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Резюме. Сучасні стратегії створення інсулін-продукуючих клітин (insulin-producing cells, IPCs) в основному 
базуються на підходах, що імітують нормальний розвиток підшлункової залози (ПЗ). Отримані IPCs повинні 
експресувати специфічні біологічні маркери нормальних β-клітин, які ідентифікують кінцевий статус диферен-
ціації, та реагувати на зміни концентрації глюкози в середовищі.
Основні етапи розвитку ембріональної ПЗ включають розвиток дефінітивної ентодерми, примітивної кишко-
вої трубки, попередника ПЗ, ендокринного попередника та ендокринних клітин, які експресують гормони. 
Додаючи на кожній стадії різноманітні цитокіни та модулятори сигналінгу для активації або пригнічення спе-
цифічних шляхів передачі сигналів, які беруть участь у генерації дорослих β-клітин, досягають того, що плюри-
потентні стовбурові клітини людини (human pluripotent stem cells, hPSCs) набувають фенотипу β-клітин.
Індуковані плюрипотентні стовбурові клітини (induced pluripotent stem cells, iPSCs) можна перепрограмувати 
із соматичних клітин пацієнта та диференціювати для застосування в ураженій тканині. Використання цього 
типу клітин має перевагу тому, що знижує ймовірність імунного відторгнення в реципієнта, а  також дозво-
ляє уникнути етичних проблем, пов’язаних із використанням ембріональних плюрипотентних стовбурових 
клітин (embryonic pluripotent stem cells, EPSCs). Використання iPSCs засноване на властивостях специфічних 
білків плюрипотентних стовбурових клітин (pluripotent stem cells, PSCs), які при надмірній експресії можуть 
перепрограмувати соматичні клітини. Це досягається за допомогою факторів транскрипції OCT4, KLF4, SOX2 
і c-Myc, які відповідають за збереження плюрипотентності кінцевої клітини.
Генерування iPSCs проводиться методами, заснованими на вірусних та невірусних векторах. Методи з вико-
ристанням вірусів призводять до високої ефективності інтеграції в геном, але мають обмеження щодо безпеки.
Хоча iPSCs можуть бути застосовні в регенеративній медицині, для моделювання захворювань та скринінгу 
ліків, деякі проблеми, пов’язані з  використанням iPSCs (такі як низька ефективність перепрограмування та 
ризик канцерогенезу), все ще не вирішені.
Також існують перешкоди для терапії стовбуровими клітинами (stem cells, SCs), такі як функціональна незрі-
лість β-клітин, отриманих від SCs, ризик виникнення пухлини та імунне відторгнення трансплантата, які ви-
магають подальших досліджень.
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Використання методів регенеративної ме-
дицини для лікування цукрового діабету (ЦД) 
потребує точних знань щодо ембріонального 
розвитку ПЗ. ПЗ є одночасно органом трав-
лення, який бере участь у засвоєнні нутрієнтів 
шляхом вироблення травних ферментів, і  ен-
докринним органом, який регулює метаболізм 
клітин через контроль внутрішньоклітинного 
транспорту глюкози. Функцію травлення за-
безпечують ацинарні клітини, які виділяють 
травні ферменти в протоки ПЗ [1]. Ендокринні 
клітини ПЗ об’єднані в  острівці Лангерганса, 
які складаються з різних функціональних клі-
тин. Ендокринна ПЗ складається з 5 основних 
типів секреторних клітин: α-клітин, які екс-
пресують глюкагон; β-клітин, які експресують 
інсулін; δ-клітин, які експресують соматоста-
тин; γ-клітин, які експресують поліпептид ПЗ; 
і  ε-клітин, які експресують грелін. У  дорос-
лих осіб 60% острівцевих клітин складають 
β-клітини, а 30% — α-клітини. Різні типи ендо-
кринних клітин в острівцях Лангерганса вста-
новлюють паракринну мережу та взаємодіють 
з  пептидами, які беруть участь у  аутокрино-
опосередкованій секреції гормонів [2].

Як було встановлено, ембріональний роз-
виток людини  — це 23-стадійний процес. 
Розвиток ПЗ починається на 9 стадії Карнегі 
(Carnegie stage 9, CS9) від передньої кишки 
первісної ентодерми. Специфікація просто-
ру ПЗ визначається сигналами, які походять 
від мезодерми, включаючи трансформуючий 
фактор росту β (transforming growth factor 
beta, TGF-β), ретиноєву кислоту (retinoid acid, 
RA) та фактор росту фібробластів (fibroblast 
growth factor, FGF)  [3]. Фактори росту ПЗ 
та гомеобокс ПЗ та дванадцятипалої кишки 1 
(pancreatic and duodenal homeobox 1 (PDX1), 
також відомий як insulin promoter factor 1) є 
ключовими для початкового розвитку ПЗ [4].

Перший крок  — це інвагінація передньої 
кишки в спинний і черевний зачатки, які зго-
дом зростаються з утворенням ПЗ. Зачатки ПЗ 
утворені багатошаровим епітелієм, який сто-
хастично поляризується, утворюючи мікролю-
мени, що згодом формують протоки ПЗ. Дор
сальні та вентральні зачатки ПЗ асоційовані 
з появою SOX9 (growth factors sex-determining 
region Y (SRY)-box 9), PDX1  та GATA-
зв’язуючого білка 4 (GATA binding protein 
4, GATA4), які необхідні для подальшого 

росту ПЗ (стадії CS10-13) (рис.  1). Під час 
стадії CS13 у дорсальному зачатку починають 
з’являтися мікролюмени, що є першою озна-
кою мережі екзокринних канальців, які з  ча-
сом зливаються з  кишківником. У  мишей та 
людей проліферація залежить від сигналів із 
мезенхіми, а  також є результатом міжклітин-
ної взаємодії, зокрема через шлях Notch, який 
активує фактор транскрипції HES1 [4, 5].

