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ПОЛУЧЕНИЕ ЗРЕЛЫХ ФУНКЦИОНАЛЬНО АКТИВНЫХ НЕЙРОНОВ 
ЧЕЛОВЕКА НА МИКРОГЕЛЕВЫХ ЧАСТИЦАХ, СОЗДАННЫХ 
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Известно, что после трансплантации в организм клеточного материала без матрикса-носителя
большинство клеток погибает в короткие сроки из-за отсутствия условий для их дифференцировки
и пролиферации. Поэтому для длительного и полноценного функционирования вводимых клеток
необходимо наличие в этих системах биодеградируемого и биосовместимого трехмерного матрикса.
Нами ранее на культурах клеток и животных организмах при использовании матриксов из
рекомбинантных спидроинов показана их нетоксичность, высокая биосовместимость, способность
к поддержанию роста клеток, к медленной биорезорбции в организме животных. В настоящей ра-
боте в качестве матрицы для нейрональной дифференцировки индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток человека были использованы микрогелевые частицы на основе рекомбинантного
спидроина rS1/9. Дифференцированные на микрогеле нейроны представляют собой гетерогенную
популяцию, обогащенную дофаминергическими нейронами с развитыми синапсами. Полученные
нейроны проявляют спонтанную активность и экспрессируют потенциал-чувствительные каналы,
что свидетельствует в пользу их функциональной зрелости.
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Трехмерные аналоги внеклеточных матриксов
(ВКМ) на основе композиционных и полимер-
ных материалов находят широкое применение в
исследованиях клеток, регенеративной медицине
и создании лекарств [1]. Разработка новых техно-
логий получения матриксов с комплексом задан-
ных свойств является ключевой задачей для полу-

чения нейрональных клеток нужной морфологии
и функциональной принадлежности. Механиче-
ские характеристики 2D- или 3D-платформ вли-
яют на развитие и функциональность культиви-
руемых клеток [2], изменения в них считываются
клеточными рецепторами, что приводит к запус-
ку каскадов реакций, в конечном итоге определя-
ющих экспрессию генов и распределение сиг-
нальных биомолекул [1, 3].

Фиброин шелка и шелк пауков считаются од-
ними из многообещающих материалов, исполь-
зуемых для инженерии нервной ткани. Они обла-
дают уникальным сочетанием физико-химических
свойств и биологической активности, обеспечива-
ющих их биосовместимость и высокую регенера-
тивную активность [4, 5]. Рекомбинантные спидро-

Список сокращений: ВКМ – внеклеточный матрикс; ДА –
дофаминергические нейроны; ИПСК – индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки; МКГ – микрогель;
ПФА – параформальдегид; РС – рекомбинантные спидро-
ины; СЭМ – сканирующая электронная микроскопия;
ЦНС – центральная нервная система, SR – заменитель
сыворотки, FGF8 – фактор роста фибробластов 8, В-27 –
бессывороточная добавка для нейрональных клеток, Shh –
фактор для нейрональной дифференцировки, tubb-общий
нейрональный маркер, DAPI – ядерный краситель.

УДК 604

МЕДИЦИНСКАЯ БИОТЕХНОЛОГИЯ



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 39  № 2  2023

ДИФФЕРЕНЦИРОВКА НЕЙРОНОВ НА МИКРОГЕЛЯХ ИЗ СПИДРОИНА 43

ины (РС) rS1/9 и rS2/12 – аналоги белков каркасной
нити паутины пауков-кругопрядов, разработанные
в ГосНИИгенетике, обладают необходимыми фи-
зико-химическими и биологическими свойства-
ми для создания 2D- и 3D-матриксов для культиви-
рования нейральных клеток: высокой упругостью,
амфифильностью, способностью к самосборке и
электропрядению, биосовместимостью и могут
быть модифицированы генно-инженерным пу-
тем различными биологически активными пеп-
тидами [6].

