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Краткий обзор курса 

1. Гемопоэтические и мышечные стволовые клетки. Применение в медицине. 
2. Мезенхимальные стволовые клетки. Выделение, характеристики, перспективы 

использования в медицине. 
3. Эмбриональные стволовые клетки мыши. Получение и характеристики. Особенности 

культивирования. Дифференцировка эмбриональных стволовых клеток in vitro. 
Проверка плюрипотентности ЭС клеток in vivo: тератомы и химеры.  

4. Эмбриональные стволовые клетки человека. Получение и характеристики. 
Особенности культивирования. Дифференцировка эмбриональных стволовых клеток in 
vitro. Перспективы использования в медицине. 

5. Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки. 
6. Получение трансгенных мышей, knock-out мыши, knock-in мыши, Cre-LoxP 

рекомбинация. Применение трансгенеза для лечения заболеваний человека. 
7. Перенос соматического ядра в энуклеированную яйцеклетку («клонирование»). 
8. Гибридные стволовые клетки. 
9. Трансдифференцировка. Перспективы использования в медицине. 



Развитие: зародышевые листки 

Эктодерма Энтодерма 

Мезодерма 
желудок 

легкие 

почки 

селезенка 

сердце 

мышцы 

эпидермис 

Зародышевый путь 

бластоциста 

кровь нервная система 

    Схематическое изображение 
развития организма из клеток 
внутренней клеточной массы 
(ВКМ) бластоцисты: 
формирование клеток таких 
органов как почки, лёгкие, 
желудок из энтодермы, мышц, 
сердца, селезенки, крови – из 
мезодермы, нервной системы и 
эпидермиса – из эктодермы.  
    Отдельно можно выделить 
зародышевый путь – будущие 
гаметы. 



«Стволовость» 

Потенциал 
дифференцировки 

Число клеточных 
типов 

Пример типа клеток Результат 
дифференцировки 

Тотипотентность все зигота, бластомер все типы клеток 

Плюрипотентность все кроме 
трофобласта* 

эмбриональные 
стволовые клетки 

клетки, производные 
трех зародышевых 
листков 

Мультипотентность много гемопоэтические 
стволовые клетки 

клетки крови, 
скелетной и сердечной 
мускулатуры, печени 

Олигопотентность несколько лимфоидные клетки-
предшественники 

Т- и B-лимфоциты, 
натуральные киллеры 

Унипотентность один предшественники 
тучных клеток 

тучные клетки 

Нуллипотентность ноль нет деления терминальная 
дифференцировка 

* - эмбриональные стволовые клетки человека способны дифференцироваться в клетки трофобласта. 
Ранее считалось, что эмбриональные стволовые клетки мыши не могут формировать клетки 

трофобласта, но недавно это было подтверждено экспериментально. 

Потенциал клеток к дифференцировки: различные степени «стволовости»  



Раздел 1. Соматические 
стволовые клетки 

Гемопоэтические стволовые клетки. 

Сателлитные клетки мышц. 



Терминология  

На сегодняшний день в литературе используют несколько терминов для описания стволовых 
клеток взрослого организма: 

• Соматические стволовые клетки, 

• Взрослые стволовые клетки, 

• Тканевые стволовые клетки, 

• Постнатальные стволовые клетки. 

Мы будем использовать термин «соматические стволовые клетки». 

 

Определение  

Соматические стволовые клетки – недифференцированные (или частично дифференцированные) 
клетки в тканях и органах. Они обладают способностью к самообновлению и дифференцировке в 
различные специализированные клетки. 

 

Функция соматических стволовых клеток:  

Поддержание гомеостаза путем регенерации старых, поврежденных или погибающих клеток. 

 

Примеры соматических стволовых клеток и их производных:  

Гемопоэтические стволовые клетки – клетки крови и иммунной системы; эпителиальные 
стволовые клетки – кожа и выстилающие клетки; нейральные стволовые клетки – нейроны и глия, 
мезенхимальные стволовые клетки – костная ткань, хрящ, жировые клетки; мышечные клетки-
сателлиты; стволовые клетки печени (несколько типов) и другие. 