Ендокринна диференціація відбувається 
від мультипотентних або біпотентних попе-
редників з  ендокринних протоків і  відзна-
чається експресією фактора нейрогенін‑3 
(Neurogenin‑3, NGN3), який контролює різні 
фактори транскрипції, що визначають ідентич-
ність клітин в острівцях Лангерганса (рис. 1). 
Експресія NGN3 швидко зростає після ембрі-
онального періоду, із початком появи феталь-
них α-клітин, а потім β-клітин, які виробляють 
інсулін і є переважним типом острівцевих клі-
тин при розвитку людини. Після тимчасового 
збільшення експресії NGN3 ці прогенітори 
зупиняють проліферацію і  диференціюються 
в ендокринні клітини. Було помічено, що екс-
пресія NGN3 необхідна для спрямування клі-
тин-попередників до ендокринної долі, оскіль-
ки NGN3-нульові миші повністю позбавлені 
ендокринного лінеажу кишківника та ПЗ  [8]. 
Хоча результати досліджень щодо факторів, 
які контролюють диференціацію різних типів 
клітин в острівцях ПЗ, не є остаточними, такі 
фактори, як paired box 4 (PAX4), ядерний фак-
тор гепатоцитів 4 альфа (hepatocyte nuclear 
factor 4α, HNF4α), ядерний фактор гепатоци-
тів 3-β (hepatocyte nuclear factor 3-β/forkhead 
box protein A2, HNF3β/FOXA2), Nirenberg 
and Kim homeo box 6.1 (NKX6.1), motor neuron 
and pancreas homeobox‑1 (MNX‑1), V-maf 
musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 
homolog A (MAFA) та PDX‑1 відіграють важ-
ливу роль у  формуванні, диференціації та 
функціонуванні β-клітин (рис. 1) [9, 10]. Екс-
пресія мРНК PDX‑1 обмежена лише ендо-
кринними клітинами ПЗ і  зберігається у  до-
рослих β-клітинах. PDX‑1 містить три основні 
сайти ініціації транскрипції, і  в  β-клітинах 
кожен із цих сайтів може бути активований 
зв’язуванням певних факторів транскрипції. 
Такі тканини, як ПЗ та печінка, не здатні до ре-
генерації, оскільки ендокринних попередників 
та дорослих SCs ПЗ немає у зрілих тканинах. 

ISSN 1680-1466’  ЕНДОКРИНОЛОГІЯ’ 2022, ТОМ 27, № 1

44



V E R T E

Таким чином, регенерація β-клітин залежить 
головним чином від реплікації β-клітин, яка 
зменшується зі старінням [4, 11].

Сучасні стратегії створення IPCs в  основ
ному базуються на підходах, що імітують нор-
мальний розвиток ПЗ. Отримані IPCs повинні 
експресувати специфічні біологічні маркери 

нормальних β-клітин, які ідентифікують кін-
цевий статус диференціації, такі як MAFA (ба-
зовий фактор транскрипції з  лейциновою за-
стібкою, що експресується в зрілих β-клітинах 
і  відсутній у  клітинах-попередниках ПЗ та 
інших типах клітин), NEUROD1 (знаходить-
ся нижче фактора NGN3 в  регуляторному 

Рис. 1. Транскрипційні фактори, які беруть участь у розвитку і дозріванні β-клітин in vivo.

Примітки: А. Описано важливі етапи розвитку та дозрівання β-клітин in vivo, які в основному включають дистальну ентодерму передньої кишки, 
ентодерму ПЗ, ендокринний прогенітор, незрілі та зрілі β-клітини, а також ключові фактори транскрипції [6].
В. Експресія ключових факторів транскрипції на різних стадіях диференціювання мультипотентних попередників ПЗ (multipotent pancreatic 
precursors, MPC) у різні лінії клітин ПЗ; експресія NKX6.1 починається на стадії MPC, продовжується в ендокринній лінії і обмежується 
β-клітинами [7]. Деталі в тексті.

Fig. 1. Transcription factors involved in the development and maturation of β-cells in vivo.

Notes: A. Important stages of in vivo β-cell development and maturation are described, which mainly include distal foregut endoderm, pancreatic endoderm, 
endocrine progenitor, immature and mature β-cells, and key transcription factors [6].
B. Expression of key transcription factors at different stages of multipotent pancreatic precursors (MPC) differentiation into different pancreatic cell lines. 
Expression of NKX6.1 begins at the MPC stage, continues in the endocrine line and is limited to β-cells [7]. Details in the text.
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ланцюгу, що експресується в  більшості ендо-
кринних клітин ПЗ, включаючи β-клітини), та 
PDX1/NKX 6.1 (обмежена спільна експресія 
в  β-клітинах), а  також основні функціональ-
ні особливості дорослих β-клітин, включаю-
чи стимульовану глюкозою секрецію інсуліну 
(glucose-stimulated insulin secretion, GSIS) та 
секрецію С-пептиду (рис.  1). Так, було по-
казано, що функціональні SC-β-клітини мо-
жуть бути згенеровані з iPSCs людини (human 
iPSCs, hiPSCs), отриманих із фібробластів 
шкіри пацієнтів із ЦД 1-го типу (ЦД1) in vitro. 
Ці клітини дуже схожі на одержані з  ембріо-
нальних стовбурових клітин людини (human 
embryonic stem cells, hESCs) і  недіабетичних 
hiPSC та схожі, але не ідентичні дорослим 
β-клітинам. ЦД1 SC-β-клітини експресують 
маркери, знайдені в  β-клітинах, включаючи 
NKX6-1 і PDX1, і характеризуються глобаль-
ним патерном експресії генів, подібним до до-
рослих β-клітин. ЦД1 SC-β-клітини функці-
онують in vitro та in vivo, реагуючи на рівень 
глюкози, посилюючи секрецію інсуліну люди-
ни та контролюючи після трансплантації рі-
вень глюкози в діабетичних мишей. Після хі-
мічно-індукованого стресу ЦД1 SC-β-клітини 
втрачають експресію маркерів β-клітин. Ці 
клітини також реагують на цитокіновий стрес, 
якому можна частково запобігти лікуванням 
Alk5i. Нарешті, ці клітини також реагують на 
відомі протидіабетичні препарати, які поси-
люють секрецію інсуліну [12-20].

Зазвичай схеми формування функціональ-
них IPCs з  hPSCs були засновані на імітації 
розвитку in vivo ембріональної ПЗ. Основні 
етапи розвитку ембріональної ПЗ включають 
розвиток дефінітивної ентодерми (definitive 
endoderm, DE), примітивної кишкової труб-
ки (primitive gut tube, PGT), попередника ПЗ 
(pancreatic progenitors, PP), ендокринного 
попередника (endocrine progenitor, EP) та ен-
докринних клітин, що експресують гормони. 
Додаючи на кожній стадії різноманітні цито-
кіни (наприклад, епідермальний фактор росту, 
bFGF) та модулятори сигналінгу (наприклад, 
кісткові морфогенетичні білки, інгібітори 
γ-секретази) для активації або пригнічення 
специфічних шляхів передачі сигналів (Notch, 
Wnt), які беруть участь у  генерації дорослих 
β-клітин, досягають того, що клітини hPSCs 
набувають фенотипу β-клітин [16, 21, 22].

