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Центральная нервная система (ЦНС) является одним из самых труднодоступных объ-
ектов для доставки фармакологических средств из-за наличия гематоэнцефалического
барьера (ГЭБ) - ключевой структуры, которая регулирует ограниченный транспорт моле-
кул из кровотока в головной мозг и обеспечивает гомеостаз в ЦНС [2]. Неэффективность
транспорта разрабатываемых препаратов через ГЭБ может быть вызвана различными
причинами, включая как недостатки в фармакокинетических и физико-химических свой-
ствах транспортируемых молекул, так и структурно-функциональными изменениями ГЭБ
вследствие прогрессирования заболевания. В связи с этим, в ряде случаев терапия многих
нейродегенеративных заболеваний затруднена и на данный момент требует новых путей
решения этой проблемы. Разработка моделей ГЭБ in vitro позволила сильно продвинуть-
ся в неврологических и нейробиологических исследованиях, однако прогрессу в создании
новых клинических эффективных препаратов препятствуют ограничения и недостатки су-
ществующих моделей, такие как сложности в воспроизведении цитоархетиктоники, работе
с первичными культурами нейронов [4, 5, 6, 7]. Поэтому для изучения и тестирования тера-
певтических агентов необходимо создание упрощённых, воспроизводимых моделей ГЭБ,
в которых были бы воссозданы основные свойства и функции нативного барьера. От-
дельный интерес представляют модели на основе дифференцированных индуцированных
плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), представляющих неограниченный источник
клеточного материала с широким потенциалом для дифференцировок [1, 2, 8].

В данной работе мы получали модель ГЭБ в планшетах TranswellTM, а также в системе
3D-сфероидов. Для этого мы использовали нейроэпителиальные клетки-предшественни-
ки (NPC) и эндотелиоциты, полученные из ИПСК с помощью направленной дифферен-
цировки в нейральном и эндотелиальном направлениях, соответственно, а также клеток
пуповинной вены человека (HUVEC). Васкуляризированные нейральные органоиды полу-
чали в планшетах AggreWellTM и культивировали в мини-биореакторах на орбитальном
шейкере. Модели в TranswellTM получали наслаиванием NPC и HUVEC или дифферен-
цированных эндотелиоцитов на мембраны внутренних лунок планшета. Для характери-
стики полученных моделей использовали метод иммуноцитохимического маркирования
нейрального белка 𝛽3-тубуллина, глиального белка GFAP, белков плотных контактов ок-
клюдина, клаудина и zonula-occludens 1 (ZO-1), а также поверхностных белков эндотелия
CD31 и CD105. Для сравнения культур дифференцированных эндотелиоцитов и HUVEC
использовали метод количественной ПЦР. Также мы измерили трансмембранное сопро-
тивление методом TEER и провели тестирование на проницаемость с помощью декстрана
и олигонуклеотидов, меченных флуоресцеином, в системах TranswellTM.

В результате мы получили модели, отвечающие основным характеристикам моделей
ГЭБ in vitro и демонстрирующие синтез вышеперечисленных маркёров, что позволяет в
перспективе рассматривать их в качестве систем для изучения функционирования барье-
ра, нейродегенеративных заболеваний и тестирования транспорта различных препаратов.
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