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Нейродегенеративные заболевания занимают значительную долю в структуре заболеваемости по
всему миру. В частности, в связи с увеличением среднего возраста населения в большинстве разви-
тых стран, резко взрастает доля пациентов с такими диагнозами, как болезнь Альцгеймера и болезнь
Паркинсона. Существующие методы лечения носят преимущественно симптоматический характер
и, позволяя в ряде случаев добиться выраженного клинического эффекта, не могут пока предотвра-
тить продолжающуюся гибель нейронов или обратить вспять нейродегенеративный процесс. Во
многом эти проблемы связаны и с недостаточным пониманием молекулярно-генетических меха-
низмов, которые лежат в основе патогенеза, а также с отсутствием моделей, позволяющих получать
не только качественные, но и количественные данные о процессах, происходящих в нейронах пациен-
тов. Развитие технологий индуцированной плюрипотентности, направленной дифференцировки плю-
рипотентных клеток, а также редактирования генов с помощью программируемых нуклеаз, позволяет
существенно расширить арсенал исследовательских инструментов, особенно в области поиска новых
мишеней для лекарственной и генной терапии.
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ВВЕДЕНИЕ

Клеточные технологии являются одним из ос-
новных и наиболее динамично развивающихся
направлений современной биомедицины и имеют
огромный потенциал применения в фармаколо-
гии, токсикологии и регенеративной медицине.
Клетки, культивируемые в лабораторных условиях,
активно используются для тестирования новых
лекарственных соединений на ранних этапах их
разработки [1, 2]. На сегодняшний день в фарма-
кологических исследованиях используются пер-
вичные культуры соматических клеток человека,
трансгенные соматические клетки, моделирую-
щие то или иное заболевание в условиях in vitro, а
также многочисленные модельные линии клеток
лабораторных животных и сами животные [3–7].
Однако перечисленные выше модели имеют зна-
чительные ограничения в использовании. Жи-

вотные и их клетки, используемые в исследова-
ниях свойств лекарственных веществ, значитель-
но отличаются по своей генетике, физиологии,
морфологии от человека и клеток его тела [8].
Трансгенные клетки человека, получаемые на ос-
нове таких перевиваемых линий как HEK293 или
HeLa, как правило, также не позволяют полно-
ценно смоделировать патогенез заболевания, су-
ществующего in vivo [9–11]. Кроме того, существует
серьезная проблема получения культур специфи-
ческих типов соматических клеток, то есть именно
тех типов клеток, на которых проявляется основ-
ной патологический эффект при том или ином
заболевании. Например, получение культур до-
фаминэргических нейронов (гибнут при болезни
Паркинсона), моторных нейронов (спинальная
мышечная атрофия, боковой амиотрофический
склероз), кардиомиоцитов (синдром удлиненной
QT-фазы сердечного ритма и другие сердечно-со-
судистые заболевания) является процедурой вы-
сокоинвазивной, а иногда просто невозможной.
Кроме того, соматические клетки часто имеют
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ограниченный потенциал выживания и пролифе-
рации в культуре, что затрудняет получение зна-
чительной массы клеток для тестирования биб-
лиотек потенциальных лекарственных соедине-
ний, которые могут состоять из десятков и сотен
тысяч веществ [12].

Все перечисленные выше проблемы снижают
уровень достоверности результатов исследова-
ний, что, в свою очередь, способствует росту лож-
ноположительных или ложноотрицательных ре-
зультатов всего цикла тестирования конкретного
лекарственного соединения. Рост ошибочных ре-
зультатов в фармакологии, как правило, связан со
значительными экономическими потерями. Вы-
ходом из данной ситуации может стать использо-
вание универсальных или плюрипотентных кле-
ток, которые способны неограниченно культиви-
роваться и давать в результате дифференцировки
необходимые для исследований клеточные про-
изводные. Создание клеточных платформ, которые
совмещаю в себе трансгенные клеточные линии для
проведения направленного нокаута генов, выявле-
ния роли однонуклеотидных полиморфизмов
(SNPs) и количественного измерения происходя-
щих в клетках патологических процессов, может
существенно расширить наши представления о
молекулярно-генетических механизмах патоге-
неза заболеваний, найти новые мишени для ле-
карственной и генной терапии, а также прово-
дить скрининговые исследования перспективных
лекарственных соединений.

