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ТЕХНОЛОГИИ

О
дним из крупнейших достижений науки ХХ
столетия явилось открытие стволовых клеток,
их роли и закономерностей функционирования
в нормальном онтогенезе и при различных
повреждениях тканей организма. В 1999 г. жур-

нал “Science” признал открытие стволовых клеток третьим
по значимости событием в биологии после расшифровки
двойной спирали ДНК и реализации программы «Геном
человека». Стволовые клетки – это клетки-предшествен-
ники, из которых при необходимости образуются все дру-
гие типы клеток, составляющие различные органы и ткани.
Общепринятыми критериями «стволовости» при характе-
ристике клеток являются следующие признаки: а) способ-
ность к неограниченному делению; б) свойство клетки при
делении давать начало разным видам дочерних клеток,
одна из которых дифференцируется, а вторая остается
стволовой, за счет чего стволовые клетки образуют само-
поддерживающуюся популяцию [1, 3, 7]. 

Стволовые клетки имеют свою иерархию и различный
репродуктивный потенциал. С этой точки зрения выде-
ляют несколько видов стволовых клеток:
1) тотипотентные – способны дифференцироваться во

все типы клеток. Тотипотентные стволовые клетки
существуют в развивающемся организме очень короткое
время – лишь на стадии нескольких клеточных делений
зиготы;

2) плюрипотентные – способны дифференцироваться во
все типы клеток, кроме экстраэмбриональных тканей.

Плюрипотентные стволовые клетки представлены в
раннем эмбриогенезе на стадии бластоцисты;

3) мульти- и олигопотентные – могут дифференцироваться
лишь в клетки определенных тканей (совокупности тка-
ней). Они являются региональными (мезенхимальны-
ми, нейральными и т.п.), присутствуют во взрослом
организме и являются источником ограниченной реге-
нерации органов и тканей в ответ на повреждение. 

Для репаративной медицины основной интерес представ-
ляют плюрипотентные стволовые клетки. До последнего
времени их практически единственным источником была
внутренняя масса бластоцисты, которую получали в лабо-
раторных условиях через несколько дней после процедуры
экстракорпорального оплодотворения. ЭСК представляют
собой практически неисчерпаемый источник недифферен-
цированных клеток с нормальным диплоидным кариоти-
пом, которые могут быть дифференцированы в самых раз-
ных направлениях [1, 4, 58]. Безусловно, ЭСК и далее будут
оставаться важнейшим объектом для исследователей,
занимающихся изучением путей эмбрионального разви-
тия, формирования и функционирования отдельных типов
тканей. Однако манипуляции с ЭСК сопровождаются
высоким риском их злокачественной трансформации, а
также значительными проблемами этического порядка в
связи с необходимостью забора клеток от человеческих
эмбрионов [4]. Поэтому применение ЭСК в качестве кле-
точной терапии до сих пор так и не стало предметом широ-
кой клинической практики. 
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Открытие эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) и разработка методов манипулирования с ними относятся к наиболее значимым дости-
жениям науки ХХ века. Поскольку ЭСК млекопитающих представляют собой, по существу, неисчерпаемый источник недифференцирован-
ных клеток с нормальным диплоидным кариотипом, они будут оставаться важнейшим объектом для фундаментальных исследований, в т.ч.
в нейробиологии, однако их применение для решения задач практической неврологии сталкивается с рядом сложностей медицинского и эти-
ческого характера. Результаты последних исследований открывают совершенно новые возможности в области клеточной терапии тяже-
лых болезней человека. Речь идет о репрограммировании соматических клеток млекопитающих, включая человека, в плюрипотентные
стволовые клетки (так называемые индуцированные плюрипотентные стволовые клетки – ИПСК), с дальнейшей их дифференцировкой в
клетки различных типов. Показана практическая возможность трансформации ИПСК пациентов в дофаминергические и другие специфи-
ческие нейроны ЦНС, что дает в руки врачей принципиально новую технологию получения адекватного и генетически идентичного клеточ-
ного материала для нейротрансплантации при болезнях Паркинсона, Гентингтона и других тяжелых нейродегенеративных заболеваниях. 
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Неврология является той областью клинической медици-
ны, для которой развитие исследований стволовых клеток
особенно важно. В силу постмитотической природы диф-
ференцированных нейронов, их высокой ранимости и
весьма ограниченного репаративного потенциала основ-
ные надежды в восстановлении функций вещества мозга,
утраченных в результате разнообразных острых катастроф
либо хронических прогрессирующих заболеваний нервной
системы, в последние годы связаны с заместительными
клеточными технологиями. В литературе есть ряд сообще-
ний о применении региональных мультипотентных ство-
ловых клеток (получаемых из пуповинной крови, костного
мозга, жировой и др. тканей) при инсульте [9, 22, 30], ней-
родегенеративных заболеваниях и их экспериментальных
моделях [1, 6, 31, 33], рассеянном склерозе [10], после ней-
ротравмы [22, 60] и т.д. В целом, однако, такое лечение
сопровождалось обычно лишь минимальным и неспеци-
фическим клиническим эффектом либо (чаще всего) дава-
ло отрицательный результат. Более того, под сомнение
поставлена сама возможность дифференцировки мульти-
потентных стволовых клеток в нейроны [35]. Попытки
нейротрансплантации с использованием некоторых новых
источников клеток (например, ретинальных пигментиро-
ванных эпителиальных клеток, прогениторных клеток
обонятельного эпителия и др.) также пока безуспешны [2,
19]. По существу, именно отсутствие доступного источни-
ка стволовых клеток с высоким потенциалом адресной
дифференцировки в тот или иной тип специализирован-
ных нейронов стало главным тормозом на пути развития
методов нейротрансплантации.

