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Å. Ä. Õèëàæåâà è äð.
Ïîëó÷åíèå òðåõêëåòî÷íîé ìîäåëè íåéðîâàñêóëÿðíîé åäèíèöû in vitro

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî ñïîñîáîâ ìîäåëèðîâàíèÿ ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêîãî áàðüå-
ðà è íåéðîâàñêóëÿðíîé åäèíèöû in vitro. Âñå ïðåäëîæåííûå ìîäåëè èìåþò ñâîè íåäîñòàòêè è ïðåèìó-
ùåñòâà, ñâÿçàííûå ñ îñîáåííîñòÿìè ïîëó÷åíèÿ è èñïîëüçîâàíèÿ. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà èññëåäî-
âàíèþ âîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ òðåõêëåòî÷íîé ìîäåëè íåéðîâàñêóëÿðíîé åäèíèöû (ÍÂÅ) in vitro íà
îñíîâå ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê, âûäåëåííûõ èç ãîëîâíîãî ìîçãà ýìáðèîíîâ êðûñ. Èç ïîëó÷åííûõ ïðîãå-
íèòîðíûõ êëåòîê êóëüòèâèðîâàëè íåéðîñôåðû ñ ïîñëåäóþùåé äèôôåðåíöèðîâêîé â àñòðîöèòû è íåéðî-
íû. Òàêæå èç ýìáðèîíàëüíûõ êëåòîê ãîëîâíîãî ìîçãà âûäåëÿëè ýíäîòåëèîöèòû. Íåïîñðåäñòâåííîé åäè-
íèöåé íàáëþäåíèÿ áûëè êëåòî÷íûå ñîêóëüòóðû â ÷àøêàõ Ïåòðè. Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ïðîãåíèòîðíûõ
êëåòîê îáðàçîâàíèå ìîíîñëîÿ àñòðîöèòîâ ïðîèñõîäèò ÷åðåç 7—9 ñóò, íåéðîíîâ — ÷åðåç 10—14 ñóò, ýí-
äîòåëèîöèòîâ — ÷åðåç 7 ñóò. Ðàçðàáîòàííûé ïðîòîêîë îäíîâðåìåííîãî âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ
âñåõ òèïîâ êëåòîê ïîçâîëÿåò ñîêðàòèòü ñðîêè ïîëó÷åíèÿ òðåõêëåòî÷íîé ìîäåëè ÍÂÅ in vitro è óìåíü-
øèòü êîëè÷åñòâî èñïîëüçóåìûõ æèâîòíûõ, à òàêæå ðàñõîäíûõ ìàòåðèàëîâ è ðåàêòèâîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: íåéðîâàñêóëÿðíàÿ åäèíèöà, ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð, ìîäåëü in vitro,
ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè, ñîêóëüòèâèðîâàíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÝÁ — ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð, ÍÂÅ — íåéðîâàñêóëÿðíàÿ
åäèíèöà, ÖÍÑ — öåíòðàëüíàÿ íåðâíàÿ ñèñòåìà, Cx 43 — Êîííåêñèí 43, GFAP — ãëèàëüíûé ôèáðèëëÿð-
íûé êèñëûé ïðîòåèí, NSE — íåéðîí-ñïåöèôè÷åñêàÿ åíîëàçà.

Ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð (ÃÝÁ) îñóùåñòâëÿåò
àêòèâíîå âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó êðîâîòîêîì è öåíòðàëü-
íîé íåðâíîé ñèñòåìîé (ÖÍÑ), íå òîëüêî îãðàíè÷èâàÿ
òðàíñïîðò â ìîçã ïîòåíöèàëüíî îïàñíûõ âåùåñòâ, íî è ðå-
ãóëèðóÿ åãî æèçíåäåÿòåëüíîñòü, ïèòàíèå è âûâåäåíèå
ïðîäóêòîâ ìåòàáîëèçìà. Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ôóíêöèî-
íèðîâàíèÿ ÃÝÁ — îäíà èç êëþ÷åâûõ çàäà÷, ðåøåíèå
êîòîðîé èìååò íå òîëüêî ôóíäàìåíòàëüíîå, íî è ïðè-
êëàäíîå çíà÷åíèå. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè ðàçëè÷íûõ âèäàõ ïà-
òîëîãèè ÖÍÑ èìååò ìåñòî íàðóøåíèå ïðîíèöàåìîñòè
ÃÝÁ, ïðè÷åì ýòè èçìåíåíèÿ íîñÿò èçáèðàòåëüíûé õàðàê-
òåð è çà÷àñòóþ ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé íåýôôåêòèâíîñòè
òåðàïåâòè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ (Begley, 2004). Òàêèì îá-
ðàçîì, â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïîòåíöèàëü-
íûõ íåéðî- è ïñèõîòðîïíûõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ
íåîáõîäèìà àäåêâàòíàÿ è âîñïðîèçâîäèìàÿ ìîäåëü ÃÝÁ
in vitro.

Ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîé îñíîâîé ÃÝÁ ÿâëÿåòñÿ
íåéðîâàñêóëÿðíàÿ åäèíèöà (ÍÂÅ). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ
ñðåäè ìîäåëåé ÃÝÁ in vitro ïî îñîáåííîñòÿì êóëüòèâèðî-
âàíèÿ âûäåëÿþò ìîíîêëåòî÷íûå (êóëüòèâèðîâàíèå îäíî-
ãî òèïà êëåòîê, ÷àùå ýíäîòåëèîöèòîâ) è ìóëüòèêëåòî÷-
íûå (ñîêóëüòèâèðîâàíèå äâóõ è áîëåå òèïîâ êëåòîê —

àñòðîöèòîâ, íåéðîíîâ, ýíäîòåëèîöèòîâ è ïåðèöèòîâ) ìî-
äåëè.

Â çàâèñèìîñòè îò ïðîèñõîæäåíèÿ êëåòîê, âõîäÿùèõ â
ñîñòàâ ìîäåëåé ÃÝÁ, âûäåëÿþò ìîäåëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
êëåòîê íåìîçãîâîãî (Wilhelm et al., 2011) è ìîçãîâîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ (Bernas et al., 2010), à òàêæå êîìáèíèðî-
âàííûå ìîäåëè (Cohen-KashiMalina et al., 2009). Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ â àðñåíàëå ó÷åíûõ èìååòñÿ äîñòàòî÷íûé âûáîð
ñïîñîáîâ ìîäåëèðîâàíèÿ ÃÝÁ è ÍÂÅ in vitro â çàâèñèìî-
ñòè îò ïîñòàâëåííûõ öåëåé è çàäà÷. Âñå ñóùåñòâóþùèå
ìîäåëè èìåþò ñâîè íåäîñòàòêè, îãðàíè÷åíèÿ è ïðåèìó-
ùåñòâà (Ìîðãóí è äð., 2012).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî ïîëó÷åíèå ìîäåëè
ÍÂÅ in vitro íà îñíîâå ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê, âûäåëåí-
íûõ èç ãîëîâíîãî ìîçãà ýìáðèîíîâ êðûñ. Çàäà÷è èññëåäî-
âàíèÿ: âûäåëåíèå ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê íåéðîãëèàëüíî-
ãî ïðîèñõîæäåíèÿ è ýíäîòåëèîöèòîâ èç ãîëîâíîãî ìîçãà
ýìáðèîíîâ êðûñ, ôîðìèðîâàíèå íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ
êëåòîê òðåõêëåòî÷íîé ìîäåëè ÍÂÅ in vitro, à òàêæå îöåí-
êà âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ïîëó÷åííîé ìîäåëè äëÿ
èçó÷åíèÿ îñîáåííîñòåé ìåæêëåòî÷íîãî âçàèìîäåéñòâèÿ è
ýíåðãåòè÷åñêîãî ñîïðÿæåíèÿ â (ïàòî)ôèçèîëîãè÷åñêèõ
óñëîâèÿõ.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ì à ò å ð è à ë î ì äëÿ ñîçäàíèÿ ìîäåëè ÍÂÅ ñëóæèë
ãîëîâíîé ìîçã 14—16-ñóòî÷íûõ ýìáðèîíîâ êðûñ ëèíèè
Wistar, èç êîòîðîãî âûäåëÿëè ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè. Èç
ïîëó÷åííûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê êóëüòèâèðîâàëè íåé-
ðîñôåðû ñ ïîñëåäóþùåé äèôôåðåíöèðîâêîé â àñòðîöèòû
è íåéðîíû (Ìîðãóí è äð., 2013). Ýíäîòåëèîöèòû âûäåëÿ-
ëè ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ïðîòîêîëó (Kumar, Vasude-
van, 2014). Ìàíèïóëÿöèè ñ êëåòêàìè äî èõ ïîñåâà â êóëü-
òóðàëüíóþ ñðåäó ïðîâîäèëè íà ëüäó. Íåïîñðåäñòâåííîé
åäèíèöåé íàáëþäåíèÿ áûëè êëåòî÷íûå ñîêóëüòóðû â
÷àøêàõ Ïåòðè.