Було розроблено більш детальний прото-
кол і  створені зрілі та функціональні IPCs із 
hPSCs, які були порівнювані з  β-клітинами 
людини. Протокол диференціації було поді-
лено на 7 послідовних стадій. Отримані клі-
тини експресували ключові маркери зрілих 
β-клітин, таких як MAFA, PDX1/NKX6.1  та 
INS, і  демонстрували функціональну подіб
ність із людськими острівцями після транс
плантації in vivo. Ці β-подібні клітини швидко 
усували гіперглікемію в  стрептозотоцин-діа-
бетичних мишей, секретуючи С-пептид та ін-
сулін [22].

Експресія NGN3 позначає початок ендо-
кринної диференціації. Попередні досліджен-
ня підтвердили, що інгібування сигнально-
го шляху Notch за допомогою інгібіторів 
γ-секретази або інгібіторів BMP має істотне 
значення для індукції NGN3, із подальшим 
додаванням фактора росту фібробластів‑10 та 
фактора росту кератиноцитів (keratinocyte 
growth factor, KGF), що призводить до на-
дійної генерації PDX1+-попередників ПЗ та 
збільшення експресії інсуліну в  потомстві, 
похідному від hPSCs [16, 22]. Однак було по-
казано, що застосування інгібіторів кісткового 
морфогенетичного білка (bone morphogenetic 
protein, BMP) сприяло передчасній індукції 
ендокринної диференціації в PDX1+ поперед
ників ПЗ і може зменшити утворення полігор-
мональних клітин. Наступне додавання RA та 
факторів росту епідермісу (epidermal growth 
factor, EGF)/KGF ефективно індукувало утво-
рення клітин-попередників PDX1+/NKX6.1+, 
які диференціювалися в  IPC in vitro  [16]. Є 
дані, що додавання селективного інгібітора 
кінази глікогенсинтази‑3β (glycogen synthase 
kinase 3 beta, GSK‑3β) (замінника Wnt3a) під 
час індукції дефінітивної ентодерми значно 
знижувало рівень загибелі ентодермальних 
клітин [12].

Методи диференціації hESCs до β-клітин 
включають культивування клітин протягом 
5  днів у  середовищі з  низьким вмістом сиро-
ватки та активіном А  в  моношарових куль-
турах із клітинами-фідерами. Так ці клітини 
диференціюються до дефінітивної ентодерми. 
Пізніше протокол було розширено для гене-
рування ендокринних клітин, що секретують 
інсулін та які реагують на різну концентрацію 
глюкози  [23]. Застосування RA, інгібування 
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sonic hedgehog (Shh) за допомогою циклоспа-
міну та додавання FGF10 дозволили отримати 
клітини, які експресували PDX1, NGN3 та ін-
сулін і демонстрували хорошу реакцію на глю-
козу [24]. Включення бутирата натрію, що по-
силює дію активіну А і модулює шляхи WNT, 
BMP та TGF-β  [25], покращило вихід hβ-
клітин, отриманих зі SCs. Модифікація про-
токолів для специфічного продукування ендо-
кринних клітин шляхом культивування клітин 
з EGF, Noggin та нікотинамідом дала популя-
цію з 70% клітин, що експресують NKX6.1 [26]. 
Введення вітаміну С покращувало продукцію 
клітин, які експресують MAFA, та підвищу-
вало ефективність диференціювання шляхом 
епігенетичної модифікації. Відомо, що вітамін 
С  має здатність модулювати гістонові деме-
тилази та може посилювати експресію деяких 
генів [29]. Також вводили трийодтиронін (Т3) 
та інгібітор рецептора 1  трансформуючого 
фактора росту β (activin receptor-like kinase‑5/
transforming growth factor beta receptor 1, 
ALK5/TGF-bR1). За цим протоколом було 
одержано β-клітини, які реагували на глюкозу, 
але із затримкою  [28]. Крім того, було засто-
совано антагоніст шляху Shh (SANT1), а після 
отримання панкреатичних клітин-попередни-
ків, вводили інгібітор рецептора BMP 1  типу 
(4-[6-[4-(1-Piperazinyl)phenyl]pyrazolo[1,5-a]
pyrimidin‑3-yl]-quinoline hydrochloride, LDN), 
T3, інгібітор γ-секретази (XXI), гепарин, ін-
гібітор рецептора ІІ alk5 (alk5i) та β-целюлін 
(із  сімейства EGF)  [29]. Нещодавня іденти-
фікація клітин, отримана після диференці-
ації PSCs, продемонструвала клітинну нео-
днорідність зі специфічними групами клітин 
на різних стадіях. Попередники клітин ПЗ 
було ідентифіковано на стадіях 3  та 4. На-
прикінці стадії 4 спостерігали появу попере-
дників із NKX6-1, а  також перших клітини 
α-типу. Нарешті, на стадіях 5 та 6 спостеріга-
ли три класи ендокринних клітин із маркером 
CHGA: β-клітини, що експресують Ins, NKX6-
1, Isl1  та інші маркери β-клітин; α-клітини, 
що експресують глюкагон (Gcg), Arx, Irx2 
(Iroquois homeobox 2) та Ins; та тип ендокрин-
них клітин, які експресують CHGA, трип-
тофан-гідроксилазу 1 (Tph1), Lmx1α (LIM 
homeobox transcription tactor 1 α) та Lc18a1 
(C-type lectin domain family 18), що найбіль-
ше нагадує ентерохромафінні клітини [29-31]. 

