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Изóчåíы îñîбåííîñòè ïðîëèôåðàöèè è âëèяíèå íåêîòîðых бèîïðåïàðàòîâ íà öèòîñòðóêòóð-

íыå ïðèзíàêè äèôôåðåíöèðîâêè êóëüòèâèðóåìых íåéðàëüíых ïðåäшåñòâåííèêîâ, ïîëóчåííых 
èз êðèîêîíñåðâèðîâàííых íåéðîêëåòîê ìîзãà чåëîâåêà. Âыяâëåíà ïîëîæèòåëüíàя ðåàêöèя 
ïîïóëяöèè ïðîëèôåðèðóющèх íåéðîêëåòîê íà âèìåíòèí. Äîбàâëåíèå â êóëüòóðы ïðåïàðàòà 
èíñóëèí-òðàíñôåððèí-ñåëåíèòà (ИТÑ) íå ñïîñîбñòâîâàëî èх òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå. 
Â ïðèñóòñòâèè ðåòèíîåâîé êèñëîòы â ïèòàòåëüíîé ñðåäå êóëüòóð íàбëюäàëè óâåëèчåíèå чèñëà 
êëåòîê, äèôôåðåíöèðóющèхñя ïî íåéðîíàëüíîìó òèïó. Чàñòü íåéðîêëåòîê-ïðåäшåñòâåííèö 
äèôôåðåíöèðîâàëèñü â ãëèîöèòы, îòìåчåíà èх ïîëîæèòåëüíàя ðåàêöèя íà GFAP. Пîëóчåííыå 
ðåзóëüòàòы ñâèäåòåëüñòâóюò, чòî êëåòêè-ïðåäшåñòâåííèöы, ïîëóчåííыå ïðè äëèòåëüíîì 
êóëüòèâèðîâàíèèè â ñóñïåíзèè â îбåäíåííîé ñðåäå ÄМЕМ, ñîхðàíяюò ñïîñîбíîñòü äèôôåðåí-
öèðîâàòüñя â íåéðîíàëüíîì è ãëèàëüíîì íàïðàâëåíèях.

Êëþчåâыå ñëîâà: нейральные стволовые клетки, нейроклетки-предшественницы, 
дифференцировка, культивирование in vitro, суспензионная культура, ретинола ацетат, 
ретиноевая кислота, виментин, GFAP.

Ñîâðåìåííыé ïåðèîä ðàзâèòèя ìåäèöèíы хàðàê-
òåðèзóåòñя èíòåíñèâíîé ðàзðàбîòêîé êëåòîчíых 
òåхíîëîãèé, èñïîëüзîâàíèå êîòîðых ñïîñîбñòâóåò 
ïîâышåíèю эôôåêòèâíîñòè ëåчåíèя ìíîãèх зàбî-
ëåâàíèé. Â îбëàñòè íåâðîëîãèè è íåéðîхèðóðãèè âñå 
бîëåå шèðîêî ïðèìåíяюòñя íåéðàëüíыå ñòâîëîâыå 
êëåòêè (НÑÊ) эìбðèîíàëüíîãî è ïîñòíàòàëüíîãî 
ìîзãà â öåëях зàìåñòèòåëüíîé êëåòîчíîé òåðàïèè 
ïðè ðàзëèчíых зàбîëåâàíèях. Эòî îбóñëîâëåíî óíè-
êàëüíыìè ñâîéñòâàìè НÑÊ ãåíåðèðîâàòü in vivo âñå 
òèïы íåéðîíîâ è ãëèè ïîä âëèяíèåì ñïåöèôèчåñêèх 
ñèãíàëîâ ëîêàëüíîãî ìèêðîîêðóæåíèя. Â ñâязè ñ эòèì 
â íàñòîящåå âðåìя â эêñïåðèìåíòå èзóчàюò äèíàìèêó 
ïðîëèôåðàöèè êóëüòèâèðóåìых НÑÊ, à òàêæå ðàз-
ðàбàòыâàюò ìåòîäы èх íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöè-
ðîâêè ñ íàêîïëåíèåì ñïåöèàëèзèðîâàííых êëåòîчíых 
ôðàêöèé in vitro äëя ïîñëåäóющåãî ïðèìåíåíèя â 
ëåчåíèè íåêîòîðых íåéðîäåãåíåðàòèâíых зàбîëåâàíèé 
íåðâíîé ñèñòåìы. Аêòóàëüíы ïîëóчåíèå è íàðàбîòêà 
â óñëîâèях êóëüòèâèðîâàíèя èзîëèðîâàííых êëå-
òîчíых ïîïóëяöèé èзбèðàòåëüíî íåéðîíàëüíîãî èëè 
ãëèàëüíîãî òèïà èз эìбðèîíàëüíèх íåéðîêëåòîê (ЭНÊ), 
ïîñêîëüêó äîñòàòîчíыé îбъåì êëåòîчíîãî ìàòåðèàëà 
— îäíî èз âàæíых óñëîâèé èх эôôåêòèâíîé íåéðî-
òðàíñïëàíòàöèè.

