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Аннотация. Обоснование и цель. Реактивный астроглиоз является ключевым компонентом микроокружения 
при нейродегенеративных заболеваниях, однако его специфическая роль в регуляции пула стволовых клеток 
и нейрогенеза остается не до конца изученной. Цель работы — изучить влияние (последствия) направленной 
хронической активации астроцитов in vivo и in vitro на динамику пролиферации и нейрогенез клеток-пред-
шественников. Материал и методика. Для избирательной активации астроцитов использовали оптогенети-
ческие подходы. Эксперименты in vivo: у мышей с селективной экспрессией аденовирусного вектора (AVV) 
GFAP-mKate-ChR2 хронически фотостимулировали мозжечок. Эксперименты in vitro: из мозжечка мыши 
выделяли нейросферы, инфицировали их AVV GFAP-mKate-ChR2 и тоже подвергали хронической фото-
стимуляции с последующей дифференцировкой. Клеточный ответ оценивали с помощью иммунофлуо-
ресцентного анализа маркеров пролиферации (Ki67) и нейрональной дифференцировки (даблкортина, 
DCX). Результаты. Хроническая оптогенетическая стимуляция астроцитов in vivo привела к значительному 
уменьшению количества DCX-позитивных клеток в молекулярном слое мозжечка, в то время как количество 
Ki67-позитивных клеток существенно не изменилось. Напротив, в модели in vitro фотостимуляция индуциро-
вала увеличение пролиферации (Ki67) в нейросферах без значительного влияния на долю DCX-позитивных 
клеток после дифференцировки. Результаты демонстрируют, что хроническая активация астроцитов in vivo 
создаёт токсическое микроокружение, которое избирательно ингибирует нейрональную дифференциров-
ку клеток-предшественников, не влияя на их пролиферативный потенциал. Различие между результатами 
на моделях in vivo и in vitro подчёркивает критическую роль микросреды, опосредованной реактивным астро-
глиозом, в дисрегуляции нейрогенеза. Заключение. Данные предполагают, что стратегии, направленные 
на модуляцию активности астроцитов, а не просто на стимуляцию пролиферации, могут быть перспектив-
ными для восстановления регенеративного потенциала мозжечка при нейродегенеративных состояниях.
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Принятые сокращения: ГБ — глия Бергмана: ChR2 — каналродопсин 2; DCX — даблкортин (doublecortin), маркер 
незрелых нейронов, GFAP — глиальный фибриллярный кислый белок, Ki67 — маркер клеточной пролиферации.
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Abstract. Objective: Reactive astrogliosis is a key component of the microenvironment in neurodegenerative 
diseases, but its specific role in the regulation of the stem cell pool and neurogenesis remains incompletely 
understood. The aim of this study was to investigate the effects of targeted chronic activation of astrocytes in 
vivo and in vitro on the dynamics of progenitor cell proliferation and neurogenesis. Methods: Optogenetic ap-
proaches were used for selective activation of astrocytes. In vivo, mice with selective expression of AVV GFAP-
mKate-ChR2 underwent chronic photostimulation of the cerebellum. In vitro, neurospheres were isolated 
from the mouse cerebellum, infected with AVV GFAP-mKate-ChR2, and also subjected to chronic photo-
stimulation followed by differentiation. Cellular responses were assessed by immunofluorescence analysis of 
proliferation (Ki67) and neuronal differentiation markers (doublecortin, DCX). Results: Chronic optogenetic 
stimulation of astrocytes in vivo resulted in a significant decrease in the number of DCX-positive cells in the 
cerebellar molecular layer, while the number of Ki67-positive cells did not change significantly. In contrast, 
in the in vitro model, photostimulation induced an increase in proliferation (Ki67) in neurospheres without 
a significant effect on the proportion of DCX-positive cells after differentiation. Our results demonstrate that 
chronic astrocyte activation in vivo creates a toxic microenvironment that selectively inhibits neuronal diffe
rentiation of progenitor cells without affecting their proliferative potential. The difference in results between 
in vivo and in vitro models highlights the critical role of the reactive astrogliosis-mediated microenvironment 
in dysregulating neurogenesis. Conclusions: These data suggest that strategies aimed at modulating astrocyte 
activity, rather than simply stimulating proliferation, may be promising for restoring the regenerative potential 
of the cerebellum in neurodegenerative conditions.
Keywords: neurogenesis, astrogliosis, cerebellar neurodegeneration
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Мозжечок, известный своей ролью в моторном кон-
троле, еще и вносит вклад в когнитивные и эмоциональ-
ные функции (Baumann, Mattingley, 2022). Его сложная 
клеточная архитектура высоко уязвима в случае нейроде-
генеративных процессов. В ответ на повреждение рези-
дентные клетки-предшественники в мозжечке, в основ-
ном локализованные в белом веществе, демонстрируют 
ограниченную способность к пролиферации и нейроге-
незу, потенциально давая начало новым интернейронам 
(Leto et al., 2016). Однако при хронических патологиях 
этот компенсаторный механизм зачастую оказывается 
недостаточно эффективным.

