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РеФеРаТ Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) – новый тип плюрипотентных клеток, 
которые можно получать путем репрограммирования дифференцированных клеток животных и человека. 
В обзоре рассматриваются вопросы, связанные с природой ИПСК, приведено описание различных методик по-
лучения ИПСК. Особое внимание уделено рассмотрению методов, направленных на получение ИПСК человека 
без генетической модификации геномов клеток, и способов повышения эффективности получения ИПСК. Рас-
сматриваются вопросы возможности и безопасности применения ИПСК в заместительной клеточной терапии 
заболеваний человека и исследовании новых лекарственных веществ. 
КлючеВые СлоВа репрограммирование клеток, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, направ-
ленная дифференцировка стволовых клеток, клеточная терапия.
СПИСоК СоКРащенИй ЭСК – эмбриональные стволовые клетки, ИПСК – индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки, НСК – нейральные стволовые клетки, СКЖТ – стволовые клетки жировой ткани, ДНК – дез-
оксирибонуклеиновая кислота, кДНК – кодирующая дезоксирибонуклеиновая кислота, РНК – рибонуклеиновая 
кислота, мРНК – матричная рибонуклеиновая кислота, ФКС – фибробласты кожных сосочков, КМ – кардио-
миоциты, СМА – спинальная мышечная атрофия, СМА-ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки, полученные из фибробластов пациентов, страдающих спинальной мышечной атрофией, GFP – green 
fluorescent protein (белок, флуоресцирующий зеленым светом), LTR – long terminal repeat (длинный концевой 
повтор).

ИндуцИРоВанная ПлюРИПоТенТноСТь
Плюрипотентные стволовые клетки являются уникаль-
ным объектом для исследования множества процессов, 
происходящих во время раннего развития млекопитаю-
щих, а также перспективным инструментом при клеточ-
ной терапии заболеваний человека. Уникальность данных 
клеток состоит в способности, находясь в культуре, неогра-
ниченное время поддерживать самообновление и давать 
после дифференцировки все клеточные типы, из которых 
состоит взрослый организм [1]. Плюрипотентность поддер-
живается сложной системой сигнальных молекул и ген-
ной сети, специфической для плюрипотентных клеток. 
Центральное положение в иерархии генов, участвующих 
в поддержании плюрипотентности, занимают Oct4, Sox2 

и Nanog, кодирующие транскрипционные факторы [2, 3]. 
Совместное действие сигнальных молекул, действующих 
извне, и внутренних факторов приводит к формированию 
специфического паттерна экспрессии генов, а также со-
стояния эпигенома, характерного для стволовых клеток. 
Во время направленной или спонтанной дифференцировки 
происходят изменения паттерна экспрессии генов, а так-
же широкомасштабные эпигенетические трансформации, 
приводящие к установлению транскриптома и эпигенома, 
характерных для конкретного типа клеток. 

До недавнего времени единственным хорошо изучен-
ным источником плюрипотентных стволовых клеток были 
эмбриональные стволовые клетки (ЭСК). ЭСК получают 
из внутренней клеточной массы и эпибласта бластоцист 
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[4–6]. В настоящий момент известен ряд протоколов по-
лучения различных клеточных производных из ЭСК че-
ловека. Однако использование ЭСК в заместительной кле-
точной терапии ограниченно. Первая причина ограничения 
заключается в иммунной несовместимости донорских кле-
ток и организма реципиента, что может приводить к от-
торжению трансплантированных клеток. Вторая причина 
носит этический характер, поскольку во время получения 
ЭСК эмбрион погибает. Первая проблема может быть ре-
шена с помощью пересадки ядра из соматической клетки 
в яйцеклетку с последующим получением эмбриона и ЭСК. 
При пересадке ядра из соматической клетки в яйцеклетку 
происходит репрограммирование генома за счет факто-
ров, находящихся в цитоплазме. Такой способ получения 
плюрипотентных клеток от конкретного индивидуума по-
лучил название «терапевтическое клонирование». Однако 
данный метод технологически сложен, эффективность ре-
программирования крайне низка. Кроме того, этот подход 
наталкивается на уже упомянутые проблемы этического 
характера, на этот раз связанные с получением большого 
числа яйцеклеток человека [7]. 

В 2006 г. была впервые опубликована работа, описываю-
щая получение плюрипотентных клеток путем эктопиче-
ской экспрессии четырех генов: Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc 
в эмбриональных и взрослых фибробластах мыши [8]. Плю-
рипотентные клетки, полученные из соматических, были 
названы индуцированными плюрипотентными стволовыми 
клетками (ИПСК). С помощью данного набора факторов 
(Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc) ИПСК получены из различных 
типов дифференцированных клеток мыши [9–14] и чело-
века [15–17]. Кроме того, ИПСК человека были получены 
с помощью несколько измененного набора генов: Oct4, 
SOx2, NaNOg и LiN28 [18]. Индуцированные плюрипо-
тентные стволовые клетки очень сходны с эмбриональными 
стволовыми клетками по широкому ряду характеристик. 
Они обладают сходной морфологией и способом роста, оди-
наково чувствительны к ростовым факторам и сигнальным 
молекулам. Индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки, как и эмбриональные стволовые клетки, способ-
ны дифференцироваться in vitro в производные всех трех 
первичных зародышевых листков (эктодермы, энтодермы 
и мезодермы), а также формировать тератомы при подкож-
ной инъекции иммунодефицитным мышам. ИПСК мыши, 
инъецированные в бластоцисты, нормально включаются 
в развитие, приводя к формированию животных с высокой 
степенью химеризации. Более того, ИПСК мыши способны 
развиваться в целый организм при инъекции в тетрапло-
идные бластоцисты [19, 20]. Таким образом, в руках иссле-
дователей оказался замечательный метод, позволяющий 
получать плюрипотентные стволовые клетки из соматиче-
ских клеток различных типов, избегая проблем этического 
плана. 