Â û ä å ë å í è å è ä è ô ô å ð å í ö è ð î â ê à ï ð î ã å í è -
ò î ð í û õ ê ë å ò î ê â à ñ ò ð î ö è ò û è í å é ð î í û. Ýâòà-
íàçèþ áåðåìåííûõ ñàìîê ïðîâîäèëè ïåðåäîçèðîâêîé àíå-
ñòåòèêà è ïðîèçâîäèëè çàáîð ýìáðèîíîâ (Guide for the
care and use of laboratory animals, 2011). Ãîëîâíîé ìîçã èç-
âëåêàëè, ïîìåùàëè â 2%-íûé ðàñòâîð ãëþêîçû â PBS, îò-
äåëÿëè êîðó áîëüøèõ ïîëóøàðèé è ïåðåíîñèëè â êîíè÷å-
ñêóþ ïðîáèðêó, ñîäåðæàùóþ 2%-íûé ðàñòâîð ãëþêîçû â
PBS. Ïîñëå îñàæäåíèÿ ïîä äåéñòâèåì ñèëû òÿæåñòè êó-
ñî÷êîâ òêàíè óäàëÿëè ñóïåðíàòàíò è ïðîâîäèëè ðåñóñïåí-
äèðîâàíèå â 1 ìë ñðåäû NeuroCult NS-A Proliferation
(StemCell, ÑØÀ) ïóòåì òðèòóðàöèè òêàíè äî ïîëó÷åíèÿ
îäíîðîäíîé ñóñïåíçèè êëåòîê ñ ïîñëåäóþùèì äîáàâëå-
íèåì åùå 1 ìë òîé æå ñðåäû.

Ïîñëå îñàæäåíèÿ íåðàçäåëåííûõ êóñî÷êîâ òêàíè îòî-
áðàííûé ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â ñòåðèëüíûå ïðîáèðêè
è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 150 g â òå÷åíèå 5 ìèí ñ ïîñëåäó-
þùèì óäàëåíèåì ñóïåðíàòàíòà è ïîâòîðíîé òðèòóðàöèåé
îñàäêà â 1 ìë ñðåäû NeuroCult NS-A Proliferation. Ïîä-
ñ÷åò êëåòîê îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ öèòîìåòðà Scepter
CellCounter (Millipore, ÑØÀ).

Ïîëó÷åííûå ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè â êîëè÷åñòâå
1.4�106 êë./ìë çàñåâàëè â êóëüòóðàëüíûå ôëàêîíû
T-25 ñì2 (Corning, ÑØÀ) ñ 10 ìë ñðåäû NeuroCult NS-A
Proliferation. Êóëüòèâèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëè â óñëîâèÿõ
CO2-èíêóáàòîðà â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °C. ×åðåç
24—48 ÷ íàáëþäàëè îáðàçîâàíèå íåéðîñôåð. Æèçíåñïî-
ñîáíûå íåéðîñôåðû íà ôàçîâîì êîíòðàñòå âûãëÿäÿò ïî-
ëóïðîçðà÷íûìè ñôåðîèäàìè, ñîñòîÿùèìè èç ìíîæåñòâà
êëåòîê, íåñóùèõ íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ìèêðîøèïû
(ðèñ. 1). Íà 7-å ñóò äèàìåòð íåéðîñôåð ñîñòàâëÿåò îêîëî
100—120 ìêì.

Â äàëüíåéøåì ïðîâîäèëè íàïðàâëåííóþ äèôôåðåí-
öèðîâêó íåéðîñôåð â àñòðîöèòû â ñðåäå Astrocyte Medi-
um (ScienCell, ÑØÀ) è â íåéðîíû â ñðåäå Neuronal Medi-
um (ScienCell, ÑØÀ).

