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Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êóëüòóðà çåðíèñòûõ êëåòîê ìîçæå÷êà ÿâëÿåòñÿ ïîïóëÿðíîé ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ, êëþ÷åâîé ôóíêöèîíàëüíûé ýëåìåíò ìîçæå÷êà, à èìåííî êëåòêà
Ïóðêèíüå (ÊÏ), ðåäêî èññëåäóåòñÿ â êóëüòóðå òêàíè. Íà äàííûé ìîìåíò ñóùåñòâóþò ñåðü-
åçíûå ìåòîäîëîãè÷åñêèå ðàçíîãëàñèÿ, êàñàþùèåñÿ ñîñòàâà ñðåäû, êîòîðàÿ ñïîñîáñòâóåò
âûæèâàíèþ ÊÏ è ðàçâèòèþ ìîðôîëîãèè, ñõîäíîé ñ íåéðîíàìè in vivo. Â íàøåé ðàáîòå ïðè
ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ âíåêëåòî÷íîãî êàëèÿ ðàçâèòèå ÊÏ ìîçæå÷êà êðûñ â ïåðâè÷íîé
êóëüòóðå òêàíè îöåíèâàëè êîìáèíàöèåé ïðèæèçíåííîãî êàëüöèåâîãî èìèäæèíãà è èììó-
íîãèñòîõèìè÷åñêîãî îêðàøèâàíèÿ òêàíè íà êàëüáèíäèí-28K êàê ìàðêåð ÊÏ. Èññëåäîâà-
íèå ìîçæå÷êà êðûñ ïðîèçâîäèëîñü íà 7, 14, 21-é äíè êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîâû-
øåíèå óðîâíÿ êàëèÿ â ñðåäå ñòèìóëèðóåò âûæèâàåìîñòü ÊÏ, óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ñîìû è
ðàçâèòèå äåíäðèòíîãî äåðåâà ÊÏ. Ïðè ýòîì ÊÏ äåìîíñòðèðóþò ñîáñòâåííûå ñïîíòàííûå
îñöèëëÿöèè ñâîáîäíîãî êàëüöèÿ, õàðàêòåðíûå äëÿ âçðîñëûõ ÊÏ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: êëåòêà Ïóðêèíüå, ìîçæå÷îê, ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà, íåéðîíû.
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The primary culture of cereballar granule cells is commonly used in experimental work. Re-
gardless of that Purkinje cells (PC) playing the key role in cerebellar functioning are rarely studied
in culture. Currently, substantial methodological disagreement exists concerning the composition
of culture media supporting PC survival and differentiation to achieve adult morphology observed
in vivo. Here using live cell calcium imaging and immunostaining for calbindin-28K (PC marker)
we evaluate the development of PC in primary culture of cerebellar neurons at different potassium
concentrations. Immunostaining was made at 7, 14 and 21 days in vitro. We show that elevated
potassium favors PC survival and as well as soma growth and dendritic tree branching, which re-
sults in manifestation of spontaneous calcium oscillations resembling adult PC.
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Ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà íåéðîíîâ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé óäîáíûé îáúåêò äëÿ ýëåêò-
ðîôèçèîëîãè÷åñêèõ è îïòè÷åñêèõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ. Îðãàíèçàöèÿ òåë è îò-
ðîñòêîâ íåéðîíîâ â ïëîñêîñòè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà ñòåêëàõ ïðåäîñòàâëÿåò
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ìèíèìóì ïîìåõ äëÿ ïðèæèçíåííîé îïòè÷åñêîé ðåãèñòðàöèè àêòèâíîñòè íåéðî-
íîâ, â ÷àñòíîñòè êàëüöèåâîãî èìèäæèíãà. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî êóëüòóðà çåð-
íèñòûõ íåéðîíîâ ìîçæå÷êà ÿâëÿåòñÿ ïîïóëÿðíîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëüþ,
êëþ÷åâîé ôóíêöèîíàëüíûé ýëåìåíò ìîçæå÷êà, à èìåííî êëåòêà Ïóðêèíüå (ÊÏ),
ðåäêî èññëåäóåòñÿ â êóëüòóðå. Ñàìûìè ìíîãî÷èñëåííûìè â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå
ìîçæå÷êà ÿâëÿþòñÿ çåðíèñòûå êëåòêè [7], à äîëÿ êëåòîê Ïóðêèíüå, ÿâëÿþùèõñÿ
åäèíñòâåííûì ýôôåðåíòíûì ýëåìåíòîì êîðû ìîçæå÷êà, êàê ïðàâèëî, íå ïðåâû-
øàåò 1—2 % îò îáùåãî ÷èñëà íåéðîíîâ ìîçæå÷êà. Íà äàííûé ìîìåíò ñóùåñòâó-
þò ñåðüåçíûå ìåòîäîëîãè÷åñêèå ðàçíîãëàñèÿ, êàñàþùèåñÿ ñîñòàâà ñðåäû äëÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ ÊÏ, êîòîðàÿ ñïîñîáñòâóåò èõ âûæèâàíèþ è ôîðìèðîâàíèþ
äåíäðèòíîãî äåðåâà, ñõîäíîãî ñ òàêîâûì ó ÊÏ, ðàçâèâàþùèìñÿ in vivo. Ïî äàí-
íûì P. E. Hockberger è ñîàâò. [7], ýòèì òðåáîâàíèÿì îòâå÷àåò ñðåäà ñ âûñîêèì ñî-
äåðæàíèåì KCl, òîãäà êàê ó ÊÏ, êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì
KCl, âûæèâàåìîñòü áûëà ñóùåñòâåííî íèæå. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîé ðàáîòå,
M. Yuzaki è ñîàâò. [14] óêàçûâàþò íà ñóùåñòâåííîå ñíèæåíèå âûæèâøèõ êëåòîê
Ïóðêèíüå, êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå ñ âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé êàëèÿ.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëà ïðîâåðêà ïðåäïîëîæåíèÿ, ÷òî ñðåäà ñ
âûñîêèì ñîäåðæàíèåì êàëèÿ ñïîñîáñòâóåò ðîñòó è ìîðôîëîãè÷åñêîìó ñîçðåâà-
íèþ ÊÏ. Äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé çàäà÷è ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ìîðôîëîãèè
è îñîáåííîñòåé ãåíåðàöèè êàëüöèåâûõ ñïàéêîâ ÊÏ â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íåéðî-
íîâ ìîçæå÷êà íà 7, 14 è 21-é äíè êóëüòèâèðîâàíèÿ (days in vitro, DIV).