Настоящий прорыв в данной области произошел в 2006 г.
Японским исследователям K. Takahashi и S. Yamanaka из
Киотского университета [55] удалось осуществить репро-
граммирование взрослых и эмбриональных фибробластов
мыши в плюрипотентные стволовые клетки путем введе-
ния в них с помощью ретровирусных векторов четырех
транскрипционных факторов Oct3/4, Sox2, c-Myc и Klf4.
Иными словами, клетки кожи превращались в плюрипо-
тентные стволовые клетки в результате активации в них
четырех генов, наиболее активных на этапе эмбрионально-
го развития. Полученные в результате такой обработки
ИПСК обладали сходной с ЭСК морфологией, ростовыми
свойствами и экспрессией специфических клеточных мар-
керов. Спустя короткое время, исследователи из той же
лаборатории под руководством профессора S. Yamanaka
(он был номинирован на Нобелевскую премию в области
физиологии и медицины) сообщили об успешной де-диф-
ференцировке фибробластов взрослого человека и получе-
нии ИПСК с помощью идентичных пептидных факторов
[39, 54]. Таким образом, была принципиально показана
возможность перепрограммировать соматические клетки,
меняя их специализацию и «стирая» клеточную память,
связанную с индивидуальным развитием.

Далее будут рассмотрены способы получения ИПСК и
перспективы их использования в неврологии для исследо-
вания и лечения ряда нейродегенеративных заболеваний.

Основные гены, участвующие в репрограммировании

В пионерской работе Takahashi и Yamanaka был проанализи-
рован транскриптом ЭСК мыши и выявлены 24 гена, отве-
чающие за поддержание их плюрипотентного состояния
[55]. После анализа этих генов было показано, что сочета-
ние транскрипционных факторов Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc

при их лентивирусной трансфекции (т.е. при введении их
генов в клетку в составе вирусных векторов) приводит к воз-
вращению дифференцированной соматической клетке ее
плюрипотентного состояния. Позднее для индукции плю-
рипотентности был применен другой набор транскрип-
ционных факторов: Oct4, Sox2, Nanog и LIN28 [18]. 

Транскрипционный фактор Oct4 необходим для само-
обновления плюрипотентных клеток, причем любое изме-
нение в его экспрессии приводит к потере «стволовости»
[67]. Так, эмбрионы мыши, у которых отсутствует ген,
кодирующий Oct4, не формируют клетки внутренней кле-
точной массы бластоцисты, все клетки в этом случае пре-
вращаются в трофоэктодерму [45]. Oct4 может образовы-
вать гетеродимеры с транскрипционным фактором Sox2 –
пептидом, также активно участвующим в поддержании
плюрипотентного состояния [12, 48]. Экспрессия обоих
этих транскрипционных факторов регулируется прото-
онкогеном Klf4. Следует добавить, что Oct4 осуществляет
регуляцию экспрессии собственного гена в составе ком-
плекса транскрипционных факторов Sox2/Oct4/Nanog.
Последний их них, Nanog, получивший свое название по
имени страны вечной юности Тир Нан Ог из кельтской
мифологии, функционирует в виде гомодимера и экспрес-
сируется в недифференцированных клетках [23, 50]. В
дальнейшем было показано, что с комплексом
Sox2/Oct4/Nanog может взаимодействовать четвертый
транскрипционный фактор c-Myc [16, 38]. 

