêîì áàçàëüíîì óðîâíå. Íàïðàâëåííàÿ
äèôôåðåíöèðîâêà ÌÑÊ â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé äîáàâêè N2 è B27, 5-àçàöè-
òèäèí, ðåòèíîåâóþ êèñëîòó, IBMX è dbcAMF, ñîïðîâîæäàëàñü èçìåíåíèåì ìîðôîëîãèè êëåòîê, óñèëå-
íèåì ýêñïðåññèè b-III-òóáóëèíà è ïîÿâëåíèåì íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ GFAP, NF-H, NeuN è MAP2.
Ñåêðåöèÿ BDNF â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè çíà÷èòåëüíî óñèëèâàëàñü â ÌÑÊ-ÊÌ è óìåíüøàëàñü â
ýÌÑÊ. Îäíàêî çàâèñèìîñòè èíäóöèðîâàííîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ îò áàçàëüíî-
ãî â èçó÷åííûõ ÌÑÊ íå îáíàðóæèëè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòî÷íàÿ òåðàïèÿ, ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, íåéðîòðîôè÷åñêèå ôàê-
òîðû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÆÒ — æèðîâàÿ òêàíü, ÊÌ — êîñòíûé ìîçã, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå
ñòâîëîâûå êëåòêè, ýÌÑÊ — ýíäîìåòðèàëüíûå ÌÑÊ, ÌÑÊ-ÊÌ — ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà, ÌÑÊ-ÆÒ —
ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè, dbcAMF — äèáóòèðèë-öÀÌÔ, GFAP — ãëèàëüíûé ôèáðèëëÿðíûé êèñëûé áåëîê,
IBMX — èçîáóòèëìåòèëêñàíòèí, MAP2 — áåëîê, àññîöèèðîâàííûé ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè, NF-H — íåé-
ðîíàëüíûå ôèëàìåíòû, NeuN — íåéðîíàëüíûå ÿäðà.

Òðàíñïëàíòàöèÿ ðåãèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê äëÿ
ëå÷åíèÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé è òðàâì ïðè-
îáðåòàåò âñå áîëüøóþ àêòóàëüíîñòü. Àêòèâíûé èíòåðåñ
ïðîÿâëÿåòñÿ ê ëå÷åíèþ áîëåçíåé Ïàðêèíñîíà, Õàíòèíãòî-
íà, Àëüöãåéìåðà, à òàêæå ê ëå÷åíèþ èíñóëüòîâ, òðàâì ïî-
çâîíî÷íèêà è ãîëîâíîãî ìîçãà. Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ÷åëîâåêà (ÌÑÊ) îáëàäàþò öåëûì ðÿäîì ïðåèìó-
ùåñòâ ïåðåä äðóãèìè òèïàìè ñòâîëîâûõ êëåòîê. Âûñîêàÿ
äîñòóïíîñòü, îòíîñèòåëüíàÿ ïðîñòîòà óñòàíîâëåíèÿ èõ
ïåðâè÷íûõ êóëüòóð, çíà÷èòåëüíûé ïðîëèôåðàòèâíûé ïî-
òåíöèàë è âûñîêèé óðîâåíü ïëàñòè÷íîñòè äåëàþò ÌÑÊ
ïðèâëåêàòåëüíûì ñóáñòðàòîì êëåòî÷íîé òåðàïèè, à èçó-
÷åíèå ôóíäàìåíòàëüíûõ ñâîéñòâ ÌÑÊ âàæíî äëÿ ïîíè-
ìàíèÿ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â ïðîöåññå ïðîëèôåðàöèè è
äèôôåðåíöèðîâêè ñòâîëîâûõ êëåòîê â öåëîì.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè èñòî÷íèêàìè ÌÑÊ ÿâëÿþòñÿ
êîñòíûé ìîçã, ïîäêîæíàÿ âèñöåðàëüíàÿ æèðîâàÿ òêàíü,
òêàíü ýíäîìåòðèÿ, ïëàöåíòà, ïóïîâèííàÿ êðîâü, òêàíè

