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РАЗВИТИЯ ЭНДОКРИННЫХ ТКАНЕЙ in vivo И in vitro
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Эндокринные клетки могут успешно функционировать при гетеротопической трансплантации в
организм млекопитающего, что делает их перспективным инструментом регенеративной медици-
ны. Однако на сегодняшний день клеточная терапия эндокринных заболеваний ограничена невоз-
можностью эффективно и стабильно получать эндокринные клетки в лабораторных условиях. В
данном обзоре рассматриваются современные представления о молекулярно-генетических меха-
низмах эмбрионального развития эндокринных тканей мыши и человека, а также ключевые гене-
тические факторы, регулирующие дифференцировку плюрипотентных стволовых клеток (ПСК) в
эндокринном направлении in vitro, на примере паратиреоидных клеток. Приведенные данные поз-
воляют предложить альтернативный подход к дифференцировке ПСК в паратиреоидном направле-
нии, основанный на генетическом программировании клеток путем индукции эндогенной экс-
прессии ключевых факторов дифференцировки.
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Ежегодно доля пациентов с эндокринными
патологиями, вызванными нарушением секре-
ции и метаболизма различных гормонов, увели-
чивается во всем мире. Одним из перспективных
подходов к лечению гормональных заболеваний
является применение регенеративной медицины.
Это обусловлено рядом особенностей секретор-
ных клеток эндокринной системы, позволяющих
использовать их как контролируемые биореакто-
ры гормонов in vivo. В первую очередь в связи с
тем, что в организме существует как гландуляр-
ная, так и диффузная эндокринная система, экс-
креция гормонов в зрелых эндокринных клетках
в основном не зависит от их местоположения в
организме. Кроме того, для функционирования
трансплантата из эндокринных клеток не требу-
ется его иннервация. По этим причинам эндо-
кринные клетки могут быть трансплантированы
гетеротопически в легко доступные в организме
человека места, например подкожно или в мыш-
цу, независимо от расположения самой железы.
Такой подход успешно используется уже не-
сколько десятилетий для изучения эндокринных

заболеваний у мышей, когда гормон-продуциру-
ющие клетки трансплантируют животным под
капсулу почки. В случае других типов клеток
(кардиомиоцитов, гепатоцитов, нейронов и др.)
гетеротопическая трансплантация затруднена
или невозможна.

В настоящее время большой интерес представ-
ляет разработка способов in vitro дифференцировки
плюрипотентных стволовых клеток (ПСК) челове-
ка, таких как эмбриональные стволовые клетки
(ЭСК) и индуцированные плюрипотентные стволо-
вые клетки (ИПСК), в гормон-продуцирующие
клетки эндокринного ряда для заместительной кле-
точной терапии различных эндокринных патоло-
гий и длительной коррекции гормонального дисба-
ланса у пациентов с эндокринными нарушениями.
Применение аутологичных эндокринных клеток,
полученных из ПСК пациентов in vitro, является
перспективным подходом, поскольку трансплан-
тация таких клеток, во-первых, освобождает па-
циентов от постоянных инъекций дорогостоящих
лекарственных препаратов, особенно с учетом
длительности течения эндокринных заболеваний
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и значительного снижения общего качества жизни,
и, во-вторых, безопасна ввиду отсутствия реакции
хозяина против трансплантата и отторжения ткани.
Однако до сих пор не существует эффективных и
хорошо воспроизводимых протоколов диффе-
ренцировки ПСК человека в эндокринном на-
правлении, в частности в зрелые островковые
клетки поджелудочной железы и клетки паращи-
товидных желез. Во многом это обусловлено
ограничениями эмпирического подбора условий
дифференцировки с помощью ростовых факто-
ров и/или химических молекул, активирующих
и/или ингибирующих требуемые сигнальные пути в
соответствии с данными о формировании эндо-
кринных желез in vivo. Действие подобранных фак-
торов in vitro в большинстве случаев плейотропно, а
использование реагентов от различных производи-
телей или животного происхождения приводит к
слабой воспроизводимости результатов. Поскольку
основной задачей дифференцировки клеток in vitro
является повторение и реализация генетической
программы эмбрионального развития, возможен
и альтернативный подход к дифференцировке
путем прямого генетического программирования
ПСК на основе имеющихся знаний по эмбриоло-
гии эндокринных желез. Генетическое програм-
мирование ПСК позволяет специфически акти-
вировать работу конкретных генов, а не целых
регуляторных сетей. Целевые гены могут быть
индуцированы с помощью таких методов, как
оверэкспрессия или CRISPR/Cas9 Synergistic Activa-
tion Mediator (SAM). Технология CRISPR/Cas9
SAM позволяет целенаправленно активировать
промотор интересующего гена, инициируя таким
образом его транскрипцию [1]. В 2018 г. с помощью
повышенной экспрессии транскрипционных фак-
торов поджелудочной железы удалось трансдиффе-
ренцировать α-клетки в β-клетки in vivo [2]. Разра-
ботка подхода, который позволит программировать
дифференцировку ПСК в требуемом направлении,
предполагает использование знаний о транскрип-
ционных факторах, регулирующих эмбриональное
развитие каждой из тканей. В связи с этим пони-
мание генетических аспектов организации и ре-
гуляции раннего развития эндокринных тканей
необходимо для разработки протоколов генети-
чески программируемой дифференцировки ПСК
в эндокринном направлении.