Ключевым фактором, определяющим судьбу кле-
ток-предшественников, является их микроокружение, 
или ниша (Llorente et al., 2022). Центральным элементом 
этой ниши являются астроциты (Luo et al., 2017; Schnei-
der et al., 2019). В норме они обеспечивают поддержку 
трофики и гомеостаза. Однако при активации в ответ 
на патологические воздействия — процесс, известный 
как реактивный астроглиоз, — астроциты претерпевают 
значительные фенотипические изменения, включая из-
менение экспрессии ключевых белков, высвобождение 
провоспалительных медиаторов и нарушение их ком-
пенсационных функций (Li et al., 2019). Эти изменения 
существенно влияют на микроокружение клеток-пред-
шественников и могут оказывать как защитное, так и па-
тогенное воздействие на нейрональную пластичность 
и регенерацию (Meeuwsen et al., 2003; Sofroniew, 2009; 
Niranjan, 2014).

Традиционные методы изучения реактивного астро
глиоза часто заключаются в неспецифическом поврежде-
нии, что затрудняет различение причинно-следственных 
связей (Allahyari et al., 2015). Чтобы преодолеть это огра-
ничение, мы использовали оптогенетические подходы для 
направленной и хронической активации именно популя-
ции GFAP-позитивных клеток (астроцитов и потенци-
ально некоторых клеток-предшественников) в мозжечке 
мыши (Шуваев, 2021; Shuvaev, 2021). Это позволило нам 
смоделировать один ключевой этап нейродегенеративной 
среды — хронически активные астроциты — и изучить его 
непосредственное влияние на два критических процесса: 
пролиферацию клеток-предшественников (оцениваемую 
по маркеру Ki67) и их последующую дифференцировку 
в нейроны (оцениваемую по маркеру незрелых нейронов 
даблкортину, DCX).

В настоящей работе мы сравнили две модели селек-
тивного астроглиоза мозжечка, созданного посредством 
оптогенетической стимуляции, in vivo и in vitro, чтобы 
выяснить, является ли потенциальное негативное вли-
яние активированных астроцитов на нейрогенез ре-
зультатом клеточно-автономных изменений в самих 
клетках-предшественниках, или же оно опосредовано 
паракринными сигналами от реактивных астроцитов 
в сложной тканевой среде.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В исследовании использовали мышей ли-

нии CD1 в возрасте 8—10 недель. Животных содержали 
в виварии в стандартных условиях с 12-часовым световым 
циклом при свободном доступе к воде и пище.

Оптогенетическая стимуляция астроцитов in vivo. Для 
селективной экспрессии каналродопсина‑2 (ChR2) 
в астроцитах в кору червя мозжечка мышей стереотак-
сически вводили 10 мкл аденовирусного вектора (AVV) 
GFAP-mKate-ChR2 (3.7 × 107 ед./мл) (Gourine et al., 
2010; Figueiredo et al., 2014) и имплантировали канюлю 
для подсоединения оптоволокна. Данный вектор со-
держит промотор GFAP для селективной экспрессии 
в астроцитах, последовательность, кодирующую крас-
ный флуоресцентный белок mKate, а также последо-
вательность, кодирующую светочувствительный белок 
канналородопсин 2-го типа (ChR2).

