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Öåëü èññëåäîâàíèÿ. Íà ìîäåëè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íåéðîíîâ èçó÷èòü âëèÿíèå ïîâðåæäåíèÿ (ìåõàíè÷åñêàÿ
òðàâìà) íà: 1 — ìîðôîëîãèþ íåéðîíàëüíîé ñåòè è 2 — äèíàìèêó îáðàçîâàíèÿ ìèòîõîíäðèé â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ
êóëüòóðû. Ìåòîäèêà. Ðàçâèòèå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íåéðîíîâ èç ìîçæå÷êà 7-äíåâíûõ êðûñ ðåãèñòðèðîâàëè ñ èí-
òåðâàëîì 20 ìèí â òå÷åíèå 2,5 íåä. ñî äíÿ ïîñåâà êëåòîê ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû ïðèæèçíåííîé âèçóàëèçàöèè è àíà-
ëèçà IncuCyte ZOOM, ñíàáæåííîé 20õ îáúåêòèâîì. Èçîáðàæåíèÿ ñîìû èíäèâèäóàëüíûõ íåéðîíîâ è ðàçâèòèå
íåéðèòîâ1 çàïèñûâàëè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå. Îáðàçîâàíèå ìèòîõîíäðèé è ãåíåðàöèþ â íèõ ýëåêòðè÷åñêîãî òðàíñ-
ìåìáðàííîãî ïîòåíöèàëà (��m) îòñëåæèâàëè ñ ïîìîùüþ ïîòåíöèàë-÷óâñòâèòåëüíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà
TMRM (20 íÌ), êîòîðûé íåïðåðûâíî ïðèñóòñòâîâàë â êóëüòóðå ñ ìîìåíòà ïîñàäêè. Ìåõàíè÷åñêóþ òðàâìó ìîç-
ãà ìîäåëèðîâàëè íàíåñåíèåì öàðàïèíû øèðèíîé �1 ìì ïî ìîíîñëîþ êëåòîê ñïóñòÿ 23 ÷ ïîñëå ïîñàäêè. Ðåçóëüòà-
òû. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ðàçâèâàþùåéñÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû íåéðîíîâ (ñóììàðíàÿ äëèíà íåéðèòîâ, îò-
íîñèòåëüíàÿ ïëîùàäü ñîìû) õàðàêòåðèçóþòñÿ òðåìÿ ôàçàìè, îòëè÷àþùèìèñÿ ïî êèíåòèêå è ïðîäîëæèòåëüíîñòè.
TMRM âëèÿë íà ïðîäîëæèòåëüíîñòü è àìïëèòóäó ôàç, íå èçìåíÿÿ èõ êîëè÷åñòâà. Ìèòîõîíäðèè íà÷èíàëè ðàçâè-
âàòüñÿ íà 4-å ñóò. ïîñëå ïîñàäêè êóëüòóðû è óâåëè÷åíèå èõ ÷èñëà è ðîñò ��m çàâåðøàëèñü ïîñëå 10—14-õ ñóò.
ðàçâèòèÿ êóëüòóðû. Çàêëþ÷åíèå: Ôàçû ðàçâèòèÿ ìèòîõîíäðèé ñîîòíîñÿòñÿ ñ òðåìÿ ôàçàìè ìîðôîëîãè÷åñêèõ èç-
ìåíåíèé êóëüòóðû â öåëîì. Ïåðâûå 2—3 ñóò. ïîñëå ïîñàäêè ýíåðãîîáåñïå÷åíèå íåéðîíàëüíîé ñåòè ïðîèñõîäèò,
âåðîÿòíî, çà ñ÷åò ãëèêîëèçà, ïîñêîëüêó ìèòîõîíäðèè íå ãåíåðèðóþò ��m, äîñòàòî÷íûé äëÿ ñèíòåçà ÀÒÔ. Àêñî-
íû èç íåïîâðåæäåííîé îáëàñòè ïðîðàñòàþò â ïîâðåæäåííóþ çîíó ïðåèìóùåñòâåííî â íàïðàâëåíèè íåéðîíîâ, ñî-
õðàíèâøèõñÿ â çîíå öàðàïèíû.
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1 Íåéðèòû — îáîáùåííîå íàçâàíèå àêñîíîâ è äåíäðèòîâ; äàííûé òåðìèí èñïîëüçóåòñÿ ïðè îïèñàíèè íåçðåëûõ è/èëè ðàçâèâàþùèõñÿ
íåéðîíîâ, îñîáåííî íåéðîíîâ â êóëüòóðå, òàê êàê íà ðàííåì ýòàïå íåâîçìîæíî îòëè÷èòü àêñîí îò äåíäðèòà [1, 2].
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The aim of the study was (1) to trace morphological changes in a primary neuronal culture during its development and
compare these changes with morphological changes in a mechanically damaged culture, and (2) to elucidate the dynamics of
mitochondrial formation in normal and damaged cultures. Methods. The development of a primary culture of neurons from
the cerebellum of 7-day old rats was recorded at 20-min intervals for 2.5 weeks starting from the cell seeding day with a
IncuCyte ZOOM’s intravital imaging and analysis system equipped with 20x objective lenses. Images of individual
neuronal soma and neurite development were recorded in transmitted light. Mitochondrial formation and generation of elec-
trical transmembrane potential (��m) were monitored with a potential-sensitive fluorescent probe TMRM (20 nM), which
was continuously present in the culture from the moment of seeding. Mechanical brain injury was modeled by applying an
approximately one-mm wide scratch to the cell monolayer at 23 hours after plating. Results. Morphological changes in the
developing primary neuronal culture (total length of neurites, relative area of soma) were characterized by three phases with
different kinetics and duration. TMRM influenced the phase duration and amplitude without changing the number of
phases. Mitochondria began developing on the fourth day after plating. Increases in their number and ��m were complete at
10—14 days of culture development. Conclusion. Phases of mitochondrial development were consistent with three phases of
morphological changes in the entire culture. During the first 2—3 days following cell plating, the energy supply to the
neuronal network was apparently provided by glycolysis since mitochondria did not generate an adequate ��m for ATP
synthesis. Axons grow from the intact area into the injured zone mainly in the direction of survived neurons in the scratch
zone.
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Ââåäåíèå

Èññëåäîâàíèå ìåõàíèçìîâ ãèáåëè êëåòîê â ïîâðåæ-
äåííûõ ó÷àñòêàõ ïåðâè÷íûõ íåéðîíàëüíûõ êóëüòóð
äàâíî è óñïåøíî ïðèìåíÿåòñÿ â êà÷åñòâå ìîäåëè in vit-
ro ïðè èçó÷åíèè ïðîöåññîâ, ïðîòåêàþùèõ ïðè õèðóðãè-
÷åñêèõ îïåðàöèÿõ íà ìîçãå è ìåõàíè÷åñêîé òðàâìå ãî-
ëîâíîãî èëè ñïèííîãî ìîçãà [1, 2]. Ìåõàíè÷åñêîå ïî-
âðåæäåíèå ïåðâè÷íûõ ãëèàëüíûõ è íåéðî-ãëèàëüíûõ
êóëüòóð âûçûâàëî ãîðàçäî áîëüøóþ ãèáåëü íåéðîíîâ,
÷åì ãëèàëüíûõ êëåòîê [3, 4], ïðè÷åì àíòàãîíèñò èîíî-

òðîïíûõ ãëóòàìàòíûõ ðåöåïòîðîâ NMDA-òèïà
ÌÊ-801 è èíãèáèòîð ìåòàáîòðîïíûõ ãëóòàìàòíûõ ðå-
öåïòîðîâ MCPG îêàçûâàëè íåéðîïðîòåêòîðíîå äåéñò-
âèå [3]. Àíàëîãè÷íûé ýôôåêò âûçûâàëî èíãèáèðîâà-
íèå ñèíòåçà NMDA-ðåöåïòîðîâ [4], ñâèäåòåëüñòâóÿ î
çíà÷èòåëüíîì âêëàäå ãèïåðñòèìóëÿöèè ãëóòàìàòíûõ
ðåöåïòîðîâ â ãèáåëü íåéðîíîâ ïðè ìåõàíè÷åñêîì ïî-
âðåæäåíèè íåéðîíàëüíîé ñåòè.

