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Если для культивирования используются фрагменты ткани 
(эксплантаты) различных структур нервной системы, то 
получают органотипические культуры. При культивирова-
нии изолированных клеток, получаемых путем механиче-
ской и/или ферментативной диссоциации ткани, речь идет 
о диссоциированных культурах. 

Эксперименты на органотипических культурах спиналь-
ных ганглиев, спинного мозга, мозжечка, гиппокампа, 
гипоталамуса, новой коры, гипофиза, ствола мозга и дру-
гих структур показали, что при культивировании эмбрио-
нальных и ранних постнатальных тканей ЦНС происходят 
взаимосвязанные и последовательные процессы органи-
зации эксплантата. Конечным результатом этих процес-

Введение

Со времени первых экспериментальных нейроцитологи-
ческих исследований (R.G. Harrison, 1907, 1910), основ-
ным объектом которых стала культура клеток и ткани 
нервной системы, в мировой и отечественной литера-
туре по данной проблеме опубликованы тысячи статей, 
сотни монографий и сборников трудов многочисленных 
научных мероприятий. Постоянное совершенствование 
методов культивирования привело к тому, что нервные 
клетки in vitro оказались способными к специфической 
дифференцировке, формированию миелиновых оболо-
чек, синаптогенезу, генерации спонтанной и вызванной 
биоэлектрической активности. 
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регенерации нервной системы является искажение направ-
ленного роста аксонов глиальными клетками и фибробла-
стами, а также нарушение специфичности афферентных 
межнейронных взаимодействий и формирование атипи-
ческих систем синаптических связей, обусловленных пла-
стичностью нервных клеток.

Таким образом, данные по цито- и гистогенезу в тканевых 
и клеточных культурах, полученные в работах второй поло-
вины прошлого столетия, позволили заключить, что клетки 
различных структур развивающейся нервной системы спо-
собны к дифференцировке в условиях длительного куль-
тивирования. При этом in vitro происходит рост отростков 
(дендритов и аксонов), характерных для нейронов опреде-
леных морфологических типов, формируются миелиновые 
оболочки нервных волокон и функционирующие синапти-
ческие связи, которые по своей структуре и медиаторной 
специфичности не отличаются от дефинитивных, суще-
ствующих in vivo. В результате этих процессов нейроны, 
развивающиеся in vitro, достигают морфофункциональной 
зрелости, характерной для нейронов интактного мозга. 

Помимо важной роли в решении фундаментальных задач 
экспериментальной нейроцитологии, культура нервной 
ткани и клеток играет важную роль в моделировании пато-
логических процессов в нервной системе и поиске способов 
их фармакологической коррекции. Большим преимуще-
ством таких исследований является доступность культиви-
руемых нервных клеток непосредственному контролируе-
мому экспериментальному воздействию, что позволяет, с 
одной стороны, наблюдать динамику и последствия прямо-
го влияния патогенетических факторов на живую нервную 
клетку, а с другой – управлять ходом патологического про-
цесса на клеточном и молекулярном уровнях. Моделирова-
ние этого процесса in vitro важно для экспериментального 
обоснования путей направленного влияния на процессы 
развития нервной системы при их нарушениях в онтогене-
зе и при повреждениях нейронных структур зрелого мозга. 

Использование культуры клеток и ткани ЦНС 
в исследованиях механизмов патогенеза неврологических 
заболеваний и поиске нейропротекторных соединений

Одно из ведущих мест в нейроцитологических исследо-
ваниях в условиях патологии in vitro, начатых в 80-е годы 
прошлого столетия, занимает моделирование ишемическо-
го повреждения нейронов головного мозга. Очевидно, что 
сложный патогенетический процесс при ишемическом ин-
сульте невозможно полностью смоделировать в системе in 
vitro, т.е. на отдельных клетках или фрагментах ткани моз-
га, в отсутствие кровотока и лейкоцитарной инфильтрации 
[4]. Тем не менее, модель in vitro позволяет исследовать 
специфические базисные биохимические и молекулярные 
механизмы, реализующиеся в условиях энергетического 
дефицита, характерного для ишемии. Для ее моделиро-
вания культивируемые клетки и ткани подвергают цито-
токсическому воздействию возбуждающих аминокислот, 
кислородно-глюкозной депривации и химической или 
ферментативной блокаде клеточного метаболизма. Еще 
одно преимущество этой модели заключается в возможно-
сти быстрого тестирования большого числа новых нейро-
протекторных фармацевтических препаратов [5]. 