После послеоперационного восстановления подсо-
единяли оптород и проводили стимуляцию зараженной 
области (импульсами голубого света (490 нм) по 20 мс 
с интервалами в 20 мс) (Intelligent Optogenetic System, 
RWD, Китай). Такая стимуляция длилась на протя-
жении 4 сут циклами: 60 с стимуляция — 60 с интер-
вал. Контрольная группа животных ChR2 (hv-) имела 
имплантированное оптоволокно, но ее не подвергали 
стимуляции.

Получение и культивирование нейросфер. Живот-
ных декапитировали, мозжечок выделяли на льду 
в стерильных условиях и механически диссоцииро-
вали в холодном солевом растворе Хэнкса. Клеточ-
ную суспензию центрифугировали при 200 g в течение 
5 мин, осадок ресуспендировали в среде NeuroCul NS-A 
Proliferation, дополненной эпидермальным фактором 
роста (EGF, 20 нг/мл), базовым фактором роста фибро-
бластов (bFGF, 10 нг/мл) и гепарином (2 мкг/мл) (все 
от StemCell, США). Полученные клетки в количестве 
1.5 × 106 засевали в культуральные флаконы T‑75 см2 
в 25 мл среды NeuroCult NS-A Proliferation и культи-
вировали при 37 °C и 5 % CO2.

Дифференцировка нейросфер. Для индукции диффе-
ренцировки нейросферы собирали, центрифугировали 
при 200 g в течение 5 мин, осадок ресуспендировали 
в среде DMEM («ПанЭко», Россия), содержащей 10 % 
фетальной бычьей сыворотки (FBS, Gibco, США), 2 мМ 
глутамина («ПанЭко», Россия), пенициллин-стрепто-
мицин («ПанЭко», Россия). Стерильной серологиче-
ской пипеткой объемом 5 мл проводили механическую 
диссоциацию нейросфер, полученную суспензию кле-
ток засевали в чашки Петри 35 мм со стеклянным дном 
(Greiner Bio-One, Австрия) по 1 × 105 клеток на чашку.

Оптогенетическая стимуляция культуры клеток. Для 
оптогенетической стимуляции in vitro дифференци-
рующиеся клетки трансдуцировали аденовирусным 
вектором AVV GFAP-mKate-ChR2 через 3 сут после 
посадки. Через 10 сут клетки подвергали хронической 
фотостимуляции с частотой, описанной выше, в течение 
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последующих 4 сут. Контрольная группа клеток ChR2 
(hv-) экспрессировала ChR2, но ее не подвергали 
фотостимуляции.

Иммуноцитохимический анализ (ИЦХ). Клетки фик-
сировали в 4 %-ном параформальдегиде и оценивали 
экспрессию GFAP, DCX и Ki67 методом двойного непря-
мого иммунофлуоресцентного окрашивания. Инкубацию 
с первичными антителами в разведении 1:200 проводили 
в течение ночи при 4 °C. Были использованы антите-
ла к GFAP (ARG52313; Arigo Biolaboratories, Тайвань), 
Ki67 (ab15580; Abcam, США) и DCX (sc‑8066; SantaCruz 
Biotechnology, США). После двукратной отмывки клетки 
инкубировали в течение 1 ч при 37 °C с вторичными анти-
телами AlexaFluor 488 (ab150077; Abcam, США) AlexaFluor 
647 (ab150175; Abcam, США) и AlexaFluor 647 (A21447; 
Thermo Fisher Scientific, США). Ядра контрастировали 
DAPI (1 мкг/мл). Препараты анализировали с помощью 
конфокального микроскопа Olympus FV 10i, Япония). 
Подсчет позитивных клеток проводили слепым методом 
не менее чем в пяти полях зрения.