Спостереження за ентерохромафіноподібними 
клітинами всередині острівців, які показали 
схожість з β-клітинами, свідчать про існуван-
ня залежності між долею β-клітин та ентерох-
ромафінних клітин. Це крок вперед у визнанні 
складного переплетіння клітинної фізіології 
в  острівцях ПЗ. Опис стадій диференціації 
PSCs дозволив уточнити процес дозрівання 
β-клітин in vivo. Однак функція трансплан-
тованих клітин вимагає подальшого вивчен-
ня подій, які призводять до тісної координа-
ції між секрецією інсуліну та рівнем глюкози 
в  сироватці крові. Загалом, зрілі β-клітини 
виділяють однаковий рівень інсуліну у відпо-
відь на глюкозу та калій, а в незрілих β-клітин 
така координація відсутня. Нещодавно було 
показано, що групування ендокринних клі-
тин або експресія регуляторів мітохондріаль-
ної активності індукує становлення метабо-
лізму, стимулюючи окислювальне дихання 
мітохондрій, — ключовий процес для секреції 
інсуліну в зрілих β-клітинах, що дає надію на 
отримання зрілих β-клітин [30, 32].

IPSCs можна перепрограмувати зі сома-
тичних клітин пацієнта (наприклад, із фібро-
бластів) та диференціювати для застосування 
в ураженій тканині [33]. Використання цього 
типу клітин має перевагу тому, що знижує 
ймовірність імунного відторгнення в  реци-
пієнта, а  також дозволяє уникнути етичних 
проблем, пов’язаних із використанням 
EPSCs  [34]. Використання iPSCs засноване 
на властивостях специфічних білків PSCs, 
які при надмірній експресії можуть перепро-
грамувати соматичні клітини. Це досягається 
за допомогою факторів транскрипції OCT4, 
KLF4, SOX2  та c-Myc, які відповідають за 
збереження плюрипотентності кінцевої клі-
тини. Ці фактори підтримують здатність 
вже диференційованої клітини переходити 
в плюрипотентний стан. Більш того, фактори, 
пов’язані зі специфічними процесами різних 
зародкових ліній та певних клітинних груп, 
можна використати для покращення функції 
пошкодженої тканини [35, 36]. Кілька дослі-
джень щодо iPSC показали, що вони можуть 
генерувати ангіогенний процес повністю, до-
зволяючи відновити нормальний кровотік 
в  уражених тканинах, де вони були протес-
товані, а це вказує що вони є фундаменталь-
ним та альтернативним джерелом судинної 
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тканини, навіть для лікування ран в організмі 
людини [37].

Генерування iPSCs проводиться метода-
ми, заснованими на вірусних та невірусних 
векторах. Ефективність перепрограмування 
змінюється залежно від використовуваного 
методу. Загалом, методи з  використанням ві-
русів призводять до високої ефективності ін-
теграції в  геном, але мають обмеження щодо 
безпеки  [38]. Більшість iPSCs продукують-
ся з  використанням ретровірусних векторів, 
які інтегрують фактори перепрограмування. 
Ретровірусні вектори можуть спонтанно ін-
фікувати клітини й вставляти свої гени пере-
програмування в  геноми господаря за допо-
могою зворотної транскриптази, що дозволяє 
продовжувати трансгенну експресію. Екс-
пресія ретровірусного трансгена триває поки 
клітини не трансформуються в iPSCs, а потім 
ретровірусний промотор інактивується, мож-
ливо, через епігенетичні модифікації, такі як 
метилювання гістонів [39]. Ці механізми керо-
ваного перепрограмування та автоматичного 
пригнічення вважаються дуже важливими для 
індукції iPSC з соматичних клітин. Були спро-
би налагодити методи перепрограмування, які 
не вимагають вірусних векторів і, водночас, не 
впливають на ефективність процесу  [17, 40, 
41]. З іншого боку, порівняно з EPSCs, iPSCs 
мають деякі відмінності в експресії генів. Епі-
генетичні модифікації iPSCs змушують ці клі-
тини підтримувати «пам’ять» про соматичну 
клітину, з якої вони походять, що може потім 
впливати на диференціацію до клітин, які ма-
ють бути замінені [42].

Попередні спостереження продемонструва-
ли певну обережність у дослідах із клітинами 
iPSC через можливість імунологічного відтор-
гнення навіть при аутологічних транспланта-
тах. Аномальна експресія кількох генів iPSCs 
призводила до індукції імунної відповіді, 
опосередкованої Т-клітинами. Попри ці ре-
зультати  [43], більшість даних свідчить про 
відсутність імуногенності при використанні 
аутологічних iPSCs для трансплантації. Крім 
проблем, які можуть виникнути під час транс
плантації iPSCs, важливо забезпечити вста-
новлення стандартних протоколів для про-
цесів перепрограмування, оскільки більшість 
проблем з  функціональністю або посиленням 

канцерогенності iPSCs спричинені вторинни-
ми змінами геному клітини [44].

Перепрограмування соматичних клітин до 
стану плюрипотентності насправді є складним 
процесом, і цей процес не залежить від єдино-
го молекулярного шляху. Останні результати 
однозначно свідчать про те, що молекулярні 
шляхи для досягнення плюрипотентності мо-
жуть бути різноманітними, залежно від епіге-
нетичного стану клітин-донорів та екзогенних 
факторів транскрипції [45, 46].

Тому модуляція епігеномів шляхом хіміч-
ного втручання та запровадження різних ком-
бінацій факторів транскрипції в різних типах 
клітин-донорів, а  також у  різних видів може 
ще більше покращити наше розуміння меха-
нізмів перепрограмування.

Різні скринінги щодо збільшення та втрати 
функцій (gain- and loss-of-function screenings) 
привели до відкриття специфічних генів та 
молекулярних шляхів, які гальмують або по-
силюють процес перепрограмування  [47, 48]. 
Наприклад, специфічні епігенетичні модифі-
кації, включаючи метилювання ДНК, H3K9 та 
H3K79  та/або активність відповідних фер-
ментів (наприклад, DNMT, HDAC, LSD1  та 
DOT1L) можуть виступати бар’єрами в  про-
цесі перепрограмування. Тому примусове усу-
нення цих епігенетичних бар’єрів шляхом ге-
нетичної інактивації або шляхом гальмування 
хімічними сполуками може посилити або по-
кращити процес перепрограмування  [47, 48]. 
Навпаки, примусова експресія модуляторів 
хроматину, таких як асоційовані з  плюрипо-
тентністю розвитку білки 2 і 4 (developmental 
pluripotency associated 2 and 4, Dppa2 and 
Dppa4), може скинути епігеном соматичних 
клітин до плюрипотентної конфігурації, яка 
посилює ефективність і  кінетику перепро-
грамування. Крім того, інші фактори транс
крипції, включаючи ESRRB, GLIS1, NR5A2, 
PRDM14, RARG, SALL4, TBX3, FOXA2, 
FOXF1, FOXH1 і  LHX1 (LIM homeobox 1), 
можуть суттєво посилити перепрограмуван-
ня при надекспресії разом з  OCT4, SOX2, 
KFL4 та c-Myc [47-50].