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Ïðèãîòîâëåíèå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íåéðîíîâ ìîçæå÷êà. Ïåðâè÷íóþ êóëüòó-
ðó íåéðîíîâ ìîçæå÷êà êðûñ ïîëó÷àëè èç ìîçæå÷êîâ ýìáðèîíîâ íà 20—21-é äåíü
ïðåíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ (Å20—E21). Èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè Ïóðêèíüå èç ýìáðèî-
íàëüíîãî ìàòåðèàëà õàðàêòåðèçóþòñÿ õîðîøåé âûæèâàåìîñòüþ â êóëüòóðå [7].
C öåëüþ ïîëó÷åíèÿ ñóñïåíçèè êëåòîê ìîçæå÷êà âûäåëåííóþ òêàíü ïîìåùàëè â
ðàñòâîð òðèïñèíà (0.04 ìã/ìë) íà 15 ìèí, à çàòåì êëåòêè îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì
ÄÍÊàçû (0.04 ìã/ìë, Sigma, ÑØÀ), èíãèáèòîðîì òðèïñèíà (0.4 ìã/ìë, Sigma, ÑØÀ)
è ôåòàëüíîé ñûâîðîòêîé êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (10 %, Gibco, ÑØÀ). Ïîñëå
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðîèçâîäèëè äèññîöèàöèþ êëåòîê ïóòåì ïèïåòèðîâàíèÿ â
ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Äèñïåðãèðîâàííûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà îáðàáîòàííûõ
ïîëè-D-ëèçèíîì 7 ìèëëèìåòðîâûõ ñòåêëàõ â ñðåäå Neurobasal (Gibco, ÑØÀ) ñ
äîáàâëåíèåì B27 (Gibco, ÑØÀ), L-ãëóòàìèíà (Gibco, ÑØÀ) è 20 ëèáî 5 ìÌ KCl.

