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Аннотация. Причиной развития большинства нейродегенеративных заболе-

ваний являются протеинопатии, связанные с накоплением в нейронах агрегатов 
неправильно свернутых белков синуклеина при болезни Паркинсона, амилоида 
при болезни Альцгеймера, хантингтина при болезни Гентингтона и др., что при-
водит к нарушению функционирования лизосомального аппарата, дисфункции 
митохондрий и в конечном итоге к клеточной гибели. Для изучения патологиче-
ских процессов, приводящих к гибели нейронов, нами созданы клеточные модели 
на основе индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) с докси-
циклин-управляемой экспрессией альфа-синуклеина (SNCA), содержащего эпи-
топы 3×FLAG и 2×Strep-Tag II, необходимые для аффинной очистки белковых 
комплексов, взаимодействующих с альфа-синуклеином. Трансгены, кодирующие 
химерный белок SNCA-C-3XFLAG-2XST и трансактиватор M2rtTA, внесены в 
локус AAVS1 ИПСК пациента с болезнью Паркинсона с помощью системы редак-
тирования генома CRISPR/Cas9. Подтвержден плюрипотентный статус получен-
ных трансгенных клонов ИПСК и проведена направленная дифференцировка в 
нейроны. Экспрессия SNCA-C-3XFLAG-2XST в нейронах, дифференцированных 
из ИПСК, подтверждена Вестерн-блот-анализом. Полученные клеточные модели 
обладают способностью к неограниченной пролиферации в культуре, что позво-
ляет планировать эксперименты по изучению взаимодействий альфа-синуклеина 
с различными белками и структурами в клетках человека при синуклеинопатиях, 
а также проводить тестирование потенциальных лекарственных препаратов на 
любых типах клеток организма человека, которые можно получить в результате 
направленной дифференцировки ИПСК. 

Ключевые слова: клеточные модели на основе ИПСК, протеинопатия, 
альфа-синуклеин, нейродегенеративные заболевания, CRISPR/Cas9  
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Summary. Most neurodegenerative diseases are caused by proteinopathies associ-

ated with accumulation of misfolded protein aggregates in neurons - synuclein in Park-
inson's, amyloid in Alzheimer's, huntingtin in Huntington's, etc. This leads to lysosomal 
dysfunction, mitochondrial dysfunction and ultimately cell death. To study the patho-
logical processes leading to neuronal death, we have generated cell models with 
doxycycline-controlled expression of alpha-synuclein (SNCA) containing 3×FLAG 
and 2×Strep-Tag II epitopes necessary for affine purification of protein complexes in-
teracting with alpha-synuclein. The induced pluripotent stem cell (iPSC) line from a 
patient with Parkinson's disease m10.7 was chosen as the starting line to create a cell 
model of the synucleopathy. This line is registered in the hPSCreg human pluripotent 
stem cell registry as ICGi041-A. Transgenes encoding the chimeric protein SNCA-C-
3XFLAG-2XST and the transactivator M2rtTA were introduced into the AAVS1 locus 
of the m10.7 iPSCs line using the CRISPR/Cas9 genome editing system. The pluripo-
tent status of the resulting transgenic iPSC clones was confirmed and directed differen-
tiation into neurons was performed (See Fig. 1a-b). The expression of SNCA-C-
3XFLAG-2XST in neurons differentiated from IPSCs was demonstrated by Western 
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blot analysis (See Fig. 1с). The cell models obtained have the ability to proliferate in-
definitely in culture. This makes it possible to design experiments to study the interac-
tions of alpha-synuclein with different proteins and structures in human cells with synu-
cleinopathies, as well as to test potential drugs on any type of human body cell that can 
be obtained as a result of directed differentiation of iPSCs.  

The article contains 1 Figure, 12 References.  
Keywords: iPSC-based cell models, proteinopathy, alpha-synuclein, neurodegen-

erative diseases, CRISPR/Cas9  
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Введение  