Íàíåñåíèå ìåõàíè÷åñêîé òðàâìû èñïîëüçîâàëè íå
òîëüêî äëÿ âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìîâ ãèáåëè íåéðîíîâ,
îêàçàâøèõñÿ â çîíå ïîâðåæäåíèÿ, íî òàêæå äëÿ èçó-
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÷åíèÿ ðåïàðàöèè êóëüòóðû ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ [5, 6].
Â ðàáîòå [5], âûïîëíåííîé ñ ïðèìåíåíèåì ôëóîðåñ-
öåíòíîé è òðàíñìèññèîííîé îïòè÷åñêîé ìèêðîñêîïèè,
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûå íàíî-
÷àñòèöû ìîãóò ñëóæèòü ñðåäñòâîì äîñòàâêè âíóòðü
êëåòîê õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ, âëèÿþùèõ íà ðåãåíåðà-
öèþ ïîâðåæäåííîé ïåðâè÷íîé êóëüòóðû. Äëÿ èññëå-
äîâàíèÿ ìåõàíèçìà ðåïàðàöèè ïîâðåæäåííîãî ìîçãà
ïîëó÷àëè òðàíñãåííûõ ìûøåé, ýêñïðåññèðóþùèõ
â íåéðîíàõ ôàêòîð àïîïòîçà Par-4, ïåðâîíà÷àëüíî
îáíàðóæåííûé â ðàêîâûõ êëåòêàõ ïðîñòàòû è ñîäåð-
æàùèé â ñâîåé ñòðóêòóðå äîìåí ñìåðòè [6]. Ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êóëüòóðàìè êëåòîê èç ìûøåé äèêîãî òèïà
â íåéðî-ãëèàëüíûõ êóëüòóðàõ èç òðàíñãåííûõ ìûøåé
íàáëþäàëîñü áîëåå ñèëüíîå ïàäåíèå ìèòîõîíäðèàëü-
íîãî ïîòåíöèàëà, áîëüøåå îáðàçîâàíèå ñâîáîäíûõ ðà-
äèêàëîâ, à òàêæå áîëåå ðàííÿÿ àêòèâàöèþ êàñïàçû-3.

Ïðè ìåõàíè÷åñêèõ òðàâìàõ ñïèííîãî è ãîëîâíîãî
ìîçãà ÷àñòî íàáëþäàþò áàêòåðèàëüíîå çàðàæåíèå çî-
íû ïîðàæåíèÿ [7]. Â ðàáîòå [7] áûëî ïðîâåðåíî ìî-
æåò ëè ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèå íåéðî-ãëèàëüíûõ êó-
ëüòóð ôðàãìåíòàìè ñòåíêè áàêòåðèè E.coli, îñíîâíûì
êîìïîíåíòîì êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ëèïîïîëèñàõàðèä
(ËÏÑ), ïîâëèÿòü íà âûæèâàåìîñòü êëåòîê ìîçãà.
Ïðåêîíäèöèîíèðîâàíèå ìåõàíè÷åñêè òðàâìèðîâàí-
íûõ êóëüòóð ñ ËÏÑ çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàëî óðî-
âåíü èíòåðëåéêèíà-10 è ñíèæàëî ãèáåëü êëåòîê ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïîâðåæäåííûìè êóëüòóðàìè, îáðàáîòàí-
íûìè ñðåäîé áåç ËÏÑ.

Ìåõàíè÷åñêîå ïîâðåæäåíèå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû
àñòðîöèòîâ èç êîðòåêñà íîâîðîæäåííûõ êðûñ ïðèâî-
äèëî ê ãèïåðïëàñòè÷íîñòè, ïîâûøåííîé ïîäâèæíîñòè
è óâåëè÷åííîìó ñîäåðæàíèþ ãëèàëüíîãî ôèáðèëëÿð-
íîãî êèñëîãî áåëêà (glial fibrillary acidic protein,
GFAP) [8]. Â ïîâðåæäåííîé êóëüòóðå àñòðîöèòû
ïðèîáðåòàëè ðåàêòèâíîñòü è íàõîäèëèñü â ñîñòîÿíèè,
íàïîìèíàþùåì ïðîöåññ ðóáöåâàíèÿ, ïðè÷åì áëîêèðî-
âàíèå ñèíòåçà GFAP ïîäàâëÿëî îáðàçîâàíèå ðóáöà
[9]. Èíãèáèðîâàíèå ñ ïîìîùüþ àíòèñìûñëîâûõ îëè-
ãîíóêëåîòèäîâ èëè ëåíòèâèðóñíûõ êîíñòðóêöèé ñèí-
òåçà GFAP èëè âèìåíòèíà â êóëüòóðàõ, ïîâðåæäåí-
íûõ öàðàïèíîé, ñíèæàëî ðåàêòèâíîñòü àñòðîöèòîâ è
ñêîðîñòü ðóáöåâàíèÿ [9]. Ìåõàíè÷åñêàÿ òðàâìà (íà-
íåñåíèå öàðàïèíû) ïåðâè÷íîé êóëüòóðû àñòðîöèòîâ
çàðàñòàëà ìåäëåííåå, åñëè èíãèáèðîâàëè öèêëèíçàâè-
ñèìóþ êèíàçó 5 [10]. Ïðè÷èíîé áîëåå ìåäëåííîé ðå-
ïàðàöèè ïîâðåæäåíèÿ ñëóæèò èíãèáèðîâàíèå ðåîðãà-
íèçàöèè òóáóëèíà, ëîêàëèçàöèè GFAP è óìåíüøåíèå
äëèíû äåíäðèòîâ ðåàêòèâíûõ àñòðîöèòîâ â ñòîðîíó
öàðàïèíû.

Â öèòèðîâàííûõ âûøå èññëåäîâàíèÿõ èçìåðåíèÿ
èíòåðåñóþùèõ ïàðàìåòðîâ ïðîâîäèëè íå áîëåå ÷åì
â 3—4 âðåìåííûõ òî÷êàõ, ïðè÷åì ÷åðåç íåñêîëüêî
ñóòîê ïîñëå ïîñåâà êóëüòóðû è íàíåñåíèÿ ìåõàíè÷å-

ñêîãî ïîâðåæäåíèÿ. Â äàííîé ðàáîòå ìû èçó÷àëè äè-
íàìèêó ðàçâèòèÿ íåéðîíàëüíîé ñåòè â òå÷åíèå
2,5 íåä., íà÷èíàÿ ñ ìîìåíòà ïîñåâà êóëüòóðû.

Öåëü èññëåäîâàíèÿ. Íà ìîäåëè ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðû íåéðîíîâ èçó÷èòü âëèÿíèå ïîâðåæäåíèÿ (íàíå-
ñåíèå ìåõàíè÷åñêîé òðàâìû) íà: 1 — ìîðôîëîãèþ
íåéðîíàëüíîé ñåòè è 2 — äèíàìèêó îáðàçîâàíèÿ ìè-
òîõîíäðèé â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ êóëüòóðû

Ìåòîäèêà

Ýêñïåðèìåíòû ñ æèâîòíûìè âûïîëíÿëè â ñîîòâåò-
ñòâèè ñ ýòè÷åñêèìè ïðèíöèïàìè è íîðìàòèâíûìè äî-
êóìåíòàìè, ðåêîìåíäîâàííûìè Åâðîïåéñêîé êîíâåí-
öèåé î çàùèòå ïîçâîíî÷íûõ æèâîòíûõ, èñïîëüçóåìûõ
äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ (Guide for the Care and Use of La-
boratory Animals: Eighth Edition. 2010), à òàêæå â ñî-
îòâåòñòâèè ñ «Ïðàâèëàìè íàäëåæàùåé ëàáîðàòîðíîé
ïðàêòèêè», óòâåðæäåííûìè ïðèêàçîì Ìèíèñòåðñòâà
çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ ¹ 199í îò 01.04.2016 ã.

Ïåðâè÷íûå íåéðîíàëüíûå êóëüòóðû ãîòîâèëè èç
ìîçæå÷êà ñàìöîâ êðûñ Âèñòàð (âîçðàñò 6—7 ñóò.),
êàê îïèñàíî â ðàáîòå [11]. Ñóñïåíçèþ êëåòîê â íåéðî-
áàçàëüíîé ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì 20 ìÌ KCl, 2%
Supplement B-27 è 0,5 ìÌ L-ãëóòàìèíà, ðàñêàïûâà-
ëè â 24-ëóíî÷íûé ïëàíøåò, êàæäàÿ ëóíêà êîòîðîãî
áûëà ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðûòà ïîëèýòèëåíèìèíîì è
ñîäåðæàëà 1,8 ìë íåéðîáàçàëüíîé ñðåäû ñ óêàçàííû-
ìè âûøå äîïîëíèòåëüíûìè êîìïîíåíòàìè. Â ëóíêè
âíîñèëè ïî 0,2 ìë ñóñïåíçèè — ïëîòíîñòü ïîñàäêè
3õ105 êëåòîê/ëóíêó. Íåéðîíû ðîñëè ïðè 37°Ñ â àò-
ìîñôåðå 5% ÑÎ2/95% âîçäóõà è 100% âëàæíîñòè
â òå÷åíèå �2,5 íåä. Ìåõàíè÷åñêóþ òðàâìó (öàðàïè-
íà) íàíîñèëè ÷åðåç 23 ÷ ïîñëå ïîñåâà êóëüòóðû, êîãäà
îáðàçîâàíèå íåéðèòîâ íàõîäèëîñü â ñàìîé íà÷àëüíîé
ñòàäèè. Âûáîð êóëüòóðû íåéðîíîâ ìîçæå÷êà êðûñû,
ñïîñîáíîé ðàçâèâàòüñÿ ïðè íèçêîì ñîäåðæàíèè ãëèè,
è íàíåñåíèå öàðàïèíû â ìîìåíò, êîãäà íåéðîíàëüíàÿ
ñåòü åùå íå ñôîðìèðîâàëàñü, ïîçâîëèëî âûÿâèòü ðàç-
ëè÷íûå ôàçû ðàçâèòèÿ íåéðîíàëüíîé ñåòè, ñòàäèè
ðàçâèòèÿ ìèòîõîíäðèé â ñîìå íåéðîíîâ è îñîáåííîñòè
ïðîðàñòàíèÿ àêñîíîâ â çîíó ìåõàíè÷åñêîãî ïîâðåæäå-
íèÿ.