Иммуногистохимический анализ. Мышам транскар-
диально вводили 4 %-ный раствор параформальдегида 
в 0.1 М фосфатном буфере после внутрибрюшинной 
анестезии золетилом (50 мг/кг) (Virbac, Carros, Франция). 
Мозг извлекали и фиксировали в том же растворе в те-
чение ночи. Червь мозжечка нарезали на сагиттальные 
срезы толщиной 50 мкм с помощью микротома (Thermo 
Scientific Microm HM 650, США). Срезы инкубировали 
с первичными кроличьими моноклональными анти-
телами (теми же, что и при ИЦХ) против GFAP, Ki67 
и DCX в течение ночи при 4 °C. Антитела растворяли 
в растворе PBS, содержащем 2 % нормальной ослиной 
сыворотки, 0.1 % Тритона Х‑100 и 0.05 % NaN3. После 
инкубации с первичными антителами срезы промы-
вали в PBS, инкубировали со вторичными антителами 
AlexaFluor 488 (A11034; Thermo Fisher Scientific, США), 
AlexaFluor 647 (ab150171; Abcam, США), AlexaFluor 647 
(A21244; Thermo Fisher Scientific, США) в течение 2 ч 
при комнатной температуре, затем промывали в PBS. 
Наносили монтирующую жидкость, накрывали срез по-
кровным стеклом. Для сравнения были получены конфо-
кальные флуоресцентные изображения срезов мозжечка 
из соответствующей области с помощью микроскопа 
FV10i (Olympus, Япония). Изображения записывали с ис-
пользованием объектива с увеличением 10× и размером 
изображения 1024 × 1024 пикселей. Микрофотографии, 
преобразованные в чёрно-белые изображения, анализи-
ровали с помощью программного обеспечения ImageJ.

Статистический анализ. Все данные представлены 
как среднее значение и его стандартная ошибка (SEM). 
Анализ проводили с использованием программного обес
печения GraphPad Prism 9.0. Для сравнения групп ис-
пользовали непарный t-критерий Стьюдента. Различия 
считали статистически значимыми при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние хронической оптогенетической стимуляции 

астроцитов на морфологию клеток. Как мы показали 
ранее, хроническая фотостимуляция астроцитов коры 
мозжечка — глии Бергмана (ГБ), экспрессирующей 
ChR2-mKate, приводит к изменениям, характерным 
для астроглиоза. В результате хронической фотостиму-
ляции наблюдается значительное увеличение количе-
ства и толщины отростков ГБ, при этом уменьшается 
их длина, они становятся извитыми (Shuvaev et al., 
2021). Репрезентативные фотографии представлены 
на рис. 1а.

Хроническая фотостимуляция астроцитов, экспрес-
сирующих ChR2, тоже оказала влияние на их морфо-
логию in vitro (рис. 1б). Число клеток без отростков 
в группе со стимуляцией [ChR2 (hv+)] было значитель-
но меньше по сравнению с контрольной группой [ChR2 
(hv-)] (10.0 ± 1.1 и 15.9 ± 1.9 соответственно; P < 0.05; 
рис. 1в, г). Площадь области без отростков значимо умень-
шилась в группе ChR2 (hv+) по сравнению с контролем 
(10 555.9 ± 1 210.3 мкм2 и 16 331.2 ± 2 335.7 мкм2 соответ-
ственно; P < 0.05), что свидетельствует о выраженном 
изменении морфологии астроцитов под влиянием хро-
нической активации (рис. 1в, д).

Изменения морфологии и активности астроци-
тов влияют на микроокружение клеток-предшествен-
ников и могут оказывать как защитное, так и пато-
генное воздействие на нейрональную пластичность 
и регенерацию.

Влияние активированных астроцитов на нейрогенез 
в мозжечке. Пролиферативную активность оценивали 
по маркеру Ki67. Анализ количества клеток, позитивных 
по маркеру пролиферации Ki67, выявил зависимость 
эффекта от модели. В срезах мозжечка in vivo хрониче-
ская оптогенетическая стимуляция не вызывала значи-
мых изменений количества Ki67+-клеток по сравнению 
с контрольной (не стимулированной) группой (26.5 ± 2.9 
и 25.6 ± 2.3 соответственно; P > 0.05; рис. 2а, б). Напро-
тив, в культуре доля Ki67+-клеток после хронической 
фотостимуляции была значимо увеличена по сравнению 
с контрольной группой (95.6 ± 0.5 и 90.8 ± 1.4 % от общего 
числа клеток; P > 0.05; рис. 2в, г).

