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ПОНИМАНИЕ КОНЦЕПЦИИ ПЕРЕПРОГРАММИРОВАНИЯ ВОЗРАСТА 

 
Резюме: Перепрограммирование возраста представляет собой новый метод создания пациент-специфичных тканей 
для трансплантации. Данный метод позволяет обойти цикл повторной дифференцировки, характерный для 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (iPS) и ядерно-трансферных эмбриональных стволовых 
клеток (NT-ES). Данные технологии вызывают большой интерес в регенеративной медицине. Несмотря на 
очевидный потенциал клеточной терапии iPS и NT-ES, существует несколько проблем, которые необходимо 
преодолеть, прежде чем данные методы лечения станут безопасными и рутинными. Альтернативой 
вышеперечисленным методам является перепрограммирование возраста, которое направлено на омоложение 
специализированных функций старой клетки без прохождения де-дифференцировки. Также в отличие от клеточной 
терапии iPS и NT-ES, перепрограммирование возраста не требует прохождения перепрограммирования развития 
через эмбриональную стадию. Работы по перепрограммированию возраста были в основном сосредоточены на 
одном аспекте – эпигеноме. Эпигенетическое омоложение было достигнуто in vitro в отсутствии де-
дифференцировки с использованием факторов перепрограммирования iPS клеток. Исследования динамики 
перепрограммирования эпигенетического возраста (eAge) показали, что отличие eAge от перепрограммирования 
развития может быть в значительной степени объяснено их различной кинетикой. Перепрограммирование 
возраста также было достигнуто in vivo и было показано, что оно увеличивает продолжительность жизни у мышей с 
преждевременным старением. В данной статье приводятся доказательства того, что перепрограммирование 
развития можно регулировать in vitro и in vivo, а также направления будущих исследований для углубления нашего 
понимания данного явления, которое даст значительные преимущества в регенеративной терапии.  
Ключевые слова: перепрограммирование возраста, эпигенетическое омоложение, перенос ядер соматических 
клеток (SCNT), iPS клетки, факторы перепрограммирования, эпигенетические часы, eAge. 
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ЖАСТЫ ҚАЙТА БАҒДАРЛАМАЛАУ ТҮСІНІГІН ТҮСІНУ 
 
Түйін: Жасты қайта бағдарламалау – трансплантация үшін пациентке тән тіндерді жасаудың жаңа әдісі. Бұл әдіс 
индукцияланған плюрипотентті дің жасушаларына (iPS) және ядролық трансферттік эмбриондық дің 
жасушаларына (NT-ES) тән қайта дифференциация циклын айналып өтеді. Бұл технологиялар регенеративті 
медицинада үлкен қызығушылық тудырады. iPS және NT-ES жасушалық терапиясының көрінетін әлеуетіне 
қарамастан, бұл терапиялар қауіпсіз және әдеттегідей болғанға дейін бірнеше қиындықтарды жеңу қажет. 
Жоғарыда аталған әдістерге балама жасты қайта бағдарламалау болып табылады, ол дифференциациядан өтпей, 
ескі жасушаның мамандандырылған функцияларын жасартуға бағытталған. Сондай-ақ, iPS және NT-ES жасушалық 
терапиясынан айырмашылығы, жасты қайта бағдарламалау эмбриональды кезеңнен өту үшін дамуды қайта 
бағдарламалауды қажет етпейді. Жасты қайта бағдарламалау бойынша жұмыс негізінен бір аспектіге, эпигеномға 
бағытталған. Эпигенетикалық жасаруға iPS жасушаларын қайта бағдарламалау факторлары арқылы 
дифференциация болмаған жағдайда in vitro қол жеткізілді. Эпигенетикалық жасты қайта бағдарламалау (eAge) 
динамикасын зерттеу eAge және дамуды қайта бағдарламалау арасындағы айырмашылықты олардың әртүрлі 
кинетикасымен түсіндіруге болатынын көрсетті. Жасты қайта бағдарламалауға да in vivo қол жеткізілді және 
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мерзімінен бұрын қартайған тышқандардың өмір сүру ұзақтығын ұзартатыны көрсетілді. Бұл мақала дамуды қайта 
бағдарламалауды in vitro және in vivo реттеуге болатынын дәлелдейді, сондай-ақ регенеративті терапияда 
айтарлықтай пайда әкелетін осы құбылысты түсінуді тереңдету үшін болашақ зерттеулерге бағыттарды береді. 
Түйінді сөздер: жасты қайта бағдарламалау, эпигенетикалық жасару, соматикалық жасушаның ядролық 
тасымалдануы (SCNT), iPS жасушалары, қайта бағдарламалау факторлары, эпигенетикалық сағат, eAge 
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UNDERSTANDING THE CONCEPT OF AGE REPROGRAMMING 

 
Resume: Age reprogramming is a new method for creating patient-specific tissues for transplantation. This method bypasses 
the re-differentiation cycle characteristic of induced pluripotent stem cells (iPS) and nuclear transfer embryonic stem cells 
(NT-ES). These technologies are of great interest in regenerative medicine. Despite the apparent potential of iPS and NT-ES 
cell therapies, there are several challenges that need to be overcome before these therapies become safe and routine. An 
alternative to the above methods is age reprogramming, which aims to rejuvenate the specialized functions of an old cell 
without undergoing de-differentiation. Also unlike iPS and NT-ES cell therapy, age reprogramming does not require 
developmental reprogramming to go through the embryonic stage. The work on age reprogramming has mainly focused on 
one aspect, the epigenome. Epigenetic rejuvenation was achieved in vitro in the absence of de-differentiation using iPS cell 
reprogramming factors. Studies of the dynamics of epigenetic age reprogramming (eAge) have shown that the difference 
between eAge and developmental reprogramming can be largely explained by their different kinetics. Age reprogramming 
has also been achieved in vivo and has been shown to increase lifespan in prematurely aging mice. This article provides 
evidence that developmental reprogramming can be regulated in vitro and in vivo, as well as directions for future research to 
deepen our understanding of this phenomenon, which will bring significant benefits in regenerative therapy. 
Keywords: age reprogramming, epigenetic rejuvenation, somatic cell nuclear transfer (SCNT), iPS cells, reprogramming 
factors, epigenetic clock, eAge. 
 