Â íàñòîящåå âðåìя ðàзðàбîòàíы ðàзëèчíыå 
ñïîñîбы ïîëóчåíèя íåéðîíàëüíых êëîíîâ èз НÑÊ 
â êóëüòóðå: бëîêèðîâàíèå èх ïðîëèôåðàöèè ïóòåì 
óäàëåíèя ñыâîðîòêè è ôàêòîðîâ ðîñòà (FGF-2 è 
EGF) èз ïèòàòåëüíîé ñðåäы, äîбàâëåíèå ñïåöèôè-
чåñêèх èíäóêòîðîâ íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè 
(ðåòèíîåâàя êèñëîòà, èíñóëèí) [1, 8, 11] è äð. Êðîìå 
òîãî, ïðè ñîзäàíèè óñëîâèé äëя ïðèêðåïëåíèя НÑÊ 
ê àäãåзèâíîìó ñóбñòðàòó â бåññыâîðîòîчíîé ñðåäå 
ìîæåò ïðîяâëяòüñя èх ãåíåòèчåñêè äåòåðìèíèðî-
âàííàя ñïîñîбíîñòü ê ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêå 
â íåéðîбëàñòы è ãëèîöèòы. Чàñòîòà ñïîíòàííîé äèô-
ôåðåíöèðîâêè ЭÑÊ ëèíèè BLCb â íåéðîíы ìîæåò 
äîñòèãàòü 15–30% [4]. Пðè îбðàзîâàíèè îòðîñòêîâ è 
ïîääåðæàíèè ìåæêëåòîчíых êîíòàêòîâ íà ñòàäèè 
äèôôåðåíöèðîâêè â ïðèñóòñòâèè ôàêòîðîâ ðîñòà 
â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå óâåëèчèâàåòñя êîëèчåñòâî 
ãåíåðèðîâàííых íåéðîíîâ íà 8–60%. Âыæèâàíèю 
íåéðîíîâ in vitro ñïîñîбñòâóюò òàêèå íåéðîòðîôè-
чåñêèå ôàêòîðы, êàê NT3, NT4 è PDGF, à ïðè óäà-
ëåíèè ñыâîðîòêè èëè EGF èз êóëüòóðàëüíîé ñðåäы 

èíäóöèðóåòñя ãåíåðàöèя íåéðîíîâ [17]. Рåòèíîåâàя 
êèñëîòà è ôàêòîð ðîñòà íåðâîâ-β óâåëèчèâàюò âыхîä 
íåéðîíîâ èз НÑÊ è эêñïðåññèю íåéðîíñïåöèôèчåñêèх 
ìîëåêóë [16]. Âîзäåéñòâèå эêзîãåííîãî èíñóëèíà òàêæå 
ìîæåò èíäóöèðîâàòü óâåëèчåíèå êîëèчåñòâà зðåëых 
íåéðîíîâ, ñïîñîбñòâóя ðàзâèòèю íåéðîôèëàìåíòîâ â 
öèòîïëàзìå è ðîñòó àêñîíîâ [15].

Нàìè èзóчåíы îñîбåííîñòè ïðîëèôåðàöèè ЭНÊ 
ìîзãà чåëîâåêà â äèíàìèêå êóëüòèâèðîâàíèя, à 
òàêæå èх äèôôåðåíöèðîâîчíыé ïîòåíöèàë â îòâåò 
íà âîзäåéñòâèå ðяäà ñïåöèôèчåñêèх èíäóêòîðîâ 
— ИТÑ (ïðîèзâîäñòâà PanEco Ltd., Рîññèя); ðåòèíîëà 
àöåòàòà (Êèåâñêèé зàâîä âèòàìèííых ïðåïàðàòîâ); 
ôåòàëüíîé òåëячüåé ñыâîðîòêè (ÔТÑ) (Êèåâñêèé 
зàâîä âèòàìèííых ïðåïàðàòîâ); ðåòèíîåâàя êèñëîòà 
(Sigma, Ãåðìàíèя).

Ìàòåðèàëы  è  ìåòîäы  èññëåäîâàíèÿ. Иñïîëü-
зîâàíы èñïîëüзîâàíы êðèîêîíñåðâèðîâàííыå íåé-
ðîêëåòêè чåëîâåêà (7–9-я íåäåëя ãåñòàöèè), ïîëóчåí-
íыå èз íèзêîòåìïåðàòóðíîãî бàíêà êëåòîê Иíñòèòóòà 
êðèîбèîëîãèè è êðèîìåäèöèíы НАН Óêðàèíы (ã. Õàðü-
êîâ). Ñóñïåíзèю êóëüòóð êëåòîê-ïðåäшåñòâåííèö 
ïîëóчàëè ïî îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå [2]. Çàïåчà-
òàííыå êîíòåéíåðы ñ ЭНÊ èзâëåêàëè èз æèäêîãî 
àзîòà, ïîìåщàëè íà âîäяíóю бàíю äëя îòòàèâàíèя 
ïðè òåìïåðàòóðå 38–40°Ñ è êóëüòèâèðîâàëè â ñòåê-
ëяííых ôëàêîíàх â ñðåäå ÄМЕМ. Чåðåз êàæäыå 3 
ñóò ïîëîâèíó êóëüòóðàëüíîé ñðåäы îбíîâëяëè. Äëя 
öèòîëîãèчåñêîãî èññëåäîâàíèя êëàñòåðы НÑÊ чåðåз 7, 
14, 30 ñóò êóëüòèâèðîâàíèя â ñóñïåíзèè ïåðåíîñèëè 
ñ ïîìîщüю ïèïåòêè â ïðîбèðêè, öåíòðèôóãèðîâàëè 
â òåчåíèå 3 ìèí ïðè ñêîðîñòè 1000 îб./ìèí, îñàäîê 
ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå ÄМЕМ è íàíîñèëè íà 
ïîêðîâíыå ñòåêëà, ïîêðыòыå ïîëèэòèëåíèìèíîì, â 
чàшêè Пåòðè. Êóëüòóðы ñîäåðæàëèñü â CÎ

