
Journal of the Grodno State Medical University, Vol. 19, № 4, 2021 376

Обзоры

УДК 611.37.018.1:577.175.722]:[611.013+602.9]-092.4          doi:10.25298/2221-8785-2021-19-4-376-381
ПОЛУЧЕНИЕ ИНСУЛИН-ПРОДУЦИРУЮЩИХ КЛЕТОК ИЗ 

ЭМБРИОНАЛЬНЫХ И ИНДУЦИРОВАННЫХ ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

Л. А. Можейко 
Гродненский государственный медицинский университет, Гродно, Беларусь

В обзоре обсуждается проблема получения инсулин-продуцирующих клеток из эмбриональных и индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток. Проанализированы результаты исследований крупных научных 
центров и лабораторий, работающих в этом направлении. Подробно рассмотрены сложные аспекты диф-
ференцировки стволовых клеток в функционально зрелые инсулин-продуцирующие клетки. Показана необхо-
димость дальнейшей оптимизации технологий их получения с целью использования генерированных клеток в 
клинической практике.
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Введение
Сахарный диабет – одно из самых распро-

страненных хронических заболеваний среди на-
селения большинства стран мира. Предполагает-
ся, что к 2035 г. число заболевших им людей до-
стигнет 592 млн [1]. Прогрессирующее снижение 
и окончательная утрата функции β-клеток эндо-
кринных островков лежит в основе патогенеза 
сахарного диабета, в связи с чем восполнение 
β-клеток – основная задача при лечении заболе-
вания. В отличие от ряда других органов, вопрос 
о наличии в поджелудочной железе взрослого 
организма тканевых источников, за счет кото-
рых может произойти регенерация эндокрин-
ных клеток, остается нерешенным. В течение 
многих лет учеными прилагаются огромные 
усилия по разработке методов с целью замеще-
ния инсулин-продуцирующих клеток островков 
Лангерганса. Трансплантация донорской подже-
лудочной железы показала, что это оперативное 
вмешательство может избавить пациентов от 
введения инсулина на протяжении нескольких 
лет, но сопряжено с необходимостью пожизнен-
ной иммуносупрессивной терапии, серьезны-
ми осложнениями и высокой смертностью [2].  
В настоящее время в ряде стран Европы и Се-
верной Америки введена в клиническую прак-
тику трансплантация изолированных островков 
Лангерганса, чему особенно способствовало 
внедрение Эдмонтонского протокола [3]. Одна-
ко недостаточное количество донорских эндо-
кринных островков и проблемы, возникающие 
при трансплантации, ограничивают использо-
вание данного метода. Поиск источников для 
получения инсулин-продуцирующих клеток ве-
дется в крупнейших мировых научных центрах 
и лабораториях по нескольким направлениям. 
В литературе обсуждается получение этих кле-
ток путем дифференцировки стволовых эмбрио-
нальных или индуцированных плюрипотентных 
клеток, дифференцировки панкреатических про-
гениторных клеток, трансдифференцировки кле-
ток других типов (ацинарных, печёночных и др.) 

и увеличения количества собственных β-клеток 
пациента [4, 5]. Более перспективными в каче-
стве объекта для терапии сахарного диабета рас-
сматриваются инсулин-продуцирующие клетки, 
полученные в результате перепрограммирова-
ния стволовых (прогениторных) клеток [6, 7].  
В образовании инсулин-секреторных β-подоб-
ных клеток достигнут значительный прогресс, 
что вселяет надежду на возможность их исполь-
зования в будущем при лечении сахарного диа-
бета [8, 9].

Цель обзора: анализ современных науч-
ных данных о возможностях получения инсу-
лин-продуцирующих клеток из эмбриональных 
и индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток и перспективах их использования. 
Генерация инсулин-продуцирующих клеток из 

эмбриональных стволовых клеток
Выделение и культивирование стволовых 

клеток из клеточной массы эмбрионов человека 
открыло большие перспективы для регенера-
тивной медицины [10]. Такие признаки эмбри-
ональных стволовых клеток, как высокая проли-
ферация, низкая специализация и способность 
к дифференцировке в любой функциональный 
тип клеток, позволяют получить из них неогра-
ниченный и долгоживущий источник специали-
зированных β-клеток, не требующий поисков 
донора. В первых попытках дифференциров-
ки эмбриональных стволовых/прогениторных 
клеток в островковые клетки удалось получить 
небольшую популяцию клеток поджелудочной 
железы, экспрессирующих низкое количество 
инсулина [11].

