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Экспериментальная неврология
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Болезнь Паркинсона характеризуется дегенерацией нигростриатного дофаминергического пути, что и обусловливает развитие основных двигательных 
симптомов заболевания. В связи с симптоматическим характером доступной на сегодня противопаркинсонической терапии в качестве альтернативы 
рассматриваются подходы, связанные с трансплантацией в мозг функционально сохранных дофаминергических нейронов, получаемых из фибробластов 
через стадию индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК). В настоящей работе на модели 6-OHDA-индуцированного паркинсонизма 
у крыс нами были исследованы долговременные двигательные эффекты и дана морфохимическая оценка результатов трансплантации в стриатум жи-
вотных дофаминергических нейронов, полученных из ИПСК человека. Нейротрансплантация в основной группе животных (n=8) приводила к достовер-
ному улучшению двигательных функций и редукции симптоматики паркинсонизма, тогда как аналогичная трансплантация фибробластов в стриатум 
животных в группе сравнения (n=4) не влияла на симптоматику паркинсонизма. Иммуноморфологический анализ показал, что дифференцированные 
человеческие нейроны после трансплантации в мозг крыс сохраняют свою локализацию в стриатуме и остаются жизнеспособными до четырех месяцев 
после операции; при этом наблюдается распространение их отростков вокруг области трансплантации. Проведенное исследование показывает прин-
ципиальную возможность коррекции нарушений моторики у экспериментальных животных с 6-OHDA-моделью паркинсонизма за счет репопуляции 
дофаминергических нейронов, источником которых могут быть ИПСК, получаемые из соматических клеток (фибробластов).

Ключевые слова: паркинсонизм, 6-OHDA, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки,
дофаминергические нейроны, нейротрансплантация, иммуноморфохимическое исследование.

Б
олезнь Паркинсона – распространенное нейро-
дегенеративное заболевание, в развитии кото-
рого большая роль принадлежит генетическим 
факторам [1, 21]. Болезнь Паркинсона характе-
ризуется прогрессирующей потерей дофаминер-

гических нейронов среднего мозга в черной субстанции 
и, как следствие, значительным (свыше 80%) снижением 
уровня дофамина в стриатуме. Это приводит к развитию 
основных двигательных симптомов заболевания – бради-
кинезии, мышечной ригидности и тремора [22]. В связи 
с открытием дофаминергического дефицита в качестве 
ключевого патогенетического звена болезни Паркинсона 
наиболее эффективными подходами к лечению на протя-
жении многих лет являются заместительная терапия ле-
водопой (биологическим предшественником дофамина) 
и назначение агонистов дофаминовых рецепторов; при-
меняются также корректоры других звеньев центрального 
нейротрансмиттерного дисбаланса [4, 7]. Однако по мере 
прогрессирования болезни положительный эффект при-
меняемых противопаркинсонических препаратов может 
становиться менее стойким, а нарастающие осложнения 
многолетней терапии и появление симптомов, резистент-
ных к дофаминергической стимуляции, ставят перед вра-
чом все новые и нередко трудноразрешимые проблемы 
[4, 11, 12, 22]. Следует добавить, что современные методы 
лечения паркинсонизма не предотвращают прогрессиро-
вания текущего нейродегенеративного процесса. Именно 
поэтому требуется создание новых терапевтических оп-
ций, в числе которых рассматривается восполнение до-
фамина в ЦНС с помощью трансплантации экзогенных 

дофамин-продуцирующих клеток, потенциально спо-
собных обеспечить более длительный и стойкий эффект 
[5, 13, 14]. 