 
Протеинопатии – это заболевания, при которых наблюдается изменение 

конформации определенного белка, приобретение им токсической активно-
сти и потеря нормальной функции. К протеинопатиям относится большое 
число болезней, таких как болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, бо-
лезнь диффузных телец Леви, прионные заболевания, таупатии, боковой 
амиотрофический склероз, лобно-височная дегенерация, а также такие ред-
кие заболевания, как британская и датская деменции [1]. Болезнь Паркин-
сона является одним из самых распространенных нейродегенеративных за-
болеваний, которое связано с гибелью нейронов черной субстанции голов-
ного мозга, продуцирующих нейромедиатор дофамин. Недостаточность до-
фамина вызывает целый набор тяжелых симптомов, среди которых бради-
кинезия, ригидность мышц и тремор [2]. Для болезни Паркинсона харак-
терна клиническая и генетическая гетерогенность, что приводит к большим 
трудностям при разработке новых лекарственных препаратов против дан-
ного заболевания. Клеточные модели на основе индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток (ИПСК) являются незаменимым инструментом 
биомедицинских исследований. ИПСК обладают способностью к неограни-
ченной пролиферации в культуре, что позволяет планировать масштабные 
эксперименты по изучению механизмов развития заболеваний и тестирова-
ние потенциальных лекарственных препаратов на любых типах клеток ор-
ганизма человека, которые можно получить в результате направленной диф-
ференцировки. Моделирование нейродегенеративных заболеваний in vitro 
имеет особенно важное значение в связи с ограниченной доступностью био-
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материала для исследований, а также отсутствием методов терапии, позво-
ляющих исключить причины развития патологических процессов, приводя-
щих к гибели нейронов.  

Генетические и патофизиологические исследования пациентов с болез-
нью Паркинсона, деменцией с тельцами Леви, множественной системной 
атрофией демонстрируют вовлеченность альфа-синуклеина (SNCA) в раз-
витие целого ряда патологий, объединяемых в группу синуклеинопатий [3]. 
На терминальных стадиях развития данных болезней SNCA входит в состав 
так называемых телец Леви – многокомпонентных белковых агрегатов, од-
нако до сих пор доподлинно неизвестен конкретный механизм патологиче-
ского действия данного белка на жизнеспособность нейронов головного 
мозга. Для обеспечения прогресса в данном направлении необходима разра-
ботка экспериментальных систем, которые предназначены для выяснения 
паттерна взаимодействия SNCA с различными белками и структурами в 
нейронах человека. Для изучения состава белковых комплексов в культурах 
клеток было предложено использовать тандемную очистку аффинными 
смолами, связывающими якорные пептиды 3×FLAG и 2×Strep-Tag II целе-
вого белка [4]. Целью данной работы является создание клеточной модели 
на основе ИПСК с доксициклин-управляемой экспрессией SNCA с эпито-
пами 3×FLAG и 2×Strep-Tag II, позволяющей проводить изучение межмоле-
кулярных взаимодействий SNCA и механизмов развития нейродегенерации 
при синуклеинопатии.  

 
Материалы и методы 

 
Линия ИПСК m10.7 (зарегистрирована в международном реестре плю-

рипотентных стволовых клеток человека hPSCreg под именем ICGi041-A, 
https://hpscreg.eu/cell-line/ICGi041-A, дата последнего доступа 31.07.2024) 
была получена из мононуклеарных клеток крови пациента с болезнью Пар-
кинсона и охарактеризована на наличие признаков плюрипотентности ме-
тодами иммунофлуоресцентного окрашивания и количественной ПЦР, как 
описано ранее [5]. Трансген SNCA с эпитопами 3×FLAG и 2×Strep-Tag II 
под управлением доксициклин-зависимого промотора, а также трансген 
трансактиватора M2rtTA были внесены в локус AAVS1 линии ИПСК m10.7 
с помощью системы редактирования генома CRISPR/Cas9 [6]. В качестве 
донорной последовательности для внесения трансгена SNCA в локус AAVS1 
использовали плазмиду pSNCA-C-3XFLAG-2XST-donor, конструкция кото-
рой защищена патентом [7]. Полученные трансгенные клоны ИПСК были 
проверены на наличие целевых и нецелевых встроек в геном с помощью 
ПЦР-скрининга [6]. Анализ экспрессии трансгена SNCA-C-3XFLAG-2XST 
проверяли с помощью количественной ПЦР с праймерами, подобранными 
на последовательности, кодирующие 3×FLAG и 2×Strep-Tag II 
(CGAAGCCCAACCTTTCATAGA/CCCACCCTCAGTTTGAGAAG). Прове-
дена направленная дифференцировка полученных трансгенных линий 
ИПСК в дофаминергические нейроны по протоколу, описанному Ooster-
veen et al. [8]. Наличие белкового продукта трансгена SNCA-C-3XFLAG-
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2XST в нейронах, дифференцированных из ИПСК, подтвердили с помощью 
Вестерн-блот-анализа. Для приготовления тотальных белковых экстрактов 
клетки лизировали в холодном буфере RIPA (25 мМ Tris, 150 mM NaCl, 0,1% 
SDS, 1% NP-40) c добавлением ингибиторов фосфатаз и протеаз (Thermo 
Fisher Scientific) в расчете 24 мкл RIPA буфера на 100 тыс. клеток. Лизиро-
вали в течение 30 мин на шейкере при +4°С. Затем образцы центрифугиро-
вали при 14000g 15 мин, супернатант фасовали по 24 мкл на льду, образцы 
хранили при –70°С. Нормализованные по количеству белка тотальные экс-
тракты смешивали с равным объемом буфера Лэммли (2% SDS, 20% глице-
рол, 10% 2-меркаптоэтанол, 0,004% бромфеноловый синий, 0,125 M Tрис-
HCl, pH 6,8), перемешивали, инкубировали в течение 5 мин при температуре 
95°С и наносили на гель в количестве 20–40 мкг на дорожку. Электрофоре-
тическое разделение белков проводили в 15%-ном полиакриламидном геле 
в буфере, содержащем 2,5 мМ Трис, 1,92 мМ глицин, 0,01% SDS. После раз-
деления белки переносили на мембрану Immun-Blot PVDF Membrane For 
Protein Blotting (Bio-Rad) при постоянном токе 150 мА в течение 0,5 ч в бу-
фере для переноса (2,5 мМ Трис, 19,2 мМ глицин, 20% метанол). Мембрану 
фиксировали в 0,4%-ном параформальдегиде в течение 30 мин, затем поме-
щали в блокирующий раствор (фосфатно-солевой буфер PBS, 0,1% Triton Х-
100, 2% сухое молоко) на 1 ч при комнатной температуре. Далее инкубиро-
вали с первичными антителами в течение 14–16 часов при +4°С. Мембрану 
трижды отмывали в растворе PBST (фосфатно-солевой буфер PBS, 0,1% 
Triton Х-100) по 5 мин, а затем инкубировали со вторичными антителами в 
течение 2 ч при комнатной температуре. По истечении времени трижды от-
мывали мембрану в растворе PBST. Детекцию осуществляли с использова-
нием набора для хемилюминесцентной детекции ChemiDoc MP Imaging 
System (Bio-Rad).  