На основе РС нами были разработаны надмо-
лекулярные формы, такие как нетканый матери-
ал, прозрачные пленки, высокопористые 3D мат-
риксы, гидрогели и микрогели, которые характе-
ризовались наличием спонтанно образованных
нано- и микропор, положительным зарядом во
всем диапазоне физиологических значений рН и
способностью к регулируемой биорезорбции в
организме, коррелирующей со скоростью роста
новой функционирующей ткани [7]. В результате
токсикологических исследований было установ-
лено, что изделия из РС в виде гидрогеля и мик-
рогеля являются безвредными средствами и не
обладают раздражающим и сенсибилизирующим
действиями [8].

Кроме того, 18 повторов последовательности
GRGGL, которые узнаются нейральными клет-
ками и способствуют их активации [9], содержат-
ся в РС rS1/9, вследствие чего он оказался наиболее
подходящим для взаимодействия с нейрональными
тканями. При имплантации в головной и спинной
мозг макак-резусов нетканого анизотропного
матрикса на основе РС rS1/9 и rS2/12, содержа-
щего прямо репрограммированные клетки-пред-
шественники (drNPC) человека, они выживали в
течение 3-х месяцев после пересадки и диффе-
ренцировались в нейроны [10].

Нетканый матрикс на основе РС rS1/9 эффек-
тивно направлял рост аксонов и миграцию Шван-
новских клеток, а также способствовал росту аор-
ты и миграции гладкомышечных и эндотелиаль-
ных клеток [11]. Это указывает на способность
РС, в частности rS1/9, индуцировать неоиннерва-
цию и неоангиогенез, что является важнейшим
фактором быстрой регенерации тканей после по-
вреждения.

Технология человеческих индуцированных
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) пред-
лагает уникальный ресурс для получения широ-
кого спектра клеточных культур, где особое место
занимают нейрональные популяции клеток. Од-
нако точное моделирование любой ткани невоз-
можно без воссоздания трёхмерной микроархи-
тектуры. Есть примеры выращивания нейронов
центральной нервной системы (ЦНС) на анизо-
тропных каркасах [12], пористых микрорешетках

[13], трехмерных биопечатных субстратах [14], на
покрытиях на основе РС [15].

В то же время известно, что мозг является од-
ним из самых мягких органов и ведет себя как по-
ровязкоупругий материал, благодаря высокому
содержанию воды (73–85% от общей массы) [16].
Поэтому весьма перспективным представляется
использование для культивирования нейрональ-
ных клеток и регенерации нервных тканей гидро-
гелей, обладающих схожими с тканями мозга
свойствами (показателями упругости, модуля, со-
держания воды) [17]. Из гидрогеля путем физиче-
ского дробления можно приготовить суспензию
микрогелевых (МКГ) частиц, которые, обладая
всеми свойствами гидрогеля, могут быть фракци-
онированы по размеру (от 50 до 300–400 мкм) и
по сравнению с исходным гидрогелем имеют зна-
чительно большее отношение поверхности к объ-
ему, что позволяет адгезироваться на них намно-
го большему количеству клеток.

Возможность использования МКГ на основе
РС rS1/9 для регенерации тканей ЦНС была про-
демонстрирована при введении суспензии таких
частиц в зону индуцированного инсульта у мы-
шей, что приводило к выраженному увеличению
скорости пролиферации и выживаемости стволо-
вых клеток-предшественников в зоне зубчатой
извилины, расположенной на расстоянии от зо-
ны травмы [18].

В литературе имеются публикации, посвящен-
ные использованию гидрогелей на основе синте-
тических и природных полимеров и фиброина
шелка для культивирования нейрональных кле-
ток и регенерации нервных тканей, в основном
для периферийных нервов [19], однако отсутству-
ют публикации, посвященные использованию
МКГ на основе РС для культивирования и диф-
ференцировки нейрональных клеток ЦНС.

Целью настоящей работы было проведение ис-
следований возможности получения зрелых функ-
ционально активных нейронов, дифференци-
рованных из ИПСК человека, на трехмерном мат-
риксе в виде МКГ, полученных на основе РС rS1/9.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Получение МКГ