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå èññëåäîâàíèå íåéðîíîâ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ìîçæå÷-
êà. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêîå èññëåäîâàíèå íåéðîíîâ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ìîç-
æå÷êà êðûñ ïðîèçâîäèëè íà DIV 7, 14 è 21. Ïðè ïîäãîòîâêå ê èììóíîöèòîõèìè-
÷åñêîé ðåàêöèè ñòåêëà ñ êëåòêàìè ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäå-
ãèäà, ïîñëå ÷åãî îáðàáàòûâàëè õëîðèñòûì àììîíèåì (0.54 ìã/ìë), Òðèòîíîì
Õ-100 (0.2%-íûé ðàñòâîð) è ãëèöèíîì (15 ìã/ìë). Íåñïåöèôè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå
àíòèòåë áëîêèðîâàëè, îáðàáàòûâàÿ ñòåêëà ñ êëåòêàìè 2%-íûì ðàñòâîðîì áû÷üå-
ãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà. Âñå ðàñòâîðû ãîòîâèëè íà ôîñôàòíî-ñîëåâîì
áóôåðå. Äëÿ ìàðêèðîâàíèÿ êëåòîê Ïóðêèíüå èñïîëüçîâàëè ïåðâè÷íûå ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ìûøåé ê êàëüáèíäèíó-D28k (Abcam, ab82812). Èììóíîïîçè-
òèâíóþ ðåàêöèþ âèçóàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì âòîðè÷íûõ àíòèòåë êîçû
ïðîòèâ ìûøè, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ôëóîðîõðîìîì Alexa 633 (Molecular Probes
A21052, Life Technologies, ÑØÀ). Âî èçáåæàíèå áûñòðîãî âûãîðàíèÿ ôëóîðåñ-
öåíòíûõ êðàñèòåëåé ñòåêëà, îáðàáîòàííûå àíòèòåëàìè, ôèêñèðîâàëè íà ïðåäìåò-
íûõ ñòåêëàõ êëååì, ñîäåðæàùèì ñîåäèíåíèå Mowiol (Sigma-Aldrich, Ãåðìàíèÿ).
Ôëóîðåñöåíöèþ èììóíîïîçèòèâíûõ íåéðîíîâ ðåãèñòðèðîâàëè íà êîíôîêàëüíîì
ñêàíèðóþùåì ìèêðîñêîïå Leica SP5 MP (Leica Microsystems Inc., Ãåðìàíèÿ),
îñíàùåííîì èììåðñèîííûì îáúåêòèâîì�63 (HCX APO CS 63�/1.4; Leica Mic-



rosystems, Inc., Ãåðìàíèÿ). Âîçáóæäåíèå êðàñèòåëÿ Alexa 633 ïðîâîäèëè ëàçåðîì
c äëèíîé âîëíû 633 íì. Îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Leica LAS AF (Leica Microsystems Inc., Ãåðìàíèÿ).