ПРоБлеМа эФФеКТИВноСТИ ПолученИя ИПСК 
И БезоПаСноСТИ ПРИМененИя В заМеСТИТельной 
КлеТочной ТеРаПИИ
В первых работах по получению индуцированных плю-
рипотентных стволовых клеток мыши и человека для до-
ставки генов Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc в соматические 
клетки применялись векторы на основе ретро- и лен-

тивирусов. Ретровирусы обладают достаточно высокой 
эффективностью трансдукции, хотя и не одинаковой 
для различных типов клеток. При использовании инте-
грации ретровирусов в геном клетки хозяина необходи-
мо, чтобы эта клетка имела довольно высокий темп деле-
ния, что характерно для довольно ограниченного спектра 
клеток, которые можно поддерживать в культуре. Кро-
ме того, транскрипция, происходящая с ретровирусной 
конструкцией и управляемая промотором, находящимся 
в 5’Ltr (long terminal repeat), прекращается при пере-
ходе соматической клетки в плюрипотентное состояние 
[21]. Это свойство делает ретровирусы привлекательными 
при получении ИПСК. Однако ретровирусы обладают ря-
дом свойств, делающих ИПСК, полученные с их помощью, 
непригодными для использования в клеточной терапии 
болезней человека. Во-первых, ретровирусная ДНК ин-
тегрируется в геном клетки-хозяина. Интеграция проис-
ходит в случайном порядке, не существует каких-либо 
специфических последовательностей либо закономерно-
стей интеграции ретровирусов. Число копий экзогенной 
ретровирусной ДНК, которая интегрируется в геном, мо-
жет сильно варьировать [15]. Ретровирусы, интегриру-
ющиеся в геном клетки, могут привносить промоторные 
элементы, сигналы полиаденилирования, встраиваться 
в кодирующие части генов, вызывая нарушение транс-
крипции. Во-вторых, поскольку уровень транскрипции 
экзогенных Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc в ретровирусной 
конструкции снижается при переходе клеток в плюрипо-
тентное состояние, это может приводить к уменьшению 
эффективности получения стабильных линий ИПСК, так 
как процесс переключения от экзогенной экспрессии ге-
нов плюрипотентности к эндогенной может не произой-
ти. В-третьих, некоторые исследования показывают, 
что в ретровирусных конструкциях может возобновляться 
транскрипция трансгенов в клетках производных ИПСК 
[22]. Высокая вероятность возобновления эктопической 
экспрессии генов Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc делает невоз-
можным использование ИПСК, полученных с помощью 
ретровирусов, для клинических исследований, кроме того, 
данные ИПСК сложно применять даже в фундаменталь-
ных исследованиях основ репрограммирования и плюри-
потентности клеток. Лентивирусы, которые используются 
для получения ИПСК, также обладают способностью ин-
тегрироваться в геном и сохранять транскрипционную ак-
тивность в плюрипотентных клетках. Выходом из данной 
ситуации является использование промоторов, управляе-
мых веществами, добавляемыми в культуральную среду, 
например тетрациклином или доксициклином, что позво-
ляет регулировать транскрипцию трансгенов. ИПСК уже 
получены с помощью подобных систем [23]. 

Другая серьезная проблема заключается в самом набо-
ре генов, используемом для индукции плюрипотентности 
[22]. Эктопическая транскрипция генов Oct4, Sox2, Klf4 и c-
Myc может вызывать развитие раковых новообразований 
из клеток, предшественниками которых были ИПСК, так 
как экспрессия генов Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc ассоцииро-
вана с развитием множества видов опухолей, известных 
в онкогенетике [22, 24]. В частности, показано, что сверхэк-
спрессия Oct4 вызывает дисплазию клеток эпителия у мы-
шей [25], аберрантная экспрессия Sox2 вызывает развитие 
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зубчатых полипов и слизистой карциномы толстой киш-
ки [26], в опухолях молочной железы наблюдается повы-
шение экспрессии гена Klf4 [27], а нарушение экспрессии 
гена c-Myc наблюдается в 70 % всех типов рака у человека 
[28]. Развитие опухолей наблюдается у ~ 50 % химерных 
мышей, полученных при инъекции ретровирусных ИПСК 
в бластоцисты, что, вероятнее всего, связано с реактиваци-
ей экзогенного c-Myc [29, 30]. 

Существует несколько возможных стратегий решения 
описанных выше проблем:

 поиск менее «канцерогенного» набора генов, необходи-• 
мых и достаточных для репрограммирования;

 уменьшение числа генов, необходимых для репрограм-• 
мирования, поиск негенетических факторов, способствую-
щих репрограммированию;

 поиск систем, позволяющих удалить экзогенную ДНК • 
из генома клетки после репрограммирования;

 разработка способов доставки в клетку генетических • 
конструкций, которые не интегрируются в ее геном;

 поиск способов репрограммирования соматических кле-• 
ток с использованием рекомбинантных белков.

Гены, КоТоРые МоГуТ заМенИТь c-Myc И Klf4 
ПРИ ПолученИИ ИПСК
Эктопическая экспрессия генов c-Myc и Klf4 является 
наиболее опасной из-за высокой вероятности образования 
злокачественных опухолей [22]. Следовательно, необходи-
мо найти другие гены, которые могли бы заменить c-Myc 
и Klf4 при получении ИПСК. Было показано, что при ре-
программировании соматических клеток человека эти гены 
могут быть с успехом заменены генами NaNOg и LiN28 
[18]. Кроме того, ИПСК были получены из эмбриональ-
ных фибробластов мыши с помощью сверхэкспрессии 
генов Oct4, Sox2, а также гена Esrrb, кодирующего ядер-
ный орфановый рецептор. Ранее было показано, что Esrrb, 
действующий как активатор транскрипции таких генов, 
как Oct4, Sox2 и Nanog, необходим для самообновления 
и поддержания плюрипотентности ЭСК мыши. Более того, 
Esrrb может позитивно регулировать ген Klf4. Таким обра-
зом, факторы, вызывающие повышенную канцерогенность 
ИПСК и их производных, могут быть с успехом заменены 
менее «опасными» генами [31].

МеТоды ПоВыШенИя эФФеКТИВноСТИ ПолученИя 
ИПСК

Клеточные линии, наиболее эффективно подвергающиеся 
репрограммированию 
Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
мыши и человека могут быть получены из фибробластов 
без использования c-Myc с помощью трех факторов: Oct4, 
Sox2 и Klf4. Однако при этом наблюдается замедление про-
цесса репрограммирования и значительное снижение вы-
хода стабильных клонов ИПСК [32, 33]. Снижение числа 
необходимых факторов без потери эффективности воз-
можно при получении ИПСК из нейральных стволовых 
клеток (НСК) мыши и человека [12, 34, 35]. Так, ИПСК были 
получены из нейральных стволовых клеток, выделенных 
из мозга взрослой мыши, с помощью факторов Oct4 и Klf4, 
а также одного фактора Oct4 [12, 34]. Позже были получены 

ИПСК человека путем репрограммирования фетальных 
НСК после трансдукции ретровирусом, несущим кДНК 
только одного гена – Oct4 [35]. Наиболее вероятно, что от-
сутствие необходимости использования факторов Sox2, 
Klf4 и c-Myc связано с высоким эндогенным уровнем экс-
прессии этих генов в НСК. 

