
1610

БИОХИМИЯ,  2019,  том  84,  вып.  11,  с.  1610  –  1621

УДК 576.3/7; 577.17.02

1 Институт молекулярной генетики РАН, 123182 Москва, Россия;
электронная почта: novek#img@mail.ru

2 Научный центр неврологии, 125367 Москва, Россия;
электронная почта: grivigan@mail.ru

Поступила в редакцию 20.06.2019
После доработки 23.07.2019

Принята к публикации 06.08.2019

Создание лекарственных препаратов включает целый ряд стадий, начиная от синтеза химических соедине�
ний, их тестирования на различных моделях с отбором наиболее активных и безопасных, до клинических
испытаний и внедрения лекарственного препарата в медицинскую практику. Среди используемых моделей
важное место занимают культуры клеток животных, как первичные, так и трансформированные. Однако
эти клетки имеют целый ряд недостатков, среди которых в первую очередь следует отметить недостаточную
стандартизацию в случае первичных культур и нарушения в генотипе клеток в случае трансформированных
культур. Получение индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) человека открыло новые
возможности для создания тест�систем для масштабного скрининга потенциальных лекарственных средств
с разным спектром действия. Благодаря своей способности дифференцироваться во все клетки взрослого
организма ИПСК являются уникальной моделью, позволяющей изучать действие тестируемых соединений
и их потенциальную токсичность на всем протяжении процесса дифференцировки in vitro.
В настоящей работе на примере двух классов соединений – представителей меланокортинов и эндоканна�
биноидов – продемонстрирована эффективность использования ИПСК и их дифференцированных в ней�
рональном направлении производных для отбора соединений с нейропротекторной активностью. Показа�
но, что все испытанные соединения не обладали цито� и эмбриотоксичностью. В условиях токсического
действия перекиси водорода представители меланокортинов и эндоканнабиноидов способны оказывать
нейропротекторное действие на нейрональные предшественники и дифференцированные нейроны, полу�
ченные из ИПСК. Наибольшим нейропротекторным эффектом (~70%) в дифференцированных культурах,
обогащенных дофаминергическими нейронами, обладал представитель эндоканнабиноидов N�докозагек�
саноилдофамин. Эффект семакса – представителя семейства меланокортинов – в этих условиях составил
~40%. Обсуждается возможность использования других производных ИПСК для поиска соединений с ней�
ропротекторной активностью.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тест�система, цитотоксичность, нейропротекция, индуцированные плюрипотент�
ные стволовые клетки, окислительный стресс, эндоканнабиноиды, меланокортины.
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Одной из актуальных проблем современной
фармакологии и медицины является создание
эффективных и безопасных лекарственных пре�
паратов, для чего необходимы высокопроизво�

дительные и воспроизводимые, а главное, отно�
сительно дешевые технологии их скрининга. В
настоящее время средняя стоимость разработки
нового лекарственного препарата оценивается в

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : альфа�МСГ – альфа�меланоцитстимулирующий гормон; ДМСО – диметилсульфоксид;
ДА�нейроны – дофаминергические нейроны; ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; МК – ме�
ланокортины; ЭК – эндоканнабиноиды; BDNF – нейротрофический фактор из мозга; GDNF – нейротрофический фак�
тор из глии; G418 – антибиотик генетицин; N�АДА – N�арахидоноилдофамин; N�ДДА – N�докозагексаноилдофамин;
PGP – пептид семейства меланокортинов (Pro�Gly�Pro).
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несколько миллиардов долларов, а время, кото�
рое необходимо потратить от начала синтеза и
испытаний до выхода нового препарата в произ�
водство, составляет обычно 10–15 лет. Создание
лекарственного препарата включает целый ряд
стадий, начиная от синтеза соединений, их тес�
тирования на различных моделях с отбором на�
иболее активных и безопасных, до клинических
испытаний и внедрения в медицинскую практи�
ку. Среди моделей, используемых для скрининга
новых соединений, важное место занимают
культуры клеток животных, как первичные, так
и трансформированные и трансфицированные.
Следует отметить, что тестирование на клеточ�
ных культурах является обязательным этапом
при разработке лекарственных препаратов,
предшествующим тестированию соответствую�
щих соединений на экспериментальных живот�
ных. На рис. 1 представлены различные типы
клеточных культур, используемые для скринин�
га соединений, представляющих фармакологи�
ческий интерес.

Культуры клеток млекопитающих можно ус�
ловно разделить на два основных типа: первич�
ные и трансформированные. Отдельно следует
отметить искусственно трансфицированные кле�
точные культуры млекопитающих, содержащие
ген, ответственный за развитие того или иного за�
болевания у человека. Такие культуры были ис�
пользованы нами ранее для тестирования различ�
ных соединений пептидной природы на наличие
у них нейропротекторной активности [1, 2].