Â û ä å ë å í è å è ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ý í ä î ò å ë è -
î ö è ò î â. Ýíäîòåëèîöèòû âûäåëÿëè ïî ìîäèôèöèðîâàí-
íîìó ïðîòîêîëó (Kumar, Vasudevan, 2014). Ïîñëå îòäåëå-
íèÿ êîðû áîëüøèõ ïîëóøàðèé äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ íåé-
ðîíîâ è àñòðîöèòîâ èçîëèðîâàëè ïåðåäíèé ìîçã, êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ èñòî÷íèêîì íå òîëüêî ïðîãåíèòîðíûõ è ñòâîëî-
âûõ àñòðîãëèàëüíûõ êëåòîê, íî è ýíäîòåëèîöèòîâ (Plane
et al., 2010). Âûäåëåííóþ òêàíü ïîìåùàëè â ïðîáèðêó ñ
õîëîäíûì 2%-íûì ðàñòâîðîì ãëþêîçû â PBS ñ ïîñëåäó-
þùèìè äèññîöèàöèåé òêàíè äî ãîìîãåííîãî ñîñòîÿíèÿ è
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 800 g â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè
20 °C. Ïîëó÷åííûé îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå
êîëëàãåíàçû è äèñïàçû (1 ìã/ìë) â DMEM, èíêóáèðîâàëè
2 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ïîâòîðíî öåíòðèôó-
ãèðîâàëè ïðè 800 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Ê ïîëó÷åííîìó îñàä-
êó äîáàâëÿëè DMEM ñ DNÀse I (0.001 ìã/ìë) è öåíòðèôó-

ãèðîâàëè ïðè 800 g â òå÷åíèå 5 ìèí, ïîñëå ÷åãî îòìûâàëè
â DMEM ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 300 g
â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïîëó÷åííûå êëåòêè ðåñóñïåíäèðîâàëè
â ñðåäå ECCM (ScienCell, ÑØÀ), çàñåâàëè â êîëè÷åñòâå
1.7�107 êë./ìë â 35-ìèëëèìåòðîâóþ êóëüòóðàëüíóþ ÷àø-
êó ñ àäãåçèâíûì ïîêðûòèåì è êóëüòèâèðîâàëè â èíêóáà-
òîðå ïðè 37 °C ñ 5 % CO2. Çàìåíó ñðåäû ïðîèçâîäèëè
êàæäûå 2 ñóò. ×åðåç 7 ñóò íàáëþäàëè îáðàçîâàíèå ìîíî-
ñëîÿ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê.

Ñ ó á ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å è ô î ð ì è ð î â à í è å
ò ð å õ ê ë å ò î ÷ í î é ì î ä å ë è. Ïîñëå äèôôåðåíöèðîâêè
ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê â àñòðîöèòû è íåéðîíû ïðîâîäèëè
ïàññàæ êëåòîê ñ ïîñëåäóþùèì ôîðìèðîâàíèåì äâóõêîì-
ïîíåíòíîé ñîêóëüòóðû íåéðîíîâ è àñòðîöèòîâ. Ñìåñü
àñòðîöèòîâ è íåéðîíîâ êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM,
ñîäåðæàùåé 10 % FBS, ãåïàðèí (10 íã/ìë), bFGF
(0.5 íã/ìë), EGF (20 ïã/ìë) è ðàñòâîð àíòèáèîòèêà-àíòè-
ìèêîòèêà (ïåíèöèëëèíà 1 åä./ìë, ñòðåïòîìèöèíà 1 ìêã/ìë
è àìôîòåðèöèíà Á 2.5 íã/ìë). Ïîñëå äîñòèæåíèÿ äàí-
íîé ñîêóëüòóðîé êîíôëþýíòíîñòè 90 % ïðîâîäèëè íà-
ñëîåíèå ýíäîòåëèîöèòîâ. Äàëåå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
âûøåóêàçàííîé ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì 10 % ECGS â
CO2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °C. Çàìåíó ñðåäû ïðîèçâîäèëè
êàæäûå 2 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. Äëÿ èäåí-
òèôèêàöèè òèïà êëåòîê ÍÂÅ îïðåäåëÿëè ñëåäóþùèå ìàð-
êåðû: íåéðîí-ñïåöèôè÷åñêóþ åíîëàçó (NSE), ãëèàëüíûé
ôèáðèëëÿðíûé êèñëûé ïðîòåèí (GFAP), ñïåöèôè÷íûé
äëÿ àñòðîöèòîâ, è ôàêòîð Âèëëåáðàíäà (vWf), ñïåöèôè÷-
íûé äëÿ ýíäîòåëèîöèòîâ. Äëÿ îöåíêè ôîðìèðîâàíèÿ ôóí-
êöèîíàëüíûõ ñâÿçåé ìåæäó êëåòêàìè ÃÝÁ ðåãèñòðèðîâà-
ëè íàëè÷èå áåëêà ïëîòíûõ êîíòàêòîâ ZO-1 è îñíîâíîãî
ñòðóêòóðíîãî êîìïîíåíòà ùåëåâûõ êîíòàêòîâ — Êîííåê-
ñèíà 43 (Cx 43).