В настоящее время общепринято считать, что важным 
патогенетическим фактором ишемического инсульта яв-
ляется цитотоксическое действие возбуждающих амино-

сов является формирование органотипической структуры, 
которой свойственны основные цитоархитектонические 
черты ткани, взятой для культивирования, т.е., реализация 
тех цитотипических признаков, которые обусловлены ге-
нотипом клеток данной популяции. Именно это позволяет 
рассматривать органотипическую культуру тканей ЦНС в 
качестве полноценного с морфофункциональной и ней-
рохимической точек зрения аналога нервной ткани in situ. 
Исследование процессов дифференцировки нейронов в 
диссоциированных культурах клеток различных структур 
головного мозга также выявило формирование ряда спец-
ифических фенотипических признаков, присущих этим 
нейронам in vivo. Например, в культивируемых нейронах 
неостриатума показана высокая активность ацетилхоли-
нэстеразы и моноаминоксидазы [1], а в нейронах культур 
клеток черной субстанции обнаружен высокий уровень 
синтеза дофамина [2]. 

В решение ряда проблем гистогенеза нервной ткани значи-
тельный вклад внесли исследования реагрегированных куль-
тур клеток мозга, позволившие проанализировать роль 
клеточной мембраны в межклеточном узнавании, подборе 
клеточной популяции, рассортировке отдельных клеток 
по признаку сродства (аффинитета) и, в конечном итоге, 
в формировании гистотипических клеточных ассоциаций 
при реагрегации клеток. Внутри агрегатов, сформировав-
шихся в клеточной суспензии, приготовленной из различ-
ных структур мозга (гиппокампа, новой коры и других), 
происходят процессы миграции и рассортировки клеток, 
которые завершаются формированием гистотипической 
структуры, сходной со структурой мозговой формации, 
взятой для диссоциации. 

В нашей стране наиболее значимые результаты исследо-
ваний на культурах нервных клеток и ткани различных 
структур нервной системы были получены в работах вы-
дающегося отечественного нейроморфолога, доктора био-
логических наук, профессора И.В. Викторова (1932–2013) 
с сотрудниками организованной им лаборатории экспери-
ментальной нейроцитологии в Институте мозга (ныне – 
Отдел исследований мозга ФГБНУ «Научный центр невро-
логии»). Оригинальные результаты, полученные И.В. Вик-
торовым [3] с использованием светомикроскопических, 
ультраструктурных и биохимических методов исследования 
in vitro клеток и ткани различных структур нервной систе-
мы, установили зависимость динамики дифференцировки 
нейронов и формирования органотипической организа-
ции и системных синаптических связей от стадии онтоге-
нетического развития структур мозга, взятых для культи-
вирования. Были выявлены ведущие факторы развития и 
регенерации нервных клеток, а именно – специфичность, 
как проявление детерминированности нейроонтогенеза, и 
морфогенетическая пластичность, как способность разви-
вающихся и зрелых нейронов к адаптивным перестройкам 
пространственной организации дендритов и аксонов в от-
вет на изменения межклеточных взаимодействий. Устано-
вено, что при нарушении межклеточных взаимодействий 
морфогенетическая пластичность нейронов проявляется 
в изменении размеров, формы и ориентации дендритов, 
коллатеральном и терминальном росте аксонов, что ведет к 
образованию атипических систем межнейронных синапти-
ческих связей. Сформулирована гипотеза, раскрывающая 
один из возможных механизмов гетерохронного формиро-
вания синаптически взаимосвязанных нервных центров. 
На разработанной И.В. Викторовым модели глиомезодер-
мального рубца показано, что одной из причин абортивной 
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к развитию у человека симптомокомплекса болезни Пар-
кинсона [18]. 

Защитное действие церебролизина при нейроцитотокси-
ческом воздействии глутамата потенцировалось в при-
сутствии ионов лития (Li2+), что указывает на синергизм 
между Li2+ и нейропептидами в составе церебролизина в 
реализации его нейропротекторного эффекта [19]. Вы-
явлен нейропротекторный эффект фракции водораство-
римых пептидов, выделенной из широко используемого в 
клинике инсульта препарата кортексина; эта фракция об-
ладает всеми свойствами исходного препарата и ингибиру-
ющей протеазы (в частности, каспазы-8), но значительно 
более проста по составу [20]. Указанная фракция, так же, 
как и кортексин, предотвращала индуцированную глутама-
том гибель нейронов. Таким образом, нейропротекторное 
действие кортексина при цитотоксическом действии глу-
тамата может быть опосредовано прямым ингибированием 
активности протеаз. 

Обнаружено, что в защитные механизмы, опосредуемые 
эндоканнабиноидной системой (ЭКС), вовлечен нейротро-
фический фактор головного мозга BDNF [21]. При модели-
ровании апоптотического повреждения и цитотоксическом 
действии глутамата в культуре клеток различных структур 
головного мозга показаны нейропротекторные свойства 
каннабимиметиков из семейства N-ацилдофаминов: они 
оказывают дозозависимый защитный эффект, опосреду-
емый каннабиноидными рецепторами 1-го и 2-го типов, 
при этом повышение их защитного потенциала достигает-
ся благодаря использованию агонистов каннабиноидных 
рецепторов в комплексе с ингибиторами их гидролиза [22]. 
Разработан оригинальный метод органного культивиро-
вания свободноплавающих фрагментов головного мозга и 
сетчатки, использованный для изучения гистогенеза и экс-
периментального воздействия патогенетических факторов 
гипоксии/ишемии [23].

