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Ã. À. Ïîñûïàíîâà è äð.
Íåéðîíàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ëèíèè ÐÑ12 è íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè

Ïðè ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ ñòèìóëÿöèè ðåãåíåðàöèè íåðâíûõ òêàíåé, à òàêæå äëÿ ñîçäàíèÿ áèîýëåêò-
ðîííûõ óñòðîéñòâ íîâîãî ïîêîëåíèÿ íåîáõîäèìûì ýòàïîì ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå âçàèìîäåéñòâèÿ íåðâíûõ
êëåòîê ñî ñïåöèàëüíî ðàçðàáîòàííûìè ïîäëîæêàìè (ìàòðèöàìè) ñ ðàçëè÷íûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ïî-
âåðõíîñòè â íàíîìåòðîâîì äèàïàçîíå. Ïåðñïåêòèâíûì ìàòåðèàëîì äëÿ ñîçäàíèÿ òàêèõ ïîäëîæåê ìîãóò
ñëóæèòü óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè (ÓÍÒ), ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ãèáêèå ïëåíêè ãðàôåíà, ñâåðíóòûå â
âèäå íàíîðàçìåðíûõ òðóáî÷åê öèëèíäðè÷åñêîé ôîðìû. ÓÍÒ ïîëó÷àëè õèìè÷åñêèì îñàæäåíèåì èç ãàçî-
âîé ôàçû. Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî àíàëèçà êëåòîê ëèíèè ÐÑ12, êóëüòèâèðóåìûõ íà êâàðöåâûõ ñòåê-
ëàõ, ïîêðûòûõ ïëåíêàìè ÓÍÒ, ñ èñïîëüçîâàíèåì ýëåêòðîííîé è îïòè÷åñêîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçàíî, ÷òî
ÓÍÒ ñòèìóëèðóþò ïðîëèôåðàöèþ è íå èíãèáèðóþò íåéðîíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê ÐÑ12. Ïî-
êàçàíà âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ íåéðîíîâ íà êâàðöåâûõ ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ ïëåí-
êàìè ÓÍÒ, èç íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíî-
ñòè èñïîëüçîâàíèÿ ïëåíîê èç ÓÍÒ, ïîëó÷åííûõ ïóòåì õèìè÷åñêîãî îñàæäåíèÿ èç ãàçîâîé ôàçû íà êâàð-
öåâûå ñòåêëà, â êà÷åñòâå ýëåêòðîïðîâîäÿùåé ïîäëîæêè äëÿ ïîëó÷åíèÿ è èññëåäîâàíèÿ ôóíêöèé êëåòîê
íåéðîíàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è, âîçìîæíî, çðåëûõ íåéðîíîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè, öèòîòîêñè÷íîñòü, ëèíèÿ ÐÑ12, íåéðîíàëüíàÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêà, íåéðàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÊÐÑ — êîìáèíàöèîííîå ðàññåÿíèå ñâåòà (Ðàìàíîâñêàÿ ñïåêòðîñêî-
ïèÿ), ÑÝÌ — ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÓÍÒ — óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè, BDNF — íåé-
ðîòðîôè÷åñêèé ôàêòîð ìîçãà, bFGF — ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ 2, EGF — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðî-
ñòà, FBS — ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà, NGF — ôàêòîð ðîñòà íåðâîâ, NSC — íåéðàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè, NT-3 — íåéðîòðîôèí 3, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð.

Èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ íåðâíûõ êëåòîê ñî
ñïåöèàëüíî ðàçðàáîòàííûìè ïîäëîæêàìè (ìàòðèöàìè) ñ
ðàçëè÷íûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ïîâåðõíîñòè â íàíîìåòðî-
âîì äèàïàçîíå ÿâëÿåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì
êëåòî÷íîé èíæåíåðèè è áèîëîãèè. Èçó÷åíèå âçàèìîäåé-
ñòâèÿ íåðâíûõ êëåòîê ñ âíåøíèìè èñòî÷íèêàìè âîçáóæ-
äåíèÿ è ñîñåäíèìè êëåòêàìè íåîáõîäèìî êàê äëÿ ëó÷øå-
ãî ïîíèìàíèÿ äåÿòåëüíîñòè öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòå-
ìû, òàê è äëÿ ñîçäàíèÿ áèîýëåêòðîííûõ óñòðîéñòâ íîâîãî
ïîêîëåíèÿ (Voge, Stegemann, 2011). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â
íàñòîÿùåå âðåìÿ âåäåòñÿ àêòèâíûé ïîèñê áèîñîâìåñòè-
ìûõ ìàòåðèàëîâ äëÿ òåðàïåâòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ, íåîá-
õîäèìûõ äëÿ ñòèìóëÿöèè ðåãåíåðàöèè íåðâíûõ òêàíåé
ïðè ëå÷åíèè ïîñëåäñòâèé òàêèõ çàáîëåâàíèé, êàê èøå-
ìèÿ, áîëåçíü Àëüöãåéìåðà è áîëåçíü Ïàðêèíñîíà (Ola-
kowska et al., 2010; Yang et al., 2010).

Ïåðñïåêòèâíûì ìàòåðèàëîì äëÿ ñîçäàíèÿ òàêèõ ïîä-
ëîæåê ìîãóò ñëóæèòü óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè (ÓÍÒ).
ÓÍÒ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ãèáêèå ïëåíêè ãðàôåíà (ìîíî-
ñëîÿ ãðàôèòà), ñâåðíóòûå â âèäå íàíîðàçìåðíûõ òðóáî÷åê
öèëèíäðè÷åñêîé ôîðìû. Îíè îáëàäàþò òàêèìè óíèêàëü-
íûìè ñâîéñòâàìè, êàê âûñîêàÿ ýëåêòðî- è òåïëîïðîâîä-

