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РеФеРаТ Получение и исследование аутологичных стволовых клеток человека являются актуальной задачей 
современной клеточной биологии и биомедицины. Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки могут 
быть получены из соматических клеток человека путем сверхэкспрессии набора определенных генов. В данной 
работе проведено репрограммирование фибробластов кожи плода человека путем трансдукции ретровирусными 
векторами, несущими кДНК генов Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc мыши. В результате получены клетки, обладающие 
характерными для эмбриональных стволовых клеток человека экспрессией белков и паттерном транскрипции 
генов. Показано, что полученные индуцированные плюрипотентные стволовые клетки способны дифференци-
роваться in vitro в производные эктодермы, мезодермы и энтодермы. 
КлючеВые СлоВа индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, репрограммирование, ретровирусные 
векторы.
СПИСоК СоКРащенИй ЭСК – эмбриональные стволовые клетки, ИПСК – индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки, ПЦР – полимеразная цепная реакция, ОТ-ПЦР – обратная транскрипция с последующей по-
лимеразной цепной реакцией.

Индуцированные плюрипотентные стволовые клет-
ки человека являются уникальной моделью для ис-
следований во многих областях биомедицины, в т.ч. 

для изучения молекулярных основ плюрипотентности 
и репрограммирования клеток – процессов, происходящих 
во время раннего эмбриогенеза человека [1]. Кроме того, 
существуют большие перспективы использования инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток в токсико-
логических и фармакологических исследованиях, а также 
в регенеративной медицине [2–4].

Задачей данной работы было получение стабильных ли-
ний плюрипотентных клеток из фибробластов кожи плода 
человека в результате трансдукции ретровирусными век-
торами, экспрессирующими гены Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc 
мыши. 

В качестве исходной линии клеток для получения ИПСК 
нами были взяты фибробласты кожи плода человека (9-я 
неделя беременности) линии MA n1. Фибробласты транс-
дуцировали ретровирусами, полученными в результате 
котрансфекции конструкций pMXs-Oct4, pMXs-Sox2, 
pMXs-Klf4 и pMXs-c-Myc, несущих кДНК генов Oct4, Sox2, 
Klf4 и c-Myc мыши [5], и плазмиды, экспрессирующей гли-
копротеин G вируса везикулярного стоматита (VSV-G), 
в клетки упаковочной линии HeK293 Phoenix, несущей 

в геноме вирусные гены gag и Pol. Для контроля транс-
дукции использовали ретровирус, полученный на основе 
конструкции pMX-GFP (cell Biolabs, США), кодирующей 
флуоресцирующий белок GFP. Трансдуцировали 1 млн 
фибробластов. Через 48 ч после трансдукции клетки пере-
саживали на слой фидера (митотически неактивные фи-
бробласты мыши, обработанные митомицином c) в среде 
для культивирования ЭСК человека с добавлением 2-про-
пилвалериановой кислоты (VPA, концентрация 0.5 мМ). 
В течение второй недели после трансдукции появилось 
около 500 гранулярных колоний клеток, морфологически 
отличающихся от фибробластов. Однако данные колонии 
были отрицательны при окраске на щелочную фосфатазу 
(Alkaline Phosphatase, AP) (одного из маркеров плюрипо-
тентных клеток). Вероятно, данные клетки соответствуют 
начальным стадиям репрограммирования [6]. В течение 
15–30 сут после трансдукции продолжали отбор ЭСК-
подобных клонов. Отбор проводили по морфологическому 
критерию. Схема эксперимента представлена на рис. 1. 
Среди 200 клонов, которые продолжали культивировать, 
стали появляться AP-позитивные. Всего в результате экс-
перимента было получено 18 стабильных ЭСК-подобных 
линий, четыре из которых (hiPS-A24, hiPS-A29, hiPS-21L 
и hiPS-30L) были подробно охарактеризованы. Клетки дан-
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ных клонов имеют большое ядерно-цитоплазматическое 
отношение, растут плотными колониями, т.е. обладают мор-
фологическими характеристиками ЭСК человека (рис. 2А), 
они AP-позитивны (рис. 2Б). С помощью ПЦР было опреде-
лено, что все четыре линии содержат в геноме встройки 
использованных ретровирусных конструкций (pMXs-Oct4, 
pMXs-Sox2, pMXs-Klf4 и pMXs-c-Myc). С помощью имму-
ноцитохимического метода было обнаружено, что в данных 
клетках экспрессируются маркеры плюрипотентных кле-
ток: поверхностные антигены trA-1-60, trA-1-81 и SSeA-
4, а также транскрипционные факторы nAnOG и Oct4 
(рис. 3). С помощью ОТ-ПЦР (обратная транскрипция с по-
следующей полимеразной цепной реакцией) была исследо-
вана транскрипция 25 генов, являющихся маркерами ЭСК 
человека (рис. 4А). Было обнаружено, что все четыре клона 
очень сходны по паттерну экспрессии генов с линией ЭСК 
человека HueS9, которая была взята в качестве позитив-
ного контроля. В индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клетках, полученных из фибробластов кожи плода, 