Результаты последующих экспериментов 
на мышах показали, что генерация β-клеток из 
стволовых эмбриональных клеток in vitro – труд-
ный и длительный процесс, требующий особых 
условий культивирования клеток и применения 
специфических сигналов, стимулирующих их 
развитие в нужном направлении [12]. Значи-
тельный прогресс осуществила группа ученых, 
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которым удалось получить инсулин-продуци-
рующие клетки из эмбриональных стволовых 
клеток человека, используя 5-этапную диффе-
ренцировку, основанную на онтогенезе подже-
лудочной железы (дефинитивная энтодерма, пе-
редняя кишка, задняя кишка, энтодерма подже-
лудочной железы) [13]. Исследования показали, 
что полученные in vitro клетки экспрессируют 
транскрипционный фактор PDX1 и способны 
вырабатывать инсулин в количестве, сходном 
с таковым в β-клетках островков плода, однако 
не зависящем от уровня гликемии. Это означает, 
что механизм регуляции уровня секреции инсу-
лина не сформирован и генерированные β-клетки 
являются незрелыми, из-за чего такие клетки не 
подходят для заместительной терапии [8]. Изме-
нение условий культивирования в аналогичных 
экспериментах других ученых также не позво-
лило получить зрелые клетки [14]. В результате 
поисков был разработан протокол исследования, 
предусматривающий возможность in vitro ин-
дуцировать дифференцировку эмбриональных 
стволовых клеток человека в панкреатические 
клетки-предшественники, соответствующие 
панкреатической ткани 6-9-недельного плода, с 
последующей их трансплантацией в организм 
мышей. Это позволило продолжить процесс со-
зревания клеток до нормального уровня функци-
онирования [15]. Усовершенствование методов 
дифференцировки эмбриональных стволовых 
клеток способствовало созданию стандартизи-
руемой схемы получения функционально зре-
лых клеток [16]. Однако для их использования 
в клинической практике необходимо решение 
проблемы антигенной несовместимости и эти-
ческой, связанной с разрушением человеческих 
эмбрионов для взятия материала.
Генерация инсулин-продуцирующих клеток из 

индуцированных плюрипотентных  
стволовых клеток

Более перспективным объектом для кле-
точной терапии при повреждении островково-
го аппарата поджелудочной железы вступают  
индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки. Они были получены в 2006 г. благодаря 
внедрению в зрелые соматические клетки мы-
шей, а затем человека 4 генов, кодирующих сле-
дующие факторы транскрипции ОСТ4, KLF4, 
c-MYC, SOX2 [17, 18]. За это важное открытие 
S. Yamanaka  удостоен Нобелевской премии 
в области физиологии и медицины (2012 г.). 
Многие зрелые клетки были трансформирова-
ны в плюрипотентные стволовые клетки, кото-
рые по таким свойствам, как полипотентность 
и способность к самоподдержанию, аналогич-
ны эмбриональным стволовым клеткам, но при 
этом дают возможность генерации аутологич-
ных специфических клеток. Репрограммиро-
вания развития соматических клеток взрослых 
особей можно добиться с помощью генетиче-
ской модификации, путем подбора селективных 
сред или их сочетанием. В первом сообщении 
об успешной дифференцировке индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток в ин-

сулин-секретирующие клетки использовался 
4-этапный способ, предложенный для диффе-
ренцировки эмбриональных стволовых клеток 
[19]. Однако секреция инсулина полученными 
клетками была крайне низкой.  Многочислен-
ные клеточные и генетические исследования на 
экспериментальных животных способствовали 
усовершенствованию способа [20-22]. Для уси-
ления действия индукторов применяли прямое 
введение в клетку белков или соответствующих 
генов, микроРНК и других агентов. Эффектив-
ность дифференцировки оценивалась по уровню 
экспрессии основных маркерных генов – PDX1, 
INS1, SDX17, NGN3 и других. Критерием функ-
ционально зрелой β-клетки считается ее способ-
ность синтезировать и секретировать инсулин в 
ответ на стимуляцию глюкозой. Однако не все 
протоколы исследований способствовали полу-
чению зрелых инсулин-продуцирующих клеток.  
В 2014 г. опубликованы способы, c помощью 
которых удалось получить in vitro инсулин-про-
дуцирующие клетки путем последовательного 
многостадийного воздействия на индуцирован-
ные полипотентные стволовые клетки факторов 
клеточной дифференцировки, воспроизводя-
щих регуляторные механизмы формирования 
β-клеток при эмбриональном развитии [23].  
По способности выделять инсулин, изменять 
его уровень при увеличении концентрации глю-
козы в среде полученные клетки были чрезвы-
чайно близки к зрелым. В них наблюдали экс-
прессию генов РDХ1 и NKX6.1. Эксперименты 
in vivo подтвердили способность этих клеток 
регулировать уровень глюкозы в крови живот-
ных с экспериментальным диабетом [24]. Пред-
ставлено детальное описание больших и малых 
молекул, индуцирующих процесс дифференци-
ровки плюрипотентных клеток в β-клетки [25]. 
Установлено, что эффективность панкреатиче-
ской дифференцировки повышается в условиях 
трехмерного (3-D) клеточного культивирования 
[26, 27]. Однако сравнительная характеристика 
инсулин-продуцирующих клеток, полученных 
вследствие использования разных способов, 
показала, что в экспериментах in vivo не всегда 
достигается желаемый эффект из-за несоответ-
ствия этих клеток необходимым функциональ-
ным требованиям [28].

