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Разработана новая in vitro модель болезни Хантингтона (БХ), основанная на прямом репрограммиро-
вании дермальных фибробластов пациента с данным генетическим заболеванием в нейроны стриату-
ма. Прямое репрограммирование позволяет получать нейроны, исключая этап репрограммирования 
в индуцированные плюрипотентные стволовые (iPS) клетки, при котором происходит потеря эпиге-
нетической информации, заложенной в клетках конкретного донора, а следовательно, и возраст-ас-
социированный фенотип заболевания. Новая модель воспроизводит основный гистопатологический 
признак болезни Хантингтона – накопление агрегатов мутантного белка хантингтина в нейронах стри-
атума, полученных из фибробластов больного. Проведение экспериментов на нейронах пациентов в 
культуре, полученных при помощи прямого репрограммирования, позволяет индивидуально оценить 
степень прогрессирования нейропатологии и осуществить персонализированный подход в выборе 
стратегии лечения и подборе лекарственных препаратов для терапии. Модель болезни Хантингтона 
in vitro может также быть использована для доклинических исследований лекарственных препаратов.  
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Болезнь Хантингтона (БХ) является неизле-
чимым доминантно-наследуемым генетическим 
заболеванием человека, вызванным увеличени-
ем количества повторов кодона CAG выше порога 
в 36 триплетов в гене IT15, также известного как ген 
HTT, кодирующем белок хантингтин [1]. Средний 
возраст манифестации составляет 35–45  лет, в  за-
висимости от количества повторов CAG в полимор-
фном локусе гена. Увеличение количества повторов 
приводит к  удлинению полиглутаминового тракта 
в белке, что в свою очередь приводит к формирова-
нию агрегатов мутантного белка в тканях головного 
мозга [2]. Большие успехи были достигнуты с при-
менением технологии получения индуцированных 
плюрипотентных стволовых (iPS) клеток [3] и ней-
ронов из них [4–6]. Однако iPS клетки имеют ряд 
недостатков, которые накладывают существенное 
ограничение на их использование в контексте мо-

делирования нейродегенеративных заболеваний 
[7]. При переходе через плюрипотентное состояние 
нейрональные клетки теряют большую часть эпи-
генетических меток, которые были приобретены 
в  процессе дифференцировки и  созревания сома-
тических клеток, из которых они произошли [8]. 
Кроме того, «зрелость» нейронов, получаемых че-
рез iPS клетки, сильно зависит от протокола репро-
граммирования, который также зачастую трудно 
воспроизводится [9].

Ряд патологических изменений при развитии 
нейродегенеративных заболеваний, в  том числе 
БХ, проявляется с  возрастом, когда нейроны ста-
реют и становятся более уязвимыми к клеточному 
стрессу [10]. Принимая во внимание этот важный 
аспект для моделирования БХ, мы сосредоточились 
на новом подходе к моделированию нейропатоло-
гии, основанном на прямом репрограммировании. 
Ключевым элементом данного подхода является от-
сутствие этапа дедифференцировки в эмбриональ-
ное состояние, прохождение через котрое является 
причиной потери эпигенетической информации из 
клеток донора. Такой подход позволяет в большей 
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степени сохранить возраст-ассоциированный фе-
нотип заболевания [7, 11], и лучше отражает харак-
терный фенотип нейронов (например, гибель этих 
клеток), в отличие от моделей, в которых отсутству-
ют эпигенетические маркеры старения. В  нейро-
нах, полученных посредством прямого репрограм-
мирования, наблюдается возраст-специфичный 
профиль транскрипции генов и  снижение уровня 
ядерного транспортного рецептора, чего не на-
блюдалось в нейронах, полученных через iPS клет-
ки [12]. Кроме того, нейроны, полученные путем 
прямого репрограммирования, лучше сохраняют 
признаки старения доноров, включая повреждения 
ДНК, потерю гетерохроматина и  ядерной органи-
зации, а  также повышенную активность бета-га-
лактозидазы [7].

К  настоящему моменту опубликовано всего 
4  статьи с  применением прямого репрограммиро-
вания для изучения патогенеза БХ [11, 13–15], что 

во многом обусловлено низкой эффективностью 
процедуры этого метода и  сильной гетерогенно-
стью получаемых нейронов [16]. В  предыдущем 
исследовании нами был оптимизирован протокол 
прямого репрограммирования, который позволил 
увеличить как выживаемость индуцированных 
нейронов стриатума (до  80 %), так и  гомогенность 
полученной популяции клеток [17].