экспрессируются такие надежные маркеры плюрипотент-
ных клеток, как гены Oct4, NaNOg, SOx2, FgF4, REx1, 
DNMt3B, NODaL и др. (рис. 4А). Единственное различие 
было обнаружено по транскрипции гена gDF3. Из четырех 
проанализированных линий ИПСК данный ген транскри-
бируется только в hiPS-21L. Из 25 маркерных генов в фи-
бробластах MA n1 наблюдается транскрипция только генов 
KLF4 и c-MYc (рис. 4А). Клетки ИПСК hiPS-A24, hiPS-A29, 
hiPS-21L и hiPS-30L при переводе в суспензионную куль-
туру формируют эмбриоидные тельца (рис. 4Б). ОТ-ПЦР-
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Рис. 2. А – морфология колоний ИПСК, полученных из эм
бриональных фибробластов человека; Б – окраска колоний 
ИПСК, демонстрирующая экспрессию щелочной фосфатазы 
(одного из маркеров плюрипотентных клеток). Масштабная 
линейка – 100 мкм.
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Рис. 3. Иммуно
цитохимическое 
окрашивание (IF) 
колоний ИПСК ан
тителами к белкам 
транскрипционных 
факторов OCT4 
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анализ клеток, получившихся после культивирования эм-
бриоидных телец, показал наличие маркеров производных 
всех трех зародышевых листков: эктодермы (MaP2, Pax6, 
gFaP), мезодермы (BRacHYURY) и энтодермы (SOx17, 
FOxa2, cK8, cK18, aFP) (рис. 4В). Иммуноцитохимиче-
ский анализ клеток дезагрегированных эмбриоидных те-
лец выявил наличие различных клеточных производных, 
экспрессирующих маркеры эктодермы (β-III-тубулин 
и GFAP), мезодермы (коллаген I и фибронектин) и энто-

M
A

N
1

H
U

ES
9

hi
PS

A
24

hi
PS

A
29

hi
PS

2
1L

hi
PS

3
0L

M
A

N
1

hi
PS

3
0L

d
EB

h
iP

S
30

L

А

Б

B

Число циклов 
амплификации

30

25

25

25

25

25

35

25
35

35

25
25

35

35
25

25

35

20

25

35

25

35

25

25

25

25

25

NANOG

 OCT3/4

 SOX2

 KLF4

 c-MYC

 REX1

 GDF3

 CD9

 TDGF1

 UTF1

 DNMT3B

 LEFTB

 NODAL

 FGF4

 IFITM1

 GABRB3

 hTERT

 PODXL

 GRB7

 ESG1

 DPPA4

 DPPA2

 EBAF

 GAL

 BRIX

 GAPDH

 GAPDH (RT)

NANOG

 OCT3/4

 MAP2

 PAX6

 GFAP

 BRACHYURY

 SOX17

 FOXA2

 CK18

 CK8

 AFP

 GAPDH

 GAPDH (RT-)

Рис. 4. А – ОТПЦРанализ транскрипции генов, являющих
ся маркерами эмбриональных стволовых клеток человека, 
в эмбриональных фибробластах (MA N1), эмбриональных 
стволовых клетках человека (HUES9) и четырех линиях индуци
рованных плюрипотентных стволовых клеток: hiPSA24, hiPS
A29, hiPS21L и hiPS30L; Б – эмбриоидные тельца, сформиро
вавшиеся при переводе клона ИПСК hiPS30L в суспензионную 
культуру; масштабная линейка – 100 мкм; В – ОТПЦРанализ 
транскрипции генов, являющихся маркерами дифферен
цировки клеток в производные трех зародышевых листков 
(эктодермы, мезодермы и энтодермы), после in vitro
дифференцировки клеток клона hiPS30L через образование 
эмбриоидных телец.

Рис. 5. Экспрессия маркеров производных трех зароды
шевых листков (эктодермы, мезодермы и энтодермы) 
при спонтанной дифференцировке в эмбриоидных тельцах 
ИПСК, полученных из фибробластов кожи плода человека. 
Масштабная линейка – 100 мкм.
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βIIIтубулин коллаген I αфетопротеин
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дермы (α-фетопротеин и цитокератин 18) (рис. 5). Кроме 
вышеперечисленных выявлены клетки, экспрессирующие 
маркер энтодермы и мезодермы GAtA6, а также белок не-
стин, который является маркером производных эктодер-
мы и мезодермы (рис. 5). Таким образом, было показано, 
что полученные ИПСК человека обладают широким по-
тенциалом дифференцировки in vitro. Кариотипический 
анализ полученных линий ИПСК показал, что они имеют 
нормальный набор хромосом – 46, Xy. 

Таким образом, было показано, что экспрессия генов 
Oct4, Sox2, c-Myc и Klf4 мыши в клетках человека способ-
на вызывать репрограммирование и образование стабиль-
ных клонов ИПСК, по своим характеристикам аналогичных 
ЭСК человека. Репрограммирование фибробластов с по-
мощью ретровирусных конструкций является воспроиз-
водимым методом, позволяющим получать в относительно 
короткий срок большое количество клонов плюрипотент-
ных клеток. 

Работа поддержана Программой Президиума РАН 
«Молекулярная и клеточная биология».
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