ИНДУЦИРОВАННЫЕ ПЛЮРИПОТЕНТНЫЕ 
СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ

В 2006 году произошло революционное собы-
тие для всей клеточной биологии. Группой япон-
ских исследователей было обнаружено, что сома-
тические клетки мыши могут быть подвергнуты
перепрограммированию путем сверхэкспрессии
набора определенных факторов (Oct4, Sox2, Klf4
и c-Myc) [13]. Позже несколькими группами уче-
ных были получены подобные клетки человека
[14–16]. Полученные клетки, которые по своим
свойствам были очень сходны с эмбриональными
стволовыми клетками, были названы индуциро-
ванными плюрипотентными стволовыми клетками
(ИПСК). Данное открытие привлекло огромное
внимание мирового научного сообщества, так
как в руках исследователей появился уникальный
инструмент, который может быть использован в
различных фундаментальных и прикладных ис-
следованиях, включающих изучение биологии
развития человека, моделирование заболеваний и
доклинические испытания в лабораторных услови-
ях, а также применение ИПСК в заместительной
терапии.

ИПСК человека имеют ряд существенных
преимуществ в контексте применения в доклини-

ческих испытаниях потенциальных лекарствен-
ных соединений:

• ИПСК могут быть получены из различных
типов соматических клеток человека (от фиброб-
ластов кожи до клеток периферической крови).
Методики получения соматических клеток, при-
годных для получения ИПСК, как правило, явля-
ются малоинвазивными [14, 17–19];

• по своим свойствам ИПСК очень сходны с
эмбриональными стволовыми клетками человека,
являются плюрипотентными, то есть могут давать
при дифференцировке практически все произ-
водные, из которых состоит тело взрослого чело-
века [14–17, 20];

• ИПСК обладают неограниченным потенциа-
лом пролиферации в культуре и при необходимости
могут быть получены в масштабе, необходимом для
проведения скрининга библиотек лекарственных
соединений [21];

• ИПСК аутологичны по отношению к донору
соматических клеток. Они могут быть получены
от конкретного пациента в любой период его
жизни, что дает возможность поиска лекарств и
исследования их возможных токсических свойств
на клетках пациентов с конкретным генетическим
фоном. Данное свойство ИПСК может сделать их
одной из основ медицины нового поколения, так
называемой персонифицированной медицины [22];

• Применение ИПСК дает новые возможности
исследования патогенеза и поиска лекарств для те-
рапии комплексных заболеваний, которые захва-
тывают не один тип клеток. Например, из ИПСК,
полученных из клеток одного пациента, могут
быть получены нейроны, кардиомиоциты, гепа-
тоциты и другие типы дифференцированных кле-
ток. Таким образом, становится возможным ис-
следование действия лекарственных соединений
на клетки с разными молекулярно-генетическими,
физиологическими и биохимическими характе-
ристиками, в то же время полученными от одного
пациента [22–26].

Несмотря на значительный прогресс в созда-
нии клеточных моделей заболеваний на основе
ИПСК, в исследованиях пациент-специфичных
ИПСК ученые сталкиваются с несколькими про-
блемами. Во-первых, невозможно подобрать пол-
ностью адекватный “здоровый” контроль для ис-
следования дифференцировки и оценки влияния
различных воздействий на клетки. Контрольные
клетки, полученные от здоровых людей, имеют
другой общий генетический фон. Во-вторых, линии
клеток могут отличаться друг от друга по спектру
дифференцировки, иметь разную скорость деле-
ния и другие индивидуальные особенности, даже
если они получены одним методом и в одной ла-
боратории. Безусловно, данные особенности могут
сказываться на точности результатов исследова-
ний в целом. В-третьих, существует большая про-
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блема, связанная с наличием пациентов, которые
могли бы стать донорами соматических клеток.
Особенно остро эта проблема стоит, если речь
идет о редких наследственных заболеваниях или
редких разновидностях мутаций [27]. Кроме того,
для работы с пациентами необходим определен-
ный набор разрешений и лицензий. В последние
годы активно развиваются технологии направлен-
ного редактирования геномов, которые открывают
новые, еще более широкие, возможности примене-
ния ИПСК в биомедицинских исследованиях и
позволяют решить вышеперечисленные проблемы.