ñêåëåòíûõ ìûøö, õðÿùåé è ñóõîæèëèé, ïóëüïà çóáà è àì-
íèîòè÷åñêàÿ æèäêîñòü (Hass et al., 2011). Èñòîðè÷åñêè
íàèáîëåå èçó÷åííîé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèåé ÿâëÿþòñÿ
ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà (ÌÑÊ-ÊÌ) (Fridenstein et al., 1968),
êîòîðûå ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ íå òîëüêî â ìíî-
ãî÷èñëåííûå òèïû êëåòîê ìåçîäåðìû (Caplan 1991; Pit-
tenger et al., 1999), íî è â êëåòêè äðóãèõ çàðîäûøåâûõ ëè-
ñòêîâ, âêëþ÷àÿ íåéðîíû è ãëèàëüíûå êëåòêè (Woodbury
et al., 2000; Kim et al., 2002). Îäíàêî ñàìà ïðîöåäóðà ïóí-
êöèè êîñòíîãî ìîçãà ÿâëÿåòñÿ áîëåçíåííîé è ñâÿçàíà ñ
îïðåäåëåííûì êîëè÷åñòâîì îñëîæíåíèé. Êðîìå òîãî, ïî-
ïóëÿöèÿ ÌÑÊ-ÊÌ â ñîñòàâå êîñòíîãî ìîçãà íåìíîãî÷èñ-
ëåííà (0.01—0.001 % îò îáùåãî ÷èñëà êëåòîê). Âñå ÷àùå
àëüòåðíàòèâíûìè èñòî÷íèêàìè ÌÑÊ ñòàíîâÿòñÿ æèðîâàÿ
òêàíü (Gronthos et al., 2001; Zuk et al., 2002) è òêàíü ýíäî-
ìåòðèÿ (Cho et al., 2004; Gargett, 2006; Meng et al., 2007).
Ñóùåñòâåííûì ïðåèìóùåñòâîì ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè
(ÌÑÊ-ÆÒ) è ÌÑÊ ýíäîìåòðèÿ (ýÌÑÊ) ÿâëÿþòñÿ íå òîëü-
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êî áåçáîëåçíåííîñòü è ëåãêîñòü èõ âûäåëåíèÿ, íî è èõ îò-
íîñèòåëüíî âûñîêàÿ ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü, êîòî-
ðàÿ îïðåäåëÿåò ýôôåêòèâíîñòü ýêñïàíñèè êëåòîê in vitro
(Gronthos et al., 2001; Meng et al., 2007; Çåìåëüêî è äð.,
2011). Êàê è ÌÑÊ-ÊÌ, ïðî÷èå ïîïóëÿöèè ÌÑÊ òàêæå îá-
ëàäàþò âûñîêèì óðîâíåì ïëàñòè÷íîñòè. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ýÌÑÊ, âûäåëåííûå èç ìåíñòðóàëüíîé êðîâè, ìîãóò
áûòü äèôôåðåíöèðîâàíû â ðàçëè÷íûå òèïû êëåòîê òðåõ
çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ — ìåçîäåðìó, ýíòîäåðìó è ýêòî-
äåðìó (íåéðîíû, àñòðîöèòû è êëåòêè ýïèäåðìèñà) (Meng
et al., 2007; Ìóñèíà è äð., 2008; Patel et al., 2008; Çåìåëüêî
è äð., 2011). ÌÑÊ-ÆÒ òàêæå îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ äèô-
ôåðåíöèðîâàòüñÿ êàê â ïðåäåëàõ ìåçîäåðìû (Zuk et al.,
2002), òàê è òðàíñäèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè ýíäîòåëèÿ
(Planat-Benard et al., 2004), êàðäèîìèîöèòû (Rangappa
et al., 2003), íåéðîíû è ãëèàëüíûå êëåòêè (Safford et al.,
2002; Ëîïàòèíà è äð., 2008). Â íàøåé ïðåäûäóùåé ðàáîòå
(Çåìåëüêî è äð., 2013) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âñå âûøåóêàçàí-
íûå êóëüòóðû ÌÑÊ îáëàäàþò ìóëüòèïîòåíòíîé ïëàñòè÷-
íîñòüþ è ïðåäðàñïîëîæåííîñòüþ ê íåéðîãåíåçó, ÷òî âûðà-
æàåòñÿ â ýêcïðåññèè ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè (SSEA-4
è íåéðîíàëüíûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ íåñòèíà è b-III-òóáó-
ëèíà) â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Èñïîëüçóÿ ðàç-
ëè÷íûå ïðîòîêîëû, ìû ïîäòâåðäèëè âîçìîæíîñòü äèôôå-
ðåíöèðîâêè âñå òðåõ òèïîâ ÌÑÊ êàê â ãëèàëüíûå êëåòêè,
òàê è â çðåëûå íåéðîíû, ýêñïðåññèðóþùèå ñïåêòð ñïåöè-
ôè÷åñêèõ áèîõèìè÷åñêèõ è ãåíåòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî òðàíñ-
ïëàíòàöèÿ ðàçëè÷íûõ òèïîâ ÌÑÊ ïî ïîâîäó íåéðîäåãå-
íåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé, èíñóëüòà è òðàâì (ìîäåëèðóå-
ìûõ ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ) ìîæåò ñîïðîâîæ-
äàòüñÿ òåðàïåâòè÷åñêèì ýôôåêòîì (Ye et al., 2007; McCoy
et al., 2008; Borlongan et al., 2010). Ïîëîæèòåëüíîå âëèÿ-
íèå ïðè ëå÷åíèè ìîæåò îïðåäåëÿòüñÿ ñïîñîáíîñòüþ ÌÑÊ
ìèãðèðîâàòü ê ìåñòó ïîâðåæäåííîé òêàíè, äèôôåðåíöè-
ðîâàòüñÿ, çàìåùàÿ ïîâðåæäåííûå íåðâíûå êëåòêè (Si
et al., 2011). Îäíàêî ÷àñòü àâòîðîâ ïîëàãàþò, ÷òî òåðàïåâ-
òè÷åñêèé ýôôåêò òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ îáóñëîâëåí íå-
ïðÿìûì ìåõàíèçìîì (Scuteri et al., 2011). Óñòàíîâëåíî,
÷òî ÌÑÊ ñïîñîáíû ñèíòåçèðîâàòü è ñåêðåòèðîâàòü ñëîæ-
íûé êîêòåéëü áåëêîâûõ ìîëåêóë — òðîôè÷åñêèõ è àíòè-
àïîïòîòè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, ÷òî, âîçìîæíî, è ëåæèò â
îñíîâå ìåõàíèçìà èõ äåéñòâèÿ (Zhang et al., 2013; Paul,
Anisimov, 2013).

Â íàøåì ïðåäûäóùåì èññëåäîâàíèè (Çåìåëüêî è äð.,
2013) ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÌÑÊ ñïîñîáíû ñåêðåòèðîâàòü
íåéðîòðîôè÷åñêèå ôàêòîðû íåéðîòðîôèí 3 è 4 è íåéðîò-
ðîôè÷åñêèé ôàêòîð ãîëîâíîãî ìîçãà (BDNF). BDNF ÿâëÿ-
åòñÿ îäíèì èç ñàìûõ àêòèâíûõ íåéðîòðîôèíîâ, êîòîðûé
ïîääåðæèâàåò æèçíåñïîñîáíîñòü ñóùåñòâóþùèõ íåéðî-
íîâ è ñïîñîáñòâóåò ðîñòó è äèôôåðåíöèðîâêå íîâûõ íåé-
ðîíîâ è ñèíàïñîâ (Acheson et al., 1995; Zigova et al., 1998).
Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâèëîñü ïðîâåäåíèå ñðàâíèòåëüíî-
ãî àíàëèçà â íåñêîëüêèõ ëèíèÿõ ÌÑÊ-ÊÌ, ÌÑÊ-ÆÒ è
ýÌÑÊ áàçàëüíîãî óðîâíÿ ñèíòåçà ýòîãî ôàêòîðà, åãî èç-
ìåíåíèÿ ïðè íàïðàâëåííîé íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå äàííûõ êëåòîê, à òàêæå èññëåäîâàíèå çàâèñèìîñòè
ñèíòåçà BDNF îò äëèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Ïðîöåäóðó çàáîðà
îáðàçöîâ àñïèðàòà ÊÌ è ïîäêîæíîé ÆÒ ïðîâîäèëè â
êëèíèêå ÔÖÑÊÝ èì. Â. A. Àëìàçîâà (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã);