Öåéòðàôåðíóþ ñúåìêó íåéðîíàëüíîé êóëüòóðû
â ôàçîâî-êîíòðàñòíîì è ôëóîðåñöåíòíîì ðåæèìàõ îñó-
ùåñòâëÿëè ñ èíòåðâàëîì 20 ìèí ïðè ïîìîùè ñèñòåìû
ïðèæèçíåííîé âèçóàëèçàöèè è àíàëèçà IncuCyte
ZOOM (Essen BioScience, ÑØÀ), îïòè÷åñêèé áëîê
êîòîðîé ïîñòîÿííî íàõîäèëñÿ â ÑÎ2-èíêóáàòîðå. Ïðè
ñúåìêå èñïîëüçîâàëè îáúåêòèâ 20õ/NA = 0,7.

Äëÿ îòñëåæèâàíèÿ èçìåíåíèé òðàíñìåìáðàííîãî ïî-
òåíöèàëà âíóòðåííåé ìåìáðàíû ìèòîõîíäðèé (��m) èñ-
ïîëüçîâàëè ôëóîðåñöåíòíûé çîíä TMRM (ìåòèëîâûé
ýôèð òåòðàìåòèëðîäàìèíà, Invitrogen, ÑØÀ). Â êàæäîé
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ëóíêå âåëàñü çàïèñü èçîáðàæåíèé ñ èíòåðâàëîì 20 ìèí
â ÷åòûðåõ ó÷àñòêàõ ðàçìåðîì 0,63 õ 0,85 ìì, ðàâíîóäà-
ëåííûõ îò öåíòðà è êðàåâ ëóíêè.

Äëÿ àíàëèçà äàííûõ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïà-
ðàìåòðû:

1. Ñðåäíÿÿ ñóììàðíàÿ äëèíà íåéðèòîâ â ïåðåñ÷åòå
íà åäèíèöó ïîâåðõíîñòè (Average Neurite Length,
NL, ìì/ìì2); íåéðèòàìè ïðîãðàììà ñ÷èòàåò âñå îáú-
åêòû, ïîïåðå÷íûé ðàçìåð êîòîðûõ ðàâåí 1 ìêì;

2. Äîëÿ ïîâåðõíîñòè, çàíèìàåìàÿ ñîìîé èíäèâè-
äóàëüíûõ íåéðîíîâ èëè èõ êëàñòåðîâ, åñëè ïðîãðàì-
ìíûé ìîäóëü ïðèáîðà íå ïîçâîëÿåò ðàçëè÷èòü òåëà
ñîñåäíèõ íåéðîíîâ êàê èíäèâèäóàëüíûå îáúåêòû
(Cell-Body Cluster Area, ÑÂÀ, ìì2/ìì2);

3. ×èñëî ôëóîðåñöèðóþùèõ îáúåêòîâ íà åäèíèöó
ïîâåðõíîñòè (Average Object Count, OC, 1/ìì2);

4. Ñðåäíÿÿ ïëîùàäü ôëóîðåñöèðóþùèõ îáúåêòîâ
(Average Object Area, OA, ìêì2).

Ïàðàìåòðû NL è ÑÂÀ ïîäñ÷èòûâàëè ïðè ïîìîùè
ïðîãðàììíîãî ìîäóëÿ IncuCyte® NeuroTrack Softwa-
re Module, à ïàðàìåòðû ÎÀ è ÎÑ — ïðè ïîìîùè
Fluorescent Processing Software Module.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè
íåïîâðåæäåííîé íåéðîíàëüíîé êóëüòóðû

Â èçìåíåíèÿõ ìîðôîëîãèè íåéðîíàëüíîé êóëüòóðû
ïî ìåðå åå ðîñòà è ðàçâèòèÿ îáðàùàåò íà ñåáÿ âíèìà-
íèå íàëè÷èå ÷åòêî ðàçëè÷àþùèõñÿ ôàç. Íàèáîëåå áû-
ñòðàÿ ôàçà ðîñòà íåéðèòîâ íà÷èíàåòñÿ ïî÷òè ñðàçó
ïîñëå ïðèêðåïëåíèÿ êëåòîê ê äíó ëóíêè (ðèñ. 1, À).
Â íà÷àëüíûå 40—50 ÷ áûñòðûé ðîñò ñóììàðíîé äëè-
íû íåéðèòîâ (NL) ïðîèñõîäèò ïðàêòè÷åñêè ëèíåéíî
(ðèñ. 1, Å). Çàòåì íàñòóïàåò çíà÷èòåëüíîå çàìåäëå-
íèå ðîñòà íåéðèòîâ, êîòîðîå ïðîÿâëÿåòñÿ â 4,4-êðàò-
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà èçìåíåíèé ìîðôîëîãèè íåéðîíàëüíîé ñåòè ïî ìåðå ðàçâèòèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû. Ôàçîâî-êîíòðàñòíûå èçîáðàæåíèÿ (À-D)
ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ãðàíóëÿðíûõ íåéðîíîâ ìîçæå÷êà â ðàçíûå ñðîêè ïîñëå ïîñàäêè è ãðàôèêè (Å) èçìåíåíèé ñóììàðíîé äëèíû íåéðèòîâ (NL,
ñèíÿÿ êðèâàÿ, ëåâàÿ øêàëà îðäèíàò, ìì/ìì2) è îòíîñèòåëüíîé ïëîùàäè (CBA, êðàñíàÿ êðèâàÿ, ïðàâàÿ øêàëà îðäèíàò, ìì2/ìì2), çàíèìàåìîé òå-
ëàìè íåéðîíîâ è èõ êëàñòåðàìè. Íà ïàíåëÿõ (À-D) ÷èñëàìè óêàçàí âîçðàñò êóëüòóðû (÷àñû). Ìàñøòàáíàÿ ïîëîñêà ñîîòâåòñòâóåò 100 ìêì.



íîì ñíèæåíèè íàêëîíà êðèâîé (ó÷àñòêè 4—32 ÷ è
42—100 ÷ ñ÷èòàëè ëèíåéíûìè). Ñîïîñòàâëåíèå
èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ íà 30-ì è 100-ì ÷, ïîêà-
çûâàåò, ÷òî â ýòîì èíòåðâàëå NL óâåëè÷èâàåòñÿ çà
ñ÷åò ðàçâèòèÿ êîðîòêèõ íåéðèòîâ (âîçìîæíî, äåíäðè-
òîâ) ìåæäó òåëàìè íåéðîíîâ (ðèñ. 1, Â, Ñ). Ìàêñè-
ìàëüíàÿ NL äîñòèãàåòñÿ ê 120—150 ÷, ïîñëå ÷åãî íå-
îæèäàííî íàñòóïàåò ñíèæåíèå äëèíû íåéðèòîâ
(ðèñ. 1, Å). Èç ñîïîñòàâëåíèÿ èçîáðàæåíèé íà 150-ì
è 300-ì ÷ (ðèñ. 1, C, D) âèäíî, ÷òî çàìåòíîãî ðàçðó-
øåíèÿ íåéðèòîâ íå ïðîèñõîäèò, à ñíèæåíèå NL ïîñëå
140—150-ãî ÷ íàñòóïàåò â ðåçóëüòàòå îáúåäèíåíèÿ
îòäåëüíûõ íåéðèòîâ â ïó÷êè.

Òàêèì îáðàçîì, ñíèæåíèå äëèíû íåéðèòîâ ÿâëÿåò-
ñÿ êàæóùèìñÿ è óìåíüøåíèå ïàðàìåòðà NL âûçâàíî
íå ôðàãìåíòàöèåé íåéðèòîâ, à òåì, ÷òî ïðîãðàììà
àíàëèçà èçîáðàæåíèé ñ÷èòàåò íåéðèòàìè òîëüêî òå
îáúåêòû, ïîïåðå÷íûé ðàçìåð êîòîðûõ ðàâåí 1 ìêì.
Îáúåêòû, ÷åé äèàìåòð ïðåâûøàåò 1 ìêì, ðàññìàòðè-
âàþòñÿ óæå íå êàê íåéðèòû, à êàê òåëà íåéðîíîâ
è/èëè èõ êëàñòåðîâ è ó÷èòûâàþòñÿ â ïàðàìåòðå ÑÂÀ
(ðèñ. 1, Å).

