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Введение
Первые публикации об успешном репрограммировании соматических кле

ток взрослого организма в индуцированные плюрипотентные клетки (иПК) 
путем эктопической экспресии некоторых факторов транскрипции вселили на
дежду на возможность замены эмбриональных стволовых клеток, применение 
которых в регенеративной медицине отягощено морально-этическими пробле
мами. Однако на этом пути предстоит решить вопросы низкой эффективности 
репрограммирования и продолжительности синтеза факторов транскрипции.

В настоящее время индукция плюрипотентности может быть достигнута 
различными методами. Эффективность репрограммирования и свойства полу
чаемых индуцированных плюрипотентных клеток (иПК) зависят как от типа 
исходных клеток, так и от используемого метода репрограммирования, приме
няемых факторов и условий культивирования. Наибольшая эффективность ре
программирования показана при применении векторов на основе вирусов [50,
57] Однако вызываемые ими изменения генома способны привести к ряду не
гативных последствий, включая злокачественную трансформацию [37,21], что 
неприемлемо для применения полученных с их помощью иПК в клинике. Кро
ме того, рецидуальная экспрессия генов факторов репрограммирования нега
тивно сказывается на дальнейшей дифференцировке иПК [51].

Рядом исследователей показана возможность репрограммирования с ис
пользованием неинтегрирующихся в геном клетки векторов [26, 25, 38, 55,
58], хотя эффективность последних оказывается существенно ниже по сравне
нию с векторами на основе вирусов.

Помимо типа вектора, эффективность репрограммирования зависит от сте
хиометрии факторов репрограммирования, причем эта зависимость является 
нелинейной и, по-видимому, строго специфичной для конкретного типа исход
ных клеток [33, 34, 39].

Альтернативным методом репрограммирования является внесение в клет
ку мРНК факторов репрограммирования или непосредственно самих факторов.

В ряде случаев авторам удалость продемонстрировать высокую эффектив
ность такого подхода [15, 28], но отсутствие стабильности получаемых резуль
татов как в отношении эффективности, так и полноценности репрограмми
рования, а так же высокая сложность выполнения ограничивают применение 
данного метода [16, 35].

Существенное значение для повышения эффективности репрограммиро
вания имеют условия культивирования клеток — состав среды, р02, характер 
факторов роста и их количество в культуральной среде [17, 31,46, 56].



Вещества, влияющие на процессы метилирования ДНК и ацетилирования 
гистонов, также оказывают влияние как на эффективность репрограммирова
ния, так и на степень плюрипотентности иПК [21, 8, 41, 40,14, 13, 24, 23].

Накопленный к настоящему времени опыт показывает, что разные типы 
клеток обладают различной способностью к репрограммированию что, веро
ятно, обусловлено их эпигенетической памятью [27].

Результаты исследований кинетики репрограммирования различных типов 
клеток дают основания полагать, что в конечном итоге любая линия соматиче
ских клеток может быть успешно репрограммирована, однако эффективность 
данного процесса зависит от времени экспрессии факторов репрограммирова
ния, их стехиометрии и скорости деления клеток [22].

По видимому, репрограммирование клеток с признаками стволовости и 
большим пролиферативным потенциалом будет более успешным, чем нество
ловых соматических клеток.

В связи с этим особый интерес представляют мезенхимальные мультипо- 
тентные стромальные клетки (ММСК) жировой ткани, поскольку получение 
их в значительных количествах не представляет особой сложности, клетки об
ладают значительным пролиферативным потенциалом и, что особенно важно, 
пластичностью -  способностью дифференцироваться в клетки мезо- экто- и эн- 
тодермальных зародышевых листков [2, 3, 4, 5, 6, 7,10,11,12,19, 20, 30, 32,42, 
44, 45,47,48, 52].

С учетом изложенного, целью работы стал поиск оптимального протокола 
репрограммирования.

В качестве исходных нами были приняты следующие положения.
1. Поскольку в дальнейшем мы планируем использовать полученные иПК 

для дифференцировки в клетки конкретных тканей с целью заместительной те
рапии, для репрограммирования должны применяться векторы, не изменяю
щие последовательность генома.

2. Время экспрессии репрограммирующих генов, как и само существование 
вектора в клетке должно быть строго ограничено.

3. В качестве исходных клеток наиболее перспективными представляются 
ММСК.