2
-èíêóбà-

òîðå ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ, ïîñòîяííых âëàæíîñòè 
95 % è ãàзîâîì ñîñòàâå. Жèâыå êóëüòóðы íàбëюäàëè 
ïðèæèзíåííî ïîä èíâåðòèðîâàííыì ìèêðîñêîïîì 
(БИËАМ П-3, Ñàíêò-Пåòåðбóðã). Пðîëèôåðàòèâíыå è 
äèôôåðåíöèðîâîчíыå ñâîéñòâà НÑÊ-ïðåäшåñòâåííèö 
îöåíèâàëè ïðè èх êóëüòèâèðîâàíèè íà ïîäëîæêå â 
чàшêàх Пåòðè â ñðåäå ÄМЕМ è äîбàâëåíèè â êóëü-
òóðàëüíóю ñðåäó ïðåïàðàòîâ: ИТÑ, ñîäåðæàщåãî 
0,05 ìã/ìë èíñóëèíà, 0,0275 ìã/ìë òðàíñôåððèíà, 
0,0335 ìã/ìë ñåëåíèòà; ðåòèíîëà àöåòàòà — 0,2 
ìã/ìë; ÔТÑ — 1%; ðåòèíîåâîé êèñëîòы — 2×10-6 
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ìîëü/ë. Пî îêîíчàíèè êóëüòèâèðîâàíèя íåéðîêëåòêè 
íà ïîêðîâíых ñòåêëàх ôèêñèðîâàëè â 10% ðàñòâîðå 
íåéòðàëüíîãî ôîðìàëèíà, îêðàшèâàëè òèîíèíîì, 
зàêëючàëè â ãëèöåðèí. Цèòîëîãèчåñêèå ïðåïàðàòы 
èññëåäîâàëè â öèòîàíàëèзàòîðå èзîбðàæåíèя «IBAS-
2000» (Ãåðìàíèя) ñ ïîñëåäóющåé ôîòîðåãèñòðàöèåé. 
Â êàæäîì âàðèàíòå îïыòíыå êóëüòóðы íåéðîêëåòîê 
íà ïîäëîæêå ñðàâíèâàëè ñ êîíòðîëüíыìè, â êîòîðыå 
âышåïåðåчèñëåííыå ôàêòîðы íå äîбàâëяëè. Иììóíî-
ãèñòîхèìèчåñêèå ðåàêöèè â êóëüòèâèðóåìых НÑÊ íà 
âèìåíòèí — ìàðêåð ïðîëèôåðèðóющèх íåéðîêëåòîê 
è ãëèàëüíыé ôèбðèëëяðíыé êèñëыé ïðîòåèí GFAP 
— ìàðêåð ãëèîбëàñòîâ è àñòðîöèòîâ [8, 18] ïðîâîäèëè 
ñ èñïîëüзîâàíèåì íàбîðîâ Sigma (Ãåðìàíèя). Пðîäóêò 
ðåàêöèè â öèòîïëàзìå íåéðîêëåòîê èìåë êîðèчíåâóю 
îêðàñêó íà ôîíå èзóìðóäíî-зåëåíîé öèòîïëàзìы 
ïîñëå äîêðàшèâàíèя 0,2% ìåòèëîâыì зåëåíыì.

Ðåçóëьòàòы è èх îбñóæäåíèå. Пðè êîëèчåñòâåí-
íîé îöåíêå ñîäåðæàíèя ЭНÊ ìîзãà чåëîâåêà â ñóñïåí-
зèîííых êóëüòóðàх óñòàíîâëåíî, чòî â îбåäíåííîé 
бåññыâîðîòîчíîé ñðåäå ÄМЕМ ïåðâîíàчàëüíî — íà 
7–9-å ñóòêè âыяâëяëè óìåíüшåíèå, à íà 10–12-å ñóòêè 
— óâåëèчåíèå è ñòàбèëèзàöèю èх ñîäåðæàíèя, чòî 
ñâèäåòåëüñòâîâàëî î íàëèчèè â ñóñïåíзèîííîé êóëü-
òóðå ïîïóëяöèè äîëãîæèâóщèх НÑÊ. Пðè èзóчåíèè 
êóëüòóð ïðèæèзíåííî è íà öèòîëîãèчåñêèх ïðåïà-
ðàòàх îòìåчåíî ìàññîâîå ïðèêðåïëåíèå ê ñóбñòðàòó 
ïðåèìóщåñòâåííî îêðóãëåííых íåéðîêëåòîê ñ ìèíè-
ìàëüíыì ôåíîòèïîì, ðàñïîëàãàâшèхñя èзîëèðîâàííî 
è â âèäå íåбîëüшèх ìèêðîàãðåãàòîâ (ðèñ. 1 öâåòíîй 
âêëàäêè). Â äèíàìèêå íàбëюäåíèя òàêèå íåéðîêëåòêè 
â òåчåíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè ñîхðàíяëè îêðóãëóю 
ôîðìó бåз ïðèзíàêîâ öèòîäèôôåðåíöèðîâêè, à ïî 
äàííыì èììóíîãèñòîхèìèчåñêèх èññëåäîâàíèé â 
бîëüшèíñòâå èз íèх îбíàðóæåíà эêñïðåññèя âèìåí-
òèíà, чòî ïîäòâåðæäàåò èх ïðèíàäëåæíîñòü ê ïîïó-
ëяöèè ïðîãåíèòîðíых íåéðîêëåòîê (ðèñ. 2 öâåòíîй 
âêëàäêè). Ñ óâåëèчåíåì ñðîêîâ êóëüòèâèðîâàíèя â 
ñðåäå ÄМЕМ ñîäåðæàíèå âèìåíòèí-ïîëîæèòåëüíых 
êëåòîê óâåëèчèâàëîñü ñ (28,6±3,6)% (íà 2-å ñóòêè) äî 
(77,0±13,9)% (íà 16-å ñóòêè), чòî îòðàæàëî èх ñïîñîб-
íîñòü ê ïðîëèôåðàöèè. Тàêàя äèíàìèêà óâåëèчåíèя 
ïîïóëяöèè ïðîëèôåðèðóющèх íåéðîêëåòîê ñâèäå-
òåëüñòâîâàëà, чòî â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòè-
âèðîâàíèя êîðîòêîæèâóщèå äèôôåðåíöèðîâàííыå 
íåéðîêëåòêè ïîãèбàюò, à ïåðåæèâàющèå íåäèô-
ôåðåíöèðîâàííыå ïðîãåíèòîðíыå/НÑÊ ñîхðàíяюò 
æèзíåñïîñîбíîñòü è ïðîëèôåðèðóюò. Аíàëîãèчíыå 
äàííыå îб óâåëèчåíèè äîëè âèìåíòèí-эêñïðåññèðó-
ющèх íåéðîêëåòîê ïîëóчåíы è äðóãèìè àâòîðàìè [3] 
íà 14-å ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèя ЭНÊ ìîзãà чåëîâåêà 
9–10-é íåäåëè ãåñòàöèè. 