ВВЕДЕНИЕ. Эксперименты по клонированию 
животных, основанные на трансплантации ядер 
соматических клеток (somatic cell nuclear transfer, 
SCNT) выявили, что старение является обратимым 
процессом. Изначально пересадка ядер соматических 
клеток применялась к земноводным [1,2], а затем – к 
млекопитающим [3]. Эти важные исследования 
показали, что перепрограммирование ядра 
соматической клетки является процессом, при 
котором зрелые дифференцированные клетки вновь 
приобретают способность к развитию и возрастной 
потенциал. Результатом этого процесса явился 
новорожденный клон, генетически идентичный 
соматической клетке, перенесенной в ооцит-
реципиент. Данный клон обладает нормальной 
продолжительностью жизни, несмотря на то, что для 
его создания была использована соматическая клетка 
стареющего донора [4,5].   
Таким образом, с помощью пересадки ядер 
соматических клеток можно повернуть вспять 
возрастные изменения старых клеток. В недавних 
фундаментальных исследованиях Яманака и его 
коллеги продемонстрировали, что с помощью 
«перепрограммирующих факторов» Oct4, Sox2, Klf4 и 
c-Myc можно даже соматические клетки от 82-летнего 
донора перепрограммировать в индуцированные 
плюрипотентные стволовые (iPS) клетки [6,7]. Важно 
отметить, что стареющие фибробласты пожилых 
доноров можно вернуть в состояние iPS клеток путем 
введения «перепрограммирующих факторов», а затем 
с помощью повторной дифференцировки превратить 
обратно в фибробласты, которые утратили признаки 
старения и приобрели признаки молодых 
фибробластов [8]. Одним словом, получение iPS 
клеток, также, как и эмбриональных стволовых 
клеток, полученных с помощью пересадки ядра (NT-

ES, nuclear transfer embryonic stem cell), способно 
«обнулить» процесс старения клетки (Рис. 1). 
Оба метода могут обратить вспять молекулярные 
признаки старения [9,10]. Так, например, укорочение 
теломер обращается вспять в iPS клетках: после 
индукции теломераза удлиняет теломеры [11]. 
Теломеры также удлиняются в ядрах клонированных 
эмбрионов [12], хотя механизм в этом случае, 
вероятно, более сложный, поскольку использует и 
теломеразу и сестринский хроматидный обмен 
теломерами [13]. Помимо этого, в iPS клетках 
снижается уровень повреждения ДНК  [14] и 
улучшаются функции митохондрий [15]. Клетки, 
полученные в результате дифференцировки iPS 
клеток, теряют экспрессию маркеров старения и 
приобретают профиль экспрессии генов, 
свойственный молодым клеткам [8].  
Приведенные выше методы, использованные для 
демонстрации обратимости процесса старения, 
основаны на повторной дифференцировке 
эмбриональных стволовых клеток или клеток, 
полученных из них. Судя по этим данным, может 
показаться, что омоложение требует прохождения 
через эмбриональную стадию. Примечательно, что 
эмбриональные стволовые клетки и их 
дифференцированные производные являются 
основой для регенеративной медицины, даже 
несмотря на убедительные недостатки их 
применения [16]. Одним из наиболее серьезных 
недостатков является развитие тератом при 
экспрессии «факторов перепрограммирования» in 
vivo [17,18]. Для преодоления этой проблемы, был 
предложен новый подход, называемый 
«перепрограммирование возраста», который обходит 
характерные для SCNT и iPS технологий цикл 
повторного дифференцирования (Рисунок 1). 
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Рисунок 1 - «Перепрограммирование зрелой клетки» напрямую без прохождения промежуточной стадии де-

дифференцировки и повторной дифференцировки, характерной для методов SCNT и iPS. Пересадка ядра 
соматической клетки и ввод «факторов перепрограммирования» возвращают зрелую клетку в состояние 

эмбриональной стволовой клетки (клетки NT-ES и iPS, соответственно). После этого полученные стволовые клетки 
могут быть повторно дифференцированы в омоложенные соматические клетки. По сравнению с SCNT и iPS, 

«перепрограммирование возраста клеток» не проходит эмбриональную стадию (взято с изменениями из [19]). 
 