çàáîð îáðàçöîâ ìåíñòðóàëüíîé êðîâè ïðîèçâîäèëè â
Ìåæäóíàðîäíîì öåíòðå ðåïðîäóêòèâíîé ìåäèöèíû
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñò-
âèè ñî ñòàíäàðòàìè Õåëüñèíñêîé äåêëàðàöèè (1989). Ïåð-
âè÷íûå êóëüòóðû ÌÑÊ óñòàíàâëèâàëè ñîãëàñíî ïðîòîêî-
ëó, ïîäðîáíî îïèñàííîìó ðàíåå (Çåìåëüêî è äð., 2011).
Àäãåçèâíóþ êëåòî÷íóþ ïîïóëÿöèþ ÌÑÊ êóëüòèâèðîâà-
ëè â ñðåäå DMEM/F12 (Gibco, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 %
ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ (HyClone, ÑØÀ), 1 %
ñìåñè àíòèáèîòèêîâ (PenStrept, Gibco, ÑØÀ) è 1 % ãëóòà-
ìàêñà (Gibco, ÑØÀ). Óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÿâëÿëèñü
ñòàíäàðòíûìè: 37 °Ñ, 5 % ÑÎ2, âëàæíîñòü 85 %. Ïåðåñåâ
êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ 0.05%-íîãî ðàñòâîðà òðèï-
ñèíà è ÝÄÒÀ (Gibco, ÑØÀ) 2 ðàçà â íåäåëþ, â ñîîòíîøå-
íèè 1 : 3.

Í å é ð î í à ë ü í à ÿ ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à Ì Ñ Ê i n
v i t r o. Ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÌÑÊ-ÊÌ è ÌÑÊ-ÆÒ â ïðèñóòñòâèè 10 ìêã/ìë 5-àçàöèòè-
äèíà (Sigma, ÑØÀ) â ðîñòîâîé ñðåäå â òå÷åíèå 2 ñóò
êëåòêè ÌÑÊ âñåõ òèïîâ (ÌÑÊ-ÊÌ, ÌÑÊ-ÆÒ è ýÌÑÊ)
äèññîöèèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 0.05%-íîãî òðèïñèíà è
ÝÄÒÀ è ïåðåñåâàëè â 24-ëóíî÷íûå ïàíåëè (Costar, ÑØÀ),
ïîêðûòûå ìàòðèãåëåì (Matrigel; BD Bioscience, ÑØÀ), â
ïëîòíîñòè 150 òûñ. êëåòîê íà ëóíêó. Íà ñëåäóþùèé äåíü
ðîñòîâóþ ñðåäó ìåíÿëè íà äèôôåðåíöèðîâî÷íóþ áåññû-
âîðîòî÷íóþ ñðåäó, ñîñòîÿùóþ èç Neurobasal Medium
(Gibco), 1 % ñìåñè àíòèáèîòèêîâ, 1 % ãëóòàìàêñà, 1 % ðå-
àãåíòà B27 (B27 supplement; Gibco, ÑØÀ), 1 % ðåàãåíòà
N2 (N2 supplement; Gibco, ÑØÀ), 25 íã/ìë ðåêîìáèíàíò-
íîãî îñíîâíîãî ôàêòîðà ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà
(bFGF; BD Bioscience, ÑØÀ) è 25 íã/ìë ðåêîìáèíàíòíîãî
ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà ÷åëîâåêà (EGF; Calbio-
chem, ÑØÀ). ×åðåç 2 ñóò, íå ìåíÿÿ ñðåäó, â íåå äîáàâëÿëè
1 ìÌ äèáóòèðèë-öÀÌÔ (dbcAMF, Sigma) è 0.25 ìÌ èçî-
áóòèë-ìåòèëêñàíòèíà (IBMX; Sigma) íà 1—2 ñóò äëÿ
ÌÑÊ ÊÌ è ÆÒ; äëÿ íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè
ýÌÑÊ â ñðåäó êðîìå ïåðå÷èñëåííûõ èíäóêòîðîâ äîáàâ-
ëÿëè 1 ìêÌ ðåòèíîåâîé êèñëîòû (RA; Sigma) è èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 4 ñóò.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Ôëóîðåñ-
öåíòíîå îêðàøèâàíèå àíòèãåíîâ b-III-òóáóëèíà, ïðîìå-
æóòî÷íûõ íåéðîíàëüíûõ ôèëàìåíòîâ (NF-H), íåéðîíàëü-
íûõ ÿäåð (NeuN), ãëèàëüíîãî êèñëîãî ôèáðèëëÿðíîãî
áåëêà (GFAP) è âçàèìîäåéñòâóþùåãî ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè
áåëêà MAP2 ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêî-
ëó. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ïàðàôîð-
ìàëüäåãèäà (Sigma) è ïåðìåàáèëèçîâûâàëè 0.1%-íûì
ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 (Merk, ÑØÀ). Íåñïåöèôè÷å-
ñêîå ñâÿçûâàíèå áëîêèðîâàëè, èñïîëüçóÿ 1%-íûé ðàñòâîð
áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA; Sigma) è
5 %-íûé ðàñòâîð êîçüåé ñûâîðîòêè (Sigma) íà PBS, èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí. Èñïîëüçîâàëè ìûøèíûå ìî-
íîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ b-III-òóáóëèíà â ðàçâåäå-
íèè 1 : 1000 (Chemicon, ÑØÀ), ïðîòèâ NF-H (Abcam,
ÑØÀ), NeuN (Millipore, ÑØÀ), GFAP (Chemicon) è
MAP2 (Millipore) â ñîîòíîøåíèè 1 : 100, à òàêæå êðîëè-
÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ GFAP (1 : 100, Ab-
cam). Êëåòêè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè èíêóáèðîâàëè íå ìå-
íåå 12 ÷ (íî÷ü) ïðè 4 °Ñ. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñ-
ïîëüçîâàëè êîçüè àíòèìûøèíûå èììóíîãëîáóëèíû
Dylight 488 (1 : 400) îò êîìïàíèè Jackson Immunoresearch
(ÑØÀ), èëè êîçüè àíòèêðîëè÷üè àíòèòåëà (Alexa 568, In-
vitrogene, ÑØÀ). ßäðà îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì DAPI (Sig-
ma) â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë. Ãîòîâûå ïîêðîâíûå ñòåêëà
çàëèâàëè ñòàíäàðòíûì ðàñòâîðîì (ProLong Gold antifade
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reagent, LifeSci, ÑØÀ) è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèê-
ðîñêîïà Axiovert 200M (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) è êàìåðû
Lieca DFC 420C (Lieca, Ãåðìàíèÿ). Êëåòêè, ïîçèòèâíûå
ïî èññëåäóåìîìó ìàðêåðó, ñ÷èòàëè ïðè óâåëè÷åíèè îáú-
åêòèâà 40� ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ ýêñïîçèöèè â 5 ïî-
ëÿõ çðåíèÿ.