Попытки нейротрансплантации при паркинсонизме 
с использованием фетальных тканей среднего мозга и 
нейронов, полученных из эмбриональных стволовых 
клеток, продемонстрировали, что трансплантированные 
клетки могут реиннервировать стриатум, восстанавли-
вать дофаминергическую нейротрансмиссию и в некото-
рых случаях улучшать двигательные дисфункции, однако 
этот эффект оказался плохо воспроизводимым [15, 16]. 
Более того, трансплантация эмбриональных клеток име-
ет значительные этические, религиозные, технические 
и практические ограничения, к тому же она связана с не-
обходимостью стойкой иммуносупрессии в послеопера-
ционном периоде [6, 8]. Реальной и наиболее перспектив-
ной альтернативой при паркинсонизме представляется 
трансплантация в головной мозг полноценных по своим 
морфофункциональным характеристикам дофаминер-
гических нейронов, дифференцированных из индуци-
рованных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК)
[2, 9, 10, 18, 19]. В свою очередь, ИПСК можно получать 
из соматических тканей (фибробластов) самих пациен-
тов, ориентированных на операцию, с помощью откры-
той в 2006 г. технологии клеточного репрограммирования 
[23, 24]. Такой подход исключает этические проблемы 
и обеспечивает генетическую идентичность трансплан-
тата и организма реципиента.
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скировке антигена в микроволновой печи (600 W, 5 мин) 
в цитратном буфере (0,01 M, pH=6,0). Для выявления ти-
розингидроксилазы (TH) и транспортера дофамина (DA) 
использовали моноклональные кроличьи антитела, для 
выявления ядерного антигена человека применяли анти-
тела мыши. Для визуализации связывания использовали 
биотинилированные антитела козы против соответствую-
щих иммуноглобулинов и экстравидинпероксидазу, в ка-
честве хромогена применяли 3,3-диаминобензидин с хло-
ридом никеля (черное окрашивание) или кобальта (голубое 
окрашивание). Окрашивание проводили по протоколам 
производителя антител (Sigma). Для каждой серии препа-
ратов ставили негативный контроль. Препараты изучали и 
фотографировали на микроскопе Leica DMLB (Германия), 
с камерой DC-300 (3 Мпкс, цветная). Морфометрическое 
исследование выполняли в программе Leica QWin.

Результаты и обсуждение

У крыс с экспериментальной моделью паркинсонизма по-
сле трансплантации полученных дофаминергических ней-
ронов в полосатое тело отмечалось отчетливое улучшение 
двигательных функций и редукция симптомов паркинсо-
нического синдрома. (рис. 1, 2). Вращательное поведение, 
наблюдаемое в первом апоморфиновом тесте, т.е. через 
4 нед после введения токсина, достоверно ослаблялось при 
втором тестировании через 8 нед после нейротоксического 
повреждения.

В группе сравнения нейротрансплантация фибробластов 
в хвостатые ядра крыс не оказала выраженного эффекта на 
поведение животных. Тестирование двигательной актив-
ности таких крыс в «открытом поле», проводимое ежене-
дельно, не выявило статистически достоверных различий 
поведенческих показателей до трансплантации и спустя 
5 нед (рис. 3).

На разных сроках после трансплантации (3, 5, 7, 14, 32 дня 
и 4 мес) проводили иммуногистохимическое исследование 

В 2012–13 гг. нами совместно с Институтом общей генети-
ки РАН и Институтом молекулярной генетики РАН нача-
то первое в России исследование, в котором ИПСК были 
использованы для лечения экспериментального паркин-
сонизма, вызванного прямым введением в черную суб-
станцию нейротоксина 6-OHDA [3]. Было показано, что 
стереотаксическая трансплантация полученных из ИПСК 
человека дофаминергических нейронов в полосатое тело 
крыс с паркинсонизмом приводит к отчетливому улуч-
шению двигательных функций и редукции симптоматики 
паркинсонизма [3]. В настоящей работе мы представляем 
расширенные результаты длительного наблюдения за опе-
рированными экспериментальными животными и данные 
морфохимического исследования их мозга, показывающие 
принципиальную возможность выживаемости трансплан-
тированных нейронов на протяжении недель и месяцев.

Материалы и методы

Методы получения из культивированных фибробластов че-
ловека ИПСК и их направленной дифференцировки в до-
фаминергические нейроны были детально описаны нами 
ранее [3]. Моделирование паркинсонизма у крыс с помо-
щью нейротоксина 6-OHDA, избирательно повреждающе-
го дофаминергические нейроны, а также трансплантация 
в хвостатое ядро экспериментальных животных суспензии 
дофаминергических нейронов (n=8) или фибробластов 
(у животных в группе сравнения, n=4) проводились в соот-
ветствии с отработанными протоколами [3, 17, 20]. 