1. Перепрограммирование возраста клетки и 
эпигенетическое омоложение 
На первый взгляд, перепрограммирование ядра, 
наблюдаемое при SCNT или генерации iPS клеток 
кажется цельным процессом - 
«перепрограммирование развития клетки» в 
эмбриональное, плюрипотентное состояние 
сопровождается «перепрограммированием возраста 
клетки», которое обнуляет возраст донорского ядра 
(Вставка 1). Это является существенным 
препятствием, потому что для того, чтобы омолодить 
старые клетки без де-дифференцировки, необходимо, 
чтобы перепрограммирование способности к 
развитию было отделено от перепрограммирования 
возраста клетки [19–21]. Иными словами, можно ли 
омолодить стареющие клетки без прохождения 
эмбриональной стадии?  
Терминология перепрограммирования.  
Ядерное перепрограммирование – это процесс, 
посредством которого дифференцированная клетка 
вновь приобретает способность к развитию и 
возрастной потенциал. 
Перепрограммирование развития – это процесс, 
посредством которого дифференцированная клетка 
вновь приобретает способность к развитию. 
Перепрограммирование возраста – это процесс, 
посредством которого дифференцированная клетка 
вновь приобретает возрастной потенциал. 
Эпигенетическое омоложение является одним из 
аспектов перепрограммирования возраста и 
представляет собой процесс, посредством которого 
пожилой эпигенотип перепрограммируется в 
молодой эпигенотип. 
Для этого был предложен экспериментальный 
подход, с помощью которого можно было бы 
проверить, можно ли разделить эти два процесса [20]. 
Факторы перепрограммирования iPS клеток должны 
быть введены в стареющие клетки с ранее 
охарактеризованными маркерами старения. При 

продвижении от стареющей клетки к iPS клетке, 
должна быть найдена стадия, на которой маркеры 
старения полностью были утеряны или проявлялись 
бы в значительно меньшей степени (что 
свидетельствовало бы об их омоложении), в то время 
как «частично перепрограммированные» клетки все 
еще проявляли бы свой специализированный 
фенотип, то есть у клеток не проявлялись бы 
признаки де-дифференцировки (см. Рисунок 2A в 
[20]). Такие частично перепрограммированные 
клетки оказались бы омоложенными в аспекте 
старения и тем самым представили бы 
доказательство того, что процессы 
перепрограммирования развития и возраста 
действительно могут быть разделены.   
В первых экспериментальных тестах были 
использованы стареющие человеческие диплоидные 
фибробласты (HDF – human diploid fibroblasts) в 
сочетании с методом анализа индивидуальных iPS 
клеток для измерения динамики важнейшего 
эпигенетического модификатора – HP1β, в 
стареющих клетках до и после начала их 
превращения в iPS клетки [22]. Выбор 
эпигенетического маркера для оценки степени 
омоложения основывался на том, что 
эпигенетические изменения являются одной из 
отличительных черт старения [9,23,24]. Были 
предприняты меры, чтобы исключить де-
дифференцировку путем поддержания клеток на 
среде для культивирования фибробластов, а не в 
среде для стволовых клеток, которая необходима для 
генерации iPS клеток. В результате было показано, 
что подвижность HP1β была обновлена на 9 день 
после введения факторов перепрограммирования, 
хотя этот признак омоложения оказался временным 
(Рисунок 2A). Тем не менее, «эпигенетическое 
омоложение» (Вставка 1) подвижности HP1β 
подтвердило, что перепрограммирование возраста 
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клетки может быть произведено без сопутствующего 
перепрограммирования развития клетки.  
Временное эпигенетическое омоложение HP1β 
свидетельствует о том, что возрастные 
эпигенетические изменения могут быть обращены 
вспять в отсутствии де-дифференцировки. Из 
описанных возрастных изменений наиболее 
известным является метилирование ДНК и, в 
частности, недавно обнаруженные «эпигенетические 
часы», которые могут измерять eAge [23]. Теперь мы 
переходим к эпигенетическим часам и eAge, так как 
недавнее исследование показывает, что eAge 
обеспечивает надежное измерение степени 
эпигенетического омоложения, которое происходит 
во время перепрограммирования возраста.  
Перепрограммирование eAge 
Связь метилирования ДНК со старением давно и 
хорошо изучена [25–31]. В настоящее время эта связь 
имеет прочную статистическую основу благодаря 
разработке «эпигенетических часов» на основе 
уровня метилирования цитозинов в 353 CpG-областях 
в геноме человека [23] (вставка 2).  

Эпигенетические часы могут быть использованы для 
определения эпигенетического возраста eAge 
различных тканей и имеют поразительно точную 
корреляцию с хронологическим возрастом (r = 0,96) 
со средней погрешностью 3,6 года [23,32–34]. 
Точность этого метода выше, чем у других 
биологических маркеров, таких как длина теломер 
[35], и все указывает на то, что eAge может быть 
мерой биологического возраста. В данном контексте 
фундаментальное исследование показало, что eAge 
эмбриональных стволовых клеток и iPS-клеток равен 
нулю [23] (вставка 2). Это подтверждает, что eAge 
был перепрограммирован, т.к. эпигенетический 
возраст eAge iPS клеток был значительно меньше, чем 
у клеток, из которых они были получены. Однако 
вопрос о том, можно ли отделить 
перепрограммирование eAge от 
перепрограммирования на этапе развития, 
приводящего к получению iPS-клеткам, оставался 
открытым.   