В настоящем исследовании, методом прямого ре-
программирования, нами получены нейроны стри-
атума из линии дермальных фибробластов HDDF 
от пациента с БХ и контрольных клеток линии DF1 
от здорового донора [18]. На рис. 1 представлен об-
щий вид культуры дермальных фибробластов in vitro 
от пациента с БХ и от донора без нейропатологии. 
Показано, что хантингтин распределен диффузно 
в  цитоплазме обеих популяций фибробластов без 
видимых агрегатов (рис.  2). Однако существенное 
отличие наблюдается в нейронах стриатума, полу-
ченных из этих фибробластов. На рис. 3 показано, 
что в  нейронах, полученных из фибробластов ли-
нии DF1, хантингтин по-прежнему распределен 
диффузно по цитоплазме и  видимых агрегатов не 
образует. Вместе с тем, в нейронах, полученных из 
фибробластов линии HDDF, были визуализирова-
ны агрегаты хантингтина в соме нейронов и в неко-
торых отростках этих клеток.

Таким образом нами было подтверждено, что 
в нейронах, полученных из фибробластов пациен-
тов с БХ наблюдаются агрегаты мутантного белка, 
что является основным гистопатологическим при-
знаком данной нейропатологии. Полученная кле-
точная модель отражает основные патологические 
изменения, происходящие в клетках при развитии 
БХ и имеет потенциал для применения в качестве 
платформы для оценки эффективности потенци-
альных лекарственных препаратов.

Существующие подходы персонализированной 
медицины предполагают подбор фармацевтиче-
ской терапии, эффективной для конкретного паци-
ента. Несмотря на то, что эффективные препараты 
для лечении или предотвращении БХ пока не раз-
работаны, можно предположить, что их эффектив-
ность будет зависеть от знания генотипа и возраста 
пациента, а  также стадии развития заболевания. 
Учитывая аутосомно-доминантный тип наследова-
ния БХ, можно предположить, что знание особен-
ностей течения болезни у представителей старшего 
поколения семей, будет способствовать разработке 
методов лечения носителей БХ младших поколе-
ний, принимая во внимание их возрастные особен-
ности. В данном случае использование технологии 
прямого репрограммирования становится необхо-
димым инструментом для подбора терапии, наи-
более безопасной и эффективной для конкретных 
пациентов.

Рис. 1. Микрофотографии дермальных фибробла-
стов человека in vitro. (а) Фибробласты линии DF1 
(получены от здорового донора) и  (б) линии HDDF 
(получены от донора с болезнью Хантингтона). Фазо-
во-контрастная микроскопия, х10. Масштаб 100 мкм.

Рис. 2. Визуализация диффузного распределения 
белка хантингтина в  цитоплазме дермальных фи-
бробластов. (а) Клетки линии DF1 (здоровый донор) 
и  (б) клетки линии HDDF (донор с  болезнью Хан-
тингтона). Иммунофлуоресцентное окрашивание 
антителами к  хантингтину mEM48 (вторичные ан-
титела конъюгированы с Alexa 555) (красный). Ядра 
клеток визуализированы красителем DAPI (синий). 
Конфокальная микроскопия, х60. Масштаб 50 мкм.
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Выделение дермальных фибробластов

Фибробласты от пациента с  подтвержденным 
диагнозом БХ выделяли из биоптата кожи, соглас-
но протоколу описанному ранее [18]. Пациент – ​
женщина 36 лет с подтвержденным диагнозом БХ. 
В  результате генетического исследования в  гене 
белка хантингтина обнаружено 47 повторов кодона 
CAG. Перед забором ткани, который был осущест-
влен в условиях медицинского учреждения, прово-
дили медицинский осмотр донора и  получали его 
информированное добровольное согласие на забор 
ткани и использование клеток, полученных из нее, 
в  научных исследованиях. Для работы с  клетка-
ми было получено одобрение этической комиссии 
ИНЦ РАН (Протокол № 12/23 от 08.08.2023).