À í à ë è ç ó ð î â í ÿ ñ å ê ð å ö è è í å é ð î ò ð î ô è ÷ å -
ñ ê î ã î ô à ê ò î ð à ã î ë î â í î ã î ì î ç ã à (B D N F). Èììó-
íîôåðìåíòíûé àíàëèç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ÌÑÊ ïðîâî-
äèëè, èñïîëüçóÿ íàáîð ðåàãåíòîâ DuoSet ELISA Develop-
ment System for human BDNF (R&D systems, ÑØÀ).
Ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ, íà ïîä-
ãîòîâëåííûå 96-ëóíî÷íûå ïëàòû íàíîñèëè ñòàíäàðòíûé
ðåêîìáèíàíòíûé ôàêòîð BDNF ÷åëîâåêà â êà÷åñòâå ïîçè-
òèâíîãî êîíòðîëÿ è ñóïåðíàòàíò êëåòîê äî è ïîñëå äèô-
ôåðåíöèðîâêè in vitro. ×åðåç 2 ÷ èíêóáàöèè ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå äîáàâëÿëè áèîòèíèëèðîâàííûå àíòèòå-
ëà ïðîòèâ BDNF ÷åëîâåêà è âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 2 ÷
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ñâÿçàâøèõñÿ
àíòèòåë èñïîëüçîâàëè ñòðåïòàâèäèí, êîíúþãèðîâàííûé ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Cóáñòðàòîì ðåàêöèè ñëóæèë ðàñòâîð
òåòðàìåòèëáåíçèäèíà â ñìåñè ñ ïåðåêèñüþ. Íà êàæäîì
ýòàïå îáðàáîòêè ëóíêè ïðîìûâàëè 3 ðàçà 0.05%-íûì ðàñ-
òâîðîì Tween-20 íà PBS. Öâåòíóþ ðåàêöèþ ðåãèñòðèðî-
âàëè ñ ïîìîùüþ èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñ-
òâîðà ïðè äëèíå âîëíû 450 íì íà èììóíîõèìè÷åñêîì
àíàëèçàòîðå ÔËÓÎÐÎÔÎÒ (Ðîññèÿ). Âñå èçìåðåíèÿ áûëè
ïðîâåäåíû â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ðåçóëüòàòîâ ïðî-
âîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì t-êðèòåðèÿ Ñòúþäåíòà. Äàííûå
ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè è èõ îøèáêîé. Ðàç-
ëè÷èÿ ìåæäó ñðåäíèìè îöåíèâàëè ïðè 5 %-íîì óðîâíå
çíà÷èìîñòè (Ð < 0.05). Äëÿ ñðàâíåíèÿ ñóììàðíîãî íåéðî-
ãåííîãî ïîòåíöèàëà èñïîëüçîâàëè íåïàðàìåòðè÷åñêèé
ðàíãîâûé êðèòåðèé.

Ðåçóëüòàòû

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû 4 ëèíèè ÌÑÊ-ÊÌ, 3 ëè-
íèè ÌÑÊ-ÆÒ è 3 ëèíèè ýÌÑÊ (êàæäàÿ ëèíèÿ ñîîòâåòñò-
âóåò 1 äîíîðó). Íåéðîãåííûé ïîòåíöèàë ýòèõ êëåòîê èñ-

ñëåäîâàëè íà ðàííèõ ïàññàæàõ ïîñëå âûäåëåíèÿ è íà
áîëåå ïîçäíèõ (7—9-é ïàññàæ) ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè.

Â ïåðâóþ î÷åðåäü áûë èçó÷åí áàçàëüíûé óðîâåíü ýêñ-
ïðåññèè íåéðàëüíûõ ïðèçíàêîâ â ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñ-
õîæäåíèÿ. Âñå òðè òèïà ÌÑÊ ýêñïðåññèðîâàëè íåéðî-
íàëüíûé ìàðêåð b-III-òóáóëèí â ðàçíîé ñòåïåíè, ïðè÷åì
ïî ìåðå ïàññèðîâàíèÿ in vitro êëåòêè óêðóïíÿëèñü è áîëåå
èíòåíñèâíî îêðàøèâàëèñü íà b-III-òóáóëèí (ðèñ. 1 à, á).
Ñðàâíåíèå òðåõ òèïîâ ÌÑÊ ïîêàçàëî, ÷òî íà ðàííèõ ïàñ-
ñàæàõ ÷àùå âñåãî ÿðêî îêðàøåííûå íà b-III-òóáóëèí
êëåòêè âñòðå÷àþòñÿ â êóëüòóðå ÌÑÊ-ÊÌ (îò 28 äî 87 %
b-III-òóáóëèí-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ó ðàçíûõ äîíîðîâ);
â êóëüòóðå ýÌÑÊ îíè ñîñòàâëÿþò 25—39 %, à â 3 ëèíèÿõ
ÌÑÊ-ÆÒ âûÿâëåíî ëèøü 5 % ïîçèòèâíûõ ïî b-III-òóáó-
ëèíó êëåòîê. Ïî ìåðå êóëüòèâèðîâàíèÿ äî 9-ãî ïàññàæà
êîëè÷åñòâî òóáóëèí-ïîçèòèâíûõ êëåòîê âîçðàñòàëî äî
100 % ñðåäè ýÌÑÊ è äî 14 % ñðåäè ÌÑÊ-ÆÒ; ÌÑÊ-ÊÌ
íå óäàåòñÿ ïàññèðîâàòü ñâûøå 6-ãî ïàññàæà.

Ýêñïðåññèÿ ãëèàëüíîãî ìàðêåðà GFAP áûëà âûÿâëåíà
â 2 ëèíèÿõ ÌÑÊ-ÆÒ (4 è 9 % ñîîòâåòñòâåííî), à ýêñïðåñ-
ñèÿ íåéðîíàëüíîãî ìàðêåðà NF-H — â 3 ëèíèÿõ ÌÑÊ-ÆÒ
(îò 6 äî 16 %) è 2 ëèíèÿõ ÌÑÊ-ÊÌ (10 è 45 % ñîîòâåòñò-
âåííî).

