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Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èçâåñòíî, ÷òî ïðè ýïèëåïñèè íàáëþäàþòñÿ íàðóøåíèÿ ïðîöåññîâ
íåéðîãåíåçà. Âûÿâëåí ðÿä ãåíîâ, ìóòàöèè â êîòîðûõ ñîïðÿæåíû ñ ðàçâèòèåì íàñëåäñòâåí-
íûõ ôîðì ýïèëåïñèè, ïðè ýòîì íåêîòîðûå èç ýòèõ ãåíîâ âîâëå÷åíû â êîíòðîëü ïðîëèôåðà-
öèè è äèôôåðåíöèðîâêè íåéðîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÍÑÊ). Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàí-
íûõ íàìè áûëà âûäâèíóòà ãèïîòåçà î òîì, ÷òî ðàçâèòèå àáåððàíòíîãî íåéðîãåíåçà ìîæåò
áûòü ãåíåòè÷åñêè äåòåðìèíèðîâàíî è ÿâëÿòüñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ ýïèëåïñèè ãåíåòè÷å-
ñêîé ýòèîëîãèè.

Ðàáîòà ïðîâîäèëàñü in vitro íà ÍÑÊ, èçîëèðîâàííûõ èç ãèïïîêàìïà êðûñ ëèíèè Êðó-
øèíñêîãî—Ìîëîäêèíîé (ÊÌ) íà 14—17-é äåíü ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ. Êðûñû èíáðåä-
íîé ëèíèè ÊÌ, ñåëåêòèðîâàííûå íà îñíîâå ëèíèè Âèñòàð, ãåíåòè÷åñêè ïðåäðàñïîëîæåíû ê
àóäèîãåííûì ñóäîðîãàì è ÿâëÿþòñÿ ìîäåëüþ àóäèîãåííîé ýïèëåïñèè. Â êà÷åñòâå êîíòðî-
ëÿ èñïîëüçîâàëè ÍÑÊ ãèïïîêàìïà êðûñ ëèíèè Âèñòàð. Êóëüòóðû êëåòîê èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 10 äíåé â ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì ðåòèíîèäíîé êèñëîòû äëÿ ñòèìóëÿöèè äèôôåðåíöè-
ðîâêè. Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè ÍÑÊ â ñðåäó äîáàâëÿëñÿ áðîìäåçîêñèóðèäèí
(BrdU).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè ÍÑÊ êðûñ ëèíèè ÊÌ
çíà÷èòåëüíî ñíèæåí ïî ñðàâíåíèþ ñ ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð è ñîîòâåòñòâåííî ÍÑÊ ÊÌ äèôôå-
ðåíöèðîâàëèñü áûñòðåå. Àíàëèç íàïðàâëåííîñòè äèôôåðåíöèðîâêè ïîêàçàë, ÷òî ÍÑÊ êðûñ
ÊÌ ïðåèìóùåñòâåííî äèôôåðåíöèðóþòñÿ â ãëóòàìàòåðãè÷åñêèå è êàòåõîëàìèíåðãè÷å-
ñêèå íåéðîíû.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîâûøåííûé óðîâåíü ñîçðåâàíèÿ ãëó-
òàìàòåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ â ãèïïîêàìïå êðûñ ëèíèè ÊÌ ãåíåòè÷åñêè äåòåðìèíèðîâàí è
ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ôàêòîðîâ, îáóñëîâëèâàþùèõ ðàçâèòèå ýïèëåïòèôîðì-
íîé àêòèâíîñòè ó ýòèõ êðûñ.
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Today it is known that epilepsy can cause the alterations in hippocampal neurogenesis. On the
other hand, some genes associated with epilepsy are also involved in the regulation of the prolife-
ration and differentiation of neuronal stem cells (NSC). These data allow us to assume that aber-
rant neurogenesis can be genetically determined and be one of the reason of hereditary epilepsy
development.

The work was carried out in vitro on NSC isolated from the hippocampus of Krushinsky—
Molodkina (KM) rats at the 14—17 days of postnatal development. Inbred KM rats selected from
the Wistar line are genetically determined to audiogenicc seizures and used as a model of audioge-
nic epilepsy. NSC isolated from the hippocampus of Wistar rats were used as a control. The cells
were incubated for 10 days in a medium supplemented with retinoic acid to stimulate differentiati-
on. Bromodeoxyuridine (BrdU) was added to evaluate the proliferation level.

The results showed that the proliferation level of NSC ÊÌ was significantly lower in compa-
rison with the NSC of Wistar rats and accordingly NSC KM differentiate faster. The analysis of
differentiation fate showed that NSCs of KM rats differentiate mainly into catecholaminergic and
glutamatergic neurons.

Thus, the increased level of glutamatergic neurons maturation in the hippocampus of KM rats
is genetically determined and can be one of the main factors that are responsible for the develop-
ment of epileptiform activity in these rats.