Получение биомассы дрожжей-продуцентов, а
также выделение и очистку РС rS1/9 проводили
по ранее опубликованному протоколу [20]. Очи-
щенные белки замораживали и лиофилизовали.
Образцы гидрогеля получали из 3%-ного раство-
ра высокоочищенного РС rS1/9 в 10%-ном хлори-
де лития (VWR International LLC, США) в 90%-
ной муравьиной кислоте (PanReac, США) как
описано ранее [21], с последующим диализом
против деионизованной воды с пятью сменами в
течение 24 ч. Затем для инициации гелеобразова-
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ния к раствору белка добавляли MgCl2 (Sigma,
США) до конечной концентрации 2 мМ и инку-
бировали при 30°С в течение приблизительно 24 ч
до формирования гидрогеля. МКГ получали пу-
тем физического измельчения гидрогеля с помо-
щью сита с размером ячеек 200 мкм. Полученные
микроносители представляли собой гетерогенную
смесь частиц МКГ диаметром от 50 до 300 мкм с
преобладанием частиц размером 50–150 мкм.

Анализ морфологии поверхности МКГ
Подготовку МКГ к сканирующей электрон-

ной микроскопии (СЭМ) проводили по стандарт-
ному протоколу. В частности, микрочастицы
фиксировали в течение ночи с использованием
2.5%-ного глутарового альдегида в 0.1 М какоди-
латном буфере рН 7.2 при +4°С. Затем образцы
трижды промывали этим буфером в течение 5 мин с
последующим обезвоживанием в серии растворов
этанола возрастающей концентрации и ацетона
(“Химмед”, Россия). После сушки в критической
точке на установке Hitachi HCP-2 (Hitachi, Ltd.,
Япония) МКГ металлизировали слоем платины
толщиной 20 нм с помощью Ion Coater IB3 (Eiko
Engineering Co., Япония). Полученные образцы
анализировали на микроскопе Camscan S2 (Cam-
bridge Instruments, Великобритания) с разреше-
нием 10 нм и рабочим напряжением –20 кВ.
Изображения получены с помощью программы
MicroCapture (ООО “СМА”, Россия).

Клеточные культуры
В работе были использованы незрелые нейро-

ны человека, дифференцированные из индуци-
рованных плюрипотентных клеток здорового до-
нора, полученные нами ранее [15, 22].

Подготовка культуральной посуды с МКГ
В работе использовали как иммобилизован-

ные, так и свободноплавающие МКГ. В первом
случае МКГ в концентрации 150–200 частиц на
100 мкл дистиллированной воды наносили на
конфокальную чашку Петри с 13 мм стеклянной
вставкой (SPL Life Sciences, Корея). Для одной
чашки использовали 100 мкл суспензии МКГ.
Чашки инкубировали 30–40 мин в ламинарном
шкафу и удаляли не связавшиеся частицы, остав-
ляя немного влажным дно чашки. Чашку при-
крывали крышкой и подсушивали в ламинаре в
течение 10–15 мин, затем трехкратно промывали
2 мл дистиллированной воды. За 48 ч до исполь-
зования в чашку вносили 2 мл среды DMEM
(“ПанЭко”, Россия) и оставляли на ночь в СО2-
инкубаторе. На следующий день максимально от-
бирали всю среду и вносили 2 мл среды для диффе-
ренцировки I типа следующего состава: Neurobasal

Medium (Gibco, США) с добавлением 50 ед/мл пе-
нициллин-стрептомицина (“ПанЭко”), 2% (от
общего объема) заменителя сыворотки SR (Gib-
co), 1% B-27 (Gibco,), 2 mM глутамина (ICN Bio-
medicals, США), 1% (от общего объема) смесь ами-
нокислот (“ПанЭко”), 100 нг/мл Shh (Miltenyi Bio-
tec, Германия), 100 нг/мл FGF8 (PeproTech, США),
10 мкМ пурморфамина (Sigma-Aldrich, США) и
оставляли на ночь в СО2-инкубаторе. За 2 ч до по-
сева клеток среду отбирали и вносили в отверстие
со стеклянной вставкой 100 мкл свежей среды для
дифференцировки I типа с добавлением 5 мкМ
ROCK-ингибитора (Stemolecule Y27632; Stemgent,
США).

Для получения свободноплавающих частиц
МКГ в лунку 96-луночного планшета вносили сус-
пензию в концентрации 150–200 частиц на 100 мкл
дифференцировочной среды I типа с добавлени-
ем 5 мкМ ROCK-ингибитора.

