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Технология получения индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) человека и
возможность их направленной дифференцировки в специализированные клетки всех тканей орга-
низма открыла уникальные возможности для изучения молекулярно-генетических основ патогене-
за нейродегенеративных заболеваний in vitro и эффективного скрининга соединений с нейропро-
текторной активностью. Целью настоящей работы явилось получение из ИПСК здорового донора
и пациента с семейной формой болезни Паркинсона (мутация G2019S в гене LRRK2) культур гли-
альных клеток и их характеристика. На первом этапе работы было проведено сравнение трех опи-
санных ранее протоколов дифференцировки глиальных клеток из нейральных предшественников
ИПСК человека и был выбран метод, наиболее приемлемый в наших условиях с точки зрения каче-
ства и времени получения соответствующих культур. Полученные таким методом культуры глиаль-
ных клеток были охарактеризованы по уровням экспрессии ряда генов нейроглиальной дифферен-
цировки. Также в полученных культурах была проанализирована экспрессия генов некоторых ней-
ротрофических факторов (GDNF, BDNF, NGF, NT3). Было показано, что кондиционированная
среда, полученная при культивировании глиальных клеток от пациента с болезнью Паркинсона,
оказывала негативное влияние на рост нейритов дофаминергических нейронов в дифференциро-
ванных культурах здорового донора, уменьшая их длину примерно в 2 раза.
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ВВЕДЕНИЕ
Технология получения индуцированных плюри-

потентных стволовых клеток (ИПСК) человека [1] и
возможность их направленной дифференцировки в
специализированные типы нейронов открыла уни-
кальные возможности для изучения молекулярно-
генетических основ патогенеза нейродегенератив-
ных заболеваний in vitro и эффективного скрининга
соединений с нейропротекторной активностью
[1–3].

Однако, как известно, в нервной системе жи-
вотных, включая человека, наряду с нейронами
присутствуют и глиальные клетки, которые игра-
ют важную роль в поддержании и обеспечении их
нормальной работы [4, 5]. Так, кроме трофической
функции, глиальные клетки принимают участие

в обмене нейротрансмиттеров, формировании и
созревании синапсов, регуляции рН, водного и
ионного гомеостаза и формировании гематоэн-
цефалического барьера [5]. В последние время
накапливаются данные, что большинство, если
не все нейродегенеративные заболевания, прямо
или опосредованно, могут быть связаны с нару-
шениями функций глиальных клеток [6–8].

Так, например, при развитии бокового амио-
трофического склероза астроциты могут проду-
цировать токсические факторы и не оказывать
должную поддержку соответствующим мотоней-
ронам [9]. При семейной форме болезни Паркин-
сона (БП) было показано, что астроциты, полу-
ченные из соответствующих ИПСК пациента,
способны продуцировать белковые факторы, ко-
торые оказывали негативное воздействие на жиз-
неспособность нейронов in vitro [10]. В связи с по-
явлением новых знаний о роли глиальных клеток
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в функционировании головного мозга в норме и
при различных патологиях, много исследований
сосредоточено на осуществлении направленной
дифференцировки ИПСК человека в глиальном на-
правлении и получении соответствующих культур
клеток с последующей их характеристикой и даль-
нейшим исследованием [11–14]. Действительно,
в настоящее время описаны методы получения
культур глиальных клеток человека из ИПСК как
здоровых доноров, так и пациентов с различными
патологиями ЦНС [14–18]. Однако, как эпигенети-
ческое разнообразие ИПСК от разных доноров, так
и отличающиеся методы культивирования и диф-
ференцировки клеток в отдельных лабораториях
могут в итоге приводить к получению культур, кото-
рые разнятся по своим свойствам [19, 20]. Поэтому
получение новых культур глиальных клеток челове-
ка, основанное на технологии репрограммирова-
ния, и их дальнейшая характеристика по-прежне-
му остаются актуальной задачей.