CRISPR-ОПОСРЕДОВАННЫЕ СИСТЕМЫ – 
ИНСТРУМЕНТ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ 

КЛЕТОЧНЫХ МОДЕЛЕЙ ЗАБОЛЕВАНИЙ
В начале 2013 г. были опубликованы работы, в

которых описывалось использование компонен-
тов адаптивной иммунной системы бактерий
CRISPR–Cas9 для редактирования геномов мле-
копитающих [28, 29]. Данная система, обладает
высокой эффективностью и специфичностью ра-
боты, но при этом отличается простотой создания
генетических конструкций. Для создания кон-
струкции, опознающей конкретную последова-
тельность ДНК в геноме, достаточно поместить
синтетический фрагмент ДНК длиной около 20
нуклеотидов (спейсер) в специальный вектор,
экспрессирующий направляющую РНК (нРНК)
и нуклеазу Cas9. Спейсер является частью нРНК,
и его последовательность определяет специфич-
ность связывания нРНК с ДНК-мишенью. Связы-
вание осуществляется по принципу комплементар-
ности оснований РНК–ДНК. При этом, нуклеаза
Cas9, находящаяся в комплексе с нРНК произво-
дит двунитевой разрыв ДНК. Разрывы ДНК, ко-
торые были внесены нуклеазой, репарируются по
двум основным общим механизмам. Это него-
мологичное сшивание концов и гомологичная
рекомбинация. При негомологичном сшивании
концов ДНК, как правило, в месте разрыва обра-
зуются небольшие делеции или/и инсерции нук-
леотидов, что может приводить к сдвигу рамки
считывания генов (если разрыв находится в коди-
рующей области) и, как следствие, к нокауту гена.
Если же репарация идет по механизму гомоло-
гичной рекомбинации, а для этого необходима
донорная молекула ДНК, то в конкретное место
генома может быть помещен трансген или заме-
нен единственный нуклеотид. Этот механизм мо-
жет с успехом применяться для внесения или ис-
правления генных мутаций, внесения репортер-
ных генов и так далее [28, 29].

С момента первых работ по применению
CRISPR–Cas9 для модификации геномов в клетках
животных и человека, эта технология претерпела
значительное совершенствование. В частности, бы-
ли созданы новые, генноинженерные варианты

белка Cas9, которые практически не обладают не-
целевой активностью, а также найдены альтерна-
тивные системы, например, CRISPR–Cpf1
(Cas12a) [30–32].

Прогресс в области создания и применения
CRISPR-опосредованных систем открывает ши-
рокие перспективы их применения для изучения
полигенных нейродегенеративных заболеваний,
например, таких как болезнь Паркинсона, болезнь
Альцгеймера или боковой амиотрофический скле-
роз. При исследовании клеточных моделей ней-
родегенеративных заболеваний данные системы
редактирования можно использовать в следую-
щих направлениях:

• Нокаут генов для поиска тех из них, которые
задействованы в патогенезе заболеваний напря-
мую или модифицируют его [33];

• Создание изогенных клеточных моделей [26,
34–36];

• Создание трансгенных клеточных линий,
которые предназначены для мониторинга на-
правленной дифференцировки в релевантные ти-
пы нейронов, а также получения качественных и
количественных данных о происходящих в клет-
ках патологических процессах (апоптоз, оксида-
тивный стресс, дисфункция эндоплазматическо-
го ретикулума) [37, 38].