Âòîðîé èçìåðÿåìûé ïàðàìåòð — îòíîñèòåëüíàÿ
ïëîùàäü, çàíèìàÿ ñîìîé íåéðîíîâ (CÂA), êàê è ñóì-
ìàðíàÿ äëèíà íåéðèòîâ, òàêæå õàðàêòåðèçóåòñÿ íå-
ñêîëüêèìè ôàçàìè, âîçíèêàþùèìè ïî ìåðå ðîñòà è
ðàçâèòèÿ êóëüòóðû. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ îñàæäåíèÿ
êëåòîê è ïðèêðåïëåíèÿ ê äíó ëóíîê (ïåðâûå 4 ÷) ïà-
ðàìåòð ÑÂÀ ñòàáèëèçèðóåòñÿ è îñòàåòñÿ ïîñòîÿííûì
äî �20 ÷ (ðèñ. 1, Å). Íàñòóïàþùàÿ çàòåì ôàçà áûñò-
ðîãî ðîñòà ÑÂÀ îòðàæàåò óâåëè÷åíèå ðàçìåðà ñîìû
íåéðîíîâ. Îò÷àñòè ýòî óâåëè÷åíèå îáóñëîâëåíî ðîñ-
òîì íåéðèòîâ, ðàçìåð êîòîðûõ âîçëå ìåñòà îòõîæäå-
íèÿ îò ñîìû çíà÷èòåëüíî áîëüøå 1 ìêì è ïîýòîìó ýòè
ó÷àñòêè íåéðèòîâ âêëþ÷åíû â ïàðàìåòð ÑÂÀ. Âåðî-
ÿòíî, ïîýòîìó ôàçà áûñòðîãî óâåëè÷åíèÿ ñóììàðíîé
ïëîùàäè ñîìû çàâåðøàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè òîãäà, êîãäà
çàâåðøàåòñÿ ôàçà áûñòðîãî ðîñòà ñóììàðíîé äëèíû
íåéðèòîâ (ðèñ. 1, Å). Ôàçà ìåäëåííîãî óâåëè÷åíèÿ
ÑÂÀ íàáëþäàåòñÿ â èíòåðâàëå 60—120 ÷, òîãäà æå
ïðîèñõîäèò è ìåäëåííûé ðîñò ïàðàìåòðà NL
(ðèñ. 1, Å). Òàêîå ñîâïàäåíèå âðåìåíè ìåäëåííûõ
ôàç ðîñòà NL è ÑÂÀ ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäïîëîæåíèåì
î òîì, ÷òî ðîñò ÑÂÀ îòðàæàåò ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ
íåéðèòîâ íà ñîìå êëåòîê.

Â òîò ìîìåíò, êîãäà ãðàôèê NL ïðîõîäèò ÷åðåç
ìàêñèìóì (�120 ÷), íà÷èíàåòñÿ çàâåðøàþùàÿ ôàçà
ðîñòà ÑÂÀ (ðèñ. 1, Å). Ïðè÷èíà ýòîãî ôèíàëüíîãî
ðîñòà, î÷åâèäíî, â òîì, ÷òî ïðîãðàììà ïåðåñòàåò ðàñ-
ïîçíàâàòü îáúåêòû äèàìåòðîì áîëåå 1 ìêì êàê íåéðè-
òû, è ñ÷èòàåò èõ òåëàìè íåéðîíîâ èëè èõ êëàñòåðàìè.
Ïî ýòîé æå ïðè÷èíå ÑÂÀ äîñòèãàåò çíà÷åíèÿ, êîòî-
ðîå ïðè âçãëÿäå íà èçîáðàæåíèå (ðèñ. 1, D) ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ çàâûøåííûì, ïîñêîëüêó ñóììàðíàÿ ïëî-

ùàäü òåë íåéðîíîâ ÿâíî íå çàíèìàåò 80% îò îáùåé
ïëîùàäè èçîáðàæåíèÿ. Îäíàêî, åñëè â ïàðàìåòð
ÑÂÀ âêëþ÷åíû íå òîëüêî ñîìà íåéðîíîâ, íî è ñîáè-
ðàþùèåñÿ â ïó÷êè íåéðèòû, òîãäà òàêîå âûñîêîå çíà-
÷åíèå ÑÂÀ ñòàíîâèòñÿ äîïóñòèìûì. Ñîáèðàíèþ íåé-
ðèòîâ â ïó÷êè ñïîñîáñòâóåò íåáîëüøîå ïåðåìåùåíèå
íåéðîíîâ è îáúåäèíåíèå èõ â êëàñòåðû, êîòîðîå ïðî-
ñëåæèâàåòñÿ ïî ìåðå ñòàðåíèÿ êóëüòóðû.

Ðàçâèòèå ìèòîõîíäðèàëüíîé ñåòè
â íåïîâðåæäåííîé íåéðîíàëüíîé êóëüòóðå

Â êóëüòèâèðóåìûõ íåéðîíàõ, ïîëó÷åííûõ èç ìîçãà
íîâîðîæäåííûõ êðûñ, îñíîâíûìè ïðîèçâîäèòåëÿìè
ÀÒÔ äëÿ ýíåðãîîáåñïå÷åíèÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ïðî-
öåññîâ ñ÷èòàþòñÿ ìèòîõîíäðèè [12—14]. Ïîýòîìó
ïàðàëëåëüíî ñ èçìåðåíèÿìè èçìåíåíèé ìîðôîëîãèè
ðàçâèâàþùåéñÿ êóëüòóðû áûë âûïîëíåí ìîíèòîðèíã
îñíîâíîé èíòåãðàëüíîé õàðàêòåðèñòèêè ôóíêöèîíàëü-
íîãî ñîñòîÿíèÿ ìèòîõîíäðèé — ��m. Äëÿ ýòîãî èñ-
ïîëüçîâàëè ïîòåíöèàë-÷óâñòâèòåëüíûé ôëóîðåñöåíò-
íûé çîíä TMRM [15, 16].

Â òå÷åíèå ïåðâûõ 3 ñóò. (äî �70-ãî ÷) ïðîèñõîäèëî
íàêîïëåíèå TMRM â êëåòêàõ è â ìèòîõîíäðèÿõ. Ñî-
ïîñòàâëåíèå èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ â ýòîò ïåðèîä,
ïîêàçûâàåò, ÷òî ïàòòåðí ðàñïðåäåëåíèÿ çîíäà íåìíîãî
ìåíÿåòñÿ (ðèñ. 2, À, Â), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ îòìå÷åííûì
âûøå ôåíîìåíîì âçàèìíîãî ïåðåìåùåíèÿ òåë êëåòîê.
Ýòà ïîäâèæíîñòü òåë íå îòðàæàåòñÿ íà ñóììàðíîé èí-
òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè è ïëîùàäè, çàíèìàåìîé
ôëóîðåñöèðóþùèìè îáúåêòàìè íà èçîáðàæåíèè
(ðèñ. 2, Å). Ïî-âèäèìîìó, â òå÷åíèå ïåðâûõ 3 ñóò. ðî-
ñòà è ðàçâèòèÿ êóëüòóðû òðàíñìåìáðàííûé ýëåêòðè÷å-
ñêèé ïîòåíöèàë êàê ïëàçìàëåììû, òàê è ìèòîõîíäðèé,
ïî÷òè íå èçìåíÿþòñÿ, îñòàâàÿñü íèçêèìè. Íà ýòî óêà-
çûâàåò ñóììàðíàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ TMRM, êîòîðàÿ íå
ïðåâûøàåò 5% îò ìàêñèìàëüíîé èíòåíñèâíîñòè â êîí-
öå 17-ñóòî÷íîãî ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ çà êóëüòóðîé
(ðèñ. 2, Å). Ïî÷òè ïîñòîÿííîé è òîæå íèçêîé â òå÷å-
íèå ïåðâûõ 3 ñóò. îñòàåòñÿ òàêæå è ïëîùàäü ôëóîðåñ-
öèðóþùèõ îáúåêòîâ (ðèñ. 2, Å).

Â èíòåðâàëå îò 70 äî 140 ÷ ïðîèñõîäèò áûñòðûé
ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè è íà÷èíàåòñÿ óâå-
ëè÷åíèå ïëîùàäè ôëóîðåñöèðóþùèõ îáúåêòîâ
(ðèñ. 2, Å). Íà÷àëî áûñòðîãî ðîñòà èíòåíñèâíîñòè
ñèãíàëà TMRM ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóåò çàâåðøåíèþ
ôàç áûñòðîãî ôîðìèðîâàíèÿ íåéðèòîâ è óâåëè÷åíèÿ
ÑÂÀ (ðèñ. 1, Å). Ñîâìåùåíèå ôàçîâî-êîíòðàñòíûõ
èçîáðàæåíèé ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ôëóîðåñöåíòíûìè
ïîêàçûâàåò, ÷òî â ïåðèîä 70—120 ÷ ïðîèñõîäèò áû-
ñòðûé çàõâàò TMRM ìèòîõîíäðèÿìè. Î÷åâèäíî,
ìåæäó 3-ìè è 5-ìè ñóò. ìèòîõîíäðèè íà÷èíàþò çà-
ìåòíî íàðàùèâàòü ��m. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî òàêæå
ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà ìè-
òîõîíäðèé â ñîìå íåéðîíîâ.
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Áûñòðûé ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
TMRM ïîñëå 120-ãî ÷ çàìåäëèëñÿ, ïî-âèäèìîìó,
ïîòîìó, ÷òî çàìåäëèëñÿ ðîñò ��m è/èëè êîëè÷åñòâà
ìèòîõîíäðèé â ñîìå íåéðîíîâ (ðèñ. 2, Å). Îñîáåííî-
ñòüþ ýòîé ôàçû ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî ìèòîõîíäðèè ðàñïî-
ëàãàþòñÿ â öèòîçîëå íåéðîíîâ ïðåèìóùåñòâåííî âî-
êðóã ÿäðà è âîçëå ìåñò îòõîæäåíèÿ íåéðèòîâ îò ñîìû,
÷òî ÿâëÿåòñÿ òèïè÷íûì äëÿ çðåëîé êóëüòóðû [17].