Ранее в нашем коллективе были получены линии
ИПСК от здоровых доноров и больных с диагносци-
рованной БП, среди которых были пациенты как со
спорадической, так и с семейными формами этого
заболевания [21, 22]. В дальнейшем эти ИПСК бы-
ли дифференцированы в нейрональном направ-
лении и получены культуры клеток, обогащен-
ные дофаминергическими нейронами [23]. Одна-
ко, как упоминалось выше, для более адекватной
оценки молекулярных механизмов развития ней-
родегенеративных изменений in vitro необходимо
также исследовать роль клеток нейроглии в этом
процессе. Поэтому целью настоящей работы яви-
лось получение из ИПСК здорового донора и па-
циента с семейной формой БП (мутация G2019S в
гене LRRK2) соответствующих культур глиальных
клеток и их характеристика.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Культивирование ИПСК, получение нейральных

предшественников и дифференцированных нейро-
нальных культур. Получение ИПСК от здоровых
доноров и пациентов с различными формами БП,
осуществляли с помощью соответствующих векто-
ров для лентивирусной экспрессии LeGO-hOCT4,
LeGO-hSOX2, LeGO-hc-Myc и LeGO-hKLF4 как
описано ранее [21, 22]. Полученные таким образом
ИПСК культивировали в среде mTeSR (STEM CELL
Technologies) на подложке матригеля. Дальнейшую
дифференцировку ИПСК до стадии нейральных
предшественников (НП) осуществляли по мето-
ду, описанному ранее [22].

Для получения дифференцированных куль-
тур, обогащенных дофаминергическими (ДА)
нейронами, НП культивировали в среде следую-
щего состава: (DMEM/F12 (Gibco, США), 2% за-
менитель сыворотки (Gibco, США), добавка B27
(×50) – 1% (Gibco, США), 2 мМ L-глутамин (ICN

Biomedicals, США), 1% смесь аминокислот
(ПанЭко, РФ), 50 ед./мл пенициллин–стрепто-
мицин (ПанЭко, РФ), 20 нг/мл BDNF (PeproTech,
США), 20 нг/мл GDNF (PeproTech, США), 200
мкМ аскорбиновая кислота (ПанЭко, РФ) и 4
мкМ форсколин (Stemgent, США) в течение не
менее 14 дней [23].

Получение глиальных клеток из нейральных
предшественников. Для получения глиальных кле-
ток из НП использовали три приведенных ниже
протокола дифференцировки, описанных ранее
[17, 18].

Протокол № 1. Протокол № 1 основан на реко-
мендациях фирмы производителя: STEMCELL
Technologies, Канада ( https://www.stemcell.com).

НП, полученные из ИПСК, рассевали на чаш-
ки Петри (диаметр 35 мм), покрытые Matrigel (BD
Biosciences, США), из расчета 250000–400000 клеток
на см2 и культивировали в нейрональной среде
(НС): DMEM/F12, 2% заменитель сыворотки
(Gibco, США), 1 мМ заменимые аминокислоты
(ПанЭко, РФ), 2 мМ L-глутамин, 1% N2 (Life
Technologies, США), пенициллин–стрептомицин
(50 ед./мл; 50 мкг/мл) в СO2-инкубаторе при 37°С в
течение 24 ч. На следующий день нейрональную
среду заменяли на коммерческую среду STEMdiff
Astrocyte Differentiation Kit (STEMCELL Technolo-
gies, Канада) и культивировали клетки в течение
20–21 дня. Согласно рекомендациям производи-
теля, на протяжении первых 6–7 дней среду ме-
няли каждый день, а последующие дни смену сре-
ды осуществляли через день. Пересев осуществ-
ляли раз в 6–7 дней с помощью 0.05% раствора
трипсина (ICN Biomedicals, США). Для дальней-
шей дифференцировки клеток в глиальном на-
правлении на 20–21-й день культивирования
происходила замена среды на коммерческую сре-
ду STEMdiff Astrocyte Maturation Kit (STEMCELL
Technologies, Канада), в которой клетки культи-
вировали в течение 14–15 дней. Среду меняли че-
рез день, пересев осуществляли раз в 6–7 дней с
помощью 0.05% раствора трипсина (ICN Biomed-
icals, США). На 19–20 и 28–30 дни дифференци-
ровки часть клеток тестировали на экспрессию
маркеров глиальных клеток S100b и GFAP.

Протокол № 2. Протокол № 2 основан на мето-
дических рекомендациях, описанных в статье
Lundin A. et al. [17].