Экспрессия важнейшего гена поддержания плюрипотент-
ности Oct4 регулируется и на посттранскрипционном
уровне белком LIN28, который связывается с кодирующей
последовательностью мРНК Oct4 и увеличивает уровень ее
белкового продукта в клетке [47]. В ЭСК мыши репрессия
LIN28 приводит к ослаблению клеточного деления, а
повышенная экспрессия этого белка, напротив, усиливает
пролиферацию клеток [61]. Транскрипционные факторы
Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, Nanog и LIN28 формируют сеть
взаимодействий, необходимых для поддержания само-
обновления и плюрипотентности ИПСК. Именно эти
факторы при введении их в диффенцированные соматиче-
ские клетки позволяют вернуть им недиффенцированное
плюрипотентное состояние.

Способы получения ИПСК

Cуществует достаточно большое количество методов
индукции плюрипотентности. Исторически первыми
были вирусные системы индукции: ретровирусная [55] и
лентивирусная трансфекция [65]. Но клетки, несущие в
своем геноме вирусные вставки, не могут применяться для
клеточной терапии из-за опасности активации трансгенов
в организме пациента, что может привести к развитию зло-
качественных новообразований. В связи с этим стали раз-
рабатываться безвирусные методы индукции плюрипо-
тентности: транспозон piggyBac, несущий «сшитые» через
2А пептиды транскрипционные факторы [28], плазмидные
ДНК [41], рекомбинантные транскрипционные факторы
(Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4) [70], эписомы [64]. Новейшей
разработкой в данной области является индукция плюри-
потентности с помощью трансфекции соматических кле-
ток матричной РНК (мРНК), кодирующей указанные
выше факторы репрограммирования [57]. Данная методи-
ка является безопасной, т.к. мРНК полностью разрушается
в клетке, а ее синтез in vitro не связан с использованием
материалов животного происхождения.
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Как видно из табл. 1, процесс репрограммирования в
принципе является достаточно низкоэффективным (~1%).
Ингибиторы ДНК-метилтрансферазы [26], метилазы
гистонов (BIX) [52] и деацетилазы гистонов (VPA) [26]
повышают эффективность репрограммирования в
несколько раз, т.к. репрограммирование связанно с эпиге-
нетическими перестройками в соматических клетках.
Известно также, что эффективность репрограммирования
эмбриональных фибробластов мыши можно повысить с
помощью малой молекулы Bayk8644, которая является
антагонистом кальциевых каналов L-типа [51]. Некоторые
малые молекулы способны заменять факторы репрограм-
мирования. Так, при репрограммировании фибробластов
мыши соединение кенполон замещает Klf4 и обеспечивает
индукцию Nanog с получением полноценных ИПСК в
присутствии лишь трех транскрипционных факторов
(Oct4, Sox2, c-Myc) [36]. Комбинация двух малых молекул
BIX и Bayk8644 позволяет осуществлять репрограммирова-
ние эмбриональных фибробластов мыши с помощью толь-
ко двух транскрипционных факторов Oct4 и Klf4 [51].
Фибробласты человека можно вернуть в эмбриональное
состояние с помощью транскрипционных факторов Oct4 и
Sox2 в присутствии соединения VPA [27].

В настоящее время ИПСК получены уже из различных
дифференцированных соматических клеток человеческого
организма (табл. 2).

Сходства и различия ИПСК и ЭСК

Недифференцированное состояние плюрипотентных
клеток характеризуется различными признаками.
Плюрипотентные стволовые клетки отличаются высокой
активностью щелочной фосфатазы [54], экспрессией
протеогликанов TRA-1-60 и TRA-1-81 [34] и гликолипида
SSEA-4, в меньшей степени – гликолипида SSEA-3 [44].
ИПСК и ЭСК схожи как по набору внутриклеточных
маркеров недифференцированного состояния – транс-
крипционных факторов плюрипотентности [11, 37, 65],
так и метилированию генома [20].

Кроме белковых маркеров существуют функциональные
тесты на плюрипотентность. Единственным возможным
для человеческих плюрипотентных клеток тестом на плю-
рипотентность in vivo является образование тератом при
введении их иммунодефицитным мышам. В этих терато-
мах обнаруживаются такие ткани, как: кишечный эпите-
лий (эндодерма); хрящ, кость и гладкие мышцы (мезодер-
ма); нейральный эпителий (эктодерма) [11, 54]. ИПСК и
ЭСК, полученные из дифференцированных клеток мыши,
могут включаться не только в соматические ткани химер-
ного животного, но и образовывать клетки половой линии
[37, 70].

