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РЕФЕРАТ Клетки дермальной папиллы (ДП) – уникальные региональные стволовые клетки кожи, оказы-
вающие индукционное влияние на формирование и цикл регенерации волосяного фолликула. Ввиду того, 
что клетки ДП являются мультипотентными стволовыми клетками, мы предположили, что эффектив-
ность репрограммирования клеток ДП будет выше, чем эффективность репрограммирования дермаль-
ных фибробластов. При помощи трансфекции лентивирусными конструкциями, которые содержат гены 
репрограммирующих факторов Oct4, Sox2, Klf4 и с-Мус, и добавлении вальпроевой кислоты в условиях 
физиологического уровня кислорода (5%) из клеток ДП человека мы получили индуцированные плюрипо-
тентные стволовые клетки. Эффективность репрограммирования клеток ДП составила ≈ 0.03%, в то время 
как эффективность репрограммирования дермальных фибробластов при тех же условиях составила ≈ 0.01%. 
Таким образом, мы показали, что клетки ДП можно использовать как альтернативный источник индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, клетки дермальной папиллы во-
лосяного фолликула, репрограммирование.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БСА – бычий сывороточный альбумин; иДПК – иПСК, полученные из культуры 
клеток ДП; иПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; клетки ДП – клетки дермальной 
папиллы; ПСК – плюрипотентные стволовые клетки (иПСК и ЭСК); ЭСК – эмбриональные стволовые клет-
ки; ЩФ – щелочная фосфатаза; DMEM/F12 – смесь модифицированной по способу Дульбекко среды Игла 
и субстрата Хэма F12; FBS – фетальная бычья сыворотка (fetal bovine serum); PBS – фосфатно-солевой 
буфер (phosphate-buffered saline). 

ВВЕДЕНИЕ
Одна из актуальных задач в области изучения ство-
ловых клеток – получение индуцированных плю-
рипотентных стволовых клеток (иПСК), которые 
представляют интерес для биологии развития и ме-
дицины. Современные клеточные технологии по-
зволяют получать различные линии иПСК, которые 
можно использовать при моделировании многих забо-
леваний и испытании новых лекарственных средств. 
Развитие терапии, основанной на иПСК, связывают 
с получением продуктов для заместительной фер-

ментной терапии, а в дальнейшем и для нужд кле-
точной трансплантологии. 

Клетки дермальной папиллы волосяного фолли-
кула представляют собой региональные стволовые 
клетки кожи и являются уникальным объектом ис-
следования. Они играют центральную роль в морфо-
генезе и цикле роста волосяного фолликула. В цикле 
роста волоса реорганизация волосяного фолликула 
происходит в результате серии индукционных вза-
имодействий между эпителиальными и мезенхим-
ными клетками кожи. Еще в 1967 г. Oliver показал, 
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что клетки ДП способны индуцировать образование 
волосяных фолликулов [1]. Клетки ДП волосяного по-
крова головы происходят из нервного гребня, клетки 
ДП дорсальной стороны туловища – производные 
дерматома сомитов, а клетки ДП вентральной сторо-
ны туловища берут начало от висцерального листка 
спланхнотома. Известно, что в интактных клетках 
ДП работают сигнальные пути Wnt, BMP и FGF [2]. 
Активация этих сигнальных путей способствует под-
держанию индукционных свойств клеток ДП в куль-
туре. Среди маркеров клеток дермальной папиллы 
выделяют щелочную фосфатазу (ЩФ), версикан, 
cD133 (у мыши), noggin, Lef1. Вероятнее всего, наи-
более точным маркером клеток ДП является ЩФ. 
Наибольшая экспрессия этого фермента достигается 
в раннем анагене. ЩФ рассматривают как индикатор 
индукционной способности ДП. Версикан представ-
ляет собой протеогликан внеклеточного матрикса, 
который синтезируется в анагене. При пассировании 
клеток ДП многие белки, в том числе и упомянутые 
ранее, очень часто не детектируются, и индукцион-
ный потенциал клеток ДП со временем исчезает. 

