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Активация дифференцировки дофаминергических нейронов необходима в случае терапии болезни Пар�
кинсона с использованием стволовых клеток. В представленной работе показано, что N�ацетилцистеин
более чем в 2 раза повышаетет эффективность нейрональной дифференцировки эмбриональных ство�
ловых клеток Р19, индуцированной ретиноевой кислотой, глиальная дифференцировка при этом подав�
ляется. Большая часть стволовых клеток, обработанных N�ацетилцистеином, пересаженных в голов�
ной мозг мышей, моделирующих болезнь Паркинсона, дифференцируется в дофаминергические нейро�
ны и сохраняется в течение 6 недель. При пересадке клеток, индуцированных N�ацетилцистеином и
ретиноевой кислотой, состояние животных улучшается более существенно, чем при обработке только
ретиноевой кислотой. Наши результаты убедительно свидетельствуют о том, что обработка N�ацетил�
цистеином может использоваться в качестве эффективной стратегии получения стволовых клеток,
дифференцирующихся в дофаминергические нейроны, с целью клеточной терапии болезни Паркинсона.

Ключевые слова: эмбриональные стволовые клетки Р19, N�ацетилцистеин, дифференцировка, дофами�
нергические нейроны, болезнь Паркинсона.
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В основе болезни Паркинсона (БП) лежит де%
генерация дофаминергических нейронов [1, 2].
В качестве альтернативной стратегии терапии
БП рассматривается возможность использова%
ния стволовых клеток. В многочисленных кли%
нических исследованиях применяют стволовые
клетки разного происхождения, включая инду%
цированные плюрипотентные стволовые клет%
ки (иПСК), эмбриональные стволовые клетки
(ЭСК), мезенхимные стволовые клетки и клет%
ки%предшественники нейронов [3– 6]. Получе%
ны обнадеживающие результаты, указывающие
на эффективность клеточной терапии при БП.
Предпринято множество попыток получить до%
фаминергические нейроны из стволовых клеток,
изучены различные потенциальные агенты, ин%
дуцирующие нейрональную дифференцировку
[7, 8]. Однако до сих пор не удалось найти эффек%
тивные соединения, способствующие дифферен%
цировке в дофаминергические нейроны.

В настоящей работе изучено действие N%аце%
тилцистеина (НАЦ) на дифференцировку дофа%
минергических нейронов. НАЦ участвует во мно%
гих клеточных процессах [9, 10], но связь между
нейрональной дифференцировкой и НАЦ изуче%
на недостаточно. Используя ЭСК Р19, мы под%
твердили способность НАЦ индуцировать диф%
ференцировку ЭСК в дофаминергические нейро%
ны in vitro. Обработка НАЦ повышает скорость
нейрональной дифференцировки, а транспланта%
ция дифференцированных ЭСК Р19, индуциро%
ванных НАЦ и ретиноевой кислотой (РК), ведет к
функциональному излечению in vivo в мышиной
модели нейродегенеративных заболеваний. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культура клеток Р19 и дифференцировка. Для
субклонирования ЭСК Р19 100 клеток инокулиро%
вали в культуральной чашке в 100 мл среды α%МЕМ
(“Gibco”), содержащей бикарбонат (2.2 мг/л, “Sig%
ma%Aldrich”), 1% антибиотика%антимикотика (АА,
“Gibco”), 7.5% сыворотки теленка, 2.5% фетальной
сыворотки крупного рогатого скота (FBS, “Gib%
co”), 100 мкМ пирувата (“Sigma%Aldrich”). ЭСК
Р19 поддерживали в недифференцированном со%
стоянии в культуральных чашках, а затем культи%
вировали в виде эмбриональных телец (ЭТ) с ну%
левого по 3%й день в присутствии РК (1 мкМ,
<0.1% DMSO, “Sigma%Aldrich”) в качестве аген%
тов, индуцирующих агрегацию клеток (стадия 1).
ЭТ поддерживали в среде для предшественников,
состоящей из α%МЕМ, 2 мМ глутамина, 2.2 мг/л
бикарбоната, 1% антибиотика%антимикотика и
2% FBS (стадия 2). Агрегаты ЭТ диссоциировали
в 1%%ном трипсине (“Gibco”) и переносили на
чашки для тканевых культур, культуральные
планшеты или покрытые поли%L%лизином по%
кровные стекла для терминальной дифференци%