×èñëî êëåòîê ñ áåëêàìè-ìàðêåðàìè îöåíèâàëè äâîé-
íûì íåïðÿìûì ìåòîäîì èììóíîôåðìåíòíîãî îêðàøèâà-
íèÿ ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïåðâè÷íûõ àíòèòåë ê Cx 43 (1 : 100), GFAP
(1 : 100), NSE (1 : 200), à òàêæå àíòè-vWf-àíòèòåë
(1 : 200) è àíòè-ZO-1-àíòèòåë (1 : 200). Â êà÷åñòâå âòî-
ðè÷íûõ èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ìå÷åí-
íûå AlexaFluor 488, AlexaFluor 647, AlexaFluor 555
(1 : 400).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: îñíîâíàÿ êóëüòó-
ðàëüíàÿ ñðåäà äëÿ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê NeuroCult NS-A
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Ðèñ. 1. Íåéðîñôåðû.



Proliferation Kit, ñîñòîÿùàÿ èç NeuroCult NS-A Basal Me-
dium (Rat) è NeuroCult NS-A Proliferation Supplement
(Rat), ãåïàðèí, îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ
bFGF è ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà EGF (Stemcell, ÑØÀ)
(Goustard-Langelier, 2013); êóëüòóðàëüíàÿ ñðåäà äëÿ àñò-
ðîöèòîâ Astrocyte Medium, ñîñòîÿùàÿ èç Basal Medium,
FBS, AGS è P/S solution (ScienCell, ÑØÀ); êóëüòóðàëüíàÿ
ñðåäà äëÿ íåéðîíîâ Neuronal Medium (ScienCell, ÑØÀ),
ñîñòîÿùàÿ èç Basal Medium, FBS, NGS è P/S solution; êó-
ëüòóðàëüíàÿ ñðåäà äëÿ ýíäîòåëèîöèòîâ Endothelial Cell
Culture Medium (ECCM) (ScienCell, ÑØÀ), ñîñòîÿùàÿ èç
ECM, FBS, ECGS è ðàñòâîðà àíòèáèîòèêà-àíòèìèêîòèêà
(ThermoScientific HyClone, ÑØÀ); êîëëàãåíàçà è äèñïàçà
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ); DMEM è DNÀse I (StemCell, ÑØÀ).

Ïåðâè÷íûå àíòèòåëà ê Cx 43 (SpringBioscience, ÑØÀ,
E2740), àíòèòåëà ê GFAP (BioLegend, ÑØÀ, 644702), àí-
òèòåëà ê NSE (Abcam, ÑØÀ, ab134015), àíòè-vWf (Ab-
cam, ÑØÀ, ab6994) è àíòè-ZO-1 (Santa-Cruz, ÑØÀ,
sc-10804). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ èñïîëüçîâàëè ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå AlexaFluor 488 (Abcam,
ÑØÀ, ab150117), AlexaFluor 647 (Abcam, ÑØÀ,
ab150171) è AlexaFluor 555 (Abcam, ÑØÀ, ab150078).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Èñïîëüçîâàëè
îñíîâíûå ìåòîäû îïèñàòåëüíîé ñòàòèñòèêè. Îïèñàíèå
êîëè÷åñòâåííûõ ïðèçíàêîâ ïðåäñòàâëåíî â âèäå Ì � s,
ãäå Ì — ñðåäíåå àðèôìåòè÷åñêîå, s — ñòàíäàðòíîå îò-
êëîíåíèå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïîêàçàòåëè ÷èñòîòû êóëüòóð êëåòîê-êîìïîíåíòîâ ìî-
äåëè ÍÂÅ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå. Â õîäå èññëåäîâàíèÿ
óñòàíîâèëè, ÷òî âî âñåõ ñëó÷àÿõ äèôôåðåíöèðîâêè ïðîãå-
íèòîðíûõ êëåòîê â àñòðîöèòû îáðàçîâàíèå ìîíîñëîÿ êëå-
òîê ïðîèñõîäèò ÷åðåç 7—9 ñóò ñ ìîìåíòà ïîñåâà. Ìîíî-
ñëîé àñòðîöèòîâ ñòàáèëüíî ñîõðàíÿëñÿ â òå÷åíèå 14 ñóò,
äîëÿ GFAP-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê â êóëüòóðå êîëåáàëàñü
â ïðåäåëàõ 80—98 %.