 

 
Рисунок 2 - «Эпигенетические часы» и eAge 

 
Хорват [23] разработал «эпигенетические часы», 
основанные на возрастных изменениях в 
метилировании ДНК в 353 «часовых» CpG-областях в 
геноме человека. Метилирование в этих CpG-областях 
происходит не в одинаковом направлении; 
метилирование 193 из 353 CpG увеличивается с 
возрастом, в то время как остальные 160 CpG 
уменьшаются с возрастом. Если графически 
обозначить средневзвешенное значение 
метилирования цитозина по всем 353 CpG областям 
на ординате и хронологический возраста на абсциссе, 
получается кривая, которая представляет собой 
«эпигенетические часы». Отличительной 
особенностью скорости изменения кривой является 
то, что эпигенетические часы имеют высокую частоту 
тиканья до зрелого возраста (~ 20 лет), после чего 
они замедляются до постоянной, устойчивой, 
частоты тиканья. Используя эти эпигенетические 
часы, можно предсказать возраст (или 
эпигенетический возраст, eAge) различных тканей с 
медианной погрешностью 3,6 года. Возраст 
эмбриональных стволовых клеток и iPS-клеток равен 
нулю [36]. Важным аспектом является возможность 

перепрограммирования возраста eAge, то есть 
омоложение без де-дифференцировки ([37]; рисунок 
2A). Изменено на основе рисунка 6B в [23]. 
Ответ на этот вопрос был получен недавно, в 
результате исследования эпигенетического 
омоложения подвижности HP1β [22]. Олова и 
соавторы [37] провели анализ in silico ранее 
опубликованных данных 49-дневного мониторинга 
iPS перепрограммирования человеческих 
фибробластов [38]. Этот анализ показал, что 
перепрограммирование eAge действительно может 
быть отделено от перепрограммирования развития. 
Они наблюдали уменьшение eAge после того, как 
перепрограммирующие факторы были введены в 
фибробласты человека (eAge ~ 65 лет), которое 
началось на 3-7 день. После этого стабильное 
снижение eAge отмечалось на уровне 3,8 года в день, 
и достигло нулевой отметки к 20-му дню (Рисунок 
2B). Примечательно, что снижение eAge началось 
задолго до самой ранней волны экспрессии генов 
плюрипотентности. Экспрессия генов, специфических 
для фибробластов показала более сложную картину: 
два из трех кластеров генов фибробластов 
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демонстрировали быстрое снижение, которое 
достигло плато с 7-го по 15-й день. К этому времени 
произошло значительное снижение eAge. На 35-й 
день окончательно исчезла экспрессия генов 
фибробластов и ознаменовала тем самым потерю 
дифференцировки. К тому времени eAge был равен 
нулю уже на протяжении 15 дней. Таким образом, по-
видимому, перепрограммирование возраста клетки, 
измеряемое с помощью eAge, отделимо от 

перепрограммирования развития (потеря 
соматической идентичности) (Рисунок 2C).  
Снижение eAge в режиме 3,8 года/день удивляет 
своей равномерностью. Предсказуемое снижение 
eAge может предоставить механизм для выбора его 
оптимального значения, с помощью таких 
параметров, как время начала экспрессии факторов 
перепрограммирования iPS клеток, 
продолжительность и уровень их экспрессии. 

 

 
Рисунок 2 - Перепрограммирование возраста с использованием факторов перепрограммирования iPS.  

 
А. Схематическое изображение эксперимента, 
выполненного Манукян и Сингх [22]. Анализ 
флуоресценции после выгорания флуоресцентного 
сигнала (FRAP) показал, что подвижность 
эпигенетического модификатора HP1β в стареющих 
фибробластах человека (показано синим цветом), 
трансдуцированных факторами 
перепрограммирования (OSKML), достигала уровней, 
обнаруженных в молодых фибробластах (показано 
красным цветом) на 9-й день после трансдукции 

(выделено желтым цветом). Эпигенетическое 
омоложение подвижности HP1β является 
кратковременным и возвращается к уровню, 
обнаруженному в зрелых клетках на 12-й день. 
B. Схематическое изображение анализа in silico 
выполненного Оловой и соавторами [37]. Между 3 и 7 
днем после трансдукции человеческих фибробластов 
(eAge ~ 65 лет) факторами перепрограммирования 
OSKM, эпигенетический возраст eAge (показан 
фиолетовой линией) снижается с постоянной 
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скоростью 3,8 года в день (показано фиолетовой 
пунктирной линией) и достигает нуля на 20-й день. 
Анализ экспрессии трех кластеров генов, 
специфических для фибробластов F1, F2 и F3 
(показано серым цветом), показал, что два кластера 
(F2 и F3) проявляли быстрое снижение, а затем их 
экспрессия стабилизировалась в промежутке с 7 по 15 
день. Кластер F1 оставался стабильным в течение 15 
дней. Красная пунктирная линия проходит через 10-й 
день, период, когда наблюдается значительное 
уменьшение eAge, которое продолжает падать, в то 
время как уровни экспрессии F1, F2 и F3 достигают 
плато. После 15 дней экспрессия всех трех кластеров 
снизилась с полным угасанием кластера F1 на 35-й 
день. Увеличение экспрессии кластера 
плюрипотентных генов (обозначено зеленым 
цветом) показало, что они достигают 
установившихся уровней только после достижения 
eAge=0. Гены в кластере генов ранней 
плюрипотентности и кластерах специфических для 
фибробластов генов F1, F2 и F3 перечислены в 
таблице 1 в [37].  
C. Схема, показывающая, что кинетика eAge и 
перепрограммирования развития различны [37]. 
Перепрограммирование eAge упало до нуля к 20-му 
дню. Экспрессия гена фибробластов, отмечающая 
потерю дифференцированного состояния, пропадает 
к 35 дню, после чего устанавливается молекулярное 
состояние iPS-клеток. Красная пунктирная линия 
соответствует тому, что описано на Рисунке 1В. 
Перепрограммирование возраста in vivo. 
Временное эпигенетическое омоложение 
подвижности HP1β было следствием однократного 
воздействия факторами перепрограммирования (Рис. 
2А). В последнее время был сделан значительный шаг 
вперед при использовании цикличной экспрессии 
факторов перепрограммирования [39]. Такие условия 
привели к «частичному перепрограммированию» 
клеток, у которых присутствовали заметные 
признаки омоложения как in vitro, так и, что более 
важно, in vivo (Рис. 3).  
В первоначальных исследованиях in vitro экспрессию 
перепрограммирующих факторов OSKM проводили 
короткими циклами (от 2 до 4 дней) в фибробластах 
мышей с прогерией (LAKI progeria mice) – несущих 
мутацию в гене, кодирующем белок Ламин А (Lamin 
A, Lmna). Эта мутация приводит к быстрому старению 
организма, и мыши с проявлением 
преждевременного фенотипа старения получили 
название LAKI [40]. Кратковременная экспрессия 
факторов перепрограммирования OSKM привела к 
эпигенетическому омоложению двух 
гетерохроматин-специфичных маркеров -  H3K9me3 и 
H4K20me3 (гистоны Н3 и Н4, триметилированные по 
лизинам 9 и 20 соответственно) (Рис. 3;[39]). Помимо 