íîñòü, áîëüøàÿ ìåõàíè÷åñêàÿ ïðî÷íîñòü è õèìè÷åñêàÿ
ñòàáèëüíîñòü (Veetil, Ye, 2009). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âåäóò-
ñÿ èññëåäîâàíèÿ ïî ñîçäàíèþ íà îñíîâå ÓÍÒ áèîñîâìå-
ñòèìûõ ïîäëîæåê è òðåõìåðíûõ (3D) ìàòðèö äëÿ êëåòîê
ðàçíûõ òèïîâ. Ïîëàãàþò, ÷òî òàêèå ïîäëîæêè ñìîãóò
óñêîðÿòü ðîñò, äèôôåðåíöèðîâêó è âûæèâàåìîñòü íåéðî-
íîâ è ìîäèôèöèðîâàòü èõ ýëåêòðîôèçèîëîãè÷åñêèå ñâîé-
ñòâà. Ýòè îñîáåííîñòè ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü ÓÍÒ â
êà÷åñòâå ìàòåðèàëà äëÿ ñîçäàíèÿ íàíîáèîãèáðèäíûõ ñèñ-
òåì, ñïîñîáíûõ óïðàâëÿòü ïîâåäåíèåì êëåòîê íåéðîííûõ
ñåòåé â êóëüòóðå è ñòèìóëèðîâàòü àêòèâíîñòü íåéðîíîâ
(Jan, Kotov, 2007; Matsumoto et al., 2007; Fabbro et al.,
2011).

Íàëè÷èå ýëåêòðîïðîâîäíîñòè ó ÓÍÒ ïîçâîëÿåò íå
òîëüêî ðåãèñòðèðîâàòü ýëåêòðè÷åñêèå ñèãíàëû êëåòîê, íî
è èíäóöèðîâàòü ðîñò êëåòîê â çàäàííîì íàïðàâëåíèè
(Chao et al., 2009). Ðàíåå áûëà ïîêàçàíà áèîñîâìåñòè-
ìîñòü ÓÍÒ è æèâûõ òêàíåé ïðè ðåãåíåðàöèè õðÿùåâûõ
ó÷àñòêîâ ïîñëå ââåäåíèÿ áèîäåãðàäèðóåìûõ èìïëàíòîâ
íà îñíîâå íàíîòðóáîê è àëüáóìèíà (Podgaetsky et al.,
2008). Ïîêàçàíà ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ êîìïî-
çèòíûõ ìàòåðèàëîâ íà îñíîâå ÓÍÒ â áèîèíæåíåðèè, â ÷à-
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ñòíîñòè äëÿ ñòèìóëÿöèè ðåãåíåðàöèè õðÿùåâîé òêàíè
(Yuen et al., 2008; Ageeva et al., 2009; Dvir et al., 2011).

Àíàëèçó òîêñè÷íîñòè ÓÍÒ äëÿ êëåòîê ìëåêîïèòàþ-
ùèõ ïîñâÿùåíû ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ, íî ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû îñòàþòñÿ ïðîòèâîðå÷èâûìè, ÷òî ìî-
æåò áûòü ñâÿçàíî ñ ðàçíûìè ìåòîäèêàìè ïîëó÷åíèÿ è
ðàçíîé ñòåïåíüþ î÷èñòêè ÓÍÒ (Veetil, Ye, 2009; Wang
et al., 2011; Áîáðèíåöêèé è äð., 2012, 2013; Alarifi et al.,
2014; Ramon-Azcon et al., 2014; Dong, Ma, 2015).

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü èññëåäîâàíèå
âëèÿíèÿ ÓÍÒ íà æèçíåñïîñîáíîñòü è ïðîöåññ íåéðîíàëü-
íîé äèôôåðåíöèðîâêè íåéðîýíäîêðèííûõ êëåòîê ôåî-
õðîìîöèòîìû êðûñû ëèíèè PC12 è íåéðàëüíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ìûøè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êóëüòóðàëüíûå
ñðåäû DMEM è DMEM/F12 (1 : 1), ãåíòàìèöèí, àêêóòàçó
è áåññûâîðîòî÷íóþ äîáàâêó Â27 (Invitrogen, ÑØÀ); ëî-
øàäèíóþ ñûâîðîòêó è áû÷üþ ôåòàëüíóþ ñûâîðîòêó
(FBS; HyClone, ÑØÀ); bFGF, EGF, NGF, BDNF è NT-3
(PeproTech, Âåëèêîáðèòàíèÿ); ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ê b-òóáóëèíó III (Abcam, ÑØÀ); ôëóîðåñöåíòíîìå÷åí-
íûå (Alexa Fluor 555) ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê NeuN
(Merck Millipore, Ãåðìàíèÿ); F(ab’)2-ôðàãìåíòû îâå÷üèõ
àíòèòåë ê Ig ìûøè, ìå÷åííûå ÔÈÒÖ («Ñîðáåíò», Ðîñ-
ñèÿ). Âñå îñòàëüíûå ðåàêòèâû áûëè ïðîèçâîäñòâà Sig-
ma-Aldrich (ÑØÀ).

Ñ è í ò å ç è è ñ ñ ë å ä î â à í è å ò î í ê è õ ï ð î â î ä ÿ -
ù è õ ï ë å í î ê Ó Í Ò. Ñèíòåç îäíîñëîéíûõ ÓÍÒ ïðî-
âîäèëè ìåòîäîì õèìè÷åñêîãî îñàæäåíèÿ èç ãàçîâîé ôàçû
íà êâàðöåâûõ ïîäëîæêàõ, êàê îïèñàíî ðàíåå (Lamura
et al., 2007). Â êà÷åñòâå êàòàëèçàòîðà èñïîëüçîâàëè òðåõ-
êîìïîíåíòíûé ðàñòâîð íàíî÷àñòèö Fe(NO3)3�9H2O,
MoO2(acac)2 è Al2O3 â èçîïðîïàíîëå. Êîíöåíòðàöèÿ êîì-
ïîíåíòîâ ñîñòàâëÿëà: 0.08 ìã/ìë Fe(NO3)3�9H2O,
0.025 ìã/ìë MoO2(acac)2 è 0.75 ìã/ìë Al2O3. Ïåðåä íàíåñå-
íèåì ðàñòâîð íàíî÷àñòèö ïîäâåðãàëè óëüòðàçâóêîâîé îá-
ðàáîòêå â òå÷åíèå 16 ÷, ïîñëå ÷åãî íà êàæäîå ñòåêëî íàíî-
ñèëè ïî 20 ìêë êàòàëèçàòîðà. Êàòàëèçàòîð âûñóøèâàëè â
òå÷åíèå 40—60 ñ íà âîçäóõå, îñòàòêè êàòàëèçàòîðà óäàëÿ-
ëè ïîòîêîì àçîòà ïîä äàâëåíèåì 2.5 àòì.