Посев незрелых нейронов человека на МКГ

Незрелые нейроны культивировали на чашках
Петри, предварительно покрытых матригелем
(Corning Lif Sciences, США) в дифференцировоч-
ной среде I типа. Клетки на 9 сутки культивирова-
ния снимали с подложки с помощью 0.05% трип-
сина (Gibco). Действие фермента инактивировали
добавлением 1 мл среды DMEM (“ПанЭко”) с 10%
эмбриональной телячьей сыворотки (Hyclone,
США). Клетки центрифугировали 5 мин при 200 g
(СИА, ЭЛМИ, Латвия), сливали надосадочную
жидкость и вносили 1 мл дифференцировочной
среды I типа с добавлением 5 мкМ ROCK-инги-
битора (Stemolecule Y27632; Stemgent). Из лунки
96-луночного планшета с иммобилизованными
МКГ отбирали 50 мкл среды и вносили 50 мкл
суспензии клеток из расчета 300 тыс. клеток/лун-
ку. Для посева на иммобилизованный на чашках
МКГ использовали 100–150 тыс. клеток на чаш-
ку. На следующий день среду меняли на диффе-
ренцировочную II типа следующего состава:
DMEM/F12 (Gibco), 2% заменитель сыворотки
(Gibco), 1% B-27 добавка (Gibco), 2 мМ глутамин
(ICN Biomedicals), 1% (от общего объема) смесь
аминокислот (“ПанЭко”), 50 ед/мл пенициллин-
стрептомицин (“ПанЭко”), 20 нг/мл BDNF (Pe-
proTech, США), 20 нг/мл GDNF (PeproTech),
200 мкМ аскорбиновая кислота (“ПанЭко”) и
4 мкМ форсколина (Stemgent, США) и культиви-
ровали в течение 14 сут. Смену среды осуществля-
ли первые 7 дней через день, далее ежедневно.
После окончания дифференцировки клетки фик-
сировали с помощью 4%-ного параформальдеги-
да (ПФА) (Sigma-Aldrich), и окрашивали специ-
фическими антителами согласно методике, опи-
санной ранее [15].

Список антител, использованных в работе:
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Первичные антитела: мышиные Anti- tubb,
(AB 7751, Abcam, Великобритания), 1 : 2000; кро-
личьи Anti-Syn, (S193, Sigma), 1 : 1000; кроличьи
Anti-SLC1A3, (MBS178459, MyBioSource, США),
1 : 100; кроличьи Anti-TH, (AB112, Abcam), 1 : 1000;
кроличьи Anti-CHAT, (A13244, ABclonal, США),
1 : 70. Вторичные антитела: козьи анти-мышиные
AlexaFluor 488, (А11001) 1/2000 и козьи анти-кроли-
чьи AlexaFluor 546, (А11010), 1/2000 (Invitrogen,
США).

Функциональная характеристика нейронов 
с помощью кальциевого имиджинга

Для измерения функциональной активности
нейронов использовали конфокальные чашки
Петри с 13 мм стеклянной вставкой (SPL Life Sci-
ences) с иммобилизованным МКГ. В данных экс-
периментах применяли мембрано-проницаемый
Ca2+-индикатор (рабочая концентрация 10 мкM)
Fluo-4 AM (Thermo Fisher Scientific, США). Окра-
шивание клеток осуществляли в ростовой среде.
После окрашивания клетки промывали двумя
сменами среды и инкубировали дополнительно
15 мин в CO2-инкубаторе при 37°С. После этого
осуществляли видеосъемку в течение 10 мин.

Для регистрации кальциевых токов, вызван-
ных деполяризацией мембраны, в среду для мик-
роскопии был добавлен раствор KCl до финаль-
ной концентрации 50 mM. Прижизненная съемка
окрашенных культур проводилась c помощью ин-
вертированного микроскопа ADF I350B (Нидер-
ланды) оснащенного 20X объективом.