этого, наблюдалась потеря трех других признаков 
старения: (i) восстановление функции митохондрий, 
проявляющееся как снижение уровня активных форм 
кислорода, (ii) снижение уровня повреждения ДНК, 
определяемое по уровню белка 53BP1 и 
фосфорилированной формы гистона гамма-H2AX, и 
(iii) снижение уровня маркеров стареющих клеток, 
измеряемое по уровню экспрессии металлопротеазы 
MMP13, белка Il-6 и фермента β-галактозидазы (Рис. 
3). Кроме того, наблюдалось восстановление реакции 
на стресс, оцененной на примере p53-
опосредованного противоопухолевого каскада. 
Аналогичные результаты наблюдались на 
культивируемых нормальных фибробластах 
грызунов и человека на поздних пассажах, что 
указывало на то, что эффективность экспрессии 
короткими циклами не ограничивается 
перепрограммированием возраста клеток у мышей с 
прогерий.  
Было сделано два вывода на основе исследований 
фибробластов мышей LAKI после прекращения в них 
экспрессии факторов перепрограммирования OSKM. 
Во-первых, было показано, что признаки клеточного 
старения вновь проявляются, но их можно обратить 
вспять, если повторно провести индукцию 
экспрессии OSKM факторов. Циклическая экспрессия 
OSKM поддерживала обращение вспять возрастных 
фенотипов. Во-вторых, эпигенетические изменения 
являются вероятной причиной старения, по крайней 
мере, in vitro, поскольку введение ингибитора гистона 
лизинметилтрансферазы – хетоцина устраняет 
эффект циклической экспрессии в фибробластах 
LAKI. Циклический режим экспрессии OSKM был 
далее использован in vivo с экспрессией в течение 2 
дней и без экспрессии в течение 5 дней. Этот цикл 
можно повторять неограниченное количество раз. 
Применение цикличной экспрессии OSKM факторов у 
мышей LAKI имело поразительный эффект. Помимо 
восстановления признаков, связанных со старением, 
наблюдалось значительное увеличение медианной и 
максимальной продолжительности жизни ([39]; Рис. 
3). У стареющих мышей дикого типа цикличная 
экспрессия факторов перепрограммирования 
усиливала регенеративную способность β-клеток 
поджелудочной железы и клеток-сателлитов 
скелетных мышц после химического повреждения 
(Рис. 3). Рост тератом или увеличение смертности в 
условия in vivo не наблюдались. «Частичное 
перепрограммирование» не привело ни к потере 
маркеров дифференцировки тканей, ни к появлению 
такого маркера плюрипотентности как Nanog, что 
свидетельствовало о возможности 
перепрограммирования возраста in vivo без процесса 
перепрограммирования развития. 
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Рисунок 3 - Перепрограммирование возраста in vivo.  Схема эксперимента, проведенного Окампо и его коллегами 

в 2016 году [39] 
 

Верхний ряд: Экспрессия факторов 
перепрограммирования OSKM короткими или 
двухдневными циклами с пятидневным перерывом в 
фибробластах мышей линии LAKI с прогерией 
(показано синим цветом) приводит к 
эпигенетическому омоложению, снижению уровня 
повреждения ДНК, уровня маркеров клеточного 
старения, митохондриальной дисфункции и 
клеточного ответа на стресс. Первые четыре 
характеристики являются известными маркерами 
старения [9]. Фибробласты полученные из мышей 
LAKI с прогерией с использованием 
перепрограммированния возраста, отмечены на 
схеме красным цветом. Аналогичные результаты 
были получены и у фибробластов стареющих мышей 
дикого типа и человека.  
Средний ряд: Цикличная экспрессия факторов 
перепрограммирования в клетках мышей LAKI с 
прогерией вызывает снижение уровня повреждения 
ДНК, признаков старения, клеточного ответа на 
стресс и приводит к эпигенетическому омоложению. 
У таких мышей также наблюдалось обновление 
клеток-сателлитов в мышцах после химического 
повреждения. Помимо этого, увеличивалась 
медианная и максимальная продолжительность 
жизни мышей.  
Нижний ряд: Циклическая экспрессия факторов 
перепрограммирования OSKM у мышей дикого типа 
возрастом 12 месяцев вызывала регенерацию β-
клеток в поджелудочной железе и клеток-сателлитов 
мышц после химического повреждения. Остальные 
параметры в этом эксперименте не исследовались, 
поэтому отмечены на схеме вопросительными 
знаками. Стрелка вверх означает увеличение, а 
стрелка вниз – уменьшение того или иного параметра 
в результате цикличной экспрессии факторов 
перепрограммирования OSKM. 
2. Основные вопросы касательно 
перепрограммирования возраста 
В исследованиях in silico [37,41] подробно исследуется 
тема перепрограммирования возраста in vitro и 
поднимаются три разных вопроса. Во-первых, имеют 
ли другие признаки старения схожую с 
перепрограммированием eAge кинетику? Во-вторых, 
существует ли «критическая зона», в которой 
перепрограммирование возрастных признаков имеет 