ровки (стадия 3). Дезорганизованные клетки Р19
росли в отсутствие РК и НАЦ. Дифференциро%
ванные клетки поддерживались в среде для диф%
ференцировки нейронов, состоящей из модифи%
цированной Дульбекко среды Игла: питательной
смеси F%12 (DMEM/F12, “Gibco”), 2 мМ глута%
мина, 1% АА и 10% FBS. Терминальная диффе%
ренцировка достигалась выдерживанием клеток
до созревания в течение 13 дней. 

Иммунофлуоресценция. Клетки фиксировали
и пермеабилизировали в течение 5 мин в смеси
метанол/ацетон (50/50) при комнатной темпера%
туре и обрабатывали 0.1 М PBS, 3% Н2О2 для
элиминации эндогенной пероксидазной актив%
ности. Затем клетки блокировали в течение 1 ч в
PBS, содержащем 5% сывороточного альбумина
крупного рогатого скота (BSA). Для двойного
иммуномечения клетки обрабатывали первич%
ными антителами, а затем вторичными биоти%
нилированными антителами, конъюгированны%
ми с Alexa%488 или %594 (“Molecular Probes”). Ис%
пользовали первичные антитела к тирозин%
гидроксилазе (ТН) в разведении 1 : 1000, к белку 2,
ассоциированному с микротрубочками (МАР%2;
1 : 300), к глиальному кислому фибриллярному
белку (GFAP; 1 : 1000) и к глутаматдекарбокси%
лазе (GAD; 1 : 1000) производства фирмы “Santa
Cruz Biotechnology”. Конфокальные изображе%
ния получали на лазерном сканирующем конфо%
кальном микроскопе (LSM 510 Meta; “Carl
Zeiss”, Швейцария) при длине волны возбужде%
ния 488 нм (Alexa%488) и 594 нм (Alexa%594).

Исследования in vivo. Во всех опытах in vivo
использовали самцов мышей линии С57BL/6 ве%
сом примерно 25 г, полученных из Samtaco
(“Kyunggi%do”, Корея). Опыты проводили в точ%
ном соответствии с правилами, принятыми в
Университете Chung%Ang. После анестезии пенто%
барбиталом в пучки стриатума ( на расстоянии
0.0 мм от брегмы, 2.0 мм латерально от средней ли%
нии, 3.0 мм вентрально от твердой мозговой обо%
лочки) стереотаксически вводили 3 мкл 6%гид%
роксидофамина (6%ОНDA, 3 мкг/мкл в солевом
растворе “Sigma%Aldrich”). Резцовую пластинку
устанавливали на 3.55 мм ниже нулевого положе%
ния (межушная линия). 

Через 2 нед. тестировали индуцируемое амфета%
мином ротационное поведение животных, полу%
чавших 6%ОНDA (амфетамин в дозе 0.1 мг/кг, внут%
рибрюшинно). Тестирование проводили с интерва%
лом 1.5 мин. Животных с ротационной асимметрией
в течение по меньшей мере 400 полных поворотов за
1 ч в сторону, в которую вводили OHDA, отбирали
для трансплантации клеток. Индуцируемую амфе%
тамином ротацию тестировали через 2, 4 и 6 нед.
после трансплантации.

На 3%й день после начала эмбриогенеза клетки
обрабатывали трипсином и суспендировали в куль%
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туральной среде. После анестезии фенобарбита%
лом животных помещали в стереотаксическую
рамку. Через иглу 26%го размера в поврежденный
стриатум (0.0 мм от брегмы, 2.0 мм латерально от
средней линии, 3.4 мм вентрально от твердой
мозговой оболочки) вводили 5 мкл суспензии
клеток (4000 клеток/мкл), меченных Hoechst
33342 (опытная группа) или фосфатно%солевым
буфером, PBS, (контрольная группа).