Â íàшèх îïыòàх â êóëüòóðàх ЭНÊ чåëîâåêà âыяâ-
ëяëè òàêæå íåéðîêëåòêè àñòðîöèòàðíîãî ôåíîòèïà, 
эêñïðåññèðîâàâшèå ãëèàëüíыé êèñëыé бåëîê (GFAP) 
(ðèñ. 3 öâåòíîй âêëàäêè). Â äèíàìèêå íàбëюäåíèя 
êîëèчåñòâî òàêèх êëåòîê ñóщåñòâåííî íå èзìåíяëîñü. 
Эòî òàêæå ñîãëàñóåòñя ñ äàííыìè àâòîðîâ [3], óñòà-
íîâèâшèх êîэêñïðåññèю âèìåíòèíà бîëüшèíñòâîì 
íåñòèí-ïîëîæèòåëüíых êëåòîê эìбðèîíàëüíîãî ìîзãà, 
à òàêæå чàñòüю GFAP-ïîëîæèòåëüíых íåéðîêëåòîê ñ 
àñòðîöèòîïîäîбíыì ôåíîòèïîì. Äâîéíàя эêñïðåññèя 
ЭНÊ GFAP è âèìåíòèíà ìîæåò быòü îбóñëîâëåíà 
òàêæå àñòðîöèòàðíîé ìèìèêðèåé, хàðàêòåðíîé äëя 
чàñòè НÑÊ [5, 6]. Пðè эòîì ïîêàзàíî, чòî èз íåé-
ðîêëåòîê, эêñïðåññèðóющèх GFAP, ìîãóò ðàзâèâàòüñя 
íåéðîíы, îбëàäàющèå ôåíîòèïîì ñòðèàòàðíых íåé-
ðîíîâ, â íîðìå ðàзâèâàющèхñя èз ãàíãëèåâ, à îäíà èз 
ñóбïîïóëяöèé íåéðîãåííых ïðåäшåñòâåííèö ìîæåò 
èìåòü хàðàêòåðèñòèêè ãëèè [17]. 

Пðè êóëüòèâèðîâàíèè ЭНÊ â ïðèñóòñòâèè ðàз-
ëèчíых ôàêòîðîâ, èзâåñòíых êàê âîзìîæíыå èíäóê-
òîðы íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè, â íàшèх 
îïыòàх ïîëóчåíы ñëåäóющèå ðåзóëüòàòы. Â êóëü-
òóðàх íåéðîêëåòîê, ñîäåðæàâшèхñя â òåчåíèå 21 ñóò 
â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñ 1% ÔТÑ è ðåòèíîëà àöåòàòà, 
à зàòåì ïåðåíåñåííых íà ïîäëîæêó, íà 15-å ñóòêè 
íàбëюäåíèя ïðåîбëàäàëè èзîëèðîâàííî ðàñïîëîæåí-
íыå íåäèôôåðåíöèðîâàííыå êëåòêè бåз îòðîñòêîâ ñ 
ìèíèìàëüíыì ôåíîòèïîì. Ëèшü â îòäåëüíых èз íèх 
íàìåчàëîñü îбðàзîâàíèå êîíóñîâèäíых âыïячèâàíèé 
îäíîãî èз ïîëюñîâ öèòîïëàзìы бåз ôîðìèðîâàíèя 
âыðàæåííîãî îòðîñòêà. Â эòèх êóëüòóðàх ïðåîбëà-
äàëè ìíîãîêëåòîчíыå шàðîâèäíыå àãðåãàòы (ðèñ. 4 
öâåòíîй âêëàäêè), îïèñыâàåìыå â ëèòåðàòóðå êàê 
«íåéðîñôåðы», ñ èììóíîãèñòîхèìèчåñêè ãåòåðîãåííыì 
ñîñòàâîì êëåòîê, ñîäåðæàщèå НÑÊ, ïðåäшåñòâåí-
íèöы, íåéðî- è ãëèîбëàñòы [3, 4]. 