ИПСК и ЭСК практически идентичны по морфологиче-
ским и функциональным характеристикам, однако потен-
циальные области применения этих типов плюрипотент-
ных клеток значительно различаются. ЭСК имеют ряд
недостатков, ограничивающих их применение в медицине
и лабораторной практике (табл. 3). С точки зрения клеточ-
ной терапии, один из основных недостатков ЭСК – воз-
можное развитие иммунного ответа на трансплантат.
Поскольку существует ограниченное количество линий
ЭСК, не для всех реципиентов можно подобрать подходя-
щий по антигенам лейкоцитов человека (HLAs) транс-
плантат. Выходом из этого положения могут служить гене-
тически измененные ЭСК человека с генами HLA реципи-
ента, но такой подход сложный и трудоемкий, причем
неизвестно, сколько клонов необходимо будет получить.
Другой альтернативой является получение новой пациент-
специфичной линии ЭСК путем переноса ядра соматиче-
ской клетки в энуклеированный ооцит. Эта методика поз-
волит избежать развития иммунного ответа у реципиента,
но она сопряжена с получением человеческого эмбриона и
последующим его разрушением для выделения ЭСК. Она
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табли ца 1: Эффективность репрограммирования клеток с помощью различных
методов.

табли ца 2: Типы клеток человека, из которых были получены индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки.

табли ца 3: Сравнение свойств индуцированных плюрипотентных и эмбриональ-
ных стволовых клеток.

Примечание: * – Oct4, Sox2, Nanog, LIN28; ** – Oct4, Sox2, Nanog, LIN28, Klf4, c-Myc.

Способ репрограммирования Эффективность репро-
граммирования (%) Источник

Лентивирусная трансфекция 0,02–0,2 [Yu et al., 2007]
[Brambrink et al., 2008]

Ретровирусная трансфекция 0,1 [Takahashi et al., 2007]

Система транспозон-транспозаза 0,1 (4 фактора*)
1,0 (6 факторов**) [Yu et al., 2009]

Плазмидные ДНК 0,0001–0,003 [Okita K. et al., 2008]

Рекомбинантные белки 0,006 [Zhou H. et al., 2009]

мРНК 1,0 [Warren L. et al., 2010]

Тип клеток
Репрограммирующие 

транскрипционные 
факторы

Ссылка

Фибробласты Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4 [Nakagawa et al., 2008]

Фибробласты Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4 [Takahashi et al., 2007]

Фибробласты Oct4, Sox2 [Huangfu et al., 2008]

Кератиноциты Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4 [Aasen et al., 2008]

Фибробласты Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4 [Taura et al., 2009]

Фибробласты Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4+2A пептиды [Kaji et al., 2009]

Кератиноциты Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4 [Dimos et al., 2008]

Фибробласты Oct4, Sox2, Nanog, LIN28 [Ebert et al., 2009]

Клетки крови Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4 [Loh et al., 2009]

Эндотелиоциты Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4 [Lagarkova et al., 2010]

Характеристики Эмбриональные 
стволовые клетки

Индуцированные 
плюрипотентные 
стволовые клетки

Плюрипотентность + +

Источник эмбрион (бластоциста) взрослый организм

Этические проблемы + –

Возможность получения
«больных» клеток – +

Пациентоспецифичность – +
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объединяет в себе клонирование человека и разрушение
человеческого эмбриона – два этически и политически
наиболее спорных вопроса, обсуждаемых более 10 лет
политиками, биоэтиками, правозащитниками и журнали-
стами [4, 42]. 