Успешного репрограммирования удалось добиться 
и при исследовании других линий клеток, в частности ме-
ланоцитов, имеющих нейроэктодермальное происхождение 
[36]. Меланоциты мыши и человека характеризуются до-
статочно высоким уровнем экспрессии гена Sox2, особенно 
на ранних пассажах. ИПСК из меланоцитов мыши и чело-
века удалось получить без использования Sox2 или c-Myc. 
Однако эффективность получения клонов ИПСК из мела-
ноцитов мыши была снижена (0.03 % без Sox2; 0.02 % без c-
Myc) по сравнению с выходом клонов при использовании 
всех четырех факторов на меланоцитах (0.19 %) и фибро-
бластах (0.056 %). Снижение эффективности при неисполь-
зовании Sox2 или c-Myc наблюдали и при репрограммиро-
вании меланоцитов человека (0.05 % – при использовании 
всех четырех факторов и 0.01 % – при удалении Sox2 
или c-Myc). Попытки получить стабильные клоны ИПСК 
из меланоцитов одновременно без Sox2 и c-Myc потерпе-
ли неудачу [36]. Таким образом, задачу уменьшения числа 
факторов, необходимых для получения ИПСК, можно ре-
шить путем удачного выбора типа соматических клеток, 
наиболее эффективно подвергающихся репрограммирова-
нию меньшим числом факторов, например за счет эндоген-
ной экспрессии «генов плюрипотентности». Однако, если 
речь идет о получении ИПСК человека, подобные сомати-
ческие клетки должны быть широко доступны, относитель-
но легко культивироваться, и способ их получения должен 
быть как можно менее инвазивным. 

Одним из таких типов клеток могут быть стволовые 
клетки жировой ткани (СКЖТ). Это гетерогенная группа 
мультипотентных клеток, которые сравнительно легко 
и в большом количестве получают из жировой ткани после 
операций по липоаспирации. ИПСК человека были успеш-
но получены из СКЖТ, причем скорость репрограммирова-
ния была выше в 2 раза, а эффективность – в 20 раз (0.2 %), 
чем соответствующие показатели при репрограммирова-
нии фибробластов [37]. 

Еще более доступным ресурсом для эффективного по-
лучения ИПСК человека являются кератиноциты. ИПСК 
человека были получены из кератиноцитов с эффектив-
ностью, в 100 раз превышающей таковую у фибробластов 
кожи. Кроме того, скорость репрограммирования была 
в 2 раза выше, чем при репрограммировании фибробла-
стов [38].

Недавно было обнаружено, что фибробласты кожных со-
сочков (ФКС) мыши могут быть с высокой эффективностью 
репрограммированы в ИПСК с помощью сверхэкспресcии 
всего двух генов: Oct4 и Klf4 – в составе ретровирусных 
векторов [39]. ФКС – это специализированный тип клеток, 
имеющий мезодермальное происхождение, окружающий 
стволовые клетки волосяных фолликулов. Характер-
ной чертой данных клеток является наличие эндогенной 
экспрессии генов Sox2, Klf4 и c-Myc, а также щелочной 
фосфатазы – одного из маркеров ЭСК мыши и человека. 
ФКС можно достаточно легко отделить от остальных ти-
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пов клеток кожи посредством клеточного сортинга (FAcS, 
fluorescence activated cell sorting) с использованием при-
жизненного окрашивания антителами к поверхностным 
антигенам, характерным для того или иного типа клеток. 
Эффективность репрограммирования ФКС четырьмя 
факторами (Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc) с использованием 
ретровирусов составляет 1.38 %, что в 1000 раз больше, 
чем эффективность репрограммирования фибробластов 
кожи с применением той же системы. Двумя факторами – 
Oct4 и Klf4 – ФКС репрограммируются с эффективностью 
0.024 %, что сравнимо с эффективностью репрограмми-
рования фибробластов кожи с использованием всех че-
тырех факторов. Эффективность репрограммирования 
ФКС сравнима с таковой у нейральных стволовых клеток, 
при этом способ выделения линий ФКС гораздо менее ин-
вазивен и более стабилен [39]. Вероятно, использование 
линий ФКС возможно и для человека; этот тип клеток мо-
жет быть одним из наиболее перспективных при получе-
нии ИПСК человека для фармакологических исследований 
и заместительной клеточной терапии. Особенно актуаль-
ным является применение на подобных типах клеток, более 
эффективно подвергающихся репрограммированию, ме-
тодов доставки «генов плюрипотентности», позволяющих 
избежать интеграции чужеродной ДНК в геном, а также 
химических соединений, повышающих эффективность ре-
программирования и заменяющих собой некоторые необхо-
димые для репрограммирования факторы. 

Химические соединения, повышающие эффективность 
репрограммирования клеток
Как уже отмечалось выше, снижение числа факторов, ис-
пользуемых для репрограммирования, снижает эффек-
тивность получения ИПСК. Однако в последнее время 
появилось несколько работ, в которых показано, что ис-
пользование генетических механизмов, т.е. запуск экто-
пической экспрессии генов, можно заменить использо-
ванием химических соединений, основная часть которых 
действует на эпигенетическом уровне. Так, показано, 
что использование соединения BIX-01294, которое явля-
ется ингибитором гистон-метилтрансферазы G9a, позво-
ляет репрограммировать фибробласты мыши с исполь-
зованием всего двух факторов – Oct4 и Klf4, при этом 
эффективность получения клонов ИПСК повышается 
в 5 раз по сравнению с экспериментом, где ИПСК получа-
ли без BIX-01294 [40]. Комбинация BIX-01294 с другими 
соединениями еще больше повышает эффективность ре-
программирования. Так, например, комбинация BIX-01294 
с BayK8644 повышает эффективность получения ИПСК 
в 15, а с rG108 – в 30 раз, при этом для репрограммирова-
ния использовались всего два фактора: Oct4 и Klf4. rG108 
является ингибитором ДНК-метилтрансфераз, и его роль 
в процессе репрограммирования, очевидно, заключается 
в запуске более быстрого и эффективного деметилирова-
ния промоторов генов, специфичных для плюрипотентных 
клеток, в то время как BayK8644 является антагонистом 
кальциевых каналов L-типа, и его роль в процессе репро-
граммирования не вполне ясна [40]. Еще более весомые 
результаты были получены при репрограммировании 
нейральных стволовых клеток мыши. Использование BIX-
01294 позволило в 1.5 раза повысить эффективность полу-

чения ИПСК с помощью двух факторов: Oct4 и Klf4, даже 
по сравнению с репрограммированием всеми четырьмя 
факторами. Более того, BIX-01294 может заменить даже 
Oct4 при репрограммировании нейральных стволовых 
клеток, хотя это происходит с очень низкой эффективно-
стью [41]. Вальпроевая, или 2-пропилвалериановая кис-
лота, являющаяся ингибитором гистондеацетилаз, также 
способна заменить c-Myc при репрограммировании фи-
бробластов мыши и человека. Вальпроевая кислота повы-
шает эффективность репрограммирования фибробластов 
мыши в 50 раз, а фибробластов человека – в 10–20 раз 
при использовании трех факторов [42, 43]. Помимо валь-
проевой кислоты повышению эффективности репрограм-
мирования способствуют другие ингибиторы деацетилаз: 
tSA (trihostatin A) и SAHA (suberoylanilide hyroxamic 
acid). tSA повышает эффективность репрограммирования 
фибробластов мыши в 15 раз, а SAHA – в 2 раза при ис-
пользовании всех четырех факторов [42]. Кроме веществ, 
действующих на эпигенетическом уровне, для замены 
факторов можно использовать соединения, ингибирую-
щие белки – компоненты сигнальных путей, задейство-
ванных в дифференцировке плюрипотентных клеток. 
Например, ингибиторы киназ MeK и GSK3 (PD0325901 
и cHIr99021 соответственно) способствуют установлению 
полной, стабильной плюрипотентности ИПСК, получае-
мых из нейральных стволовых клеток мыши с помощью 
двух факторов: Oct4 и Klf4 [41, 44]. 