Хоча iPSC можуть бути застосовні в  реге-
неративній медицині, для моделювання за-
хворювань та скринінгу ліків, деякі пробле-
ми, пов’язані з  використанням iPSCs, такі як 
низька ефективність перепрограмування та 
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ризик канцерогенезу, все ще не вирішені. Крім 
того, тонкі молекулярні механізми, які беруть 
участь у перепрограмуванні соматичних клітин 
до стану плюрипотентності, ще не з’ясовані. 
Порівняно зі своїми соматичними аналогами, 
PSCs, включаючи ESCs та iPSC, демонстру-
ють високу швидкість гліколізу, подібну до 
аеробного гліколізу в ракових клітинах — яви-
ще відоме як ефект Варбурга (Warburg effect), 
яке є важливим для підтримки властивостей 
SCs (рис.  2). Цей унікальний гліколітичний 
метаболізм в  iPSCs може забезпечити енер-
гію та стимулювати пентозофосфатний шлях, 
який є необхідним для швидкої проліферації 
клітин. Під час перепрограмування соматич-
ні клітини зазнають метаболічного зсуву від 
окисного фосфорилювання (ОФ) до гліколізу, 
викликаного тимчасовою надактивністю ОФ, 
що призводить до ініціації та прогресування 

перепрограмування до iPSCs. Метаболічні 
проміжні продукти та мітохондрії також бе-
руть участь в епігенетичній модифікації, необ-
хідній для процесу перепрограмування iPSCs. 
Серед ключових регуляторних молекул, які 
беруть участь у метаболічних зрушеннях, фак-
тор, індукований гіпоксією (HIF1), контролює 
транскрипцію багатьох таргетних генів, ініці-
ює метаболічні зміни на ранній стадії та під-
тримує гліколітичний метаболізм у пізній фазі 
перепрограмування [51].

Перешкоди для терапії SCs та способи їх 
подолання

ЦД1  — хронічне автоімунне захворюван-
ня, що спричинене специфічним руйнуванням 
β-клітин острівців ПЗ і  характеризується як 
абсолютна недостатність секреції інсуліну. Су-
часна інсулінозамісна терапія забезпечує інсу-
лін нефізіологічним шляхом і пов’язана з руй-
нівними ускладненнями. Було доведено, що 
експериментальна терапія шляхом трансплан-
тації острівців відновлює гомеостаз глюкози 
в людей із тяжким ЦД1. Однак таке лікування 
обмежується багатьма факторами, такими як 
серйозна нестача донорських джерел, поступо-
ва втрата донорських клітин, висока вартість 
тощо. Оскільки PSCs мають потенціал щодо 
утворення всіх клітин, включаючи острівкові 
β-клітини в  організмі, лікування ЦД SCs при-
вернуло велику увагу. Трансплантація острів-
цевих β-подібних клітин, диференційованих 
від hPSCs, може стати альтернативою транс
плантації острівців. У  терапії SCs отримання 
β-клітин із повною секрецією інсуліну in vitro 
має вирішальне значення. Однак після трива-
лих досліджень було виявлено, що β-подібні 
клітини, отримані шляхом диференціювання in 
vitro, все ще мають багато дефектів, включаючи 
відсутність стимульованої глюкозою секреції 
інсуліну дорослого типу та мультигормональ-
ної секреції, що свідчить про те, що культура 
in vitro не дозволяє отримати повністю зрілі 
β-подібні клітини для трансплантації. Велика 
кількість досліджень виявила, що багато фак-
торів транскрипції відіграють важливу роль 
у  процесі трансформації незрілих β-клітин 
острівців людини в  зрілі. Крім того, PDX1, 
NKX6.1, SOX9, NGN3, PAX4 тощо важливі для 
індукції диференціювання hPSCs in vitro. Від-
сутність або недостатня експресія будь-якого 
з  цих ключових факторів може призвести до 

Рис. 2. Метаболічний зсув і пов’язані з ним фактори під час 
перепрограмування клітин до плюрипотентності.

Примітка: DRP1 — динамін-споріднений білок 1; ERR — ядерні рецеп-
тори, пов’язані з естрогенами; HIF — фактор, індукований гіпоксією; 
Mfn — мітофузин; NRF2 — nuclear factor erythroid 2-related factor 2; 
OXPHOS — окисне фосфорилювання; PGC‑1 — peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator‑1; ROS — активні форми кисню; 
TRAIL — TNF-related apoptosis-inducing ligand [51]. Деталі в тексті.

Fig. 2. Metabolic shift and related factors during cells 
reprogramming to pluripotency.

Note: DRP1 — dynamin-related protein 1; ERR — estrogen-related nuclear 
receptors; HIF — hypoxia-induced factor; Mfn — mitofuzin; NRF2 — nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2; OXPHOS — oxidative phosphorylation; 
PGC‑1 — peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator‑1; 
ROS — reactive oxygen species; TRAIL — TNF-related apoptosis-inducing 
ligand [51]. Details in the text.
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дефекту розвитку острівців in vivo і нездатнос-
ті SCs диференціюватися в справжні функціо-
нальні β-подібні клітини in vitro [6].