Самообновление и регенерация 

1. Самообновление, 
2. Активация → асимметричное деление, 
3. Пролиферация и дифференцировка клеток-

предшественников (ограниченный потенциал). 

Linheng , Clevers, 2010, с модификациями 

Стимулы 

Самообновление Пролиферация и 
дифференцировка 



Ниша стволовых клеток 

межклеточное взаимодействие, 

клеточные контакты, 

компоненты внеклеточного 

матрикса, 

концентрация кислорода, 

цитокины, 

pH, осмотическое давление 

↓ 

состояние покоя 

самообновление (белым) 

дифференцировка Feng et al., 2012, с модификациями 

Соматические стволовые клетки и клетки-предшественники есть во всех органах и 
тканях. Они находятся в так называемых «нишах стволовых клеток». Ниша стволовых 
клеток – особое микроокружение, поддерживающее и регулирующее рост стволовых 
клеток. Мутации, получаемые клетками сигналы, изменения микроокружения, такие 
как травма, могут активизировать стволовые клетки. 

Цитокины 

Ниша стволовых 
клеток 



Гемопоэтические стволовые клетки 

Свойства гемопоэтических стволовых клеток (ГСК): 
• Самообновление 
• Дифференцировка 
• Мобилизация в кровоток и обратно 
• Апоптоз 

 
Гемопоэтические стволовые клетки способны полностью 

сформировать кроветворную систему реципиента. 
Восстановление кроветворной системы  показано, например, 
при введении ГСК мышам, которые получили дозу 
радиактивного излучения, элиминирующую собственные 
ГСК. 

В отличие от других соматических стволовых клеток 
дифференцировка ГСК достаточно детально изучена. Это 
позволяет некоторым исследователям рассматривать ГСК как 
модель соматических стволовых клеток. 



Схема дифференцировки ГСК 

натуральный  
киллер 

прогениторная  
клетка  

лимфоидного 
ряда 

ГСК 

мультипотентная  
стволовая  

клетка 

прогениторная  
клетка  

миелоидного 
ряда 

Т-лимфоцит 

В-лимфоцит 

нейтрофил 

базофил 

эозинофил 

моноцит/макрофаг 

тромбоциты      
эритроцит 

ГСК дифференцируется в клетки-предшественники 
лимфоидного и миелоидного ряда, которые, в свою очередь, 
превращаются в дифференцированные клетки, выполняющие 
специализированные функции. 



Orkin, Zon, 2008 

Транскрипционные факторы, 
необходимые для гемопоэза 

Нарушение 
экспрессии 
транскрипционных 
факторов  
приводит к 
лейкемии 

LT-HSC –  долгоживущие 
ГСК – поддержание 
гемопоэза в течение 
жизни; 
ST-HSC – 
короткоживущие ГСК – 
ограниченный потенциал 
самообновления; 
CMP – предшественник 
миелоидного ряда;  
CLP – предшественник 
лимфоидного ряда; 
MEP – предшественник 
мегакариоцитов и 
эритроцитов; 
GMP – предшественник 
гранулоцитов и 
макрофагов;  
RBCs – эритроциты. 
 
Красным выделены 
транскрипционные 
факторы, отсутствие 
которых блокирует 
гемопоэз. 



Репрограммирование судьбы 
клеток, трансдетерминация 

ГСК 

предшественник 
миелоидного 

ряда 

предшественник 
лимфоидного 

ряда 

предшественник  
мегакариоцитов  
и эритроцитов 

предшественник  
гранулоцитов 
и макрофагов 

Orkin, Zon, 2008, с модификациями 

Сверхэкспрессия транскрипционных факторов в эксперименте может изменить судьбу клетки – например 
вызвать дифференцировку клетки, предшественника лимфоидного  ряда, в предшественника мегакариоцитов и 
эритроцитов. Это явление – трансдетерминация, конверсия между двумя близкими типами клеток 
предшественников.  