Âëèÿíèå TMRM íà ðàçâèòèå íåéðîíàëüíîé ñåòè

Ìèòîõîíäðèàëüíûé ôëóîðåñöåíòíûé çîíä TMRM
ÿâëÿåòñÿ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííîé ëèïîôèëüíîé ìî-
ëåêóëîé, ñïîñîáíîé äèôôóíäèðîâàòü ñêâîçü âíóòðåí-
íþþ ìåìáðàíó ìèòîõîíäðèé è íàêàïëèâàòüñÿ â ìàò-

ðèêñå ïðîïîðöèîíàëüíî âåëè÷èíå ��m è êîëè÷åñòâó
ìèòîõîíäðèé [15, 16, 18]. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî
ëþáîé êàòèîí, ïðîíèêàþùèé ñêâîçü ìåìáðàíó, ñïîñî-
áåí ñíèæàòü ��m [19]. Ïðè ïðîäîëæèòåëüíîé èíêó-
áàöèè êëåòîê ñ TMRM ñíèæåíèå ��m ìîãëî ñêàçàòü-
ñÿ íà ðàçâèòèè êóëüòóðû, ïîýòîìó ìû ïðîâåðèëè âëèÿ-
íèå çîíäà íà ìîðôîëîãèþ íåéðîíàëüíîé ñåòè. Äîáàâêà
TMRM (20 íÌ) íå îêàçûâàëà çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà
NL â òå÷åíèå ïåðâûõ 2 ñóò. ðàçâèòèÿ êóëüòóðû
(ðèñ. 3, À). Äàëüíåéøèå èçìåíåíèÿ NL â ëóíêàõ ñ äî-
áàâëåíèåì TMRM íàïîìèíàëè èçìåíåíèÿ NL â êîíò-
ðîëüíîé êóëüòóðå, íî ñ çàäåðæêîé ïî âðåìåíè íà
20—50 ÷, âïëîòü äî �300-ãî ÷. Äàëåå êðèâûå ïðàêòè-
÷åñêè ñîâïàëè (ðèñ. 3, À). Ìíîãîôàçíûé õàðàêòåð ïà-
ðàìåòðà ÑÂÀ òàêæå íå èçìåíèëñÿ.
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Ðèñ. 2. Äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ ìèòîõîíäðèàëüíîãî çîíäà TMRM â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå ãðàíóëÿðíûõ íåéðîíîâ ìîçæå÷êà. (À-D) Ôëóîðåñöåíòíûå
èçîáðàæåíèÿ òåõ æå ñàìûõ ó÷àñòêîâ êóëüòóðû â òå æå ìîìåíòû âðåìåíè, êîòîðûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 1À-1D. (Å) Ãðàôèêè èçìåíåíèÿ îáùåãî êî-
ëè÷åñòâà ôëóîðåñöèðóþùèõ îáúåêòîâ íà åäèíèöó ïîâåðõíîñòè (ÎÑ, 1/ìì2, ñèíÿÿ êðèâàÿ, ëåâàÿ îñü îðäèíàò), è ñðåäíÿÿ ïëîùàäü, çàíèìàåìàÿ
ôëóîðåñöèðóþùèìè îáúåêòàìè (ÎÀ, ìêì2, êðàñíàÿ êðèâàÿ, ïðàâàÿ îñü îðäèíàò). TMRM (20íÌ) áûë äîáàâëåí îäíîâðåìåííî ñ ïîñàäêîé êëåòîê
â ëóíêè. Îáúåêòèâ 20õ/NA = 0,70; äëèíû âîëí âîçáóæäåíèÿ è ýìèññèè ñîîòâåòñòâåííî 550 è 590 íì. Êðèâûå ÿâëÿþòñÿ ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè ïî
3 ëóíêàì 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà (12 èçîáðàæåíèé, n = 1000—2000 êëåòîê). Ìàñøòàáíàÿ ïîëîñêà ñîîòâåòñòâóåò 100 ìêì.



Èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè íåéðîíàëüíîé ñåòè
è ðàçâèòèÿ ìèòîõîíäðèé

ïîñëå ìåõàíè÷åñêîãî ïîâðåæäåíèÿ êóëüòóðû

Öàðàïèíà áûëà ïðîâåäåíà ÷åðåç 23 ÷ ïîñëå ïîñàä-
êè êóëüòóðû, êîãäà íåéðèòû åùå íå ñôîðìèðîâàëèñü
èëè èìåëè íåáîëüøóþ äëèíó, äîñòàòî÷íóþ äëÿ îáðà-
çîâàíèÿ êîíòàêòîâ òîëüêî ñ áëèæàéøèìè êëåòêàìè.
Ïðîðàñòàíèå äëèííûõ íåéðèòîâ â çîíó öàðàïèíû èç
íåïîâðåæäåííîé îáëàñòè íà÷èíàëîñü ñðàçó ïîñëå íà-
íåñåíèÿ öàðàïèíû è ïðîäîëæàëîñü â òå÷åíèå âñåãî
âðåìåíè íàáëþäåíèÿ.

Öàðàïèíà, êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, ñêà÷êîîáðàç-
íî ñíèæàëà ïàðàìåòðû NL (ðèñ. 4, À) è ÑÂÀ
(ðèñ. 4, Â). Êðèâàÿ èçìåíåíèÿ ÑÂÀ â òðàâìèðîâàí-
íîé êóëüòóðå ïî î÷åðòàíèþ ïîâòîðÿëà èçìåíåíèÿ
ÑÂÀ â êîíòðîëüíîé êóëüòóðå, íî ïðîõîäèëà íåìíîãî
íèæå (ðèñ. 4, Â). Â òðàâìèðîâàííûõ êóëüòóðàõ ó÷àñ-
òîê êðèâîé, ñîîòâåòñòâóþùèé îáúåäèíåíèþ íåéðèòîâ
â ïó÷êè (6 è áîëåå ñóòîê ñî äíÿ ïîñàäêè), èìåë ìåíü-

øèé íàêëîí, ÷åì â êîíòðîëüíûõ êóëüòóðàõ. Èíòåðåñ-
íî, ÷òî ïðèñóòñòâèå TMRM â òðàâìèðîâàííîé êóëü-
òóðå äîïîëíèòåëüíî çàìåäëÿëî ñíèæåíèå NL ïîñëå
160—180-ãî ÷ (ðèñ. 4, Ñ). Âîçìîæíî, âûçâàííîå
TMRM íåáîëüøîå ñíèæåíèå ��m ïðåïÿòñòâîâàëî
îáúåäèíåíèþ íåéðèòîâ â ïó÷êè.

Èç ñîïîñòàâëåíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ èçîáðàæåíèé
êîíòðîëüíîé è òðàâìèðîâàííîé êóëüòóð âèäíî, ÷òî
ðàñïðåäåëåíèå ìèòîõîíäðèé â ñîìàõ èíäèâèäóàëüíûõ
íåéðîíîâ îäèíàêîâî â îáåèõ êóëüòóðàõ (ðèñ. 5, À;
5, Â). Êðèâûå èçìåíåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëîâ
TMRM, êîòîðûå îòðàæàþò èçìåíåíèÿ ñðåäíåãî ðàç-
ìåðà ôëóîðåñöèðóþùåãî îáúåêòà, ïðàêòè÷åñêè ñîâïà-
äàþò â êîíòðîëüíîé è ïîâðåæäåííîé êóëüòóðàõ
(ðèñ. 5. D, ïàðàìåòð ÎÀ). Ýòè äàííûå ïîêàçûâàþò,
÷òî ñðåäíèé ðàçìåð òîé ÷àñòè öèòîïëàçìû, êîòîðóþ
çàíèìàþò ìèòîõîíäðèè â òåëå íåéðîíîâ, ïðàêòè÷åñêè
íå îòëè÷àåòñÿ â íåéðîíàõ êîíòðîëüíîé è ïîâðåæäåí-
íîé êóëüòóð.
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå TMRM íà èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè íåéðîíàëüíîé ñåòè ïî ìåðå ðàçâèòèÿ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû. Îáîçíà÷åíèÿ îñåé è óñëîâèÿ ðå-
ãèñòðàöèè — êàê íà ðèñ. 1, Å.