Ïðè äèôôåðåíöèðîâêå ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê â íåé-
ðîíû ìîíîñëîé êëåòîê îáðàçîâûâàëñÿ íà 10—14-å ñóò,
ïðè ýòîì äîëÿ NSE-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà
94.5 � 5.1 %.

Â îòíîøåíèè ýíäîòåëèîöèòîâ óñòàíîâëåíû îáðàçîâà-
íèå ìîíîñëîÿ êëåòîê íà 7-å ñóò è ñòàáèëüíîñòü ñîõðàíå-
íèÿ ìîíîñëîÿ ïðè ïîääåðæàíèè êóëüòóðû â òå÷åíèå
12 ñóò. ×èñòîòà ìîíîêóëüòóðû ýíäîòåëèîöèòîâ êîëåáà-
ëàñü â ïðåäåëàõ 70—90 %.

Ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ òðåõêëåòî÷íîé ìîäåëè ÍÂÅ in vit-
ro ñîîòíîøåíèå íåéðîíîâ, àñòðîöèòîâ è ýíäîòåëèîöèòîâ ñî-
ñòàâèëî 1 : 2 : 1 (ñì. òàáëèöó), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ôèçèîëîãè-
÷åñêèì íåéðîí-ãëèàëüíûì ïîêàçàòåëÿì ãîëîâíîãî ìîçãà.

Ñóùåñòâóþùèå ìîäåëè ÃÝÁ ïðåäïîëàãàþò èñïîëüçî-
âàíèå àñòðîöèòîâ è ýíäîòåëèîöèòîâ â ñîîòíîøåíèè 1 : 1
(Lien et al., 2012), à ýíäîòåëèîöèòîâ, àñòðîöèòîâ è ïåðè-
öèòîâ — â ñîîòíîøåíèè 1 : 5 : 1 (Ogunshola, 2007). Äëÿ
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Äîëÿ êëåòîê ðàçíîãî òèïà â ìîíîêóëüòóðå è â ìîäåëè ÍÂÅ in vitro

Òèï êóëüòóðû

Äîëÿ êëåòîê, %

NSE-ïîëîæèòåëüíûõ
(íåéðîíû)

GFAP-ïîëîæèòåëüíûõ
(àñòðîöèòû)

vWf- ïîëîæèòåëüíûõ
(ýíäîòåëèîöèòû)

Ìîíîêóëüòóðà 94.5 � 5.1 92.2 � 6.0 86.4 � 4.6

Ñîêóëüòóðà 24.3 � 1.7 49.8 � 2.0 25.9 � 1.8

Ðèñ. 2. Òèïû êëåòîê â ìîäåëè HBE in vitro.

Ìèêðîôîòîãðàôèè êëåòîê â ìîäåëè HBE in vitro: çåëåíûì îòìå÷åíû GFAP-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè (àñòðîöèòû), ñèíèì — NSE-ïîëîæèòåëüíûå êëåò-
êè (íåéðîíû), êðàñíûì — Cx 43 â ìåñòàõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ (à) è ZO-1 â ýíäîòåëèîöèòàõ (á). Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, 250�.



èçó÷åíèÿ îñîáåííîñòåé òðàíñïîðòíûõ ñèñòåì â ÃÝÁ ïðåä-
ëàãàåòñÿ ñîîòíîøåíèå íåéðîíîâ è ýíäîòåëèîöèòîâ 1 : 1
(Watson et al., 2013). Òåì íå ìåíåå îïòèìàëüíîå êîëè÷åñò-
âî ýíäîòåëèîöèòîâ, íåîáõîäèìîå äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ÃÝÁ
in vitro, â íàñòîÿùåå âðåìÿ òî÷íî íå óñòàíîâëåíî (Lip-
pmann et al., 2011).