НП, полученные из ИПСК, рассевали на чаш-
ки Петри (диаметр 35 мм), покрытые Matrigel (BD
Biosciences, США), из расчета 250000–400000 кле-
ток на см2 и культивировали в нейрональной сре-
де НС в СO2-инкубаторе при 37°С в течение 24 ч. На
следующий день нейрональную среду заменяли
на среду для культивирования глиальных клеток
(DMEM/F12 (Gibco, США), 1% N2 добавки (Gib-
co, США), 1 мМ глутамин (ICN Biomedicals,
США), β-FGF (Gibco, США), 10 нг/мл Heregulin β1
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(ThermoFisher, США), 200 нг/мл IGF 1 (ProSpec,
США), Activin A (Gibco, США)) и культивировали
клетки в течение 28 дней. По мере нарастания до
полного монослоя клетки пересевали 1 : 3 с помо-
щью 0.05% раствора трипсина (ICN Biomedicals,
США). На 19–20-й и 28–30-й дни дифференци-
ровки часть клеток тестировали на экспрессию
маркеров глиальных клеток S100b и GFAP.

Протокол № 3. Протокол № 3 основан на мето-
дических рекомендациях, описанных в статье
Mormone E. et al. [18].

НП, полученные из ИПСК, рассевали на чаш-
ки Петри (диаметр 35 мм), покрытые Matrigel (BD
Biosciences, США), из расчета 250000–400000 кле-
ток на см2 и культивировали в нейрональной среде
НС в СO2-инкубаторе при 37°С в течение 24 ч. На
следующий день нейрональную среду заменяли на
среду для культивирования глиальных клеток
(DMEM/F12 (HyСlone, США), FBS (HyClone,
США), 1% N2 добавки (Gibco, США), 1 мМ глута-
мин (ICN Biomedicals, США), 1% смеси амино-
кислот (“ПанЭко”, Россия), 50 ед./мл пени-
циллин–стрептомицина (“ПанЭко”, Россия),
10 нг/мл β-FGF (Gibco, США), 20 нг/мл CNTF
(MACS, США)), культивирование в которой про-
должалось на протяжении 3 дней в СO2-инкуба-
торе при 37°С.

Следующие 3 дня клетки растили в среде для
культивирования глиальных клеток (DMEM/F12
(Hyclone, США), FBS (HyClone, США), 1% N2
добавки (Gibco, США), 1 мМ глутамин (ICN Bio-
medicals, США), 1% смеси аминокислот (“ПанЭко”,
Россия), 50 ед./мл пенициллин–стрептомицина
(“ПанЭко”, Россия), 10 нг/мл β-FGF (Gibco,
США), 20 нг/мл EGF (Gibco, США), 20 нг/мл
CNTF (MACS, США)).

Дальнейшее культивирование глиальных кле-
ток проводили в среде следующего состава:
DMEM/F12 (Gibco, США), FBS (HyClone, США),
1% N2 добавки (Gibco, США), 1 мМ глутамин
(ICN Biomedicals, США), 1% смеси аминокислот
(“ПанЭко”, Россия), 50 ед./мл пенициллин–
стрептомицина (“ПанЭко”, Россия), 20 нг/мл
CNTF (MACS, США). Последующий пересев
осуществляли по мере достижения монослоя с
помощью 0.05% раствора трипсина (HyClone,
США). На 19–20 и 28–30 дни дифференцировки
часть клеток тестировали на экспрессию марке-
ров глиальных клеток S100b и GFAP.

Иммунофлуоресцентная детекция. Клетки од-
нократно промывали раствором PBS (HyClone,
США) и фиксировали в 4% параформальдегиде
(ПФА) (Sigma-Aldrich, США) 20–30 мин при ком-
натной температуре. Потом клетки промывали три
раза раствором PBS (HyClone, США), а затем инку-
бировали в растворе PBS содержащем 0.1% Triton
Х-100 (Sigma-Aldrich, США), 5% FBS (HyClone,
США) в течение 15 мин для пермеабилизации и