Â îäíîé èз ñåðèé íàшèх эêñïåðèìåíòîâ èзóчåíî 
âëèяíèå ðåòèíîåâîé êèñëîòы íà  êóëüòóðы êðèîêîí-
ñåðâèðîâàííых ЭНÊ чåëîâåêà (9 íåä ãåñòàöèè). Пðåïà-
ðàò äîбàâëяëè â êóëüòóðы ïîñëå èх êóëüòèâèðîâàíèя 
â ñðåäå ÄМЕМ+ðåòèíîëà àöåòàò â òåчåíèå 21 ñóò è 
ïåðåñåâà íà ïîäëîæêó. Чåðåз 14 ñóò íà öèòîëîãèчåñêèх 
ïðåïàðàòàх эòèх êóëüòóð ñðåäè íåäèôôåðåíöèðî-
âàííых êëåòîê îбíàðóæåíы íåéðîêëåòêè ñ îбèëüíîé 
öèòîïëàзìîé è îòðîñòêàìè ðàзëèчíîé äëèíы. Пðè 
эòîì êëåòêè óãëîâàòîé ôîðìы ñîäåðæàëè îêðóãëыå 
ñâåòëыå яäðà ñ êðóïíыìè яäðышêàìè, чòî хàðàêòåðíî 
äëя íåéðîбëàñòíых ôîðì (ðèñ. 5 öâåòíîй âêëàäêè). 
Нà 10–14-å ñóòêè êóëüòèâèðîâàíèя  êîëèчåñòâî òàêèх 
êëåòîê ñîñòàâëяëî 20–30%.

Тàêèì îбðàзîì, ðåзóëüòàòы ïðîâåäåííых эêñïå-
ðèìåíòîâ ïîêàзàëè, чòî ЭНÊ ìîзãà чåëîâåêà â óñëî-
âèях äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèя â ïðèñóòñòâèè 
èзóчåííых ôàêòîðîâ (ðåòèíîëà àöåòàò, ðåòèíîåâàя 
êèñëîòà), èзâåñòíых êàê èíäóêòîðы ñïåöèôèчåñêîé 
íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, èìåюò äèôôåðåí-
öèðîâîчíыé ïîòåíöèàë ðàзëèчíîé âыðàæåííîñòè â 
îòâåò íà äåéñòâèå êàæäîãî èз íèх èëè èх ïîñëåäîâà-
òåëüíîå äåéñòâèå. Тàê, ïðèñóòñòâèå ðåòèíîëà àöåòàòà 
â ïèòàòåëüíîé ñðåäå êóëüòóð èíäóöèðóåò ôîðìèðîâà-
íèå ìíîãîêëåòîчíых íåéðîñôåð è òåíäåíöèю ê îбðà-
зîâàíèю ïðèìèòèâíых îòðîñòêîâ ëèшü â íåбîëüшîé 
чàñòè êëåòîê. Нåéðîñôåðы îбðàзóюòñя èз íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííых íåéðàëüíых ïðåäшåñòâåííèêîâ 8–12 
è 17–21 íåä ãåñòàöèè è хàðàêòåðèзóюòñя âыðàæåí-
íîé ìîðôîëîãèчåñêîé ãåòåðîãåííîñòüю — ñðåäíèìè 
ðàзìåðàìè êëîíîâ, ôîðìîé êëåòîê â êëîíàх, ãåòå-
ðîãåííîñòüю èììóíîôåíîòèïà è ðàзëèчíыì ñîäåð-
æàíèåì íåñòèí-, âèìåíòèí-, GFAP-ïîëîæèòåëüíых 
íåéðîêëåòîê â ðàзíых êëîíàх ïðè èх ïðîëèôåðàöèè 
â бåññыâîðîòîчíîé ñðåäå â ïðèñóòñòâèè ìèòîãåíîâ. 
Îбðàзîâàíèå òàêèх íåéðîñôåð яâëяåòñя êëàññèчåñêèì 
ñâîéñòâîì НÑÊ [4, 13].

Â îòëèчèå îò эòîãî, ïðè âîзäåéñòâèè ðåòèíîå-
âîé êèñëîòы íà êóëüòóðы ЭНÊ чåëîâåêà âыяâëяюò 
îòчåòëèâî âыðàæåííыå ïðèзíàêè öèòîòèïèчåñêîé 
íåéðîбëàñòíîé äèôôåðåíöèðîâêè â 20–30% èз íèх, 
чòî ñîãëàñóåòñя ñ ïðåäñòàâëåíèåì î òîì, чòî ðåòè-
íîåâàя êèñëîòà â óзêîì äèàïàзîíå äîз èíäóöèðóåò 
íåéðîãåíåз â êóëüòóðàх ëèíèé эìбðèîíàëüíых ñòâî-
ëîâых êëåòîê [10, 12]. Пðè îбðàбîòêå ЭÑÊ ðåòèíîåâîé 
êèñëîòîé îбðàзóюòñя êàê íåñòèí-ïîëîæèòåëüíыå 
êëåòêè-ïðåäшåñòâåííèöы â öåíòðå êëàñòåðîâ, òàê 
è íåéðîíы, òèïèчíыå äëя ñóбâåíòðèêóëяðíîé зîíы 
ЦНÑ, âêëючàя ìîòî- è èíòåðíåéðîíы [14].