К началу нашего исследования мы не имели све-
дений о публикациях, посвященных репрограмми-
рованию клеток ДП волосяного фолликула человека. 
Многие авторы считают, что для успешного репро-
граммирования соматических клеток до плюрипо-
тентного состояния необходимо индуцировать в них 
экспрессию четырех транскрипционных факторов 
плюрипотентности – Oct4, Sox2, Klf4 и с-Myc [3–5]. 
Higgins и соавт. [6] показали, что в клетках ДП челове-
ка при культивировании начинают синтезироваться 
Klf4 и с-Myc, которые не детектируются в интактной 
ДП. Другой репрограммирующий фактор, Sox2 [7], на-
оборот, синтезируется в интактной ДП, но не в куль-
туре. Однако двумя годами ранее, в 2010 г., эти авторы 
отвергали факт синтеза Sox2 в клетках ДП человека 
[6]. Принимая во внимание эти сведения, мы посчита-
ли интересным использовать клетки ДП в качестве 
альтернативного источника иПСК, а также проверить 
эффективность процесса их репрограммирования. 
Мы предположили, что в нерепрограммированных 
клетках ДП синтезируются как минимум два (Klf4 
и с-Myc), а возможно, и три фактора репрограммиро-
вания (Sox2, Klf4 и с-Myc), что будет способствовать 
приобретению клетками плюрипотентного статуса. 
Для увеличения эффективности репрограммирова-
ния мы культивировали клетки при добавлении валь-
проевой кислоты [8] в условиях физиологического 
уровня кислорода 5% [9]. Таким образом, задача на-
шей работы состояла в получении иПСК из клеток 
ДП человека, оценке эффективности репрограмми-
рования в подобранных условиях и в многосторонней 
характеристике полученных иДПК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Культивирование клеток
В работе использовали следующие культуры клеток: 
клетки ДП волосяного фолликула человека; эмбри-
ональные стволовые клетки (ЭСК) человека линии 
heSMК05, любезно предоставленные М.А. Лагарь-
ковой (Институт общей генетики им. Н.И. Вавилова 
РАН); первичную культуру эмбриональных фибро-
бластов мыши (МЭФ).

Клетки ДП человека выделяли по методике, ко-
торую применяют в нашей лаборатории [10]. Клетки 
культивировали в среде AmnioMAX II (Gibco) с добав-
лением 50 ЕД/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептоми-
цина («ПанЭко»). Смену среды осуществляли каждые 
3–4 дня. Клетки по достижении субконфлюентного 
монослоя пассировали в соотношении 1 : 3. ЭСК чело-
века линии heSMК05, а также полученные в резуль-
тате репрограммирования иПСК человека растили 
в среде mteSr™ 1 (SteMceLL technologies) при 37°С 
в атмосфере 5% cO2

 и 5% O
2
. ПСК пассировали либо 

механически с помощью пипетки с пластиковым на-
конечником, либо инкубацией в растворе 1 мг/мл дис-
пазы (SteMceLL technologies). В качестве субстрата 
для культивирования применяли комплекс белков 
внеклеточного матрикса и протеогликанов – матри-
гель (BD Biosciences). Среду заменяли каждый день. 

Получение клонов иДПК
Клетки ДП на третьем пассаже (0.5 млн в чашке 
Петри диаметром 30–60 мм) инфицировали в те-
чение ночи лентивирусными векторами, несущи-
ми гены плюрипотентного состояния клеток (Oct4, 
Sox2, Klf4 и c-Myc), в среде для культивирования 
клеток ДП при 37°С в атмосфере 5% cO

2 
и 5% O

2
. 

Для улучшения эффективности инфицирования до-
бавляли 5 мкг/мл полибрена (Sigma). Смену среды 
производили через день при добавлении химиче-
ских соединений, увеличивающих эффективность 
репрограммирования: 2 мМ вальпроевой кислоты 
(Sigma) и 50 мкг/мл аскорбиновой кислоты (Sigma). 
Через 7 сут среду для репрограммирования заменя-
ли на среду для плюрипотентных стволовых клеток 
mteSr™ 1 (SteMceLL technologies). Среду заменя-
ли каждый день. На первых пассажах клетки пересе-
вали механически на митотически неактивные МЭФ 
до начала контактирования колоний, а затем на пла-
стик, покрытый матригелем (BD Biosciences). Первый 
пересев клеток производили на чашки Петри диаме-
тром 100 мм и отменяли упомянутые выше добавки. 
Через 2–3 недели после пассирования клоны иПСК 
отбирали по поверхностному маркеру ПСК tra-1-60 
с помощью прижизненного иммуномечения и меха-
нического отбора положительных клонов. 
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Тест на активность щелочной фосфатазы
Для выявления щелочной фосфатазы использовали 
набор nBt/BcID (roche) согласно протоколу произ-
водителя.

Иммуноцитохимия и проточная цитофлуориметрия
Для иммунофлуоресцентного анализа клетки фик-
сировали в 4% растворе параформальдегида. Клетки 
инкубировали с первичными антителами (табли-
ца) в течение ночи при 4°С в PBS с 1% БСА (Helicon) 
или 5% FBS (BioWest), со вторичными антителами Al-
exa Fluor 488, Alexa Fluor 594 или texas red – в тече-
ние 60 мин при комнатной температуре. Ядра докра-
шивали 4,6-диамидино-2-фенилидолом (DAPI) в PBS 
в течение 10 мин при комнатной температуре (Vector 
Laboratories). Препараты анализировали с помощью 
флуоресцентного микроскопа Olympus IX51 (Olym-
pus) и цифрового фотоаппарата coolpix 8700 (nicon). 
Количественную оценку клеток, экспрессирующих 
поверхностные антигены ПСК, проводили с помощью 
проточного цитофлуориметра cell Lab Quanta™ Sc 

(Beckman coulter). В каждой пробе анализировали 
не менее 30000 клеток в трех повторностях.