Îïðåäåëåíèå îòíîñèòåëüíûõ çíà÷åíèé êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî
êàëüöèÿ â ñóáìèêðîìîëÿðíîì äèàïàçîíå ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñ-
öåíòíîãî çîíäà Fluo-3 (Invitrogen, ÑØÀ). Ôëóîðîôîð çàãðóæàëè â êëåòêè â ôîð-
ìå àöåòîêñèìåòèëîâîãî ýôèðà — AM (1 ìêÌ, 60 ìèí â òåìíîòå ïðè 23—25 °Ñ).
Äëÿ ðàñùåïëåíèÿ ýôèðíîé ãðóïïû Fluo-3 AM ñ îáðàçîâàíèåì âíóòðè êëåòîê íå-
ïðîíèêàþùåãî ÷åðåç ìåìáðàíó Fluo-3 ïðîâîäèëè ïîñëåäóþùóþ èíêóáàöèþ êëå-
òîê â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå (ìÌ): 140 NaCl, 2.8 KCl, 2 CaCl2, 10 HEPES) íà
ïðîòÿæåíèè 15 ìèí. Ôëóîðèìåòðè÷åñêîå èçìåðåíèå ïðîâîäèëè íà èíâåðòèðîâàí-
íîì ñêàíèðóþùåì êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica SP5 MP (Leica Microsystems,
Ãåðìàíèÿ) â ïåðôóçèîííîé êàìåðå AC-PI-15 (Live Cell Instrument Inc.). Ãëóòàìàò
(100 ìêÌ) â ñìåñè ñ ãëèöèíîì (30 ìêÌ) â êà÷åñòâå êîàãîíèñòà àïïëèöèðîâàëè íà
êëåòêè ñ ïîìîùüþ áûñòðîé ëîêàëüíîé ïåðôóçèè. Âîçáóæäåíèå ôëóîðîõðîìà
Fluo-3 îñóùåñòâëÿëè ñâåòîì àðãîíîâîãî ëàçåðà ñ äëèíîé âîëíû 488 íì. Ýìèññèþ
ôëóîðîõðîìà ðåãèñòðèðîâàëè â äèàïàçîíå 500—560 íì. ×àñòîòà ñêàíèðîâàíèÿ
ñîñòàâëÿëà 24 êàäðà (512 � 512 ïèêñåëåé)/ìèí.

Êîëè÷åñòâåííîå ñðàâíåíèå ãðóïï èçìåðåíèé ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè íåïàðíî-
ãî îäíîôàêòîðíîãî äèñïåðñèîííîãî àíàëèçà (ANOVA) ñ ïîñòîáðàáîòêîé Áîíôåð-
ðîíè. Ðàçëè÷èÿ ãðóïï ñ÷èòàëèñü ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûìè ïðè p < 0.05.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Íà DIV 7 â êóëüòóðå, âûðàùåííîé â ñðåäå ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì KCl
(20 ìÌ), âñòðå÷àëèñü êàëüáèíäèí-ïîçèòèâíûå êëåòêè (ðèñ. 1, à), ó êîòîðûõ
íàáëþäàëîñü íåñêîëüêî òîëñòûõ äåíäðèòîâ, îòõîäÿùèõ ïî ïåðèìåòðó îò òåëà
íåéðîíà, îäíàêî âåòâëåíèå äåíäðèòîâ âñòðå÷àëîñü ðåäêî. Ó íåêîòîðûõ êàëüáèí-
äèí-ïîçèòèâíûõ êëåòîê èäåíòèôèöèðîâàëñÿ äëèííûé àêñîí (ðèñ. 1, à). Çà÷àñòóþ
êàëüáèíäèí-ïîçèòèâíûå êëåòêè áûëè ñîáðàíû â ãðóïïû. Íà DIV 14 òàêæå âñòðå-
÷àëèñü êàëüáèíäèí-ïîçèòèâíûå êëåòêè ñ ñîìàìè ðàçëè÷íîé ôîðìû. Ïðè ýòîì
äåíäðèòû äåìîíñòðèðîâàëè âåòâëåíèå 1—2-ãî ïîðÿäêà. Íà DIV 21 íàáëþäàëè
ðàçâèòèå õàðàêòåðíîãî äëÿ âçðîñëûõ ÊÏ äåíäðèòíîãî äåðåâà ñ îäíèì àïèêàëü-
íûì äåíäðèòîì ñ âåòâëåíèåì 3—5-ãî ïîðÿäêà (ðèñ. 1, à). Ïðè ýòîì ó ÊÏ èäåíòè-
ôèöèðîâàëè åäèíñòâåííûé àêñîí äëèíîé äî 150 ìêì. Ðàçìåðû ñîì ÊÏ íà DIV 7
(15 ± 0.4 ìêì) äîñòîâåðíî îòëè÷àëèñü îò ðàçìåðîâ íà DIV 14 (19 ± 0.7 ìêì) è
DIV 21 (19.6 ± 0.9 ìêì), êîëè÷åñòâî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê ðàâíî 40, îäíî-
ôàêòîðíûé ANOVA, ïîñò-òåñò Áîíôåððîíè, p < 0.001 (ðèñ. 1, á). Äîñòîâåðíîãî
óâåëè÷åíèÿ ðàçìåðà òåë ÊÏ ñ DIV 14 ïî 21 îáíàðóæåíî íå áûëî.