Â íàшèх îïыòàх ïðè âîзäåéñòâèè ðåòèíîåâîé 
êèñëîòы зíàчèòåëüíî бîëüшåå êîëèчåñòâî êëåòîê-
ïðåäшåñòâåííèö (НÑÊ) îбíàðóæèâàëè ôåíîòèïèчåñ-

Ïðîëèôåðàòèâíый è äèôôåðåíöèðîâîчíый ïîòåíöèàë íåйðîêëåòîê эìбðèîíàëüíîãî ìîçãà чåëîâåêà…
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êèå ïðèзíàêè äèôôåðåíöèðîâêè ïî íåéðîíàëüíîìó 
ïóòè, â îòëèчèå îò âîзäåéñòâèя ðåòèíîëà àöåòàòà. 
Эòè äàííыå ïîäòâåðæäàюò ôàêòы î òîì, чòî ðåòè-
íîëà àöåòàò îбåñïåчèâàåò ðîñò, äèôôåðåíöèðîâêó è 
ñîхðàíåíèå ôóíêöèé êëåòîê, ñïîñîбñòâóя ïðîöåññàì 
ðàзìíîæåíèя, òîãäà êàê ðåòèíîåâàя êèñëîòà â îòíî-
шåíèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê â íåñêîëüêî ðàз 
àêòèâíåå ðåòèíîëà, íî ìåíåå àêòèâíà â îòíîшåíèè 
ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè. Пîëàãàюò, чòî ðåòèíîåâàя 
êèñëîòà яâëяåòñя ïåðâыì íåзàìåíèìыì èíäóêòîðîì 
íåéðîãåíèíîâ èëè Neuro D íà ïóòè äèôôåðåíöèðîâêè 
ЭÑÊ â íåéðîíы. Îäíàêî â íàñòîящåå âðåìя ïîêà 
íåò чåòêèх ïðîïèñåé ïîëóчåíèя хîëèíэðãèчåñêèх, 
ÃАМÊ- èëè ñåðîòîíèíэðãèчåñêèх íåéðîíîâ íà эòàïå 
äîзðåâàíèя бëàñòíых ôîðì [4].

Îäíèì èз ìåхàíèзìîâ èíäóêöèè íåéðîíàëüíîé 
äèôôåðåíöèðîâêè ЭНÊ яâëяåòñя ñïîñîбíîñòü ïðåïà-
ðàòîâ ðåòèíîåâîé êèñëîòы ïîäàâëяòü èх ìèãðàöèю è 
òîðìîзèòü ïðîëèôåðàöèю. Тàêèå ñâîéñòâà эòèх ïðå-
ïàðàòîâ â òåðàïåâòèчåñêîé êîíöåíòðàöèè óñòàíîâëåíы 
â êóëüòóðàх íåêîòîðых ãëèîì чåëîâåêà è æèâîòíых, 
à òàêæå â ïåðâèчíых êóëüòóðàх 20 ìóëüòèôîðìíых 
ãëèîбëàñòîì [9]. Нåéðîãåíåз in vitro, зàïóñêàåìыé 
ðåòèíîåâîé êèñëîòîé, èíäóöèðóåò ôîðìèðîâàíèå íåé-
ðîíîâ èз êëåòîчíых ìèêðîàãðåãàòîâ, ïðèêðåïèâшèхñя 
ê àäãåзèâíîìó ñóбñòðàòó [7].

Тàêèì îбðàзîì, ðåзóëüòàòы íàшèх èññëåäîâàíèé 
ñâèäåòåëüñòâóюò î òîì, чòî íåéðîêëåòêè- ïðåäшåñ-
òâåííèöы, ïîëóчåííыå ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâè-
ðîâàíèè эìбðèîíàëüíîé íåðâíîé òêàíè чåëîâåêà â 
бåññыâîðîòîчíîé ñðåäå, ñîхðàíяюò ñïîñîбíîñòü ê 
ñïåöèôèчåñêîé äèôôåðåíöèðîâêå â íåéðîíàëüíîì 
íàïðàâëåíèè, â íàèбîëüшåé ñòåïåíè — ïîñëå âîз-
äåéñòâèя ðåòèíîåâîé êèñëîòы. Óñòàíîâëåíà òàêæå 
ãåòåðîãåííîñòü êëåòîчíîãî ñîñòàâà эòèх êóëüòóð íà 
ðàзíых ñòàäèях èх ðàзâèòèя, à òàêæå óâåëèчåíèå 
äîëè âèìåíòèí-ïîëîæèòåëüíых êëåòîê â äèíàìèêå 
êóëüòèâèðîâàíèя â бåññыâîðîòîчíîé ñðåäå DМЕМ. Эòî 
ïîäòâåðæäàåò ïðåäïîëîæåíèå î òîì, чòî â ïðîöåññå 
äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèя â эòèх óñëîâèях îñòà-
юòñя æèзíåñïîñîбíыìè ïðåèìóщåñòâåííî ïðîãåíè-
òîðíыå/НÑÊ, ñïîñîбíыå ïðîëèôåðèðîâàòü.

Тàêèì îбðàзîì, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íàòèâ-
íых êðèîêîíñåðâèðîâàííых ЭНÊ чåëîâåêà â бåñ-
ñыâîðîòîчíîé ñðåäå DМЕМ ìîæíî ïîëóчèòü 
ñóñïåíзèю, îбîãàщåííóю ïðîãåíèòîðíыìè âèìåíòèí-
ïîëîæèòåëüíыìè íåéðîêëåòêàìè, ñïîñîбíыìè 
ïîñëå ïðåêðàщåíèя ïðîëèôåðàöèè íàïðàâëåííî 
äèôôåðåíöèðîâàòüñя â íåéðîíàëüíîì è ãëèàëüíîì 
íàïðàâëåíèях ïðè äîбàâëåíèè èíäóêòîðîâ 
äèôôåðåíöèðîâêè, чòî яâëяåòñя ñâèäåòåëüñòâîì èх 
ìóëüòèïîòåíòíîñòè. Îäíàêî â íàшèх îïыòàх ïîïóëяöèя 
íåéðîêëåòîê, ïðîяâëяющàя ôåíîòèïèчåñêèå è 
èììóíîãèñòîхèìèчåñêèå ïðèзíàêè ãëèàëüíîé 
äèôôåðåíöèðîâêè, ìåíåå ìíîãîчèñëåííà ïî ñðàâíåíèю 
ñ íåéðîíàëüíîé ôðàêöèåé. 