ГЕНЕТИЧЕСКИ КОДИРУЕМЫЕ СЕНСОРЫ 
ПАТОЛОГИЧЕСКИХ КЛЕТОЧНЫХ 

ПРОЦЕССОВ
Одним из перспективных подходов для иссле-

дования молекулярно-генетических механизмов
нейродегенерации in vitro может быть совмеще-
ние технологий создания линий пациент-специ-
фичных ИПСК, редактирования геномов, генети-
чески кодируемых биосенсоров и направленной
дифференцировки ИПСК в релевантные типы
нейронов. Для этого могут быть применены гене-
тические конструкции, которые могут быть инте-
грированы в локус AAVS1 ИПСК пациентов и
здоровых доноров с применением системы CRIS-
PR-Cas9 [38]. Использование направленной ин-
теграции трансгенов в локус AAVS1, который от-
носится к так называемым “safe harbor” локусам,
позволяет контролировать число копий трансгенов
на геном, а также обеспечивает более стабильную
экспрессию тарнсгенов [39]. Генетически кодируе-
мые сенсоры представляют собой искусственно со-
зданные генноинженерные конструкции, которые
позволяют визуализировать и получать количе-
ственные данные о процессах, происходящих в
живых клетках, например, в нейронах, получаемых
при направленной дифференцировке ИПСК па-
циентов с нейродегенеративными заболеваниями
[40, 41]. В частности, с помощью сенсоров можно
изучать такие процессы, как оксидативный стресс и
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дисфункция эндоплазматического ретикулума. Вы-
сокий уровень метаболизма нейронов подразуме-
вает высокие показатели образования активных
форм кислорода (АФК), и соответственно, нейроны
должны обладать эффективной системой защиты
от них, однако ее становится недостаточно при
оксидативном стрессе. Известно, что глутатион
является внутриклеточным антиоксидантом, и
при развитии патологического процесса показана
значительная роль нарушения гомеостаза глута-
тиона [42]. Например, снижение концентрации
глутатиона в митохондриях влечет за собой акти-
вацию нейрональной 12-липоксигеназы, что при-
водит к образованию пероксидов, притоку Са2+ и, в
конечном счете, к гибели клеток. Например, при
болезни Паркинсона происходит потеря дофами-
нергических нейронов в черной субстанции го-
ловного мозга, а дополнительными источниками
окислительного стресса является автоокисление
дофамина, которое приводит к образованию АФК,
и ферментативное окисление, катализируемое
моноаминоксидазой, которое приводит к образо-
ванию перекиси водорода. Обычно H2O2 инакти-
вируется каталазой или глутатион-S-пероксида-
зой в реакции, в которой глутатион используется
в качестве кофактора. Было показано, что с помо-
щью генетически кодируемых сенсоров возможно
получить достаточно чувствительную систему для
оценки окислительно-восстановительного по-
тенциала глутатиона в живых клетках. Фермент
Grx1 в конструкции обеспечивает реакции окисле-
ния и восстановления белка roGFP2 после взаимо-
действия с глутатионом. Оценка окислительно-вос-
становительного потенциала при этом проводится с
помощью ратиометрических расчетов уровней
возбуждения светом определенной длины волны
(405/488 нм) белка roGFP2. Еще одним преиму-
ществом данного подхода является то, что можно
применить два типа конструкций (Cyto и Mito),
которые позволяют производить независимые
измерения в цитоплазме и митохондриях клеток
(за счет наличия сигнального пептида, который
перенаправляет белок-сенсор в митохондрии).
Данные конструкции будут интегрированы под
доксициклин-зависимый промотор, чтобы систе-
му можно было активировать на разных стадиях
дифференцировки ИПСК в зрелые дофаминерги-
ческие нейроны. Помимо этого, данная система
может быть применена для выявления и тестирова-
ния химических соединений, направленных на
нормализацию уровня АФК.

Следующий, не менее важный момент, – явле-
ние стресса эндоплазматического ретикулума
(ЭПР), который вызван накоплением несверну-
тых, дефектных белков в люмене ЭПР [43]. Дан-
ный патофизиологический процесс характерен
для большинства нейродегенеративных заболева-
ний и может быть одной из мишеней для терапев-
тического воздействия [44–49]. Для формирования

третичной структуры белка важно образование ди-
сульфидных связей, что опосредуется ферментом
протеиндисульфид-изомераза, который в свою
очередь активируется окислением. Данный процесс
тесно связан с образованием перекиси водорода, в
пространстве в которым оказываются вновь синте-
зированные белки. В ЭПР при этом накаплива-
ются денатурированные или частично свернутые
белки в таком случае активируется система Un-
folded Protein Response (UPR). UPR может спо-
собствовать повышению активности шаперонов
и снижению синтеза белка. Этот механизм пред-
ставлен белками, заякоренными в мембране ЭПР –
PERK, IRE1 и ATF6. Показано, что мутация белка
паркина приводит к нарушению функции протеа-
сом, и соответственно, к перегрузке ЭПР. Было
показано на мышах и на культуре клеток, что
можно визуализировать и стресс ЭПР с помощью
генетически кодируемых сенсоров.