уменьшения неспецифической сорбции антител.
Далее фиксированные клетки инкубировали в
растворе PBS, содержащем 0.1% Triton X-100 (Sig-
ma-Aldrich, США), 5% FBS (HyClone, США) и
первичные антитела, в течение ночи при +4°С.
После трехкратных отмывок по 10 мин раствором
PBS–0.1% Tween 20 (Sigma-Aldrich, США) клетки
инкубировали в растворе PBS, содержащем 0.1%
Triton Х-100 (Sigma-Aldrich, США), 5% FBS (Hy-
Clone, США) и вторичные антитела, меченные
флуоресцентным красителем, в течение 1.5 ч при
комнатной температуре. После трехкратных отмы-
вок по 10 мин раствором PBS (HyClone, США), со-
держащем 0.1% Tween 20 (Sigma-Aldrich, США), к
клеткам добавляли раствор DAPI (Sigma-Aldrich,
США) для окраски ядер в концентрации 0.1 мкг/мл,
и инкубировали 1 мин при комнатной температу-
ре. Избыток красителя удаляли 3-кратной про-
мывкой раствором PBS–0.1% Tween 20. Визуали-
зацию результатов осуществляли на микроскопе
Axio Imager Z1 (Zeiss, Германия) с помощью про-
граммы AxioVision Rel.4.8. Для характеристики
различных стадий глиальной дифференцировки
ИПСК использовали следующие антитела:
мышиные моноклональные к GFAP, (G3893)
(Sigma, США), 1 : 400;
кроличьи поликлональные к S100b, (IR50461-2)
(Dako, США), 1 : 200.
В качестве вторичных антител в работе использо-
вались следующие антитела (“Invitrogen”, США):
козьи к иммуноглобулинам мыши, конъюгиро-
ванные с Alexa Fluor 488, (А11001), 1 : 2000;
козьи к иммуноглобулинам кролика, конъюгиро-
ванные с Alexa Fluor 546, (А11010), 1 : 2000.

Выделение тотальной РНК из клеточных куль-
тур и ПЦР в реальном времени. Тотальную РНК из
клеточных культур выделяли с помощью коммерче-
ского набора “Trizol RNA purification kit” (Invitrogen,
USA) согласно рекомендации производителя. При-
меси ДНК в полученных пробах удаляли с помо-
щью набора “DNA-free™ DNA Removal Kit”
(ThermoFischer, USA). Для синтеза кДНК ис-
пользовали 2 мкг тотальной РНК и обратную
транскриптазу MMLV (“Евроген”, Россия). По-
лученную кДНК амплифицировали с помощью
CFX96 Touch™Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, USA), используя реакционную смесь
qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”, Россия) и прай-
меры, приведенные в табл. 1.

Условия ПЦР: денатурация при 95°С (3 мин),
далее 40 циклов (95°С, 15 с; 60°С, 20 с; 72°С, 45 с).
В качестве референсного гена использовали 18S
рРНК. Оценку изменений в экспрессии генов
проводили с помощью 2∆∆Ct метода.

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов проводили на
основе стандартного пакета статистических про-
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Таблица 1. Структура праймеров, использованных для проведения ПЦР в реальном времени

GDNF – нейротрофический фактор глии; BDNF – нейротрофический фактор мозга; NGF – фактор роста нервов; NT3 –
нейротрофин-3; GFAP – кислый фибриллярный белок глии; EATT1 – транспортер глутамата; GLUT1 – транспортер глюко-
зы; MBP – основной белок миелина; AQP4 – аквапорин 4; Vim – виментин; α-Syn – альфа-синуклеин; NRF2 – транскрип-
ционный фактор NRF2; ALDH1L1 – алкогольдегидрогеназа; PLP – протеолипид миелина; GALC – галактоцереброзидаза;
CNP – фосфодиэстераза циклических 2'–З'-нуклеотидов; MAG – гликопротеин ассоциированный с миелином; PMP22 – пе-
риферический белок миелина 22.

Название гена Температура
отжига °С Последовательность

18 s 60 5'-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3'
5'-GCTGGAATTACCGCGGCT-3'

GDNF 60 5'-ACCTGGAGTTAATGTCCAACC-3'
5'-GGCATATTTGAGTCACTGCT-3'

BDNF 60 5'-TTTGGTTGCATGAAGGCTGC-3'
5'-GCCGAACTTTCTGGTCCTCA-3'

b-III-tub 60 5'-CTCAGGGGCCTTTGGACATC-3'
5'-CAGGCAGTCGCAGTTTTCAC-3'

NGF 60 5'-CACACTGAGGTGCATAGCGT-3'
5'-TGATGACCGCTTGCTCCTGT-3'

NT3 65 5'-AACTGCTGCGACAACAGAGA-3'
5'-CCAGCCCACGAGTTTATTGT-3'