Â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå, âûðàùåííîé â ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì KCl
(5 ìÌ), áûëî ñóùåñòâåííî ìåíüøå ñâÿçåé ìåæäó íåéðîíàìè è íàáëþäàëîñü
áîëüøîå êîëè÷åñòâî àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê. Íà DIV 7 è 21 â äàííîé êóëüòóðå
âñòðå÷àëèñü êàëüáèíäèí-ïîçèòèâíûå êëåòêè. Îäíàêî íà DIV 21 â ýòîé êóëüòóðå
íå áûëî îáíàðóæåíî íåéðîíîâ ñ äåíäðèòíûì äåðåâîì, õàðàêòåðíûì äëÿ çðåëûõ
ÊÏ. Òàêæå ìåæäó DIV 7 è DIV 21 íå âûÿâëåíî äîñòîâåðíîãî óâåëè÷åíèÿ ðàçìå-
ðîâ òåë íåéðîíîâ, êàê ýòî íàáëþäàëîñü â ñðåäå ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì êàëèÿ.
Ðàçìåðû òåë êàëüáèíäèí-ïîçèòèâíûõ êëåòîê íà DIV 7 è 21 ñîñòàâëÿëè 12.7 ± 1.9
(n = 4) è 11.7+ 3 ìêÌ (n = 24) ñîîòâåòñòâåííî.

Ïî õàðàêòåðó êàëüöèåâûõ îòâåòîâ íà àïïëèêàöèþ ãëóòàìàòà íà DIV 21
(ðèñ. 2) íåéðîíû ìîçæå÷êà â êóëüòóðå ðàçäåëèëèñü íà äâå íåðàâíûå ãðóïïû.
Áîëüøèíñòâî êëåòîê (ðèñ. 2, à) ïðè àïïëèêàöèè ãëóòàìàòà äåìîíñòðèðîâàëè ìíî-
ãîêðàòíûé ðîñò êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ, êîòîðûé ñíèæàëñÿ ñî
âðåìåíåì, íî ñîõðàíÿëñÿ íà ïîâûøåííîì óðîâíå äëèòåëüíîå âðåìÿ. Íåáîëüøàÿ
ãðóïïà íåéðîíîâ (1—2 %) íå îòâå÷àëà óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ âíóòðèêëåòî÷-
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íîãî êàëüöèÿ íà àïïëèêàöèþ ãëóòàìàòà, îäíàêî äåìîíñòðèðîâàëà ïåðèîäè÷åñêèå
êàëüöèåâûå ñïàéêè (ðèñ. 2, á). Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî ñïîíòàííàÿ ãåíåðàöèÿ êàëü-
öèåâûõ ñïàéêîâ íåéðîíàìè áûëà çàðåãèñòðèðîâàíà òîëüêî â êóëüòóðàõ, âûðà-
ùåííûõ â ñðåäå ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì êàëèÿ.

ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ ÐÅÇÓËÜÒÀÒÎÂ

Êóëüòèâèðîâàíèå ÊÏ â ñðåäå ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì êàëèÿ ñïîñîáñòâîâàëî
èõ âûæèâàåìîñòè è ðàçâèòèþ íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ñðîêà ïîääåðæàíèÿ êóëüòóðû.
Äîñòîâåðíûé ðîñò òåëà ÊÏ íàáëþäàëñÿ äî DIV 14. Ê DIV 21 ó íåêîòîðûõ ÊÏ
ïðîèñõîäèëî ðàçðàñòàíèå äåíäðèòíîãî äåðåâà ñ íåñêîëüêèìè ïîðÿäêàìè âåòâ-
ëåíèÿ. Ê ýòîìó ñðîêó â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ïðèñóòñòâîâàëè êàê ÊÏ, èìåþùèå
ìîðôîëîãèþ, ñõîäíóþ ñ ìîðôîëîãèåé ÊÏ íà äàííîì ñðîêå in vivo, òàê è ÊÏ
ñ ìîðôîëîãèåé, ñâîéñòâåííîé íåéðîíàì íà áîëåå ðàííèõ ýòàïàõ ðàçâèòèÿ, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î íåðàâíîìåðíîì ñîçðåâàíèè ÊÏ â êóëüòóðå è çàïàçäûâàíèè èõ
ìîðôîëîãè÷åñêîãî ðàçâèòèÿ îòíîñèòåëüíî óñëîâèé in vivo.

Èçâåñòíî, ÷òî in vivo íà ñðîêå P0 (0-é äåíü ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ) áîëü-
øèíñòâî ÊÏ èìååò áèïîëÿðíóþ ôîðìó ñ îäíèì àïèêàëüíûì äåíäðèòîì. Â òå÷åíèå
ïåðâîé ïîñòíàòàëüíîé íåäåëè âîêðóã òåëà ÊÏ ïîÿâëÿþòñÿ è îòìèðàþò òîíêèå
ëàòåðàëüíûå äåíäðèòû [2]; â ýòî æå âðåìÿ (P0—P9) íàáëþäàåòñÿ èíòåíñèâíûé
ðîñò ñîìû ÊÏ. Ê ñðîêó Ð6 ó áîëüøèíñòâà êëåòîê Ïóðêèíüå ôîðìèðóþòñÿ êî-
ðîòêèå ïåðèñîìàòè÷åñêèå ïðîòðóçèè, îòõîäÿùèå âî âñå ñòîðîíû îò òåëà íåéðîíà
[8, 13].

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ ÊÏ íà DIV 7, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå ñ âûñîêèì ñî-
äåðæàíèåì êàëèÿ, èìåëè êîðîòêèå äåíäðèòû ñ ðåäêèìè âåòâëåíèÿìè. Â ïåðèîä ñ

Ðèñ. 1. Îñîáåííîñòè êëåòîê Ïóðêèíüå ìîçæå÷êà
â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå.

à — ìîðôîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè èììóíîïîçèòèâ-
íûõ ê êàëüáèíäèíó-D28k íåéðîíîâ íà 7, 14 è 21-é äíè
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ 20 ìÌ êàëèÿ. Àêñîí îáî-
çíà÷åí ñòðåëêîé; á — ñðàâíåíèå ñðåäíèõ ðàçìåðîâ
òåë íåéðîíîâ â ñðåäå ñ âûñîêèì è íèçêèì ñîäåðæàíè-
åì êàëèÿ íà ðàçíûõ ñðîêàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Äîñòî-
âåðíûå îòëè÷èÿ îò DIV 7 (ANOVA, p < 0.001) îáîçíà-

÷åíû çâåçäî÷êîé.