Однако животные и полученные от них кле�
точные культуры зачастую не являются адекват�
ной моделью при разработке лекарственных со�
единений из�за их видоспецифичности. Извест�

но, что некоторые препараты, успешно прошед�
шие тестирование на этих моделях, впослед�
ствии оказывались непригодными и даже порой
токсичными для человека [3, 4].

Репрограммирование соматических клеток и
получение индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток (ИПСК) млекопитающих,
включая человека, открывают новые перспекти�
вы в трансплантологии и изучении молекуляр�
ных и клеточных основ заболеваний человека
in vitro [5, 6]. Развитие данной технологии также
создает новые возможности для разработки мо�
делей ряда тяжелых патологий человека, в т.ч.
нейродегенеративных, а также тест�систем, поз�
воляющих проводить масштабный скрининг
in vitro соединений, являющихся основой лекар�
ственных препаратов, с учетом индивидуальных
особенностей пациента [7–9].

Важнейшей особенностью ИПСК является
их способность дифференцироваться во все ти�
пы клеток взрослого организма. В настоящее
время получены различные производные из
ИПСК человека: пигментный эпителий сетчат�
ки, мотонейроны, кортикальные нейроны,
ГАМКергические, дофаминергические и сен�
сорные нейроны, клетки Пуркинье, олигоденд�
роциты, клетки эндотелия, кардиомиоциты, ге�
матопоэтические клетки, остеогенные клетки,
нейтрофилы и др. [5, 6]. Большая часть этих кле�
ток была получена от пациентов с различными
генетическими патологиями и имела изменен�
ный генотип, характерный для конкретных за�
болеваний. Такие клетки послужили моделью
как для молекулярно�генетического изучения
патогенеза заболеваний, так и для скрининга
потенциальных лекарственных веществ [6].
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Рис. 1. Клеточные культуры животных, используемые для тестирования соединений, представляющих фармакологиче�
ский интерес



НОВОСАДОВА и др.

Особое преимущество ИПСК человека для
изучения функций и различных патологий
нервной системы, а также для поиска эффек�
тивных форм лечения неврологических заболе�
ваний связано с несколькими принципиальны�
ми моментами:

1) невозможностью получения нейронов из
мозга взрослого человека (за исключением не�
которых операций по удалению злокачествен�
ных опухолей);

2) отсутствием роста дифференцированных
нейронов человека в культуре;

3) возможностью получения неограниченно�
го количества ИПСК и их производных;

4) возможностью получения ИПСК от конк�
ретных доноров, а также пациентов с известны�
ми нейродегенеративными заболеваниями;

5) возможностью осуществления направлен�
ной дифференцировки ИПСК в нейрональном
и глиальном направлениях in vitro с получением
нейронов определенной эргичности.

Благодаря использованию ИПСК человека в
нашем коллективе была разработана тест�систе�
ма, позволяющая проводить масштабный скри�
нинг различных соединений, представляющих
интерес для фармакологии, и оценивать их ци�
то� и эмбриотоксичность, а также нейропротек�
торный потенциал [10, 11].

Целью настоящей работы являлась демон�
страция эффективности разработанной и запа�
тентованной тест�системы для поиска соедине�
ний с нейропротекторной активностью на при�
мере двух групп химических соединений: пепти�
дов семейства меланокортинов (альфа�мелано�
цитстимулирующего гормона (альфа�МСГ), се�
макса (Met�Glu�His�Phe�Pro�Gly�Pro) и PGP
(Pro�Gly�Pro)) и эндоканнабиноидов (N�доко�
загексаноилдофамина (N�ДДА) и N�арахидоно�
илдофамина (N�АДА)).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культивирование клеток и синтез соединений.
Работу проводили на культурах ИПСК человека
и их дифференцированных производных, полу�
ченных нами ранее [12]. Культивирование и
оценку пролиферативной активности ИПСК
проводили, как описано ранее [13]. Синтез ме�
ланокортинов (МК) был осуществлен в Отделе
химии физиологически активных веществ Ин�
ститута молекулярной генетики РАН, а синтез
эндоканнабиноидов (ЭК) – в лаборатории ок�
силипинов Института биоорганической химии
им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН.

Оценка цитотоксичности исследуемых соеди=
нений на ИПСК. ИПСК рассевали по 40 тыс.