S100b 60 5'-CTGGAGAAGGCCATGGTTGC-3'
5'-CTCCAGGAAGTGAGAGAGCT-3'

GFAP 60 5'-TCCTGGAACAGCAAAACAAG-3'
5'-CAGCCTCAGGTTGGTTTCAT-3'

EATT1 57 5'-CGAAGCCATCATGAGACTGGTA-3'
5'-TCCCAGCAATCAGGAAGAGAA-3'

GLUT1 57 5'-GCTGTGCTTATGGGCTTCTC-3'
5'-CACATACATGGGCACAAAGC-3'

MBP 57 5'-CTGAGCAGATTTAGCTGGGG-3'
5'-TAGGTAACAGGGGCAAGTGG-3'

AQP4 57 5'-GGCCGTAATCTGACTCCCAG-3'
5'-TGTGGGTCTGTCACTCATGC-3'

Vim 60 5'-ATTCCACTTTGCGTTCAAGG-3'
5'-CTTCAGAGAGAGGAAGCCGA-3'

α-Syn 56 5'-AGTGACAAATGTTGGAGGAG-3'
5'-GCTTCAGGTTCGTAGTCTTG-3'

NRF2 56 5'-GGTTTCTTCGGCTACGTTT-3'
5'-TAACTCAGGAATGGATAATAGCTC-3'

ALDH1L1 55.5 5'-TCACAGAAGTCTAACCTGCC-3'
5'-AGTGACGGGTGATAGATGAT-3'

PLP 60 5'-GGCGCAGTCAGGCAGATC-3'
5'-CCCTTGCCGCAGATGGT-3'

GALC 59 5'-AGTTTACTCAACCTGGCTGG-3'
5'-AACAAGAATTGGCTCTGAACC-3'

CNP 60 5'-CACCATGCACCTCTCCCAGC-3'
5'-ATGGAGCCGATCCGGTCCAG-3'

MAG 55 5'-TCTGGATTATGATTTCAGCC-3'
5'-GCTCTGAGAAGGTGTACTGG-3'

PMP22 58 5'-ACCCAGTGCATCCAAC-3'
5'-ATCCATAGCACCATTTCAAAG-3'
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грамм “Statistica 7.0” для WinXP с использовани-
ем непараметрических методов сравнения двух
независимых между собой групп (критерий Ман-
на–Уитни). Статистически значимыми считали
результаты при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительная эффективность разных протоко-
лов получения линий глиальных клеток. Как было
уже отмечено, ранее нами были получены не-
сколько линий ИПСК от здоровых доноров и па-
циентов с диагностированной болезнью БП. Из
них, через стадию НП, были получены культуры
дифференцированных нейронов [21–23]. В на-
стоящей работе НП были использованы для по-
лучения глиальных клеток. На первом этапе ра-
боты было проведено сравнение трех описанных
ранее протоколов дифференцировки глиальных
клеток из ИПСК человека, для выбора более

адекватного с точки зрения финансовых затрат и
времени получения этих клеток [17, 18].

Сравнительную эффективность этих протоко-
лов проводили, используя дифференцировку НП
здорового донора и анализируя экспрессию глия-
специфических антигенов: S100b и GFAP c помо-
щью иммунофлуоресценции. У всех клеток, куль-
тивируемых согласно трем различным протоколам,
на ранних этапах дифференцировки (19–20 дней
дифференцировки in vitro) начинала проявляться
положительная окраска на маркер астроцитов бе-
лок S100b (рис. 1а, г, ж).

На следующем этапе исследования было прове-
дено иммунофлуоресцентное окрашивание клеток
на более поздних этапах дифференцировки
(28 дней дифференцировки), культивированных
согласно указанным выше протоколам (рис. 2).
Как видно из представленных результатов, коли-
чество S100b-положительных клеток существен-
ным образом увеличилось (рис. 2а, д, и) и появи-

Рис. 1. Микрофотографии иммунофлуоресцентного окрашивания клеток на 19-й день дифференцировки согласно
протоколу № 1 (а, б, в), протоколу № 2 (г, д, е), протоколу № 3 (ж, з, и), снятых в одном поле зрения, на маркер гли-
альных клеток S100b (увеличение ×100). а, г, ж – клетки, окрашенные антителами к S100b (красный); б, д, з – клетки,
окрашенные ядерным красителем DAPI (синий); в, е, и – фотография наложения двух предыдущих (S100b, DAPI).