Выâîäы.  1. Пðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè 
êðèîêîíñåðâèðîâàííых ЭНÊ ìîзãà чåëîâåêà â бåññы-
âîðîòîчíîé ñðåäå ÄМЕМ óñòàíîâëåíà ïðîëèôåðàöèя 
ïðîãåíèòîðíых íåéðîêëåòîê, чòî ïîäòâåðæäàåòñя èх 
ïîëîæèòåëüíîé èììóíîãèñòîхèìèчåñêîé ðåàêöèåé 
íà âèìåíòèí.

2. Êóëüòèâèðîâàíèå in vitro ЭНÊ ìîзãà чåëîâåêà â 
îбåäíåííîé бåññыâîðîòîчíîé ñðåäå ÄМЕМ ñ äîбàâëå-
íèåì ïðåïàðàòà ИТÑ ñïîñîбñòâóåò íàêîïëåíèю êëàñ-
òåðîâ íåäèôôåðåíöèðîâàííых НÑÊ íà 7–14-å ñóòêè. 

3. Пðîãåíèòîðíыå ЭНÊ ìîзãà чåëîâåêà, êóëüòè-
âèðóåìыå â ïðèñóòñòâèè ðåòèíîåâîé êèñëîòы, ñîхðà-
íяюò ñïîñîбíîñòü ê ñïåöèôèчåñêîé äèôôåðåíöèðîâêå 
ïî íåéðîíàëüíîìó è ãëèàëüíîìó òèïó.
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Ïðîë³ôåðàòèâíèé òà äèôåðåíö³юâàëьíèé 
ïîòåíö³àë íåéðîêë³òèí åìбð³îíàëьíîãî 
ìîçêó ëюäèíè â óìîâàх êóëьòèâóâàííÿ
Ñåìåíîâà Â.Ì., Ëþбèч Ë.Ä., Ë³ñÿíèй Ì.²., 

Ïåòðåíêî À.Þ., Ñòàйíî Ë.Ï.
Âèâчåí³ îñîбëèâîñò³ ïðîë³ôåðàö³¿ òà âïëèâ äåяêèх 

б³îïðåïàðàò³â íà öèòîñòðóêòóðí³ îзíàêè äèôåðåíö³ю-
âàííя êóëüòèâîâàíèх íåéðàëüíèх ïîïåðåäíèê³â, îòðè-

Ñåìåíîâà Â.Ì., Ëþбèч Ë.Ä., Ëèñÿíый Í.И., Ïåòðåíêî À.Þ., Ñòàйíî Ë.Ï.
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ìàíèх з êð³îêîíñåðâîâàíèх åìбð³îíàëüíèх íåéðîêë³òèí 
ìîзêó ëюäèíè. Â³äзíàчåíî ïîзèòèâíó ðåàêö³ю ïîïóëяö³¿ 
ïðîë³ôåðóючèх íåéðîêë³òèí-ïîïåðåäíèöü íà â³ìåíòèí. 
Äîäàâàííя äî êóëüòóð ïðåïàðàòó ³íñóë³í-òðàíñôåðèí-
ñåëåí³òó íå ñïðèяëî ¿х òåðì³íàëüíîìó äèôåðåíö³ю-
âàííю. Â ïðèñóòíîñò³ ðåòèíîєâî¿ êèñëîòè ó æèâèëüíîìó 
ñåðåäîâèщ³ êóëüòóð ñïîñòåð³ãàëè зб³ëüшåííя ê³ëüêîñò³ 
íåéðîêë³òèí, щî äèôåðåíö³ююòüñя зà íåéðîíàëüíèì 
òèïîì. Чàñòèíà íåéðîêë³òèí-ïîïåðåäíèöü äèôåðåí-
ö³юâàëèñя ó ãë³îöèòè, â³äзíàчåíî ¿х ïîзèòèâíó ðåàêö³ю 
íà GFAP. Îòðèìàí³ ðåзóëüòàòè ñâ³äчàòü, щî êë³òèíè-
ïîïåðåäíèö³, îäåðæàí³ зà òðèâàëîãî êóëüòèâóâàííя â 
ñóñïåíз³¿ ó зб³äíåíîìó ñåðåäîâèщ³ ÄМЕМ, збåð³ãàюòü 
зäàòí³ñòü äèôåðåíö³юâàòèñü ó íåéðîíàëüíîìó òà 
ãë³àëüíîìó íàïðяìêàх.

In vitro study of proliferation and 
differentiation cells potention, derived from 

embryonal human brain
Semenova V.M., Lyubych L.D., Lisyany N.I., 

Petrenko A.Yu., Stayno L.P.
The proliferation potention and influence of some 

biomedicines on neuronal differentiation cytostructural 
peculiarities of the cultivated neural precursors, derived 
from human cryopreserved neurocells were studied. 
Proliferying neurocells population was vimentin-positive. 
The cultivation in vitro of neuronal precursors in DMEM 
without serum with insulin-transferrin-selenit addition did 
not lead to their terminal differentiation. Ñultivation with 
retinoic acid stimulated the neuronal-way differentiating 
cells growth. Some neural precursors differentiated in 
glyocytes and were GFAP-positive. The obtained results 
evidence about saved capacity of both neuronal and glyal 
differentiation ways of cell precursors, derived after long-
term cultivation in suspension in DMEM.
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Одним из перспективных направлений в поиске эффективных методов лечения различных заболеваний голо-
вного мозга является клеточная терапия — трансплантация эмбриональных нервных клеток. Обладая высоким 
пролиферативным и дифференцировочным потенциалом и наименьшей иммуногенностью, они характеризуются 
уникальной онтогенетической способностью восполнять дефицит нейронов и ткани мозга, в течение длительного 
времени продуцировать дефицитные молекулы эндогенных биорегуляторов.