МОРФОГЕНЕЗ ЭНДОКРИННЫХ ЖЕЛЕЗ 
ЭНТОДЕРМАЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Эндокринные железы закладываются в первые
месяцы эмбрионального развития из клеток де-
финитивной (зародышевой) энтодермы (ДЭ). Де-
финитивная энтодерма формируется из клеток эпи-
бласта на 3-й нед. развития и дает начало кишечной
трубке зародыша, от которой отпочковываются все
органы энтодермального происхождения [3]. В на-

чале 3-й нед. развития в заднем отделе зародыша на
поверхности эпибласта появляется так называе-
мая первичная полоска, или борозда, вдоль кото-
рой начинают мигрировать клетки эпибласта.
Двигаясь вперед, клетки претерпевают эпители-
ально-мезенхимальный переход, теряют плюри-
потентность, приобретают вытянутую форму и
проскальзывают под первичную полоску. Такие
клеточные движения называют ингрессией, а ми-
грацию клеток в подлежащие слои – инвагинацией.
Часть инвагинирующих клеток замещает клетки
подлежащего слоя (гипобласта) и дает начало ДЭ
зародыша. Клетки, мигрирующие в область меж-
ду эпибластом и сформированной ДЭ, образуют
мезодерму. Клетки, остающиеся в эпибласте,
формируют эктодерму. К концу 3-й нед. развития
в трехслойном зародышевом диске одновременно
начинаются процессы формирования нервной
трубки из эктодермы и кишечной трубки из ДЭ
путем сворачивания клеточных пластов по перед-
не-задней оси зародыша. К концу 4-й нед. ки-
шечная трубка представляет собой замкнутую
первичную кишку, разделенную градиентами
морфогенов на четыре части вдоль антерио-по-
стериорной (передне-задней) оси: 1) переднюю
(антериорную) часть передней кишки, 2) заднюю
(постериорную) часть передней кишки, 3) сред-
нюю кишку и 4) заднюю кишку. Энтодерма пер-
вичной кишки образует эпителиальную выстилку
кишечного тракта и дает начало секреторным
клеткам различных желез. Клетки среднего и задне-
го отделов первичной кишки формируют клетки-
предшественники всех отделов кишечного тракта.
Клетки заднего отдела передней кишки дают начало
поджелудочной железе и печени. Клетки переднего
отдела передней кишки формируют глоточный ап-
парат, состоящий из четырех пар глоточных меш-
ков, разделенных четырьмя парами глоточных дуг.
В результате сегментации и дальнейшего разви-
тия глоточного аппарата формируются структуры
головы и шеи, в частности щитовидная, паращи-
товидные железы и тимус [4]. В область глоточных
дуг активно мигрируют эктодермальные клетки
нервного гребня, которые участвуют в формиро-
вании мезенхимы и сегментации энтодермы гло-
точных мешков, а также в развитии тимуса, пара-
щитовидных желез и дифференцировке парафол-
ликулярных клеток (С-клеток) щитовидной
железы [5].