Тест на активность теломеразы
Активность теломеразы в клетках проверяли с по-
мощью trAPeZe® XL telomerase Detection Kit (Mil-
lipore). В качестве фермента для ПЦР использовали 
полимеразу encyclo («Евроген»). 

Определение экспрессии генов методом ОТ-ПЦР
Суммарную РНК выделяли с помощью Quick-rnA™ 
MiniPrep (Zymo research) по предложенной фирмой 
инструкции с некоторыми модификациями. Обрат-
ную транскрипцию (ОТ) проводили с помощью набора 
для ОТ-ПЦР, используя олиго(dТ)15-праймеры («Си-
лекс»). ПЦР проводили с использованием ScreenMix-
HX («Евроген»). Праймеры подбирали из банка данных 
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html 
и согласно статье Ohnuki и соавт. [11]. ПЦР проводили 
с помощью амплификатора фирмы Bio-rad. Продук-
ты ПЦР разделяли электрофоретически в 2% агароз-

Список антител, использованных в работе

Антитела (антигены) Фирма-производитель Продуцент  
антител

Рабочее  
разведение

Oct4 Millipore (MAB4401) Мышь 1 : 200

Sox2 cell Signalling (#3579) Кролик 1 : 250

nanog Abcam (ab80892) Кролик 1 : 400

SSeA3 SteMceLL technologies (#01553) Крыса 1 : 100

SSeA4 Abcam (ab16286) Мышь 1 : 250

tra-1-60 Abcam (ab16288) Мышь 1 : 100

tra-1-81 SteMceLL technologies (#01556) Мышь 1 : 300

Десмин Abcam (ab15200) Кролик 1 : 200

Нестин Millipore (MAB5326) Мышь 1 : 200

Даблкортин Abcam (ab77450) Кролик 1 : 200

β-III-тубулин Millipore (MAB1637) Мышь 1 : 100

Нейронспецифичная енолаза Dakocytomation (M087329) Мышь 1 : 200

Виментин Abcam (ab8978) Мышь 1 : 200

Пан-цитокератин Santa-cruz (sc-81714) Мышь 1 : 20–1 : 50

Остеопонтин Millipore (MAB3057) Крыса 1 : 350

Остеонектин Millipore (AB1858) Кролик 1 : 500

Hnf4α Santa-cruz (sc-8987) Кролик 1 : 50

Foxa2 Millipore (#07-633) Мышь 1 : 100

Альфа-фетопротеин r&D Systems (MAB1368) Мышь 1 : 200

Альбумин r&D Systems (MAB1455) Мышь 1 : 250

cK8 Millipore (04-588) Кролик 1 : 200

cK18 Millipore (MAB3234) Мышь 1 : 100

Alexa Fluor 488 Molecular Probes (# A-11029, A-21206, A-21208) Коза, осел 1 : 500

Alexa Fluor 594 Molecular Probes (# A-11032) Коза 1 : 500
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ном геле в Трис-ацетатном буфере и визуализирова-
ли с помощью УФ-анализатора гелей (Biorad). 

Определение экспрессии генов методом ПЦР 
в реальном времени
ПЦР в реальном времени проводили с исполь-
зованием HS-SYBr («Евроген»). Анализирова-
ли кДНК, полученную в ходе обратной транс-
крипции. В одну реакцию брали кДНК (из 15 нг 
РНК), по 10 мкМ каждого праймера. Прайме-
ры подбирали из следующих банков праймеров: 
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html 
и http://medgen.ugent.be/rtprimerdb. Для построе-
ния стандартной кривой использовали растворы 
кДНК, разбавленные в 4, 16, 64 и 256 раз, с трех-
кратной повторностью. Амплификацию проводили 
согласно следующей программе: 95°С – 10 мин; да-
лее 40 циклов, состоящих из двух этапов: 95°С – 15 с, 
60°С – 1 мин, с помощью прибора 7500 real-time Pcr 
System (Applied Biosystems). На втором этапе каждо-
го шага цикла фиксировали флуоресцентный сигнал, 
который использовали для построения амплифика-
ционной кривой. После 40 циклов строили кривую 
плавления продуктов реакции для проверки специ-
фичности реакции и отсутствия побочных продук-
тов.

Получение, культивирование и анализ 
эмбриоидных телец (ЭТ)
ЭТ получали культивированием в среде AggreWell™ 
(SteMceLL technologies) либо в среде DMeM/F12 
(Gibco), содержащей 20% заменитель сыворотки 
KSr (Gibco), 1× neAA (Gibco), 1× GlutaMAX (Gibco), 
50 ЕД/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина 
(«ПанЭко»). Каждое эмбриоидное тельце формиро-
валось в висячей капле, после чего выращивалось 
в ultra Low Adhesion Plates (corning) в суспензии 
без прикрепления клеток к пластику. Смену среды 
проводили каждый день. ЭТ фиксировали в 3% па-
раформальдегиде, инкубировали в 15% растворе са-
харозы, заключали в tissue-tek® Oct™ compound 
(Sakura) и замораживали в парах жидкого азота. 
Затем делали срезы толщиной 7.5 мкм на криото-
ме (cM1900), которые наслаивали на положительно 
заряженные предметные стекла. Блокировали не-
специфическое связывание антител в PBS с 1% БСА. 
Далее препараты готовили как описано выше.