Êâàðöåâûå ñòåêëà, ïîêðûòûå ñëîåì êàòàëèçàòîðà, ïî-
ìåùàëè â êâàðöåâóþ òðóáó âíóòðè òðóá÷àòîé ïå÷è. Ñòåê-
ëà íàãðåâàëè äî 1000 °C â àòìîñôåðå àðãîíà â òå÷åíèå
1.5 ÷. Ïîñëå ýòîãî ïëàñòèíû îòæèãàëè â òå÷åíèå 10 ìèí â
àòìîñôåðå âîäîðîäà äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ êàòàëèçàòîðà.
Ðîñò íàíîòðóáîê ïðîèñõîäèë èç ìåòàíî-âîäîðîäíîé ñìå-
ñè (îáúåìíîå ñîîòíîøåíèå 3.6 : 1) ïðè 1000 °Ñ. Âðåìÿ
ñèíòåçà ñîñòàâëÿëî 30 ìèí. Çàòåì ðåàêòîð îñòûâàë äî
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû â àòìîñôåðå àðãîíà.

Ì î ð ô î ë î ã è þ ñ è í ò å ç è ð î â à í í û õ ï ë å í î ê
Ó Í Ò èññëåäîâàëè ìåòîäîì ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè (ÑÝÌ) (Nanolab, FEI, ÑØÀ). Õàðàêòåðèñòè-
êó äåôåêòíîñòè è äèàìåòðû íàíîòðóáîê èññëåäîâàëè ñ
ïîìîùüþ ñïåêòðîñêîïèè êîìáèíàöèîííîãî ðàññåÿíèÿ
ñâåòà (ÊÐÑ èëè Ðàìàíîâñêîé ñïåêòðîñêîïèè) (Centaur
HR, ÎÎÎ «Íàíî ñêàí òåõíîëîãèÿ»).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Â êà÷åñòâå îáúåêòîâ
èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ëèíèþ êëåòîê ôåîõðîìîöè-
òîìû êðûñû PÑ12, ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííóþ ä-ðîì
G. Guroff (NIH, ÑØÀ), è íåéðàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè
(NSC) ìûøè. Êëåòêè ÐÑ12 êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå

DMEM, ñîäåðæàùåé 7.5 % FBS, 7.5 % èíàêòèâèðîâàííîé
ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè è 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà, â ïëàñ-
òèêîâûõ êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíàõ (Corning-Costar, Íè-
äåðëàíäû) â ÑÎ2-èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ â óâëàæíåííîé àò-
ìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 5 % ÑÎ2. Êëåòêè ðàññåâàëè 1 ðàç â
5 ñóò â ñîîòíîøåíèè 1 : 5 áåç èñïîëüçîâàíèÿ äèññîöèèðó-
þùèõ àãåíòîâ ïóòåì íåñèëüíîãî âñòðÿõèâàíèÿ êóëüòó-
ðàëüíîãî ôëàêîíà ñ ïîñëåäóþùèì ðåñóñïåíäèðîâàíèåì
êëåòîê.

NSC âûäåëÿëè èç ãîëîâíîãî ìîçãà ìûøåé ëèíèè
C57/BL6 ðàííåãî ïîñòíàòàëüíîãî âîçðàñòà (1—5 ñóò).
Ìûøàò äåêàïèòèðîâàëè, èçâëåêàëè ìîçã, èçìåëü÷àëè
ñêàëüïåëåì â äåçàãðåãèðóþùåì ðàñòâîðå (ñðåäà
DMEM/F12, ñîäåðæàùàÿ 10 åä./ìë ïàïàèíà, 0.5 ìÌ ãëóòà-
ìàêñà è 0.16 ìã/ìë ÄÍÊàçû) è èíêóáèðîâàëè 15—20 ìèí
â ÑÎ2-èíêóáàòîðå. Äàëåå ðåñóñïåíäèðîâàëè, äîáàâëÿëè
òðèïñèí äî êîíöåíòðàöèè 0.125 % è îïÿòü ïîìåùàëè â
ÑÎ2-èíêóáàòîð íà 15—20 ìèí. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáà-
öèè êëåòêè îñàæäàëè ñ ïîìîùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
(700 îá/ìèí, 5 ìèí). Îñòîðîæíî óäàëÿëè ñóïåðíàòàíò, ðå-
ñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë ñðåäû DMEM/F12, äîáàâëÿëè åùå
10 ìë òîé æå ñðåäû, ïåðåìåøèâàëè è îñàæäàëè ñ ïîìî-
ùüþ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (2000 îá/ìèí, 5 ìèí). Ïîâòîðÿ-
ëè ïðîöåäóðó åùå 1 ðàç. Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðîñ-
òîâîé ñðåäå (DMEM/F12, ñîäåðæàùåé HEPES, â êîòîðóþ
äîáàâëÿëè 2.4 ìã/ìë NaHCO3, 0.6 % ãëþêîçû, 5 ìÌ HE-
PES, 60 íã/ìë ïðîãåñòåðîíà, 9.6 ìêã/ìë ïóòðåñöèíà,
4.2 ìêã/ìë èíñóëèíà, 3.8 ìêã/ìë òðàíñôåððèíà, 1 ìêã/ìë
ñåëåíèòà íàòðèÿ, 1.8 ìêã/ìë ãåïàðèíà, 20 íã/ìë EGF,
10 íã/ìë bFGF è 2 % Â27). Àëèêâîòó êëåòî÷íîé ñóñïåí-
çèè (10 ìêë) ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúåìîì 0.5%-íîãî
ðàñòâîðà òðèïàíîâîãî ñèíåãî è ñ÷èòàëè êîëè÷åñòâî æè-
âûõ êëåòîê â êàìåðå Ãîðÿåâà. Äàëåå êëåòêè ðàññåâàëè â
6-ëóíî÷íûå êóëüòóðàëüíûå ïëàíøåòû èëè â ÷àøêè Ïåòðè
ñ ïëîòíîñòüþ (1—2)�104 êë./ñì2 è ïîìåùàëè â ÑÎ2-èíêó-
áàòîð.

Ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ íåéðîñôåð ðàçìåðîì 150—
200 ìêì â äèàìåòðå (5—7 ñóò) èõ îñàæäàëè öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì (500 îá/ìèí, 5 ìèí), îñàäîê äèññîöèèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ àêêóòàçû, îñàæäàëè êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàíè-
åì (2000 îá/ìèí, 5 ìèí), ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðîñòîâîé
ñðåäå è ïåðåíîñèëè â íèçêîàäãåçèâíûå 6-ëóíî÷íûå ïëàí-
øåòû (Corning-Costar) èëè â ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì
100 ìì ïðè ïëîòíîñòè 10—20 êë./ìêë.

À í à ë è ç ð î ñ ò à ê ë å ò î ê í à Ó Í Ò. Êâàðöåâûå
ñòåêëà, ïîêðûòûå ïëåíêàìè ÓÍÒ, îáåçæèðèâàëè â ñìåñè
àöåòîíà è ýòàíîëà (1 : 1), ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS, ïî-
ìåùàëè â 24-ëóíî÷íûå ïîëèñòèðîëüíûå ïëàíøåòû (Cor-
ning-Costar) è ñòåðèëèçîâàëè â 96%-íîì ýòàíîëå ïðè
ÓÔ-îáëó÷åíèè. ×àñòü ñòåêîë äîïîëíèòåëüíî ïîêðûâà-
ëè L-ïîëèëèçèíîì. Êëåòêè PÑ12 âûñåâàëè íà ñòåêëà
â ñòàíäàðòíîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïðè ïëîòíîñòè
4�104 êë./ëóíêà. ×åðåç 1—6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñòåêëà
ïåðåíîñèëè â íîâûå 24-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû ñî ñâåæåé
êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé, êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîìîùüþ ïèïå-
òèðîâàíèÿ è ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà. Äëÿ îöåíêè
êîëè÷åñòâà ïîãèáøèõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü
òðèïàíîâûé ñèíèé. Êîëè÷åñòâî êëåòîê íîðìèðîâàëè íà
ïëîùàäü ñòåêîë. Âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè (TD) îïðåäå-
ëÿëè ïî ôîðìóëå TD = (log22)�t/[log2(N/N0)], ãäå t —
âðåìÿ ïðèðîñòà ïîïóëÿöèè, N — ÷èñëî êëåòîê ÷åðåç
âðåìÿ t, N0 — èñõîäíîå ÷èñëî êëåòîê.

È í ä ó ê ö è ÿ í å é ð î í à ë ü í î é ä è ô ô å ð å í ö è -
ð î â ê è. Êëåòêè ÐÑ12 âûñåâàëè íà ñòåêëà ñ ïëåíêàìè
ÓÍÒ â ñòàíäàðòíîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. ×åðåç 1 ñóò ñðå-
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äó çàìåíÿëè íà DMEM, ñîäåðæàùóþ 2 % FBS. Äèôôå-
ðåíöèðîâêó èíäóöèðîâàëè äîáàâëåíèåì 50 íã/ìë ôàêòîðà
ðîñòà íåðâîâ (NGF). Êàæäûå 3 ñóò ñðåäó ìåíÿëè è äîáàâ-
ëÿëè ñâåæèé NGF.

Äëÿ èíäóêöèè ïðèêðåïëåíèÿ äèññîöèèðîâàííûå NSC
ìûøè âûñåâàëè íà ñòåêëà ñ ÓÍÒ, ïîêðûòûå L-ïîëèëèçè-
íîì, êîëëàãåíîì èëè áåç äîïîëíèòåëüíîãî ïîêðûòèÿ, â
ðîñòîâîé ñðåäå, íå ñîäåðæàùåé ôàêòîðîâ ðîñòà (EGF è
bFGF) è ðîñòîâîé áåññûâîðîòî÷íîé äîáàâêè B27, íî ñ äî-
áàâëåíèåì 10 % FBS. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèôôåðåíöèðî-
âî÷íîãî ïîòåíöèàëà NSC ÷åðåç 1 ñóò ñðåäó çàìåíÿëè íà
àíàëîãè÷íóþ, íî ñîäåðæàùóþ 1 % FBS, è äîáàâëÿëè ôàê-
òîðû äèôôåðåíöèðîâêè — NGF, BDNF è NT-3 (âñå â êîí-
öåíòðàöèè 50 íã/ìë). Ñðåäó ñ ôàêòîðàìè ìåíÿëè êàæäûå
2—3 ñóò â òå÷åíèå 12 ñóò.

Ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Ýôôåêòèâíîñòü ïðèêðåïëåíèÿ, ðî-
ñòà è äèôôåðåíöèðîâêè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñâåòî-
âîé ôàçîâî-êîíòðàñòíîé ìèêðîñêîïèè (ìèêðîñêîï Nikon
Diaphot, ßïîíèÿ). Êëåòêè ôîòîãðàôèðîâàëè ïðèæèçíåííî
èëè ïîñëå ôèêñàöèè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì ñ ïî-
ìîùüþ öèôðîâîé êàìåðû DXM 1200, ñîâìåùåííîé ñ
ìèêðîñêîïîì Opton IM35. Ìîðôîëîãèþ ôèêñèðîâàííûõ
ïàðàôîðìàëüäåãèäîì êëåòîê ÐÑ12 íà ïëåíêàõ ÓÍÒ èñ-
ñëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ÑÝÌ.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÿ. Äèôôåðåíöèðîâàííûå NSC
ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì, ïåðìåàáè-
ëèçîâûâàëè 0.5%-íûì ñàïîíèíîì, áëîêèðîâàëè íåñïåöè-
ôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå 2%-íûì áû÷üèì ñûâîðîòî÷íûì

àëüáóìèíîì, èíêóáèðîâàëè ñ ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëà-
ìè ê ñïåöèôè÷åñêîìó ìàðêåðó íåéðîíîâ áåòà-òóáóëèíó III
â ðàçâåäåíèè 1 : 100 â òå÷åíèå 1 ÷, îòìûâàëè, çàòåì èíêó-
áèðîâàëè ñ ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûìè F(ab’)2-ôðàãìåíòà-
ìè ê ìûøèíûì èììóíîãëîáóëèíàì (1 : 100, 30 ìèí), çà-
êëþ÷àëè â ìîâèîë è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ìèêðîñêîïà Axio Imager (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ).
Äëÿ îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ôëóîðåñöåíòíîìå÷åííûìè àí-
òèòåëàìè ê ìàðêåðó çðåëûõ íåéðîíîâ NeuN êëåòêè ïðåä-
âàðèòåëüíî ïåðìåàáèëèçîâûâàëè 0.2%-íûì Òðèòîíîì
Õ-100. Àíòèòåëà èñïîëüçîâàëè â ðàçâåäåíèè 1 : 100.