Раньше всех среди эндокринных желез челове-
ка начинает формироваться щитовидная железа.
Она закладывается примерно на 24-й день эмбри-
онального развития в виде выпячивания из энтодер-
мальных и мезодермальных клеток на дне глотки [6].
Клетки начинают мигрировать в заднем направле-
нии, и к концу 7-й нед. зачаток щитовидной железы
достигает своего окончательного положения в глот-
ке. Клетки нижней части четвертой пары глоточных
мешков дают начало предшественникам С-клеток
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щитовидной железы, секретирующих кальцито-
нин. К концу 3-го мес. в щитовидной железе обна-
руживаются первые фолликулы, содержащие кол-
лоид – источник тироксина и трийодтиронина,
синтезируемый фолликулярными клетками [7].
Паращитовидные железы формируются в период с
5-й по 15-ю нед. эмбрионального развития из эпи-
телия третьей и четвертой пары глоточных мешков.
Нижняя пара паращитовидных желез формируется
из общего зачатка с тимусом, верхняя пара – из
общего зачатка с щитовидной железой. На 7-й
нед. развития оба зачатка теряют связь со стенкой
глотки и мигрируют вниз в заднем направлении,
при этом зачатки паращитовидных желез занима-
ют свое окончательное положение на дорсальной
поверхности щитовидной железы [8]. Поджелу-
дочная железа закладывается в конце 1-го мес.
развития примерно на 26-й день в виде двух от-
ростков зачатка двенадцатиперстной кишки,
сформированных клетками заднего отдела перед-
ней кишки [9]. Эндокринная часть поджелудоч-
ной железы формируется на 3-м мес. развития из
паренхиматозной панкреатической ткани, рассе-
янной по железе. Секреция инсулина начинается
примерно на 5-м мес. развития [10].

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ 

ДЕФИНИТИВНОЙ ЭНТОДЕРМЫ in vivo

Формирование и дифференцировка клеток ДЭ
обеспечиваются взаимодействием компонентов
регуляторной сети, контролирующей простран-
ственно-временную регуляцию экспрессии клю-
чевых энтодермальных генов в развивающемся
зародыше. С началом гаструляции в клетках эпи-
бласта детектируется экспрессия эволюционно
консервативных транскрипционных факторов
BRACHYURY, SOX17 и FOXA2. Среди них
BRACHYURY играет важную роль в специфика-
ции клеток мезодермы, SOX17 и FOXA2 – в спе-
цификации клеток ДЭ [11, 12]. Эволюционно
формирование энтодермы и мезодермы взаимосвя-
зано, тем не менее вопрос о существовании бипо-
тентных “мезендодермальных” предшественников
в эмбриональном развитии млекопитающих до сих
пор остается спорным [13, 14]. Экспрессия факторов
BRACHYURY, SOX17 и FOXA2 регулируется кон-
центрацией цитокина NODAL, который является
ключевым участником TGFβ/Activin/Nodal-опо-
средованного сигнального пути, определяющего
судьбу энтодермальных и мезодермальных предше-
ственников [15, 16]. Фактор NODAL секретируется
клетками наружной внезародышевой энтодермы и
обеспечивает индукцию “мезендодермальных”
генов через фосфорилирование цитоплазматиче-
ских белков семейства SMAD (SMAD2, SMAD3,
SMAD4), которые активируют работу различных
транскрипционных факторов, в частности фак-