Материалы и методы
Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки получали по «бы

строму» протоколу [18] из липоаспирата 6 клинически здоровых женщин в воз
расте 34-41 год при получении их информированного согласия. Фибробласты 
человека получали по протоколу, описанному нами ранее [1].

Среда для культивирования клеток. В качестве культуральной среды ис
пользовали DMEM/F12 с добавлением заменителя сыворотки, смеси неэссен- 
циальных аминокислот, L-глютамина и фактора роста фибробластов (Sigma). 
Среда для культивирования иПК (СиПК) была приготовлена на основе DMEM/ 
F12 (Sigma) с добавлением 20% заменителя сыворотки (KSR, Sigma), 2 мМ 
L-глютамина, 1 * 10-4 М не эссенциальных аминокислот (Sigma), 1 * 10-4 М 2-мер- 
каптэтанола и 4 нг/мл фактора роста фибробластов (bFGF, Sigma ).

Фидерные клетки. Митомицин С (12 мг/мл PBS, Sigma) добавляли непо
средственно в культуру фибробластов (80-85 % конфлюенции) и культивиро
вали при 37 °С в течение 3 часов. По завершении клетки дважды промывали



PBS и собирали путем обработки трипсином. В последующем клетки в количе
стве 1ч10ь помещали в 6-ти луночные планшеты.

Кондиционирование культуральной среды. Фибробласты в количестве 
3*Ю5 клеток помещали в 60 мм чашки Петри и инкубировали в С02 инкубато
ре в течении 18 часов. Затем среду заменяли на 30 мл СиПК и инкубировали в 
течение 24 часов. По окончании инкубации среду собирали и фильтровали че
рез фильтры с диаметром пор 200 нм (Millipore). Непосредственно перед ис
пользованием в среду добавляли 4 нг/мл bFGF.

Индуцирование дифференцировки In Vitro. иПК собирали путем обра
ботки раствором, содержащим ОД мг/мл коллагеназы IV (Sigma), 0,25 % трип
сина (Sigma), ОД mM СаС12 (Sigma) и 20 % заменителя сыворотки. Суспендиро
ванные агломераты клеток помещали в СиПК. Для индукции дифференциров
ки, 8-ми суточные колонии иПК обрабатывали соответствующим цитокином. 
Для дифференцировки в нейральном направлении в среду культивирования 
добавляли 100 нг/мл человеческого рекомбинантного Noggin (Sigma). Спустя 
8 суток изучали клетки под микроскопом.

Для индукции энтодермальной дифференцировки, в культуральную сре
ду, не содержащую bFGF, добавляли рекомбинантный человеческий активин А 
(Sigma) из расчета 100 нг/мл. Спустя 9 суток изучали клетки под микроскопом.

Для индукции дифференцировки в направлении формирования кардиоми- 
оцитов в культуральную среду добавляли человеческий рекомбинантный ВМР- 
4 50 нг/мл (Sigma) и активин А. Спустя 4 суток клетки пересаживали на обыч
ную, не содержащую цитокинов среду и культивировали еще в течение 12 су
ток. Анализ проводили на основании наблюдения ритмично сокращающихся 
кластеров клеток.

Векторы. Для получения иПК, свободных от постороннего генетического 
материала, нами были использованы векторы, полученные в результате реа
лизации соглашения о научно-практическом сотрудничестве с Висконсинским 
Университетом (США). Вектор конструировали на основе плазмиды с заменой 
стандартного плазмидного ORI на oriP/ EBNA1, так как вектор с таким участ
ком инициации репликации полностью исчезает у 95 % трансфецированных 
клеток спустя 4 недели культивирования. Гены факторов транскрипции ОСТ4, 
SOX2, NANOG, LIN28, с-Мус, и KLF4 с «открытой» рамкой считывания получе
ны путем прямой ПЦР ДНК эмбриональных стволовых клеток человека. В ка
честве промотора транкрипции был использован ген SV40 LT, полученный из 
плазмиды pBABE-puro SV40 LT (Addgene), ген hTERT (энхансер) клонирован из 
плазмиды pBABE-hygro-hTERT (Addgene). Сайты инициации трансляции IRES1 
и IRES2 были заимствованы из плазмид pIRESpuro3 и pIRES2EGFP соответ
ственно (Clontech). В качестве «стоп-кодона» был использован фрагмент F2A 
вируса ящура, синтезированный химически на ДНК синтезаторе ASM 800, по
зволяющий кодировать одной мРНК два и более различных белков. Получен
ные гены были вставлены в вектор рСЕР4 (Invitrogen) и клонированы в Е. coli 
штамме DHFa (Fermentas).