Направленная дифференцировка иПСК in vitro
Для дифференцировки использовали как кусочки 
эмбриоидных телец, так и недифференцирован-
ные клетки (кластеры, занимающие 10–20% пло-
щади культуральной чашки). Подлинность диффе-
ренцировки подтверждали иммуноцитохимически. 

Для индукции остеогенной дифференцировки клетки 
культивировали в среде DMeM/F12 с пониженным 
содержанием глюкозы («ПанЭко») с добавлением 10% 
FBS (Gibco), 2 мМ глутамина («ПанЭко»), 0.1 мкM дек-
саметазона (Sigma-Aldrich), 10 мM β-глицерофосфата 
(Sigma-Aldrich), 50 мкM аскорбат-2-фосфата, 
50 ЕД/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептомици-
на («ПанЭко»). Дифференцировку клеток в гепато-
цитарном направлении проводили в индукционной 
среде, содержащей DMeM/F12 (Gibco), 10% FBS 
(Gibco), 2 мМ глутамина («ПанЭко»), 10 нг/мл фак-
тора роста гепатоцитов (HGF, Invitrogen), 10 нг/мл 
эпидермального фактора роста (eGF, Peprotech), 
20 нг/мл костного морфогенетического белка 2-го 
типа (BMP2, r&D), 0.03 мM никотинамида. В первые 
2–3 сут для индукции энтодермальной программы 
при дифференцировке из клеток, которые росли 
на подложке и образовывали ЭСК-подобные коло-
нии, в среду был добавлен активин А (r & D) в кон-
центрации 100 нг/мл (при дифференцировке из ЭТ 
добавления активина А не требуется). После отме-
ны активина А в среду добавляли 30 нг/мл факто-
ра роста фибробластов 4-го типа (FGF4, Invitrogen). 
По достижении клетками 80% конфлюентности 
из среды удаляли FGF4 и BMP2 и в течение 5–7 сут 
культивировали с онкостатином М (10 нг/мл, r&D) 
и дексаметазоном (0.1 мкM, Sigma-Aldrich). После 
пассирования в среду вносили 1× B27 (Gibco) еще 
на 7–10 сут. Для индукции нейральной дифференци-
ровки в среду DMeM/F12 (Gibco), содержащую 3% 
FBS (Gibco), 1× neAA (Gibco), 1× GlutaMAX (Gibco), 
50 ЕД/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина 
(«ПанЭко»), в течение 7 сут добавляли по 20 нг/мл 
noggin (Invitrogen) и фактора роста фибробластов 
2-го типа (FGF2, Peprotech). Затем клетки культи-
вировали в присутствии 1× B27 (Gibco), через 7 дней 
добавляли по 10 нг/мл нейротрофического фактора 
роста (BDnF, Peprotech) и фактора роста нервов β 
(nGFβ, Peprotech) и культивировали в течение еще 
7–14 сут. 

Кариотипирование
Для приготовления препаратов хромосом в среду 
для культивирования клеток добавляли колцемид 
(colcemid, Gibco). После инкубации с колцемидом 
клетки выдерживали в гипотоническом растворе 
(60 мМ Kcl) и фиксировали в охлажденном до –20°С 
фиксаторе (метанол–ледяная уксусная кислота, 3 : 1). 
Полученную суспензию раскапывали на предметные 
стекла с высоты примерно 10 см с последующим под-
жиганием фиксатора на стекле. Для дифференци-
ального окрашивания хромосомные препараты об-
рабатывали флуоресцентными красителями DAPI 
и 7-аминоактиномицином D (7-AAD).
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Тест на тератомообразование
Плюрипотентный статус индуцированных клеток 
проверяли с помощью стандартного in vivo теста 
на образование тератом. Около 5 млн недифферен-
цированных клеток инъецировали подкожно мышам 
линии nude с иммунодефицитом. После образования 
опухоли мышь умерщвляли, опухоль вырезали, фик-
сировали и готовили гистологические и иммуногисто-
химические препараты.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По многим морфологическим и метаболитическим 
критериям иПСК подобны ЭСК. В данной работе 
мы сравнивали полученные иПСК с линией ЭСК че-
ловека heSMK05. 