При моделировании ишемии в мультиэлектродной систе-
ме (МЭС) [24] исследовалась нейротоксичность агонистов 
глутаматных рецепторов и защитный эффект их антагони-
стов в органотипической культуре ткани гиппокампа [25]. 
Хроническое воздействие низких концентраций агонистов 
глутаматных рецепторов типов NMDA и AMPA вызывало 
быстрое снижение амплитуды синаптических ответов ней-
ронов, которое не сопровождалось их необратимым по-
вреждением и поэтому могло быть следствием длительной 
деполяризации. Устранение агонистов почти полностью 
восстанавливало исходный уровень синаптической актив-
ности после их 40-минутного воздействия, а после 24-ча-
сового степень уменьшения амплитуды ответов нейронов 
прямо коррелировала со снижением их выживаемости. 
Таким образом установлено, что низкие концентрации 
агонистов глутаматных рецепторов, не оказывающие бы-
строго нейротоксического эффекта, вызывают длительную 
деполяризацию, которая может быть важным фактором 
последующей гибели нейронов. Неконкурентные антаго-
нисты NMDA-рецепторов, МК801 и мемантин, препят-
ствовали как изменениям синаптических ответов под вли-
янием NMDA и АМРА, так и их нейротоксичности. 

Использование нейронной сети, образованной в МЭС 
диссоциированными клетками гиппокампа, позволило 
исследовать влияние длительной кислородно-глюкозной 
депривации (КГД) на синаптическую активность. КГД в 
течение 3 мин вызывала значительное возрастание часто-

кислот (ВАК) и, прежде всего, основного нейромедиато-
ра головного мозга глутамата [6]. Способность глутамата 
вовлекаться в процессы, приводящие к гибели нейронов, 
в сопоставлении с данными экспериментальных исследо-
ваний механизмов их повреждения при гипоксии/ишемии 
in vivo и in vitro, послужила основанием для широко распро-
страненной в настоящее время гипотезы о его активном 
участии в патогенезе ишемического инсульта [7]. В осно-
ву этой гипотезы были положены результаты эксперимен-
тов, проведенных на культурах нервных клеток и ткани, 
которые позволили сформулировать важные положения, 
касающиеся рецепторных и ионных механизмов нейроци-
тотоксичности (или «эксайтотоксичности») ВАК при ише-
мии головного мозга [8, 9]. В частности, было показано, 
что эндогенные ВАК могут вызывать деструкцию нервных 
клеток, часто сопутствующую судорожному эффекту этих 
соединений. 

В условиях гиперактивации рецепторов глутамата проис-
ходит ускоренное накопление в нейронах ионов кальция 
(Са2+), опосредуемое, в первую очередь, NMDA-подтипом 
глутаматного рецептора, управляющим кальциевым ка-
налом. Перегрузка нейронов Са2+ приводит к усилению 
протекающих при его участии внутриклеточных протео- 
и липолитических реакций, а также вызывает гиперпродук-
цию свободных радикалов и инициируемое ими перекис-
ное окисление в мембранах и внутриклеточных органеллах. 
Степень развития эксайтотоксичности глутамата, приво-
дящей к отсроченной гибели нейронов, которая наступа-
ет в постглутаматный период через несколько часов после 
окончания его воздействия, находится в прямой зависимо-
сти от концентрации внеклеточного кальция: ее снижение 
заметно ослабляет отсроченную гибель нейронов, а повы-
шение усиливает нейродеструктивный эффект субтоксиче-
ских концентраций глутамата [10].

На основе моделирования повреждающих факторов ише-
мии in vitro (ацидоз, окислительный стресс, глюкозная 
депривация и др.) исследована роль митохондрий, глута-
мина, ионов кальция в ишемических нейродеструктивных 
процессах [11–14] и получены фундаментальные данные, 
свидетельствующие о тесной взаимосвязи этих процес-
сов с дисфункцией митохондрий и нарушением ионного 
баланса нейронов. Изучен механизм нейроцитотоксиче-
ского действия цинка (Zn2+) на культивируемые нейроны, 
подвергнутые глюкозной депривации, в условиях кото-
рой ионы цинка вызывают дополнительную перегрузку 
нейронов ионами кальция, транспортируемыми через 
активированные NMDA-каналы, и накапливаются вме-
сте с ними в митохондриях, что инициирует повреждение 
митохондрий и оказывает нейродеструктивный эффект 
[15, 16]. В исследовании молекулярных механизмов ише-
мических нейродеструктивных процессов, вызываемых 
дисбалансом внутри- и внеклеточного рН и нарушением 
гомеостаза Zn2+ культивированных нейронов, обнаружено, 
что внеклеточный ацидоз или блокада Na+/H+-обмена при 
цитотоксическом действии Zn2+ и каината оказывают ней-
ропротекторный эффект [17]. При этом повышение уровня 
внеклеточного Zn2+ приводит к возрастанию его концен-
трации в цитоплазме клеток, что сопровождается накопле-
нием свободного внутриклеточного кальция и инициирует 
повреждение митохондрий, оказывая нейродеструктивный 
эффект. Показано нейропротекторное действие низких 
концентраций ионов кадмия (Cd2+) в культуре зернистых 
нейронов, подвергнутой воздействию ионов марганца 
(Mn2+) и параквата, цитотоксичность которых приводит 
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ет начальную фазу развития эпилептических судорог, на 
которые можно оказывать терапевтическое воздействие до 
их генерализации.