Иерархическая модель гемопоэза в 
костном мозге 

Wang, Wagers, 2011 

«Определить» 
ГСК с помощью 
поверхностных 
маркеров не 
удается 

LT-HSC –  долгоживущие ГСК; 
ST-HSC – короткоживущие ГСК; 
MMP – мультипотентные предшественники; 
CMP – предшественник миелоидного ряда;  
CLP – предшественник лимфоидного ряда; 
MEP – предшественник мегакариоцитов и 
эритроцитов; 
GMP – предшественник гранулоцитов и 
макрофагов. 



Поверхностные маркеры клеток 
Для того, чтобы получить популяции 

различных типов клеток костного мозга 
используют различные методы сепарации. 
Один из самых популярных методов, 
позволяющих выделить живые клетки – 
проточная цитометрия. 

Проточная цитометрия – технология, 
позволяющая измерять свойства 
единичных клеток, такие как рассеяния 
света, флуоресценция, и другие 
параметры. 

Следует различать проточную 
цитометрию, измерение характеристик 
клеток в потоке, и проточную сортировку, 
разделение клеток на основе измеренных 
характеристик. Проточная сортировка 
также называется сортировкой клеток на 
основе флуоресценции (Fluorescence-
Activated Cell Sorting (FACS)). Термин FACS 
используется для сортировки, но не для 
анализа клеток. 

Поверхностные маркеры часто 
обозначают аббревиатурой CD (cluster of 
differentiation, cluster of designation) – 
кластер дифференцировки, с порядковым 
номером. Подробнее о кластерах 
дифференцировки: 
http://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation 



Упрощенная схема проточной сортировки клеток 
по свойствам или поверхностным маркерам 

http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescence-activated_cell_sorting 

Клетки, меченые антителами с 
флуоресцентными метками, под давлением 
проходят по стеклянному капилляру. 

В момент прохождения луча лазера 
происходит анализ прямого (FSC) и бокового 
(SSC) рассеяния света (информация о 
структуре и размерах клеток) и присутствия 
флуоресценции. 

В зависимости от выбранных 
параметров клетки сортируют, действуя 
электромагнитными импульсами на струю 
жидкости с клетками. 

Собранные клетки можно использовать 
для анализа или культивирования. 

Подробнее: см. ссылку внизу рисунка. 



Гемопоэз в развитии мыши 

желточный мешок            эмбриональная печень       эмбриональная печень 
и 

аорто-гонадный мезонефрос 
(участок эмбриональной мезодермы) 

Orkin, Zon, 2008 

Гемопоэз начинается в зародышевом мешке на стадии 7,5 дня 
эмбрионального развития (dpc) в кровяных островках. Затем гемопоэз происходит 
в аорто-гонадном мезонефросе, плаценте и эмбриональной печени. 

Продолжительность эмбрионального развития мыши – 20 дней. 



«Перемещение» гемопоэза в развитии 

Orkin, Zon, 2008, с модификациями 

de novo возникновение ГСК 

Миграция и функционирование 
(migration and engraftment) 

ECs – эндотелиальные клетки; 
RBCs – эритроциты;  
LT-HSC – долгоживущие ГСК; 
ST-HSC – короткоживущие ГСК; 
CMP – предшественник миелоидного ряда;  
CLP – предшественник лимфоидного ряда; 
MEP – предшественник мегакариоцитов и эритроцитов; 
GMP – предшественник гранулоцитов и макрофагов. 



Динамика гемопоэза в развитии 
мыши и человека 

Wang, Wagers, 2011, с модификациями 

de novo  
возникновение ГСК 

AGM – аорто-гонадный мезонефрос; 
Liver – печень; 
Spleen – селезёнка; 
Bone marrow – костный мозг; 
E, dpc – день эмбриогенеза, 
wpc – неделя эмбриогенеза. 

