
Актуальная биотехнология 
№3 (30), 2019 

Приём материалов статей по адресу: actbio@mail.ru  
619 

УДК 57.088 
ЭКСПЕРЕМЕНТАЛЬНОЕ СРАВНЕНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА ДЛЯ СОЗДАНИЯ 

МОДЕЛИ ГЭБ 
Д.А. Сахаров, Ю.М. Аверина, А.Ю. Курбатов, М.А. Ветрова 

Российский химико-технологический университет им. Д.И. Менделеева» Москва, Россия 
Были разработаны методики анализа состояния клеточных культур ГЭБ. Использованы методы 

ПЦР и микроскопии для исследования характеристик клеточных культур, входящих в коллекцию. 
По результатам ПЦР и иммунофлуоресцентного анализа, клетки, выбранные для формирования 
микрофлюидной клеточной модели ГЭБ, обладают ярко выраженной экспрессией всех характерных 
маркеров: клетки эндотелия микрососудов головного мозга iPS-EC, дифференцированные из 
плюрипотентных стволовых клеток IMR90-4, обладают ярко выраженной экспрессией vFW, CD31, 
ZO1, GLUT1, BCRP, MDR1; иммортализованные перициты сосудов головного мозга imHBVP – ярко 
выраженной экспрессией αSMA, PDGFRβ; иммортализованные астроциты fHA-hTERT – ярко 
выраженной экспрессией GFAP, S100β, A2B5, O4. 

Разработана методика сокультивирования клеток эндотелия iPS-EC, перицитов и астроцитов 
для формирования клеточного барьера в составе модели ГЭБ[1, 2]. 

Для сокультивирования клеток эндотелия, перицитов и астроцитов проведен выбор 
и экспериментальная оценка микропористых мембран и внеклеточного матрикса. Для адгезии клеток 
выбраны компоненты ВКМ, близкие к составу базальной мембраны микрососудов головного мозга 
человека. Для нанесения ВКМ и адгезии клеток выбрана микропористая мембрана из полкарбоната 
(РС) в составе мембранных вставок Transwell, с площадью мембраны 0,143 см 2, толщиной мембраны 
10 мкм, диаметром пор 3 мкм. 

Для культивирования клеточной модели ГЭБ в условиях циркуляции питательной среды был 
выбран микробиореактор (МБР) Homunculus, включающий блок управления и сменный клеточный 
блок (чип). Теоретически обоснованы и экспериментально подтверждены оптимальные параметры 
циркуляции питательной среды. 

Для анализа проницаемости клеточного барьера в составе модели ГЭБ в качестве модельных 
веществ были выбраны [13C] сахароза, FITC-декстран 4 кДа, FITC-декстран 70 кДа. Полученные 
значения проницаемости [13C] Сахарозы через клеточный барьер в условиях циркуляции питательной 
среды близки к физиологическим значениям коэффициента проницаемости сахарозы. Наиболее 
плотный, малопроницаемый для FITC-декстранов в течение длительного времени клеточный барьер 
формируется при культивировании моделей ГЭБ в условиях циркуляции питательной среды при 
режиме 1,5 ГЦ, ±10 кПа. Проницаемость для FITC-декстранов на 1-2 порядка ниже проницаемости 
FITC-декстранов через клеточный барьер в составе известных микрофлюидных и статических 
клеточных моделей ГЭБ, а также на порядок ниже проницаемости ГЭБ для FITC-декстранов in situ[3]. 

Через 3, 7, 14 и 30 дней после начала культивирования клеточных моделей ГЭБ в МБР были 
определены следующие параметры клеточного барьера: TEER клеточного барьера; жизнеспособность 
клеток в составе модели ГЭБ; фенотип клеток в составе модели ГЭБ (экспрессия характерных 
маркеров клеток эндотелия, перицитов и астроцитов, наличие плотных контактов между клетками 
эндотелия); проницаемость клеточного барьера для модельных веществ. В результате проведенного 
экспериментального анализа установлено, что клеточный барьер в составе немодифицированной 
микрофизиологической клеточной модели ГЭБ обладает следующими характеристиками, 
сохраняющимися в течение 30 дней после начала культивирования в МБР: высокой 
жизнеспособностью клеток (более 80 %) в составе клеточного барьера; плотными контактами (ZO1) 
между клетками эндотелия; TEER, приближенным к физиологическому (> 2000 Ом×см2); 
коэффициентом проницаемости для сахарозы, приближенным к физиологическому (3–12×10-

8 см/с или 0,18–0,72×10-5 см/мин); осуществляет транспорт низкомолекулярных 
и высокомолекулярных веществ (модельных веществ) между апикальной и базальной стороной 
клеточного барьера; в клетках эндотелия, перицитах и астроцитах в составе клеточного барьера 
сохраняется высокая экспрессия характерных маркеров. 

Проведена валидация методики сокультивирования клеточных культур, входящих в ГЭБ. 
В соответствии с методикой сокультивирования получали образцы клеточной модели ГЭБ. Получение 
образцов осуществляли в трех независимых повторах.  



Актуальная биотехнология 
№3 (30), 2019 

620 

В каждом из повторов в полученных образцах анализировали TEER и проницаемость сахарозы 
через клеточный барьер в составе сформированных образцов клеточной модели ГЭБ. В каждом из трех 
независимых повторов получены близкие значения TEER и коэффициентов проницаемости сахарозы. 
Результаты валидации указывают на то, что получение клеточной модели ГЭБ в соответствии 
с разработанной методикой сокультивирования приводит к формированию клеточного барьера 
со стабильно воспроизводимыми характеристиками [2]. 

Также была проведена модификация клеточных культур с использованием технологии 
CRISPR/Cas для создания модели ГЭБ с заданными свойствами. Для модификации были выбраны 
астроциты fHA-hTERT. С помощью технологии CRISPR/Cas был проведен нокаут гена GFAP 
в астроцитах, проведена селекция и выбран клон, у которого отсутствовала достоверная экспрессия 
GFAP. Клетки-потомки выбранного клона были заморожены в достаточном количестве 
для формирования банка модифицированных с помощью CRISPR/Cas клеточных культур, 
предназначенных для создания модели ГЭБ[4,5]. 
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