Ðåçóëüòàòû

À í à ë è ç ï î ë ó ÷ å í í û õ Ó Í Ò. Ïëåíêè ÓÍÒ èññëå-
äîâàëè ñ ïîìîùüþ ÑÝÌ, à òàêæå ñ ïîìîùüþ ÊÐÑ (Ðàìà-
íîâñêîé ñïåêòðîñêîïèè). Íà ðèñ. 1, à, á ïðåäñòàâëåíû
ýëåêòðîííûå ôîòîãðàôèè òèïè÷íîé ïëåíêè ÓÍÒ ïðè ðàç-
íîì óâåëè÷åíèè. ÓÍÒ îáðàçóþò ïëîòíóþ ïðîâîäÿùóþ
ñåòêó íà ïîâåðõíîñòè êâàðöà. Äëèíà èíäèâèäóàëüíûõ
òðóáîê â ñåòêå äîñòèãàåò 50 ìêì. Àíàëèç Ðàìàíîâñêèõ
ñïåêòðîâ (ðèñ. 1, â) ïîêàçûâàåò, ÷òî ïëåíêè îáðàçîâàíû
ïðåèìóùåñòâåííî îäíîñëîéíûìè íàíîòðóáêàìè ñ íèçêèì
êîëè÷åñòâîì äåôåêòîâ, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò ðàñùåïëå-
íèå óçêîãî ïèêà G íà G+ è G– è ïðàêòè÷åñêîå îòñóòñò-
âèå ïèêà D. Ñðåäíèé äèàìåòð ÓÍÒ ñîñòàâëÿë 1—2.5 íì.
Óäåëüíîå ñîïðîòèâëåíèå ñèíòåçèðîâàííûõ ïëåíîê, èçìå-
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Ðèñ. 1. Ôîòîãðàôèè ïðåïàðàòîâ òîíêèõ ïëåíîê óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê (ÓÍÒ) íà êâàðöåâûõ ñòåêëàõ ïðè ðàçíîì óâåëè÷åíèè (à, á)
è Ðàìàíîâñêèé ñïåêòð ïëåíîê ÓÍÒ (â).

à, á — ñêàíèðóþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ (ÑÝÌ).
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Ðèñ. 2. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ëèíèè ÐÑ12 íà ïëåíêàõ ÓÍÒ.

à — ïðèæèçíåííàÿ ìèêðîôîòîãðàôèÿ êëåòîê (ôàçîâûé êîíòðàñò); á — ÑÝÌ; â — ôðàãìåíò ôîòî á ïðè áîëüøåì óâåëè÷åíèè; âèäíî, ÷òî ìèêðîøèïû
îðèåíòèðîâàíû âäîëü íàíîòðóáîê. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 100 (à), 10 (á), 3 (â) ìêì.

Ðèñ. 3. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ÷èñëà êëåòîê ÐÑ12 ïðè èõ êóëüòè-
âèðîâàíèè íà ðàçëè÷íûõ ïîäëîæêàõ: íà êâàðöåâûõ ñòåêëàõ áåç
ïîêðûòèÿ (1), êâàðöåâûõ ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ ïëåíêàìè ÓÍÒ
(2), êâàðöåâûõ ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ ïëåíêàìè ÓÍÒ è L-ïîëèëè-
çèíîì (3), è ïëàñòèêîâîé ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ïëàí-

øåòà (4).

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà ñðåäíåãî.



ðåííîå ÷åòûðåõçîíäîâûì ìåòîäîì Âàí-äåð-Ïàó, äîñòèãà-
ëî 1 êÎì, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ñèíòåçèðîâàí-
íîå ïîêðûòèå ÿâëÿåòñÿ ïðîâîäÿùèì, ò. å. ïîçâîëÿåò ðåãè-
ñòðèðîâàòü ñèãíàë îò êëåòîê (íàïðèìåð, èçìåíåíèå
ñèíàïòè÷åñêîé àêòèâíîñòè) èëè ñòèìóëèðîâàòü êëåòêè ñ
ïîìîùüþ ýëåêòðè÷åñêèõ èìïóëüñîâ.

À í à ë è ç ð î ñ ò à ê ë å ò î ê P Ñ 1 2 í à ï ë å í ê à õ
Ó Í Ò. Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåíà ïðèæèçíåííàÿ ìèêðîôî-
òîãðàôèÿ êëåòîê ëèíèè ÐÑ12, ðàñòóùèõ íà êâàðöåâûõ
ñòåêëàõ ñ ïëåíêàìè ÓÍÒ. Îáíàðóæåíî, ÷òî êëåòêè ÐÑ12
ïðèêðåïëÿþòñÿ ê êâàðöåâûì ñòåêëàì ñ ïëåíêàìè ÓÍÒ íå-
ñêîëüêî ìåäëåííåå, ÷åì ê ïëàñòèêîâîé ïîâåðõíîñòè ïëàí-
øåòà. Îáðàáîòêà êâàðöåâûõ ïëàñòèí ñ ÓÍÒ ðàñòâîðîì
L-ïîëèëèçèíà ïðèâîäèëà ê çíà÷èòåëüíîìó óñêîðåíèþ àä-
ãåçèè êëåòîê. Òåì íå ìåíåå â òå÷åíèå 24 ÷ âî âñåõ òðåõ
ñëó÷àÿõ 95—100 % êëåòîê ïîëíîñòüþ ñîðáèðîâàëèñü íà
ïîäëîæêå. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê íà ïëåíêàõ ÓÍÒ íå îòëè-
÷àëàñü îò ìîðôîëîãèè êëåòîê, ðàñòóùèõ íà ïëàñòèêîâîé
ïîâåðõíîñòè ïëàíøåòà. Â òå÷åíèå 7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ
êëåòîê íà ïëåíêàõ ÓÍÒ ïîãèáøèõ êëåòîê îáíàðóæåíî íå
áûëî.