Функціональна незрілість β-клітин, отри-
маних від SCs. β-клітини в  острівцях згрупо-
вані разом з  альфа-, дельта-, епсилон- і пан-
креатичними поліпептидними клітинами та 
інтенсивно взаємодіють із різними типами 
клітин у  своєму мікрооточенні, включаю-
чи інші ендокринні та неендокринні клітини 
всередині острівця, а  також з  екзокринними 
клітинами поза острівцем. Численні сигнали, 
які отримують β-клітини, мають вирішальне 
значення для їхньої функціональності, ви-
живання, диференціювання та проліферації. 
По-перше, взаємодії β-клітин із β-клітинами 
мають велике значення для належно скоорди-
нованої та синхронізованої секреторної реак-
ції інсуліну на глюкозу, а також для експресії 
генів інсуліну, зберігання, біосинтезу та ви-
вільнення гормону. Взаємодія паракринних 
клітин між різними типами ендокринних ост-
рівцевих клітин також має вирішальне зна-
чення для тонкого налаштування секреторної 
реакції острівців [52, 53]. Так, глюкагон є до-
бре відомим регулятором секреції інсуліну, 
тоді як соматостатин пригнічує як інсулін, так 
і секрецію глюкагону [54]. Важливість міжен-
докринних контактів клітин для дозрівання 
β-клітин продемонстровано посиленням дозрі-
вання β-клітин, отриманих із SCs людини, при 
імітації in vitro кластеризації клітин  [55]. Та-
ким чином, трансплантація острівцевих клас-
терів, а не лише β-клітин, швидше за все, буде 
сприяти контролю глікемії. Окрім взаємодії 
з іншими ендокринними клітинами, β-клітини 
також отримують сигнали від позаклітинно-
го матриксу  [56], ендотеліальних клітин  [57], 
перицитів, нейронів та імунних клітин. Усі ці 
сигнали мікросередовища острівців необхідні 
для дозрівання β-клітин [58].

Примітно, що диференціація не тотожна 
дозріванню. Диференціацію можна визначи-
ти як якісну зміну клітинного фенотипу, що є 
наслідком початку синтезу нових генних про-
дуктів, які в  кінцевому підсумку призводять 
до функціональної компетентності. Дозріван-
ня, навпаки, можна розглядати як кількісну 
зміну клітинного фенотипу або клітинних 
складових білків, що веде до функціональної 
компетентності. Це означає, що навіть коли 

β-клітини, отримані зі SCs, експресують усі 
відомі маркери β-клітин дорослих і  виробля-
ють високі рівні інсуліну, вони самі по собі 
не є функціонально зрілими, оскільки доказ 
функціональності слід шукати в тестах, які ди-
намічно досліджують чутливість β-клітин до 
глюкози та механізм виділення інсуліну. Дуже 
важко, якщо взагалі можливо, забезпечити всі 
сигнали, які β-клітини отримують від свого 
мікрооточення за допомогою спрощених про-
токолів диференціювання in vitro, тому поточ-
ні протоколи для надбання функціональності 
β-клітинами покладаються на дозрівання in 
vivo  [16, 22]. Альтернативний підхід, спрямо-
ваний не на створення зрілих клітин, а на ви-
користання клітин ранньої дефінітивної енто-
дерми або клітин-попередників ПЗ і повністю 
залежить від самокерованої диференціації 
та дозрівання, щоб отримати з  SCs функціо-
нальну масу β-клітин in vivo  [59]. Однак при 
використанні цього підходу потрібно кілька 
місяців, щоб β-клітини стали функціональни-
ми, і  ця чорна скринька дозрівання in vivo не 
дозволяє легко розпізнати її механізми [58].

Визначали профілі експресії генів у  транс
плантатах iPSC- та ESC-острівців людини, які 
були пересаджені діабетичним мишам. Аналіз 
підтвердив, що β-клітини, отримані з  транс
плантованих SCs, здатні секретувати інсулін та 
експресують маркери дозрівання β-клітин INS, 
G6PC2, MAFA, MNX1, SIX2 та UCN3 [60]. Такі 
дослідження надають ресурс для розуміння до-
зрівання β-клітин людини та покращення стра-
тегій диференціації. Забезпечення швидкої ре-
васкуляризації острівців після трансплантації, 
ймовірно, сприятиме виживанню та функціо-
нальності β-клітин. Сигнали, отримані від ендо-
теліальних клітин, мають вирішальне значення 
для розвитку ембріональних β-клітин, а також 
для проліферації, виживання, диференціюван-
ня та функціонування дорослих β-клітин [57]. 
Гіповаскуляризація є не тільки одним із факто-
рів, що сприяють втраті клітин острівців після 
трансплантації, але вона також може призвести 
до дедиференціації β-клітин, оскільки внутріш-
ньопортальні імплантати первинних β-клітин 
людини втрачають свій зрілий фенотип та екс-
пресію ключових маркерів β-клітин [61]. Стра-
тегії покращення реваскуляризації трансплан-
тата зосереджені на постачанні проангіогенних 
факторів, насамперед фактора росту ендотелію 
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судин (vascular endothelial growth factor A, 
VEGF-A), до клітин острівців. VEGF-A є 
ключовим ангіогенним фактором, який се-
кретується β-клітинами, сприяючи міграції 
ендотеліальних клітин, проліферації та вижи-
ванню, а  також для регулювання проникності 
судин  [57]. Білок VEGF-A можна доставляти 
багатьма способами, але особливо цікавим під-
ходом є трансфекція мРНК Vegfa. Цей підхід 
набагато безпечніший порівняно з  методами 
доставлення генів на основі вірусних векторів, 
а  властива йому короткочасна експресія є ви-
гідною порівняно з довготривалою експресією, 
яка є шкідливою для функції острівців і вижи-
вання [58, 62].

Нещодавно було показано, що опосередко-
вана ліпосомами трансфекція клітин острів-
ців людини та миші синтетично модифікова-
ною мРНК Vegfa покращує реваскуляризацію 
трансплантата та збільшує масу β-клітин [63]. 
У сукупності сигнали з мікрооточення острів-
ців мають вирішальне значення для забезпе-
чення належного дозрівання та функціональ-
ності β-клітин. Очікується, що трансляція цих 
ідей на протоколи диференціації SCs покра-
щить результати трансплантації.

Ризик виникнення пухлини. Терапевтичний 
потенціал PSCs величезний і він може змінити 
медицину. Здатність SCs до самовідновлення 
та диференціювання в будь-який бажаний тип 
клітин лежить в  основі цієї перспективи, але 
ці  ж властивості несуть також небезпеку, на-
приклад, ризик розвитку пухлин. Тому було 
розроблено декілька методів та інструментів 
для гарантування безпеки в  терапевтичних 
застосуваннях ESCs та iPSCs людини. По-
перше, пухлиноутворенню можна запобігти 
шляхом трансплантації лише диференційова-
них клітин. Використовуючи такі методи, як 
кластеризація ендокринних клітин і  таргету-
вання на специфічну передачу сигналів, остан-
ні протоколи диференціації дають можливість 
створити більший відсоток зрілих функціо-
нальних β-клітин і  мінімізувати кількість не-
диференційованих клітин-попередників. Та-
ким чином, оптимізація протоколів із  метою 
покращення диференціювання мінімізує ри-
зик виникнення пухлин. По-друге, було роз-
роблено підходи до елімінації або сортування 
недиференційованих PSCs людини in vitro, 
такі як використання хімічних інгібіторів, 

імунологічне таргетування небажаних типів 
клітин або введення суїцидальних генів у  ге-
ном SCs [64, 65].