Органы, в которые 
произошла миграция 

ГСК 



ГСК. Термины 

Долгоживущие ГСК – способны полностью восстановить 
кроветворение у летально облученной мыши. Если выделить и 
повторно пересадить другой летально облученной мыши – 
также восстанавливают кроветворение. 

Короткоживущие ГСК – также могут полностью восстановить 
кроветворение, но способность к самообновлению снижена. 

Мобилизация – выход в кровяное русло под действием 
цитокинов (например Г-КСФ, гранулоцит-
колониестимулирующего фактора) и/или хемо- и радиотерапии. 

Хоуминг – процесс нахождения ГСК своей ниши. 

Способность отвечать на сигналы окружения (engraftment). 



Ниши ГСК в костном мозге 

Остеобластная ниша 

Васкулярная ниша Orkin, Zon, 2008 
С

В
Я
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Хемокин 
CXCL12 – 
регуляция 
миграции 
ГСК, 
c-Kit – 
стимуляция 
гемопоэза, 
… 

В настоящее время исследователи выделяют две ниши ГСК, которые, возможно, 
взаимосвязаны: остеобластная и васкулярная ниши. Функции ниши ГСК: обеспечение 
выживания, самообновления и пролиферации. 



Применение ГСК в клинике 
Источники ГСК для клинического использования: 

• костный мозг: 1 клетка на 1 000 000 – LT-HSC,  

• периферическая кровь (после действия Г-КСФ) (CD34+ Thy-1+), 

• пуповинная кровь, 

• дифференцировка эмбриональных стволовых клеток и ИПСК (формирование LT-HSC 
не доказано), 

• трансдифференцировка (формирование LT-HSC не доказано). 

 

Применения ГСК в клинике: 

• лейкемии и лимфомы (аллогенная трансплантация), 

• наследственные заболевания крови (аллогенная трансплантация), 

• онкологические заболевания (хемо- и радиотерапия, аутологичная трансплантация). 

 

Проблемы: 

• долгоживущих ГСК мало, 

• ГСК не удаётся эффективно культивировать in vitro, 

• иммунологическое отторжение трансплантата, реакция «трансплантат против 
хозяина». 



Карта клинических испытаний с 
использованием ГСК 

http://clinicaltrials.gov 

4261 клинических испытаний с использованием ГСК (данные на июнь 2013).  

Зеленым обозначены регионы с минимальным числом клинических испытаний,  
красным  – с максимальным. 



Сателлитные клетки мышц 

Следующий тип стволовых клеток, которые 
будут рассмотрены в этом разделе – 
сателлитные клетки мышц. 

В ответ на травму или повреждение базальной 
мембраны сателлитные клетки активируются и 
обеспечивают регенерацию мышечных волокон. 

Сателлитные клетки обладают способностью к 
самообновлению и дифференцировке, их 
потенциал к делению ограничен. 



Локализация сателлитных клеток 
Сателлитные («спутниковые») клетки – небольшие клетки на 

периферии мышечных волокон. На границе с сарколеммой они 
окружены базальной мембраной, со стороны мышечного волокна 
базальной мембраны нет. 

х30000 

мышечное волокно 

сателлитная 
клетка 

межклеточная щель 

базальная 
мембрана → 

Anderson, 2006, с модификациями 



Ниша сателлитных клеток 

Ядро миоцита 

Ядро сателлитной клетки 
 

Базальная мембрана 

Сарколемма 

Миофибриллы 
Моторные нейроны 
Клетки имм. системы            ниша СК 
Васкуляризация  

Shi, Garry 2006, с модификациями 



Эмбриональный миогенез 

Shi, Garry 2006, с модификациями 

сомит 

Нервная трубка 

Нотохорд 

Эктодерма 

Склеротом Миотом 

Дермомиотом 

Конечность 

Формирование сомитов из параксиальной мезодермы 



Регуляция эмбрионального 
миогенеза 

Разделение сомитов на: 

1) дермомиотом 
кожа, скелетные  
мышцы корпуса 

3) склеротом 
скелет 

2) миотом 
поперечно-полосатая 

 мускулатура 

В развитии мыши пара 
сомитов формируется 
около 2 часов, всего 
образуется 60 пар 
сомитов. 