Key words: epilepsy, Krushinsky—Molodkina rats, hippocampus, neural stem cells, neuronal
differentiation.
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Íåéðîãåíåç — ñëîæíûé ìíîãîñòóïåí÷àòûé ïðîöåññ, âêëþ÷àþùèé ïðîëèôå-
ðàöèþ íåéðîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÍÑÊ), ìèãðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó è
èíòåãðàöèþ íîâîîáðàçîâàííûõ êëåòîê â ôóíêöèîíàëüíûå ñåòè ãîëîâíîãî ìîçãà.
Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èçâåñòíî, ÷òî íåéðîãåíåç õàðàêòåðåí íå òîëüêî äëÿ ýìáðèî-
íàëüíîãî ðàçâèòèÿ, íî ïðîäîëæàåòñÿ òàêæå â îñîáûõ íåéðîãåííûõ çîíàõ ìîçãà
ìëåêîïèòàþùèõ â ïîñòíàòàëüíîì ïåðèîäå. Ñðåäè ôàêòîðîâ, èçìåíÿþùèõ íåéðî-
ãåííóþ àêòèâíîñòü ìîçãà, âûäåëÿþò íåêîòîðûå ïàòîëîãè÷åñêèå ñîñòîÿíèÿ, â
÷àñòíîñòè ýïèëåïñèþ. Íà ðàçëè÷íûõ ìîäåëÿõ ýïèëåïñèè ïîêàçàíî, ÷òî ñóäîðîæíàÿ
àêòèâíîñòü (êðàòêîâðåìåííàÿ èëè ïðè ðàçâèòèè ýïèëåïòè÷åñêîãî ñòàòóñà) ñòèìó-
ëèðóåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê â ãðàíóëÿðíîì ñëîå çóá÷àòîé èçâèëèíû [15]. ×àñòü
ýòèõ êëåòîê äèôôåðåíöèðóþòñÿ â ãðàíóëÿðíûå êëåòêè è óñïåøíî âñòðàèâàþòñÿ â
ãðàíóëÿðíûé ñëîé çóá÷àòîé èçâèëèíû, âîññòàíàâëèâàÿ òîðìîçíóþ àêòèâíîñòü
è èíãèáèðóÿ âîçáóæäàþùèå ñèãíàëû [5]. Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî íîâîîáðàçîâàííûå
êëåòêè ìèãðèðóþò â çîíó õèëóñà. Ýòè ýêòîïè÷åñêèå ãðàíóëÿðíûå ãëóòàìàòåðãè-
÷åñêèå êëåòêè õèëóñà õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîñòîÿííî ïîâûøåííîé àêòèâíîñòüþ è
ñèíõðîíèçèðóþòñÿ ñ ïèðàìèäíûìè êëåòêàìè ÑÀ3 îáëàñòè ãèïïîêàìïà, ÷òî ìîæåò
âíîñèòü âêëàä â ðàçâèòèå ñïîíòàííîé ñóäîðîæíîé àêòèâíîñòè [14, 18]. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî ñóäîðîæíàÿ àêòèâíîñòü ïðèâîäèò ê ìàññîâîé
ãèáåëè ÃÀÌÊåðãè÷åñêèõ èíòåðíåéðîíîâ ãèïïîêàìïà è, êàê ñëåäñòâèå, ê ñíèæå-
íèþ òîðìîçíîé ñèíàïòè÷åñêîé ïåðåäà÷è íà ãðàíóëÿðíûå êëåòêè ãèïïîêàìïà [3].

Òàêæå ïðîâîäÿòñÿ èññëåäîâàíèÿ, íàïðàâëåííûå íà âûÿâëåíèå ãåíåòè÷åñêèõ
àíîìàëèé, ñâÿçàííûõ ñ ðàçâèòèåì ýïèëåïñèè. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü âûÿâëåí ðÿä



ãåíîâ, ìóòàöèè â êîòîðûõ ñîïðÿæåíû ñ ðàçâèòèåì ýïèëåïñèè [11]. Èíòåðåñíî, ÷òî
íåêîòîðûå èç ýòèõ ãåíîâ, êîäèðóþùèå íàòðèåâûå, êàëèåâûå è êàëüöèåâûå êà-
íàëû, synapsin I-III, íèêîòèíîâûå è àöåòèëõîëèíîâûå ðåöåïòîðû è ðåöåïòîðû
ÃÀÌÊ òàêæå âîâëå÷åíû â êîíòðîëü ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè ÍÑÊ [1, 8,

10, 13, 21]. Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ íàìè áûëà âûäâèíóòà ãèïîòåçà î òîì, ÷òî
ðàçâèòèå àáåððàíòíîãî íåéðîãåíåçà ìîæåò áûòü ãåíåòè÷åñêè äåòåðìèíèðîâàíî
è ÿâëÿòüñÿ ïðè÷èíîé ðàçâèòèÿ ýïèëåïñèè ãåíåòè÷åñêîé ýòèîëîãèè.

Â äàííîé ðàáîòå áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè è íà-
ïðàâëåííîñòè äèôôåðåíöèðîâêè âçðîñëûõ íåéðîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
(ÍÑÊ), èçîëèðîâàííûõ èç ãèïïîêàìïà êðûñ ëèíèè Êðóøèíñêîãî—Ìîëîäêèíîé
(ÊÌ), êîòîðûå ãåíåòè÷åñêè ïðåäðàñïîëîæåíû ê àóäèîãåííûì ñóäîðîãàì.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Ðàáîòà ïðîâîäèëàñü in vitro íà ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êëåòîê, âûäåëåííûõ èç
ãèïïîêàìïà êðûñ Êðóøèíñêîãî—Ìîëîäêèíîé èëè Âèñòàð (êîíòðîëü). Èçâåñòíî,
÷òî ó ãðûçóíîâ íåéðîãåííàÿ çîíà ãèïïîêàìïà — ñóáãðàíóëÿðíàÿ çîíà çóá÷àòîé
èçâèëèíû è ñîîòâåòñòâåííî ÍÑÊ âçðîñëûõ æèâîòíûõ, ïîëíîñòüþ ôîðìèðóåòñÿ
òîëüêî ê 14-ìó äíþ ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ [12]. Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ
ÍÑÊ âûäåëÿëè íà 14-é äåíü ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ. Â ýêñïåðèìåíòå áûëî çà-
äåéñòâîâàíî 8 æèâîòíûõ (ïî 4 äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé è êîíòðîëüíîé ãðóïï).

Æèâîòíûå ñîäåðæàëèñü â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ âèâàðèÿ ïðè åñòåñòâåííîì
îñâåùåíèè è ñâîáîäíûì äîñòóïîì ê åäå. Âñå ýêñïåðèìåíòû áûëè îäîáðåíû ýòè-
÷åñêîé êîìèññèåé ÈÝÔÁ ÐÀÍ èì. È. Ì. Ñå÷åíîâà. Â ðàáîòå áûëè ñîáëþäåíû
ìåæäóíàðîäíûå ïðèíöèïû ïî çàùèòå ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ (Guide for the care
and use of laboratory animals) Íàöèîíàëüíîãî èíñòèòóòà çäîðîâüÿ ÑØÀ.