Интересной областью применения плюрипотентных кле-
ток является изучение механизмов развития различных
генетически обусловленных болезней и скрининг лекарст-
венных препаратов на культурах клеток, несущих соответ-
ствующую данной болезни мутацию. Как получить такие
«больные» клетки? Самый простой выход – выделить пер-
вичные культуры клеток из пациентов, страдающих изу-
чаемым заболеванием. Но не все клетки человеческого
организма способны длительное время находиться в куль-
туре, а некоторые типы клеток (например, нейроны) прак-
тически невозможно получать от живых доноров.
Плюрипотентные же клетки способны дифференциро-
ваться в любые типы клеток взрослого организма. При
использовании ЭСК из невостребованных при процедуре
экстракорпорального оплодотворения бластоцист иссле-
дователь может узнать, несет ли данный эмбрион какую-
либо мутацию, но это связано с трудоемкой процедурой
анализа единичного бластомера. При получении ЭСК
методом переноса ядра соматической клетки в энуклеиро-
ванный ооцит вопрос о наличии мутации решен, но мы
возвращаемся к другому камню преткновения — клониро-
ванию человека. Таким образом, получение ИПСК с
известной мутацией от взрослого донора является в
настоящее время предпочтительным (табл. 3). Такие клет-
ки позволяют изучать механизмы развития болезни и
тестировать лекарственные препараты. Более того, в соче-
тании с исправлением мутантных генов пациент-специ-
фичные ИПСК могут служить потенциально неиссякае-
мым ресурсом для клеточной терапии генетических забо-
леваний человека. В настоящее время разработаны методы
направленной дифференцировки ИПСК во многие типы
клеток взрослого организма.

Направленная дифференцировка ИПСК

ЭСК и ИПСК имеют практически одинаковый дифферен-
цировочный потенциал, и к ним применяют сходные
методики дифференцировки. Благодаря своей плюрипо-
тентности данные типы клеток могут дифференцироваться
в производные всех трех зародышевых листков, свойствен-
ные взрослому организму. Для клеточной терапии зача-
стую необходимы культуры клеток, обогащенные каким-
то одним (или несколькими) типом клеток.

Zhang и соавт. [68] разработан протокол высоэффективной
дифференцировки ИПСК и ЭСК в инсулин-продуцирую-
щие панкреатические клетки. На первом этапе плюрипо-
тентные клетки были дифференцированы в клетки энто-
дермы, экспрессирующие Sox17 и Foxa2, затем под воздей-
ствием ретиноевой кислоты и факторов Noggin и FGF7
были получены панкреатические клетки. После обработки
таких клеток эндотелиальным фактором роста удалось
получить культуру клеток, на 25% состоящую из инсулин-
продуцирующих клеток, ко-экспрессирующих инсулин,
С-пептид, PDX1 и NKX6-1, являющиеся маркерами зре-
лых -клеток островков Лангерганса [68].

ЭСК были успешно дифференцированы в кардиомиоциты
[43]. После последовательной обработки ЭСК человека
активином А и фактором BMP4 была получена культура,

содержащая 10–50% сокращающихся клеток. По результа-
там количественного ПЦР-анализа полученные клетки
экспрессируют такие маркеры кардиомиоцитов, как тяже-
лые цепи -миозина, сердечная изоформа тропонина Т и
кардиоспецифичный транскрипционный фактор Nkx2.5.

Существуют также протоколы направленной дифференци-
ровки ИПСК в производные эктодермы. Так, в 2011 г. Ohta
и соавт. удалось получить из ИПСК обогащенную мелано-
цитами культуру клеток [40]. С точки зрения клеточной
терапии особый интерес представляют подходы к направ-
ленной дифференцировке ИПСК человека по нейрональ-
ному пути. ИПСК дифференцируются в нейрональные
предшественники, экспрессирующие Sox1 и Pax6, с
эффективностью 15–79% в зависимости от конкретной
линии клеток. Важно отметить, что эффективность нейро-
нальной дифференцировки не зависит от набора факторов
для репрограммирования и наличия или отсутствия вирус-
ных интеграций в геном данных клеток. Показано, напри-
мер, что если такие нейрональные предшественники куль-
тивировать дальше в определенных условиях в течение
6–8 недель, образуются III-тубулин-позитивные мото-
нейроны, способные генерировать потенциал действия;
при совместном культивировании с клетками миоцитар-
ного ряда такие мотонейроны образуют с ними синапсы и
способны проводить сигнал, вызывающий сокращение
миотубулярных структур [24].

Для лечения различных заболеваний бывает необходимо
получить культуру дифференцированных клеток, обога-
щенную конкретным типом нейронов. Так, опубликован
протокол получения мотонейронов из ЭСК, который был
протестирован также и на ИПСК [25]. Такая дифференци-
ровка занимает около двух месяцев и дает выход около 50%
функциональных мотонейронов. Протокол детально опи-
сывает условия дифференцировки ЭСК, что позволяет
изучать сам процесс дифференцировки и использовать
полученные клетки для трансплантации пациентам с
повреждениями спинного мозга.