оптимальное отделение от перепрограммирования 
развития? Идентификация такой зоны позволила бы 
разработать оптимизированные для 
перепрограммирования возраста режимы без де-
дифференцировки, которая в свою очередь может 
увеличить риск тератом, образуемые из-за 
неограниченной экспрессии факторов 
перепрограммирования in vivo [17,18,42]. Наконец, 
третий вопрос – является ли кинетика 
перепрограммирования возраста одинаковой для 
всех типов клеток? Если нет, то время, 
продолжительность и уровни факторов 
перепрограммирования должны быть адаптированы 
для разных типов клеток, особенно in vivo, чтобы 
обеспечить эффективное перепрограммирование 
возраста. 
Частичный ответ на первый вопрос был получен в 
результате экспериментов in silico [37]. Данные 
экспериментов показали, что маркер старения, такой 
как белок-ингибитор клеточного цикла p21CIP1 

(CDKN1A), продемонстрировал повышение 
экспрессии, а также достиг плато в промежутке с 7 по 
15 день (Рис. 4A). Данный профайл экспрессии 
совпадал с тремя кластерами экспрессии генов 
специфичных для фибробластов (Рис. 4A). По 
прошествии 15 дней уровень экспрессии маркеров 
старения снизился достигая минимума примерно в то 
же время, когда происходит потеря 
дифференцировки. Данный результат может стать 
положительным для перепрограммирования 
возраста, поскольку известно, что экспрессия p21 

блокирует индукцию iPS клеток [43]. Тем самым 
задерживая потерю дифференцировки, но при этом 
не влияя на устойчивое снижение эпигенетического 
возраста eAge [37]. Как следствие, увеличение 
продолжительности экспрессии p21 после ввода 
факторов перепрограммирования iPS может усилить 
эффект перепрограммирования возраста остальных 
признаков старения. Однако увеличение 
продолжительности экспрессии ингибиторов 
клеточного цикла будет препятствовать росту 
клеток, необходимых для создания популяции клеток 
для трансплантации.  
Основополагающим принципом метода 
перепрограммирования возраста является его 
многоуровневость, что подразумевает собой 
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возможность регулирования на каждом уровне 
независимо друг от друга [44]. Известно, что при 
отсутствии белка p21 старения можно избежать. При 
этом дифференцированный фенотип человеческих 
фибробластов остается неизменным [45]. Тем самым, 
это позволит генерировать большое количество 
клеток после перепрограммирования возраста. Таким 
образом, сочетание регулируемой экспрессии iPS 
факторов перепрограммирования с контролируемой 
манипуляцией белков-ингибиторов клеточного 
цикла даст возможность увеличить число 
перепрограммированных старых клеток в условиях in 
vitro.   
Чтобы определить «критическую зону» для 
оптимального перепрограммирования возраста, мы 
применили подход, описав сначала потенциальные 
контуры «критического окна», в котором происходит 
перепрограммирование возраста. «Критическая зона» 
может представлять собой период с 7-го по 15-й день 
после введения iPS факторов перепрограммирования 
в фибробластах человека [46]. Существуют три 
доказательства, поддерживающие это утверждение. 
Во-первых, дни 7-15 пересекаются с плато в 
фибробласт-специфической экспрессии, в то время 
как происходит равномерное снижение eAge (Рис. 4А; 
[37]). Во-вторых, эпигенетическое омоложение 
подвижности HP1β происходит в этой зоне на 9-й 
день [22]. В-третьих, изучение индукции iPS-клеток 
выявило фазы «эпигенетической нестабильности» 
или так называемых «неопределенных состояний», 
находящиеся между дифференцированным 
фенотипом и фенотипом эмбриональных стволовых 
клеток, которые длятся примерно от 7 до 15 дней 
после введения факторов перепрограммирования iPS-
клеток [19,47,48]. Крайние точки «критической зоны» 
соответствуют возрасту eAge 50 (7-й день) и 20 (15-й 
день) (выделено желтой полосой на Рис. 4A). Стоит 
отметить, что 15-й день близок к eAge ~ 20, ниже 
которого эпигенетические часы «тикают» быстрее 
[23]. Соответственно, из-за увеличения скорости, 
когда значение eAge опускается ниже критической 
зоны (eAge ~ 20), есть высокая вероятность 
необратимого коллапса eAge до нуля, что является 
характерным для полностью дифференцированных 
iPS-клеток [23]. Достижение нулевой точки вероятно 
способствует прохождению клеток через «точку 
невозвращения» к состоянию плюрипотентных 
стволовых клеток [48].  
В связи с этим, мы предполагаем, что альтернативная 
парадигма циклической экспрессии 
перепрограммирующих факторов iPS [39] может быть 
использована для отсрочки де-дифференцирования и 
продлить период, в котором может выполняться 
перепрограммирование возраста. Экспериментально 
это может быть достигнуто путем поддержания eAge 