Для трансфецирования ММСК вносили в 6-ти луночные планшеты из рас
чета 1*104 клеток на лунку. Трансфекцию проводили с использованием набора 
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) согласно протоколу производителя.

С целью поиска оптимальной стехиометрии соотношения факторов транскрип



ции векторы были контрансфецированы в ММСК в различных соотношениях.
Так, на первом этапе концентрация плазмид, кодирующих OCT4/SOX2 и 

NANOG/LIN28 оставались постоянными, в то время, как концентрация с-Мус/ 
KLF4 изменялась в широких пределах (табл. 1).

Таблица 1
Определение оптимального стехиометрического соотношения плазмид, несу
щих гены OCT4/SOX2, NANOG/LIN28 и с-Мус/ KLF4

Множитель

Факторы репрограммирования
0CT4/S0X2 NAN0G/LIN28 с-М ус/KLF4

1 1 1
1 1 2
1 1 3
1 1 4
1 1 0,5
1 1 0,25
1 1 0,125

По нахождении оптимальной концентрации с-Мус/ KLF4, данная концен
трация принималась базовой и оставалась постоянной, в то время как концен
трация NANOG/LIN28 изменялась аналогичным образом.

Затем найденные оптимальные концентрации с-Мус/ KLF4 и NANOG/LIN28 
принимались за базовые и оставались постоянными, а изменяли концентра
цию OCT4/SOX2.

Найденное оптимальное соотношение OCT4/SOX2, -Мус/ KLF4 и NANOG/ 
LIN28 использовали для дальнейших исследований.

Оптимизация концентрации вальпроевой и аскорбиновой кислот.
Вальпроевая (ВК, Sigma) и аскорбиновая кислоты (АК, Sigma) вносили в 

СиПК в начальной концентрации 1мМ и 50 мкг/мл соответственно.
В ходе экспериментов по оптимизации на первом этапе исходная концен

трация ВК оставалась постоянной, в то время как концентрация АС изменялась 
в пределах от 0,125 до 4х кратной по сравнению с исходной концентрацией.

По нахождении оптимальной концентрации АС ее принимали за базовую 
и изменяли концентрацию ВК в пределах от 0,125 до 4х кратной от исходной.

Определение щелочной фосфатазы. Определение щелочной фосфатазы 
в клетках колоний, имеющих структуру, подобную структуре колоний эмбри
ональных клеток, проводили с использованием Alkaline Phosphatase Detection 
Kit (Millipore) согласно протоколу производителя после 30 минутного нагрева
ния фиксированных клеток при 65 °С для инактивации термолабильной фос
фатазы, присущий иным типам клеток.

Спустя 5 часов культивирования при 37 °С в С02 инкубаторе трансфециру- 
ющую смесь удаляли и заменяли на культуральную среду. Спустя 18 часов про
цедуру трансфекции повторяли. Цикл — трансфекция-инкубация-трансфекция 
выполняли трижды.

Выделение эписомной ДНК из иПК проводили с использованием наборов 
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) и протеинкиназы К (Sigma). Геномную ДНК 
выделяли по традиционному протоколу (фенол/хлороформ). Реакцию прово



дили с использованием pfx-ДНК полимеразы и ~  ОД мг геномной или эписом- 
ной ДНК. В качестве негативного контроля использовали геномную и эписом- 
ную ДНК из нетрансфецированных клеток.

Результаты и обсуждение
В ходе экспериментов, целью которых было определение наиболее эффек

тивной стехиометрии факторов транскрипции, на первом этапе плазмиды ко- 
трансфецировали в равных концентрациях. Выход колоний, морфологически 
близких к колониям эмбриональных клеток и экспрессирующих щелочную 
фосфатазу, составил 0,0014 + / -  0,0003 (среднее по 6 повторностям). Полу
ченный результат существенно выше, чем зарегистрированный нашими аме
риканскими коллегами (0,0003-0,0006 %) [58]. Последнее можно объяснить 
тем, что в данной работе в качестве исходных клеток для репрограммирования 
нами были использованы ММСК, которые обычно демонстрируют лучшую спо
собность к репрограммированию [53, 54]. Изменяя концентрацию плазмиды, 
кодирующей факторы NANOG/LIN28, эффективность трансфекции удалось по
высить до 0,33 + / -  0,04 % (табл. 2). Результат, аналогичный нашему, показан 
в работе [22] и может быть объяснен, исходя из позиции, что NANOG и LIN28, 
действуя по разным механизмам, обладают способностью повышать эффек
тивность и скорость репрограммирования как быстро пролиферирующих кле
ток, так и клеток, темпы роста которых в условиях культуры относительно не
велики. Концентрация плазмиды NANOG/LIN28, при которой было зафиксиро
вано наибольшее значение эффективности репрограммирования ММСК, была 
принята за базовую для дальнейших экспериментов.