Инфицирование, выделение и культивирование 
иПСК
Репрограммирование на начальных этапах сопро-
вождается изменениями размера, формы клеток, 
организации цитоскелета и рецепторов. Сигналом 
того, что в трансфицированных клетках начался про-
цесс репрограммирования, может служить появле-
ние клеток, визуально отличающихся от исходной 
культуры. Для повышения эффективности репро-

граммирования клеток мы использовали ингибитор 
гистоновых деацетилаз – вальпроевую кислоту [8], 
и инкубировали клетки в атмосфере 5% кислорода. 
На 8-е сут после лентивирусной трансфекции куль-
туры клеток ДП мы наблюдали появление первых ко-
лоний морфологически измененных клеток (рис. 1Б), 
что говорит о мезенхимно-эпителиальном переходе – 
одной из характеристик репрограммирования [12]. 
В это время среду для репрограммирования заме-
няли на mteSr1 для поддержания недифференци-
рованного состояния. Со временем размер колоний 
увеличивался и появлялись новые колонии. Прак-
тически все колонии имели ЭСК-подобную морфо-
логию и четкие очертания. По морфологическим ха-
рактеристикам полученные нами клоны практически 
не различались между собой. Клетки, образующие 
эти колонии, характеризовались высоким ядерно-
цитоплазматическим соотношением, подобно ЭСК 
(рис. 1В).

Следующей нашей задачей стало отделение пол-
ностью репрограммированных клонов от частично 
репрограммированных, так как известно, что лишь 
небольшая часть морфологически сходных транс-
формированных колоний проходит весь путь ре-
программирования до плюрипотентного состояния. 

Рис. 1. Получение иДПК. 
А – исходная культура ДП 
человека; Б – репрограм-
мированные клетки ДП 
на 8-е сут после инфициро-
вания; В – репрограммиро-
ванные клетки ДП на 11-е 
сут после инфицирования. 
Экспрессия щелочной 
фосфатазы нерепрограм-
мированными клетками ДП 
(пассаж 6) (Г) и получен-
ными иДПК (пассаж 6) (Д). 
Иммунофлуоресцентное 
окрашивание иДПК против 
ядерных белков: Oct4 (Е), 
Sox2 (З), Nanog (К), и про-
тив поверхностных антиге-
нов: SSEA3 (М), SSEA4 (Н), 
Tra-1-60 (О), Tra-1-81 (П). 
Ж, И, Л, М–П – ядра кле-
ток докрашены DAPI (синий 
цвет). Масштабный отре-
зок 200 мкм (Ж, И, Л — 
то же поле зрения, что и Е, 
З и К соответственно)
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При отделении репрограммированных клеток от пула 
нерепрограммированных часто исходят из морфо-
логического сходства выделяемых клонов с ПСК, 
в которых при дальнейшем клонировании обычно 
вначале определяют экспрессию щелочной фосфа-
тазы – одного из маркеров плюрипотентного статуса 
клеток [13, 14]. Затем клонируют колонии, положи-
тельные по щелочной фосфатазе. Так как экспрес-
сия щелочной фосфатазы характерна для интакт-
ных клеток ДП [15], отбор клонов по этому критерию 
мы посчитали необоснованным, поскольку при поло-
жительном сигнале открытым оставался бы вопрос 
о том, обусловлена экспрессия щелочной фосфатазы 
в клетках их репрограммированием или сохранно-
стью характеристики материнских клеток. С целью 
упрощения работы при отделении полностью репро-
граммированных иПСК на 21-е сут после инфициро-
вания репрограммирующими факторами мы провели 
прижизненное иммуномечение против поверхност-
ного антигена tra-1-60, одного из маркеров плю-
рипотентных клеток [16], после чего механически 
отобрали tra-1-60+ колонии. Учитывая, что репро-
граммирование является многоступенчатым процес-
сом, мы выбрали окрашивание по tra-1-60, потому 
что этот маркер появляется на более поздних стади-
ях приобретения клетками плюрипотентного стату-
са. Эти колонии были перенесены на культуральный 
пластик, покрытый фидерным слоем митотически 
инактивированных МЭФ. В дальнейшем клетки пас-
сировали на пластик, покрытый матригелем. 

Подтверждение недифференцированного 
состояния полученных иПСК
Щелочная фосфатаза, маркер плюрипотентных 
и стволовых клеток, экспрессируется в интактных 
клетках ДП и является индикатором индукционной 
способности ДП. Однако со временем в культуре 
многие белки, характерные для интактных клеток 
ДП, в том числе и щелочная фосфатаза, практически 
не детектируются, и индукционный потенциал клеток 
ДП исчезает [17]. Исследователи связывают потерю 
собственных характеристик и приобретение призна-
ков интерфолликулярных фибробластов отсутствием 
естественного для нативных клеток ДП микроокру-
жения в культуре. На шестом пассаже (три пасса-
жа до инфицирования Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc и три 
пассажа после инфицирования) мы детектировали 
в выделенных клонах репрограммированных клеток 
экспрессию щелочной фосфатазы (рис. 1Г), в то вре-
мя как в исходной культуре ДП (рис. 1Д) на этом же 
пассаже ее экспрессировали единичные клетки. Экс-
прессия щелочной фосфатазы указывает в основном 
на то, что в клетках идет процесс репрограммирова-
ния, но не обязательно отражает полностью репро-

граммированное состояние. Мы наблюдали образо-
вание колоний, положительных по данному маркеру, 
которые, однако, не стали истинными иПСК. Скорее 
всего, они подверглись неполному репрограммиро-
ванию либо после приобретения плюрипотентности 
быстро дифференцировались, и мы не смогли заре-
гистрировать данный момент.