Èññëåäîâàíèå áàçàëüíîãî óðîâíÿ ñåêðåöèè íåéðîòðî-
ôè÷åñêîãî ôàêòîðà BDNF ñ ïîìîùüþ èììóíîôåðìåíòíî-
ãî àíàëèçà ïîêàçàëî, ÷òî âñå 3 ëèíèè ýÌÑÊ ñåêðåòèðîâà-
ëè BDNF â êîíöåíòðàöèè îò 74 äî 196 ïã/ìë, 2 ëèíèè
ÌÑÊ-ÆÒ — â êîíöåíòðàöèè 35 ïã/ìë è 3 ëèíèè
ÌÑÊ-ÊÌ — îò 20 äî 188 ïã/ìë. Â òàáë. 1 ïðåäñòàâëåíû
äàííûå î áàçàëüíîì óðîâíå ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ
ìàðêåðîâ â 3 òèïàõ ÌÑÊ.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïîçâîëÿ-
åò ñäåëàòü äîñòîâåðíûé âûâîä î ñåêðåöèè êëåòêàìè
ýÌÑÊ íåéðîòðîôè÷åñêîãî ôàêòîðà BDNF, íàëè÷èè ìàð-
êåðà íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè b-III-òóáóëèíà âî
âñåõ òèïàõ ÌÑÊ è ìàðêåðà NF-H â ÌÑÊ-ÆÒ, à òàêæå î
âûñîêîé âàðèàáåëüíîñòè ïî ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ
ìàðêåðîâ â ÌÑÊ-ÊÌ îò ðàçíûõ äîíîðîâ.

Èíäóêöèÿ íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè â ñðåäå,
ñîäåðæàùåé äîáàâêè N2 è B27, 5-àçàöèòèäèí, ðåòèíîå-
âóþ êèñëîòó, IBMX è dbcAMF, â òå÷åíèå 7 ñóò âûçûâàëà
çàìåòíîå èçìåíåíèå ðàçìåðîâ è ìîðôîëîãèè êëåòîê

206 Â. È. Çåìåëüêî è äð.

Ðèñ. 1. Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ b-III-òóáóëèíà â èíòàêòíûõ ÌÑÊ ýíäîìåòðèÿ (ýÌÑÊ), êîñòíîãî ìîçãà (ÌÑÊ-ÊÌ) è æèðîâîé òêà-
íè (ÌÑÊ-ÆÒ).

à — ýÌÑÊ ð 3, á — ýÌÑÊ ð 9, â — ÌÑÊ-ÊÌ ð 3, ã — ÌÑÊ-ÆÒ ð 3. Îá. 40�.



(ðèñ. 2). Ðåçóëüòàòû èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâà-
íèÿ (ñ îêðàøèâàíèåì êëåòîê íà íåéðîíàëüíûå ìàðêåðû
GFAP, NF-H, NeuN è MAP2) ïîäòâåðäèëè ïîÿâëåíèå èëè
óñèëåíèå ýêñïðåññèè ïðèçíàêîâ íåéðîãåíåçà. Òàê, áûëî
âûÿâëåíî çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê,
ìàðêèðîâàííûõ ãëèàëüíûì áåëêîì öèòîñêåëåòà GFAP â
2 èç 3 ëèíèé ýÌÑÊ è âî âñåõ ëèíèÿõ ÌÑÊ-ÆÒ è
ÌÑÊ-ÊÌ. ×àñòîòà âñòðå÷àåìîñòè GFAP-ïîçèòèâíûõ êëå-
òîê âàðüèðîâàëà îò 20 äî 88 %. Íåéðîíàëüíûé ìàðêåð
ÿäðà NeuN áûë âûÿâëåí â 2 ëèíèÿõ ýÌÑÊ (100 %), â
2 ÌÑÊ-ÆÒ (22 è 100 %) è â 2 ÌÑÊ-ÊÌ (63 è 85 %). Âñå
ÌÑÊ ÆÒ è ÊÌ ýêñïðåññèðîâàëè áåëîê íåéðîôèëàìåíòîâ
NF-H ñ ÷àñòîòîé îò 45 äî 84 %; êðîìå ýòîãî, ÌÑÊ-ÆÒ ýê-

ñïðåññèðîâàëè áåëîê, àññîöèèðîâàííûé ñ ìèêðîòðóáî÷-
êàìè MAP2 (îò 25 äî 81 % ïîçèòèâíûõ êëåòîê). MAP2
áûë âûÿâëåí â 2 èç 3 äèôôåðåíöèðîâàííûõ ëèíèé ýÌÑÊ
ñ ÷àñòîòîé 53 è 72 %.

Èçìåíåíèå ñåêðåöèè BDNF â ïðîöåññå íåéðîíàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè áûëî íåîäíîçíà÷íûì. Òàê, â äâóõ ëè-
íèÿõ ýÌÑÊ îíà ñíèæàëàñü, âñå 3 ëèíèè ÌÑÊ ÆÒ ñåêðå-
òèðîâàëè BDNF íà óðîâíå, áëèçêîì ê áàçàëüíîìó, à âñå
ëèíèè ÌÑÊ ÊÌ îò ðàçíûõ äîíîðîâ óâåëè÷èëè ñåêðåöèþ
BDNF (îò 42 äî 1100 ïã/ìë). Â òàáë. 2 ïðåäñòàâëåíû äàí-
íûå î ÷àñòîòå âñòðå÷àåìîñòè ïîçèòèâíîîêðàøåííûõ êëå-
òîê íà èññëåäîâàííûå ìàðêåðû ïîñëå èíäóêöèè íåéðî-
íàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè â ÌÑÊ îò ðàçíûõ äîíîðîâ,
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Ò à á ë è ö à 1

Áàçàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ
â ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ

Ëèíèÿ Ïàññàæ b-III-òóáóëèí, % GFAP, % NF-H, % BDNF, ïã/ìë

ýÌÑÊ 5-é 32 � 4 Íåò Íåò 146 ± 16

» 9-é 91 � 9 » » 151 � 11

ÌÑÊ-ÆÒ 5-é 5 � 1 » » 32 � 1

9-é 14 � 1 5 � 2 12 � 3 37 � 1

ÌÑÊ-ÊÌ 4-é 50 � 12 Íåò 18 � 11 63 � 46

Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ íîâûõ íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ â ÌÑÊ è èçìåíåíèå èõ ìîðôîëîãèè â ïðîöåññå íàïðàâëåííîé íåéðîíàëüíîé
äèôôåðåíöèðîâêè in vitro.

Èìóíîôëóîðåñöåíöèÿ: b-III-òóáóëèíà â ÌÑÊ-ÆÒ (à) è ýÌÑÊ (á); áåëêà ïðîìåæóòî÷íûõ íåéðîôèëàìåíòîâ NF-H â ÌÑÊ-ÆÒ (â) è ÌÑÊ-ÊÌ (ã); áåëêà,
àññîöèèðîâàííîãî ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè MAP2 â ÌÑÊ-ÆÒ(ä); áåëêà íåéðîíàëüíîãî ÿäðà NeuN â ýÌÑÊ (å) è ÌÑÊ-ÊÌ (æ); ãëèàëüíîãî ôèáðèëëÿðíîãî

êèñëîãî áåëêà GFAP â ýÌÑÊ (ç) è ÌÑÊ-ÊÌ (è). Îá. 40�.