Хімічна ерадикація недиференційованих 
SCs можлива шляхом додавання низькомоле
кулярних сполук у  культуральне середовище 
для селективного знищення PSCs. Високопро-
дуктивний скринінг ідентифікував інгібітори 
ключового ферменту біосинтезу олеату — стеа-
роіл-КоА-десатурази (stearoyl-CoA desaturase, 
SCD1) як агентів, що специфічно порушують 
життєздатність SCs. Враховуючи, що SCD1 
надекспресується в  iPSC-β-клітинах і  є необ-
хідною для ідентифікації β-клітин, вплив цих 
інгібіторів SCD1 на функцію β-клітин потре-
бує подальшого дослідження  [66]. Імуноло-
гічне таргетування щодо недиференційованих 
SCs базується на використанні цитотоксичних 
антитіл, які спрямовані проти специфічних 
маркерів SCs для їх елімінації, або відокрем-
лення від диференційованих клітин. Напри-
клад, глікан SSEA‑5 є поверхневим маркером 
ESCs людини, який використовувався перед 
трансплантацією для селективного видален-
ня недиференційованих клітин, що утворю-
ють тератоми. Редагування генів також може 
допомогти у  видаленні недиференційованих 
hPSCs. У  інноваційному підході до селек-
тивного видалення пухлиногенних клітин, 
у β-клітини, отримані з ESCs, було введено дві 
касети суїцидальних генів. Це була тимідин-
кіназа вірусу простого герпесу (herpes simplex 
virus thymidine kinase, HSV-TK), яка керува-
лася промотором гена теломерази, селективно 
активного у  недиференційованих клітинах, 
а також нітроредуктаза (NTR), оточена двома 
loxP-сайтами, яка видаляється після експресії 
Cre (cyclization recombinase), під промотором 
гена інсуліну людини. HSV-TK і  NTR чутли-
ві відповідно до ганцикловіру (ganciclovir) та 
алкілуючого агента CB1954 (5-(aziridin‑1-yl)-
2,4-dinitrobenzamide), що дозволяє елімінува-
ти пухлиногенні недиференційовані клітини 
в будь-який потрібний момент, як in vitro, так 
і in vivo [64].

Нарешті, були сконструйовані iPSCs лю-
дини з  індуцибельним суїцидальним геном 
каспази‑9, у яких низькомолекулярний хіміч-
ний індуктор димеризації може ефективно ін-
дукувати апоптоз у >99% клітин [65]. Хоча ці 
методи є інноваційними та перспективними, 
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вони ще не гарантують безпеку після клінічної 
трансплантації.

Імунне відторгнення трансплантата. Ін-
шою серйозною перешкодою для клінічно-
го застосування β-клітин, отриманих із SCs, 
є імунне відторгнення трансплантата через 
невідповідність лейкоцитарного антигена 
людини (HLA). Зараз пацієнти потребують 
введення імуносупресивних препаратів для 
запобігання імунної відповіді до алотран-
сплантата, які можуть мати побічні ефекти, як 
незначні (виразки в  роті, діарея та акне), так 
і  серйозні, що включають підвищений ризик 
важкої інфекції та злоякісних новоутворень. 
Відторгненню алотрансплантата можна за-
побігти, якщо пересадити специфічні для па-
цієнта похідні iPSC, які гарантують ідеальну 
відповідність HLA. Однак одержання таких 
персоналізованих клітин для окремих пацієн-
тів є дуже дорогим, тривалим і навряд чи ста-
не універсальним рішенням для лікування ЦД 
у короткостроковій перспективі. З цією метою 
зараз створюються банки HLA, які містять се-
лективні клітинні лінії з гомозиготними гапло-
типами HLA, які були ретельно відібрані для 
відповідності більшості популяції. Створен-
ня банків клітинних ліній зменшує кількість 
клітинних ліній, необхідних для забезпечення 
трансплантації між генетично неспорідненим 
донором і  реципієнтом, і,  таким чином, зро-
бить терапію SCs більш доступною [67].

Крім того, терапія регуляторними Т-клі
тинами є привабливим підходом для встанов-
лення імунної толерантності до алогенних 
трансплантатів та для уникнення автоімунної 
реакції, що виникає після трансплантації. Вве-
дення регуляторних Т-клітин мишам із впер-
ше виявленим ЦД може відстрочити розвиток 
автоімунного діабету і  подовжити виживан-
ня алотрансплантату острівців. Клінічні ви-
пробування в  пацієнтів із ЦД1 вже показали 
терапевтичну ефективність та безпеку цього 
підходу  [68]. Регуляторні Т-клітини люди-
ни можна виділити, культивувати та розмно-
жити ex vivo перед трансплантацією, однак 
продукція клітин у  терапевтично значущих 
кількостях зі збереженням високої чистоти 
залишається складним завданням  [69]. Регу-
ляторні Т-клітини секретують численні про-
тизапальні цитокіни, які використовуються 
в  клінічній практиці. Нещодавно β-клітини 

були модифіковані шляхом використання 
CRISPR/Cas9 для секретування протизапаль-
ного інтерлейкіну‑10 (interleukin‑10, IL‑10). 
Ген IL‑10 був вбудований у С-пептидний локус 
гена INS1, що призводить до його транскрип-
ції, трансляції та секреції залежно від рівня 
глюкози  [70]. Відомо також, що IL‑10, який 
вбудовується з використанням адено-асоційо-
ваного вірусного вектора, сприяє виживанню 
трансплантата острівців у діабетичних мишей. 
Інша стратегія індукції імунної толерантності 
включає спільне введення добраних типів клі-
тин, таких як мезенхімальні стовбурові кліти-
ни (mesenchymal stem cells, MSCs), які мають 
корисні характеристики, включаючи ангіоге-
нетичний потенціал і модуляцію імунної реак-
ції. Спільна трансплантація острівців з MSCs 
покращує виживання трансплантата [71]. До-
слідження, проведені на різних експеримен-
тальних моделях, починаючи від мишей  [72], 
щурів і  приматів, проілюстрували, що спіль-
не приживлення острівців з  MSCs запобігає 
імунному відторгненню через інгібування 
ефекторних Т-клітин, експансію регулятор-
них Т-клітин і зниження продукції прозапаль-
них цитокінів [58].