 
Результаты исследования и обсуждение 

 
В настоящее время не существует надежной модели, подходящей для изу-

чения механизмов развития нейродегенеративных заболеваний, несмотря на 
активные исследования в этой области [9]. ИПСК человека обладают рядом 
преимуществ для изучения многих аспектов нейродегенерации благодаря их 
свойству плюрипотентности, способности к самообновлению и дифференци-
ровке в различные типы клеток организма человека. В ходе работы нами полу-
чена и охарактеризована линия m10.7 ИПСК пациента с болезнью Паркинсона. 
Клетки линии m10.7 экспрессируют маркеры плюрипотентности OCT3/4, 
NANOG, SOX2, TRA-1-60 (рис. 1, a), а также способны давать производные 
трех зародышевых листков при спонтанной дифференцировке (рис. 1, b). Ли-
ния ИПСК m10.7 зарегистрирована в международном реестре плюрипотент-
ных стволовых клеток человека hPSCreg под именем ICGi041-A 
(https://hpscreg.eu/cell-line/ICGi041-A, дата последнего доступа 31.07.2024). 

В клетки полученной плюрипотентной линии m10.7 с помощью системы 
CRISPR/Cas9 внесен доксициклин-управляемый трансген альфа-синукле-
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ина SNCA с эпитопами 3×FLAG и 2×Strep-Tag II, а также трансген трансак-
тиватора M2rtTA, необходимого для управления экспрессией в системе 
TET-ON. Трансген химерного белка SNCA-C-3XFLAG-2XST интегриро-
вали в локус AAVS1 ИПСК пациента с болезнью Паркинсона путем гомоло-
гичной рекомбинации с помощью системы редактирования генома 
CRISPR/Cas9 [10]. Локус AAVS1, расположенный на хромосоме 19 человека, 
относится к локусам, имеющим условное название «safe harbor». Располо-
жение трансгена в этом локусе обеспечивает его стабильную экспрессию 
(без влияния на неё эпигенетических модификаций) и не нарушает экспрес-
сию других генов [11]. Отобрано 8 субклонов ИПСК, несущих указанные 
трансгены в локусе AAVS1. Экспрессия трансгена SNCA-C-3XFLAG-2XST 
в субклонах запускалась при добавлении в культуральную среду 2 мкг/мл 
доксициклина, что подтверждено количественной ПЦР с обратной тран-
скрипцией. Субклоны Sc1, Sc2, Sc9, Sc10 были направленно дифференци-
рованы в дофаминергические нейроны. Экспрессия SNCA и химерного 
белка SNCA-C-3XFLAG-2XST в нейронах подтверждена с помощью Ве-
стерн-блот-анализа (рис. 1, c).  