клеток на лунку в 24�луночный планшет и куль�
тивировали в 1 мл среды mTeSR1 («STEMCELL
Technologies», Канада) в СО2�инкубаторе
(«Sanyo», Япония) при 37 °С и 5,0%�ном содер�
жании СО2. Нейрональные предшественники,
полученные из ИПСК по описанной ранее ме�
тодике [14], рассевали по 20 тыс. клеток на лун�
ку в 96�луночный планшет и культивировали в
нейрональной среде: DMEM/F12 («Gibco»,
США), заменитель сыворотки («Gibco»,
США) – 2%, добавка B27 (50×; «Gibco»,
США) – 1%, 2 мМ глутамин («ICN Biomedicals»,
США), 1 мМ заменимые аминокислоты («Пан�
Эко», Россия), 50 ед/мл пенициллин�стрепто�
мицина («ПанЭко», Россия), 10 мкМ SB431542
(«Stemgent», США), 80 нг/мл Noggin («Stemgent»,
США), в СО2�инкубаторе («Sanyo», Япония)
при 37 °С и 5,0%�ном содержании СО2. Планше�
ты предварительно покрывали матригелем
(«Corning», США). На следующий день вносили
исследуемые вещества: пептиды в конечных
концентрациях 0,001, 0,1 и 10 мкМ и антибио�
тик генетицин (G418; Gibco», США) в концент�
рации 50, 100 и 200 мкг/мл. Смену среды с од�
новременным внесением исследуемых веществ
осуществляли через 48 ч. На третьи сутки после
внесения исследуемых соединений проводили
оценку пролиферативной активности клеток с
использованием МТТ�теста. Для этого в лунку
вносили свежеприготовленный раствор МТТ
(3�(4,5�диметилтиазолил�2)�2,5�дифенил тетра�
золиум бромид) в концентрации 0,3 мг/мл по
400 мкл на лунку и инкубировали в течение 3 ч в
СО2�инкубаторе. Затем раствор МТТ удаляли,
вносили ДМСО (400 мкл на лунку) и инкубиро�
вали в течение 2 ч при комнатной температуре
на шейкере («Eppendorf», Германия). Оптичес�
кое поглощение в лунках измеряли при 600 нм с
помощью планшетного ридера Infinite M200 Pro
(«Tecan», Швейцария).

Влияние исследуемых веществ на формирова=
ние эмбриоидных тел из ИПСК. Для получения
эмбриоидных тел колонии ИПСК снимали с
подложки с использованием диспазы («Gibco»,
США). Далее колонии ИПСК переносили в
24�луночный планшет с ультранизкой адгезией
(«Costar», США) по 160 тыс. клеток на лунку в
1 мл ростовой среды mTeSR1 для недифференци�
рованных клеток с одновременным добавлением
исследуемых пептидов в конечных концентраци�
ях 0,001, 0,1 и 10 мкМ, а также генетицина в ко�
нечной концентрации 50 мкг/мл и культивирова�
ли в течение 24 ч в СО2�инкубаторе («Sanyo»,
Япония) при 37 °С и 5,0%�ном содержании СО2.
После этого проводили половинную смену среды
на среду для роста эмбриоидных тел  следующего
состава: DМЕМ/F12 («Gibco», США), фетальная
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бычья сыворотка («Hyclone», Дания) – 20%,
2 мМ L�глутамин, 0,1 мМ β�меркаптоэтанол,
1 мМ заменимые аминокислоты («ПанЭко»,
Россия), 50 ед/мл пенициллин�стрептомицина
(«ПанЭко», Россия). Через 24 ч среду полностью
заменяли средой для роста эмбриоидных тел с
добавлением исследуемых пептидов и генетици�
на. Подсчет эмбриоидных тел осуществляли под
микроскопом через 24–48 ч после посева, для че�
го всю суспензию переносили в 96�луночный
круглодонный планшет по 100 мкл на лунку. Это
позволило максимально точно определить коли�
чество эмбриоидных тел в каждом варианте. 

Получение дифференцированных культур,
обогащенных дофаминергическими нейронами.
Нейрональные предшественники рассевали на
чашки Петри, обработанные матригелем, по
200 тыс. клеток/см2. На следующий день среду
заменяли на дифференцировочную среду I типа:
DMEM/F12 («Gibco», США), заменитель сыво�
ротки («Gibco», США) – 2%, добавка B27 (50×;
«Gibco», США) – 1%, 2 мМ глутамин («ICN
Biomedicals», США), 1 мМ заменимые амино�
кислоты («ПанЭко», Россия), 50 ед/мл пени�
циллин�стрептомицина («ПанЭко», Россия),
100 нг/мл Shh («PeproTech», США), 20 нг/мл
FGF8 («PeproTech», США) и 10 мкМ пурморфа�
мин («Stemgent», США). Клетки культивирова�
ли в течение 10 дней, меняя среду через день. За�
тем клетки переводили на дифференцировоч�
ную среду II типа: DMEM/F12 («Gibco», США),
заменитель сыворотки («Gibco», США) – 2%,
добавка B27 (50×; («Gibco», США) – 1%, 2 мМ
L�глутамин («ICN Biomedicals», США), смесь
аминокислот («ПанЭко», Россия) – 1%,
50 ед/мл пенициллин�стрептомицина («Пан�
Эко», Россия), 20 нг/мл BDNF («PeproTech»,
США), 20 нг/мл GDNF («PeproTech», США),
200 мкМ аскорбиновая кислота («ПанЭко»,
Россия) и 4 мкМ форсколин («Stemgent»,
США), на которой культивировали клетки в те�
чение 14–21 дней в СО2�инкубаторе («Sanyo»,
Япония) при 37 °С и 5,0%�ном содержании СО2,
смену среды проводили каждые 48 ч.