В умовах клініки трансплантація острівців 
проводиться через ворітну вену печінки. Од-
нак ця стратегія не допускає спільного при-
живлення з  MSCs, оскільки трансплантовані 
острівці потраплять у  мікроциркуляцію пе-
чінки, а  MSCs внаслідок їх малого розміру  — 
у  легені. Тому клінічна застосованість цього 
підходу залишається обмеженою. Показано, 
що попередня обробка острівців безклітинною 
сумішшю з продуктів MSCs пригнічує імунну 
відповідь і  сприяє позитивним результатам 
трансплантації [73]. Цю стратегію можна лег-
ко реалізувати в  протоколах трансплантації, 
і вона перевершує логістичні та пов’язані з без-
пекою недоліки використання MSC [73-75]. Як 
альтернатива — порушення експресії гена HLA 
може надати PSCs людини гіпоімуногенності. 
Шляхом CRISPR/Cas9-опосередкованої де-
леції бічного ланцюга β‑2-мікроглобуліну мо-
жуть утворюватися клітини без молекул HLA 
I  класу. Крім того, інактивація гена CIITA 
(class II, major histocompatibility complex, 
transactivator), який кодує трансактиватор 
основного комплексу гістосумісності II класу, 
може інгібувати експресію HLA класу II [76]. 
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На жаль, видалення β‑2-мікроглобуліну та-
кож запобігає поверхневій експресії HLA-E 
та HLA-G, які є важливими для підтримки 
толерантності до природних клітин-кілерів 
(natural killer cells, NK). З цієї причини вида-
ляли лише HLA-A/B- та C-гени, щоб запобігти 
опосередкованій CD8+ Т-клітинами цитоток-
сичності, зберігаючи при цьому толерантність 
до NK  [77]. Окрім вилучення генів HLA-A/-
B/-C та CIITA під час використання мульти-
плексного редагування геному, додатково 
вводили імуномодулювальні фактори PD-L1, 
HLA-G та CD47. CD47 є сигналом, який запо-
бігає поглинанню клітин макрофагами [77].

Висновки

Сучасні стратегії створення IPCs базують-
ся на підходах, що імітують нормальний роз-
виток ПЗ. Додаючи на кожній стадії розвитку 
ембріональної ПЗ різноманітні цитокіни та 
модулятори досягають того, що hPSCs набува-
ють фенотипу β-клітин.

iPSCs можна перепрограмувати із соматич-
них клітин пацієнта з використанням вірусних 
та невірусних векторів. Застосуванню iPSCs 
у  регенеративній медицині перешкоджають 
проблеми, пов’язані з  низькою ефективністю 
перепрограмування, ризиком канцерогенезу, 
функціональною незрілістю β-клітин, отри-
маних із SCs та імунним відторгненням тран-
сплантата.
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Список скорочень

ПЗ — підшлункова залоза
ЦД — цукровий діабет
ЦД1 — цукровий діабет 1-го типу
EPSCs  — ембріональні плюрипотентні стовбурові клітини 
(embryonic pluripotent stem cells)
ESCs  — ембріональні стовбурові клітини (embryonic stem 
cells)
hESCs — ембріональні стовбурові клітини людини (human 
embryonic stem cells)

hPSCs  — плюрипотентні стовбурові клітини людини 
(human pluripotent stem cells)
IPCs  — інсулін-продукуючі клітини (insulin-producing 
cells)
iPSCs  — індуковані плюрипотентні стовбурові клітини 
(induced pluripotent stem cells)
MSCs  — мезенхімальні стовбурові клітини (mesenchymal 
stem cells)
PSCs  — плюрипотентні стовбурові клітини (pluripotent 
stem cells)
SCs — стовбурові клітини (stem cells)

Generation of insulin-producing cells from stem 
cells. Somatic cell reprogramming
M.D. Tronko, V.M. Pushkarev, O.I. Kovzun, L.K. Sokolova, 
V.V. Pushkarev
State Institution «V.P. Komisarenko Institute of Endocrinology and 
Metabolism of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine»

Abstract. Modern strategies for creating insulin-producing cells 
(IPCs) are mainly based on approaches that mimic the normal de-
velopment of the pancreas. The obtained IPCs should express spe-
cific biological markers of β-cells, which identify the final status of 
differentiation and respond to changes in glucose concentration in 
the environment.
The main stages in the development of the embryonic pancreas in-
clude the development of the definitive endoderm, the primitive in-
testinal tube, the pancreatic precursor, the endocrine precursor, and 
hormone-expressing endocrine cells. By adding a variety of cytokines 
and signaling modulators to activate or inhibit specific signaling 
pathways involved in the generation of adult β-cells at each stage, 
human pluripotent stem cells (hPSCs) acquire the β-cell phenotype.
Induced pluripotent stem cells (iPSCs) can be reprogrammed from 
the patient’s somatic cells and differentiated for use in the affected 
tissue. The use of this type of cell has the advantage that it reduces 
the likelihood of immune rejection by the recipient, as well as avoids 
the moral problems associated with the use of embryonic pluripo-
tent stem cells (EPSCs). The use of iPSCs is based on the properties 
of specific proteins of pluripotent stem cells, which in overexpres-
sion can reprogram somatic cells. This is achieved through the tran-
scription factors OCT4, KLF4, SOX2 and c-Myc, which are responsible 
for maintaining the pluripotency of the final cell.
IPSCs generation is performed by the methods based on viral and 
non-viral vectors. Viral methods result in high genome integration 
efficiency, but have security limitations.
Although iPSCs may be applicable to regenerative medicine, dis-
ease modeling, and drug screening, some problems associated with 
the use of iPSCs, such as low reprogramming efficiency and the risk 
of carcinogenesis, remain unresolved.
There are also barriers to stem cell therapy, such as functional imma-
turity of stem cell-derived β-cells, the risk of tumor formation, and 
immune graft rejection, which require further studies.
Keywords: stem cells, insulin-producing cells, somatic cell repro-
gramming.
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