а б в

г д е

ж з и
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лась окраска на маркер глиальных клеток GFAP
(рис. 2б, е, к), что свидетельствует о переходе гли-
альных клеток к зрелому фенотипу.

На основании анализа полученных данных для
дальнейшей работы нами был выбран протокол
№ 2 как наиболее подходящий, вследствие того,
что количество глиальных клеток, окрашенных
на маркер GFAP и S100b именно в этом протоко-
ле было максимальным.

В итоге нами были рассмотрены три протокола.
Протокол 1, основанный на использовании ком-
мерчески доступной среды, и Протокол 2 показали
сопоставимые результаты, однако Протокол 2
оказался максимально отвечающим временным
требованиям получения глиальных клеток зрело-
го фенотипа. Кроме того, по финансовым затра-
там Протокол 2 оказался более выгодным, поэто-
му он был выбран для дальнейшей работы.

Анализ отношения экспрессии ряда генов при
индукции глиальной дифференцировки на 33-й день
к 22-му дню дифференцировки in vitro. По данным
литературы получаемые из ИПСК культуры гли-
альных клеток могут характеризоваться достаточ-
но гетерогенным составом [10, 12–14, 16, 17]. По-
этому мы с помощью ПЦР в реальном времени
оценили отношение экспрессии ряда генов, харак-

терных для нейрональной и глиальной дифферен-
цировки, при ее индукции на 33-ий день к 22-ому
дню дифференцировки in vitro, в культурах кле-
ток, полученных от здорового донора и от паци-
ента с БП. Полученные результаты представлены
в табл. 2.

Из результатов, представленных в табл. 2, сле-
дует отметить отсутствие изменений или умень-
шение в соотношении уровней транскрипции ге-
нов, специфичных для олигодендроцитов и кле-
ток Шванна (MBP, PLP, CNP, PMP22), как в
клеточных культурах здорового донора, так и от
пациента с БП. Это может свидетельствовать об
отсутствии увеличения доли этих клеток в глиаль-
ных культурах при более длительных временах диф-
ференцировки (33 дня). Исключение представлял
только ген MAG. Следует также отметить увеличение
экспрессии гена GFAP на 33-й день дифференци-
ровки как в клеточных культурах здорового донора,
так и пациента с БП. Для гена S100b увеличение
уровня экспрессии было отмечено только для гли-
альных клеток от пациента с БП. Также наблюда-
лось существенное увеличение экспрессии гена ал-
когольдегидрогеназы (ALDH1L1) в обоих типах
культур на 33-й день дифференцировки.

Рис. 2. Микрофотографии иммуноцитохимического окрашивания клеток на 28-м дне культивирования согласно про-
токолу № 1 (а, б, в, г), протоколу № 2 (д, е, ж, з), протоколу № 3 (и, к, л, м), снятых в одном поле зрения, на маркеры
глиальных клеток S100b и GFAP (увеличение ×100). а, д, и – клетки, окрашенные антителами к S100b; б, е, к – клетки,
окрашенные антителами к GFAP; в, ж, л – ядра клеток, окрашенные ядерным красителем DAPI; г, з, м – фотография
наложения трех предыдущих (S100b, GFAP, DAPI).
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Известно, что глиальные клетки, осуществляя
трофические функции, способны синтезировать
различные нейротрофические факторы [24–27].

Мы проанализировали экспрессию ряда этих
факторов в полученных нами линиях клеток с помо-
щью ПЦР в реальном времени. Результаты этих экс-
периментов, суммированные в табл. 3, представ-
лены в виде соотношения уровней транскрипции
этих генов по мере дифференцировки глиальных
клеток (отношение уровня экспрессии гена на
33-й день к уровню его экспрессии на 22-й день).

Из приведенных в табл. 3 результатов видно,
что только GDNF существенно увеличивал свою
экспрессию на 33-й день дифференцировки, при-

чем это увеличение было наиболее заметно в
клетках здорового донора по сравнению с клетка-
ми, полученными от пациента с БП. Другие про-
анализированные нейротрофические факторы
изменяли свою экспрессию незначительно. Без-
условно данные ПЦР в дальнейшем предполага-
ется подтвердить и данными по оценке уровней
их белковых продуктов.