Определение нейропротекторных свойств ис=
следуемых веществ в условиях окислительного
стресса на нейрональных предшественниках и до=
фаминергических нейронах. Нейрональные пред�
шественники по 20–30 тыс. клеток рассевали на
96�луночный планшет (покрытый матригелем) в
100 мкл нейрональной среды на лунку и культи�
вировали в течение 24 ч. Для получения дофами�
нергических нейронов осуществляли культиви�
рование, как описано в предыдущем разделе.
После получения зрелых нейронов проводили
полную смену среды на среду для тестирования
(DMEM/F12, 2 мМ L�глутамин («ICN Biomedi�

cals Inc», США), пенициллин�стрептомицин
(50 ед/мл)) с добавлением МК (семакс, альфа�
МСГ, PGP) в конечной концентрации 1,0 нМ
или ЭК (N�ДДА, N�АДА) в конечной концен�
трации 2,5 или 5,0 мкМ по 50 мкл на лунку. В ка�
честве контролей использовали равный объем
растворителя PBS для МК и ДМСО для ЭК. Ин�
кубацию проводили в течение 40 мин, вносили
еще по 50 мкл среды, содержавшей 200 мкМ
Н2О2, далее инкубировали в течение 3 ч и затем
проводили полную смену среды на среду для тес�
тирования. Количество жизнеспособных нейро�
нальных предшественников определяли на сле�
дующий день с помощью МТТ�теста.

Иммунофлуоресцентный анализ. Планшеты с
дофаминергическими нейронами (ДА�нейрона�
ми) фиксировали 4%�ным параформальдегидом
и окрашивали антителами к тирозингидрокси�
лазе и βIII�тубулину. Иммунофлуоресцентный
анализ проводили, как было описано ранее [12],
с использованием поликлональных антител
кролика к тирозингидроксилазе («Abcam»,
США) в разведении 1 : 1000 и моноклональных
антител мыши к βIII�тубулину («Abcam», США)
в разведении 1 : 2000. Детекцию осуществляли с
помощью поликлональных антител козы к им�
муноглобулинам мыши и кролика, конъюгиро�
ванных с красителями Alexa 488 и Alexa 546 со�
ответственно в разведении 1 : 2000 («Thermo
Fischer», США). Подсчет окрашенных клеток
осуществляли с помощью флуоресцентного
микроскопа AXIO Imager Z1 («Zeiss», Германия).
Дополнительно в лунках оценивали интенсив�
ность флуоресцентного сигнала соответствую�
щих красителей с помощью планшетного риде�
ра Infinite M200 Pro («Tecan», Швейцария). Ана�
лиз микрофотографий и подсчет количества
ядер и клеток проводили с помощью программы
ImageJ�win64 (США), плагин ITCN.

Статистический анализ. Результаты представ�
лены как средние значения 3–4 независимых
экспериментов. В каждом эксперименте было
3–4 повторности на точку.

Для анализа данных применяли методы опи�
сательной статистики (средние значения и стан�
дартное отклонение). Значимость различий
между экспериментальными группами оценива�
ли с помощью дисперсионного анализа (одно�
сторонний ANOVA).

Статистически значимыми считали отличия
при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Как было отмечено выше, в нашем коллек�
тиве на основе ИПСК человека была разработа�
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на тест�система, позволяющая проводить мас�
штабный скрининг различных соединений,
представляющих интерес для фармакологии, и
оценивать их цито� и эмбриотоксичность, а так�
же нейропротекторный потенциал [10, 11]. В
разработанной тест�системе были использова�
ны недифференцированные ИПСК, эмбриоид�
ные тела, нейрональные предшественники и
дифференцированные в нейрональном направ�
лении культуры клеток, обогащенные ДА�ней�
ронами. Микрофотографии использованных
культур клеток представлены на рис. 2.

Цито� и эмбриотоксичность, а также проли�
феративную активность оценивали с помощью
МТТ�теста как наиболее простого метода для
проведения масштабного скрининга различных
соединений. Нейропротекторный потенциал
исследуемых соединений в дифференцирован�
ных культурах определяли с помощью имму�
нофлуоресцентного анализа по экспрессии спе�

цифических маркеров (маркера нейронов
βIII�тубулина и маркера ДА�нейронов тирозин�
гидроксилазы). В качестве положительного
стандарта использовали пептид cемакс, являю�
щийся основой лекарственного препарата с ус�
тановленными нейропротекторными свойства�
ми [15, 16], а в качестве отрицательного стан�
дарта – антибиотик генетицин (G418), оказыва�
ющий цитотоксическое действие на эукариоти�
ческие клетки.