Shi, Garry 2006, с модификациями 

Сигналы окружения запускают 
экспрессиют транскрипционных 
факторов, которые регулируют каскад 
молекулярных событий, обеспечивая 
баланс между пролиферацией и 
дифференцировкой 



Эмбриональный миогенез 

Активация миогенной программы (клетки, экспрессирующие Myf5 и MyoD). 
Клетки, экспрессирующие транскрипционные факторы Pax3 и Pax7 в центральном 

участке дермомиотома, мигрируют в центр миотома и продолжают пролиферацию 
без экспрессии MyoD – большинство будущих сателлитных клеток. 

Shi, Garry 2006, с модификациями 



Транскрипционные факторы Pax3, Myf5 и Myf6 
регулируют экспрессию MyoD, и, соответственно, 

миогенез. 

Shi, Garry 2006, с модификациями 

Регуляция эмбрионального 
миогенеза 

Pax3 Myf5 Myf6 

MyoD 

Миогенез 
Myog, Myf6, MyoD 



Временные параметры регенерации 
мышц 

2 часа 

После повреждения мышц сигнальные молекулы 
запускают процесс регенерации.   

Shi, Garry 2006, с модификациями 

Дни после повреждения 

Активация 

Пролиферация 

Дифференцировка 

Созревание 



Экспрессия генов при регенерации мышц 
ядра миофибрилл 

покоящиеся сателл. кл. 
пролиферация 

и самообновление 
регенерация ядер 

покоящиеся сателл. кл. 

покоящиеся  
сателлитные клетки 

активация и 
пролиферация 

повреждение слияние 

Дифферен-

цировка 

клетки-предшественники 
миобласты миофибрилла 

пролиферация 

дифференцировка 

десмин, миогенин 

2 часа 

Shi, Garry 2006, с модификациями 

Созре-

вание 



Вопросы к разделу 1, 
соматические стволовые клетки 

1. Что такое стволовая клетка? 
2. Какие функции выполняет ниша стволовой клетки? 
3. Какие бывают маркеры клеток и в чем 

преимущество использования поверхностных 
маркеров для выделения клеток? 

4. Есть ли сходство между процессами 
эмбрионального развития мышц и регенерации 
мышц после повреждения? 

5. Почему срок жизни долгоживущих ГСК мыши 
больше, чем у мыши? 

6. Как доказать существование долгоживущих ГСК 
человека? 



Раздел 2. Мезенхимальные 
стволовые клетки 

Выделение, характеристики, 
перспективы использования в 

медицине 



Популярность исследования 
мезенхимальных стволовых клеток 

Wagner, Ho, 2007 
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Суммарное число статей, 
посвященных изучению 

мезенхимальных 
стволовых клеток, в базе 
данных биомедицинской 

литературы PubMed на 
конец N-ного года 

Для сравнения – рост числа 
статей по биомедицинской 

тематике в год 

http://jasonpriem.org/2010/10/medline-literature-growth-chart/ 



Терминология и определение 

По классификации Международного общества клеточной терапии, 
Ванкувер, Канада, следует использовать следующие термины:  

мезенхимальные стволовые клетки (МСК) для клеток в организме, in 
vivo, и  

мультипотентные стромальные стволовые клетки для клеток в культуре, 
in vitro.  

На английском языке, соответственно, mesenchymal stem cells (MSC) и 
multipotent mesenchymal stromal cells (MSC). 

 

Мезенхимальные стволовые клетки определяют функционально: 

Способны к дифференцировке в хондро-, остео- и адипоциты in vitro  (in 
vivo показано участие в формировании кости и хряща). 