Эпилептиформная пачечная активность в нейронной 
сети in vitro, аналогичная status epilepticus головного мозга 
in situ, индуцируется 4-аминопиридином или удалением из 
инкубационной среды ионов магния. С увеличением сро-
ка культивирования частота следования пачек возрастает. 
Антиконвульсанты фелбамат и фенобарбитал уменьшают 
длительность пачек в поле СА1 гиппокампа и не изменяют 
ее в поле СА3, что позволяет обнаруживать регионально-
специфический эффект этих соединений. Таким образом, 
мультиэлектродная регистрация одновременно с различ-
ных участков эксплантата дает возможность достоверно 
выявить области гиппокампа, преимущественно вовлечен-
ные в эпилептиформную активность, и идентифицировать 
пачки импульсов для их последующего количественного 
анализа, а также тестировать новые антиконвульсанты. 
К числу последних можно отнести и некоторые фитокан-
набиноиды. Один из них, каннабидиол, в той же модели 
эпилепсии регионально-специфически снижал амплитуду 
пачек синхронной локальной активности сети (local field 
potential, LFP), а также длительность пачек и их частоту, 
а in vivo облегчал тяжесть судорог, вызванных пентиленте-
тразолем [31]. 

Хотя некоторые формы эпилепсии являются врожденны-
ми, значительное число случаев этого заболевания имеют 
известную причину и обозначаются как «приобретенная 
эпилепсия», одной из причин которой может быть инсульт. 
Локальное повреждение вследствие инсульта вызывает 
повышение концентрации внеклеточного глутамата, при-
водящее к гибели нейронов. Культивируемые в МЭС ней-
роны гиппокампа, подвергнутые кратковременному воз-
действию глутамата, претерпевают повреждения, сходные 
с их повреждением при инсульте, при этом в сети пережи-
вающих нейронов генерируются спонтанные повторяющи-
еся разряды эпилептиформного типа. По мере изменений 
ионной проницаемости мембран нейронов изменения 
в функциональной организации свойств нейронной сети 
в этой модели in vitro, так же, как и в других эксперименталь-
ных моделях эпилепсии, приобретают характер, подобный 
генерации гиперсинхронизованной активности [32]. 

Для заместительной терапии эпилепсии особый интерес 
представляет возможность получения из ИПСК клеточной 
популяции тормозных интернейронов. Из ИПСК удалось 
дифференцировать нейрональные клетки, сходные по сво-
им морфофункциональным признакам предшественникам 
корковых интернейронов, которые мигрировали к коре в 
срезах переднего мозга мышиных эмбрионов. Интерней-
роны, дифференцированные из ИПСК и трансплантиро-
ванные в мозг «эпилептических» мышей, препятствовали 
развитию судорог и нарушению поведения [33]. 

Нейродегенеративные процессы при болезни Паркинсо-
на (БП), вызываемые 6-гидроксидоaамином (6-OHDA) и 
1-метил-4-фенилпиридином (MPP+), моделировались в 
культурах дофаминергических нейронов стриатума. Эти 
нейротоксины оказывают in vitro нейродеструктивный эф-
фект, опосредуемый внутри- и внутриклеточным переокис-
лением, формированием перекисных соединений, прямым 
ингибированием дыхательной цепи митохондрий. С другой 
стороны, данная модель позволяет исследовать механизмы 
защитного действия нейропротекторов. Так, ингибирова-

ты спайков, которая через 30 с возвращалась к исходному 
уровню. Тетродотоксин полностью блокировал генерацию 
спайков. Эти данные указывают на то, что самым ранним 
проявлением КГД является быстрое и преходящее усиле-
ние импульсной активности, которое может быть обуслов-
лено ускоренной спонтанной реализацией глутамата [26]. 