выше или внутри «критической зоны», которая 
находится между eAges 50 и 20 (желтая полоса на 
Рисунок 4B). 
Прямые экспериментальные доказательства 
специфических различий в типе клеток в кинетике 
возрастного перепрограммирования отсутствуют. 
Некоторые косвенные доказательства могут быть 
найдены в исследовании «прерванного 
перепрограммирования», в котором использовалась 
докс-индуцированная система для индукции клеток-
предшественников (iPL) из клеток Клара из легких 
(клетки Club-iPL [49]). Следует проявлять 
осторожность при интерпретации этих данных, т.к. на 
настоящий момент не были проведены измерения 
eAge клеток Club и полученных из них докс-
индуцированных клеток Club-iPL. Прерванное 
перепрограммирование занимает недели для 
генерации клеток Club-iPL, тогда как 
перепрограммирование возраста фибробластов 
человека измеряется в днях (Рисунок 4А). Что 
указывает на возможность существования связи 
между типом клеток и кинетикой 
перепрограммирования возраста. Нативные клетки 
Club имеют ограниченную пролиферативную 
способность и поэтому мало пригодны в 
экспериментах по трансплантации. Напротив, клетки 
Club-iPL продуцируются в больших количествах после 
трехнедельной экспрессии факторов 
перепрограммирования iPS, что представляет собой 
продолжительный период, близкий к четырем 
неделям, необходимый для индукции генов, 
связанных с iPS (например, Nanog; [49]). Клетки Club-
iPL не похожи ни на какие известные 
предшественники, но как только экспрессия 
факторов перепрограммирования прекращается, 
клетки Club-iPL становятся фенотипически 
идентичными нативным клеткам Club и могут быть 
использованы для экспериментов по приживлению 
на модели мышиного муковисцидоза. В совокупности, 
эти данные указывают на то, что клетки Club-iPL 
могут быть уникальным типом клеток, индукция 
которых требует некоторой степени де-
дифференцировки. Было высказано предположение, 
что ограниченная де-дифференцировка может 
потребоваться для перепрограммирования возраста 
[19,20], особенно в клетках, невосприимчивым 
перепрограммированию возраста. Главное, чтобы 
после прекращения перепрограммирования функции 
специализированных клеток были сохранены. 
Степень, в которой клетка может быть де-
дифференцирована, при этом все еще будучи 
способной вернуться к своему первоначальному 
фенотипу, также может зависеть от типа клетки 
(Рисунок 5). 
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Рисунок 4 - Сохранение eAge в пределах «критической зоны» задерживает де-дифференцировку, тем самым 

препятствуя перепрограммированию развития и расширяет область,  
благоприятную для перепрораммирования возраста 

 
А. Традиционная концепция получения iPS клеток 
характеризуется экзогенной экспрессией факторов 
перепрограммирования OSKM после трансдукции с 
помощью вируса. Экзогенная экспрессия 
окончательно переходит в эндогенную экспрессию 
OSKM после того, как клетки переводят в среду 
эмбриональных стволовых клеток. На рисунке 
показаны профили экспрессии трех кластеров 
фибробласт специфичных генов (F1, F2 и F3), белка-
ингибитора клеточного цикла p21 (CDKN1A) и 
начальная волна профиля экспрессии генов 
плюрипотентности. Профили экспрессии F1-F3 и p21 
(CDKN1A) выходят на плато в промежутке с 7 по 15 
день, который мы назвали «критическая зона». Эта 
зона выделена желтым цветом на рисунке. Ее 
границы проходят через отметки эпигенетического 
возраста eAge от 50 до 20 (пунктирная линия) (взято 
с изменениями из [44]).  
B. Концепция цикличной экспрессии iPS [39] 
характеризуется всплесками экспрессии генов 

факторов перепрограмирования iPS и 
продолжительными периодами когда экспрессия iPS 
прекращена. В условиях такой модели циклическая 
экспрессия генов iPS факторов экспрессии генов 
приводит к плавному понижению эпигенетического 
возраста eAge в пределах «критической зоны». По 
сравнению с Рисунком 1А в группе ранних генов 
плюрипотентности наблюдается низкий уровень 
экспрессии, в то время как в группах генов F1-F3 
фибробластов уровень остается повышенным. В 
таком случае де-дифференцировка 
приостанавливается, что дает более 
продолжительный интервал времени, в пределах 
которого может происходить перепрограммирование 
возраста. Применяя такой подход к мышам с 
прогерией, удалось перепрограммировать следующие 
4 признака старения: эпигенетические модификации, 
клеточное старение, повреждения ДНК и 
митохондриальную дисфункцию [39]. 
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Рисунок 5 - Кинетика перепрограммирования возраста может зависеть от типа клеток и иметь ограниченную 

степень де-дифференцировки. 
 