Èññëåäîâàíèå äèíàìèêè ïðèðîñòà ðîñòà êëåòîê ÐÑ12
íà ïëåíêàõ ÓÍÒ ïîêàçàëî, ÷òî ñêîðîñòü ðîñòà êëåòîê íà
ÓÍÒ-ïëåíêàõ ñðàâíèìà ñî ñêîðîñòüþ èõ ðîñòà íà ïëàñòè-
êå ñòàíäàðòíîãî êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà. Êðèâûå ðîñòà
ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3. Â òàáëèöå ïðèâåäåíû äàííûå ïî

çàâèñèìîñòè âðåìåíè óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè îò õàðàêòåðà
ïîäëîæêè. Îáíàðóæåíî, ÷òî âðåìÿ óäâîåíèÿ êëåòîê
ÐÑ12, êóëüòèâèðóåìûõ íà ïëåíêàõ ÓÍÒ, ìåíüøå (áîëåå
÷åì íà 10 ÷).

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 ê ë å ò î ê
í à ï ë å í ê à õ Ó Í Ò. Ýôôåêòèâíîñòü íåéðîíàëüíîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè êëåòîê ÐÑ12, êóëüòèâèðóåìûõ íà ïëåíêàõ
ÓÍÒ (ðèñ. 4), áûëà ñðàâíèìà ñ ýôôåêòèâíîñòüþ äèôôå-
ðåíöèðîâêè ýòèõ êëåòîê íà ïëàñòèêîâîé ïîâåðõíîñòè
ïëàíøåòîâ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîêðûòûõ L-ïîëèëèçè-
íîì. Äîïîëíèòåëüíîå ïîêðûòèå L-ïîëèëèçèíîì ñòåêîë ñ
ïëåíêàìè ÓÍÒ íå âëèÿëî íà ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöè-
ðîâêè.

Õàðàêòåð ïðèêðåïëåíèÿ è ðîñòà NSC ìûøè íà ÓÍÒ
íå çàâèñåë îò ïðèñóòñòâèÿ äîïîëíèòåëüíîãî ïîêðûòèÿ
îñíîâû êîëëàãåíîì. Ïîêðûòèå êàê ïëàñòèí ñ ÓÍÒ, òàê è
ïîêðîâíûõ ñòåêîë L-ïîëèëèçèíîì ñïîñîáñòâîâàëî áîëåå
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Ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê ëèíèè ÐÑ12,
êóëüòèâèðóåìûõ íà ðàçíûõ ïîäëîæêàõ

Ïîäëîæêà Âðåìÿ óäâîåíèÿ, ÷

ÓÍÒ 31.4 � 3.2

ÓÍÒ + L-ïîëèëèçèí 33.1 � 4.1

Ïîëèñòèðîëüíûé ïëàíøåò 43.5 � 4.8

Ðèñ. 4. Íåéðîíàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê ëèíèè ÐÑ12 íà ïëàñòèêå êóëüòóðàëüíîãî ïëàíøåòà, ïîêðûòîãî L-ïîëèëèçèíîì (à),
è íà ïëåíêàõ ÓÍÒ (á—ã).

à, á — ïðèæèçíåííàÿ ìèêðîôîòîãðàôèÿ êëåòîê (ôàçîâûé êîíòðàñò); â, ã — ÑÝÌ (ã — ôðàãìåíò íåéðèòà). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 40 (à—â)
è 5 (ã) ìêì.



áûñòðîìó è ðàâíîìåðíîìó ïðèêðåïëåíèþ NSC, íî íå
âëèÿëî íà ðîñò è âûæèâàåìîñòü êëåòîê. NSC, òàê æå êàê è
êëåòêè ÐÑ12, ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå ïîñåâà áûëè â ïðèêðåïëåí-
íîì ñîñòîÿíèè âíå çàâèñèìîñòè îò ïîäëîæêè. Äîáàâëå-
íèå òðåõ íåéðîòðîôèíîâ (NGF, BDNF è NT-3) ïðèâîäèëî
ê èíäóêöèè íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè NSC. Ýòî
âûðàæàëîñü â èçìåíåíèè ìîðôîëîãèè êëåòîê è ýêñïðåñ-
ñèè íåéðîí-ñïåöèôè÷íûõ àíòèãåíîâ — áåòà-òóáóëèíà III
(ðèñ. 5, à, á) è ÿäåðíîãî áåëêà NeuN (ðèñ. 5, â, ã). Îáíàðó-
æåíî, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè NSC íà
ïëåíêàõ ÓÍÒ ñ êîëëàãåíîâûì ïîêðûòèåì ïðàêòè÷åñêè íå
îòëè÷àëàñü îò äèôôåðåíöèðîâêè ýòèõ êëåòîê íà ïîêðîâ-
íûõ ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ êîëëàãåíîì.

Îáñóæäåíèå

Êëåòêè ôåîõðîìîöèòîìû êðûñû ëèíèè ÐÑ12 — êëàñ-
ñè÷åñêàÿ ìîäåëü äëÿ èññëåäîâàíèÿ íåéðîíàëüíîé äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Ýòó ëèíèþ ïîëó÷èëè èç îïóõîëè õðîìàô-
ôèííûõ êëåòîê íàäïî÷å÷íèêîâ (Greene, Tischler, 1976),
êîòîðûå â ýìáðèîãåíåçå ïðîèñõîäÿò èç íåðâíîãî ãðåáíÿ,
äàþùåãî íà÷àëî ðàçëè÷íûì îòäåëàì öåíòðàëüíîé è ñèì-
ïàòè÷åñêîé íåðâíîé ñèñòåìû. Êëåòêè îòëè÷àþòñÿ ñôåðè-