Наиболее выраженные изменения были зафиксиро-
ваны при оценке нейрогенеза по маркеру незрелых ней-
ронов DCX. В срезах мозжечка in vivo хроническая фото-
стимуляция астроцитов привела к снижению количества 
DCX-позитивных клеток по сравнению с контрольной 
группой (30.1 ± 3.1 и 38.6 ± 2.0 соответственно; P < 0.05; 
рис. 3а, б). Это указывает на подавление процессов ней-
рональной дифференцировки в условиях реактивного 
астроглиоза. В культуре клеток, однако, доли DCX+-кле-
ток после дифференцировки нейросфер значимо не раз-
личались в экспериментальной и контрольной группах 
(89.4 ± 2.0 и 91.7 ± 2.0 % от общего количества клеток 
соответственно; P > 0.05; рис. 3в, г).
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Рис. 1. Влияние хронической оптогенетической стимуляции на морфологию GFAP-позитивных клеток в коре мозжечка 
мыши (а) и в культуре (б). а — Срезы мозжечка мыши — глия Бергмана (ГБ), экспрессирующая ChR2, меченная anti-
GFAP (синий цвет) и  mKate (красный цвет) в  контрольной группе без стимуляции [ChR2 (hv-)] и  после 4-суточной 
фотостимуляции [ChR2 (hv+)]. На  фазово-контрастном изображении (ФК) показано расположение молекулярного 
слоя (МС), клеток Пуркинье (КП) и  гранулярного слоя (ГС); б, в  — клетки в  культуре, экспрессирующие ChR2, 
меченные на  mKate (красный цвет; подтверждает экспрессию ChR2) и  anti-GFAP (синий цвет) соответственно; ядра 
окрашены DAPI; г, д — число клеток в  культуре (г) и  площадь области клеток без отростков (д), экспрессирующих 
ChR2 (hv-) (белые столбики) и  СhR2 (hv+) (черные столбики). Показаны средние значения и  их ошибки, различия 
достоверны при P ≤ 0.05 (*). а–в — Конфокальная микроскопия, масштабный отрезок: 100 (а), 10 (б) и  50 (в) мкм
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Для оценки непосредственного перехода клеток-пред-
шественников от пролиферации к нейрогенезу был 
проведен анализ ко-локализации Ki67 и DCX. В срезах 
мозжечка наблюдали значимое уменьшение количества 
двойных позитивных клеток (Ki67+/DCX+) в группе с хро-
нической стимуляцией астроцитов [ChR2 (hv+)] по срав-
нению с контролем [ChR2 (hv-)] (5.9 ± 1.4 и 23.5 ± 1.9 

соответственно; P < 0.01; рис. 4а–в). Это демонстрирует 
разрыв между пролиферацией и последующей дифферен-
цировкой in vivo. В культуре клеток доля двойных позитив-
ных клеток (Ki67+/DCX+) в группе ChR2 (hv+) не отли-
чалась от контрольных значений (91.6 ± 1.6 и 91.4 ± 3.2 % 
от общего количества клеток соответственно; P > 0.05; 
рис. 4г–е).

Рис.  2. Изменение пролиферативной активности клеток в срезах коры мозжечка мыши (а) и  клеток в культуре 
(б) после хронической оптогенетической стимуляции астроцитов в  течение 4 сут. а  — Конфокальные изобра-
жения коры мозжечка мышей, экспрессирующей ChR2, в  контроле ChR2 (hv-) и  после фотостимуляции ChR2 
(hv+), меченной anti-Ki67.  б — Число Ki67-позитивных клеток в  срезах мозжечка у  животных групп ChR2 (hv-) 
(белые столбики) и  ChR2 (hv+) (черные столбики). Показаны средние значения и  их ошибки, достоверных раз-
личий между группами не  выявлено (P  > 0.05). в  — Флуоресценция меченых антител к  Ki67 в  клетках культуры, 
экспрессирующих ChR2 (верхний ряд); ядра окрашены DAPI (нижний ряд). г — Доля Ki67-позитивных клеток 
в  культуре, полученных от  животных групп ChR2 (hv-) (белые столбики) и  ChR2 (hv+) (черные столбики); пока-
заны средние значения и их ошибки, различия достоверны при P ≤ 0.01 (**). а, в — Конфокальная микроскопия, 
масштабный отрезок: 100 мкм