Через 2 или 6 нед. после трансплантации жи%
вотным давали наркоз и проводили внутрисер%
дечную перфузию 4%%ным параформальдегидом в
PBS. Головной мозг удаляли и проводили через се%
рию растворов, содержащих сахарозу в повышаю%
щейся концентрации (15–30%) в PBS, в течение
ночи, а затем делали срезы на замораживающем
микротоме (Leica CM 1850; “Leica Microsystems
GmbH”, ФРГ). Срезы мозга обрабатывали антите%
лами к TH (1 : 300), нестину (1 : 50) и МАР%2 фирмы
“Santa Cruz Biotechnology” как описано выше.
Изображения фотографировали с использованием
конфокального микроскопа (LSM 510 Meta, “Cаrl
Zeiss”). 

Подсчет клеток и статистический анализ. Имму%
нореактивные клетки подсчитывали в 6–12 слу%
чайно отобранных участках каждой ячейки, ис%
пользуя окулярную сетку при увеличении 40× или
200×. В каждом опыте анализировали от трех до
шести культуральных ячеек. Данные выражали как
средние значения ± SEM. При анализе более двух
групп статистическое сравнение проводили, ис%
пользуя программу ANOVA (SPSS). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

НАЦ усиливает дифференцировку ЭСК Р19 
в дофаминергические нейроны

Для анализа роли НАЦ в дифференцировке
ЭСК Р19 в дофаминергические нейроны исполь%
зовали систему нейрональной дифференциров%
ки, инициированной на эмбриональной стадии
(рис. 1а, стадия 1). На стадии 1, ранней стадии,
определяющей судьбу клеток, клетки дополни%
тельно обрабатывали НАЦ вместе с РК. ЭСК Р19
подвергали дифференцировке в условиях низкой
концентрации сыворотки (стадии 1 и 2), а затем
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Рис. 1. Схема проведения нейрональной дифференцировки и характеристика эмбрональных стволовых клеток Р19,
индуцированных N%ацетилцистеином совместно с РК. а – Схема проведения нейрональной дифференцировки ЭСК
Р19 под действием РК или НАЦ + РК. б – Дифференцированные ЭСК Р19 (стадия 3) после двойного окрашивания
антителами против ТН (дофаминергические нейроны слева) и против МАР%2 (зрелые нейроны в середине). в – Спра%
ва наложение двух изображений. Соотношение позитивных по МАР%2 (нейроны) и GFAP (глиальные клетки) диффе%
ренцированных ЭСК Р19. Приведены средние значения ± SEM (квадратичное отклонение). Статистически значимы%
ми (*) считали различия при p < 0.05 по отношению к обработке только РК. Здесь и на рис. 2–4: ЭСК – эмбриональные
стволовые клетки; НАЦ – N%ацетилцистеин; РК – ретиноевая кислота; ТН – тирозингидроксилаза; МАР%2 – белок 2,
ассоциированный с микротрубочками; GFAP – кислый фибриллярный глиальный белок.
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дифференцированные ЭСК Р19 созревали в среде
с высокой концентрацией сыворотки (рис. 1а).

Мы проверили, влияет ли усиление эмбрио%
генеза под действием НАЦ на долю клеток, диф%
ференцирующихся в нейроны. С этой целью
ЭСК Р19, дифференцированные под действием
РК и НАЦ + РК, исследовали с помощью имму%
нофлуоресценции. Эффективность экспрессии
маркера зрелых нейронов (МАР%2) повышалась
более чем в 2 раза при индукции ЭСК Р19 под
действием НАЦ + РК (примерно 70%) по сравне%
нию с индукцией, вызванной только РК (пример%
но 30%) (рис. 1б, в). Доля клеток, позитивных по
глиальному маркеру (GFAP), изменялась проти%
воположным образом (рис. 1в).