Êóëüòóðû ÍÑÊ ãèïïîêàìïà. Âñå ìàíèïóëÿöèè ïðîâîäèëèñü â ñòåðèëüíûõ
óñëîâèÿõ ëàìèíàðà. Êðûñû äåêàïèòèðîâàëèñü, ãèïïîêàìïû êðûñ èññåêàëèñü è
ïîìåùàëèñü â îõëàæäåííóþ (+4 °Ñ) ñðåäó Õýíêñà (BioloT). Âûäåëåííûå ãèïïî-
êàìïû ìåõàíè÷åñêè èçìåëü÷àëèñü äî îäíîðîäíîé ìàññû ñ ïîìîùüþ ñêàëüïåëÿ, à
çàòåì èíêóáèðîâàëèñü â ðàñòâîðå Òðèïñèí/EDTA â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè òåìïåðà-
òóðå 37 °Ñ. Êëåòêè îñàæäàëèñü öåíòðèôóãèðîâàíèåì 1000 îá/ìèí â òå÷åíèå
10 ìèí. Ïîëó÷åííûå êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ñìåñè ñðåä DMEM è F12 â ñîîòíî-
øåíèè 1:1 (Gibco; Sigma) ñ äîáàâëåíèåì 10 % ëîøàäèíîé ñûâîðîòêè (Gibco),
8 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâû (Sigma), äîáàâêè B27 (Gibco) è ïåíèöèëëèí/ñòðåï-
òîìèöèí. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè íà ïëàíøåòàõ, ïîêðûòûõ êîëëàãåíîì IV òèïà
(Roche). Ñðåäà îáíîâëÿëàñü êàæäûå 2 äíÿ (íà 3, 5, 7 è 9-é äåíü èíêóáàöèè). Äëÿ
ñòèìóëÿöèè íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè, íà 5-é è 7-é äåíü â ñðåäó äîáàâëÿ-
ëàñü ðåòèíîåâàÿ êèñëîòà (Sigma). Äëÿ îöåíêè ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà,
â ñðåäó äîáàâëÿëñÿ áðîìäåçîêñèóðèäèí (BrdU) íà 1—3-é äåíü äëÿ ïåðâîé è íà
7—9-é äåíü äëÿ âòîðîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãðóïïû.

Íà 10-é äåíü èíêóáàöèè êëåòêè ñîáèðàëèñü äëÿ äàëüíåéøåãî èììóíîöèòîõè-
ìè÷åñêîãî è Âåñòåðí-áëîò àíàëèçà.

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ÍÑÊ. Ïîñëå èíêóáàöèè ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ
ÍÑÊ ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé
àíàëèç ïðîâîäèëñÿ ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå; ïîñëå áëîêèðîâàíèÿ íåñïåöèôè÷å-
ñêîãî ñâÿçûâàíèÿ â 5%-íîì ðàñòâîðå íîðìàëüíîé ñûâîðîòêè êîçû íà PBS/0.3 %
Òðèòîíà Õ-100 êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêîâ: Sox2 (1:1000);
Nestin (1:200); MAP-2 (1:200); GFAP (1:250) (Neural Stem Cell Characterization
Kit, Millipore, # SCR019); Doublecortin (1:400; Cell signaling, #4604); VGLUT2
(1:300; Millipore, #MAB5504); òèðîçèíãèäðîêñèëàçà (TH) (1:1000; Abcam,
#ab6211); NeuN (1:500, Cell signaling, #12943); BrdU (Roche, #11170376001).
Äëÿ âûÿâëåíèÿ ñâÿçûâàíèÿ èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê èììóíîãëîáóëèíó êðîëè-
êà Alexa Fluor 568 (1:1000; Invitrogen, #762708) èëè ê èììóíîãëîáóëèíó ìûøè
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Alexa Fluor 488 (1:1000; Invitrogen, #913909). Äëÿ îêðàñêè ÿäåð äîáàâëÿëñÿ DAPI
(1:2000; Sigma-Aldrich, #28718-90-3).

Ìîðôîôóíêöèîíàëüíûé àíàëèç. Ïîäñ÷åò êëåòîê ïðîèçâîäèëè â ïðîãðàììå
ImageJ ïî ìèêðîôîòîãðàôèÿì, ïîëó÷åííûì ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðî-
ñêîïà Leica DMI 6000 B. Îáùåå ÷èñëî êëåòîê îöåíèâàëîñü ïî êëåòî÷íûì ÿäðàì,
îêðàøåííûì DAPI. Êóëüòóðà õàðàêòåðèçîâàëàñü êîëè÷åñòâîì êëåòîê, âêëþ÷èâ-
øèõ ñïåöèôè÷åñêèå ìàðêåðû, îòíîñèòåëüíî îáùåãî ÷èñëà. Òàêæå ïðîèçâîäèëñÿ
ïîäñ÷åò êëåòîê ñ ÿäåðíîé è öèòîïëàçìàòè÷åñêîé îêðàñêîé íà Sox2. Êðîìå òîãî,
ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê îöåíèâàëîñü ïî êîëîêàëèçàöèè îïðåäåëåííûõ
ìàðêåðîâ (Sox2/Nestin; MAP-2/GFAP; BrdU/GFAP; BrdU/TH; BrdU/NeuN).

Âåñòåðí-áëîò àíàëèç. Êëåòî÷íûå êóëüòóðû ëèçèðîâàëè äîáàâëåíèåì ãîðÿ÷åãî
3x SDS áóôåðà (íà 100 ìë: Tris-HCl — 2.42 ã, pH 6.7; SDS6 % — 6 ã; Glycerin15 % —
15 ìë; Bromphenolblue 3 ìã è 10 % B-mercaptoethanol) èç ðàñ÷åòà 100 ìêë áóôåðà
íà 3.5 ñì2 (ïëîùàäü îäíîé ëóíêè 6-è ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà). Çàòåì ëèçàò ñîáèðàëè
â ïðîáèðêè è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè +95° è äàëåå õðàíèëè ïðè òåì-
ïåðàòóðå –20 °Ñ.

Áåëêè â ïðîáàõ ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãå-
ëå ïî Ëýììëè (SDS-PAGE). Äàëåå áåëêîâûå ôðàêöèè ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåë-
ëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Amersham, GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire,
Âåëèêîáðèòàíèÿ). Çàòåì ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëèñü â 3%-íîì ðàñòâîðå îáåçæè-
ðåííîãî ñóõîãî ìîëîêà íà TBS-T áóôåðå (0.1Ì ÒÐÈÑ/HCl áóôåð, pH 7.6), ñîäåð-
æàùèé 0.15 Ì NaCl è 0.1 % Tween-20 è èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå ïåðâûõ àíòèòåë
ïðîòèâ GAD67 (1:10 000; Millipore, MAB5406) èëè GAPDH (1:10 000; Abcam,
ab8245) â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå ïðîìûâîê â TBS-T ìåìáðàíû ïîìåùàëè
âî âòîðûå àíòèòåëà: ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíà êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïå-
ðîêñèäàçîé õðåíà (1:8000; Sigma-Aldrich) èëè ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíà G ìûøè,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (1:50 000; Sigma-Aldrich) â TBS-T. Äëÿ
âèçóàëèçàöèè ðåçóëüòàòîâ èñïîëüçîâàëè ECL plus-ñèñòåìó (Amersham).

Äåíñèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç êîëè÷åñòâà áåëêà áûë îñóùåñòâëåí ïîñëå ñêàíè-
ðîâàíèÿ ïëåíîê, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå êàê ìèíèìóì òðåõ ðàçíûõ èììóíî-
áëîòòèíãàõ, ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ. Óðîâåíü ñåðîãî ñïåöèôè÷åñêèõ áåí-
äîâ áûë ñêîððåêòèðîâàí ïî ôîíîâîìó ñèãíàëó è íîðìèðîâàí ïî óðîâíþ àêòèíà,
âûÿâëÿåìîãî äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáùåãî êîëè÷åñòâà áåëêà â ïðîáàõ. Òàêæå â àíàëè-
çå ó÷èòûâàëàñü ïëîùàäü ñïåöèôè÷åñêèõ áåíäîâ.

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ðåçóëüòàòîâ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îöåíèâàëèñü
ïî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñêèé ïðîãðàììû Microsoft
Excel 2013. Òàêæå ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëñÿ â ïðîãðàììå GraphPad
Prism 7 ñ èñïîëüçîâàíèåì íåïàðàìåòðè÷åñêîãî êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèòíè. Äàííûå
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî àðèôìåòè÷åñêîãî ± îøèáêà ñðåäíåãî (SEM). Äî-
ñòîâåðíûìè ñ÷èòàëèñü îòëè÷èÿ ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè p < 0.05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Îöåíêà óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè. Óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè îöåíèâàëñÿ ïî êîëè÷åñò-
âó êëåòîê, âêëþ÷èâøèõ BrdU, äîáàâëåííûé â êóëüòóðû íà 1—3-é èëè 7—9-é äíè
èíêóáàöèè (ðèñ. 1, À). Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ãðóïïû ñðàâíèâàëèñü ìåæäó ñîáîé è
ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ãðóïïàìè êëåòîê êðûñ Âèñòàð.

Êîëè÷åñòâî êëåòîê êðûñ ëèíèè Âèñòàð, âêëþ÷èâøèõ BrdU, â ãðóïïàõ ñ ðàç-
ëè÷íûìè ñðîêàìè ââåäåíèÿ îêàçàëñÿ îäèíàêîâûì è ñîîòâåòñòâóþùèì óðîâíþ
35—40 %, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñòàáèëüíîé ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè ÍÑÊ êðûñ
ëèíèè Âèñòàð â òå÷åíèå 1—10 äíåé â óñëîâèÿõ in vitro (ðèñ. 1, Á). Äëÿ ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé ãðóïïû êëåòîê êðûñ ëèíèè ÊÌ ñ ââåäåíèåì BrdU íà 1—3 äåíü
èíêóáàöèè ðàçëè÷èé ñ ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð îáíàðóæåíî íå áûëî. Îäíàêî ìû ïîêà-
çàëè ðåçêîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà äåëÿùèõñÿ ÍÑÊ êðûñ ÊÌ ñ ââåäåíèåì BrdU



â ïîñëåäíèå äíè èíêóáàöèè îòíîñèòåëüíî ãðóïïû ñ ââåäåíèåì â ïåðâûå äíè
(ðèñ. 1, Á).

Àíàëèç ÷èñëà ÍÑÊ â êóëüòóðàõ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ÍÑÊ â êóëüòóðå áûëî ïðîâå-
äåíî èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå îêðàøèâàíèå ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Sox2 è íåéðîôèëàìåíòà Nestin, ñèíòåçèðóþùèõñÿ â
ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòêàõ íåéðîíàëüíîé ëèíèè (ðèñ. 2, À, Á), à òàêæå áåëêà doub-
lecortin (DCX), õàðàêòåðíîãî äëÿ íåçðåëûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèö (ðèñ. 2, Â).
Ïîäñ÷åò èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê ïîêàçàë, ÷òî â êóëüòóðå ÍÑÊ êðûñ ëèíèè
ÊÌ êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèåé Sox2 è DCX-èììóíîïîçèòèâíûõ
êëåòîê áûë äîñòîâåðíî íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ êóëüòóðîé ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð
(ðèñ. 2, Ã).

Àíàëèç íàïðàâëåííîñòè è ñêîðîñòè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ïî íåéðîíàëü-
íîìó èëè ãëèàëüíîìó ïóòè. Èçâåñòíî, ÷òî â íà÷àëå ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâêè
íåéðîíàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè õàðàêòåðèçóþòñÿ êîýêñïðåññèåé êàê ãëè-
àëüíîãî ìàðêåðà GFAP, òàê è íåéðîíàëüíîãî MAP2 [17]. Äëÿ îöåíêè íåçðåëûõ
êëåòîê áûëî ïîäñ÷èòàíî êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ îáà ìàðêåðà. Ðå-
çóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè êðûñ ëèíèè ÊÌ õàðàêòåðèçóþòñÿ äîñòîâåðíî ìå-
íüøèì êîëè÷åñòâîì GFAP/MAP-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê ïî îòíîøåíèþ ê îá-
ùåìó ÷èñëó èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê â êóëüòóðå (ðèñ. 3, À, Á). Ïðè ýòîì îòíî-
ñèòåëüíûé ïðîöåíò äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ òîëüêî
GFAP èëè òîëüêî MAP2, ïðåâîñõîäèò òàêîâîé äëÿ êëåòîê êðûñ Âèñòàð â 2 ðàçà
(ðèñ. 3, À, Á). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î áîëåå âûñîêîé ñêî-
ðîñòè äèôôåðåíöèðîâêè ÍÑÊ ÊÌ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð.