Недавно было показано, что эффективность репрограм-
мирования соматических клеток могут существенно повы-
шать вещества, обладающие антиоксидантной активностью. 
Аскорбиновая кислота (витамин c) способна существенно 
влиять на эффективность получения ИПСК мыши и чело-
века из различных типов соматических клеток [45]. Было 
показано, что трансдукция эмбриональных фибробластов 
мыши (ЭФМ) ретровирусами, несущими гены Oct4, Sox2 
и Klf4, вызывает существенное по сравнению с контролем 
и эмбриональными фибробластами, трансдуцированными 
генами Oct4, Sox2, c-Myc и Klf4, повышение продукции ак-
тивных форм кислорода (АФК). Повышение уровня АФК, 
в свою очередь, вызывает быстрое старение клетки и по-
вышенный уровень апоптоза, что не может не сказываться 
на эффективности репрограммирования клеток. Протести-
ровав несколько веществ, обладающих антиоксидантной 
активностью, таких, как витамин B1, селенит натрия, вос-
становленный глутатион, аскорбиновая кислота, авто-
ры обнаружили, что комбинация этих веществ повышает 
выход GFP-позитивных клеток при репрограммировании 
эмбриональных фибробластов (ген gfp находился под кон-
тролем промотора гена Oct4). Применение данных веществ 
по отдельности показало, что только аскорбиновая кислота 
обладает ярко выраженным свойством повышать уровень 
GFP-позитивных клеток, хотя остальные вещества сохраня-
ют способность снижать уровень АФК. По всей видимости, 
данное свойство аскорбиновой кислоты не связано напря-
мую с ее антиоксидантной активностью [45]. Подсчет GFP-
позитивных колоний ИПСК, экспрессирующих щелочную 
фосфатазу, показал, что эффективность получения ИПСК 
тремя факторами Oct4, Sox2 и Klf4 из ЭФМ в присутствии 
аскорбиновой кислоты может достигать 3.8 %. Применение 
всех четырех факторов Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc совмест-
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но с аскорбиновой кислотой позволяет получать колонии 
ИПСК с эффективностью около 8.75 %. Повышение выхо-
да ИПСК наблюдалось и при репрограммировании фибро-
бластов молочной железы мыши, т.е. действие витамина c 
не специфично для одного типа клеток. Более того, действие 
витамина c на эффективность репрограммирования носит 
более выраженный характер, чем действие ингибитора деа-
цетилаз – 2-пропилвалериановой (вальпроевой) кислоты. 
Совместное действие витамина c и вальпроевой кислоты 
имеет аддитивный характер, т.е. данные вещества имеют 
разный механизм действия. Кроме того, витамин c способ-
ствует переходу т.н. пре-ИПСК к стабильному плюрипо-
тентному состоянию. Данное свойство витамина c сходно 
с действием веществ PD0325901 и cHIr99021, являющих-
ся ингибиторами киназ MeK и GSK3 соответственно. По-
добное действие витамина c распространяется и на клетки 
человека [45]. Так, авторами были получены ИПСК после 
трансдукции фибробластов человека ретровирусами, не-
сущими Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc, и обработки аскорбиновой 
кислотой с эффективностью до 6.2 %. При репрограммиро-
вании подобным образом стволовых клеток жировой ткани 
эффективность доходила до 7.06 %. Механизм действия ви-
тамина С на эффективность репрограммирования остается 
не до конца ясным. Однако было замечено увеличение темпа 
пролиферации клеток на промежуточном этапе репрограм-
мирования. Кроме того, было обнаружено снижение уровня 
белков p53 и p21 в клетках, обрабатываемых аскорбиновой 
кислотой, при одновременно нормально работающей маши-
не репарации повреждений ДНК [45]. Интересно, что ранее 
было показано существенное снижение эффективности по-
лучения ИПСК под действием процессов, запускаемых бел-
ками p53 и p21 [46–50].

МеТоды ПолученИя ИПСК Без ГенеТИчеСКой 
МодИФИКацИИ ГеноМа КлеТоК
Как уже отмечалось выше, первоначально для получе-
ния ИПСК мыши и человека в качестве векторов для до-
ставки генов, необходимых для репрограммирования, 
были применены ретро- и лентивирусы. Основным недо-
статком данного метода является неконтролируемая ин-
теграция провирусной ДНК в геном клетки. В настоящее 
время рядом групп ученых предложены методы доставки 
«генов плюрипотентности» в клетку-реципиент, которые 
не предусматривают интеграцию чужеродной ДНК в геном 
либо предусматривают возможность удаления экзогенных 
генетических конструкций из генома.

cre-loxP-опосредованная рекомбинация 
Для получения ИПСК людей, страдающих болезнью 
Паркинсона, были применены лентивирусы, провирусы 
которых могут удаляться из генома клетки посредством 
cre-рекомбиназы. Для этого loxP-сайт был помещен 
в 3'Ltr-районы лентивирусов, содержащих отдельные 
репрограммирующие гены под контролем доксицикли-
ниндуцибельного промотора. Во время репликации вируса 
loxP дуплицировался в 5' Ltr вектора. В результате ин-
тегрирующийся в геном провирус фланкировался двумя 
loxP-сайтами. Удаление встроек производилось с помощью 
временной трансфекции ИПСК вектором, экспрессирую-
щим cre-рекомбиназу [51]. 

В другой работе для получения ИПСК мыши была 
использована плазмида, несущая гены Oct4, Sox2, Klf4 
и c-Myc в одной рамке считывания, в которой отдельные 
кДНК были разделены последовательностями, кодирую-
щими 2А пептиды, при этом практически вся конструкция 
была фланкирована loxP-сайтами [52]. Использование та-
кого вектора позволило значительно снизить количество 
интеграций экзогенной ДНК в геном клеток-реципиентов 
и, следовательно, упростить их дальнейшую эксцизию 
[52]. Ранее с использованием лентивирусов, несущих по-
добные полицистронные конструкции, было показано, 
что наличие одной копии трансгена, обеспечивающего 
высокий уровень экспрессии экзогенных факторов Oct4, 
Sox2, Klf4 и c-Myc, достаточно для репрограммирования 
дифференцированных клеток к плюрипотентному состоя-
нию [53, 54].