Выделенные колонии были положительными 
по щелочной фосфатазе и при длительном куль-
тивировании. С помощью иммуноцитохимического 
окрашивания было выяснено, что исследуемые кло-
ны репрограммированных клеток экспрессировали 
транскрипционные факторы плюрипотентности: Oct4, 
Sox2, nanog (рис. 1Е–Л), а также поверхностные анти-
гены SSeA3, SSeA4, tra-1-60, tra-1-81 (рис. 1М–П). 
Для дальнейшей работы мы выбрали один клон иДПК, 
положительный по всем перечисленным маркерам.

Однако данные иммуноцитохимического окра-
шивания не отображают количественной характе-
ристики особенностей полученных иДПК. Поэтому 
для определения процентного содержания иПСК 
в культуре, экспрессирующих перечисленные выше 
поверхностные маркеры плюрипотентности, мы ис-
пользовали метод проточной цитофлуориметрии 
(рис. 2А). Практически все иДПК были положитель-
ными по SSeA4 (99.28%), tra-1-60 экспрессировали 
78.36% иДПК, tra-1-81 – 67.39% и больше половины 
популяции иДПК (53.94%) были положительными 
по SSeA3. Из приведенных данных видно, что при ре-
программировании не все клетки клона начинают 
экспрессировать антигены плюрипотентного стату-
са SSeA3, SSeA4, tra-1-60, tra-1-81, однако, доля 
этих клеток велика (от 53 до 99%). Показано, что ото-
бранные нами репрограммированные иДПК экспрес-
сируют SSeA3, SSeA4, tra-1-60, tra-1-81, которые 
практически не детектируются в исходных клетках 
ДП. Так как исходные клетки не экспрессируют рас-
сматриваемые маркеры плюрипотентности, а полу-
ченные нами иДПК положительны по ним, очевидно, 
что эти клетки подверглись репрограммированию. 

С помощью метода наименьших квадратов 
мы определили среднее время удвоения популяции 
иДПК, оно составило 25 ч. Таким образом, получен-
ные клоны иДПК имели сходную с ЭСК кинетику ро-
ста (среднее время удвоения популяции ЭСК – 25 ч). 
На пятом пассаже иДПК имели нормальный дипло-
идный кариотип 46, XX (рис. 2Б).

Еще одно условие репрограммирования клеток 
до плюрипотентного состояния – реактивация те-
ломеразы. Известно, что в соматических клетках 
теломераза не активна, а при репрограммировании 
происходит ее реактивация. Теломераза обладает 
активностью обратной транскриптазы, удлиняющей 
теломерные участки ДНК клетки. С помощью trAP-
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ПЦР-анализа мы выяснили, что в полученных нами 
иДПК теломераза активна (рис. 2В), что не удиви-
тельно, так как исследуемые клетки обладают вы-
соким пролиферативным потенциалом. В исходной 
культуре ДП этот фермент не активен. Следова-
тельно, в иДПК произошла реактивация теломеразы 
в процессе репрограммирования. По активности те-
ломеразы, полученные иДПК, были подобны ЭСК. 

С помощью ОТ-ПЦР-анализа мы обнаружили 
в культурах иПСК транскрипты генов (Nanog, Oct4, 
Sox2, Tdgf1, Gabrb3, Esg1, Rex1, Fgf4, Dppa4, Gdf3), 
которые работают в раннем развитии и являются 
маркерами ПСК (рис. 2Г). В исходной культуре ДП 
транскрипты этих генов не детектировались, а по-

явление положительных сигналов в иДПК указывает 
на их активацию при репрограммировании. Скорее 
всего, Oct4, Sox2 и nanog активируют другие гены 
раннего развития. Ключевая роль перечисленных 
факторов при репрограммировании подтверждается 
полученными нами результатами.

Чтобы выявить индивидуальные особенности 
культуры, мы использовали метод ПЦР в реальном 
времени (рис. 2Д). Хотя уровни экспрессии практиче-
ски всех исследуемых генов в иДПК и ЭСК сопоста-
вимы и отличаются от профиля экспрессии в нере-
программированных клетках ДП, нам все же удалось 
установить некоторые особенности исследуемых кле-
точных культур. 