Ïðè àíàëèçå ñêîðîñòè äèôôåðåíöèðîâêè ãëèàëüíûõ êëåòîê îöåíèâàëàñü êîëî-
êàëèçàöèÿ GFAP- è BrdU-èììóíîïîçèòèâíîãî îêðàøèâàíèÿ îòíîñèòåëüíî âñåõ
BrdU-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê (ðèñ. 4, À, Â). Â íà÷àëå èíêóáàöèè êîëè÷åñòâî
äèôôåðåíöèðîâàííûõ GFAP ïîçèòèâíûõ ãëèàëüíûõ êëåòîê íå ðàçëè÷àëîñü ìåæ-
äó ãðóïïàìè è ñîñòàâëÿëî ïðèìåðíî 55 % îò âñåõ êëåòîê, ïðîøåäøèõ êëåòî÷íûé
öèêë (ðèñ. 4, Á). Ïðè ââåäåíèè BrdU íà 7—9-é äåíü èíêóáàöèè îòíîñèòåëüíîå êî-
ëè÷åñòâî GFAP-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê êðûñ ëèíèè ÊÌ çíà÷èòåëüíî ñíèæà-
ëîñü (ðèñ. 4, Á). Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ãîâîðÿò î äèôôåðåíöèðîâêå ÍÑÊ
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Ðèñ. 1. Àíàëèç óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè.

À — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå BrdU (êðàñíîå) â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð ÷åðåç 10 äíåé èíêó-
áàöèè ïðè ââåäåíèè BrdU c 1-ãî ïî 3-é äåíü. ßäðà êëåòîê îêðàøåíû DAPI (ñèíèå); Á — ïðîöåíò
BrdU-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê ± SEM. Ïî îñè àáñöèññ — äíè ââåäåíèÿ BrdU â êóëüòóðó; ïî îñè îð-
äèíàò — êîëè÷åñòâî èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê, %. * p < 0.05 îòíîñèòåëüíî ãðóïïû ñ ââåäåíèåì íà

1—3-é äåíü. Â — êëåòêè êðûñ ëèíèè Âèñòàð. ÊÌ — êëåòêè êðûñ ëèíèè ÊÌ.
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êðûñ ÊÌ ïî ãëèàëüíîìó ïóòè ïðåèìóùåñòâåííî äî 7-ãî äíÿ èíêóáàöèè â óñëîâè-
ÿõ in vitro.

Àíàëèç êîëè÷åñòâà íîâîîáðàçîâàííûõ íåéðîíîâ ïðîâîäèëñÿ ñõîäíûì îáðà-
çîì. Îöåíèâàëàñü êîëîêàëèçàöèÿ NeuN- è BrdU-èììóíîïîçèòèâíîãî îêðàøèâà-
íèÿ îòíîñèòåëüíî âñåõ BrdU-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê (ðèñ. 4, Â).

Âûñîêèé íà íà÷àëüíûõ ñòàäèÿõ èíêóáàöèè ïðîöåíò NeuN-èììóíîïîçèòèâíûõ
êëåòîê ñíèæàëñÿ áîëåå ÷åì íà 30 % ê åå êîíöó (ðèñ. 4, Ã), äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé
ìåæäó ãðóïïàìè âûÿâëåíî íå áûëî. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò îá îò-
íîñèòåëüíî áîëåå ðàííåé äèôôåðåíöèðîâêå ÍÑÊ ïî íåéðîíàëüíîìó ïóòè â óñëî-
âèÿõ in vitro.

Àíàëèç íàïðàâëåííîñòè íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè. Êàòåõîëàìèíåðãè-
÷åñêèå íåéðîíû. Â êà÷åñòâå ìàðêåðà êàòåõîëàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ èñïîëüçî-
âàëèñü àíòèòåëà ïðîòèâ òèðîçèíãèäðîêñèëàçû (ÒÍ) (ðèñ. 5, À).

Ðèñ. 2. Îöåíêà óðîâíÿ ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê.

À—Â — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå Sox2 (À), Nestin (Á) è DCX (Doublecortin) (Â) â ÍÑÊ êðûñ
ëèíèè Âèñòàð ÷åðåç 10 äíåé èíêóáàöèè; Ã — ïðîöåíò Sox2-, Nestin- è Doublecortin-èììóíîïîçèòèâíûõ
êëåòîê ± SEM. Ïî îñè àáñöèññ — ìàðêåðû ÍÑÊ; ïî îñè îðäèíàò — êîëè÷åñòâî èììóíîïîçèòèâíûõ

êëåòîê â ïðîöåíòàõ. * p < 0.05; *** ð < 0.001 îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ.



Êóëüòóðû êëåòîê êðûñ ëèíèé ÊÌ è Âèñòàð áûëè ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷íû ïî
îòíîñèòåëüíîìó êîëè÷åñòâó ÒÍ-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê íà ïåðâûõ äíÿõ èí-
êóáàöèè, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâà ÒÍ-êëåòîê, âêëþ÷èâøèõ
BrdU, êîòîðûé äîáàâëÿëè â êóëüòóðû ñ 1-ãî ïî 3-é äåíü èíêóáàöèè. Îäíàêî ê
7-ìó äíþ â óñëîâèÿõ in vitro íàáëþäàþòñÿ äîñòîâåðíûå îòëè÷èÿ. Ïðè äîáàâëå-
íèè BrdU ñ 7-ãî ïî 9-é äíè èíêóáàöèè â êóëüòóðå ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð ïðîèñõîäèò
çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ÒÍ-ïîçèòèâíûõ êëåòîê (ðèñ. 5, Á). ÍÑÊ ÊÌ,
íàïðîòèâ, ïîêàçûâàþò ðîñò ÷èñëà TH/BrdU-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê (ðèñ. 5,
Á). Ñëåäîâàòåëüíî, ðàçâèòèå êàòåõîëàìèíåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ ó êðûñ Âèñòàð çà-
êàí÷èâàåòñÿ ðàíüøå, ÷åì ó êðûñ ÊÌ.

Ãëóòàìàòåðãè÷åñêèå íåéðîíû. Êîëè÷åñòâî ãëóòàìàòåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ â
êóëüòóðå îöåíèâàëîñü èììóíîöèòîõèìè÷åñêè ïî âûÿâëåíèþ âåçèêóëÿðíîãî ïåðå-
íîñ÷èêà ãëóòàìàòà-2 (VGLUT2) (ðèñ. 5, Â). Ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ÷åðåç 10 äíåé
èíêóáàöèè êîëè÷åñòâî VGLUT2-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê â êóëüòóðå ÍÑÊ
êðûñ ÊÌ áûëî çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð (ðèñ. 5, Ã).