ИПСК при наследственных нейродегенеративных
заболеваниях

В настоящее время в мире десятки миллионов людей стра-
дают от таких неизлечимых заболеваний, как болезнь
Альцгеймера, болезнь Паркинсона, болезнь Гентингтона и
др. Медикаментозное лечение при данных формах нейро-
дегенеративной патологии либо неэффективно, либо поз-
воляет лишь компенсировать отдельные симптомы болез-
ни, не влияя на течение процесса. Качественно новым
шагом здесь может стать клеточная терапия, но проблема
получения пригодного для трансплантации клеточного
материала по-прежнему остается очень острой. Как и в
случае пересадки органов, клеточный трансплантат может
не прижиться, вызвать иммунный ответ в организме реци-
пиента и, как следствие, не произвести нужный терапевти-
ческий эффект. Представляется, что ИПСК могут служить
практически идеальным источником материала для кле-
точной трансплантации (рис. 1).

Особенно интересным является то, что при работе с
ИПСК возможно исправление генетических дефектов на
уровне плюрипотентных клеток с помощью гомологич-
ной рекомбинации (т.е. встраивания в клеточный клон
нормальной копии гена посредством специальных мето-
дов генной инженерии) [66]. Кроме вопроса о замещаю-
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щей клеточной терапии, существует проблема наличия
адекватных моделей нейродегенеративных заболеваний
для изучения патогенеза болезни и скрининга лекарст-
венных препаратов. Работа с материалом пациентов огра-
ничена только постмортальными образцами мозга.
Осуществлять скрининг и тестирование новых лекарст-
венных препаратов на животных проблематично как из-
за различий метаболизма ксенобиотиков в организмах
человека и мыши, так и из-за отсутствия адекватных
моделей заболеваний головного мозга человека. Выходом
из данной ситуации стали культуры ИПСК, дифференци-
рованные в соответствующий специализированный тип
нейронов. Остановимся на некоторых примерах исполь-
зования ИПСК в нейробиологии и неврологии. 

Болезнь Альцгеймера – наиболее распространенное ней-
родегенеративное заболевание человека, приводящее к
прогрессирующим когнитивным расстройствам и демен-
ции. На клеточном уровне заболевание проявляется
накоплением в нейронах агрегатов -амилоида и нейро-
фибриллярных клубков, а также формированием амило-
идных бляшек в паренхиме мозга, причем -амилоид про-
изводится в клетке из белка-предшественника с участием
ферментов - и γ-секретаз [5, 8]. В настоящее время поиск
веществ, модулирующих активность - и γ-секретаз,
является одним из наиболее перспективных подходов к
разработке новых методов лечения болезни Альцгеймера.
В 2011 г. была получена модель для скрининга подобных
соединений на основе ИПСК человека [63]. ИПСК были
дифференцированы в нейроны переднего мозга, в кото-
рых экспрессировались белки с активностью - и γ-секре-
таз и две формы -амилоида (A40 и A42), что позволило
считать данные клетки удачной моделью для изучения
действия ингибиторов секретез. Исследовали ингибитор
-секретазы IV, ингибитор γ-секретазы XXI/вещество Е и
нестероидный противовоспалительный препарат сулин-
дак сульфид, для которого показана способность напря-
мую ингибировать γ-секретазу. Ингибитор -секретазы IV
и сулиндак сульфид снижали уровень экспрессии A40 и
A42, причем сулиндак сульфид преимущественно инги-
бировал продукцию A42. Ингибитор γ-секретазы XXI в
низких концентрациях (10-11–10-8 M) повышал продукцию
A40 и A42, однако в более высоких дозах (10-7–10-6 M) –
ингибировал ее [63].

Болезнь Паркинсона, которая может носить спорадиче-
ский либо наследственный характер, характеризуется

гибелью дофаминергических нейронов в компактной
части черной субстанции среднего мозга, что приводит к
манифестации основных двигательных симптомов заболе-
вания [5]. ИПСК, полученные от пациентов со спорадиче-
ской формой болезни Паркинсона, способны дифферен-
цироваться в дофаминергические нейроны [13, 53, 59].
При пересадке таких клеток крысам с экспериментальным
паркинсонизмом наблюдалось уменьшение амфетамин-
индуцированного ротационного поведения [59]. При
иммуногистохимическом анализе вещества мозга живот-
ных было обнаружено, что трансплантированные в стриа-
тум нейроны дают аксональные проекции в другие отделы
мозга, причем образования телец Леви в трансплантате не
наблюдалось [21]. Можно предположить, что производные
ИПСК от пациентов со спорадической формой болезни не
способны проявлять патологический фенотип в культуре,
т.к. не имеют для этого генетических предпосылок.