тор FOXH1 [17, 18]. Судьба “мезендодермальных”
предшественников определяется градиентом
концентрации NODAL, формируемым взаимным
антагонизмом регуляторных сетей NODAL и
FGF/BMP [19, 20]. Высокий уровень NODAL вы-
зывает индукцию фактора SOX17 и дифференци-
ровку клеток в энтодермальном направлении, а ин-
гибирование NODAL факторами семейств FGF и
BMP приводит к индукции мезодермальной диф-
ференцировки [21]. Спецификацию и дифферен-
цировку энтодермальных предшественников
поддерживает также ауторегуляторная петля экс-
прессии фактора NODAL [22, 23]. В настоящее
время считается, что преобладающая роль в ин-
дукции клеток ДЭ принадлежит фактору SOX17.
На моделях нокаутных мышей было показано,
что при нарушении гена Sox17 у эмбрионов не
формируется ДЭ, поскольку клетки эпибласта те-
ряют способность к миграции во время гаструля-
ции. Возникающие дефекты приводят к останов-
ке развития и внутриутробной гибели на стадии
Е10.5 [24]. Нарушения Foxa2 не приводят к эм-
бриональной летали, однако наблюдаются де-
фекты передней части первичной кишки, общая
задержка роста и неспособность формировать
срединные структуры [25, 26].

Вслед за гаструляцией из плоского клеточного
пласта ДЭ формируется объемная, слепо замкну-
тая кишечная трубка, в которой происходит уста-
новление передне-задней и спинно-брюшной
полярностей. На данном этапе клетки ДЭ еще не
коммитированы и обладают высокой степенью
пластичности [27]. Ключевую роль в специализации
энтодермы играют реципрокные эпителиально-
мезенхимальные взаимодействия между клеткам
ДЭ и мезодермы по всей длине кишечной трубки.
Спецификация ДЭ вдоль передне-задней оси за-
родыша обеспечивается градиентом концентрации
морфогенов семейств WNT, BMP, FGF, а также их
антагонистов: SFRP-1, -2, -3, -5, CRESCENT,
DKK1 (антагонисты WNT) и CHORDIN, NOGGIN
(антагонисты BMP). В области высоких концен-
траций WNT, BMP и FGF формируется задний
отдел кишки зародыша, в области низких кон-
центраций – передний [28, 29]. Основным марке-
ром передней кишки является экспрессия тран-
скрипционного фактора SOX2, задней кишки –
экспрессия транскрипционного фактора CDX2
[30]. В регионализации экспрессии различных
транскрипционных факторов по длине первич-
ной кишки важную роль играет ретиноевая кис-
лота (РК) – производное витамина А, синтезиру-
емое клетками мезодермы [31]. Градиент концен-
траций РК распределяется вдоль передне-задней
оси всего зародыша, от будущей глотки, в кото-
рой практически или полностью отсутствует РК,
до области средней и задней кишки, в которой де-
тектируется высокая концентрация РК [32]. У
мышей с нарушением синтеза РК не происходит
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компартментализации передней кишки [33]. На
более поздних стадиях развития при закладке за-
чатков органов в области глоточного аппарата
концентрация РК контролирует положение гра-
ниц формирующихся органов. Так, повышение
концентрации РК в передней части глоточных дуг
индуцирует закладку более отдаленных структур
[34]. Значительную роль в реципрокных эпители-
ально-мезенхимальных взаимодействиях играет
высококонсервативный морфоген SHH, секрети-
руемый клетками энтодермы по всей длине ки-
шечной трубки [35]. SHH активирует в мезенхи-
мальных клетках экспрессию фактора BMP-4 и
гомеобокс-содержащих транскрипционных фак-
торов, кодируемых консервативными Hox-генами,
которые контролируют регионализацию первич-
ной кишки. В частности, Hoxa3 и Hoxb4 специфи-
чески экспрессируются в передней кишке, Hoxc5
и Hoxa13 – в области средней и задней кишки
[36].