В последние годы в области нейротрансплантации особое внимание уделяют разработке оптимальных условий 
культивирования эмбриональных нейроклеток и способов их дифференциации, что повышает количество предшест-
венников различных клеточных популяций — нейронов, олигодендроцитов, астроцитов и др. Ранее опубликованные 
работы авторов статьи относятся к числу таких исследований и их можно считать во многом пионерскими. Данное 
исследование явилось логическим и необходимым продолжением проведенных ими изысканий, и его результаты 
имеют фундаментальное и прикладное значение.

Важно отметить, что изучены особенности пролиферации эмбриональных нейроклеток человека на разных этапах 
гестации (5–9 нед) в условиях культивирования и, что крайне важно, после пролиферации нейроклеток изучен их 
дифференцировочный потенциал под воздействием ряда специфических индукторов. Заслуживает внимания тот 
факт, что ретиноевая кислота имела особое значение и индуцировала дифференциацию нейроклеток-предшествен-
ниц преимущественно в нейрональном и менее — в глиальном направлении. Возможно, что для такого заключения 
недостаточно ориентироваться только на фибриллярный кислый протеин GFAP — маркер глиобластов, астроцитов, 
но следовало бы использовать в качестве показателя белок S-100 — специфический белок астроцитарной глии, 
повышение его уровня — это свидетельство активации глиальных клеток.

Проведено оригинальное, глубокое, хорошо организованное исследование. Получены новые результаты, отра-
женные в прекрасно представленном иллюстративном материале, которые уточняют и вносят новые положения в 
проблему эффективности применения клеточных технологий, демонстрируют ее зависимость от исходной технологии 
культивирования трансплантационного материала.

Нам представляется, что в дальнейшей разработке оптимальных условий культивирования нейроклеток эмбри-
онального мозга важное значение может иметь исследование уровня аутосенсибилизации эмбриональных нервных 
клеток, изначально подверженных влиянию низкой температуры (криоконсервация), протекторов, т.е. изменение 
метаболизма этих клеток (метаболический стресс?).

С учетом того, что использование эмбриональных тканей человека в клинической практике в ряде стран (в час-
тности, в США) запрещено, в качестве дискуссионного предложения можно было бы поставить вопрос в проблеме 
клеточной терапии о преимуществах ксеноимплантации эмбриональных тканей по сравнению с аллотранспланта-
цией эмбриональных нервных тканей. При имплантации эмбриональных тканей человека подтвердить стерильность 
материала либо невозможно, либо крайне дорого (нужна проверка на наличие вирусов, их видов), хотя развитие 
некоторых вирусов требует генетической предрасположенности реципиента. В целом, можно говорить, что, незави-
симо от условий культивирования нейроклеток эмбрионального мозга возможность заражения вирусом при алло-
трансплантации значительно выше, чем при ксеноимплантации, поскольку большинство вирусов видоспецифичны. 
Даже принимая во внимание высокую изменчивость РНК-содержащих вирусов, требуется большое количество и 
видоизмененных вирусов, и контактов между донорами и реципиентами, чтобы заражение произошло, и вирус 
проявил себя как инфекционный агент (например, видоизмененный вирус птичьего гриппа вызвал пандемию в 20-е 
годы, следующая модификация этого вируса формируется в настоящее время).

Т.Ì. Вîðîбüåâà, ïðîф., äîêòîð бèîëîã. íàóê 
зàâ. ëàбîðàòîðèåé íåéðîфèзèîëîãèè è èììóíîëîãèè 
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Рис. 1. Микрофото. Культура криоконсервированных 
ЭНК мозга человека 7–8 нед гестации. А — изолирован-
ные нейроклетки; Б — кластеры нейроклеток. Окраска 
тионином. Ув.×800.

Рис. 2. Микрофото. Недифференцированные 
виментин-положительные ЭНК мозга человека (5 
нед гестации) на 2-е сутки культивирования. Доок-
раска метиловым зеленым. Ув.×400.

Рис.3. Микрофото. Положительная реакция на 
GFAP в ЭНК мозга человека (5 нед гестации) на 
9-е сутки культивирования в среде DМЕМ/F12. 
Доокраска метиловым зеленым. Ув.×400.

Рис.5. Микрофото. Криоконсервированные ней-
роклетки мозга человека 9 нед гестации (21 сут 
в среде ДМЕМ + ретинола ацетат, затем в среде 
ДМЕМ + ретиноевая кислота 2×10-6 моль/л), 14-
е сутки культивирования. Окраска тионином. 
Ув.×800.

Рис.4. Микрофото. «Нейросферы» в культуре ЭНК 
мозга человека (9 нед гестации) после культивиро-
вания в течение 21 сут в среде ДМЕМ + 1% ФТС 
+ ретинола ацетат (15-е сутки культивирования 
на подложке в среде ДМЕМ + 1% ФТС). Окраска 
тионином. Ув.×400.
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