Иначе обстоит ситуация в случае ИПСК, полученных от
пациентов с наследственными формами болезни
Паркинсона. Именно такие ИПСК, по-видимому, могут
служить удобной моделью для изучения заболевания и
скрининга лекарственных средств. Одним из генов, ассо-
циированных с болезнью Паркинсона, является ген мито-
хондриальной киназы PINK1 – данный белок локализу-
ется на внешней мембране митохондрий и участвует в
защите клетки от окислительного стресса посредством его
взаимодействия с паркином [8]. Как показано в недавней
работе Seibler и соавт. [49], мутация PINK1 не влияет на
репрограммирование клеток пациента и на дифференци-
ровку полученных ИПСК в дофаминергические нейроны.
В зрелых нейронах, несущих мутацию, в условиях стресса
нарушается мобилизация паркина к поврежденным мито-
хондриям, тогда как в нейронах, полученных из генетиче-
ски нормальных ИПСК, подобных нарушений не наблю-
далось. В мутантных нейронах патологические процессы
подавлялись при повышенной экспрессии нормального
белка PINK1 [49].

Еще одним значимым для изучения моногенным нейроде-
генеративным заболеванием ЦНС является болезнь
Гентингтона, которая наследуется по аутосомно-доми-
нантному типу. Заболевание вызывается экспансией
(свыше 35–37 копий) числа тринуклеотидных повторов
CAG, кодирующих аминокислоту глутамин в составе
белка гентингтина [5]. Функция гентингтина на данный
момент остается неизвестной, не до конца ясны также
механизмы патологического воздействия мутантного
белка именно на ГАМК-ергические шиповидные нейроны
стриатума. К настоящему времени созданы две клеточные
модели болезни Гентингтона на основе ИПСК-техноло-
гии. В первой модели ИПСК были получены из фибро-
бластов кожи трансгенной обезьяны, экспрессирующей
гентингтин с 72 копиями CAG-повторов [15]. При этом
было показано, что мутация не влияет на репрограммиро-
вание и нейрональную дифференцировку клеток.
Агрегаты мутантного гентингтина в плюрипотентных
клетках не наблюдались и появлялись лишь в ходе диффе-
ренцировки на уровне нейрональных предшественников
(нестин-позитивных клеток). По данным Вестерн-бло-
тинга, количество агрегатов увеличивалось при дальней-
шей дифференцировке. При иммуноцитохимическом
окрашивании нейронов были выявлены агрегаты мутант-
ного гентингтина в ядрах клеток и отростках, что является
одним из характерных цитологических признаков болезни
Гентингтона [15]. Еще одна модель на основе человече-
ских клеток была создана в 2010 г. [69]. На ней показано,

ТЕХНОЛОГИИ
Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки в неврологии

рис. 1: Получение и перспективы использования ИПСК.
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что ИПСК с мутантным гентингтином (72 копии CAG-
повторов) успешно дифференцируются в ГАМК-ергиче-
ские нейроны с выходом 10% (среди общей популяции
нейронов). Дифференцированные мутантные клетки
отличались от нормальных нейронов каспазной актив-
ностью, а также паттернами фосфорилирования киназ
ERK1 и ERK2 в ответ на добавление фактора роста [69].

В литературе есть также сообщения об исследовании зако-
номерностей патологического процесса и успешном опыте
тестирования биологически активных соединений на
ИПСК-моделях некоторых других наследственных нейро-
дегенеративных заболеваний – спинальной амиотрофии
[18], семейной дизавтономии Райли–Дея [32], SOD1-ассо-
циированной форме бокового амиотрофического склероза
[17]. Такие работы ведутся в настоящее время во многих
ведущих лабораториях мира – речь идет о создании банков
ИПСК и нейрональных культур от больных с охарактери-
зованными моногенными заболеваниями ЦНС. В нашей
стране исследования ИПСК при наследственных нейроде-
генеративных заболеваниях проводятся с 2010 г. в совмест-
ной работе Института молекулярной генетики РАН,
Института общей генетики им. Н.Н. Вавилова РАН и
Научного центра неврологии РАМН: созданы культуры
ИПСК от пациентов с болезнью Гентингтона (рис. 2), а
также (впервые в мире) – с PARK2 и PARK8 формами
болезни Паркинсона. Предполагается дифференцировка
этих ИПСК соответственно в холинергические шиповид-
ные нейроны стриатума и дофамин-продуцирующие ней-
роны черной субстанции, с дальнейшим изучением моле-
кулярного фенотипа получаемых клеток, исследованием
возможностей нейропротекторных соединений и перспек-
тив экспериментальной клеточной терапии.