Установление дорсо-вентральной (спинно-
брюшной) полярности передней кишки пред-
шествует формированию глоточного аппарата
и сегрегации легочных почек, пищевода и тра-
хеи из клеток вентральной ДЭ первичной кишки.
Дорсо-вентральная полярность передней кишки
устанавливается в ответ на действие сигналов
WNT, BMP и FGF от клеток подлежащей мезо-
дермы. Факторы WNT2, WNT2B активируют экс-
прессию транскрипционных факторов NKX2.1,
NKX2.5 и PAX1 в вентральной части передней
кишки [37]. Экспрессия Nkx2.1 в вентральной об-
ласти поддерживается в результате BMP4-опо-
средованного ингибирования экспрессии тран-
скрипционного фактора Sox2, маркирующего дор-
сальные структуры передней кишки. Также клетки
мезодермы экспрессируют фактор NOGGIN, яв-
ляющийся антагонистом BMP4, в результате чего
в подлежащих энтодермальных клетках не блоки-
руется экспрессия Sox2 и происходит дальнейшее
разделение структур на спинные и брюшные отде-
лы. Кроме того, секреция WNT клетками дорсаль-
ной мезодермы ингибирует экспрессию транскрип-
ционного фактора Nkx2.1 в спинной части передней
кишки. Дифференциальная экспрессия и взаим-
ное ингибирование NKX2.1 и SOX2 также участву-
ют в формировании спинно-брюшной полярно-
сти кишки [38–40].

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ 

ПАРАЩИТОВИДНЫХ ЖЕЛЕЗ in vivo

Паращитовидные железы формируются из эн-
тодермы глоточных мешков зародыша. Наиболее
важным фактором в формировании всего глоточно-
го аппарата является консервативный транскрип-
ционный фактор TBX1. Нарушения гена Tbx1 могут
приводить к развитию синдрома делеции 22-й

хромосомы (синдром Ди Джорджи) [41]. Нокаут-
ные по Tbx1 мыши не имеют тимуса и паращито-
видных желез и погибают после рождения в ре-
зультате дефектов развития сердца, скелета и му-
скулатуры лица [42, 43]. Показано, что
экспрессия Tbx1 в глоточном аппарате регулиру-
ется фактором SHH, однако механизм такой ре-
гуляции остается неизвестным [44]. Экспрессия
Tbx1 в энтодерме активирует экспрессию факторов
WNT11R и FGF8A в подлежащих клетках мезодер-
мы, которые, в свою очередь, способствуют морфо-
генезу энтодермы глоточных мешков [45]. Заклад-
ка зачатков паращитовидных желез контролиру-
ется факторами семейства FGF (FGF8, FRS2α),
BMP (BMP4), SHH, а также Hox-генами [46, 47].
Клетки переднего дорсального эпителия 3-го гло-
точного мешка, экспрессирующие факторы FGF8
и PAX1, дают начало общему зачатку тимуса и ниж-
ней пары паращитовидных желез, который подраз-
деляется на паратиреоидный и тимусный домены.
Такое разделение обеспечивается реципрокным
взаимодействием сигнальных путей SHH, BMP2/4 и
FGF8/10, индуцирующих формирование паращи-
товидных желез и тимуса [48]. Основным марке-
ром тимусного домена является транскрипцион-
ный фактор FOXN1. В паратиреоидном домене
экспрессируется транскрипционный фактор
GCM2, который является исключительным мар-
кером как предшественников, так и зрелых пара-
тиреоидных клеток и необходим для их диффе-
ренцировки и выживания [49, 50]. Потеря GCM2
приводит к апоптозу паратиреоидных предше-
ственников [51]. Мутации Gcm2 являются одной
из причин развития семейных форм изолирован-
ного гипопаратиреоза и гиперпаратиреоза [52,
53]. В некоторых работах продемонстрировано
изменение уровня экспрессии Gcm2 в аденомах
паращитовидных желез [54].