Для оценки величины нейротоксического повреждения 
дважды (через 4 и 8 нед после стереотаксических операций) 
крысам вводили агонист дофаминовых рецепторов апо-
морфин в дозе 0,1 мг/кг подкожно. Тестирование и анализ 
поведения экспериментальных животных проводился один 
раз в неделю на протяжении 12 нед. Срок переживания 
животных после нейротрансплантации составлял 16 нед. 
При проведении теста в «открытом поле» в течение 3 мин 
определяли горизонтальную двигательную активность; при 
этом учитывали общее количество пересеченных квадра-
тов и величину пройденного пути. Фиксирование и анализ 
поведенческих экспериментов проводили с помощью си-
стемы видеонаблюдения за поведением животных Any-
maze. Начиная с двух дней до операции нейротрансплан-
тации и в течение всего периода эксперимента (16 нед), 
крысы ежедневно получали циклоспорин (12 мг/кг перо-
рально) с целью иммуносупрессии и предотвращения им-
мунологической несовместимости клеток донора с мозгом 
реципиента.

Полученные результаты были обработаны с помощью 
программы STATISTICA (release7) методом Вилкоксона 
(Манна-Уитни).

По окончании экспериментов животные усыплялись хло-
роформом, затем осуществлялась декапитация и извлече-
ние мозга. 

Образцы мозга фиксировали в формалине на фосфатном 
солевом буфере и проводили через этанол и хлороформ для 
заливки в парафин. Серии фронтальных срезов (толщиной 
7 мкм) готовили на микротоме Leica SR2000. Препараты 
окрашивали иммуногистохимическим авидинпероксидаз-
ным методом, часть препаратов также окрашивали кре-
зиловым фиолетовым. Срезы подвергали тепловой дема-

рис. 1: изменение двигательной активности в «открытом поле» у крыс с
паркинсоническим синдромом после введения дифференцированных 
дофаминергических нейронов в стриатум. 

по оси ординат: число пересеченных квадратов; по оси абсцисс: 4 нед – время 
после введения токсина 6-OHDA в черную субстанцию, 5, 33, 47, 64 и 91 сут 
– время после введения клеточной суспензии. Стрелкой обозначен момент 
введения дофаминергических нейронов;
+ – различия достоверны по сравнению с фоном (исходным уровнем 
двигательной активности);
* – различия достоверны по сравнению с уровнем двигательной активности 
спустя 4 нед после введения токсина при р≤0,05.
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экспрессии нейрональных белков TH и DAT, являющихся 
маркерами дофаминергических нейронов, а также ядер-
ного антигена человека (HNA) для выявления трансплан-
тированных клеток. Одностороннее повреждение черной 
субстанции после интранигрального введения 6-OHDA 
подтверждалось резким снижением экспрессии TH в ипси-
латеральном стриатуме. 

На серийных последовательных срезах в трансплантате вы-
являли клетки, содержащие как ядерный антиген человека, 
так и дофаминергические маркеры (рис. 4), причем лока-
лизация ТН и DAT-позитивных клеток была одинаковой. 
Трансплантированные дофаминергические нейроны от-
личались малыми размерами (средняя площадь нейронов 
составила 107±10 мкм2).

За пределами области трансплантации наблюдали единич-
ные дофаминовые нейроны, не экспрессирующие HNA 
и являющиеся собственными нейронами стриатума крысы. 

Область трансплантации к 5–7 дням была окружена 
глиальным валом, состоящим из астроцитарных клеток 
крысы. 

Число HNA-позитивных клеток в области трансплантации 
статистически значимо снижалось в течение первой не-
дели после введения (в среднем на 46%), после чего объ-
ем трансплантата оставался стабильным вплоть до месяца 
и составлял 0,06–0,1 мм3; при подсчете с учетом поправки 
Аберкромби общее число выявляемых клеток человека че-
рез 1 мес после введения составляло до 150 тыс. (рис. 5). 
Через 4 мес после операции HNA-позитивные клетки также 

рис. 2: примеры треков в «открытом поле» у крыс с развившимся паркинсоническим
синдромом (а) и через 33 сут после введения дифференцированных 
дофаминергических нейронов (Б) тем же животным.