Влияние пептидов семейства МК на пролифе=
ративную активность ИПСК и способность фор=
мировать эмбриоидные тела. Было изучено
действие МК в концентрациях от 0,001 до
10 мкМ на выживаемость и пролиферацию не�
дифференцированных ИПСК; в качестве кон�
троля использовали генетицин (G418) в концен�
трациях 50, 100 и 200 мкг/мл. Полученные ре�
зультаты представлены на рис. 3. Было показа�
но, что G418 во всех исследованных концентра�
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Рис. 2. Культуры ИПСК, находящиеся на разных стадиях дифференцировки, которые были использованы в настоящей
работе: а – недифференцированные ИПСК. Иммунофлуоресцентная детекция: SSEA�4 (зеленый), Oct3/4 (красный),
DAPI (синий); б – эмбриоидные тела (без окрашивания); в – нейрональные предшественники. Иммунофлуоресцентная
детекция: Sox 1 (красный), DAPI (синий); г – дифференцированные нейроны. Иммунофлуоресцентная детекция: βIII�ту�
булин (зеленый), тирозингидроксилаза (красный), DAPI (синий); ×100
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циях вызывал выраженную гибель клеток. Пеп�
тиды семакс, альфа�МСГ и PGP в широком ди�
апазоне концентраций не оказывали влияния на
пролиферативную активность ИПСК и не обла�
дали цитотоксическим действием (рис. 3).

Далее было исследовано влияние тестируе�
мых соединений на формирование эмбриоид�
ных тел, которые моделируют начальные этапы
эмбрионального развития in vitro. Для этого
ИПСК снимали с подложки и помещали в план�
шеты с предельно низкой адгезией для исключе�
ния их прикрепления к подложке. В таком со�
стоянии ИПСК вступают на начальный путь
дифференцировки и формируют эмбриоидные
тела. Одновременно с помещением ИПСК в ад�
герентные условия культивирования в среду вно�
сили исследуемые вещества. Количество сфор�
мированных эмбриоидных тел оценивали через
72 ч прямым подсчетом под микроскопом. По�
лученные результаты представлены на рис. 4.
Было показано, что пептиды семейства МК не
оказывают значимого влияния на количество
сформированных эмбриоидных тел, тогда как
антибиотик генетицин в концентрации
50 мкг/мл существенно снижал количество об�
разующихся эмбриоидных тел (рис. 4), а в кон�
центрациях 100 и 200 мкг/мл – полностью бло�
кировал их образование (данные не приведены).

Оценка нейропротекторных свойств исследуе=
мых соединений на разных стадиях нейрональной
дифференцировки ИПСК человека. Мы исследо�
вали способность пептидов семейства МК (се�
макса, альфа�МСГ и PGP), а также ЭК (N�ДДА
и N�АДА) оказывать нейропротекторное
действие в условиях окислительного стресса,
индуцированного добавлением перекиси водо�

рода. Для этого нейрональные предшественни�
ки высевали на 96�луночные планшеты, покры�
тые матригелем. Через 24 ч проводили смену
среды с одновременным внесением исследуе�
мых веществ, инкубировали в течение 1 ч в СО2�
инкубаторе и вносили перекись водорода в ука�
занной концентрации. Количество живых кле�
ток оценивали через 24 ч с помощью МТТ�тес�
та. Полученные результаты представлены на
рис. 5. Видно, что и МК, и ЭК способны оказы�
вать нейропротекторное действие на нейро�
нальные предшественники, полученные из
ИПСК. Так, в присутствии пептидов семакса,
альфа�МСГ и PGP число выживших клеток бы�
ло, соответственно, примерно на 15, 20, и 10,0%
больше, чем в контроле. При использовании
N�АДА и N�ДДА количество выживших клеток
было больше на 36 и 47% соответственно.

Для получения культур, обогащенных ДА�
нейронами, нейрональные предшественники
высевали на 96�луночные планшеты, покрытые
матригелем, и культивировали, как описано в
разделе «Методы исследования». На 15�е сутки
культивирования осуществляли смену среды с
одновременным внесением исследуемых ве�
ществ (МК в концентрации 1,0 нМ и ЭК в кон�
центрациях 2,5 и 5,0 мкМ), инкубировали в те�
чение 1 ч в СО2�инкубаторе и вносили Н2О2 до
конечной концентрации 200 мкМ. Через 24 ч
клетки фиксировали и проводили иммунофлуо�
ресцентное окрашивание с помощью антител к
βIII�тубулину (выявление общей нейрональной
популяции) и тирозингидроксилазе (выявление
ДА�нейронов). Было показано, что пептиды се�
мейства МК осуществляют разную степень ней�
ропротекции (таблица). При использовании се�
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Рис. 3. Влияние пептидов семейства меланокортинов (се�
макса, альфа�МСГ, PGP) и генетицина (G418) на проли�
феративную активность ИПСК; n = 3; *** p ≤ 0,005