Раннюю дифференцировку паратиреоидных
клеток направляет SHH. У Shh–/Shh– мышей не
формируется зачаток паращитовидных желез и
полностью отсутствует экспрессия Gcm2 [55].
Кандидатным фактором, опосредующим влияние
SHH на органогенез третьего и четвертого глоточ-
ных мешков, является TBX1 [56, 57]. Предполагает-
ся, что регуляторный путь Shh-Tbx1-Gcm2 отвечает
за первичную детерминацию паратиреоидной
судьбы клеток. Кроме того, TBX1 взаимодейству-
ет с транскрипционным фактором FOXI3, участ-
вующим в развитии глоточного аппарата и форми-
ровании тимуса и паращитовидных желез из энто-
дермы третьей пары глоточных мешков. Foxi3
экспрессируется в энтодерме глоточных мешков
и эктодерме глоточного аппарата мыши пример-
но в то же время, что и Tbx1 [58]. Инактивация
Foxi3 в TBX1-домене глоточных мешков приво-
дит к аплазии тимуса и паращитовидных желез
[59]. Foxi3–/Foxi3– мыши нежизнеспособны и по-
гибают внутриутробно или вскоре после рождения в
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результате нарушения формирования и сегмента-
ции глоточного аппарата и, как следствие, разви-
тия тяжелых дефектов строения черепа и лица [60].
Формирование общего зачатка тимуса и нижней па-
ры паращитовидных желез контролируется регуля-
торной сетью консервативных транскрипционных
факторов HOXA3, PBX1, EYA1, SIX1/SIX4,
PAX1/PAX9, нарушение которых приводит к ги-
поплазии или аплазии тимуса и паращитовидных
желез. У Hoxa3–/Hoxa3– мышей полностью отсут-
ствует зачаток паращитовидных желез и тимуса
[61]. У Pbx1–/Pbx1– мышей наблюдается гипопла-
зия паращитовидных желез и тимуса и снижение
экспрессии Tbx1 и Gcm2 [62]. У Eya1–/Eya1– мы-
шей нет тимуса и паращитовидных желез. У гомо-
зиготных мышей с нокаутом гена Six1 отсутствует
только тимус, поскольку экспрессия Gcm2 ини-
циируется, но при этом не поддерживается далее
в ходе развития [63]. Экспрессия транскрипцион-
ного фактора PAX1 в третьем глоточном мешке
зависит от экспрессии Eya1 и Six1. У Pax1–/Pax1–

мышей снижен уровень экспрессии Gcm2 и на-
блюдается гипоплазия паращитовидных желез
[61]. Отделение общего зачатка паращитовидных
желез и тимуса от стенок глоточного мешка про-
исходит в результате апоптоза клеток под дей-
ствием FGF, BMP4 и других сигналов, поступаю-
щих из подлежащей мезенхимы [64–66].

Важную роль в сегрегации и миграции парати-
реоидных предшественников играет транскрип-
ционный фактор MAFB. У гетерозиготных по
MafB мышей паращитовидные железы ошибочно
располагаются между тимусом и щитовидной желе-
зой, а у гомозигот по MafB паратиреоидные клетки
не мигрируют и остаются связанными с тимусом
[67]. Экспрессия MafB и дальнейшая дифферен-
цировка и созревание паратиреоидных клеток ре-
гулируются взаимосвязанным каскадом факто-
ров GATA3 и GCM2 [68]. Наиболее ранним фак-
тором является GATA3, за ним следует GCM2 и
после MAFB. Нокаут Gata3 у мышей приводит к
нарушению формирования паращитовидных же-
лез и значительным дефектам развития; у гетеро-
зиготных по Gata3 мышей паращитовидные же-
лезы формируются, но наблюдается их частичная
дисфункция [69]. GCM2 инициирует экспрессию
основных маркеров зрелых паратиреоидных кле-
ток, таких как паратиреоидный гормон (ПТГ,
PTH) PTH и кальций-чувствительный рецептор
(CАSR) [70]. Показано, что мутации генов Gcm2,
Gata3 и Tbx1 у мыши и человека приводят к разви-
тию гипопаратиреоидизма [71, 72]. Экспрессия
Gata3, Gcm2 и MafB в паратиреоидных клетках на-
блюдается и после завершения морфогенеза [67,
73]. В постнатальном периоде данные факторы
физически взаимодействуют друг с другом, вызы-
вая синергичную активацию промотора гена Pth в
зрелых паратиреоидных клетках [74].