Впечатляющие результаты продемонстри-
ровали американские ученые из Калифорний-
ского университета в Сан-Франциско, которым 
удалось создать эндокринные островки в лабо-
раторных условиях [29]. Они разделили диф-
ференцирующиеся стволовые клетки, преобра-
зовав в островковые скопления – кластеры, что 
ускорило их развитие. Предполагается, что кла-
стеризация эндокринных клеток стимулирует 
метаболическое созревание: окислительное ды-
хание в митохондриях – центральный процесс 
для обеспечения секреции в зрелых β-клетках. 
После пересадки полученных клеток здоровым 
мышам они стали реагировать на уровень сахара 
в крови так же, как зрелые инсулин-продуциру-
ющие клетки. Ученые из университета Вашинг-
тона в Сент-Луисе улучшили метод культиви-
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рования β-клеток поджелудочной железы из 
стволовых клеток человека, адаптировав его к 
более общепринятым и традиционным условиям 
плоскостного культивирования [30]. Они пока-
зали, что искусственное изменение состояния 
цитоскелета не только направляет стволовые 
клетки на необходимый путь развития, но и уси-
ливает эффективность полученных инсулин-се-
кретируемых β-клеток при их пересадке мышам 
с тяжелой формой диабета, быстрее нормализуя 
метаболизм глюкозы. Путем использования ме-
тода одиночно-клеточного (single-cell) транс-
криптомного анализа, проведенного в шести 
стадиях дифференцировки эмбриональных и ин-
дуцированных плюрипотентных стволовых кле-
ток in vitro и in vivo в течение 6 месяцев после 
их пересадки мышам, показано, что после транс-
плантации экспрессия многих генов клеточной 
зрелости, включая MAFA, GPC2, MVX1, JMS, 
увеличивается [31]. 

Результаты исследований представляют до-
казательную базу для использования этих дости-
жений в лечении диабета у людей. В то же время 
они свидетельствуют, что дифференцировка ин-
сулин-продуцирующих клеток из эмбриональ-
ных или индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток – длительный и сложный процесс, 
требующий создания идеально эффективной 
технологии, учитывающей комбинацию нужных 
условий среды, вводимых веществ и очередность 
их добавления [31]. Причем для формирования 
иммунной толерантности необходима многоэ-
тапная система оптимальной дифференцировки 
для всех линий стволовых клеток. В ряде ис-
следований для перепрограммирования стволо-
вых клеток используются неинтегрированные в 

геном векторные системы, неинтегрированные 
эписомальные конструкции, трансдукционные 
белки и малые химические агенты. Однако даже 
при успешном получении достаточного коли-
чества инсулин-продуцирующих аутологичных 
клеток их трансплантация с целью лечения са-
харного диабета 1 типа может сопровождаться 
аутоиммунной реакцией организма. Чтобы отка-
заться от иммуносупрессивной терапии,  предла-
гаются разные варианты защиты пересаженных 
клеток: покрытие специальным гидрогелем, со-
здание особых устройств для вживления внутрь 
тела в биологически совместимой оболочке, 
использование методики редактирования ге-
нома CRISPR для изменения стволовых клеток 
и другие [32, 33]. При этом следует учитывать 
главную опасность трансплантируемых клеток 
– риск возникновения опухолевых заболеваний. 
В настоящее время продолжается разработка 
разных технологий, способных обеспечить вы-
живаемость трансплантата и безопасность для 
реципиента.

Заключение
Таким образом, для перспективного исполь-

зования эмбриональных стволовых клеток или 
индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток в качестве объектов получения инсу-
лин-продуцирующих клеток c целью последу-
ющей трансплантации человеку в случае пора-
жения эндокринного аппарата поджелудочной 
железы необходимы дальнейшие исследования, 
которые позволят разработать способ для ге-
нерации больших количеств β-клеточной куль-
туры с защитой от иммунного отторжения и 
онкогенеза.
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OBTAINING INSULIN-PRODUCING CELLS FROM EMBRYONIC AND 
INDUCED PLURIPOTENT STEM CELLS
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The review discusses the problem of obtaining insulin-producing cells from embryonic and induced pluripotent 
stem cells. The results of studies of large scientific centers and laboratories working in this direction are analyzed. 
The complex aspects of differentiation of stem cells into functionally mature insulin-producing cells are considered 
in detail. The necessity of further optimization of technologies of their production for the use of the generated cells in 
clinical practice is shown. 
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