Ведет ли обработка НАТ к дифференцировке в
дофаминергические или ГАМКергические нейро%
ны? Чтобы ответить на этот вопрос клетки из раз%
вившихся ЭТ подвергали дифференцировке в тече%
ние 10 дней. Примерно 50% МАР%2%позитивных
клеток, дифференцировавшихся под НАЦ + РК,
были ТН%позитивными и представляли собой до%
фаминергические нейроны. При дифференциров%
ке под действием одной РК таких клеток было
только 10% (рис. 1б, рис. 2). Интересно, что доля
GAD%положительных клеток, представляющих со%
бой ГАМКергические нейроны, была примерно
одинаковой (около 20%, рис. 2). Эти данные пока%
зывают, что НАЦ улучшает дифференцировку кле%
ток в дофаминергические нейроны.

В животной модели болезни Паркинсона НАЦ 
повышает эффективность терапии 

с использованием ЭСК Р19

Далее для изучения действия НАЦ на диффе%
ренцировку в дофаминергические нейроны in vivo
клетки, обработанные in vitro только в течение
первых трех дней (рис. 1а), трансплантировали
модельным мышам, проявления БП у которых
индуцировали введением 6%OHDA. Как следует
из рис. 3а,б, через 2 нед. после трансплантации
многие пересаженные клетки, обработанные
НАЦ и позитивные по Hoechst 33342 и нестину
(маркер предшественников нейронов), обнару%
живались в области стриатума. Однако в этой же
области головного мозга мышей, которым ввели
контрольные клетки, обработанные только РК,
выявлено существенно меньше клеток, позитив%
ных по двум маркерам. Более того, намного больше
клеток, позитивных по МАР%2 и ТН, выявляется
через 6 нед после трансплантации клеток, обрабо%
танных НАЦ, по сравнению с контрольными клет%
ками, обработанными только РК (рис. 3в,г). 

Функциональное восстановление оценивали,
используя тест моторной асимметрии, индуциро%
ванной амфетамином, на модели БП через 6 недель
после пересадки клеток, дифференцированных

под действием НАЦ +РК или только РК. После
введения клеток, обработанных НАЦ, наблюдали
существенное улучшение функционального состо%
яния животных. Аномальное вращение (ротация),
представляющее собой проявление паркинсониз%
ма, постепенно снижалось в течение 4 недель, а за%
тем оставалось на достигнутом уровне (рис. 4). На%
против, улучшение состояния контрольных мы%
шей, которым не пересаживали стволовые клетки
или пересаживали клетки, обработанные только
РК, было незначительным (рис. 4). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Недавно были опубликованы результаты иссле%
дований, посвященных разработке методов диф%
ференцировки стволовых клеток или иПСК в до%
фаминергические нейроны [6, 11]. Однако, не%
смотря на интенсивные исследования и большое
внимание средств массовой информации, приме%
нение стволовых клеток в терапии неврологиче%
ских заболеваний остается весьма проблематич%
ным. Должны быть разработаны эффективные
стратегии получения стволовых клеток, подходя%
щих для клинического использования [12, 13].

иПСК сходны с ЭСК по уровню плюрипотент%
ности и способности индуцировать возникнове%
ние опухолей. иПСК пригодны для клеточной те%
рапии БП, так как не подвергаются иммунному
отторжению. Применение иПСК не вызывает
этических проблем, что наблюдается при исполь%
зовании ЭСК [14].
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Однако недавно показали, что использование
иПСК в отсутствие строгого контроля может при%
водить к возникновению опухолей [15, 16]. Следо%
вательно, необходимы методы, позволяющие изба%
вить клетки от функций, способных индуцировать
образование опухолей. 