DIV 7 ïî DIV 14 ïðîèñõîäèë ðîñò ðàçìåðîâ òåë ÊÏ (ðèñ. 1, á), ñîïðîâîæäàâøèé-
ñÿ íåçíà÷èòåëüíûì óâåëè÷åíèåì âåòâëåíèÿ äåíäðèòíîãî äåðåâà. Íà DIV 21 ðàç-
ìåðû òåë ÊÏ äàëåå íå óâåëè÷èâàþòñÿ, îäíàêî ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíîå ðàçðàñòà-
íèå è óñëîæíåíèå äåíäðèòíîãî äåðåâà ñ ïîÿâëåíèåì âåòâëåíèÿ âïëîòü äî 5-ãî ïî-
ðÿäêà. ×òî êàñàåòñÿ àêñîíà ÊÏ, òî îí ôîðìèðîâàëñÿ óæå íà DIV 7. Âåðîÿòíî, íà
DIV 21 ñòàäèÿ ñîçðåâàíèÿ ÊÏ in vitro ñîîòâåòñòâóåò âòîðîé ïîñòíàòàëüíîé íåäå-
ëå ðàçâèòèÿ in vivo, êîãäà áåñïîðÿäî÷íî ðàñïîëîæåííûå òîíêèå ñîìàòè÷åñêèå îò-
ðîñòêè îòìèðàþò è çàìåíÿþòñÿ áîëåå òîëñòûìè äåíäðèòíûìè âåòâÿìè (îò îäíîé
äî òðåõ), ðàñïîëîæåííûìè íà ïðîòèâîïîëîæíîì àêñîíó ïîëþñå. Íà çàâåðøàþ-
ùåé ñòàäèè ôîðìèðîâàíèÿ äåíäðèòíîãî äåðåâà îñòàåòñÿ îäèí îñíîâíîé äåíäðèò,
äàþùèé ëàòåðàëüíûå îòâåòâëåíèÿ [13]. Äàëüíåéøåå ñîçðåâàíèå ÊÏ in vivo âûðà-
æàåòñÿ â äàëüíåéøåì ðîñòå äåíäðèòíîãî äåðåâà, êîòîðîå ó êðûñ äîñòèãàåò ñâîèõ
îêîí÷àòåëüíûõ ðàçìåðîâ ê ñðîêó Ð30 [3].

Â êóëüòóðå ñ íèçêîé êîíöåíòðàöèåé êàëèÿ ðàçìåð òåë êàëüáèíäèí-ïîçèòèâ-
íûõ êëåòîê íå âîçðàñòàë ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 1, á).
Êðîìå òîãî, íå íàáëþäàëîñü ðîñòà è óñëîæíåíèÿ äåíäðèòíîãî äåðåâà.

Èçâåñòíî, ÷òî ðàçâèòèå äåíäðèòîâ ÊÏ in vivo äî Ð7 èäåò íîðìàëüíî ïðè îò-
ñóòñòâèè ñèíàïòè÷åñêèõ êîíòàêòîâ ñ çåðíèñòûìè êëåòêàìè è ëàçÿùèìè âîëîêíà-
ìè [3] è îïðåäåëÿåòñÿ âíóòðåííèìè ôàêòîðàìè, îäíèì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ
òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð RORá [4]. Ñëåäóþùàÿ ñòàäèÿ ðàçâèòèÿ òðåáóåò ïðè-
ñóòñòâèÿ çåðíèñòûõ êëåòîê, êîòîðûå ñïîñîáñòâóþò âûæèâàåìîñòè ÊÏ è ðàçâèòèþ
ðàçâåòâëåííîãî äåíäðèòíîãî äåðåâà [9]. Äëÿ ñîçðåâàíèÿ íåéðîíîâ ìîçæå÷êà in vivo
òðåáóåòñÿ àôôåðåíòíàÿ èííåðâàöèÿ îò äðóãèõ ñòðóêòóð ìîçãà, â ÷àñòíîñòè êîðû è
âåñòèáóëÿðíûõ ÿäåð. Â êóëüòóðå òàêîé âîçáóæäàþùèé àôôåðåíòíûé âõîä îòñóò-
ñòâóåò, ÷òî çàòðóäíÿåò ñîçðåâàíèå ÊÏ. Ïðèíóäèòåëüíàÿ äåïîëÿðèçàöèÿ íåéðîíîâ
â ñðåäå ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì êàëèÿ ïîâûøàåò âåðîÿòíîñòü ãåíåðàöèè çåðíè-
ñòûìè êëåòêàìè è ÊÏ ïîòåíöèàëîâ äåéñòâèÿ, ÷òî îáåñïå÷èâàåò âûæèâàåìîñòü çåð-
íèñòûõ êëåòîê [5] è óñèëèâàåò ðîñò îáùåãî ÷èñëà ñèíàïñîâ ïî ìåðå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ [12], ýòî, âåðîÿòíî, ñïîñîáñòâóåò ðàçâèòèþ äåíäðèòíîãî äåðåâà ÊÏ.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÊÏ ýêñïðåññèðóþò NMDA-ðåöåïòîðû íà
DIV 7 [12], ÷òî íåîáõîäèìî äëÿ èõ âûæèâàíèÿ [14]. Îäíàêî â äàëüíåéøåì
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Ðèñ. 2. Îòíîñèòåëüíûå èçìåíåíèÿ êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ â íåéðîíàõ
ìîçæå÷êà â êóëüòóðå ïðè àïïëèêàöèè ãëóòàìàòà.