Недостатком cre-loxP-системы является то, что выреза-
ние интегрирующихся участков происходит не полностью, 
и в геноме остается, по крайней мере, последовательность 
loxP-сайта, из-за чего сохраняется риск появления инсер-
ционных мутаций.

Плазмидные векторы
Применение лентивирусов и плазмид, несущих loxP-
сайты, необходимые для удаления трансгенной конструк-
ции, хотя и незначительно, но все-таки модифицирует 
геном клетки-реципиента. Выходом из данной ситуации 
является применение векторных систем, которые вообще 
не предусматривают интеграцию вектора или его частей 
в геном клетки. Одна из таких систем, заключающаяся 
в использовании временной трансфекции полицистрон-
ных плазмидных конструкций, была использована для по-
лучения ИПСК из эмбриональных фибробластов мыши 
[29]. Полицистронную плазмиду, несущую кДНК генов 
Oct4, Sox2 и Klf4, а также плазмиду, экспрессирующую 
ген c-Myc, трансфицировали в эмбриональные фибробла-
сты мыши на 1-е, 3-е, 5-е и 7-е сут после их первичного 
рассева, на 9-й день фибробласты пассировали, а на 25-й 
день отбирали колонии ИПСК. Из 10 проведенных по дан-
ному протоколу экспериментов в 7 авторам удалось по-
лучить GFP-позитивные колонии (ген gfp находился 
под контролем промотора гена Nanog). Полученные ИПСК 
по своим свойствам были сходны с ЭСК мыши и не со-
держали в своем геноме встроек ДНК использованных 
конструкций. Таким образом, было показано, что полно-
ценные ИПСК мыши могут быть воспроизводимо получе-
ны без интеграции трансгенов, и для запуска репрограм-
мирования достаточно временной сверхэкспрессии генов 
Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc. Главным недостатком данного 
метода является его низкая эффективность. В 10 экспери-
ментах удалось получить от 1 до 29 колоний ИПСК на 106 

фибробластов, при этом при использовании ретровирусов 
на таком же количестве клеток авторами данной работы 
были получены до 1000 колоний [29].

Эписомные векторы
Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки че-
ловека были успешно получены из фибробластов кожи 
с помощью единичной трансфекции полицистронными 
эписомными конструкциями, содержащими различные 
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комбинации генов Oct4, Sox2, Nanog, Klf4, c-Myc, Lin28 
и SV40Lt. Данные конструкции были построены на осно-
ве вектора oriP/eBnA1 (epstein-Barr nuclear antigen-1) 
[55]. В векторе oriP/eBnA1 для линкирования участков, 
кодирующих необходимые для успешного репрограмми-
рования гены, использовалась последовательность IreS2, 
позволяющая экспрессировать несколько отдельных кДНК 
в составе одной полицистронной мРНК, с которой в даль-
нейшем транслируется несколько белков. Вектор oriP/
eBnA1 характеризуется также тем, что в клетках при-
матов он поддерживается как низкокопийная плазмида 
и способен реплицироваться один раз за клеточный цикл 
(следовательно, не происходит быстрой элиминации векто-
ра, как в случае с обычными плазмидами). Плазмида эли-
минируется в отсутствие селекции со скоростью примерно 
5 % за клеточный цикл [56]. В работе тестировали большой 
спектр различных комбинаций репрограммирующих фак-
торов, и в итоге наилучшая эффективность репрограмми-
рования была достигнута при котрансфекции трех эпи-
сом, содержащих следующие наборы генов: Oct4 + Sox2 +  
+ Nanog + Klf4, Oct4 + Sox2 + SV40Lt + Klf4, c-Myc + Lin28. 
SV40Lt (SV40 large t gene) нейтрализует возможный ток-
сический эффект от сверхэкспрессии с-Мус [57]. Автора-
ми было показано, что полноценные ИПСК, обладающие 
всеми характеристиками плюрипотентных клеток, могут 
быть получены после временной экспрессии определенной 
комбинации генов в соматических клетках человека без ин-
теграции эписомной ДНК в геном. Однако, как и при ис-
пользовании плазмидных векторов, данный способ ре-
программирования отличается низкой эффективностью. 
Авторам удалось получить в отдельных экспериментах от 3 
до 6 стабильных колоний ИПСК на 106 трансфицированных 
фибробластов [55]. Несмотря на то что фибробласты кожи 
относительно легко культивируются и доступны, вероят-
нее всего, требуется поиск клеточных типов, которые легче 
и эффективнее подвергаются репрограммированию дан-
ным способом. Еще одно ограничение использования пред-
ставленной выше системы заключается в том, что эписомы 
данного типа неодинаково эффективно поддерживаются 
в разных типах клеток.

PiggyBac-транспозиция 
Одна из перспективных систем, используемых для по-
лучения ИПСК без модификации генома клеток, основа-
на на применении ДНК-транспозонов. Так называемые 
PiggyBac-транспозоны, содержащие 2А-линкированные 
репрограммирующие гены, расположенные между 5'- 
и 3'-терминальными повторами, были использованы 
для получения ИПСК из фибробластов. Интеграция дан-
ных конструкций в геном осуществляется за счет совмест-
ной трансфекции с плазмидой, кодирующей транспозазу. 
После репрограммирования в результате кратковременной 
экспрессии транспозазы происходило удаление встроек 
из генома [58, 59]. Преимущество PiggyBac-системы перед 
cre-loxP заключается в том, что экзогенная ДНК удаляет-
ся полностью [60].

Однако, несмотря на то что эффективность вырезания 
экзогенной ДНК из генома методом PiggyBac-транспозиции 
достаточно высока, все же удаление большого числа копий 
транспозона трудно достижимо.

Неинтегрирующиеся вирусные векторы
Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки мыши 
были успешно получены из гепатоцитов и фибробластов 
в результате использования 4 аденовирусных векторов, 
не интегрирующихся в геном и несущих гены Oct4, Sox2, 
Klf4 и c-Myc. Анализ ИПСК, полученных таким образом, 
показал, что они по своим свойствам (образование тератом, 
метилирование ДНК промоторных областей генов, экспрес-
сия маркеров плюрипотентности) близки к ЭСК мыши, од-
нако не несут в геноме встроек вирусной ДНК [61]. Позже 
данным методом были получены ИПСК из фибробластов 
человека [62].

Авторы отмеченных работ утверждают, что при исполь-
зовании аденовирусных векторов можно получать ИПСК, 
пригодные для применения без риска проявления вирусной 
или онкогенной активности. Недостатками метода являют-
ся крайне низкая эффективность (0.0001–0.001 %), замедле-
ние процесса репрограммирования и вероятность образова-
ния тетраплоидных клеток. Кроме того, не все типы клеток 
одинаково чувствительны к трансдукции аденовирусами.