Â ñîêóëüòóðå îïðåäåëèëè äîëþ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ Cx 43 : 5.7 � 1.8, 6.3 � 3.4 è 9.5 � 1.0 % äëÿ íåéðîíîâ,
àñòðîöèòîâ è ýíäîòåëèîöèòîâ ñîîòâåòñòâåííî. Âñå ýíäîòå-
ëèîöèòû êëåòî÷íîé ìîäåëè ýêñïðåññèðîâàëè ZO-1, ÷òî õà-
ðàêòåðíî äëÿ ýíäîòåëèîöèòîâ ÃÝÁ (ðèñ. 2) (Xue et al., 2013).

Ñóùåñòâóþùèå â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîòîêîëû ìîäå-
ëèðîâàíèÿ ÍÂÅ ïðåäïîëàãàþò äâóõýòàïíîå âûäåëåíèå
êëåòîê, ÷òî òðåáóåò áîëüøåãî âðåìåíè è óâåëè÷åíèÿ êî-
ëè÷åñòâà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ, ðåàêòèâîâ è ïè-
òàòåëüíûõ ñðåä. Êàê ïðàâèëî, ýíäîòåëèîöèòû, âõîäÿùèå
â òàêèå ìîäåëè, èìåþò íåöåðåáðàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå è
ïîëó÷åíû îò æèâîòíûõ â ïîñòíàòàëüíîì ïåðèîäå.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàííûé ïðîòîêîë îäíîâðå-
ìåííîãî âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâàíèÿ òðåõ òèïîâ êëåòîê
ÍÂÅ (íåéðîíîâ, àñòðîöèòîâ è ýíäîòåëèîöèòîâ) ïîçâîëÿåò
ñîêðàòèòü ñðîêè ïîëó÷åíèÿ òðåõêëåòî÷íîé ìîäåëè ÍÂÅ,
óìåíüøèòü êîëè÷åñòâî èñïîëüçóåìûõ æèâîòíûõ, ðàñõîä-
íûõ ìàòåðèàëîâ è ðåàêòèâîâ. Êðîìå òîãî, ïðåèìóùåñò-
âîì äàííîé ìîäåëè ÿâëÿåòñÿ öåðåáðàëüíîå ïðîèñõîæäå-
íèå âñåõ êîìïîíåíòîâ, ïîëó÷åííûõ îò îäíîãî æèâîòíîãî,
÷òî îáåñïå÷èâàåò âîñïðîèçâåäåíèå ñ ìàêñèìàëüíîé òî÷-
íîñòüþ åñòåñòâåííûõ ìåæêëåòî÷íûõ âçàèìîäåéñòâèé, ñî-
ñòàâëÿþùèõ îñíîâó ÃÝÁ. Âûÿâëåíèå â íàøåé òðåõêëåòî÷-
íîé ìîäåëè ÍÂÅ áåëêîâ ZO-1 è Cx 43 óêàçûâàåò íà âîç-
ìîæíîñòü åå èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ èçó÷åíèÿ îñîáåííîñòåé
íåéðîí-àñòðîãëèàëüíûõ, àñòðîöèò-ýíäîòåëèàëüíûõ âçàè-
ìîäåéñòâèé è ýíåðãåòè÷åñêîãî ñîïðÿæåíèÿ â (ïàòî)ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-25000-54).
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THE MODEL OF NEUROVASCULAR UNIT IN VITRO CONSISTING OF THREE CELLS TYPES

E. D. Khilazheva,1 E. B. Boytsova, E. A. Pozhilenkova, Yu. R. Solonchuk, A. B. Salmina

Krasnoyarsk State Medical University named after prof. V. F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, 660022;
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There are many ways to model blood brain barrier and neurovascular unit in vitro. All existing models ha-
ve their disadvantages, advantages and some peculiarities of preparation and usage. We obtained the three-cells
neurovascular unit model in vitro using progenitor cells isolated from the rat embryos brain (Wistar, 14—16 d).
After withdrawal of the progenitor cells the neurospheres were cultured with subsequent differentiation into as-
trocytes and neurons. Endothelial cells were isolated from embryonic brain too. During the differentiation of
progenitor cells the astrocytes monolayer formation occurs after 7—9 d, neurons monolayer — after 10—14 d,
endothelial cells monolayer — after 7 d. Our protocol for simultaneous isolation and cultivation of neurons, ast-
rocytes and endothelial cells reduces the time needed to obtain neurovascular unit model in vitro, consisting of
three cells types and reduce the number of animals used. It is also important to note the cerebral origin of all cell
types, which is also an advantage of our model in vitro.

K e y w o r d s: neurovascular unit, blood-brain barrier, model in vitro, progenitor cells, co-culture.
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