Первоначально определены как клетки, способные прикрепляться к 
пластику, образуя колонии (фибробластные колониеобразующие единицы, 
КОЕ-Ф). 



Морфология МСК in vitro 

МСК человека Эмбриональные фибробласты мыши 

Морфологически МСК практически неотличимы от фибробластов 



костный мозг     почка            подж. железа      жировая ткань         мышцы                 мозг                 печень 

КОЕ-Ф 

Периваскулярный  
мультипотентный 
предшественник – МСК? 

Мультипотентная 
мезенхимальная 
стволовая клетка 

Nombela-Arrieta et al., 2011, с модификациями 

Остеобласты                             Адипоциты                             Хондроциты                          Другие типы клеток 

Получение и 
дифференцировка 

МСК 
МСК можно выделить из 

различных тканей и органов, 
размножить и подвергнуть 
дифференцировке в остео-, 
адипо-  и хондроциты. 



In vivo ≠ in vitro 

Строго говоря, нельзя ставить знак равенства между МСК 
в организме (in vivo) и выделенными и размноженными в 
культуре (in vitro). Свойства мезенхимальных стволовых и 
мультипотентных стромальных стволовых клеток, по 
видимому, различаются. МСК, полученные из разных тканей, 
отличаются по поверхностным маркерам, однако при 
культивировании экспрессия поверхностных маркеров 
выравнивается. Есть основания считать, что потенциал к 
дифференцировке МСК in vivo и in vitro также различен. 

Исследователи используют тесты потенциала к 
дифференцировке МСК in vitro как оценку потенциала in vivo. 

Вообще, следует помнить, что культивирование in vitro – 
это всегда искусственная система и к выводам из 
экспериментов in vitro нужно относиться с осторожностью. 



Как выделить МСК? 
• Высадить клетки, например, костного мозга, на 

пластик и дождаться формирования колоний 
фибробластоподобных клеток. 

• Использовать проточную сортировку клеток по 
поверхностным маркерам (см. Раздел 1). 

• Проблема: МСК – разные. Можно оказаться в 
ситуации сравнения яблок и апельсинов. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Comparing_apples_and_oranges 



Поверхностные маркеры МСК 

Kolf et al., 2007, с модификациями 

Число популяций МСК, описанных в публикациях, с различными 
уровнями экспрессии поверхностных антигенов 

МСК человека МСК мыши 

Тип экспрессии 
Поверхностный 

антиген 

Позитивный 

Негативный 

Вариабельный 



Как можно видеть на предыдущем слайде, разные группы 
исследователей описывают различные МСК, которые 
выделяют, используя различные поверхностные маркеры. 

МСК человека in vitro можно охарактеризовать как CD73+ 
CD90+ CD105+ CD31- CD34- CD45- клетки, в то же время 
использование таких маркеров как STRO1+, CD106+, SSEA4+, 
CD56+, CD271+ и D7-FIB+ позволяет существенно увеличить 
число КОЕ-Ф при выделении МСК . 

 
В целом, ни для МСК человека, ни для МСК мыши, на 

сегодняшний день нет одного набора маркеров, который бы 
позволил отобрать «настоящие» МСК. 

Поверхностные маркеры МСК 
человека 

Nombela-Arrieta et al., 2011 

Поверхностные маркеры часто обозначают аббревиатурой CD (cluster of differentiation, 
cluster of designation) – кластер дифференцировки, с порядковым номером. Подробнее о 
кластерах дифференцировки: http://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation 