Для изучения процессов связанных со стрессом
ЭПР может быть применена следующая тестовая
модель: в локус AAVS1, под контролем доксицик-
лин-управляемого промотора производится встрой-
ка конструкции XBP1-флуоресцентный белок [50],
функционирование которой зависит от актива-
ции UPR с через белок IRE1 (в XBP1 эндорибону-
клеаза IRE1 будет вырезать 26-нуклеотидный ин-
трон сдвигая рамку считывания белка, тем самым
обеспечивая экспрессию той части конструкции,
которая кодирует флуоресцентный белок), что
позволит визуализировать клетки с активирован-
ным белком IRE1. Клетки с активированной систе-
мой UPR (имеющие красное свечение) могут быть
отсортированы и использованы для более по-
дробного молекулярно-генетического и биохи-
мического исследования. Кроме того, данная си-
стема может работать в обратном направлении.
Выделенные с помощью сортировки клетки мо-
гут применятся для тестирования препаратов, ко-
торые направлены на коррекцию нарушений
фолдинга белков в ЭПР (рис. 1).

Помимо этого, может быть применена систе-
ма, в которой ген, кодирующий флуоресцентный
белок, заменен геном люциферазы. Это позволит
проводить измерения уровня активности люци-
феразы (который будет прямо пропорционален
уровню активации IRE1 и стресс-зависимого
сплайсинга мРНК XBP1) в ответ на различные
воздействия, в том числе, на действие низкомоле-
кулярных химических соединений. Кроме того,
данный вариант сенсора позволяет масштабиро-
вать измерения до 96-луночного формата, что су-
щественно повышает производительность и дает
возможность скрининга библиотек потенциаль-
ных лекарственных препаратов (рис. 1).

Помимо использования взаимодействия IRE1
и XBP1 существуют и другие сенсоры стресса
ЭПР, например, основанные на визуализации ак-



НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 4  2021

СОЗДАНИЕ И ИССЛЕДОВАНИЕ КЛЕТОЧНЫХ МОДЕЛЕЙ 317

тивации транскрипционного фактора ATF6 (Acti-
vating transcription factor 6) [43]. В норме данный бе-
лок заякорен в мембране ЭПР. В ответ на стресс он
перемещается в аппарат Гольджи, где подвергается
протеолизу, активируется и перемещается в ядро
клетки. Принцип действия сенсора основан на
том, что к белку ATF6 с N-конца присоединен
флуоресцентный белок EGFP, который не меша-
ет протеолизу, активации и перемещению ATF6.
При этом мы можем наблюдать распространение
флуоресцентного сигнала в ядро клетки. Подсчи-
тывая ядра с сигналами на микроизображениях и
статистически обрабатывая эту информацию,
можно судить о степени выраженности стресса
ЭПР (рис. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Поиск новых, эффективных и безопасных
средств терапии нейродегеративных заболеваний
является одним из вызовов современной медици-
ны и фармакологии. Последние достижения кле-
точной и молекулярной биологии позволяют по-
новому взглянуть на создание модельных систем
для исследований in vitro. Эти системы, на основе
трансгенных индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток, позволяют производить широ-
кий спектр исследований, выявлять тонкие моле-
кулярные механизмы патогенеза, искать и нахо-
дить мишени для терапевтического воздействия и
тестировать потенциальные лекарственные пре-
параты.

Рис. 1. Схема функционирования генетически кодируемых биосенсоров стресса эндоплазматического ретикулума.
Схема работы биосенсора XBP1-TagRFP (а). Схема работы биосенсора XBP1-luc2-hRluc (б). Схема работы биосенсора
EGFP-ATF6 (в). XBP1 – фрагмент гена XBP1, содержащий стресс-чувствительный интрон размером 26 п.н., TagRFP –
ген красного флуоресцентного белка, EGFP – ген зеленого флуоресцентного белка, luc2 – ген люциферазы светлячка
Photinus pyralis, Rluc – ген люциферазы кораллового полипа Renilla reniformis, Puro – ген устойчивости к пуромицину,
STOP – стоп-кодон, F – FLAG-эпитоп.
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Neurodegenerative diseases occupy a significant share in the structure of morbidity around the world. In par-
ticular, due to the increase in the average age of the population in most developed countries, the proportion
of patients with diagnoses such as Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease is sharply increasing. Numer-
ous studies have not yet led to the emergence of drugs that can be effectively and safely used in the treatment
of these and many other neurodegenerative diseases. To a large extent, these problems are associated with an
insufficient understanding of the molecular genetic mechanisms that underlie pathogenesis, as well as with
the lack of models that allow obtaining not only qualitative, but also quantitative data on the processes occur-
ring in the neurons of patients. The development of technologies for induced pluripotency, directed differen-
tiation of pluripotent cells, as well as gene editing using programmed nucleases, makes it possible to signifi-
cantly expand the arsenal of research tools, especially in the search for new targets for drug and gene therapy.
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