Исследовано влияние альдолазы С (АльдС) – специфиче-
ского фермента, накапливающегося в спцереброспиналь-
ной жидкости больных после инсульта, на нейронную сеть, 
сформированную в МЭС клетками новой коры крысиных 
эмбрионов [27]. При кратковременном воздействии низ-
ких концентраций АльдС (1 мкМ) происходило быстрое 
и обратимое снижение частоты спонтанных ритмических 
разрядов, а при воздействии 10 мкМ в течение 20 мин их 
генерация почти полностью и также обратимо прекраща-
лась. Ингибирующее влияние АльдС на формирование по-
тенциалов действия нейронной сети in vitro указывает на 
вероятность участия этого белка в патофизиологических 
механизмах инсульта; он может высвобождаться из ишеми-
ческого очага ткани мозга, достигая высоких концентра-
ций во внеклеточном пространстве и отрицательно влияя 
на функциональное состояние нейронов, сохранившихся в 
зоне вокруг ишемического очага (пенумбры).

В последние годы накапливаются данные эксперимен-
тов, открывающие перспективу использования индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) для 
клеточной терапии инсульта. Так, ИПСК, репрограмми-
рованные из фибробластов кожи человека и дифференци-
рованные в нейрональном направлении, при транспланта-
ции в мозг крыс и мышей с ишемическим повреждением 
новой коры длительно переживали в мозге реципиента, 
развивались в функционирующие нейроны коркового фе-
нотипа и улучшали неврологический статус [28].

Моделирование эпилепсии in vitro осуществляли с помо-
щью субтоксического воздействия глутамата на культиви-
руемые нейроны, часть которых при этом погибала, что 
позволило имитировать эпилептогенез в сохранившихся 
нейронах как следствие ишемического инсульта [29]. Ней-
роны в сохранившейся популяции клеток по своим мор-
фологическим и функциональным признакам идентичны 
нейронам пенумбры и для них характерны спонтанные 
повторяющиеся эпилептиформные разряды в синхрони-
зованных нейрональных сетях. Данная модель эпилепсии 
in vitro, индуцированной цитотоксичностью глутамата, 
представляет собой один из способов изучения молекуляр-
ных механизмов, опосредующих ишемический эпилепто-
генез. Ее использование показало роль кальциевого гоме-
остаза нейронов в развитии эпилептиформной активности 
после их ишемического повреждения и прямую зависи-
мость продолжительности эпилептиформных разрядов от 
уровня внутриклеточной концентрации кальция.

В экспериментах с использованием МЭС органотипиче-
ская культура ткани мозга позволяет воспроизвести син-
хронизованные эпилептиформные разряды нейронов пу-
тем разбалансировки активности нейронной сети блокадой 
тормозных GABAА

 рецепторов [30]. При моделировании 
эпилепсии в различных участках эксплантата гиппокампа 
регистрируется пространственно-временная синхрониза-
ция активности нейронов. Этот переход между сбаланси-
рованной десинхронизованной спайковой и синхронизо-
ванной распространяющейся популяционной активностью 
представляет особенный интерес в связи с тем, что отража-
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ных предшественников и дифференцированных нейронов. 
Контрольная линия содержала 56% клеток-предшествен-
ников, тогда как линия Bl6 с мутацией LRRK2 (G2019S) 
содержала 35% предшественников. Сходные закономер-
ности были характерны и для культуры Tr5, несущей ком-
паунд-гетерозиготные мутации в гене PARK2 (del202-203AG 
и IVS1+1G/A) и содержащей 4% нейрональных предше-
ственников. 

Нами дана оценка различий в уровне про- и антиапопто-
тических факторов семейства Bcl-2 в дофаминергических 
нейронах, дифференцированных из ИПСК здорового до-
нора и больного БП с мутациями в гене PARK2 [41]. Мето-
дом Вестерн-блоттинга проанализированы соотношения 
белков Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-XL и Bcl-W. Показано, что уро-
вень проапоптотического белка Bak в клетках с мутацией 
PARK2 практически в два раза ниже по сравнению со здо-
ровыми клетками. Напротив, экспрессия антиапоптоти-
ческих факторов Bcl-XL, Bcl-W и Bcl-2 достоверно повы-
шена в мутантных клетках по сравнению со здоровыми 
дофаминергическими нейронами. Полученные результаты 
позволяют предположить, что мутации PARK2 сопровожда-
ются сложной разбалансировкой систем программируемой 
клеточной гибели, в рамках которой ведущая роль принад-
лежит неапоптозным молекулярным механизмам. 

В исследованиях механизмов, опосредующих повреждение 
нейронов при болезни Альцгеймера (БА), широко исполь-
зуются нейрональные клеточные линии, такие как РС12, 
НЕК293, SH-SY5Y. Эти клетки можно трансфецировать 
нормальным геном белка-предшественника β-амилоида 
или его мутантными формами. В первичных культурах кле-
ток новой коры и гиппокампа β-амилоид при его добав-
лении в питательную среду вызывает апоптоз. Первичные 
культуры глиальных клеток использовались в исследовани-
ях воспалительных процессов и в поиске противовоспали-
тельных препаратов при БА. Показано, что формированию 
β-амилоидных бляшек и нейрофибриллярных клубков при 
БА способствуют культивируемые астроциты, в которых 
под влиянием β-амилоида активируется протеинкиназа С, 
индуцирующая усиление формирования циклооксигена-
зы-2 и высвобождение простагландина Е2 [42]. 