Специфичность маркеров МСК 

Поверхностные антигены МСК из костного мозга мыши 

Saeed et al., 2011 



Специфичность маркеров МСК 

Поверхностные антигены эмбриональных фибробластов мыши 

Saeed et al., 2011 



Saeed et al., 2011, с модификациями 

Поверхностные антигены МСК из костного мозга мыши 

Поверхностные антигены эмбриональных фибробластов мыши 

Специфичность маркеров МСК 
Анализ поверхностных 

антигенов МСК и эмбриональных 
фибробластов мыши показывает, 
что профиль экспрессии 
практически идентичен. В то же 
время МСК и фибробласты 
отличаются по потенциалу к 
дифференцировке: МСК способны 
дифференцироваться в остео-, 
адипо- и хондроциты, а 
фибробласты нуллипотентны.  
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Уровень экспрессии 

Красный – 
отрицательный 

контроль,  
Зеленый – 

анализируемые 
клетки 

Условные 
обозначения 



? 

Некоторые транскрипционные факторы, 
обеспечивающие самообновление и 

дифференцировку МСК 

Kolf et al., 2007, с модификациями 

Факторы роста 

Хондробласт 

Остеобласт 

Адипобласт 

Миобласт 

Кардио-миобласт 

Тенобласт 

КОЕ-Ф 

Способность 
МСК 

дифференциро-
ваться в эти 

клеточные типы 
под сомнением. 



Самообновление и 
дифференцировка МСК человека 
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Дни 

Мезенхимальные стволовые клетки 

Остеобласты Адипоциты Хондроциты 

Дифференцировка МСК 
(http://www.sigmaaldrich.com/life-science/stem-cell-biology/mesenchymal-stem-cells.html). 

Потенциал к самообновлению МСК 
ограничен. На графике представлено число 
удвоений  популяции клеток МСК человека 
начиная с пассажа 8 до прекращения 
деления. 



Дифференцировка МСК человека 

Адипоциты, окраска на 
жировые гранулы 

Остеоциты, окраска на 
присутствие кальция  

A – формирование хряща 
B-D – окраска на 20-й день 

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/stempro_chondro_diff_man.pdf 



Потенциал дифференцировки 
клонов МСК человека 

Pittenger et al., 2000, с модификациями 

Остео- 
↓ 

Хондро- 
↓ 

Адипо- 

Анализ потенциала к дифференцировке клонов МСК, 
полученных из индивидуальных клеток. Показано, что  
потенциал к дифференцировке теряется последовательно. 
Сначала МСК трипотентны, затем теряют способность к 
дифференцировке в адипоциты, далее – в хондроциты. 

Фенотип 

О Х А 

Всего 

Число 
клонов 

% от  
общего 



Роль МСК в костном мозге 

Nombela-Arrieta et al., 2011 

Предполагается, что МСК костного мозга дифференцируются в остеобласты, 
адипоциты и ретикулярные клетки. Эти типы клеток формируют нишу для 
гемопоэтических стволовых клеток. 

Остеобласты – ключевые компоненты ниши ГСК и положительно регулируют 
активность ГСК. Адипоциты – негативно регулируют активность ГСК. 

Было показано, что ГСК находятся рядом с CARCs (CXCL12-abundant reticular cells), 
ретикулярными клетками, выделяющие хемокин CXCL12.  

См. также ниши ГСК в разделе 1. 



Неопределенность термина МСК 
Итак, можно выделить несколько сходных типов клеток, 

связь между которыми на сегодняшний день неясна. 

• Мезенхимальные стволовые клетки 

• CARCs – CXCL12-abundant reticular cells – ретикулярные 
клетки, выделяющие хемокин CXCL12 – регуляция ГСК 
(потомки МСК?) 

• Перициты (клетки Руже) – (только) периваскулярная 
локализация. Как и МСК дифференцируются в адипоциты, 
хондроциты, остеобласты (+ гладкая мускулатура(?)). 

Перициты ≠ МСК  



Применение МСК в клинике: 
дифференцировка 

При введении в организм человека с травмами 
конечностей МСК могут дифференцироваться в хрящ и кость. 