êóëüòèâèðóåìûõ ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè äî ïàññàæåé 5—9,
è î ñåêðåöèè ýòèìè êëåòêàìè BDNF.

Ñòàòèñòè÷åñêàÿ îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ ïîçâîëÿåò ñäå-
ëàòü âûâîä îá óñèëåíèè ýêñïðåññèè b-III-òóáóëèíà â õîäå
íàïðàâëåííîé íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè in vitro â
ÌÑÊ-ÆÒ è ýÌÑÊ, ãëèàëüíîãî ôèáðèëëÿðíîãî áåëêà
GFAP âî âñåõ òèïàõ ÌÑÊ, áåëêà íåéðîôèëàìåíòîâ NF-H
â ÌÑÊ-ÆÒ è ÌÑÊ-ÊÌ è áåëêà, àññîöèèðîâàííîãî ñ ìèê-
ðîòðóáî÷êàìè MAP2, â ÌÑÊ-ÆÒ è ýÌÑÊ. Êðîìå òîãî,
ìîæíî ñäåëàòü âûâîä îá óñèëåíèè ñåêðåöèè BDNF â
ÌÑÊ-ÊÌ. Ñëåäóåò îòìåòèòü âûñîêóþ âàðèàáåëüíîñòü
èíäóêöèè íåéðîíàëüíûõ ïðèçíàêîâ âíóòðè êàæäîãî òèïà
ÌÑÊ, îñîáåííî ïî ïîçäíèì ìàðêåðàì íåéðîãåíåçà NeuN
è MAP2.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíà ãèñòîãðàììà, ïîêàçûâàþùàÿ
èçìåíåíèå ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ áåëêîâ â êóëüòóðàõ
ÌÑÊ â îòâåò íà èíäóêöèþ íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè. Ïðåäñòàâëåííûå äàííûå îòðàæàþò óâåëè÷åíèå êî-
ëè÷åñòâà ïîçèòèâíî îêðàøåííûõ êëåòîê ïî âñåì èçó÷åí-
íûì ìàðêåðàì âî âñåõ òèïàõ ÌÑÊ è óñèëåíèå ñåêðåöèè
íåéðîòðîôèíà BDNF â êóëüòóðå ÌÑÊ-ÊÌ îòíîñèòåëüíî
áàçàëüíîãî óðîâíÿ. Çàâèñèìîñòè ýêñïðåññèè íåéðîíàëü-
íûõ ìàðêåðîâ â ÌÑÊ, ïîäâåðãíóòûõ äèôôåðåíöèðîâêå in

vitro, îò áàçàëüíîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè b-III-òóáóëèíà â
èñõîäíûõ êëåòêàõ íå âûÿâèëè. Ñóììàðíî ïî âñåì èçó÷åí-
íûì ìàðêåðàì ÌÑÊ-ÆÒ ïðîÿâèëè áîëåå âûñîêèé íåéðî-
ãåííûé ïîòåíöèàë, õîòÿ áàçàëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè
b-III-òóáóëèíà â êëåòêàõ ýÌÑÊ áûë âûøå. Ñåêðåöèÿ
BDNF óñèëèëàñü òîëüêî â ÌÑÊ-ÊÌ, õîòÿ â èñõîäíûõ
êëåòêàõ åãî óðîâåíü áûë ìåíüøå, ÷åì â ýÌÑÊ è
ÌÑÊ-ÆÒ.

Îáñóæäåíèå

Íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷åñòâî èññëåäîâàíèé ïî
èçó÷åíèþ ïëàñòè÷íîñòè ÌÑÊ in vitro è óæå íà÷àâøååñÿ
(â ôîðìàòå êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé) ïðèìåíåíèå ÌÑÊ
äëÿ ëå÷åíèÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé (Ye et al.,
2007; McCoy et al., 2008; Borlongan et al., 2010), ìíîãèå
âîïðîñû, îòíîñÿùèåñÿ ê áèîëîãèè ÌÑÊ, îñòàþòñÿ íåðå-
øåííûìè. Äî ñèõ ïîð íåÿñíî, âëèÿåò ëè áàçàëüíûé óðî-
âåíü ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ íà ïëàñòè÷íîñòü
ÌÑÊ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñðàâíèâàëè ñòåïåíü ïëàñòè÷-
íîñòè ÌÑÊ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Êðîìå òîãî, îöå-
íèâàëè âàðèàáåëüíîñòü íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ âíóòðè
êàæäîãî òèïà ÌÑÊ â êëåòêàõ ëèíèé, ïîëó÷åííûõ îò ðàç-
íûõ äîíîðîâ, â çàâèñèìîñòè îò âðåìåíè êóëüòèâèðîâà-
íèÿ, ôàêòà êðèîêîíñåðâàöèè è áàçàëüíîãî óðîâíÿ ýêñï-
ðåññèè íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ.

Ðàíåå ìû ðàçðàáîòàëè ïðîòîêîë íåéðîíàëüíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè, ïîçâîëÿþùèé ñòàáèëüíî ïîëó÷àòü in vit-
ro êëåòêè ñ íåéðîíàëüíîé è ãëèàëüíîé ìîðôîëîãèåé,
ýêñïðåññèðóþùèå íåéðîíàëüíûå è ãëèàëüíûå ìàðêåðû
èç ÌÑÊ-ÊÌ, ÌÑÊ-ÆÒ è ýíäîìåòðèÿ (Çåìåëüêî è äð.,
2013).

Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ â
ïîëó÷åííûõ êóëüòóðàõ ÌÑÊ âûÿâèëî, ÷òî èíòàêòíûå (íå-
îáðàáîòàííûå) ýÌÑÊ è ÌÑÊ-ÊÌ ýêñïðåññèðóþò áåëîê
ìèêðîòðóáî÷åê b-III-òóáóëèí, õàðàêòåðíûé äëÿ öèòîñêå-
ëåòà íåéðîíîâ, à ÌÑÊ-ÆÒ ñ áîëüøåé ÷àñòîòîé ýêñïðåñ-
ñèðóþò ãëèàëüíûé ôèáðèëëÿðíûé áåëîê è áåëîê íåéðî-
ôèëàìåíòîâ. Êðîìå ýòîãî, ýÌÑÊ îò ðàçíûõ äîíîðîâ ñåê-
ðåòèðóþò íåéðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð BDNF íà âûñîêîì
áàçàëüíîì óðîâíå. Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòà-
ìè ðàáîò äðóãèõ àâòîðîâ, ïîäòâåðæäàþùèõ ýêñïðåññèþ
ìíîãèõ íåéðîíàëüíûõ ãåíîâ è áåëêîâ â íåäèôôåðåíöèðî-
âàííûõ ÌÑÊ ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Tondreau et al.,
2004; Blondheim et al., 2006; Deng et al., 2006). Íàìè âïåð-
âûå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýÌÑÊ ñåêðåòèðóþò íåéðîòðîôèí
BDNF íà âûñîêîì óðîâíå. Íàïðàâëåííàÿ äèôôåðåíöè-
ðîâêà ÌÑÊ in vitro âûçâàëà óñèëåíèå ýêñïðåññèè èìåþ-
ùèõñÿ íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ è ïîÿâëåíèå íîâûõ, áîëåå
ïîçäíèõ ìàðêåðîâ MAP2 è NeuN. Ñðàâíèâàÿ ìåæäó ñî-
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Èíäóöèðîâàííûé óðîâåíü ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ â ÌÑÊ
ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ

Ëèíèÿ b-III-òóáóëèí, % GFAP, % NeuN, % NF-H, % MAP2, % BDNF, ïã/ìë

ýÌÑÊ 75 � 4 40 � 13 67 ÍÎ 42 � 21 77 � 43

ÌÑÊ-ÆÒ 92 � 5 61 � 13 41 75 � 4 46 � 17 37 � 2

ÌÑÊ-ÊÌ 61 � 13 68 � 9 37 61 � 7 ÍÎ 492 � 164

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Íåéðîíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó èíäóöèðîâàëè c ïîìîùüþ 5-àçàöèòèäèíà,
ðåòèíîåâîé êèñëîòû, N2, B27, dFGF, EGF, IBMX è dbcAMF â òå÷åíèå 7 ñóò (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è
ìåòîäèêà»); ÍÎ — íå îïðåäåëÿëè.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ â õîäå
íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè in vitro ýÌÑÊ (÷åðíûå ñòîëá-
öû), ÌÑÊ-ÆÒ (ñåðûå ñòîëáöû) è ÌÑÊ-ÊÌ (áåëûå ñòîëáöû).

Ïî îñè îðäèíàò — äîëÿ êëåòîê (%), â êîòîðûõ ýêñïðåññèÿ íåéðîíàëüíûõ
ìàðêåðîâ ïðåâûøàåò áàçàëüíûé óðîâåíü (íóëåâàÿ ëèíèÿ). Tub — b-III-òó-

áóëèí.



áîé ðàçíûå òèïû ÌÑÊ, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ÌÑÊ-ÊÌ ñ
áîëüøåé ÷àñòîòîé äèôôåðåíöèðóþòñÿ â êëåòêè ãëèàëüíî-
ãî òèïà (GFAP — ìàðêåð çðåëûõ àñòðîöèòîâ), ýÌÑÊ —
â êëåòêè íåéðîíàëüíîãî òèïà, à ÌÑÊ-ÆÒ — â êëåòêè
è ãëèàëüíîãî, è íåéðîíàëüíîãî òèïîâ. Ñåêðåöèÿ BDNF
óñèëèâàëàñü òîëüêî â ÌÑÊ-ÊÌ (â 3 èç 4 ëèíèé). Îäíàêî
âîçìîæíî, ÷òî òàêèå ðåçóëüòàòû ñïåöèôè÷íû äëÿ èñïîëü-
çîâàííîãî íàìè ïðîòîêîëà íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè, òàê êàê ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ-ÊÌ ìîãóò äèôôåðåí-
öèðîâàòüñÿ in vitro â ãëèàëüíûå èëè íåéðîíàëüíûå êëåòêè
â çàâèñèìîñòè îò èíäóêòîðà (Hermann et al., 2006). Ìû
ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç íåéðîãåííîãî ïîòåíöèàëà
ÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì áëèçêèõ
ïðîòîêîëîâ äèôôåðåíöèðîâêè. Ïî íàøèì äàííûì,
ÌÑÊ-ÆÒ ïðîÿâèëè áîëåå âûñîêèé íåéðîãåííûé ïîòåí-
öèàë in vitro, òàê êàê îíè ïîä äåéñòâèåì èíäóêòîðîâ íåé-
ðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè ýêñïðåññèðîâàëè øèðîêèé
íàáîð íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ.

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè íà æèâîòíûõ ìîäåëÿõ ïðîâå-
äåíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî óñïåøíûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî
ëå÷åíèþ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé ñ èñïîëüçî-
âàíèåì òðàíñïëàíòàöèè êàê íàòèâíûõ, òàê è íåéðàëü-
íî-èíäóöèðîâàííûõ ÌÑÊ-ÊÌ, ÌÑÊ-ÆÒ è ýÌÑÊ. Óëó÷-
øåíèå ìîòîðíîé ôóíêöèè, ïðîòåêòèâíîå è ðåãåíåðà-
òèâíîå äåéñòâèå íàáëþäàëè ïðè ëå÷åíèè áîëåçíåé
Ïàðêèíñîíà (Pavon-Fuentes et al., 2004; McCoy et al.,
2008; Blandini et al., 2010; Wolff et al., 2011; Park et al.,
2012) è Õàíòèíãòîíà (Molero et al., 2009; Olson et al.,
2012; Sadan et al., 2012), à òàêæå ïðè ëå÷åíèè èíñóëüòà
(Kang et al., 2003; Kurozumi et al., 2005; Borlongan et al.,
2010; Wakabayashi et al., 2010) è ïîâðåæäåíèé ñïèíîãî
ìîçãà (Sasaki et al., 2009). Òåì íå ìåíåå îñòàåòñÿ îòêðû-
òûì âîïðîñ î ðîëè ÌÑÊ â ïðîöåññå ðåãåíåðàöèè. Îáøèð-
íûé ýêñïåðèìåíòàëüíûé ìàòåðèàë ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî ÌÑÊ ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ýòîì ïðîöåññå áëàãîäàðÿ
ïàðàêðèííîìó ýôôåêòó. Ñåêðåöèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, â
îñîáåííîñòè BDNF è GDNF, îêàçûâàåò íåéðîòðîôè÷å-
ñêèé è àíòèàïîïòîòè÷åñêèé ýôôåêòû íà äîôàìèíåðãè÷å-
ñêèå íåéðîíû (Sauer et al., 1993; Kearns, Gash, 1995; Gla-
vaski-Joksimovic et al., 2010). Áëàíäèíè è ñîàâòîðû (Blan-
dini et al., 2010) ïðåäïîëàãàþò, ÷òî â ýòîì ñëó÷àå
âîçìîæíà äèôôåðåíöèðîâêà ÌÑÊ â ãëèàëüíûå êëåòêè in
vivo, ÷òî åùå áîëåå óñèëèâàåò ñåêðåöèþ GDNF. Ïðè
òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ äëÿ ëå÷åíèÿ èíñóëüòîâ è òðàâì
ìîçãà óëó÷øàëàñü âûæèâàåìîñòü íåéðîíîâ ðåöèïèåíòà íà
ôîíå óìåíüøåíèÿ óðîâíÿ àïîïòîòè÷åñêèõ ìàðêåðîâ (Li
et al., 2002; Kim et al., 2010). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ-ÆÒ
÷åðåç ñåêðåöèþ BDNF ñïîñîáñòâîâàëè âîññòàíîâëåíèþ
íåðâíûõ îêîí÷àíèé è ðîñòó àêñîíîâ ó íåéðîíîâ ïåðèôå-
ðè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìû (Lopatina et al., 2011). Êðîìå
ýòîãî, ïîêàçàíî, ÷òî BDNF íàðÿäó ñ äðóãèìè ðîñòîâûìè
ôàêòîðàìè, òàêèìè êàê NGF, îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà ôèá-
ðîáëàñòîâ (bFGF) è ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà (EGF)
ñòèìóëèðóþò íåéðîíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó â èññëå-
äóåìûõ íàìè ÌÑÊ (Ëîïàòèíà et al., 2008; Anghileri et al.,
2008; Brohlin et al., 2012; Noureddini et al., 2012; Çåìåëüêî
et al., 2013).