Ýêñïðåññèÿ ÃÀÌÊ. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ÃÀÌÊ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ Âåñ-
òåðí-áëîò àíàëèçà ïî îòíîñèòåëüíîìó êîëè÷åñòâó ôåðìåíòà ãëóòàìàòäåêàðáîêñè-
ëàçû-67 (GAD67).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ïîñëå 10 äíåé èíêóáàöèè in vitro â
êóëüòóðàõ êëåòîê êðûñ ëèíèé Âèñòàð è ÊÌ ðàçëè÷èé â óðîâåíå ýêñïðåññèè
GAD67 îáíàðóæåíî íå áûëî (ðèñ. 5, Ä).

Òàêèì îáðàçîì, â êóëüòóðå ÍÑÊ êðûñ ÊÌ íàáëþäàëàñü ïîâûøåííàÿ ïðîäóê-
öèÿ ãëóòàìàòåðãè÷åñêèõ (âîçáóæäàþùèõ) íåéðîíîâ áåç êîìïåíñàòîðíîãî ïîâû-
øåíèÿ àêòèâíîñòè äèôôåðåíöèðîâêè ÃÀÌÊåðãè÷åñêèõ (òîðìîçíûõ) íåéðîíîâ.
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Ðèñ. 3. Îöåíêà íåéðîíàëüíîé è ãëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè.

À — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå MAP2 ïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ (êðàñíîå) è/èëè GFAP ïîçèòèâ-
íûõ àñòðîöèòîâ (çåëåíîå) â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð ÷åðåç 10 äíåé èíêóáàöèè. ßäðà êëåòîê îêðàøåíû
DAPI (ñèíèå). Ñòðåëêàìè óêàçàíû êëåòêè, ïîçèòèâíûå òîëüêî íà MAP2 èëè òîëüêî íà GFAP. Íàêîíå÷-
íèêîì ñòðåëêè óêàçàíû êëåòêè ïîçèòèâíûå íà îáà ìàðêåðà; Á — ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå êëåòîê â
êóëüòóðàõ êëåòîê êðûñ ëèíèé ÊÌ è Âèñòàð, ïðîäóöèðóþùèõ íåéðîíàëüíûå (MAP2) è ãëèàëüíûå
(GFAP) ìàðêåðû. Íà ãðàôèêàõ ïðåäñòàâëåí ïðîöåíò GFAP-, MAP2- è GFAP/MAP2-èììóíîïîçèòèâ-
íûõ êëåòîê îòíîñèòåëüíî îáùåãî êîëè÷åñòâà èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê â êóëüòóðå. ** ð < 0.005;

*** ð < 0.001 îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ.
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Ðèñ. 4. Àíàëèç óðîâíÿ ãëèàëüíîé è íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè íà ðàçíûõ ñðîêàõ èíêó-
áàöèè.

À — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå GFAP (çåëåíîå) è BrdU (êðàñíîå) â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð
÷åðåç 10 äíåé èíêóáàöèè ïðè äîáàâëåíèè BrdU ñ 1-é ïî 3-é äåíü èíêóáàöèè. ßäðà êëåòîê îêðàøåíû
DAPI (ñèíèå); Á — ïðîöåíò GFAP/BrdU-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê ± SEM. Ïî îñè àáñöèññ — äíè ââå-
äåíèÿ BrdU â êóëüòóðó; ïî îñè îðäèíàò — êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ êîëîêàëèçàöèåé èììóíîöèòîõèìè÷å-
ñêîãî îêðàøèâàíèÿ íà GFAP è BrdU, %. ** Ñ äîñòîâåðíîñòüþ ð < 0.005 îòíîñèòåëüíî ãðóïïû ñ ââåäå-
íèåì BrdU íà 1—3-é äåíü; Â — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå MAP2 (çåëåíîå) è BrdU (êðàñíîå) â
ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð ÷åðåç 10 äíåé èíêóáàöèè ïðè äîáàâëåíèè BrdU ñ 1-ãî ïî 3-é äåíü èíêóáàöèè.
ßäðà êëåòîê îêðàøåíû DAPI (ñèíèå). Ñòðåëêàìè óêàçàíû êëåòêè, ïîçèòèâíûå íà MAP2 è BrdU; Ã —
ïðîöåíò NeuN/BrdU-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê ± SEM. Ïî îñè àáñöèññ — äíè ââåäåíèÿ BrdU â êóëü-
òóðó; ïî îñè îðäèíàò — êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ êîëîêàëèçàöèåé èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ
íà NeuN è BrdU, %. Ïîêàçàíî îòëè÷èå îò ñîîòâåòñòâóþùèõ äàííûõ äëÿ ãðóïï ñ 1—3-ì äíåì ââåäåíèÿ.

*** ð < 0.001.
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Ðèñ. 5. Àíàëèç òèïîâ íåéðîíîâ â êóëüòóðàõ ÍÑÊ.

À — èììóíîôëóîðåñöåíòíîå âûÿâëåíèå ÒÍ (çåëåíîå) è BrdU (êðàñíîå) â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè ÊÌ ÷åðåç 10
äíåé èíêóáàöèè ïðè äîáàâëåíèè BrdU ñ 7-ãî ïî 9-é äåíü èíêóáàöèè. ßäðà êëåòîê îêðàøåíû DAPI (ñè-
íèå). Ñòðåëêàìè óêàçàíû êëåòêè, ïîçèòèâíûå íà ÒÍ è BrdU; Á — ïðîöåíò TH/BrdU-èììóíîïîçèòèâ-
íûõ êëåòîê ± SEM. Ïî îñè àáñöèññ — äíè ââåäåíèÿ BrdU â êóëüòóðó; ïî îñè îðäèíàò — êîëè÷åñòâî
êëåòîê ñ êîëîêàëèçàöèåé èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ íà TH è BrdU, %. Ïîêàçàíî îòëè÷èå
îò ñîîòâåòñòâóþùèõ äàííûõ äëÿ ãðóïï ñ 1—3-ì äíåì ââåäåíèÿ. *** ð < 0.001; Â — èììóíîôëóîðåñöåí-
òíîå âûÿâëåíèå VGLUT2 (êðàñíîå) â ÍÑÊ Âèñòàð ÷åðåç 10 äíåé èíêóáàöèè. ßäðà êëåòîê îêðàøåíû
DAPI (ñèíèå); Ã — ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå êëåòîê â êóëüòóðàõ êëåòîê êðûñ ëèíèé ÊÌ è Âèñòàð, ñèí-
òåçèðóþùèõ VGLUT2. Íà ãðàôèêàõ ïðåäñòàâëåí ïðîöåíò VGLUT2-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê ± SEM.
** p < 0.005; Ä — ñîäåðæàíèå GAD67 â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè Âèñòàð è ÊÌ. Îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî áåë-
êà GAD67 îöåíèâàëîñü ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòòèíãà, íîðìèðîâêà êîëè÷åñòâà áåëêà â ïðîáå ïðîèçâîäè-