ДИФФЕРЕНЦИРОВКА ПСК
В ПАРАТИРЕОИДНОМ
НАПРАВЛЕНИИ in vitro

Дифференцировка ПСК в паратиреоидном
направлении in vitro,  в соответствии с развитием
in vivo, предполагает поэтапное получение клеток
ДЭ, их дифференцировку в клетки антериорной
части передней кишки, далее в клетки вентраль-
ного отдела и затем в предшественники парати-
реоидных клеток (пре-ПТК) с последующим раз-
множением и созреванием.

Протоколы получения клеток ДЭ в настоящее
время хорошо отработаны. Большинство из них
основаны на активации сигнальных путей WNT и
TGFβ c помощью Activin A, выполняющего роль
эмбрионального фактора NODAL, и ингибиторов
GSK3β (CHIR99021 и др.) соответственно [75]. Уже
доступны коммерческие наборы для эффектив-
ной дифференцировки ПСК в клетки ДЭ, такие
как STEMdiff Definitive Endoderm Kit (StemCell
Technologies), PSC Definitive Endoderm Induction
Kit (Thermo Fisher Scientific), StemXVivo Endo-
derm Kit (R&D Systems) и др. В качестве основных
маркеров дифференцировки в полученных клет-
ках ДЭ оценивают экспрессию генов Sox17,
Foxa2, Cxcr4, c-Kit, EpCAM, Mixl1 (рис. 1). В насто-
ящее время существуют стратегии по отбору
ИПСК с наибольшим энтодермальным диффе-
ренцировочным потенциалом в связи с клональ-
ными различиями ИПСК человека в предраспо-
ложенности к дифференцировке in vitro [76, 77].
Кроме того, недавно с помощью полногеномного
CRISPR-скрининга было обнаружено, что инги-
бирование сигнального пути JNK-JUN, опосре-
дованно влияющего на выход ПСК из плюрипо-
тентного состояния, значительно повышает эф-
фективность получения ДЭ и ее производных
[78]. На сегодняшний день также разработан ряд
протоколов по получению клеток вентрального
отдела энтодермы передней кишки [79–81]. Тем
не менее эффективность такой дифференциров-
ки варьирует среди линий ИПСК в зависимости
от генетических и эпигенетических особенно-
стей, а также способа репрограммирования [82].

Что касается дальнейшей дифференцировки
коммитированных энтодермальных клеток в пара-
тиреоидном направлении, в настоящее время отсут-
ствуют эффективные и воспроизводимые способы
получения паратгормон-продуцирующих клеток из
ПСК человека. Опубликовано несколько прото-
колов получения паратиреоидных клеток, осно-
ванных на индукции экспрессии генов Gcm2, Casr
и Pth в коммитированных энтодермальных клет-
ках с помощью факторов Activin A, FGF8 и SHH.
Первый опубликованный протокол паратиреоид-
ной дифференцировки основан на получении
ПТГ-секретирующих клеток через стадию ДЭ из
ЭСК человека c помощью одного фактора Activin A
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в присутствии низких концентраций эмбрио-
нальной телячьей сыворотки [83]. В дальнейшем
протокол был модифицирован той же группой ав-
торов путем добавления фактора SHH, и оценена
индукция экспрессии Pth в дифференцированных
клетках [84]. Основными недостатками предложен-
ного подхода являются плохая воспроизводимость
протокола и использование ЭСК, культивируемых
на фидере. В 2011 г. другая группа показала, что ин-
гибирование BMP и TGF-β-сигнальных путей при
дифференцировке ПСК в энтодермальном направ-
лении увеличивает эффективность дифференци-
ровки в клетки антериорной энтодермы передней
кишки, которые могут служить источником клеток
паратиреоидного ряда. Однако предложенная схема
с использованием дополнительных факторов SHH
и/или FGF8 для индукции паратиреоидной диффе-
ренцировки обеспечивала лишь незначительное
повышение экспрессии Gcm2 по сравнению с
контролем [85].