Как следует из данных Massimiliano и соавт.
[6], индуцированные дофаминергические клет%
ки, экспрессирующие три фактора транскрип%
ции – Mashes1, Nurr1 и Lmx1а, могут генериро%
вать функциональные дофаминергические ней%
роны из фибробластов in vitro. Эти результаты
очень интересны с точки зрения снижения риска
индукции опухолевого роста и направления клеток
по пути дифференцировки в дофаминергические
нейроны. Однако эти клетки должны сохранять
жизнеспособность в течение длительного времени,
с высокой эффективностью дифференцироваться в
дофаминергические нейроны и хорошо встраи%
ваться в окружающую ткань.

Наши результаты показывают, что обработка
клеток НАЦ усиливает нейрональную дифферен%
цировку, индуцируемую РК. Более того, доля до%
фаминергических нейронов сильно увеличивает%
ся среди пересаженных клеток in vivo. Перед пере%
садкой стволовые клетки обрабатывают НАЦ
только в течение первых 3 сут, т.е. путь дифферен%
цировки предпочтительно в дофаминергические
нейроны инициируется на ранних стадиях и раз%
вивается необратимо. Эти данные свидетельству%
ют о том, что процесс образования ЭТ существен
для определения судьбы дифференцирующихся
стволовых клеток, и согласуются с более ранними
сообщениями о том, что образование ЭТ абсо%
лютно необходимо для дифференцировки и пред%
шествует ей [17].

Интересно, что наши результаты, показываю%
щие снижение количества клеток, положитель%
ных по GFAP, в условиях обработки НАЦ, означа%
ют, что НАЦ подавляет глиальную дифференци%
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ровку, так как GFAP экспрессируется в глиальных
клетках [18, 19]. Кроме того, доля ГАМКергиче%
ских нейронов (GAD%положительных клеток)
одинакова как при обработке, так и в отсутствие
обработки НАЦ, что говорит о возможном подав%
лении путей дифференцировки нейронов других
типов, отличных от ГАМКергических. Эти ре%
зультаты означают, что НАЦ может быть полез%
ным агентом для повышения содержания нейро%
нов в результате дифференцировки стволовых
клеток. Эти нейроны предполагается использо%
вать в клеточной терапии БП в большей степени,
чем при других заболеваниях головного мозга.
Пересаженные клетки, позитивные по МАР%2 и
ТН, выявлены в стриатуме даже у мышей, кото%
рым вводили клетки, обработанные только РК,
причем в больших количествах, чем in vitro (10%,
рис. 2). 

Эти данные свидетельствуют о том, что усло%
вия в стриатуме после воздействия 6%OHDA мо%
гут быть благоприятными для дифференцировки
пересаженных экзогенных стволовых клеток в
дофаминергические нейроны. Эти результаты
согласуются с несколькими ранее опубликован%
ными сообщениями о влиянии окружения на
дифференцировку пересаженных нейрональных
стволовых клеток [20].

Наконец, восстановление поведения после
трансплантации стволовых клеток, обработан%
ных НАЦ, было чрезвычайно эффективным и
поддерживалось в течение 6 нед.

Следует отметить, что НАЦ сильно улучшает
нейрональную дифференцировку, подавляя гли%
альную. Более того, НАЦ вносит вклад в определе%
ние дифференцировки дофаминергических нейро%
нов по необратимому механизму на ранней стадии.
Пересаженные клетки, обработанные НАЦ, хоро%
шо приживались в стриатуме животных, служащих
моделью БП. Большая часть этих клеток дифферн%
цируется в дофаминергические нейроны. Обра%
ботанные НАЦ трансплантированные стволо%
вые клетки эффективно ослабляют проявления
паркинсонизма в течение 6 нед в отличие от кле%
ток, обработанных только РК. 

Эти данные подчеркивают, что начальная вре%
менная обработка НАЦ может использоваться для
получения клеток, направленных по пути диффе%
ренцировки в дофаминергические нейроны и
предназначенных для клеточной терапии БП.

Работа поддержана грантом Корейских меди%
цинских технологий (исследовательский проект
А085138) Министерства здравоохранения, соцза%
щиты и поддержки семьи Республики Южная
Корея (The Korea Healthcare technology R&D
Project (A085138), Ministry for Health, Welfare &
Family Affairs).
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