Длительное культивирование сети нейронов новой коры и 
гиппокампа в МЭС позволило в хроническом эксперимен-
те провести мультипараметрическое исследование влияния 
амилоидного β-пептида AβП

1-42
 на спонтанную синхро-

низованную синаптическую активность функциональной 
нейронной сети. Действие сублетальных концентраций 
AβП

1-42
 вызывало быстрое преходящее ингибирование 

спонтанных осцилляций нейронной активности. Пода-
вление спайков происходило на фоне снижения пачечной 
активности и увеличения межспайковых интервалов, при-
чем эффект имел прямую концентрационную зависимость. 
Преинкубация культур с антителами к AβП

1-42
 полностью 

устраняло эффект пептида [43]. 

Другим типом культур, позволившим в МЭС длительно 
моделировать воздействие патогенетических факторов БА 
на центральные нейроны, явились органотипические экс-
плантаты гиппокампа [44]. Возможность вводить исследу-
емые соединения в течение длительного времени и вести 
одновременную регистрацию ответов с различных участков 
одного и того же эксплантата гиппокампа позволила осу-
ществлять всесторонний анализ изменений синаптической 
активности с высоким пространственным разрешением. 

ние Rho-киназы фасудилом препятствует вызываемому 
MPP+ повреждению дофаминергических нейронов in vitro 
с вовлечением Akt-сигнального пути, а непосредственное 
воздействие MPP+ на нейриты культивируемых дофами-
нергических нейронов вызывает их ретракцию [34]. Вне-
клеточный α-синуклеин, продуцируемый нейронами, мо-
дулирует активность микроглиальных клеток и астроцитов, 
которые усиливают секрецию медиаторов воспаления, что 
способствует прогрессированию БП [35].

ИПСК, полученные от пациентов со спорадической фор-
мой БП, способны дифференцироваться в дофаминер-
гические нейроны. При пересадке таких клеток крысам 
с экспериментальным паркинсонизмом амфетамин-ин-
дуцированное ротационное поведение приближалось к 
нормальному. Трансплантированные в стриатум нейроны 
давали аксональные проекции в другие отделы мозга [36]. 
Можно предположить, что производные ИПСК от пациен-
тов со спорадической формой болезни не способны прояв-
лять патологический фенотип в культуре, т.к. не имеют для 
этого генетических предпосылок. 

У пациентов с наследственными формами БП одним из 
генов, ассоциированных с этой патологией, является ген 
митохондриальной киназы PINK1, которая локализуется 
на внешней мембране митохондрий и участвует в защите 
клетки от окислительного стресса в результате его взаимо-
действия с паркином. Мутация PINK1 не влияет на репро-
граммирование клеток пациента и на дифференцировку 
полученных ИПСК в дофаминергические нейроны. В зре-
лых нейронах, несущих мутацию, в условиях стресса нару-
шается мобилизация паркина к поврежденным митохон-
дриям, тогда как в нейронах, полученных из генетически 
нормальных ИПСК, подобных нарушений не происходит. 
В мутантных нейронах патологические процессы пода-
вляются при повышенной экспрессии нормального белка 
PINK1 [37]. 

Нами получены ИПСК, репрограммированные из фибро-
бластов биоптатов кожи трех пациентов с генетическими 
формами БП (мутации в генах LRRK2 и PARK2). ИПСК 
пациентов дифференцированы в дофаминергические ней-
роны, экспрессирующие тирозин-гидроксилазу [38]. Для 
исследования функциональных свойств ИПСК, диффе-
ренцированных в нейроны, был использован метод куль-
тивирования в МЭС. Усложнение регистрируемой в про-
цессе культивирования спонтанной биоэлектрической 
активности нейронов, дифференцированных из ИПСК, 
свидетельствует об их способности к формированию функ-
циональных межнейронных связей. У крыс с токсической 
6-OHDA-моделью паркинсонизма трансплантация по-
лученных нейронов в полосатое тело приводила к отчет-
ливому улучшению двигательных функций и редукции 
симптоматики паркинсонизма, а также улучшению мор-
фохимических показателей этой структуры [39].