Таким образом, на сегодняшний день актуаль-
ной задачей является разработка воспроизводимых
и эффективных методов получения ПТГ-секретиру-

ющих клеток из ПСК in vitro. Для получения клеток
паратиреоидного ряда может быть применен под-
ход с использованием технологии CRISPR/Cas9
SAM, предполагающий специфическую контроли-
руемую активацию ключевых регуляторных генов
паратиреоидной дифференцировки в коммитиро-
ванных энтодермальных клетках-предшественни-
ках (рис. 2). Поскольку получение клеток ДЭ и бо-
лее поздних стадий развития переднего отдела
первичной кишки в настоящее время не представ-
ляет значительных трудностей, основными мише-
нями генетически программируемой паратиреоид-
ной дифференцировки могут стать гены Gata3, Shh,
Tbx1 и Gcm2, являющиеся ключевыми индукто-
рами паратиреоидной дифференцировки in vivo.

Работа выполнена в рамках научного проекта
РФФИ № 19-015-00209-A.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Рис. 1. Пример успешной дифференцировки ИПСК человека в клетки ДЭ. Иммуноцитохимическое окрашивание
клеток ДЭ на энтодермальные маркеры CXCR4 (зеленый канал) и FOXA2 (красный канал). Визуализация ядер с по-
мощью красителя DAPI (синий канал). Масштабная линейка – 100 мкм.

CXCR4
CXCR4DAPI

FOXA2 FOXA2
DAPI

Рис. 2. Основные этапы дифференцировки ПСК человека в паратиреоидном направлении путем индукции экспрес-
сии генов Gata3, Tbx1, Shh и Gcm2 в коммитированных энтодермальных клетках. Внизу указаны основные гены-мар-
керы соответствующих стадий дифференцировки. ПСК – плюрипотентные стволовые клетки, пре-ПТК – предше-
ственники паратиреоидных клеток, ПТК – паратиреоидные клетки.
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The Role of Genetic Factors in Organization and Regulation
of Endocrine Tissues Development in vivo and in vitro

D. V. Goliusovaa, *, N. V. Klementievab, A. V. Panovaa, b, N. G. Mokryshevab, and S. L. Kiseleva, **
aVavilov Institute of General Genetic, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

bEndocrinology Research Centre, Moscow, 117036 Russia
*e-mail: daria.goliusova@mail.ru
**e-mail: sl_kiselev@yahoo.com

Endocrine cells can be fully functional after heterotopic transplantation into mammals that makes them a
powerful tool for regenerative medicine. However, the shortage of reliable and efficient approaches to obtain
endocrine cells in vitro limits the possibility of cell-based therapy of endocrine disorders. Here, we discuss
current data on genetic and molecular mechanisms of mouse and human endocrine tissues embryonic devel-
opment, as well as key genetic factors which regulate differentiation of pluripotent stem cells (PSC) in endo-
dermal lineage in vitro into endocrine parathyroid cells. Data presented allow us to suggest an alternative ap-
proach for parathyroid differentiation of PSC based on genetic programming by induction of key endogenic
differentiation factors expression.

Keywords: genes, developmental genetics, endocrine tissues, definitive endoderm, parathyroid cells, differ-
entiation in vitro.
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