ëàñü ïî GAPDH. Ñðåäíÿÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü âûðàæåíà â óñëîâíûõ åäèíèöàõ ± SEM.
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Sox2, èçâåñòíûé â êà÷åñòâå ìàðêåðà ïëþðèïîòåíòíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê îðãà-
íèçìà, ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì, ïîääåðæèâàþùèì ñà-
ìîîáíîâëåíèå ÍÑÊ [16]. Èíãèáèðîâàíèå Sox2 îñòàíàâëèâàåò êëåòî÷íûé öèêë è
çàïóñêàåò íåéðîíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó. Ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûé Sox2 ëî-
êàëèçóåòñÿ â ÿäðå êëåòîê, òðàíñëîêàöèþ áåëêà â öèòîïëàçìó ñâÿçûâàþò ñ ïîòå-
ðåé ôóíêöèîíàëüíîñòè Sox2 è åãî ïîñëåäóþùåé äåãðàäàöèåé [2]. Â õîäå îáðàáîò-
êè ïîëó÷åííûõ äàííûõ áûëî ïîäñ÷èòàíî ÷èñëî Sox2-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê
ñ ëîêàëèçàöèåé ôàêòîðà â ÿäðå, öèòîïëàçìå è îäíîâðåìåííî â ÿäðå è öèòîïëàçìå
êëåòêè. Ïîêàçàííîå íàìè ñíèæåííîå ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå Sox2-ïîçèòèâíûõ
êëåòîê â ÍÑÊ êðûñ ëèíèè ÊÌ îòíîñèòåëüíî ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð ñâèäåòåëüñòâóåò
îá èçíà÷àëüíî ìåíüøåì êîëè÷åñòâå ïëþðèïîòåíòíûõ êëåòîê â ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðå, âûäåëåííîé èç ãèïïîêàìïà êðûñ ÊÌ.

Èçâåñòíî, ÷òî Sox2 ðåãóëèðóåò ïðîäóêöèþ íåéðîíàëüíîãî ïðîìåæóòî÷íîãî
ôèëàìåíòà Nestin, êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ñòâîëîâûõ êëåòîê
íåéðîíàëüíîé ëèíèè [7, 19]. Îäíàêî â íàøåé ðàáîòå äîñòîâåðíîé ðàçíèöû â êîëè-
÷åñòâå Nestin-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê â êóëüòóðå ÍÑÊ êðûñ ÊÌ è Âèñòàð âû-
ÿâëåíî íå áûëî.

Òðåòüèì âàæíûì ìàðêåðîì íåçðåëûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèö ÿâëÿåòñÿ àññî-
öèèðîâàííûé ñ ìèêðîòðóáî÷êàìè áåëîê Doublecortin (DCX). Êðîìå òîãî, DCX
íàïðÿìóþ ñâÿçàí ñ ìèãðàöèåé êëåòîê, à òàêæå ñ ðîñòîì è âåòâëåíèåì íåéðèòîâ
[6]. Ïîêàçàííîå íàìè äîñòîâåðíîå ñíèæåíèå ÷èñëà DCX-ïîçèòèâíûõ êëåòîê â
êóëüòóðå ÍÑÊ êðûñ ÊÌ ãîâîðèò î ñíèæåííîì êîëè÷åñòâå ñïîñîáíûõ ê ìèãðàöèè
êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèö â êóëüòóðå. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïåð-
âè÷íàÿ êóëüòóðà, âûäåëåííàÿ èç ãèïïîêàìïà êðûñ ëèíèè ÊÌ, õàðàêòåðèçóåòñÿ
ìåíüøèì êîëè÷åñòâîì ñòâîëîâûõ êëåòîê ïåðâûõ òðåõ ñòàäèé ðàçâèòèÿ ÍÑÊ.

Âàæíîé õàðàêòåðèñòèêîé íåéðîãåíåçà âçðîñëîãî ìîçãà ÿâëÿåòñÿ òèï êîíå÷íî
äèôôåðåíöèðîâàííûõ íîâîîáðàçîâàííûõ êëåòîê, â ñâÿçè ñ ýòèì íàìè áûëî ïðî-
àíàëèçèðîâàíî ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå ãëèî- è íåéðîãåíåçà â êóëüòóðàõ êëåòîê
êðûñ ëèíèè ÊÌ è Âèñòàð. Áåëêè MAP2 è GFAP ÿâëÿþòñÿ îáùåïðèçíàííûìè
ìàðêåðàìè âçðîñëûõ íåéðîíîâ è ãëèàëüíûõ êëåòîê ñîîòâåòñòâåííî, êîëîêàëèçà-
öèÿ îáîèõ ìàðêåðîâ õàðàêòåðíà äëÿ êëåòîê, åùå íå âñòóïèâøèõ â ñòàäèþ òåðìè-
íàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè [17]. Ìû ïîêàçàëè äâóêðàòíîå óâåëè÷åíèå îòíîñèòåëü-
íîãî ïðîöåíòà òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ íåéðîíîâ è ãëèàëüíûõ êëåòîê
â êóëüòóðå ÍÑÊ êðûñ ëèíèè ÊÌ, ïðè ýòîì ïðîöåíò êëåòîê ñ êîëîêàëèçàöèåé ìàð-
êåðîâ äîñòîâåðíî ñíèçèëñÿ îòíîñèòåëüíî êóëüòóðû ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð. Ïîëó÷åí-
íûå äàííûå ãîâîðÿò î áîëåå áûñòðîé äèôôåðåíöèðîâêå ÍÑÊ êðûñ ÊÌ, ÷òî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ òàêæå îáùèì ñíèæåíèåì ïðîäóêöèè êëåòêàìè Sox2.