Из биоптатов кожи двух пациентов с генетическими фор-
мами БП, являющихся носителями мутаций в генах LRRK2 
и PARK2, а также от здоровых доноров, получены фибро-
бласты, которые были репрограммированы при помощи 
лентивирусных векторов в ИПСК, с их последующей диф-
ференцировкой по нейрональному пути с использованием 
коктейля из факторов дифференцировки (N2, B27, Noggin) 
[40]. Показано, что линии ИПСК от пациентов с различны-
ми мутациями и от здоровых лиц при одинаковых условиях 
культивирования имеют разное соотношение нейрональ-
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цированные мутантные клетки отличались от нормальных 
нейронов каспазной активностью, а также паттернами 
фосфорилирования киназ ERK1 и ERK2 в ответ на добав-
ление фактора роста. 

Проводятся также исследования закономерностей пато-
логического процесса и тестирование биологически ак-
тивных соединений на ИПСК-моделях некоторых других 
наследственных нейродегенеративных заболеваний – спи-
нальной амиотрофии, семейной дизавтономии Райли–
Дея, SOD1-ассоциированной форме бокового амиотрофи-
ческого склероза. Такие работы ведутся в настоящее время 
во многих ведущих лабораториях мира – речь идет о созда-
нии банков ИПСК и нейрональных культур от больных с 
охарактеризованными моногенными заболеваниями ЦНС.  

Перспективы фундаментальных и прикладных 
исследований в области экспериментальной нейроцитологии

Задачи будущих исследований в области эксперименталь-
ной нейроцитологии in vitro во многом определяются не-
решенными вопросами, стоящими перед нейробиологи-
ческой наукой. В частности, до сих пор окончательно не 
выяснено, как процессы самоорганизации в период ранне-
го нейронального морфогенеза скоординированы с внеш-
ними сигналами, какие механизмы и внеклеточные факто-
ры управляют ассиметричной модуляцией избирательной 
трансляции белков и их деградацией в процессе нейро-
нальной поляризации, как возникновение нейрональной 
полярности регулирует развитие дендритов, какие молеку-
лярные механизмы регулируют внутриклеточные сигналы 
и взаимодействие между дендритами и ядром, модулируя 
экспрессию генов и избирательно влияя на функции ден-
дритов, как внутриклеточные процессы регулируют рост и 
ветвление дендритов и участие формирующихся дендрит-
ных филоподий в формировании синапсов, как координи-
руется синаптогенез между различными типами нейронов.

Выяснение этих вопросов, возможное в эксперименталь-
ных исследованиях in vitro и необходимое для решения не 
только фундаментальных, но и прикладных неврологиче-
ских проблем, требует постоянного совершенствования 
методических подходов к культивированию нервных кле-
ток и ткани. 

Одним из таких подходов является использование микро-
флюидных чипов (МФЧ), которые в сочетании с метода-
ми микроскопии высокого разрешения и имиджинговыми 
методиками позволяют создавать новые аналитические 
системы для исследований биологических объектов в нор-
мальном и патологическом состояниях, при обеспечении 
контролируемого микроокружения [47]. Техника МФЧ по-
зволяет создать микроокружение нейрональных структур и 
субдоменов с беспрецендентными возможностями досту-
па к ним и их контроля. Таким образом, культивирование 
клеток нервной системы в МФЧ обладает значительными 
методическими преимуществами в решении на молеку-
лярном уровне указанных выше фундаментальных задач 
экспериментальной нейроцитологии и открывает новые 
подходы к исследованию механизмов сохранения нейро-
нальных функций, нарушенных при моделировании in vitro 
острых и хронических форм церебральной патологии. 

В числе новых перспективных подходов к ИПСК-техно-
логиям следует отметить создание новых моделей in vitro, 
представляющих собой сложную гетерогенную систему. 

На этой модели была получена устойчивая и воспроизво-
димая длительная посттетаническая потенциация (ДПТП), 
индуцированная в поле СА1 высокочастотной стимуляцией 
коллатералей Шаффера и продолжавшаяся до 48 ч, а также 
исследована синаптическая функция в течение кратковре-
менного (30 мин) и длительного (24 ч) воздействия AβП

1-42
. 

Использование МЭС позволило провести пространствен-
ный анализ изменения пластичности нейронов по всему 
эксплантату, получая информацию от множества его участ-
ков и одновременно оценивая степень индукции в них 
ДПТП при стимуляции на всем протяжении коллатералей 
Шаффера. Таким образом, эта система предоставляет уни-
кальную возможность длительно исследовать интенсив-
ность и область индукции ДПТП в эксплантате гиппокам-
па и ее изменения под влиянием AβП

1-42
. Отсутствие ДПТП 

после воздействия AβП
1-42

 в каждом из нескольких участ-
ков поля СА1, контактирующих с электродами, позволяет 
судить о степени и распространенности вызванных этим 
пептидом изменений. Приведенные выше данные, полу-
ченные с использованием МЭС, свидетельствуют о важной 
роли нарушения пластических свойств центральных ней-
ронов в патогенезе БА и расширяют перспективу поиска и 
практического использования нейропротекторных соеди-
нений, препятствующих этим нарушениям. 