Рис.  3. Влияние хронической оптогенетической стимуляции астроцитов на  нейрональную дифференцировку моз-
жечка. а  — Флуоресценция меченых антител к  маркеру DCX в  коре мозжечка, экспрессирующей ChR2 в  группах 
ChR2 (hv-) и  ChR2 (hv+).  б — Число DCX-позитивных клеток в  срезах мозжечка у  животных контрольной груп-
пы ChR2 (hv-) (белые столбики) и  после 4-суточной фотостимуляции [ChR2 (hv+)] (черные столбики); показаны 
средние значения и  их ошибки, различия достоверны при P ≤ 0.05 (*). в  — Флуоресценция клеток в  культуре, 
экспрессирующих ChR2 и  меченных антителами к  DCX. Ядра окрашены DAPI. г — Доля DCX-позитивных клеток 
в  культуре, экспрессирующих ChR2, после дифференцировки; белые столбики — контрольная группа ChR2 (hv-), 
черные столбики — группа ChR2 (hv+). Достоверных различий нет (P  > 0.05). а,  в  — Конфокальная микроскопия, 
масштабный отрезок: 100 мкм
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Рис. 4. Сравнение ко-экспрессии маркеров пролиферации и дифференцировки в клетках срезов и в культуре клеток 
мозжечка мыши после хронической оптогенетической стимуляции. а, б — Флуоресценция меченых антител к марке-
рам Ki67 (зелёная метка), DCX (синяя метка) и их ко-локализация в срезах коры мозжечка, экспрессирующей ChR2, 
в  группе ChR2 (hv-) и  в  группе ChR2 (hv+); масштабный отрезок — 100мкм. в  — Число клеток, ко-экспрессирую-
щих Ki67 и  DCX, в  срезах мозжечка у  животных групп ChR2 (hv-) и  ChR2 (hv+); белые столбики — группа ChR2 
(hv-), черные столбики — группа ChR2 (hv+); (***) — различия достоверны при P ≤ 0.001. г, д — Флуоресценция 
меченых антител к маркерам Ki67 (зелёная метка) и DCX (синяя метка) и их колокализация в культуре клеток коры 
мозжечка, экспрессирующей ChR2, в  группf[ChR2 (hv-) и  ChR2 (hv+) (д).  е — Доля клеток, ко-экспрессирующих 
Ki67 и  DCX, в  культуре клеток мозжечка у  животных групп ChR2 (hv-) и  ChR2 (hv+); белые столбики — группа 
ChR2 (hv-), черные столбики — группа ChR2 (hv+). Достоверных различий между группами не выявлено (P > 0.05). 
в,  е — Показаны средние значения и  их ошибки
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ОБСУЖДЕНИЕ

Астроглиоз, характерный для многих травматиче-
ских, нейродегенеративных или воспалительных состо-
яний, сопровождается специфическими фенотипиче-
скими и функциональными изменениями астроцитов 
(Meeuwsen et al., 2003; Wagner et al., 2013; Li et al., 2019). 
Реактивный астроглиоз играет ключевую роль в реге-
нерации и ремоделировании нейронных цепей после 
травмы и ишемии и может оказывать как положительное, 
так и негативное действие в зависимости от контекста 

и степени повреждения (Song et al., 2002; Liberto et al., 
2004; Wilhelmsson et al., 2012).

Проведенное исследование демонстрирует комплекс-
ное влияние хронической оптогенетической активации 
астроцитов на регенеративный потенциал мозжечка, 
выявляя различия между ответом in vivo и in vitro. Мы 
воспроизвели один из ключевых компонентов нейро-
дегенеративной среды — хронически активированные 
астроциты — и изучили их влияние на пролиферацию 
клеток-предшественников и их дифференцировку 
в нейроны.
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Ключевым открытием является то, что хроническая 
фотостимуляция астроцитов in vivo, приводящая к ре-
активному астроглиозу, не оказывает существенного 
влияния на пролиферативную активность клеток-пред-
шественников (о чем свидетельствует неизменный 
уровень Ki67), но при этом избирательно и значимо 
подавляет нейрональную дифференцировку, что про-
является в резком снижении количества DCX+ клеток 
и двойных позитивных клеток (Ki67+/DCX+) в срезах 
мозжечка.