Недавно для получения ИПСК человека был приме-
нен еще один способ доставки генов, основанный на ис-
пользовании вирусов. В данном случае был использован 
вектор на основе вируса Сендай (SeV) [63]. Сендай – РНК-
содержащий вирус, не модифицирующий геном клеток-
реципиентов, – представляет собой хороший вектор 
для экспрессии необходимых факторов в репрограммиру-
емых клетках. Векторы, содержащие все «факторы плю-
рипотентности» либо 3 фактора (не содержащие с-Мус), 
использовались для репрограммирования фибробластов 
человека. Впоследствии векторная конструкция, получен-
ная на основе SeV, элиминировалась в ходе пролиферации 
клеток. Кроме того, имеется возможность удалять клетки, 
в которые произошла интеграция провируса, посредством 
негативной селекции против поверхностного антигена Hn, 
представленного на инфицированных клетках. Авторы 
утверждают, что технология репрограммирования, осно-
ванная на SeV, позволит получать клинически примени-
мые ИПСК человека [63].

Трансдукция клеток рекомбинантными белками 
Несмотря на то что существуют методы получения ИПСК 
без генетической модификации генома клеток (аденовирус-
ный, плазмидный перенос генов и др.), теоретическая ве-
роятность того, что экзогенная ДНК интегрируется в геном 
клетки, все-таки сохраняется. Мутагенность веществ, при-
меняемых в настоящий момент для повышения эффектив-
ности получения ИПСК, тоже до конца не изучена. Полная 
проверка генома получаемых ИПСК на наличие инсерций 
экзогенной ДНК и прочих мутаций представляет собой 
трудную, а при массовом культивировании множества ли-
ний – невыполнимую задачу. Решением данной проблемы 
может быть использование готовых белковых факторов, 
доставляемых в дифференцированную клетку вместо эк-
зогенной ДНК. В данный момент уже опубликованы две 
работы, в которых ИПСК мыши и человека были получе-
ны с помощью рекомбинантных белков Oct4, SOX2, KLF4 
и c-Myc [64, 65]. Метод доставки белков в клетку основан 
на способности пептидов, обогащенных основными остат-
ками (например, аргинином или лизином), проникать через 
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клеточную мембрану. ИПСК мыши были получены с помо-
щью рекомбинантных белков Oct4, SOX2, KLF4 и c-Myc, 
экспрессированных в кишечной палочке, которые содер-
жали на С-концах тракты из 11 остатков аргинина. Авто-
рам удалось получить ИПСК мыши в результате четырех 
раундов трансдукции белков в эмбриональные фибробла-
сты [65]. Однако ИПСК были получены только в том случае, 
когда клетки были дополнительно обработаны ингибитором 
деацетилаз – 2-пропилвалериановой кислотой. Для полу-
чения ИПСК человека с помощью белков был использо-
ван тот же принцип, однако экспрессия белков проводи-
лась в клетках человека HeK293, белки экспрессировали 
с фрагментом из 9 остатков аргинина на c-конце белка. 
После шести раундов трансдукции исследователям уда-
лось получить ИПСК человека без обработки какими-либо 
дополнительными веществами [64]. Эффективность полу-
чения ИПСК человека данным способом составила 0.001 %, 
что на порядок ниже эффективности репрограммирования 
при использовании ретровирусов. Несмотря на это, дан-
ный метод является крайне перспективным при получении 
пациент-специфичных ИПСК. 

ИндуцИРоВанные ПлюРИПоТенТные СТВолоВые 
КлеТКИ – МоделИ для ИзученИя ПаТоГенеза 
заБолеВанИй И ИСТочнИК МаТеРИала 
для заМеСТИТельной КлеТочной ТеРаПИИ
Первые линии плюрипотентных эмбриональных стволо-
вых клеток человека были получены в 1998 г. [6]. Помимо 
явной фундаментальной значимости исследований эм-
бриональных стволовых клеток, касающихся множества 
процессов, происходящих во время раннего эмбриогене-
за, огромный интерес ученых привлекла возможность 
использовать ЭСК и их производных в качестве моделей 
для исследования патогенеза заболеваний человека, те-
стирования новых лекарств и заместительной клеточной 
терапии. На данный момент исследования направленной 
дифференцировки ЭСК человека и возможности их ис-
пользования для коррекции дегенеративных заболеваний 
достигли большого прогресса. В результате дифференци-
ровки ЭСК можно получать функциональные типы кле-
ток: моторные и дофаминэргические нейроны, кардиомио-
циты, предшественники клеток гематопоэтического ряда. 
Данные клеточные производные по своим биохимическим 
и физиологическим свойствам потенциально пригодны 
для терапии сердечно-сосудистых заболеваний, болезней 
нервной системы, заболеваний крови человека [66]. Более 
того, производные, полученные из ЭСК, были успешно 
применены для лечения заболеваний на модельных жи-
вотных. Так, предшественники клеток крови, получен-
ные из ЭСК, были с успехом применены для коррекции 
иммунодефицита у мышей. С помощью фоторецепторов, 
полученных из ЭСК человека, была восстановлена функ-
ция зрения у слепых мышей, а на крысах, моделирующих 
развитие болезни Паркинсона, с помощью дофаминэрги-
ческих нейронов, полученных из ЭСК человека, восста-
новлена нормальная функциональность нервной систе-
мы [67–70]. Несмотря на явные успехи, полномасштабное 
применение ЭСК в терапии и моделировании заболева-
ний затруднено, поскольку для этого необходимо созда-
ние банков ЭСК, соответствующих всем HLA-гаплотипам, 

что практически нереально и затруднено из-за проблем 
технического и этического характера.

Альтернативой ЭСК в области клинического примене-
ния в заместительной клеточной терапии и скрининге но-
вых лекарственных средств могут стать индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки. На сегодняшний день 
известно, что ИПСК по своим свойствам крайне близки 
к ЭСК и в то же время могут быть получены в практически 
неограниченном количестве из дифференцированных кле-
ток каждого конкретного пациента. Несмотря на то что пер-
вые ИПСК были получены сравнительно недавно, работы 
по направленной дифференцировке ИПСК и получению 
пациент-специфичных ИПСК ведутся активно, и уже на-
метился значительный прогресс в данной области. 