Таблица 2
Результаты определения оптимальной концентрации вектора NANOG/LIN28

NAN0G/UN28 Эффективность репрограммирования

1 +
2 +  +

Множитель 3 +  +
4 +  +  +

0.5 +  +
0.25 +

0,125 -

+/- < =0,002%; + < 0,01%; + + < 0,1%; + + + < 0,5%

Повышение концентрации плазмиды, несущей с-Мус/ и KLF4, не вызвало 
существенных изменений эффективности репрограммирования (табл. 3). Од
нако повышение эффективности трансфекции было получено при двукратном 
снижении ее концентрации. Учитывая, что с-Мус и KLF4 способны как стиму
лировать, так и ингибировать транскрипцию генов, и их неоднозначную роль 
в индукции плюрипотентности [46, 49], именно снижение концентрации по
следнего до определенных пределов повышает эффективность репрограмми
рования ММСК. Данное предположение было принято нами за базовое для 
дальнейших экспериментов.



Таблица 3
Результаты определения оптимальной концентрации вектора с-Мус/ KLF4

с -М у с /KLF4 Эффективность репрограммирования

1 +

2 +

Множитель
3 + / -
4 -

0 .5 +  +

0 ,2 5 +

0 ,1 2 5 -1

+ / .  < =0,002%; + < 0,01%; + +  < 0,1%; + + + < 0,5%

Факторы ОСТ4 и SOX2 считаются важными как для индукции репрограм
мирования, так и для формирования плюрипотентности получаемых клеток. 
В ряде работ было продемонстрировано, что ОСТ4 и SOX2 способны индуци
ровать плюрипотентность и при отсутствии сверхэкспрессии прочих факторов 
[15, 29, 9]. В ходе наших исследований был отмечен рост эффективности ре
программирования при двукратном и несколько меньший — при трехкратном 
повышении концентрации плазмиды, несущей гены OCT4/SOX2. При дальней
шем повышении ее концентрации эффективность репрограммирования сни
жалась. Аналогичный результат получен ранее [34] и вероятно связан с тем, 
что по мере повышения концентрации ОКТ4 начинает сказываться его способ
ность стимулировать пролиферацию клеток.

Таблица 4
Результаты определения оптимальной концентрации вектора OCT4/SOX2

0CT4/S0X2 I Эффективность репрограмм1ирования

1 +
2 +  +

Множитель
3 +  +
4 + / -

0 .5 -

0 ,2 5 -

0 ,1 2 5 -

+ / - <  =0,002%; + < 0,01%; + + < 0,1%; + + + < 0,5%

При использовании векторов в оптимальном соотношении выход колоний 
составил 86,3 + / -  22,7 или 0,86 %.

Оптимизация концентрации вальпроевой и аскорбиновой кислот. По
скольку в ряде работ отмечено повышение эффективности репрограммирова
ния за счет привнесения в культуру таких веществ, как аскорбиновая кисло
та (АК), которая, как считается, оказывает эффект путем «перехвата» свобод
ных радикалов, блокирующих репрограммирование [58], нами была предпри
нята попытка найти концентрацию, которая в наших условиях окажется наи



более эффективной. При выполнении данного исследования оказалось, что АК 
в концентрации в 1,5 и 1,75 раза выше по отношению к исходной действитель
но способна повышать эффективность репрограммирования ММСК (табл. 5).

Ряд дополнительных экспериментов позволил также оптимизировать кон
центрацию вальпроевой кислоты (табл. 6).

Таблица 5
Результаты определения оптимальной концентрации аскорбиновой кислоты

Аскорбиновая кислота Эффективность репрограммирования

1 +
1.5 +  +

Множитель 1.75 +  +
2 +

0.5 +
0.25 +

0.125 +

+ /- < 0,5%; + < 1,0%; + + < 1,5%; + + + < 2,0%

Таблица 6
Результаты определения оптимальной концентрации вальпроевой кислоты

Вальлроевая кислота Эффективность репрограммирования

1 +
1.5 +

Множитель 1.75 +  +
2 +  +  +

0.5
0.25

0.125

+/- < 0,5%; + < 1,0%; + + < 1,5%; + + + < 2,0%

При совместном использовании факторов транскрипции в оптимальном 
стехиометрическом соотношении вальпроевой и аскорбиновой кислот эффек
тивность трансфекции составила 198,96 + / -  35,40 колоний или 1,99 %.