Íàøè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî óðîâåíü ñåêðåöèè
íåéðîòðîôèíà BDNF êóëüòóðàìè ÌÑÊ ðàçëè÷åí. Íàèáî-
ëåå ñòàáèëåí îí â ýÌÑÊ, òàê êàê 3 ëèíèè îò ðàçíûõ äîíî-
ðîâ â òå÷åíèå 9 ïàññàæåé ñåêðåòèðîâàëè BDNF íà âûñî-
êîì óðîâíå. Îäíàêî íåéðîíàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà in
vitro â äàííûõ óñëîâèÿõ íå âûçûâàëà óñèëåíèÿ ñåêðåöèè.
Òàêèì îáðàçîì, ýÌÑÊ ìîãóò ïîñëóæèòü óäà÷íîé ìî-
äåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ íà ñèí-

òåç BDNF êàê in vitro, òàê è in vivo ïðè òðàíñïëàíòàöèè.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ âàðèàáåëüíîñòü
ïî ýòîìó ïðèçíàêó, ëèíèè ÌÑÊ-ÊÌ óñèëèâàëè ñåêðåöèþ
íåéðîòðîôèíà ïîñëå íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè,
÷òî ãîâîðèò î âûñîêîé ïëàñòè÷íîñòè ÌÑÊ-ÊÌ è ñîãëàñó-
åòñÿ ñ ðàáîòàìè äðóãèõ àâòîðîâ (Brohlin et al., 2012). Ñëå-
äóåò îòìåòèòü, ÷òî áàçàëüíûé óðîâåíü ñåêðåöèè BDNF â
ÌÑÊ-ÊÌ íåâûñîê, ïîýòîìó ïðèìåíåíèå ÌÑÊ-ÊÌ äëÿ
òðàíñïëàíòàöèè íåîáõîäèìî ïðîâîäèòü ñ ïðåäâàðèòåëü-
íîé èíäóêöèåé êëåòîê â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëåíèè. Ýòî
ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ïðè òðàíñ-
ïëàíòàöèè ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ ÌÑÊ æèâîò-
íûì, ìîäåëèðóþùèì áîëåçíü Ïàðêèíñîíà (Wu et al.,
2010; Moloney et al., 2010). Ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàí-
íûå ÌÑÊ ñ óñèëåííîé ñåêðåöèåé BDNF è GDNF óëó÷øà-
ëè ðåçóëüòàòû ïîâåäåí÷åñêèõ òåñòîâ ó êðûñ ñ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîâûçâàííûì èíñóëüòîì è çíà÷èòåëüíî óìåíüøà-
ëè îáëàñòü èøåìè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ
èíòàêòíûìè ÌÑÊ-ÊÌ (Kurozumi et al., 2005).

Òàêèì îáðàçîì, íàøè äàííûå, êàê è áîëüøèíñòâî
äðóãèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, óêàçûâàþò íà âîç-
ìîæíûé ïàðàêðèííûé ìåõàíèçì òåðàïåâòè÷åñêîãî ýô-
ôåêòà ÌÑÊ ïðè ëå÷åíèè ïîâðåæäåíèé íåðâíîé òêàíè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìè-
íèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ è ñîöèàëüíîãî ðàçâèòèÿ ÐÔ
(Ãîñêîíòðàêò ¹ Ê-32-ÍÈÐ/111-3) â ðàìêàõ ïðîãðàììû
Ñîþçíîãî ãîñóäàðñòâà «Ñòâîëîâûå êëåòêè».
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The ability of mesenchymal stem cells (MSCs) to differentiate into neuronal lineage determines the poten-
tial of these cells as a substrate for a cell replacement therapy. In this paper we compare the neurogenic potenti-
al of MSCs isolated from bone marrow (BMSC), subcutaneous adipose tissue (AD MSC) and menstrual blood
(eMSC). It was found that the native eMCSs, BMSCs and AD MSCs express neuronal marker b-III-tubulin
with a frequency of 90, 50 and 14 %, respectively. We also showned that eMSCs have a high endogenous level
of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), whereas the BMSCs and the AD MSCs are characterized by low
basal BDNF levels. As induction of neuronal differentiation in the studied MSCs using differentiation medium
containing B27 and N2 supplements, 5-azacytidine, retinoic acid, IBMX and dbcAMF caused changes in the
cells morphology, the increased expression of b-III-tubulin, and the appearance of neuronal markers GFAP,
NF-H, NeuN and MAP2. BDNF secretion during differentiation was significantly enhanced in the BMSCs and
decreased in the eMSCs cultures. However, no correlation between the basal and induced levels of the neuronal
markers expression and BDNF secretion in the studied MSCs has been established.

K e y w o r d s: cell therapy, mesenchymal stem cells, neurotrophic factors.
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