Из ИПСК человека путем направленной дифференци-
ровки in vitro были получены дофаминэргические и мо-
тонейроны [71, 72]. Данные виды нейронов повреждаются 
при многих видах врожденных и приобретенных заболева-
ний человека, таких, как механическое повреждение спин-
ного мозга, болезнь Паркинсона, спинальная мышечная 
атрофия, амиотрофный латеральный склероз. Несколь-
ким группам исследователей удалось получить из ИПСК 
мыши и человека различные типы клеток сетчатки глаза 
[73–75]. Было показано, что ИПСК человека могут спон-
танно дифференцироваться in vitro в клетки пигментиро-
ванного эпителия сетчатки [76]. Еще одной группой иссле-
дователей было продемонстрировано, что обработка ИПСК 
мыши и человека антагонистами Wnt и nODAL в суспен-
зионной культуре вызывает появление маркеров клеток-
предшественников и клеток пигментированного эпителия. 
Дальнейшая обработка клеток ретиноевой кислотой и тау-
рином активизирует появление клеток, экспрессирующих 
маркеры фоторецепторов [75].

Несколькими группами исследователей из ИПСК 
мыши и человека были получены in vitro функциональ-
ные кардио миоциты (КМ) [77–81]. По своим характери-
стикам, включающим морфологию, экспрессию маркеров, 
электрофизиологические показатели и чувствительность 
к химическим веществам, получаемые из ИПСК кардио-
миоциты очень сходны с КМ сердечной мышцы и с КМ, 
получаемыми при дифференцировке ЭСК. Более того, по-
казано, что инъекции ИПСК мыши могут восстанавливать 
повреждения мышечной и эндотелиальной тканей сердца, 
вызываемые инфарктом миокарда [77].

Кроме уже перечисленных типов дифференцированных 
клеток к настоящему моменту из ИПСК мыши и человека 
получены: гепатоцитподобные клеточные производные, 
дендритные клетки и макрофаги, кластеры инсулинпро-
дуцирующих клеток, подобные клеткам островков Лангер-
ганса поджелудочной железы, гематопоэтические и эндо-
телиальные клетки [82–85]. 

Кроме направленной дифференцировки in vitro боль-
шие усилия исследователей направлены на получение 
пациент-специфичных ИПСК. Наличие плюрипотентных 
клеток конкретных пациентов позволяет исследовать пато-
генез и проводить эксперименты по терапии наследствен-
ных заболеваний, развитие которых связано с конкретным 
типом клеток, которые тяжело получить путем биопсии, 
применение ИПСК дает практически неограниченный ре-
сурс для подобных исследований. Возможность лечения 
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заболеваний посредством ИПСК была недавно с успехом 
продемонстрирована, схема данного эксперимента пред-
ставлена на рисунке. В фибробластах мыши, являющейся 
моделью развития серповидно-клеточной анемии человека, 
мутантный аллель был заменен на нормальный с помощью 
гомологичной рекомбинации. Из «исправленных» фибро-
бластов были получены ИПСК, которые затем были диф-
ференцированы в предшественники клеток гематопоэти-
ческого ряда. Гематопоэтические предшественники затем 
были инъецированы в мышь, из кожи которой изначально 
были получены фибробласты (см. рисунок). В результате 
произошло значительное исправление изначального пато-
логического фенотипа [86]. Подобный подход был применен 
на фибробластах и кератиноцитах человека, страдающего 
анемией Фанкони. Нормальный аллель мутантного гена, 
вызвавшего анемию, был введен в геном соматических кле-

ток с помощью лентивируса, затем из этих клеток были 
получены ИПСК. ИПСК, несущие здоровый аллель, были 
дифференцированы в гематопоэтические клетки, сохра-
няющие нормальный фенотип [87]. Безусловно, использо-
вание лентивирусов невозможно при получении клеток, 
которые затем будут введены в организм человека, вслед-
ствие потенциальной онкогенности. Однако в настоящее 
время развиваются новые, относительно безопасные мето-
ды манипуляции с геномами, например, с использованием 
синтетических нуклеаз, содержащих домены «цинковые 
пальцы», которые дают возможность эффективно исправ-
лять генетические дефекты in vitro [88]. 

Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
являются прекрасной моделью для исследования патогене-
за заболеваний на клеточном уровне и тестирования соеди-
нений, обладающих потенциальным лечебным эффектом. 

Схема эксперимента по исправлению мутантного фенотипа у мышей, моделирующих развитие серповидно­клеточной ане­
мии [2]. Фибробласты, полученные из хвоста мыши (1), несущей мутантный аллель гена, кодирующего β­цепи гемоглобина 
человека (hβs), были использованы для получения ИПСК (2). В ИПСК мутация была исправлена с помощью гомологичной 
рекомбинации (3), а затем клетки дифференцировали путем образования эмбриоидных телец (4). Из эмбриоидных телец по­
средством направленной дифференцировки были получены гематопоэтические клетки­предшественники (5), которые затем 
были инъецированы в мышь, подвергнутую ионизирующему излучению (6).
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Таблица. Линии ИПСК, полученные в результате репрограммирования соматических клеток пациентов с различными патоло­
гиями

Заболевание Дефект, вызывающий развитие 
заболевания

Тип репрограммируе-
мых клеток Способ репрограммирования Ссылка

Дефицит аденозин
деаминазы 

Замена ggg на agg в 7-м экзоне, 
вызывающая замену аминокислот 

G216r, либо делеция gaaga в экзоне 
10 гена aDa (adenosine deaminase)

Фибробласты кожи, 
кариотип 46, Xy

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [91]

Болезнь Гаучера, 
тип III

Замена aac на agc в экзоне 9 либо 
инсерция g в позиции 84 кДНК гена 

gBa (β-acid glucosidase)

Фибробласты кожи, 
кариотип 46, Xy

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [91]

Мышечная дис-
трофия Дюшена

Делеция экзонов 45–52 гена DMD 
(Distrophin)

Фибробласты кожи, 
кариотип 46, Xy

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [91]

Мышечная дис-
трофия Беккера

Неустановленная мутация в гене 
DMD

Фибробласты кожи, 
кариотип 46, Xy

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [91]

Синдром Дауна Трисомия по 21-й паре хромосом Фибробласты кожи, 
кариотип 47, Xy

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [91]

Болезнь 
Паркинсона Мультифакториальное заболевание

Фибробласты кожи, 
кариотип 46, Xy

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [91]

Фибробласты, возраст 
пациентов на момент 

биопсии 53–85 лет, 
кариотип шести линий 
46, Xy и одной 46, XX

Трансдукция лентивирусами, несущими гены 
Oct4, SOx2 и KLF4 либо Oct4, SOx2, KLF4 

и c-MYc; Ltr вирусов содержали сайты 
loxP, необходимые для вырезания экзогенной 

конструкции из генома клеток

[51]

Ювенильный 
сахарный диабет Мультифакториальное заболевание Фибробласты кожи, 

кариотип 46, XX
Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 

генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [91]

Синдром 
Швахмана-

Бодиана-Даймонда

Точечные мутации в гене SBDS 
(Shwachman-Bodian-Diamond 

syndrome)

Мезенхимальные 
клетки костного мозга, 

кариотип 46, Xy

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [91]