Êðèâàÿ ñðåäíåãî êîëè÷åñòâà ôëóîðåñöèðóþùèõ
îáúåêòîâ íà åäèíèöó ïîâåðõíîñòè (ïàðàìåòð ÎÑ)
â òðàâìèðîâàííîé êóëüòóðå ïîâòîðÿåò ïî ôîðìå ÎÑ
êîíòðîëüíîé êóëüòóðû, íî èìååò ìåíüøèå çíà÷åíèÿ
(ðèñ. 5, Ñ). Áîëåå íèçêèå çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðà ÎÑ
ïîâðåæäåííîé êóëüòóðû îáóñëîâëåíû òåì, ÷òî â çîíå
öàðàïèíû ìàëî óöåëåâøèõ êëåòîê (ðèñ. 6), à ìèòî-
õîíäðèè, íàõîäÿùèåñÿ â íåéðèòàõ, íå ó÷èòûâàþòñÿ
èç-çà î÷åíü íèçêîé èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà TMRM.

Â çîíå öàðàïèíû óäàåòñÿ îáíàðóæèòü íåéðîíû,
êîòîðûå íå ïîãèáëè è äàæå ñîõðàíèëè ñïîñîáíîñòü
îáðàçîâàòü íåéðèòû. Íåêîòîðûå èç ïîäîáíûõ íåéðî-
íîâ îáîçíà÷åíû íàêîíå÷íèêàìè ñòðåëîê íà ðèñ. 6.
Àíàëèç öåéòðàôåðíîé ñúåìêè ïîêàçûâàåò, ÷òî íåéðè-
òû òàêèõ «îñòðîâíûõ» íåéðîíîâ ôîðìèðóþòñÿ äîâî-
ëüíî áûñòðî, íî îñòàþòñÿ îòíîñèòåëüíî êîðîòêèìè,
íå äîñòèãàÿ äëèíû, äîñòàòî÷íîé äëÿ óñòàíîâëåíèÿ

êîíòàêòîâ ñ äðóãèìè íåéðîíàìè â çîíå öàðàïèíû èëè
ñ íåéðîíàìè èç íåïîâðåæäåííîé îáëàñòè. Íåéðèòû
ýòîé îáëàñòè (ðèñ. 6), ñóäÿ ïî äëèíå, ÿâëÿþòñÿ àêñî-
íàìè. Àíàëèç çàïèñè öàðàïèí â ðàçëè÷íûõ ëóíêàõ ïî-
êàçûâàåò, ÷òî â òå÷åíèå 300—400 ÷ ýòè àêñîíû ìî-
ãóò ïîëíîñòüþ ïåðåñåêàòü çîíó öàðàïèíû, øèðèíà êî-
òîðîé 0,7 ± 0,2 ìì (n = 7). Âèäåîçàïèñü òàêæå äå-
ìîíñòðèðóåò, ÷òî àêñîíû íåéðîíîâ èç íåïîâðåæäåí-
íîé îáëàñòè ðîñëè ïðåèìóùåñòâåííî â ñòîðîíó òåõ
íåéðîíîâ â çîíå öàðàïèíû, êîòîðûå èìåëè ñîáñòâåí-
íûå íåéðèòû.

Àíàëèç áîëüøîãî îáúåìà äàííûõ ñ èñïîëüçîâàíè-
åì îïòè÷åñêîé ìèêðîñêîïèè îáúåêòîâ, òàê íàçûâàå-
ìûé «high-content screening» [20, 21], âñå øèðå âõî-
äèò â ïðàêòèêó, â òîì ÷èñëå è äëÿ àíàëèçà íåéðîíàëü-
íûõ êóëüòóð [22]. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèíàìèêè ïîâå-
äåíèÿ êóëüòóð êëåòîê ïîñëå ïîâðåæäàþùåãî âîçäåé-
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå öàðàïèíû è ìèòîõîíäðèàëüíîãî çîíäà TMRM íà ñóììàðíóþ äëèíó íåéðèòîâ è îòíîñèòåëüíóþ ïëîùàäü ñîìû íåéðîíîâ â ìåõàíè-
÷åñêè ïîâðåæäåííîé êóëüòóðå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé. (À) Èçìåíåíèÿ ñóììàðíîé äëèíû íåéðèòîâ â 1 ìì2 ïîâåðõíîñòè (NL) è (Â) îòíîñèòåëü-
íîé ïëîùàäè ñîìû (ÑÂÀ). Ãðàôèêè ïðåäñòàâëÿþò äàííûå, óñðåäíåííûå ïî 4 èçîáðàæåíèÿì â 3—4 ëóíêàõ. Ñòðåëêàìè îòìå÷åí ìîìåíò íàíåñåíèÿ
öàðàïèíû. Ïëîùàäü öàðàïèíû çàíèìàëà 20—30% ñóììàðíîé ïëîùàäè 4-õ èçîáðàæåíèé. Óñëîâèÿ ðåãèñòðàöèè òå æå, ÷òî íà ðèñ. 1.



ñòâèÿ áîãàòóþ èíôîðìàöèþ ïðåäîñòàâëÿåò öåéòðà-
ôåðíàÿ (time-lapse) ìèêðîñêîïèÿ [23, 24]. Îäíàêî
ýòîò ïîäõîä íå áûë èñïîëüçîâàí, íàñêîëüêî íàì èçâå-
ñòíî, äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèíàìèêè ðîñòà è ðàçâèòèÿ
ïåðâè÷íîé íåéðîíàëüíîé êóëüòóðû. Íàèáîëåå èíòå-
ðåñíûìè ôåíîìåíàìè, îáíàðóæåííûìè â äàííîé ðà-
áîòå, ÿâëÿþòñÿ:

1) ìíîãîôàçíûé õàðàêòåð èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè
íåéðîíàëüíîé ñåòè â ðàçâèâàþùåéñÿ ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðå;

2) äèíàìèêà ðàçâèòèÿ ìèòîõîíäðèé â ñîìå íåéðî-
íîâ;

3) îñîáåííîñòè çàïîëíåíèÿ çîíû ìåõàíè÷åñêîãî
ïîâðåæäåíèÿ (öàðàïèíû) àêñîíàìè.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ áûëà âûáðàíà ïåðâè÷íàÿ êóëü-
òóðà ãðàíóëÿðíûõ êëåòîê ìîçæå÷êà, êîòîðàÿ îòëè÷à-
åòñÿ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì îäíîòèïíûõ íåéðîíîâ è
íèçêîé äîëåé àñòðîöèòîâ (íå áîëåå 10% îò îáùåãî
êîëè÷åñòâà êëåòîê; [25]). Áëàãîäàðÿ ýòîìó, ìîæíî
áûëî ïîëó÷èòü ôàçîâî-êîíòðàñòíûå èçîáðàæåíèÿ

íåéðîíîâ è íåéðèòîâ äîñòàòî÷íî âûñîêîãî êà÷åñòâà è
ïðîñëåäèòü ðàçâèòèå íåéðîíàëüíîé ñåòè.

Â ïðîöåññå ðîñòà íåéðèòîâ ìîæíî âûäåëèòü òðè
ôàçû (ðèñ. 1): ôàçó áûñòðîãî ðîñòà, êîòîðàÿ äëèòñÿ
ïåðâûå 3 ñóò. ðàçâèòèÿ êóëüòóðû è ÿâëÿåòñÿ, î÷åâèä-
íî, ïåðâîé ñòàäèåé óñòàíîâëåíèÿ ìåæíåéðîííûõ êîí-
òàêòîâ. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî èìåííî ýòè íåéðèòû ñòà-
íîâÿòñÿ àêñîíàìè. Íà ïîäîáíóþ âîçìîæíîñòü óêàçû-
âàåò òî, ÷òî â ýòî æå âðåìÿ íà÷èíàåòñÿ ðàñïðîñòðàíå-
íèå èç íåïîâðåæäåííîé çîíû â íàïðàâëåíèè öàðàïè-
íû íåéðèòîâ, êîòîðûå, ñóäÿ ïî èõ äëèíå, ÿâëÿþòñÿ
àêñîíàìè (ðèñ. 6). Áûñòðàÿ ôàçà ðîñòà íåéðèòîâ ñìå-
íÿåòñÿ ôàçîé ìåäëåííîãî ðîñòà è îáóñëîâëåíà, ïî-âè-
äèìîìó, îáðàçîâàíèåì áîëåå êîðîòêèõ, íî ìíîãî÷èñ-
ëåííûõ äåíäðèòîâ. Ýòà ôàçà çàâåðøàåòñÿ â êóëüòóðå
ãðàíóëÿðíûõ íåéðîíîâ ìîçæå÷êà êðûñû íà 6—8 ñóò.
ïîñëå ïîñàäêè.