Рис. 2. Соотношение исходных (ДП) и репрограммированных (иДПК) клеток, экспрессирующих маркеры плю-
рипотентности Tra-1-60, Tra-1-81, SSEA3, SSEA4, по результатам проточной цитофлуориметрии (А). Нормальный 
диплоидный кариотип иДП (46, ХХ) (Б). Хромосомы окрашены DAPI (зеленый цвет) и 7-AAD (красный цвет). 
Реактивация теломеразы в иДПК (В). Теломераза активна в образцах на дорожках, в которых детектируются 
дополнительные полосы, соответствующие теломерным повторам (иДП, ЭСК). Образцы ЭСК и иДПК, прогре-
тые до инактивации теломеразы – иДП(инакт), выступают в качестве контроля. В исходной культуре иДПК (иДП) 
теломераза не активна. Экспрессия генов раннего развития (названия справа) по данным ОТ-ПЦР (Г). Результаты 
определения уровней экспрессии генов Oct4, Sox2, Nanog, Tert, Klf4, Lin28, Dppa4, Esg1, Dnmt3 в клетках ДП, 
иДПК и ЭСК методом ПЦР в реальном времени (Д)
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Следовательно, по проверенным характеристикам 
полученные нами репрограммированные клетки от-
вечают критериям недифференцированного статуса. 
Для дальнейшей характеристики полученных иДПК 
нам необходимо было оценить их дифференцировоч-
ный потенциал.

Определение дифференцировочного потенциала 
иДПК
Из иДПК мы получили эмбриоидные тельца, которые 
в лабораторных условиях напоминают первые этапы 
эмбриогенеза (рис. 3А). ЭТ представляют собой са-
моорганизующиеся округлые агрегаты с внутренней 
полостью. В ЭТ из иДПК, как и в ЭТ, образованных 
из ЭСК (рис. 3Д–З), мы детектировали белки экто-
дермы (нестин), мезодермы (десмин) и энтодермы 
(альфа-фетопротеин) (рис. 3Б–Г).

Благодаря способности к дифференциров-
ке в лабораторных условиях ПСК могут исполь-
зоваться для изучения процессов раннего раз-
вития и направленной дифференцировки клеток 
в те или иные ткани. Мы подобрали условия диф-
ференцировки иПСК в экто- (нейродифферен-
цировка), мезо- (остеогенная дифференцировка) 
и в энтодермальном направлении (гепатоцитарная 
дифференцировка). 

Остеогенная дифференцировка
Спустя 2–3 недели после индукции остеогенной диф-
ференцировки иДПК мы выявили белки внеклеточ-
ного матрикса – остеопонтин (рис. 3К) и остеонектин 
(рис. 3И), которые считаются маркерами остеобла-
стов и принимают участие в минерализации кости.

Дифференцировка в гепатоциторном направлении
Дифференцировку в гепатоциторном направлении 
проводили в течение 3–5 недель, после чего в иДПК на-
чинали экспрессироваться ядерные факторы транс-
крипции Foxa2 (маркер дефинитивной энтодермы) 
и Hnf4α (маркер экстраэмбриональной энтодермы). 
Положительные по этим факторам клетки располага-
лись группами примерно по 50–100 (рис. 3Л,М). Появ-
лялась экспрессия альфа-фетопротеина, указывающая 
на коммитирование клеток в гепатобласт, и эпители-
ального маркера цитокератина 18 (cK18), характери-
зующего приобретение клетками более дифференци-
рованного статуса (рис. 3Н,О). После дифференцировки 
в клетках начинается экспрессия альбумина (рис. 3П), 
что свойственно зрелым гепатоцитам. 

Дифференцировка в нейрональном направлении
Дифференцировку в нейрональном направлении 
проводили в течение 3–5 недель. С помощью имму-

Рис. 3. Дифференцировка иДПК 
in vitro. Образование и характе-
ристика эмбриоидных телец (ЭТ) 
из иДПК (А–Г) и из ЭСК в каче-
стве контроля (Д–З). Морфоло-
гия ЭТ из иДПК (А) и ЭТ из ЭСК 
(Д). Экспрессия маркеров трех 
зародышевых листков: нестина 
(Nes), десмина (Des) и альфа-
фетопротеина (AFP) в ЭТ, по-
лученных из иДПК (Б–Г) и ЭСК 
(Е–З). Результаты направленной 
дифференцировки иДПК (И–Ф). 
Экспрессия маркеров остеоген-
ной дифференцировки остео-
нектина (И) и остеопонтина (К). 
Экспрессия маркеров гепатоци-
тарной дифференцировки Foxa2 
(Л), Hnf4α (М), цитокератина 18 
(Н), альфа-фетопротеина (О) 
и альбумина (П). Экспрессия 
маркеров нейрональной диффе-
ренцировки Prox1 (Р), нестина 
(С), даблкортина (Т), нейрон-
специфичной енолазы (У), 
β-III-тубулина (Ф). Масштабный 
отрезок 200 мкм 

А Б В Г

Д Е Ж З

И К Л М

Н О П Р

С Т У Ф
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Рис. 4. Образование 
тератом из иДПК. Фото-
графии (А) реципиентной 
мыши спустя 6 недель 
после введения иДПК 
(стрелкой указана тера-
тома) и (Б) вырезанной 
тератомы. Фотографии 
парафиновых срезов 
тератом, окрашенных 
гематоксилином и эози-
ном (В–Е). В – нейроглия 
(нейроэпителиальные 
трубочки и розетки 
указаны стрелками); 
Г– железистый эпителий, 
Д, Е – мезенхима (в пре-
парате Д стрелкой ука-
заны жировые клетки, 
в препарате Е стрелками 
указаны волокна рыхлой 
соединительной ткани 
и сосуды); окраска анти-
телами против виментина 
(Ж), нестина (З), пан СК 
(И), СК8 (К), СК18 (Л), 
AFP (М)