Клетки из фрагмента биоптата кожи выделяли 
механическим способом и  культивировали в  сре-
де, содержащей 90 % DMEM/F12 (Биолот, Россия) 
+ 10 % эмбриональной бычьей сыворотки (Gibco, 
США). Клетки пересевали с  использованием рас-
твора трипсина (0,25 %) – ​Версена (0,2 %) по до-
стижению ими 90 % конфлюэнтности. Кратность 

рассева составляла 1:3–1:5. Клетки активно проли-
ферировали, их жизнеспособность после криокон-
сервации составляла 80 %. В качестве контроля ис-
пользовали дермальные фибробласты линии DF1, 
полученные от здорового донора – женщины 37 лет 
(клетки были получены из ЦКП Коллекции культур 
клеток позвоночных Института цитологии РАН).

Прямое репрограммирование дермальных 
фибробластов в нейроны стриатума

Для процедуры репрограммирования исполь-
зовали лентивирусные векторы, кодирующие ми-
кро РНК miR‑9/9* и  miR‑124 (инициируют ре-
моделирование хроматина), транскрипционные 
факторы MYT1L и DLX2 (направляют дифферен-
цировку в  ГАМКэргические нейроны) и  CTIP2 
(направляет дифференцировку в  нейроны стриа-
тума). Экспрессия микроРНК контролировалась 
доксициклин-индуцибельным промотором. После 
селекции антибиотиком постмитотические клет-
ки пересаживали на стекла, покрытые матригелем. 
Кондиционную среду для фибробластов на сле-
дующий день заменяли на среду для репрограм-

Рис. 3. Визуализация белка хантингтина (зеленый) в нейронах стриатума, полученных методом прямого репрограм-
мирования из дермальных фибробластов: (а и б) клеток линии DF1 (здоровый донор) и (в, г, д, е) из клеток линии 
HDDF (донор с  болезнью Хантингтона). Показан результат иммунофлуоресцентного окрашивания антителами 
к  нейрональному маркеру MAP2 (вторичные антитела конъюгированы с  Alexa 555) и  антителами к  хантингтину 
mEM48 (вторичные антитела Alexa 488). Ко-локализация этих двух белков проявляется в желтом окрашивании. Ядра 
клеток визуализированы красителем DAPI (синий). Конфокальная микроскопия, х60. Масштаб 30 мкм. В нейро-
нах стриатума, полученных из дермальных фибробластов здорового донора, хантингтин в цитоплазме распределен 
диффузно (а и б), в то время как в нейронах стриатума, полученных из дермальных фибробластов пациента с болез-
нью Хантингтона, наблюдаются агрегаты этого белка (показаны стрелками) (в, г, д и е).
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мирования, содержащую Neurobasal-Ас добавле-
нием 2 % B‑27, 0.125  мМ добавки GlutaMAX (все 
Gibco, США), 1 мМ вальпроевой кислоты 1 мкМ 
ретиноевой кислоты, 200 мкМ дибутилц АМФ 
(SigmaAldrich, США), 20 нг/мл нейротрофическо-
го фактора мозга, 20 нг/мл нейротрофина 3  типа 
(PeproTech, Великобритания) и 20 нг/мл нейротро-
фического фактора глиального клеточного про-
исхождения. Клетки культивировали в  течение  
40 дней с момента инфицирования лентивирусами. 
Визуализацию хантингтина проводили при помо-
щи иммунофлуоресцентного окрашивания клеток 
антителами mEM48 (Merck Millipore).
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DIRECT REPROGRAMMING OF SOMATIC SKIN CELLS FROM  
A PATIENT WITH HUNTINGTON'S DISEASE INTO STRIATAL  

NEURONS TO CREATE MODELS OF PATHOLOGY
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A new in vitro model of Huntington's disease (HD) has been developed, based on the direct reprogramming of 
dermal fibroblasts from patients with the disease into striatal neurons. Direct reprogramming makes it possible to 
obtain neurons, preserving the epigenetic information inherent in the cells of a specific donor, and, consequent-
ly, the age-associated phenotype of the disease. The new model resembles the main histopathological feature 
of Huntington's disease – the accumulation of aggregates of the mutant huntingtin protein in striatal neurons 
obtained from the patient's fibroblasts. Conducting experiments on induced neurons from patients in culture, ob-
tained using direct reprogramming, allows us to individually assess the degree of progression of neuropathology 
and implement a personalized approach in choosing a treatment strategy and selecting drugs for therapy. The in 
vitro model of Huntington's disease can be used for preclinical drug studies, for the treatment of neurodegenera-
tive diseases and for assessing their effectiveness on neurons of specific patients.
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