Íåîæèäàííûì îêàçàëîñü ñíèæåíèå NL, êîòîðîå
íà÷èíàëîñü â ýòî âðåìÿ (ðèñ. 1). Ñîïîñòàâëåíèå èçîá-
ðàæåíèé ïîêàçàëî, ÷òî âî âðåìÿ ýòîé 3-é ôàçû ñíè-
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Ðèñ. 5. Ñèãíàëû ôëóîðåñöåíòíîãî ïîòåíöèàë-÷óâñòâèòåëüíîãî çîíäà TMRM â êîíòðîëüíîé è ìåõàíè÷åñêè ïîâðåæäåííîé êóëüòóðàõ. (À) Èçîá-
ðàæåíèÿ êîíòðîëüíîé è (Â) ïîâðåæäåííîé êóëüòóðû. (C) Îáùåå êîëè÷åñòâî ôëóîðåñöèðóþùèõ îáúåêòîâ íà åäèíèöó ïîâåðõíîñòè (ÎÑ, 1/ìì2)
è (D) ñðåäíÿÿ ïëîùàäü ôëóîðåñöèðóþùåãî îáúåêòà (ÎÀ, ìêì2). Êðèâûå êîíòðîëüíûõ êóëüòóð ïðåäñòàâëåíû ñèíèìè ëèíèÿìè; êðèâûå êóëüòóð,
ìåõàíè÷åñêè ïîâðåæäåííûõ ÷åðåç 23 ÷àñà ïîñëå ïîñàäêè, ïðåäñòàâëåíû êðàñíûìè ëèíèÿìè. Ìîìåíò íàíåñåíèÿ öàðàïèíû îòìå÷åí ñòðåëêà-
ìè. Óñëîâèÿ ðåãèñòðàöèè, òå æå ÷òî íà ðèñ. 2. Ìàñøòàáíàÿ ïîëîñêà ñîîòâåòñòâóåò 50 ìêì.



æåíèå NL ïðîèñõîäèëî íå â ðåçóëüòàòå óìåíüøåíèÿ
ñóììàðíîé äëèíû íåéðèòîâ, à èõ îáúåäèíåíèÿ â ïó÷-
êè. Äèàìåòð ïó÷êîâ ïðåâûøàë 1 ìêì, è ïîýòîìó ïðî-
ãðàììà àíàëèçà èçîáðàæåíèé óäàëÿëà èõ èç ïàðàìåòðà
NL, ïðèñîåäèíÿÿ ê ïàðàìåòðó ÑÂÀ, êîòîðûé îòðà-
æàåò ïëîùàäü òåë íåéðîíîâ è èõ êëàñòåðîâ. Îáúåäè-
íåíèå íåéðèòîâ â ïó÷êè íàáëþäàëè óæå â ðàííèõ èñ-
ñëåäîâàíèÿõ ïåðâè÷íûõ íåéðîíàëüíûõ êóëüòóð ñ ïðè-
ìåíåíèåì îïòè÷åñêîé ìèêðîñêîïèè [26, 27].

Èçìåíåíèÿ ÑÂÀ òàêæå èìåëè 3-ôàçíûé õàðàêòåð,
íî áûëè áîëåå ìîíîòîííûìè ïî ñðàâíåíèþ ñ èçìåíå-
íèÿìè NL è âîçðàñòàëè â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè íà-
áëþäåíèÿ (ðèñ. 1). Èíòåðâàëû âðåìåíè, êîãäà ïðîèñ-
õîäèëà ñìåíà ôàç, ïðàêòè÷åñêè ñîâïàäàëè äëÿ êðèâûõ
NL è ÑÂÀ (ðèñ. 1, Å), óêàçûâàÿ íà òåñíóþ âçàèìî-
ñâÿçü äëèíû íåéðèòîâ ñ ðàçìåðàìè è âçàèìíûì ðàñ-
ïîëîæåíèåì òåë íåéðîíîâ. Ñîïîñòàâëåíèå âçàèìíîãî
ðàñïîëîæåíèÿ ñîìû íåéðîíîâ â ðàçíîå âðåìÿ ïîêàçû-
âàåò, ÷òî òåëà íåéðîíîâ çàìåòíî ïåðåìåùàëèñü, îñî-
áåííî â ïåðâóþ íåäåëþ, êîãäà íåéðèòû àêòèâíî ðîñëè
(ðèñ. 1, 2 è 5).

Ðàçâèòèå êóëüòóðû òðåáóåò âûñîêèõ çàòðàò ýíåð-
ãèè íà ñèíòåç êîìïîíåíòîâ êëåòêè è ïîääåðæàíèå
èîííîãî ãîìåîñòàçà. Â íåéðîíàõ îñíîâíûì ïðîèçâî-
äèòåëåì ÀÒÔ ÿâëÿþòñÿ ìèòîõîíäðèè, ïîýòîìó îäíî-
âðåìåííî ñ èçìåíåíèåì ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ
íåéðîíîâ, îòñëåæèâàëñÿ ðîñò ��m, ïóòåì èçìåðåíèÿ
íàêîïëåíèÿ â íåéðîíàõ ìèòîõîíäðèàëüíîãî çîíäà
TMRM [15, 16, 18].

Ïåðâûå 3 ñóò. èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
TMRM ñîñòàâëÿëà ëèøü �5% îò ìàêñèìàëüíîé
(ðèñ. 2, Å). Ñîâìåùåíèå ôëóîðåñöåíòíûõ è ôàçî-
âî-êîíòðàñòíûõ èçîáðàæåíèé ïîêàçûâàåò, ÷òî
ê �70-ìó ÷ ñâåòèòñÿ �50% ñîìû. Âåðîÿòíî, êîëè÷å-
ñòâî ìèòîõîíäðèé â òåëå íåéðîíîâ åùå çíà÷èòåëüíî
íèæå òîãî, êîòîðîå äîñòèãàåòñÿ â çðåëîé êóëüòóðå
(10 ñóò. è áîëåå). Î÷åâèäíî, â ïåðâûå 70 ÷ â êëåòêå
ìàëî ìèòîõîíäðèé è ��m åùå íåäîñòàòî÷íî âûñîê,
÷òîáû îáåñïå÷èòü ñèíòåç ÀÒÔ íà óðîâíå, íåîáõîäè-
ìîì äëÿ ðàçâèòèÿ íåéðîíàëüíîé ñåòè. Ñíàáæåíèå
ýíåðãèåé ýòîé ôàçû ðàçâèòèÿ íåéðîíàëüíîé ñåòè ïî-
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Ðèñ. 6. Ðàçâèòèå íåéðèòîâ (âåðîÿòíåå âñåãî, àêñîíîâ) â çîíå öàðàïèíû. ×èñëà íà èçîáðàæåíèÿõ óêàçûâàþò âðåìÿ ðåãèñòðàöèè èçîáðàæåíèÿ
ñ ìîìåíòà ïîñàäêè êóëüòóðû. Íàêîíå÷íèê ñòðåëîê (ãîëóáîãî öâåòà) óêàçûâàåò íà íåéðîíû â çîíå öàðàïèíû, êîòîðûå ñîõðàíèëèñü ïðè íàíåñå-
íèè öàðàïèíû è ñìîãëè îáðàçîâàòü êîðîòêèå íåéðèòû. Ñòðåëêè (æåëòîãî öâåòà) óêàçûâàþò íà ðàñòóùèå àêñîíû, ïðèíàäëåæàùèå íåéðîíàì
íà ãðàíèöå öàðàïèíû. Ìàñøòàáíàÿ ïîëîñêà ñîîòâåòñòâóåò 100 ìêì.



êðûâàåòñÿ, âåðîÿòíî, çà ñ÷åò ãëèêîëèçà. Îáåñïå÷åíèå
ÀÒÔ çà ñ÷åò ãëèêîëèçà íàáëþäàëè â ïåðâè÷íîé íåé-
ðîíàëüíîé êóëüòóðå, ïðèãîòîâëåííîé èç ãèïïîêàìïà
ýìáðèîíîâ êðûñû [13].

Èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëà TMRM íà÷èíàëà óâåëè-
÷èâàòüñÿ íà 4-å ñóò., êîãäà óæå çàâåðøèëàñü ïåðâàÿ
ôàçà ðîñòà ÑÂÀ (ðèñ. 1, Å). Íåñìîòðÿ íà áûñòðûé
ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè TMRM, ñðåäíÿÿ
ïëîùàäü ôëóîðåñöèðóþùèõ îáúåêòîâ óâåëè÷èâàëàñü
íåçíà÷èòåëüíî (ðèñ. 2, Å). Âåðîÿòíî, â ýòîò âðåìåí-
íîé èíòåðâàë (70—140 ÷) ïðîèñõîäèë áûñòðûé ðîñò
��m áåç ñóùåñòâåííîãî óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà ìèòî-
õîíäðèé â ñîìå íåéðîíîâ. Çàòåì â èíòåðâàëå
140—300 ÷ ñèòóàöèÿ èçìåíèëàñü íà ïðîòèâîïîëîæ-
íóþ — ïîòåíöèàë ñòàë ðàñòè ìåäëåííåå, à îáðàçîâà-
íèå íîâûõ ìèòîõîíäðèé è/èëè óâåëè÷åíèå èõ ñðåäíå-
ãî îòíîñèòåëüíîãî ðàçìåðà (ïàðàìåòð ÎÀ) óñêîðÿ-
ëîñü (ðèñ. 2, Å). Íà÷èíàÿ ñ �300-ãî ÷ è äî îêîí÷àíèÿ
ýêñïåðèìåíòà, èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëà TMRM (ïàðà-
ìåòð ÎÑ) ñòàáèëèçèðîâàëàñü íà ìàêñèìàëüíîì óðîâ-
íå, à ÎÀ ïðîäîëæàë ðàñòè. Îðãàíåëëû ñîñðåäîòî÷è-
âàëèñü â ïåðèíóêëåàðíîé çîíå, à òàêæå â àêñîíàëüíûõ
õîëìèêàõ è âîçëå ìåñò îòõîæäåíèÿ äåíäðèòîâ îò ñîìû
(ðèñ. 2, À — D), çàâåðøàÿ ôîðìèðîâàíèå òèïè÷íîé
ëîêàëèçàöèè ìèòîõîíäðèé âíóòðè òåëà íåéðîíà [17,
28, 29].