Технологии репрограммирования соматических клеток
развиваются на наших глазах невиданными темпами. В
2010 г. была опубликована первая работа, в которой фибро-
бласты с помощью индуцированной экспрессии опреде-
ленного набора факторов транскрипции были в один этап
конвертированы в нейрональные клетки – даже минуя ста-
дию плюрипотентности [56]. Еще более поразительный по
клеточной специфичности результат был представлен в
этом году двумя независимыми группами исследователей,
которым удалось осуществить прямую конверсию фибро-
бластов непосредственно в дофаминергические нейроны
со всеми их характерными гистохимическими и функцио-
нальными свойствами [14, 46]. Интересно, что этими авто-
рами при получении дофамин-продуцирующих нейронов
были использованы различные по составу «генные коктей-
ли». Данный факт демонстрирует, что разные молекуляр-
ные детерминанты «судьбы» клеток могут вести к одному и
тому же результату через воздействие на разные транкрип-
ционные каскады. Значительным преимуществом такой
прямой конверсии соматических клеток в специализиро-
ванные нейроны, позволяющей избежать стадии плюри-
потентности, является элиминация риска злокачествен-
ной трансформации клеток в процессе манипуляций с
ними.

Таким образом, не вызывает сомнений, что перед нейро-
биологией открывается ясная перспектива получения
неограниченного числа специализированных нервных
клеток, репрограммированных из соматических клеток
человека. Это знаменует прорыв не только в исследовании
нейрональных патологических процессов, идентификации
новых молекулярных мишеней и лекарственных препара-
тов направленного действия, но и в развитии нейротранс-
плантологии – в связи с возможностью имплантации
пациенту генетически идентичных нейронов, полученных
из его собственных фибробластов и других типов зрелых
клеток. Одним из наиболее перспективных заболеваний
для применения такой технологии является болезнь
Паркинсона, поскольку методы получения дофаминерги-
ческих нейронов уже достаточно хорошо разработаны и
воспроизведены многими исследовательскими группами
[29, 62]. 

На сегодняшний день в данной области пока остается ряд
нерешенных проблем. Так, например, пока не для всех
типов нейронов разработаны высокоэффективные прото-
колы дифференцировки, а способность к нейрональной
дифференцировке варьирует у линий ИПСК, полученных
разными способами от пациентов разного возраста и в раз-
ных лабораториях. Тем не менее, можно надеяться, что
после дополнительных интенсивных исследований задача
стандартизации работы с ИПСК будет решена, и они най-
дут еще более широкое применение в фундаментальной и
клинической неврологии.

Данная работа выполнялась при поддержке Министерства
образования и науки РФ (Госконтракты №№ 16.512.11.2103
и 16.512.11.2105) и Российского фонда фундаментальных
исследований (№ 11-04-01337).

рис. 2: Иммунофлуоресцентный анализ клона ИПСК, полученного из фибробла-
стов кожи больного хореей Гентингтона. 

Примечание: цветную версию рис. см. на обложке (зеленый цвет – антитела к
маркеру плюрипотентных клеток SSEA-4, красный – антитела к транскрипцион-
ному фактору Oct4.  Ядра окрашены DAPI (синий цвет)). 
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The discovery of embryonic stem cells (ES) and methods of ES
handling belong to most significant achievements of science in
the 20th century. As mammalian ES represent an essentially
unlimited source of non-differentiated cells with normal diploid
caryotype, they will remain to be an important object in basic
research, including neurobiology, although their use for the pur-
poses of  practical neurology meets a number of medical and
ethical difficulties. Results of last studies open completely new
possibilities in the field of cell therapy of severe human disorders.
We are talking about reprogramming of somatic cells in mam-

malians, including humans, into pluripotent stem cells (so-
called induced pluripotent stem cells, iPS), with their further
differentiation to cells of different types. The practical capabili-
ty of patients’ iPS to be transformed into dopaminergic and
other specific neurons of the CNS is shown, that gives to doctors
a fundamentally new technology of getting adequate and genet-
ically identical cell material for neurotransplantation in
Parkinson’s disease, Huntington’s disease and other severe neu-
rodegenerative disorders.
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