Оценка влияния кондиционированной среды от
глиальных клеток здорового донора и пациента с
БП, на рост нейритов в дифференцированных куль-
турах, обогащенных дофаминергическими нейрона-
ми. На следующем этапе работы мы оценили вли-
яние кондиционированной среды (КС) от гли-

Таблица 2. Отношение уровней транскрипции ряда генов на 33-й день к 22-му дню после начала индукции гли-
альной дифференцировки in vitro

Данные ПЦР в реальном времени. n = 4. *р < 0.05, **р < 0.005, ***р < 0.001

Гены

Отношение уровней транскрипции генов на 33-й день
к 22-му дню дифференцировки in vitro

здоровый донор пациент с БП
(мутация в гене LRRK2)

β-IIItub 0.86 ± 0.05 7.76 ± 0.50***
S100b 1.11 ± 0.05 4.77 ± 3.5
GFAP 52.3 ± 20.3* 4.05 ± 1.2*
EATT1 0.21 ± 0.02** 6.91 ± 1.1**
GLUT1 0.95 ± 0.02 1.79 ± 0.71
AQP4 0.16 ± 0.01* 2.70 ± 0.21**
VIM 0.81 ± 0.18* 3.95 ± 0.10**
α-Syn 17.65 ± 4.3* 1.11 ± 0.02*
NRF2 1.25 ± 0.04* 9.72 ± 0.51*
ALDH1L1 25.02 ± 1.76*** 7.35 ± 2.28*
MBP
PLP

0.72 ± 0.13
0.76 ± 0.03

0.10 ± 0.03
1.41 ± 0.04

CNP 0.06 ± 0.02* 0.16 ± 0.03*
PMP22 0.31 ± 0.02*** 0.24 ± 0.03**
MAG 178.9 ± 7.8*** 9.22 ± 0.43**

Таблица 3. Отношение уровней транскрипции генов нейротрофических факторов на 33-й день к 22-му дню после
начала индукции глиальной дифференцировки in vitro

Данные ПЦР в реальном времени. n = 4. *р < 0.05, **р < 0.005.

Гены

Отношение уровней транскрипции генов нейротрофических факторов
на 33-й день к 22-му дню дифференцировки in vitro

здоровый донор пациент с БП
(мутация в гене LRRK2)

GDNF 15.6 ± 5.4** 1.9 ± 0.1**
NGF 1.2 ± 0.1 2.8 ± 0.4*
NT-3 0.46 ± 0.04 2.1 ± 0.8
BDNF 0.40 ± 0.02** 1.01 ± 0.04
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альных клеток здорового донора и пациента с БП,
на рост нейритов в дифференцированных культу-
рах, обогащенных ДА-нейронами, полученных от
здорового донора. Как видно из рис. 3, КС от гли-
альных клеток здорового донора, добавленная в раз-
ных количествах, не оказывала негативного влия-
ния на рост нейритов ДА-нейронов в этих культурах
при их культивировании в течение 7 дней.

В то же время добавление КС от глиальных
клеток, полученных от пациента с БП (мутация в
гене LRRK), приводило к существенному торможе-
нию роста нейритов у ДА-нейронов в нейрональных
культурах. Данные, представленные на рис. 4, пока-
зывают практически 2-кратное уменьшение дли-
ны отростков у ДА-нейронов при добавлении от
20 до 80% КС.

Недавно Domenico с коллегами [10] продемон-
стрировали сходные результаты угнетающего дей-
ствия кондиционированной среды от глиальных
клеток, также полученных от пациента с БП (мута-
ция в гене LRRK2), на рост нейритов у ДА-нейронов
в нейрональных культурах. Более того, авторам уда-
лось показать, что такое негативное воздействие
связано с присутствием в этой среде альфа-си-
нуклеина, который продуцировался “больными”
глиальными клетками. Представляется важным в
дальнейшем проверить продуцируют ли альфа-
синуклеин глиальные клетки, полученные от па-
циентов с БП с другими мутациями и пациентов
со спорадической формой этого заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в ходе проведенной работы
были получены линии глиальных клеток от здо-
рового донора и пациента с семейной формой
БП и подобраны условия для их эффективной
дифференцировки. Полученные культуры были
охарактеризованы по экспрессии ряда нейро-
глиальных маркеров, а также ряда нейротрофи-
ческих факторов. Было показано, что КС, полу-
ченная при культивировании глиальных клеток
от пациента с БП, оказывала негативное влияние
на рост нейритов ДА-нейронов в дифференциро-
ванных культурах здорового донора, уменьшая их
длину примерно в 2 раза. В дальнейшем предпо-
лагается получение дополнительных независи-
мых линий глиальных клеток как от здоровых до-
норов, так и от пациентов с семейными и спора-
дическими формами БП для более надежного
выявления и сравнения возможных патологиче-
ских изменений в “больных” клетках по сравне-
нию со “здоровыми”.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВАНИЯ

Исследование было поддержано грантом РФФИ
№ 19-29-04080 мк и грантом программы Президиума
РАН “Фундаментальные исследования для биомеди-
цинских технологий”. Работа была выполнена с ис-
пользованием оборудования Центра коллективного
пользования ИМГ РАН “Центр клеточных и генных
технологий”.

Рис. 3. Влияние КС от глиальных клеток здорового
донора, на рост нейритов у ДА-нейронов в диффе-
ренцированных культурах при их культивировании в
течение 7 дней. Состав КС: DMEM/F12, 2% замени-
тель сыворотки, добавка B27 (×50) – 1%, 2 мМ L-глу-
тамин, 1% смесь аминокислот, 50 ед./мл пеницил-
лин–стрептомицинa, 20 нг/мл BDNF, 20 нг/мл GD-
NF, 200 мкМ аскорбиновая кислота, 4 мкМ
форсколин. 1 – Без добавления КС. 2 – 20% КС. 3 –
50% КС. 4 – 80% КС. Культивирование с КС в тече-
ние 7 дней. После окончания культивирования клет-
ки окрашивали антителами к тирозингидроксилазе.
Окрашенные клетки анализировали c помощью про-
граммы Image J (Neurphology J). n = 6.
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Рис. 4. Влияние КС от глиальных клеток, полученных
от пациента с БП (мутация в гене LRRK), на рост ней-
ритов у ДА-нейронов в дифференцированных куль-
турах при их культивировании в течение 7 дней. 1 –
Без добавления КС. 2 – 20% КС. 3 – 50% КС. 4 – 80%
КС. После окончания культивирования клетки окра-
шивали антителами к тирозингидроксилазе. Окра-
шенные клетки анализировали c помощью програм-
мы Image J (Neurphology J). n = 6. *р < 0.05, **р < 0.005.
NS – статистически незначимые отличия.
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Generation and Characteristics of Glial Cells
from Induced Human Pluripotent Stem Cells

E. V. Novosadovaa, E. L. Arsenyevaa, S. A. Antonova, E. A. Kazantsevaa, L. V. Novosadovaa,
O. D. Kurkoa, S. N. Illarioshkinb, V. Z. Tarantula, and I. A. Grivennikova

aInstitute of Molecular Genetics, Moscow, Russia
bScientific Center of Neurology, Moscow, Russia

The technology for producing human induced pluripotent stem cells (iPSCs) and the possibility of their di-
rected differentiation into specialized cells of all body tissues have opened unique opportunities for studying
the molecular genetic basis of the pathogenesis of neurodegenerative diseases in vitro and effective screening
for compounds with neuroprotective activity. The aim of this work was to obtain glial cell cultures from iPSCs
of a healthy donor and a patient with the familial form of Parkinson’s disease (G2019S mutation in the LRRK2)
and to characterize them. At the first stage, we compared the three previously described protocols for the dif-
ferentiation of glial cells from neural precursors of human iPSCs and selected the method most acceptable
under our conditions in terms of the quality and time necessary for obtaining desired cultures. Glial cell cul-
tures obtained by this method were characterized by the levels of expression of a number of neuroglial differ-
entiation genes. Also in the resulting cultures, we analyzed the expression of genes of some neurotrophic fac-
tors (GDNF, BDNF, NGF, NT3). It was shown that the culture medium conditioned by glial cells from a pa-
tient with Parkinson’s disease had a negative effect on the growth of neurites of dopaminergic neurons in
differentiated cultures of a healthy donor decreasing their length by factor of 2.

Keywords: induced human pluripotent stem cells, Parkinson’s disease, differentiation, neural precursors, glial
cells, immunofluorescence, PCR
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