 

 
 

Рис. 1. Подтверждение плюрипотентного статуса линии ИПСК m10.7 с помощью  
иммунофлуоресцентного окрашивания: а – экспрессия маркеров плюрипотентности 

SOX2, TRA-1-60, OCT3/4, NANOG, b – экспрессия маркеров производных трех  
зародышевых листков, полученных при спонтанной дифференцировке: NF200 (экто-
дерма), aSMA (мезодерма), AFP (энтодерма). Ядра окрашены DAPI. c – Вестерн-блот-
анализ экспрессии альфа-синуклеина в нейронах, дифференцированных из субклонов 
(Sc1, Sc2, культивируемых в присутствии (+dox) или отсутствии (–dox) доксициклина) 
линии ИПСК m10.7, несущих доксициклин-управляемый трансген SNCA-C-3XFLAG-

2XST в локусе AAVS1, с помощью антител против альфа-синуклеина (SNCA) и 
3×FLAG-эпитопа (FLAG). В качестве референса использовали бета-актин (beta-actin).  
В качестве негативного контроля (К) использовались белковые экстракты из линии 

ИПСК здорового человека iMA-1L 
[Fig. 1. Confirmation of the pluripotent status of the iPSC m10.7 line by immunofluorescence staining:  
a - Expression of pluripotency markers SOX2, TRA-1-60, OCT3/4, NANOG, b - expression of markers 

of derivatives of three germ layers obtained during spontaneous differentiation: NF200 (ectoderm), aSMA 
(mesoderm), AFP (endoderm). Nuclei are stained with DAPI. c - Western blot analysis of alpha-synuclein 

expression in neurons differentiated from subclones Sc1, Sc2 of the m10.7 iPSC line carrying 
 the doxycycline-controlled transgene SNCA-C-3XFLAG-2XST at the AAVS1 locus. Antibodies against 
alpha-synuclein (SNCA) and 3×FLAG epitope (FLAG) were used in the analysis, beta-actin was used  

as a reference. Protein extracts from the iMA-1L iPSC line of healthy human were used  
as a negative control (K)]  
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Антитела на альфа-синуклеин детектировали сигналы, соответствующие 
белкам с молекулярной массой 18 и 30 кДа. Молекулярная масса нативного 
белка альфа-синуклеина – 14,5 кДа, а суммарная молекулярная масса эпито-
пов 3×FLAG и 2×Strep tag II – около 3,5 кДа. Сигналы, соответствующие 
белкам молекулярной массы 18 кДа, довольно ярко детектируются в образ-
цах клеток, культивировавшихся в присутствии доксициклина (Dox+), и со-
ответствуют продукту, синтезированному с внесенного в геном клеток 
трансгена SNCA-C-3XFLAG-2XST. Наиболее яркие сигналы в районе 
30 кДа, вероятно, соответствуют димерной форме альфа-синуклеина, кото-
рая может существовать в клетке в равновесии с мономерной формой [12]. 
Интересно, что белковые продукты молекулярной массой 30 кДа также об-
наружены при использовании антител на 3×FLAG-эпитоп, что подтвер-
ждает способность химерного белка участвовать в димеризации. Наличие 
слабых сигналов, выявляемых антителами на 3×FLAG-эпитоп в образцах 
Dox–, свидетельствует о наличии базовой экспрессии трансгенов с индуци-
руемым промотором, что подтверждено как Вестерн-блот-анализом, так и 
количественной ПЦР. С помощью созданной уникальной системы можно 
детально исследовать межмолекулярные взаимодействия альфа-синукле-
ина, что позволит получить новые данные о молекулярно-генетических ме-
ханизмах развития болезни Паркинсона и других синуклеинопатий, а также 
найти новые мишени для потенциальных лекарственных препаратов. 

 
Заключение 

 
В настоящей работе была создана уникальная клеточная модель протеи-

нопатии, предназначенная для исследования межмолекулярных взаимодей-
ствий альфа-синуклеина, основанная на пациент-специфичных ИПСК. В по-
лученных клеточных линиях происходит индукция экспрессии альфа-си-
нуклеина, меченного 3×FLAG и 2×Strep-Tag II эпитопами. Наличие этих 
эпитопов не нарушает процессы димеризации альфа-синуклеина, а после 
манипуляций с геномным редактированием ИПСК сохраняют свой плюри-
потентный статус. Полученная клеточная модель позволяет изучать меха-
низмы влияния протеинопатии на жизнедеятельность нейронов, а также 
проводить скрининг и тестирование потенциальных лекарственных препа-
ратов на релевантных типах клеток, полученных в результате дифференци-
ровки ИПСК.  
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