Болезнь 
Хантингтона

Удлинение (cag)
n
 триплетного 

повтора в гене Huntingtin от 37 до 100 
мономеров (норма 11–34 мономеров)

Фибробласты кожи, 
кариотип 46, XX

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [91]

Синдром Леш-
Нихана

Мутации гена HPRt (Hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase)

Фибробласты кожи, 
кариотип 46, XX

Трансдукция ретровирусами, несущими 
кДНК генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc; одна 

линия получена в результате трансдукции 
доксициклинрегулируемых лентивирусных 
векторов, несущих кДНК генов Oct4, SOx2, 

KLF4, c-MYc и NaNOg

[91]

Фибробласты, карио-
тип 46, XX

Трансдукция лентивирусами, несущими гены 
Oct4, SOx2 и KLF4, Ltr вирусов содержали 

сайты loxP, необходимые для вырезания 
экзогенной конструкции из генома клеток

[51]

Врожденный дис-
кератоз

Мутация гена DKc (Dyskeratosis 
congenital)

Фибробласты, карио-
тип 46, XX

Трансдукция лентивирусами, несущими гены 
Oct4, SOx2 и KLF4 [51]

Спинальная 
мышечная 
атрофия

Мутация гена SMN1 (Survival motor 
neuron 1), вызывающая понижение 

уровня белка SMn

Фибробласты кожи, 
кариотип 46, Xy

Трансдукция лентивирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, NaNOg и

LiN28
[89]

Семейная дизав-
тономия

Мутация гена iKBKaP (inhibitor of 
kappa light polypeptide gene enhancer 
in B-cells, kinase complex-associated 
protein), вызывающая нарушение 

сплайсинга его транскрипта (пропуск 
экзона 20)

Фибробласты кожи 
и легкого, кариотип 46, 

XX и 46, Xy

Трансдукция лентивирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [90]

β-Талассемия Мутация гена HBB (Haemoglobin beta) Фибробласты кожи, 
кариотип 46, Xy

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [92]

Диабет I типа Мультифакториальное заболевание Фибробласты кожи, 
кариотип 46, Xy

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2 и KLF4 [93]

Амиотрофный 
латеральный 

склероз

Замена L144F в белке супероксиддис-
мутазы, кодируемым доминантным 

аллелем гена SOD1 (Superoxide
dismutase1), данная мутация ассоции-
рована с медленно прогрессирующей 

формой АЛС

Фибробласты кожи, 
кариотип 46, XX

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc [94]

Анемия Фанкони
Обнаружено 13 генов, мутации 

которых вызывают развитие анемии 
Фанкони

Фибробласты кожи 
и эпидермальные 

кератиноциты

Трансдукция ретровирусами, несущими кДНК 
генов Oct4, SOx2, KLF4 и c-MYc. Из керати-
ноцитов ИПСК получены без использования 

c-MYc

[87]
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Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
были получены из фибробластов пациента, страдающе-
го спинальной мышечной атрофией (СМА) (СМА-ИПСК). 
СМА – это аутосомно-рецессивное заболевание, вызван-
ное мутацией в гене (SMN1, survival motor neuron 1), выра-
жающееся в избирательной нежизнеспособности нижних 
α-мотонейронов. Как правило, пациенты, страдающие этим 
заболеванием, умирают в возрасте около 2 лет. Существую-
щие на настоящий момент экспериментальные модели дан-
ного заболевания, основанные на использовании плоских 
червей, дрозофил и мышей, несовершенны. Имеющиеся 
в распоряжении исследователей линии фибробластов па-
циентов, страдающих СМА, также не могут дать необхо-
димых данных по патогенезу заболевания. Было показано, 
что из СМА-ИПСК могут быть получены моторные нейро-
ны, сохраняющие признаки развития СМА, селективную 
гибель нейронов и отсутствие транскрипции гена SMN1. 
Более того, авторам удалось проследить повышение уров-
ня экспрессии и агрегации белка SMn (кодируемого геном 
SMN2, экспрессия которого может компенсировать от-
сутствие белка SMn1) в ответ на обработку мотонейронов 
и астроцитов, полученных из СМА-ИПСК, вальпроевой 
кислотой и торбомицином [89]. То, что ИПСК и их произ-
водные могут быть объектом фармакологических исследо-
ваний было показано на ИПСК больных семейной дизавто-
номией [90]. Семейная дизавтономия – это наследственное 
аутосомно-рецессивное заболевание, выражающееся в де-
генерации сенсорных и автономных нейронов. В основе за-
болевания лежит мутация, вызывающая тканеспецифич-
ное нарушение сплайсинга гена iKBKaP, что приводит 
к понижению уровня представленности полноразмерного 
белка IKAP. ИПСК были получены из фибробластов паци-
ентов, страдающих семейной дизавтономией (СД). ИПСК 
обладали всеми характеристиками плюрипотентных кле-
ток. Нейральные производные, полученные из данных кле-
ток, имели признаки патогенеза СД, низкий уровень пол-
норазмерного транскрипта iKBKaP. Авторы исследовали 

влияние трех веществ: кинетина, эпигаллокатехингаллата 
и токотриенола на параметры, связанные с патогенезом 
СД. Было показано, что только кинетин способен вызывать 
повышение уровня полноразмерного транскрипта iKBKaP. 
Продолжительная обработка кинетином вызывает повы-
шение уровня дифференцировки нейронов и экспрессии 
маркеров периферических нейронов. 

В настоящий момент получен довольно широкий спектр 
ИПСК пациентов с различными наследственными патоло-
гиями и мультифакторными заболеваниями, которые часто 
смертельны и с трудом поддаются классической терапии, 
таких, как болезнь Паркинсона, синдром Дауна, диабет I 
типа, мышечная дистрофия Дюшена, β-талассемия и дру-
гие [51, 87, 89, 91–94]. Данные о ИПСК, полученных в ре-
зультате репрограммирования соматических клеток паци-
ентов с различными патологиями, приведены в таблице. 

Можно с уверенностью сказать, что ИПСК сами по себе 
и их производные являются мощным инструментом, кото-
рый может найти применение в биомедицине, заместитель-
ной клеточной терапии, фармакологии, токсикологии. Од-
нако для безопасного применения технологий, основанных 
на ИПСК, необходимо использование методов получения 
ИПСК и направленной дифференцировки, которые своди-
ли бы к минимуму возможность появления мутаций в ге-
номах клеток при культивировании in vitro, вероятность 
ракового перерождения клеток после инъекции. Требует-
ся разработка методов культивирования ИПСК человека 
без применения клеток животных (например, фидерного 
слоя фибробластов мыши), чтобы исключить возможность 
переноса патогенов вирусного происхождения от живот-
ных человеку. Существует потребность в максимальной 
стандартизации условий культивирования и дифферен-
цировки клеток.  

Работа поддержана Программой Президиума РАН 
«Молекулярная и клеточная биология».
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