Г  Д  Е

Ж  З  И

К  Л  М

А Б В

ноцитохимического окрашивания мы обнаружили, 
что иДПК, дифференцированные в нейрональном 
направлении, экспрессировали Prox1 (рис. 3Р), ко-
торый, возможно, играет фундаментальную роль 
в развитии ЦНС, принимая участие в регуляции 
экспрессии и развития постмитотических недиффе-
ренцированных предшественников нейронов. Ней-
рональные иДПК были положительными по нести-
ну (НСК) – маркеру нейральных стволовых клеток 
(рис. 3С), и даблкортину (Dc) – маркеру незрелых 
нейронов (рис. 3Т), а также образовывали сплете-
ния клеток с длинными отростками, положитель-
ными по маркеру зрелых нейронов, β-III-тубулину 
(рис. 3Ф), и окрашивались на нейронспецифичную 
енолазу (nSe) (рис. 3У). 

Дифференцировка иПСК in vivo
Один из достоверных тестов, доказывающих плюри-
потентность клеток, – их способность образовывать 
тератому после введения бестимусным мышам. Тера-
тома представляет собой опухоль, состоящую из не-

скольких типов тканей, обычно производных трех 
зародышевых листков, присутствие которых не свой-
ственно тем органам или анатомическим областям 
организма, в которых развивается опухоль. Данные 
об эффективности образования тератом, в зависимо-
сти от места инъекции недифференцированных ПСК, 
весьма неоднозначны. Например, в работе Prokhorova 
и соавт. [18] говорится о сайт-специфичности образо-
вания тератом из одних и тех же клеток, другие же 
авторы не находят разницы в эффективности теста 
на тератомообразование при введении ПСК в раз-
ные области тела реципиента [19]. Мы выбрали наи-
менее трудоемкий метод введения иДПК под кожу 
спины и задней лапки. Спустя 3–6 недель на месте 
инъекции недифференцированных иДПК наблюдали 
образование тератомы (рис. 4А,Б). По гистологиче-
скому строению опухоль представляла собой незре-
лую тератому, в которой обнаруживались структу-
ры экто-, мезо- и энтодермального происхождения. 
На гистологических препаратах мезенхимные ткани 
характеризовались обилием капилляров, часть ко-
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торых имела расширенные просветы, между ними 
располагались волокна рыхлой соединительной 
ткани (рис. 4Е). Кроме того, обнаружены крупные 
клетки с пенистой цитоплазмой (рис. 4Д), что, воз-
можно, указывает на формирование в тератоме жи-
ровой ткани. На препаратах видны обширные участ-
ки железистого эпителия (рис. 4Г), а также участки 
незрелой нервной ткани, состоящие из мелких ги-
перхромных клеток с узким ободком цитоплазмы. 
Также были обнаружены структуры, напоминаю-
щие примитивные нейроэктодермальные розетки 
и трубочки (рис. 4В). С помощью иммуногистохими-
ческого анализа подтверждена подлинность полу-
чения тератомы из иДПК. В препаратах выявлены 
виментинбогатые участки, расположенные в тканях 
между протоками (рис. 4Ж). Нестин был обнаружен 
в структурах, напоминающих нейроэктодермальные 
розетки и трубочки (рис. 4З). Мы наблюдали боль-
шое количество железистых структур, в которых 
экспрессировались панцитокератин, цитокератины 
8 и 18, а также альфа-фетопротеин (рис. 4И–М). 

Эффективность репрограммирования в работе [6] 
составила ≈ 0.02%, тогда как в нашем исследовании 
≈ 0.03%. Скорее всего, эта разница не значительна 
и связана с разными методиками, применяемыми 

в разных лабораториях. Однако также возможно, 
что результат нашей работы свидетельствует о по-
ложительном влиянии на эффективность репрограм-
мирования условий культивирования при низком 
содержании кислорода и добавлении вальпроевой 
кислоты (поскольку Higgins и соавт. [6] не сообщают 
об использовании этих компонентов в своих экспе-
риментах). Таким образом, данные этих двух работ 
сопоставимы и дополняют друг друга.

Учитывая происхождение использованных клеток 
ДП от нервного гребня, представляет интерес даль-
нейшее изучение полученной линии иДПК, включа-
ющее ее эпигенетические характеристики и тенден-
ции к спонтанной нейрональной дифференцировке 
in vitro в сравнении с линиями иПСК, полученными 
из других источников. 

Работа поддержана Министерством образования 
и науки РФ (государственный контракт  

№ 8796 от 04.10.2012 (КАДРЫ 1.2.2), 
государственный контракт № 16.740.11.0637 

от 02.07.2011 (КАДРЫ 1.3.1 и государственный 
контракт № 14.512.11.0040 от 03.04.2013 

(Технологии и разработки)).
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