(A) Факторы перепрограммирования iPS (OSKM) 
вводятся в старую клетку (показано синим цветом), 
которая проходит короткий путь через зону 
нестабильности, пересекающееся с так называемой 
областью «неопределенных состояний» [48]. Старая 
клетка проходит через перепрограммирование 
возраста и вновь приобретает потенциал старения 
(клетка красного цвета). Выбрав короткий путь, 
клетка не подвергается де-дифференцировке и 
сохраняет свои специализированные функции на 
протяжении всего процесса.  
(B) Старая клетка (показано синим цветом) другого 
типа клеток проходит более длинный путь через зону 
нестабильности, потому что кинетика 
перепрограммирования возраста для этого типа 
клеток идет медленнее. Также может потребоваться 
ограниченная степень де-дифференцировки 
(показано зеленым цветом), но клетка вернется к 
своему специализированному фенотипу (показано 

красным цветом) после выключения факторов 
перепрограммирования. Примером может служить 
перепрограммирование возраста клеток Club по 
более длинному пути и прохождение через де-
дифференцированное состояние, представленное 
клетками Club-iPL [49]. Взято и модифицировано из 
[19]. 
ВЫВОДЫ: Перепрограммирование ядра с помощью 
технологий SCNT и iPS в настоящее время 
воспринимается как непрерывный процесс, 
посредством которого специализированная клетка 
вновь приобретает потенциал развития и старения 
[50,51] (Вставка 1). Возможно, потребуется 
пересмотреть данную точку зрения в связи с 
наличием доказательств того, что 
перепрограммирование ядра является многослойным 
процессом и составляющие его компоненты могут 
быть разделены экспериментально (Рисунок 6).  

 

 
Рисунок 6 - Перепрограммирование ядра как многостадийный процесс. 

 
Перепрограммирование ядра можно разделить на два 
процесса: в первом перепрограммируют возраст 
клетки, во втором - развитие клетки. Процесс 
перепрограммирования зрелых клеток имеет 
несколько составляющих, главными из которых 
являются 9 признаков старения [9]. Жирным 
шрифтом выделены те признаки, которые были 
успешно перепрограммированы экспериментально. К 

ним относятся эпигенетическое омоложение 
[22,37,39], повреждение ДНК [39], клеточное старение 
[39] и митохондриальная дисфункция [39]. Остается 
рассмотреть, могут ли другие признаки (выделено 
серым цветом) перепрограммироваться в зрелом 
состоянии клетки без перепрограммирования 
развития. Перепрограммирование развития также 
изображено многослойным процессом, состоящим из 
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множества различных путей развития (от 1 до n), 
которые могут быть перепрограммированы 
независимо друг от друга. По сути, многоуровневая 
природа перепрограммирования ядер отражает 
ограничения потенциала развития и старения, 
наблюдаемое при переходе от состояния яйца к 
взрослому и старому состоянию: каждое ограничение 
должно быть перепрограммировано для повторного 
приобретения ядром того потенциала, который 
когда-то был ему присущ. 
Существуют значительные доказательства в 
поддержку разделения перепрограммирования ядра 
на перепрограммирование возраста и развития, как и 
первоначально предполагалось [20,52–55,46,56–61]. В 
частности, динамика перепрограммирования 
возраста и развития показывает, что их кинетика 
весьма различается. Измерения с помощью eAge 
показало, что перепрограммирование возраста 
завершается задолго до потери соматической 
идентичности, которая возникает в результате 
перепрограммирования развития (Рис. 2B и C). Кроме 
того, молекулярные признаки старения могут быть 
перепрограммированы по возрасту (омоложение без 
де-дифференцировки; Вставка 1), как наблюдалось 
при эпигенетическом омоложении [22,37,39], 
уменьшении повреждения ДНК и клеточного 
старения [39] и уменьшении дисфункции 
митохондрий [39] (Рис. 2 и 3). Будущие исследования 
определят возможность омоложения других 
признаков старения. Тем самым 
перепрограммирование возраста сможет стать 
независимым и экспериментально отделимым от 
перепрограммирования развития. Также будет 
весьма интересно узнать могут ли признаки старения 
быть перепрограммированы независимо друг от 
друга. 
Перепрограммирование возраста имеет ряд 
преимуществ перед современной регенеративной 
терапией [19], в том числе и прямое 
перепрограммирование, при котором происходит 
транс-дифференцировка фибробластов в клетки 
другого типа без прохождения через эмбриональную 
стадию и репрограммирования признаков старения 
[62,63]. Иными словами, перепрограммирование 
возраста позволяет генерировать омоложенные 
клетки для регенеративной терапии без 
прохождения цикла повторной дифференцировки 
[19] и даже использовать данные технологии в 
исследованиях по регенерации [64–66]. Тем не менее, 
требуется некоторое время до того момента пока 
перепрограммирование возраста можно 
рассматривать как жизнеспособную альтернативу 
разрабатываемых в настоящее время клеточным 
терапиям iPS и NT-ES. Исследования по «прерванному 
перепрограммированию» показали перспективу в 
использовании заместительной клеточной терапии у 
мышей, хотя степень омоложения приживленных 
клеток не была определена [49] (Рис. 5). 
Исследование с использованием мезенхимальных 
стромальных клеток (МСК) показало, что прерванное 
перепрограммирование не омолаживает МСК, хотя 
среди предостережений этого исследования была 
указана inter alia, неконтролируемая гетерогенная 
экспрессия факторов перепрограммирования из 
эписомальных векторов [67]. Перепрограммирование 
возраста in vivo, скорее всего, будет обусловлено 
разработкой эффективных методов доставки 
факторов перепрограммирования в места травм или 

заболеваний. Небольшие молекулы, которые могут 
заменить классические продукты генов 
перепрограммирования [68–70], будут в авангарде 
исследований in vivo из-за свободного пересечения 
клеточных мембран. Адаптация химической природы, 
времени и количества факторов 
перепрограммирования также может добавить 
дополнительное преимущество, заключающееся в 
том, чтобы избежать развития тератом, которые 
могут возникнуть в результате неограниченной 
экспрессии классических факторов 
перепрограммирования iPS in vivo [17,18]. Все это 
цели на будущее. С таким темпом развития 
исследований, пройдет немного времени, прежде чем 
появятся признаки того, что они могут быть 
достигнуты. 
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