Одним из наиболее перспективных подходов к разработке 
новых методов лечения БА является поиск веществ, моду-
лирующих активность β- и γ-секретаз. Недавно получена 
модель для скрининга подобных соединений на основе 
ИПСК человека, дифференцированных в нейроны перед-
него мозга, в которых экспрессировались белки с активно-
стью β- и γ-секретаз и две формы β-амилоида (Ab40 и Ab42), 
что позволило считать данные клетки адекватной моделью 
для изучения действия ингибиторов секретаз [45]. Иссле-
довали ингибитор β-секретазы IV, ингибитор γ-секретазы 
XXI и нестероидный противовоспалительный препарат 
сулиндак сульфид, для которого показана способность на-
прямую ингибировать γ-секретазу. Ингибитор β-секретазы 
IV и сулиндак сульфид снижали уровень экспрессии Ab40 
и Ab42, причем сулиндак сульфид преимущественно ин-
гибировал продукцию Ab42. Ингибитор γ-секретазы XXI в 
низких концентрациях повышал продукцию Ab40 и Ab42, 
а в более высоких ингибировал ее. 

Культуры клеток на основе ИПСК-технологии успешно 
применяются в моделировании нейродеструктивных про-
цессов, исследовании их механизмов и поиске способов 
фармакологической коррекции при болезни Гентингтона 
(БГ) [46]. Так, к настоящему времени создано несколько 
клеточных моделей БГ на основе ИПСК-технологии. В од-
ной из них ИПСК были получены из фибробластов кожи 
трансгенной обезьяны, экспрессирующей гентингтин с 
72 копиями CAG-повторов. При этом было показано, что 
мутация не влияет на репрограммирование и нейрональ-
ную дифференцировку клеток. Агрегаты мутантного ген-
тингтина в плюрипотентных клетках не наблюдались и 
появлялись лишь в ходе дифференцировки на уровне ней-
рональных предшественников (нестин-позитивных кле-
ток). По данным Вестерн-блотинга, количество агрегатов 
увеличивалось при дальнейшей дифференцировке. При 
иммуноцитохимическом окрашивании нейронов были вы-
явлены агрегаты мутантного гентингтина в ядрах клеток и 
отростках, что является одним из характерных цитологиче-
ских признаков БГ. В другой модели ИПСК с мутантным 
гентингтином (72 копии CAG-повторов) успешно диффе-
ренцировались в ГАМК-ергические нейроны. Дифферен-
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на технологии клеточного репрограммирования ИПСК-
модели обладают огромным потенциалом в исследовании 
и раскрытии биологических основ неврологических забо-
леваний, но до того, как эти технологии станут надежны-
ми, безотказными и воспроизводимыми, необходимо ре-
шить ряд ключевых вопросов. Ближайшие усилия должны 
быть нацелены на получение высококачественных ИПСК 
с минимальными геномно-эпигеномными аберрациями и 
стойкой потенцией к развитию, разработку методов гене-
рации высокоспецифических нейрональных подтипов с 
достаточной заместительной эффективностью, устранение 
риска онкотрансформации трансплантата, адресную до-
ставку и повышение жизнеспособности имплантирован-
ных клеток, установление ими правильных контактов и 
повышение их функциональной активности, трехмерное 
восстановление поврежденных областей мозга, использо-
вание генного редактирования для коррекции патологи-
ческих мутаций в исследованиях механизмов моно- и по-
лигенных заболеваний. Несмотря на сложность проблем, 
заметный прогресс в этой области позволяет надеяться, что 
методы, основанные на технологии клеточного репрограм-
мирования, будут играть возрастающую роль в развитии 
новых подходов к лечению как редких, так и широко рас-
пространенных форм церебральной патологии. 

К таким моделям следует отнести органотипические куль-
туры нервной ткани из специализированных областей го-
ловного мозга, способные переживать неделями после вве-
дения в них стволовых клеток, что позволяет прослеживать 
и оценивать поведение последних и их взаимодействие с 
окружающей тканью. Кроме того, поскольку культивируе-
мые эксплантаты адекватны для моделирования патологи-
ческих состояний ЦНС, их можно использовать для пре-
клинических исследований взаимодействия введенных в 
культуры ИПСК с клетками эксплантатов, подвергнутых 
воздействию различных патогенетических факторов, а так-
же для тестирования терапевтического потенциала ИПСК, 
в том числе в комбинации с фармацевтическими препара-
тами [48]. 

В ближайшие годы объем клинического применения ство-
ловых клеток для лечения инсульта, болезни Альцгеймера, 
болезни Паркинсона, амиотрофического бокового скле-
роза, рассеянного склероза и многих других форм острой 
и хронической церебральной патологии будет увеличи-
ваться. Несмотря на необходимость соблюдения осторож-
ности при продвижении потенциальных терапевтических 
подходов, перед применением стволовых клеток открыва-
ются широкие перспективы [49]. Безусловно, основанные 
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