÷åñêîé ìîðôîëîãèåé, ñëàáî àäãåçèâíû è ïðè ïåðåñåâå íå
íóæäàþòñÿ â äèññîöèèðóþùèõ àãåíòàõ. Ïîýòîìó ïðè ðà-
áîòå ñ ýòîé ëèíèåé (îñîáåííî åñëè èññëåäóåòñÿ èõ íåéðî-
íàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà) ÷àñòî èñïîëüçóþò ïîäëîæêè ñ
ïîêðûòèåì, ïîâûøàþùèì àäãåçèþ êëåòîê, òàêèì êàê L-
èëè D-ïîëèëèçèí, êîëëàãåí èëè ëàìèíèí. Ïîä äåéñòâèåì
èíäóêòîðîâ íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè (íàïðèìåð,
NGF) êëåòêè ÐÑ12 ïðèîáðåòàþò íåéðîíîïîäîáíóþ ìîð-
ôîëîãèþ è ñâîéñòâà ñèìïàòè÷åñêèõ íåéðîíîâ, òàêèå êàê
ýêñïðåññèÿ íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ, ñåêðåöèÿ íåéðîòðàí-
ñìèòòåðîâ è ôîðìèðîâàíèå ïîòåíöèàë-÷óâñòâèòåëüíûõ
íàòðèåâûõ êàíàëîâ (Fujita et al., 1989). Ýòè ñâîéñòâà äåëà-
þò ëèíèþ êëåòîê ÐÑ12 óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ ðàçðàáîòêè
ñèñòåì ðåãèñòðàöèè ýëåêòðè÷åñêèõ èìïóëüñîâ. Ïîýòîìó
ÓÍÒ, îáëàäàþùèå ýëåêòðîïðîâîäíîñòüþ, ìîãóò îêàçàòü-
ñÿ ïåðñïåêòèâíûì ìàòåðèàëîì äëÿ èçó÷åíèÿ ýëåêòðîôè-
çèîëîãèè íåðâíûõ êëåòîê.

Â èññëåäîâàíèÿõ, ïðîâîäèìûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êëå-
òîê ÐÑ12, âàæíóþ ðîëü èãðàåò êà÷åñòâî ïîäëîæêè. Ìû
ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè ëèíèè ÐÑ12 óñïåøíî ïðèêðåïëÿþò-
ñÿ è ïðîëèôåðèðóþò íà êâàðöåâûõ ïëàñòèíàõ, ïîêðûòûõ
ïëåíêàìè ÓÍÒ (ðèñ. 2). Îáíàðóæåíî, ÷òî äëÿ ïðèêðåïëå-
íèÿ êëåòîê ÐÑ12 ê ñòåêëàì ñ ïëåíêàìè ÓÍÒ íåîáõîäèìî
áîëåå äëèòåëüíîå âðåìÿ, ÷åì äëÿ ïðèêðåïëåíèÿ ê ïëàñòè-
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Ðèñ. 5. Íåéðîíàëüíàÿ äèôôåðåíöèðîâêà íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè íà êâàðöåâûõ ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ ïëåíêàìè ÓÍÒ (à,
â), â ñðàâíåíèè ñ äèôôåðåíöèðîâêîé íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ êîëëàãåíîì (á, ã).

à, á — àíòèòåëà ê b-òóáóëèíó III; â, ã — àíòèòåëà ê NeuN ñ îäíîâðåìåííûì îêðàøèâàíèåì ÿäåð Hoechst 33342. Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 100 ìêì.



êîâîé ïîâåðõíîñòè ñòàíäàðòíîãî ïîëèñòèðîëîâîãî êóëü-
òóðàëüíîãî ïëàíøåòà. Äîïîëíèòåëüíîå ïîêðûòèå êâàð-
öåâûõ ñòåêîë ñ ïëåíêàìè ÓÍÒ ïîëèêàòèîíîì L-ïîëèëè-
çèíîì çíà÷èòåëüíî óñêîðÿåò ïðîöåññ ïðèêðåïëåíèÿ
êëåòîê ê ïîäëîæêå. Îêðàøèâàíèå òðèïàíîâûì ñèíèì íå
âûÿâèëî ïîãèáøèõ êëåòîê íà ïëåíêàõ ÓÍÒ. Îêðàøèâàíèå
êëåòîê ÄÍÊ-òðîïíûì ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì Ho-
echst 33342 íå âûÿâèëî àïîïòîòè÷åñêèõ ÿäåð. Ýòî ïîçâî-
ëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî ïëåíêè ÓÍÒ, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì
õèìè÷åñêîãî îñàæäåíèÿ èç ãàçîâîé ôàçû, íå îêàçûâàþò
íà èññëåäîâàííûå êëåòêè öèòîòîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ. Ïî
äàííûì èç ëèòåðàòóðû, òîêñè÷íîñòü óãëåðîäíûõ íàíîò-
ðóáîê ïðîÿâëÿåòñÿ ïðè èõ äîáàâëåíèè ê êóëüòóðå êëåòîê
â âèäå ñóñïåíçèè (Dong, Ma, 2015). Òîêñè÷íîñòü ÓÍÒ
èññëåäîâàòåëè ñâÿçûâàþò ñî ñïîñîáíîñòüþ ÓÍÒ ïðîíè-
êàòü â êëåòêè è ïîâðåæäàòü èõ. Îäíàêî ÓÍÒ áûëè óñïåø-
íî èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå êîìïîíåíòîâ ìàòðèöû äëÿ
ñòðóêòóðíîé ïîääåðæêè êëåòîê (Gabay et al., 2005; Mac-
Donald et al., 2005). Ïîêàçàíî, ÷òî òàêèå ïîäëîæêè íåòîê-
ñè÷íû, îáëàäàþò ïðîâîäèìîñòüþ è ñïîñîáñòâóþò ïðè-
êðåïëåíèþ è àêòèâàöèè ðîñòà êëåòîê êàê in vitro, òàê è
in vivo (Lewitus et al., 2011), ÷òî ñîâïàäàåò ñ íàøèìè ðå-
çóëüòàòàìè.