рис. 3: динамика двигательной активности крыс с паркинсоническим синдромом
в «открытом поле» после введения фибробластов в хвостатые ядра 
(показано стрелкой). 

по оси ординат: количество пересеченных квадратов; по оси абсцисс: 
4 нед – время после введения токсина 6-OHDA в черную субстанцию; далее – 
число дней эксперимента между тестами; + – различия достоверны по сравнению 
с исходным уровнем двигательной активности при р≤0,05.

рис. 4: трансплантация нейронов, дифференцированных из ипСК человека,
в стриатум крысы с экспериментальным паркинсонизмом. 

а, Б – локализация трансплантата в хвостатом ядре крысы (окраска по Нисслю);
в – HNA-позитивные клетки в области трансплантации (32-й день). 
обозначения: Nissle – окраска по методу Ниссля, HNA – локализация ядерного 
антигена человека.

рис. 5: локализация и число дофаминергических нейронов в разные сроки после
трансплантации.

а – стрелками указана локализация дофаминергических нейронов на 3-й, 5-й 
и 7-й дни после трансплантации (схемы с репрезентативных препаратов);
Б – плотность клеток (в поле зрения – 0,04 мм2), экспрессирующих ядерный 
антиген человека (HNA), на 7-й и 32-й дни после трансплантации.
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рис. 6: выявление тирозингидроксилазы (TH) в трансплантате. 
а – дофаминовая денервация стриатума на стороне разрушения черной 
субстанции и TH-позитивные клетки в области введения по ходу трека от иглы 
(32-й день);
Б – TH-позитивные клетки в стриатуме области трансплантата на 2-й нед после 
введения;
в – распространение TH-позитивных отростков в краевой зоне трансплантата на 
4-й нед.
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Обобщая полученные в результате иммуноморфологическо-
го исследования результаты, можно утверждать, что клетки 
человека, полученные из репрограмированных фибробла-
стов и дифференцированные in vitro в зрелые дофаминер-
гические нейроны, после нейротрансплантации сохраняют 
свою локализацию в стриатуме и остаются жизнеспособ-
ными до 4 мес после операции, при этом наблюдается рас-
пространение их отростков вокруг области трансплантации. 
Проведенное исследование показывает принципиальную 
возможность коррекции нарушений моторики у экспери-
ментальных животных с 6-OHDA-моделью паркинсонизма 
за счет репопуляции дофаминергических нейронов, источ-
ником которых могут быть ИПСК, получаемые из сомати-
ческих клеток (фибробластов).

Исследование поддержано грантом РФФИ № 13-04-01730а.

обнаруживались в области трансплантации. Миграции 
HNA- или TH-позитивных клеток за пределы области 
введения (по количественной оценке расстояния между 
выявляемыми нейронами) выявлено не было, что, по ви-
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Parkinson's disease is characterized by degeneration of the ni-
grostriatal dopaminergic pathway that underlies the basic motor 
symptoms of the disease. Since the currently available antipar-
kinsonian therapy is symptomatic by its nature, approaches as-
sociated with intracerebral transplantation of functionally intact 
dopaminergic neurons derived from fibroblasts through the stage 
of induced pluripotent stem cells (iPSCs) are considered as an 
alternative. In this work, based on a model of 6-OHDA-induced 
Parkinsonism in rats, we have studied the long-term motor ef-
fects and provided morphochemical evaluation of the outcomes 
of human iPSC-derived dopaminergic neuron transplantation 
into the animal striatum. Neurotransplantation in the main 
group of animals (n=8) resulted in significant improvement in 

the motor functions and a reduction of the Parkinsonism symp-
toms, while similar transplantation of fibroblasts into the animal 
striatum in the control group (n=4) had no effect on the Parkin-
sonism symptoms. Immunomorphological analysis demonstrat-
ed that differentiated human neurons, which were transplanted 
into the rat brain, retain their localization in the striatum and 
remain viable for up to four months after surgery. In this case, 
the outgrowth of their processes around the transplantation site 
was observed. The study has demonstrated the fundamental pos-
sibility for movement disorders in experimental animals with a 
6-OHDA-model of Parkinsonism due to the repopulation of do-
paminergic neurons, the source of which may be iPSCs derived 
from somatic cells (fibroblasts).
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