BrdU âñòðàèâàåòñÿ â ÄÍÊ êëåòêè â S-ôàçó êëåòî÷íîãî öèêëà è ñëóæèò øèðîêî
ðàñïðîñòðàíåííûì ìàðêåðîì ìèòîòè÷åñêè àêòèâíûõ êëåòîê. Ïîêàçàííîå íàìè
çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà BrdU-èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê â êóëüòóðå
êëåòîê êðûñ ÊÌ íà 7—9-é äíè èíêóáàöèè ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðåêðàùåíèè äåëå-
íèÿ ÍÑÊ êðûñ ÊÌ â óêàçàííûå ñðîêè è ïåðåõîäå ê ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè.
Ïðè ââåäåíèè BrdU ñ 1-ãî ïî 3-é äåíü èíêóáàöèè ðàçëè÷èé ñ êóëüòóðîé êëåòîê
êðûñ Âèñòàð âûÿâëåíî íå áûëî.

Äâîéíîå èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå ìå÷åíèå BrdU/NeuN ïîêàçàëî ñíèæåíèå
ïðîäóêöèè íåéðîíîâ â ïîñëåäíèå äíè èíêóáàöèè â îáåèõ (êðûñ ëèíèè ÊÌ è Âè-
ñòàð) êóëüòóðàõ êëåòîê. Àíàëèç êîëîêàëèçàöèè BrdU/GFAP â êóëüòóðå ÍÑÊ êðûñ
ÊÌ ïîêàçàë èäåíòè÷íûå ðåçóëüòàòû: îáðàçîâàíèå êëåòîê íåéðîãëèè ñíèæàåòñÿ ê
7—9-ìó äíþ èíêóáàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ 1—3-ì äíåì. Ñóììèðóÿ ïîëó÷åííûå
äàííûå, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî â óñëîâèÿõ in vitro äèôôåðåíöèðîâêà ÍÑÊ êðûñ
ëèíèè ÊÌ íà÷èíàåòñÿ ðàíüøå è ïðîèñõîäèò â áîëåå ñæàòûå ñðîêè, ÷åì äèôôå-
ðåíöèðîâêà ÍÑÊ êðûñ Âèñòàð.



Äëÿ èíòåãðàöèè íîâîîáðàçîâàííûõ íåéðîíîâ â ñóùåñòâóþùèå ôóíêöèîíàëü-
íûå ñåòè ìîçãà êëþ÷åâûìè ÿâëÿþòñÿ ñèíòåçèðóåìûå êëåòêîé íåéðîìåäèàòîðû,
òàêèå êàê ãëóòàìàò è ÃÀÌÊ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ðàçâèòèå ñóäîðîæíûõ ñîñòî-
ÿíèé ó æèâîòíûõ âîîáùå è ó êðûñ ëèíèè ÊÌ â ÷àñòíîñòè ñâÿçûâàþò êàê ðàç ñ
ðàññîãëàñîâàíèåì ïðîöåññîâ âîçáóæäåíèÿ è òîðìîæåíèÿ ãîëîâíîãî ìîçãà [20].
Ïðè ýòîì òàêæå ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñèíòåç êàòåõîëàìèíîâ, â íîðìå õàðàêòåð-
íûé ëèøü äëÿ ìàëîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê ãèïïîêàìïà, ìîæåò âîçðàñòàòü ïðè ðàç-
ëè÷íûõ ñòðåññîðíûõ âîçäåéñòâèÿõ è ïðè ïàòîëîãèÿõ [4, 9].

Íàøè äàííûå ïîêàçàëè óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà íîâîîáðàçîâàííûõ VGLUT2-
èììóíîïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ â êóëüòóðå êëåòîê êðûñ ëèíèè Âèñòàð, îäíàêî ðàç-
íèöû â îòíîñèòåëüíîì óðîâíå GAD67 ìåæäó êóëüòóðàìè âûÿâëåíî íå áûëî, ÷òî
ãîâîðèò îá óâåëè÷åííîé ïðîäóêöèè âîçáóæäàþùèõ ãëóòàìàòåðãè÷åñêèõ íåéðî-
íîâ â ÍÑÊ êðûñ ÊÌ áåç êîìïåíñàòîðíîãî óâåëè÷åíèÿ ïðîäóêöèÿ òîðìîçíûõ
ÃÀÌÊåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ. Àíàëèç äèôôåðåíöèðîâêè êàòåõîëàìèíåðãè÷åñêèõ
íåéðîíîâ ïîêàçàë èíòåðåñíûå ðàçëè÷èÿ: â íîðìå ñíèæàþùååñÿ ê êîíöó èíêóáà-
öèè ÷èñëî íîâîîáðàçîâàííûõ êàòåõîëàìèíåðãèåñêèõ êëåòîê çíà÷èòåëüíî ïîâû-
øàåòñÿ â êóëüòóðå ÍÑÊ êðûñ ÊÌ, ÷òî ïîäòâåðæäàåò äàííûå îá àêòèâàöèè ñèíòå-
çà êàòåõîëàìèíîâ êëåòêàìè ïðè ïàòîëîãèÿõ.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÍÑÊ êðûñ ÊÌ õàðàêòåðèçóþòñÿ ìåíüøåé
ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ è áûñòðåå äèôôåðåíöèðóþòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî
â ãëóòàìàòåðãè÷åñêèå è êàòåõîëàìèíåðãè÷åñêèå íåéðîíû. Òàêèì îáðàçîì, íàøè
äàííûå, ïîëó÷åííûå â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro, ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî ïîâûøåííûé
óðîâåíü ñîçðåâàíèÿ ãëóòàìàòåðãè÷åñêèõ íåéðîíîâ â ãèïïîêàìïå êðûñ ëèíèè ÊÌ
ãåíåòè÷åñêè äåòåðìèíèðîâàí è ìîæåò ÿâëÿòüñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ôàêòîðîâ,
îáóñëîâëèâàþùèõ ðàçâèòèå ýïèëåïòèôîðìíîé àêòèâíîñòè ó ýòèõ êðûñ.

Äàííàÿ ðàáîòà ïîääåðæàíà ôîíäîì ÐÔÔÈ (ãðàíò ¹ 16-04-00777), ãîñ. çàäà-
íèåì ïî òåìå «Ôèçèîëîãè÷åñêèå è áèîõèìè÷åñêèå ìåõàíèçìû ãîìåîñòàçà è èõ
ýâîëþöèÿ» è ÷àñòè÷íî âûïîëíåíà â ÖÊÏ ¹ 441590.
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