Рис. 4. Влияние пептидов семейства меланокортинов (се�
макса, альфа�МСГ, PGP) и генетицина (G418) на способ�
ность ИПСК формировать эмбриоидные тела; n = 4;
*** p ≤ 0,005
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макса количество выживших клеток в обеих по�
пуляциях (Tub+ и TH+) было на ~40% больше,
чем в контроле, тогда как альфа�МСГ показал
такую же степень защиты только на ДА�нейро�
нах (TH+) (таблица).

Влияние ЭК N�ДДА и N�АДА на выживае�
мость дифференцированных нейронов при
окислительном стрессе, индуцированном Н2О2,
исследовали при двух концентрациях: 2,5 и
5,0 мкМ. При использовании ЭК в концентра�
ции 2,5 мкМ не было отмечено достоверного за�
щитного действия на эти клетки (рис. 6). Одна�
ко при использовании ЭК в концентрации
5,0 мкМ оба вещества проявили достоверные

нейропротекторные свойства (таблица). При
добавлении N�АДА количество выживших кле�
ток в обеих популяциях было на ~30% больше,
чем в контроле, а при использовании N�ДДА
нейропротекция в дифференцированных куль�
турах, обогащенных ДА�нейронами, была мак�
симальной из всех проанализированных соеди�
нений и составила ~70% (таблица).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

ИПСК, обладающие нормальным кариоти�
пом и способные дифференцироваться во все
типы клеток взрослого организма, являются
уникальной моделью для фундаментальных,
фармакологических и токсикологических ис�
следований [7, 9, 17]. Последовательно проходя
стадии дифференцировки от незрелых предше�
ственников до терминально дифференцирован�
ных клеток, ИПСК позволяют с разных сторон
оценивать влияние различных химических сое�
динений, представляющих интерес для практи�
ческой медицины. Тестирование соединений на
ИПСК человека дает возможность заменить
аналогичные эксперименты на других клетках
животных. В последние годы использование
ИПСК и их дифференцированных производных
в качестве тест�системы для поиска соедине�
ний, представляющих фармакологический ин�
терес, получило широкое распространение [6, 9,
17]. Так, гепатоциты и кардиомиоциты были ис�
пользованы для поиска соединений, эффектив�
ных при лечении гиперхолестеринемии и ряда
кардиологических заболеваний [18, 19]. Боль�
шое внимание уделяется применению диффе�
ренцированных в нейрональном направлении
ИПСК для поиска соединений с нейропротек�
торной активностью [20–23].

С использованием ИПСК человека в нашем
коллективе была разработана и запатентована
тест�система, позволяющая проводить скри�
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Рис. 5. Влияние пептидов семейства меланокортинов (се�
макса, альфа�МСГ, PGP), а также эндоканнабиноидов
(N�АДА и N�ДДА) на выживаемость нейрональных пред�
шественников при окислительном стрессе, индуцирован�
ном Н2О2 в концентрации 200 мкМ. За 100% принято коли�
чество живых клеток в присутствии исследуемых веществ
без добавления Н2О2; n = 4; *** p ≤ 0,001 по сравнению с
контролем (PBS); ### p ≤ 0,001 по сравнению с контролем
(ДМСО)

Влияние пептидов семейства меланокортинов (альфа�МСГ и семакса) и эндоканнабиноидов (N�АДА и N�ДДА) на выжи�
ваемость дифференцированных нейронов при окислительном стрессе

МК

Примечание. Tub+�клетки – клетки, окрашенные антителами к βIII�тубулину (общая нейрональная популяция);
TH+�клетки – клетки, окрашенные антителами к тирозингидроксилазе (ДА�нейроны); n = 4; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,005.