Оптимизация раундов трансфекции. Поскольку используемые нами век
торы прогрессивно элиминируются из делящихся клеток, можно предполагать, 
что дополнительные раунды трансфекции позволят достигнуть большей эф
фективности репрограммирования. Кроме того, результаты изучения динами
ки репрограммирования [22] позволяют предположить, что дополнительные 
раунды трансфекции положительно скажутся на эффективности репрограмми
рования.

В нашем исследовании было зарегистрировано, что каждый дополнитель
ный раунд повышал выход колоний иПК (табл. 7).



НАУЧНЫЕ СТАТЬИ _______________________________
Таблица 7

Результаты определения оптимального количества раундов трансфекции
Количество раундов трансфекции Эффективность репрограммирования

1 +

2 +

3 +  +

4 +  +  +

+ /- < 2,0 %; + < 3 °/о; + + < 4 %; + + + < 5 %

Выполнение оптимизации выхода колоний, имеющих морфологию, подоб
ную морфологии колоний эмбриональных клеток, и экспрессирующих термо
стабильную щелочную фосфатазу оказалась существенно выше, чем при ис
пользовании стандартного протокола трансфекции -  491,88 + / -  48,28 коло
ний или 4,91 + / -  1,48 % по сравнению с 54,20 + / -  38,28 колоний или 0,54 
+ / -  0,38 % по стандартному протоколу р = 0,97.

Идентификация иПК. Важным условием, подтверждающим плюрипотент- 
ность получаемых в ходе репрограммирования клеток, является способность 
их дифференцировки в клетки трех эмбриональных листков.

Ранее нашими коллегами было доказано, что при использовании данных 
векторов получаемые иПК по палитре экспрессируемых генов идентичны эм
бриональным клеткам человека [58]. Однако в наших экспериментах исполь
зовались ММСК, обладающих иной «эпигенетической» памятью, чем фибро
бласты, хотя и более близкой к эмбриональным клеткам. Тем не менее, мы по
лагали, что проверка полученных нами иПК в отношении их способности к 
дифференцировке важна, тем более что в дальнейшем мы планируем исполь
зовать эти клетки с целью заместительной терапии.

Рисунок 1. Нейральная розеткоподобная структура. Фазовоконтрастная 
микроскопия. Ув. 400х



Рисунок 2. Кластер кардиомиоцитов. Фазовоконтрастная микроскопия. Ув. 
400х

Рисунок 3. Дифференцировка в эктодермальном направлении. Гематокси
лин -  эозин. Ув 400х

При индукции дифференцировки полученных иПК в нейральном направ
лении в культурах было получено обильное формирование розеткоподобных 
структур, типичных для нейронов (рис. 1).

При индукции в кардиальном направлении получали кластеры синхронно 
сокращающихся кардиомиоцитов (рис. 2).

При индукции дифференцировки в энтодермальном направлении получе
ны типичные для эктодермального ростка полигональные клетки и эозино
фильной цитоплазмой, содержащей гиалиновые включения (рис. 3).

Не менее важным обстоятельством для использования полученных клеток 
в клинике, является сохранность их генома и отсутствие используемых нами 
внегеномных векторов. В ходе выполнения ПЦР следов вектора как во фракции 
геномной ДНК, так и внегеномной фракции нами не выявлено.

Заключение
При трансфецировании ММСК, полученных из жировой ткани здоровых ис

пытуемых, векторами новой конструкции по описанному протоколу эффектив



ность репрограммирования оказалась существенно выше, чем при использо
вании стандартного протокола трансфекции (491,88 + / -  48,28 колоний или 
4,91 + / -  1,48% по сравнению с 54,20 + / -  38,28 колоний или 0,54 + / -  0,38% 
по стандартному протоколу р = 0,97). Спустя 4 недели после последнего раун
да трансфекции в полученных иПК не удалось выявить ДНК вектора или его ко
дирующих участков. В условиях in vitro показана способность полученных иПК 
дифференцироваться в клетки трех зародышевых листков.
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