Получение криосрезов на замораживающем 
микротоме-криостате

Нейроны, дифференцированные на свобод-
ноплавающих частицах МКГ, по окончании диф-
ференцировки фиксировали 4% ПФА в течение
30 мин. Зафиксированный образец помещали в
пластиковую форму и заливали матричной сре-
дой для криотомии Tissue-Tek® OCT Compound
(Sakura Finetek, США). Далее, заливочную форму
с образцом охлаждали над жидким азотом в течение
10 мин. Полученный замороженный блок хранили
при –80°С. Криосрезы осуществляли на замо-
раживающем микротоме-криостате (Microm-
Cryo-StarHM 560, Thermo Fisher Scientific,). Про-
водили серию срезов, которые сразу переносили на
предметное стекло, предварительно обработанное
полилизином L (ICN Biomedicals, США), затем вы-
сушивали при +4°С в течение 2 ч и хранили при –
80°С. Иммуноцитохимическое окрашивание про-
водили согласно методике, описанной ранее [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Структуру поверхности МКГ анализировали с

помощью СЭМ. МКГ представляет собой микро-
частицы со средним размером от 100 до 300 мкм и
ярко выраженной рельефной поверхностью. По-
верхностные элементы МКГ включают микро-
структуры размером от 10 до 30 мкм (рис. 1а).

Незрелые нейроны, полученные из ИПСК че-
ловека, были посеяны на иммобилизованные на
поверхности чашки частицы МКГ для дальней-
шей дифференцировки (рис. 2). Как видно на
рис. 2а, клетки плотным монослоем покрывают
всю внешнюю поверхность МКГ. Нейроны куль-

Рис. 1. (а) Структура МКГ rS1/9. Масштабная шкала 30 мкм; (b) репрезентативная фотография незрелых нейронов на
МКГ через 24 ч после посева. Стрелками обозначены клетки. Масштабная шкала 50 мкм. 
Fig. 1. (a) Structure of the ICG rS1/9. Scale bar 30 μm; (b) representative photograph of immature neurons on MCG 24 h after
seeding. Arrows indicate cells. Scale bar 50 μm.
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тивировали на матриксе в течение 14 сут и к мо-
менту окончания дифференцировки между части-
цами МКГ с нейронами формировались синапти-
ческие связи: нейроны плотно заселяли МКГ и
формировали аксоны, направленные к соседним
частичкам МКГ. Таким образом, на всей поверх-

ности чашки были отмечены многочисленные
связи между отдельно расположенными частич-
ками МКГ.

Для того чтобы оценить миграцию клеток не-
посредственно внутрь МКГ, использовали крио-
срезы дифференцированных на нeм нейронов.

Рис. 2. Нейроны, дифференцированные в течение 14 сут на МКГ. (а) белыми стрелками обозначены частички МКГ с
нейронами; зелеными – пучки аксонов; масштабная шкала 200 мкм; (b) иммуноцитохимическое окрашивание пучка
аксонов антителами против tubb; масштабная шкала 50 мкм. 
Fig. 2. Neurons differentiated within 14 days on MCG. (a) White arrows indicate MCG particles with neurons; green – bundles of
axons; scale bar 200 μm; (b) immunocytochemical staining of the axon bundle with antibodies against tubb, scale bar 50 μm.

ba

Рис. 3. Криосрез МКГ с дифференцированными нейронами. Окрашивание ядерным красителем DAPI. Масштабная
шкала 200 мкм. 
Fig. 3. Cryosection of MCG with differentiated neurons. Stained with nuclear dye DAPI. Scale bar 200 μm.
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Из анализа серии криосрезов следует, что нейро-
ны преимущественно не мигрируют вглубь МКГ,
а располагаются либо на его поверхности, либо на
незначительной глубине (рис. 3).

При нейрональной дифференцировке клеток
из ИПСК была получена гетерогенная популяция
нейронов. Для того чтобы обогатить эту популя-
цию определенным типом нейронов, применяют
разные протоколы [23]. В своей работе мы ис-
пользовали протокол дифференцировки для по-
лучения дофаминергических (ДА) нейронов (см.
радел Условия эксперимента). После заверше-
ния нейрональной дифференцировки клетки
были окрашены антителами к нейронам разной
ергичности. Было показано, что в культуре пре-
имущественно присутствуют ДА нейроны, а так-
же, в небольшом количестве, холинергические и
гамкергические нейроны, при этом не было обна-
ружено глутаматергических нейронов (рис. 4).