Дифференци�
рованные
нейроны

Tub+�клетки

TH+�клетки

контроль, PBS

1108 ± 84

132 ± 10

семакс, 1 нМ

1620 ± 276

189 ± 28**

контроль, ДМСО

2608 ± 280

181 ± 21

N�ДДА, 5 мкМ

2434 ± 595

323 ± 14***

ЭК

альфа�МСГ, 1 нМ

1109 ± 59

185 ± 19***

N�АДА, 5 мкМ

3300 ± 105**

236 ± 43**

Количество выживших нейронов
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нинг различных соединений с оценкой их цито�
и эмбриотоксичности, а также нейропротектор�
ного потенциала [10, 11]. Предложенная тест�
система дает возможность оценивать соедине�
ния с точки зрения не только цитотоксичности,
но и их эмбриотоксических и тератогенных
свойств, поскольку формирование эмбриоид�
ных тел имитирует предимплантационную ста�
дию развития в условиях in vitro. Дальнейшая
дифференцировка эмбриоидных тел in vitro в те�
чение 3–5 дней аналогична развитию эмбриона
in vivo от бластоцисты (3,5 дня) до стадии гастру�
ляции (7,5 дней) [24]. В связи с этим часто со�
поставляют эмбриогенез в организме in vivo и
создание условий эмбрионального развития in
vitro. В настоящей работе мы показали, что не�
которые пептиды семейства МК не оказывают
влияния на пролиферативную активность
ИПСК и формирование эмбриоидных тел, т.е.
не обладают цито� и эмбриотоксическими свой�
ствами. При этом антибиотик генетицин вызы�
вает гибель недифференцированных ИПСК и
блокирует способность формировать эмбриоид�
ные тела, проявляя выраженные цитотоксичес�
кие свойства. Способность ИПСК дифферен�
цироваться в нейроны позволяет выявлять ве�
щества, обладающие нейротоксичностью, а так�
же соединения с нейропротекторными свой�
ствами. Мы проанализировали две группы сое�
динений (МК и ЭК) на разных этапах нейро�
нальной дифференцировки. Эти соединения
рассматриваются как потенциальные лекар�
ственные средства, обладающие нейропротек�
торными свойствами [15, 16, 25, 26]. Однако
большинство исследований положительного
эффекта этих соединений было проведено либо
на опухолевых клетках человека, либо на клет�
ках животного происхождения [25–27].
Действительно, N�АДА и N�ДДА обладали ней�
ропротекторными свойствами в первичных ней�
рональных культурах, полученных из мозга кры�
сы [25, 26]. Аналогичные эффекты были получе�
ны и для одного из представителей МК – семак�
са [15, 16].

Данные, полученные в этих исследованиях,
могут быть лишь отчасти экстраполированы на
«нормальные» клетки человека. В нашей работе
мы впервые исследовали влияние пептидов се�
мейства МК и ЭК на нейрональную популяцию
клеток человека, находящуюся на разных ста�
диях дифференцировки. Было показано, что на
стадии нейрональных предшественников в ус�
ловиях окислительного стресса, индуцирован�
ного перекисью водорода, все тестируемые
соединения оказывают нейропротекторное
действие. При этом у разных групп соединений
эффективность различается. Количество вы�

живших клеток при окислительном стрессе в
присутствии ЭК было на ~40%, а с пептидами
семейства МК – только на 10–20% больше, чем
в контроле. На дифференцированных культу�
рах, обогащенных ДА�нейронами, исследуемые
соединения показали нейропротекторные
свойства разной интенсивности. Было уста�
новлено, что в концентрации 2,5 мкМ ЭК не
обладали достоверным нейропротекторным
действием. Однако в более высокой концентра�
ции (5,0 мкМ) максимальную нейропротекцию
по отношению к ДА�нейронам (~70%) осущес�
твлял N�ДДА, тогда как нейропротекторный
эффект N�АДА составил только ~30%. Иссле�
дованные пептиды (семакс и альфа�МСГ) так�
же обладали существенным нейропротектор�
ным эффектом (~40%) в этих культурах (табли�
ца). 

Таким образом, в результате проведенных
экспериментов подтверждена эффективность
созданной ранее тест�системы, которая позво�
ляет оценивать как цито� и эмбриотоксическое
действие исследуемых соединений, так и их
нейропротекторные свойства. Вопрос о молеку�
лярных механизмах нейропротекторных эффек�
тов исследованных соединений в настоящее
время остается открытым. Можно предполо�
жить, что эти эффекты осуществляются через
специфические рецепторы, локализованные на
поверхности ИПСК, наличие которых для МК и
ЭК было установлено нами ранее [13, 28]. В слу�
чае ЭК было показано, что их нейропротектор�
ное действие связано с наличием на клетках со�
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Рис. 6. Влияние эндоканнабиноидов (N�АДА и N�ДДА) в
концентрации 2,5 мкМ на выживаемость нейронов при
окислительном стрессе. За 100% принято количество жи�
вых клеток в присутствии исследуемых веществ без добав�
ления Н2О2; n = 3



НОВОСАДОВА и др.

ответствующих рецепторов 1�го и 2�го типов
[29].