Èññëåäîâàíèå äèíàìèêè ðîñòà êëåòîê PÑ12 íà ïëåí-
êàõ ÓÍÒ ïîêàçàëî, ÷òî â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ êâàðöå-
âûõ ñòåêîë (ðèñ. 3) êëåòêè àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþò íà òà-
êèõ ñòåêëàõ, ïîêðûòûõ ïëåíêàìè ÓÍÒ. Ïðè ýòîì âðåìÿ
óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè ñîêðàùàåòñÿ ñ 43.5 äî 31.4 ÷. Òàêèì
îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî ïëåíêè ÓÍÒ íå òîëüêî íå èíãèáè-
ðóþò ðîñò êëåòîê ëèíèè ÐÑ12, íî äàæå ñòèìóëèðóþò èõ
ïðîëèôåðàöèþ.

Ýòî âàæíî, òàê êàê äî ïîñëåäíåãî âðåìåíè â ëèòåðà-
òóðå âñòðå÷àþòñÿ ïðîòèâîðå÷èâûå ñîîáùåíèÿ. Òàê, áûëè
îáíàðóæåíû áîëåå âûñîêàÿ ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè êëå-
òîê íåéðîáëàñòîìû ìûøè Neuro2a è ôîðìèðîâàíèå áîëü-
øåãî êîëè÷åñòâà íåéðèòîâ íà ÓÍÒ, ÷åì íà ïîäëîæêå èç
SiO2 (Beduer et al., 2012). Àâòîðû îáíàðóæèëè ñïîñîá-
íîñòü ÓÍÒ ñîðáèðîâàòü áåëêîâûå êîìïîíåíòû êóëüòó-
ðàëüíîé ñðåäû, êàê ãóáêà. Ïîýòîìó áîëåå âûñîêàÿ ñêî-
ðîñòü ïðîëèôåðàöèè êëåòîê íà ïëåíêàõ ÓÍÒ ìîæåò îïðå-
äåëÿòüñÿ áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé òðîôè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ ñðåäû â ïîâåðõíîñòíîì ñëîå òàêîé ïîäëîæêè.
Â òî æå âðåìÿ äðóãèå èññëåäîâàòåëè ñîîáùàþò î òîì, ÷òî
ïëåíêè ÓÍÒ èíãèáèðóþò ïðîëèôåðàöèþ, ñíèæàþò âûæè-
âàåìîñòü è îáðàçîâàíèå íåéðèòîâ ó êëåòîê ëèíèè ÐÑ12, à
òàêæå èíãèáèðóþò ïðîëèôåðàöèþ îñòåîáëàñòîâ (Agarwal
et al., 2010). Ïî-âèäèìîìó, äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êëåòêà-
ìè êðàéíå âàæíà ñòåïåíü î÷èñòêè ÓÍÒ-ïîêðûòèÿ îò ïðè-
ìåñè êàòàëèçàòîðà, â ÷àñòíîñòè îò èîíîâ æåëåçà, ïîñêîëü-
êó ïîêàçàíî, ÷òî èìåííî òàêèå ïðèìåñè, à íå ïëåíêè ÓÍÒ
òîêñè÷íû äëÿ êëåòîê ëèíèè ÐÑ12 (Meng et al., 2013).

Àíàëèç íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê
ÐÑ12, èíäóöèðóåìîé äîáàâëåíèåì ôàêòîðà ðîñòà íåðâîâ,
ïîêàçàë, ÷òî ïëåíêè ÓÍÒ íå îêàçûâàþò íåãàòèâíîãî âëè-
ÿíèÿ íà ýòîò ïðîöåññ. Äîïîëíèòåëüíîå ïîêðûòèå ñòåêîë ñ
ïëåíêàìè ÓÍÒ L-ïîëèëèçèíîì íå âëèÿåò íà ýôôåêòèâ-
íîñòü íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Àíàëîãè÷íûå
äàííûå áûëè ïîëó÷åíû è ïðè èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâ-
êè íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ìûøè (ðèñ. 5).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êðàéíå âàæíûì ÿâëÿåòñÿ èçó÷å-
íèå âëèÿíèÿ ïîñëåäñòâèé òîêñè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé íà
NSC äëÿ íåéðîíîâ, êîòîðûå äèôôåðåíöèðóþòñÿ èç òà-
êèõ NSC. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î
âîçìîæíîñòè ïîëó÷àòü è èçó÷àòü íåéðîíû ñ ïîìîùüþ
äèôôåðåíöèðîâêè NSC ñ èñïîëüçîâàíèåì êîêòåéëÿ íåé-

ðîòðîôèíîâ. Äèôôåðåíöèðîâàííûå íà ÓÍÒ êëåòêè ýêñï-
ðåññèðîâàëè ñïåöèôè÷åñêèå ìàðêåðû íåéðîíîâ
b-òóáóëèí III è ÿäåðíûé àíòèãåí NeuN — ìàðêåð çðåëûõ
íåéðîíîâ (ðèñ. 5).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ îäíîñëîéíûõ óãëå-
ðîäíûõ íàíîòðóáîê, ïîëó÷åííûõ ïóòåì õèìè÷åñêîãî
îñàæäåíèÿ èç ãàçîâîé ôàçû, â êà÷åñòâå ýëåêòðîïðîâîäÿ-
ùåé ïîäëîæêè äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòîê íåéðîíàëüíîãî
ïðîèñõîæäåíèÿ è, âîçìîæíî, çðåëûõ íåéðîíîâ.
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The study of the interaction of nerve cells with specially designed substrates (scaffolds) with different sur-
face characteristics at the nanoscale is a necessary step in the development of methods of stimulation of regene-
ration of nervous tissues, as well as to create next generation of bioelectronic devices. A promising material for
such scaffolds may be carbon nanotubes (CNT) that are flexible films of graphene rolled into nano-sized cylin-
drical tubes. CNT were produced by chemical deposition from the gas phase. The analysis of the PC12 cells
cultivated on quartz glass coated by carbon nanotubes films using electron and light microscopy has shown that
CNT stimulate the proliferation and do not inhibit neuronal differentiation of PC12 cells. We have found that it
is possible to obtain differentiated neurons from murine neural stem cells on the quartz glasses covered with
CNT films. The data obtained indicate that the CNT films produced by chemical deposition from the gas phase
onto quartz glass may be used as the electro conductive scaffold to obtain and study the functions of neural cells
and possibly of mature neurons.
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