Äàííûå ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ïîêàçûâà-
þò, ÷òî íèçêèå êîíöåíòðàöèè TMRM (20 íÌ) ïî-
çâîëÿþò ïîëó÷èòü íîâóþ èíôîðìàöèþ î ðàçâèòèè ìè-
òîõîíäðèé â òå÷åíèå ñîòåí ÷àñîâ íåïðåðûâíîãî íà-
áëþäåíèÿ çà êóëüòóðîé. Îäíàêî íåîáõîäèìî ó÷èòû-
âàòü, ÷òî âñå ìèòîõîíäðèàëüíûå ïîòåíöèàë-÷óâñòâè-
òåëüíûå çîíäû ÿâëÿþòñÿ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûìè
ìîëåêóëàìè è, äèôôóíäèðóÿ èç öèòîçîëÿ â ìàòðèêñ
ñêâîçü âíóòðåííþþ ìåìáðàíó ìèòîõîíäðèé, ñïîñîá-
íû ïîíèæàòü ��m [19]. Ïîýòîìó ìû ïðîâåðèëè âëè-
ÿíèå TMRM íà ðàçâèòèå íåéðîíàëüíîé ñåòè, ñîïî-
ñòàâèâ ìîðôîëîãèþ êîíòðîëüíûõ è îêðàøåííûõ
TMRM êóëüòóð. Îêàçàëîñü, ÷òî TMRM íå âëèÿë
íà 3-ôàçíûé õàðàêòåð êðèâûõ NL è ÑÂÀ, íî çàìåä-
ëÿë ðàçâèòèå ñåòè íåéðèòîâ, íà÷èíàÿ ñ �70-ãî ÷
(ðèñ. 3, À). Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî
ìåäëåííàÿ ôàçà ðîñòà íåéðèòîâ è îáúåäèíåíèå èõ
â ïó÷êè ìîæåò òîðìîçèòüñÿ äàæå ïðè íåáîëüøîì ñíè-
æåíèè ��m, åñëè îíî äëèòåëüíîå.

Ïåðâè÷íûå êóëüòóðû íåéðîíîâ íåîäíîêðàòíî èñ-
ïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìîäåëè ïðè èññëåäîâàíèè ìî-
ëåêóëÿðíî-êëåòî÷íûõ ìåõàíèçìîâ, ðàçâèâàþùèõñÿ
ïðè òðàâìå íåéðîíàëüíîé ñåòè. Îäíàêî âî âñåõ èçâå-
ñòíûõ íàì ñëó÷àÿõ ìåõàíè÷åñêîå ïîâðåæäåíèå íàíî-
ñèëè òîãäà, êîãäà:

1) ñåòü óæå ïîëíîñòüþ ðàçâèëàñü;
2) äèíàìèêó èçìåíåíèé ðåãèñòðèðîâàëè â 3—4 âðå-

ìåííûõ òî÷êàõ ÷åðåç íåñêîëüêî ñóòîê ïîñëå òðàâìû.

Â äàííîì èññëåäîâàíèè öàðàïèíà áûëà íàíåñåíà
÷åðåç 23 ÷ ïîñëå ïîñåâà êóëüòóðû, êîãäà ôîðìèðîâà-
íèå ñåòè íåéðèòîâ áûëî â ñàìîé íà÷àëüíîé ñòàäèè è
äèíàìèêó ðàçâèòèÿ êîíòðîëüíîé è òðàâìèðîâàííîé
êóëüòóð çàïèñûâàëè ñ èíòåðâàëîì 20 ìèí â òå÷åíèå
2,5 íåä. Âûáîð ñòîëü ðàííåãî ýòàïà ðàçâèòèÿ êóëüòó-
ðû äëÿ íàíåñåíèÿ öàðàïèíû îáóñëîâëåí òåì, ÷òî íàñ
èíòåðåñîâàëî:

1) ÷óâñòâèòåëüíû ëè âûæèâøèå êëåòêè ê ïîñëåä-
ñòâèÿì ãèáåëè ñâîèõ ñîñåäåé íà ñàìûõ ðàííèõ ýòàïàõ
ðàçâèòèÿ êóëüòóðû, êîãäà íåéðîíàëüíàÿ ñåòü åùå íå
ñôîðìèðîâàëàñü;

2) ìîãóò ëè íåéðîíû èç íåïîâðåæäåííîé îáëàñòè,
åùå íå îáðàçîâàâøèå ñèíàïñîâ ñ äðóãèìè íåéðîíàìè,
ïåðåìåùàòüñÿ â ïîâðåæäåííóþ çîíó è ôîðìèðîâàòü
òàì íåéðîíàëüíóþ ñåòü.

Õîòÿ êðèâàÿ ÑÂÀ òðàâìèðîâàííîé êóëüòóðû ðàñ-
ïîëîæåíà íèæå êîíòðîëüíîé êðèâîé, îáùèé ïðîôèëü
êðèâûõ èäåíòè÷åí (ðèñ. 4, Â). Ýòî óêàçûâàåò íà òî,
÷òî â íåïîâðåæäåííîé çîíå òðàâìèðîâàííîé êóëüòóðû
íåéðîíû ðàçâèâàëèñü òàê æå, êàê è â êîíòðîëüíîé
êóëüòóðå. Îá ýòîì æå ñâèäåòåëüñòâóåò è ñîïîñòàâëå-
íèå ôëóîðåñöåíòíûõ èçîáðàæåíèé è ãðàôèêîâ êîíòðî-
ëüíîé è ìåõàíè÷åñêè ïîâðåæä¸ííîé êóëüòóð (ðèñ. 5).
Ñðåäíèé ðàçìåð ôëóîðåñöèðóþùèõ îáúåêòîâ â êîíò-
ðîëüíîé è òðàâìèðîâàííîé êóëüòóðàõ íå îòëè÷àëèñü íà
ïðîòÿæåíèè âñåãî ýêñïåðèìåíòà (ðèñ. 5, D).

Â çîíå öàðàïèíû óäàåòñÿ îáíàðóæèòü íåéðîíû, êî-
òîðûå íå òîëüêî íå ïîãèáëè, íî è íå óòðàòèëè ñïîñîá-
íîñòü îáðàçîâûâàòü íåéðèòû (ðèñ. 6). Öåéòðàôåðíàÿ
ñúåìêà äåìîíñòðèðóåò, ÷òî íåêîòîðûå èç ýòèõ íåéðî-
íîâ ñïîñîáíû ïåðåìåùàòüñÿ íà ðàññòîÿíèÿ, â ðàçû
ïðåâûøàþùèå ðàçìåð èõ ñîìû. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî
àêñîíû íåéðîíîâ èç ïîãðàíè÷íîé ñ öàðàïèíîé çîíû
óñòàíàâëèâàþò êîíòàêòû ïðåæäå âñåãî ñ òåìè íåéðîíà-
ìè â çîíå öàðàïèíû, êîòîðûå èìåëè ñîáñòâåííûå íåé-
ðèòû, ïóñòü äàæå êîðîòêèå. Âîçìîæíî, ÷òî óöåëåâøèå
â çîíå öàðàïèíû íåéðîíû èëè èõ íåéðèòû âûäåëÿëè
«àòòðàêòàíòû», êîòîðûå ïðèâëåêàëè àêñîíû èç íåïî-
âðåæäåííîé îáëàñòè. Òàêèì «àòòðàêòàíòîì» ìîæåò
áûòü òðàñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà TGF-b1, àâòî-
è ïàðàêðèííîå âëèÿíèå êîòîðîãî íà ðåãåíåðàöèþ íåé-
ðèòîâ â ìåõàíè÷åñêè òðàâìèðîâàííîé ïåðâè÷íîé êóëü-
òóðå íåéðîíîâ áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî â [30, 31].

Â çàêëþ÷åíèå îòìåòèì, ÷òî íåïðåðûâíûé îïòè÷å-
ñêèé ìîíèòîðèíã ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü óíèêàëüíóþ èí-
ôîðìàöèþ î ðàçíûõ ñòàäèÿõ ðàçâèòèÿ íåéðîíàëüíîé
êóëüòóðû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îòñëåæèâàëè ìîðôîëî-
ãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ êóëüòóðû ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîí-
òðàñòíûõ èçîáðàæåíèé è ôëóîðåñöåíòíûå ñèãíàëû ïî-
òåíöèàë-÷óâñòâèòåëüíîãî ìèòîõîíäðèàëüíîãî çîíäà
TMRM. Ýòî ïîçâîëèëî ñâÿçàòü ðàçëè÷íûå ôàçû èç-
ìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè íåéðîíàëüíîé ñåòè ñ íàêîïëåíèåì
ìèòîõîíäðèé â ñîìå íåéðîíîâ è ðîñòîì ��m.
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