В процессе дифференцировки на МКГ в ней-
ронах происходит изменение экспрессии ключевых
нейронспецифичных генов: начинают синтезиро-

ваться белки, ответственные за аксоно- и синапто-
генез, а также систем транспорта нейротрансмит-
теров. Синапсины относятся к семейству нейрон-
специфических фосфопротеинов (SYN1-3), при-
сутствующих в большинстве синапсов, где они
участвуют в регуляции синаптогенеза и высвобож-
дении нейротрансмиттеров. Синапсины 1 и 2, ос-
новные изоформы SYN во взрослом мозге, демон-
стрируют частично перекрывающиеся функции, а
дефекты обеих изоформ связаны с эпилепсией и
аутистическим поведением у мышей [24]. Все ней-
роны, дифференцирующиеся на МКГ, окрашива-
лись антителами к синаптическому белку (SYN)
и демонстрировали выраженный синаптогенез
(рис. 4).

Созревание нейронов сопровождается услож-
нением их морфологии в связи с ростом и арбо-
ризацией нейритов, активным синаптогенезом, а
также образованием функционально активных
ионных каналов [25]. Ионные каналы обеспечи-
вают формирование мембранного потенциала
покоя, возбудимость, а также активную или пас-

Рис. 4. Иммуноцитохимическое окрашивание антителами против CHAT (маркер холинергических нейронов),
SLC1A3 (маркер глутаматергических нейронов), TH (маркер ДА нейронов), SYN (синапсин), tubb (общий нейрональ-
ный маркер) и ядерным красителем DAPI. Масштабная шкала 50 мкм. 
Fig. 4. Immunocytochemical staining with antibodies against CHAT (marker for cholinergic neurons), SLC1A3 (marker for glu-
tamatergic neurons), TH (marker for DA neurons), SYN (synapsin), tubb (common neuronal marker), and nuclear stain DAPI.
Scale bar 50 μm.
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сивную деполяризацию нервных клеток. Актив-
ность ионных каналов приводит к генерации и
распространению потенциала действия в нейро-
нах, необходимых для передачи возбуждающих и
тормозных импульсов. Экзоцитоз синаптических
везикул с выделением медиатора и его взаимо-
действие с рецепторами постсинаптической мем-
браны, осуществление передачи информации с
одной нервной клетки на другую также зависят от
функционирования ионных каналов. Физиче-
ские изменения, происходящие в клеточной мем-
бране нейрона, приводят к активации потенциал-
зависимых каналов. Примерами таких каналов
являются чувствительные к потенциалу на мем-
бране K-, Na-, Ca-каналы, которые отвечают за
формирование потенциала действия, открываясь
при достижении определенного потенциала на
мембране [26, 27].

Приобретение постмитотическими нейрона-
ми функциональной зрелости зависит от ком-
плекса взаимодействий внутриклеточных сигналь-
ных путей [28]. Было показано, что созреванию
нейронов способствует стимуляция их электри-
ческой активности [29], активация рецепторов
нейротрансмиттеров [30], совместное культиви-
рование этих клеток с астроцитами и нейронами
грызунов [31, 32], а также взаимодействие нейро-
нов с ВКМ [33]. В качестве теста на функциональ-
ную активность формирующихся нейронов мы
использовали кальциевый имиджинг, позволяю-
щий регистрировать их спонтанную физиологи-
ческую активность. Данный метод основан на оп-
тическом измерении концентрации кальция с по-
мощью флуоресцентных индикаторов, которые

связываются с ионами кальция. Са2+ визуализа-
ция применялась во многих исследованиях для
изучения созревания нейронов человека [34, 35].
Этот метод был успешно использован для мони-
торинга общего состояния возбудимости нейро-
нов, пейсмекерной активности дофаминовых
нейронов [36], а также функционирования ре-
цепторов нейротрансмиттеров [37].

Необходимым условием изучения функцио-
нальных характеристик нейронов является их им-
мобилизация на неподвижной подложке, в на-
шем случае на частичках МКГ. С этой целью
МКГ были иммобилизованы на дне конфокаль-
ной чашки. Незрелые нейроны засевали на иммо-
билизованных МКГ и культивировали в течение
14 сут. В данных экспериментах применяли мем-
брано-проницаемый Ca2+-индикатор Fluo-4 AM.
При попадании в клетку ацетоксиметиловый
эфир красителя подвергается гидролизу внутри-
клеточными эстеразами с образованием поляр-
ной карбоксильной группы, препятствующей вы-
ходу красителя из клетки. При съемке с частотой
2 Hz регистрировались кальциевые вспышки в
отдельных нейронах (рис. 5).