Выявленный нами эффект сохранения пролифе-
рации при блокировке дифференцировки является 
центральным патогенетическим звеном, выявленным 
в нашей работе. Он позволяет объяснить, почему при 
нейродегенеративных заболеваниях, сопровождающихся 
хроническим реактивным астроглиозом, собственный 
регенеративный потенциал мозжечка оказывается не-
реализованным. Пул предшественников формально 
активен (Ki67+), но микроокружение, формируемое 
активированными астроцитами, создает токсические 
условия, неблагоприятные для нейрогенеза. Это под-
тверждается резким снижением ко-локализации Ki67/
DCX, что указывает на разрыв в критической цепи деле-
ние → дифференцировка. Это позволяет предположить, 
что реактивные астроциты избирательно стимулируют 
дифференцировку астроцитарных линий, а не усиливают 
нейрональную дифференцировку или пролиферацию 
клеток-предшественников (Faijerson et al., 2006; Robel 
et al., 2011).

Важнейшим аргументом в пользу ведущей роли имен-
но микроокружения, а не клеточно-автономных дефектов, 
служат данные экспериментов in vitro. В культуре клеток, 
изолированных от влияния системных факторов и хро-
нического нейровоспаления, внутренняя способность 
клеток-предшественников к пролиферации и диффе-
ренцировке сохранялась. Это доказывает, что сам по себе 
акт стимуляции астроцитов не является токсичным для 
предшественников. Напротив, их потенциал подавля-
ется опосредованно через паракринные сигналы (про-
воспалительные цитокины, факторы роста, нарушения 
гомеостаза), доминирующие в ткани in vivo (Robel et al., 
2011; Li et al., 2019).

Полученные результаты коррелируют с данными 
других исследований, демонстрирующих двойственную 

роль реактивного астроглиоза (Faijerson et al., 2006; Götz 
et al., 2015). Реактивный астроглиоз способствует изо-
ляции очагов повреждения и поддержанию тканевого 
гомеостаза, с одной стороны, а с другой — индуцирует 
выделение факторов, нарушающих синаптическую 
пластичность и процессы регенерации. Наши данные 
позволяют уточнить этот тезис: хронический астроглиоз 
целенаправленно подавляет именно нейрогенез, воз-
можно, перенаправляя ресурсы на другие цели, напри-
мер на глиогенез или формирование глиального рубца.

С клинической точки зрения, наши результаты 
предупреждают о потенциальных рисках терапевтиче-
ских стратегий, направленных на общую стимуляцию 
пролиферации без учета состояния микроокружения. 
Бесконтрольное усиление пролиферации в условиях 
хронического астроглиоза может оказаться не только 
неэффективным, но и потенциально вредным, способ-
ствуя накоплению клеток, склонных к гибели или не-
правильной дифференцировке.

ВЫВОДЫ
1. Хроническая оптогенетическая активация астро-

цитов in vivo избирательно подавляет нейрональную 
дифференцировку (снижение DCX+ и Ki67+/DCX+ кле-
ток), не оказывая значимого влияния на пролиферацию 
клеток-предшественников (уровень Ki67+).

2. Подавление нейрогенеза опосредовано не клеточ-
но-автономными дефектами клеток-предшественников, 
а токсическим микроокружением, формируемым реак-
тивными астроцитами in vivo, что подтверждается сохра-
нением их пролиферативного и дифференцировочного 
потенциала в изолированной культуре in vitro.

3. Ключевым звеном нарушения регенерации являет-
ся разрыв между пролиферацией и дифференцировкой, 
что проявляется в резком снижении количества клеток, 
ко-экспрессирующих Ki67 и DCX.

4. Полученные данные указывают на необходимость 
разработки терапевтических стратегий, направленных 
не на стимуляцию пролиферации, а на коррекцию микро
окружения (подавление патологического нейровоспа-
ления, обеспечение нейротрофической поддержки) для 
создания условий, благоприятных для выживания и ин-
теграции новообразованных нейронов.
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