à — òèïè÷íûé îòâåò áîëüøèíñòâà íåéðîíîâ; á — êëåòêè ñ ñîáñòâåííîé ýïèçîäè÷åñêîé ñïàéêîâîé àê-
òèâíîñòüþ.
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ê DIV 21 ýêñïðåññèÿ NMDA-ðåöåïòîðîâ ÊÏ çíà÷èòåëüíî ïàäàåò [12], â ñèëó ÷åãî
íåêîòîðûå èññëåäîâàòåëè ñ÷èòàþò, ÷òî âçðîñëûå ÊÏ íå ýêñïðåññèðóþò NMDA-
ðåöåïòîðû âîâñå. Ýòî ñóùåñòâåííî îãðàíè÷èâàåò âõîä êàëüöèÿ â ÊÏ ÷åðåç
NMDA-ðåöåïòîðû. Êðîìå òîãî, âçðîñëûå ÊÏ ïðåèìóùåñòâåííî ýêñïðåññèðóþò
êàëüöèé-íåïðîíèöàåìûå AMPA-ðåöåïòîðû [6]. Â ñâÿçè ñ ýòèì âõîä êàëüöèÿ â ÊÏ
îïðåäåëÿåòñÿ, ãëàâíûì îáðàçîì, ïîòåíöèàë-÷óâñòâèòåëüíûìè êàëüöèåâûìè êàíà-
ëàìè, àêòèâèðóåìûìè ïðè äåïîëÿðèçàöèè. Ýòî ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷àåò ÊÏ îò
áîëåå ìíîãî÷èñëåííûõ çåðíèñòûõ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ êàëüöèé-ïðîíèöàå-
ìûå AMPA-ðåöåïòîðû [11] è ïîäòèïû NMDA-ðåöåïòîðîâ, âûñîêî ïðîíèöàåìûõ
äëÿ êàëüöèÿ [12]. ÊÏ â êóëüòóðå äåìîíñòðèðóþò ñïîíòàííóþ ðèòìè÷åñêóþ ãåíå-
ðàöèþ ïîòåíöèàëîâ äåéñòâèÿ [1]. Òàêèì îáðàçîì, íàáëþäàåìàÿ íàìè â êóëüòóðå
íåáîëüøàÿ ôðàêöèÿ êëåòîê, äåìîíñòðèðóþùèõ ñïîíòàííóþ ãåíåðàöèþ êàëüöèå-
âûõ ñïàéêîâ è íå îòâå÷àþùàÿ ïîâûøåíèåì âíóòðèêëåòî÷íîãî êàëüöèÿ â îòâåò íà
àïïëèêàöèè ãëóòàìàòà, ïðåèìóùåñòâåííî ñîîòâåòñòâóåò ÊÏ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîãî çàäàíèÿ ¹ ÀÀÀÀ-À18-
118012290427-7. Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîääåðæàí ãðàíòîì ÐÔÔÈ
¹ 16-04-00653.
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