На рис. 5 представлены изменения флуорес-
ценции Ca2+-индикатора Fluo-4 AM в индивиду-
альных клетках в зависимости от времени. Спон-
танная активность проявлялась в виде отдельных
Ca2+-спайков, очередей спайков или пейсмей-
керной активности.

Для активации потенциал-зависимых каналов
была использована деполяризация, индуцируе-
мая аппликацией KCl. В нейронах эти каналы

Рис. 5. Изменение концентрации кальция в нейронах, выращенных на МКГ. (а) Спонтанные изменения [Ca2+]i; (b)
увеличение внутриклеточной концентрации кальция в нейронах, вызванное KCl-индуцированной деполяризацией. 
Fig. 5. Changes in calcium concentration in neurons grown on the MCG matrix. (a) Spontaneous changes in [Ca2+]i, (b) in-
crease in intracellular calcium concentration in neurons caused by KCl-induced depolarization.
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располагаются преимущественно в постсинапти-
ческих терминалях и влияют на передачу возбуж-
дающего сигнала, участвуя в активации кальций-
зависимых сигнальных каскадов, Эти каскады, в
свою очередь, передают сигнал в ядро, влияя тем
самым, на транскрипцию генов, вовлеченных в
регуляцию развития нейронов, процессов обуче-
ния и памяти [38]. Всплеск флуоресценции, вы-
званный входом кальция в цитозоль, продемон-
стрирован на рис. 5b.

Согласно фотографии на рис 6а, часть нейро-
нов интенсивно окрашена Fluo-4 AM, после до-
бавления KCl интенсивность флуоресценции в
телах нейронов резко увеличилась и также на-
блюдалась в аксонах (рис. 6b).

Таким образом, проведенные эксперименты
продемонстрировали возможность получения зре-
лых функционально активных нейронов, диффе-
ренцированных из ИПСК человека, на трехмер-
ном матриксе в виде МКГ на основе РС rS1/9.
Дифференцированные на МКГ нейроны являют-
ся гетерогенной популяцией, обогащенной ДА ней-
ронами с развитыми синапсами, проявляют спон-
танную активность и экспрессируют потенциал-
чувствительные каналы, что свидетельствует в поль-
зу функциональной зрелости полученных клеток.
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Рис.6. Репрезентативные фотографии нейронов, дифференцированных на иммобилизованном МКГ. (а) после инку-
бации с Fluo-4 AM; масштабная шкала 100 мкм; (b) после добавления раствора KCl (50 mM) в нейронах и аксонах про-
исходит вспышка флуоресценции. Масштабная шкала 200 мкм. 
Fig. 6. Representative photographs of neurons differentiated on immobilized MCG. (a) after incubation with Fluo-4 AM; scale
bar 100 μm; (b) after the addition of a KCl solution (50 mM), a f luorescence f lash occurs in neurons and axons. Scale bar 200 μm.
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Abstract—It is known that after transplantation into the body of cellular material without a carrier matrix,
most cells die in a short time due to the lack of conditions for their differentiation and proliferation. There-
fore, for the long-term and full-fledged functioning of injected cells, the presence of a biodegradable and bio-
compatible three-dimensional matrix in these systems is necessary. Previously, when using matrices from re-
combinant spidroins in cell cultures and animal organisms, we showed their non-toxicity, high biocompati-
bility, ability to maintain cell growth, and slow bioresorption in animals. In this work, microgel particles based
on recombinant spidroin rS1/9 were used as a matrix for neuronal differentiation of induced human plurip-
otent stem cells. Microgel-differentiated neurons are a heterogeneous population enriched with dopaminer-
gic neurons with developed synapses exhibiting spontaneous activity and expressing voltage-sensitive chan-
nels, which indicates in favor of their functional maturity.

Keywords: neurons, recombinant spidroins, matrix, induced pluripotent stem cells, differentiation
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