Очевидно, что крайне важно тестировать
потенциальные лекарственные соединения на
специализированных клетках, находящихся в
определенной стадии дифференцировки. Одна�
ко при этом необходимо учитывать потенци�
альные риски негативного воздействия на окру�
жающую популяцию клеток. Для нейронов та�
кими клетками являются глиальные клетки, ко�
личество которых в мозге человека в ~10 раз
больше, чем нейронов. До сих пор исследова�
ния вовлеченности глиальных клеток в разви�
тие нейродегенеративных процессов имели ог�
раниченный характер. Хотя следует отметить,
что, например, астроциты играют важную роль
в развитии ряда нейродегенеративных заболе�
ваний [30, 31]. Поэтому в дальнейшем в нашем
коллективе планируется получение из ИПСК
глиальных культур для создания аналогичной
тест�системы для скрининга потенциальных
лекарственных веществ с нейропротекторной
активностью. Ранее мы применяли подобную
тест�систему, основанную на использовании
первичных культур нервных и глиальных кле�
ток, полученных из мозга крысы [27]. Это
представляется особенно актуальным при ис�
пользовании ИПСК, полученных от пациентов
с генетическими формами нейродегенератив�
ных заболеваний. Ведь в данном случае сущест�
вует возможность наблюдать эффекты не толь�
ко на специализированных нервных клетках,
подвергающихся нейродегенерации в головном
мозге, но и оценить вклад глиальных клеток в
этот процесс [31, 32].

На рис. 7 суммированы разнообразные воз�
можности использования ИПСК и их производ�
ных для отбора соединений с нейропротектор�
ной активностью.

Перспективным направлением в плане соз�
дания более сложных моделей для изучения па�
тологий нервной системы человека и скрининга
потенциальных лекарственных препаратов с
нейропротекторным действием является ис�
пользование трехмерных нейроглиальных куль�
тур – 3D�культур или органоидов, получение
которых впервые было описано в 2013 г. [33]. В
настоящее время наблюдается интенсивное ис�
пользование таких культур в качестве моделей
для изучения ряда патологий мозга [34, 35]. Од�
нако при всей их привлекательности (в мозге
клетки формируют сложные трехмерные струк�
туры) при работе in vitro существует ряд ограни�
чений, которые не позволяют рассматривать их
в качестве адекватной модели для структур,
формирующихся в мозге in vivo. И в первую оче�
редь это связано с разным набором трофических
и дифференцировочных факторов, используе�
мых организмом in vivo и экспериментаторами
in vitro. Тем не менее работы, направленные на
получение более стандартизованных органои�
дов, в настоящее время интенсивно проводятся
[36].

Отдельно следует сказать о возможности
применения предложенной тест�системы для
более масштабного скрининга химических сое�
динений на наличие нейропротекторной актив�
ности. Использование 96� и 384�луночных
планшетов, высокочувствительной флуоресцент�
ной и цитохимической детекции, а также совре�
менных анализаторов позволяет рассчитывать
на возможность одновременного скрининга
тысячи и более соединений в день. Такие воз�
можности в настоящее время известны и при�
меняются в ряде зарубежных лабораторий
[37–42]. Проблема, которая остается, если речь
идет о культурах дифференцированных нейро�
нов, связана с длительным временем их терми�
нальной дифференцировки in vitro (более 3–4
недель).

Таким образом, в результате проведенных
экспериментов доказана перспективность ис�
пользования ИПСК и их нейрональных произ�
водных, находящихся на разных стадиях диффе�
ренцировки, для отбора соединений с нейро�
протекторной активностью и выявлен ряд сое�
динений, обладающих такой активностью.

Финансирование. Работа выполнена при под�
держке Российского фонда фундаментальных
исследований (грант № 17�04�01661а) и про�
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Рис. 7. ИПСК и их нейроглиальные производные, исполь�
зуемые для отбора соединений с нейропротекторной ак�
тивностью
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The creation of effective drugs includes some stages – from the synthesis of chemical compounds and their testing on
different models with selection of the most active and safe compounds until clinical trials and introduction in med�
ical practice. Among models being used, both primary and transformed animal cell cultures take an important place.
But these cell cultures have drawbacks, first of all, insufficient standardization in the case of primary cells and distur�
bances in genotype of transformed cell cultures. Obtaining human induced pluripotent stem cells (IPSCs) has opened
new possibilities for the development of test�systems for large�scale screening of potential drugs with various spectrum
of action. Due to their ability to differentiate into all type cells of the adult organism, IPSCs are a unique model
enabling studies of the effects of tested compounds and their potential toxicity throughout the differentiation process
in vitro. In this paper, compounds from two groups – melanocortins (MC) and endocannabinoids (EC) – were used
to exemplify the efficiency of IPSCs and their neuronal derivatives in the selection of compounds with neuroprotec�
tive activity. All tested compounds lacked cyto� and embryotoxicity. On the background of hydrogen peroxide toxic
effect, some representatives of the MC and EC families imposed neuroprotective action on neuronal precursors and
differentiated neuronal cell cultures obtained from IPSCs. The highest neuroprotective effect (~70%) on differentiat�
ed cultures enriched with dopaminergic neurons was demonstrated by a member of EC family – N�docosahexanoyl�
dopamine. The effect of a representative of MC family, Semax, was ~40% under the same conditions. The possible
use of other IPSC derivatives for searching compounds with neuroprotective activity is discussed.
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