Была также продемонстрирована дифференцировка и в 
другие типы клеток, но есть и альтернативное объяснение 
пластичности МСК: 

МСК способны спонтанно сливаться с кардиомиоцитами,  
гепатоцитами, клетками Пуркинье и мышечными клетками с 
образованием тетраплоидной клетки.  

Таким  образом, во всех случаях дифференцировки МСК в 
типы клеток, отличные от адипо-, остео, и хондроцитов, 
необходимо доказывать отсутствие клеточного слияния. 
Слияние клеток in vivo и in vitro будет подробнее рассмотрено 
в разделе 8, Гибридные стволовые клетки. 



Nombela-Arrieta et al., 2011, с модификациями 

Применение МСК в клинике: 
регуляция иммунного ответа 

МСК 

Дендритные 
клетки 

Т-лимфоциты 

B-лимфоциты 

Натуральные 
киллеры 

Предполагается, что МСК могут 
напрямую регулировать in vivo 
такие клетки иммунной системы 
как дендритные, Т- и B- 
лимфоциты и натуральные 
киллеры. Таким образом, МСК, 
возможно, участвуют в регуляции 
иммунного ответа in vivo. 



Ниша для ГСК 

• Введение МСК вместе с гемопоэтическими 
стволовыми клетками:  

 иммуносупрессия + ниша для ГСК 

Orkin, Zon, 2008 



Применение МСК в клинике: 
отсутствие иммунного ответа 

Еще одно преимущество МСК для клеточной 
терапии: возможность использования не только 
аутологических МСК, но и аллогенных, так как 
аллогенные МСК практически не отторгаются 
иммунной системой реципиента.  

Более того, было показано, что в случае 
формирования антител после введения МСК, 
антитела нарабатывались против остатков 
эмбриональной сыворотки телят, которую 
использовали при культивировании клеток (Suldin 
et al., 2007). 



Применение МСК в клинике: 
паракринные эффекты 

Считается, что выделение широкого спектра 
биологически активных молекул – основной механизм 
терапевтического действия МСК. 

Паракринные эффекты можно разбить на несколько 
категорий: 

1) иммуномодулирование, 
2) предотвращение апоптоза,  
3) стимуляция ангиогенеза,  
4) поддержка роста и дифференцировки стволовых 

клеток, 
5) препятствие образования рубцовой ткани, 
6) хемоаттракция (регуляция миграции клеток).  



Паракринные эффекты: 
иммуномодулирование и предотвращение 

апоптоза 

Meirelles et al., 2009, с модификациями 

Иммуномодулирование – ингибирование пролиферации CD8+ и CD4+ 
T-лимфоцитов и натуральных киллеров, супрессия продукции 
иммуноглобулинов плазмацитами, ингибирование созревания 
дендритных клеток и стимуляция деления регуляторных Т-лимфоцитов. 

МСК также предотвращают апоптоз. 

Иммуномодулирование Предотвращение апоптоза 



Паракринные эффекты: 
стимуляция ангиогенеза и регуляция роста и 

дифференцировки стволовых клеток 

Meirelles et al., 2009, с модификациями 

Также МСК локально стимулируют ангиогенез выделением 
различных молекул экстраклеточного матрикса и стимулируют митоз 
тканеспецифичных стволовых клеток. 

Стимуляция ангиогенеза 
Регуляция роста и 

дифференцировки стволовых 
клеток ткани 



Паракринные эффекты: 
предотвращение образования рубцовой ткани и 

регуляция миграции клеток 

Meirelles et al., 2009, с модификациями 

Секретируемые МСК факторы роста HGF и bFGF участвуют в 
ингибировании образования рубца при ишемии. 

По крайней мере 15 хемокинов, вырабатываемых МСК, вызывают 
миграцию лейкоцитов в поврежденную область, что играет важную роль в 
нормальном самообновлении ткани. 

Предотвращение рубцов (фиброза) Регуляция миграции клеток 



Потенциальные проблемы использования МСК в 
клинике: неправильная дифференцировка 

Parekkadan, Milwid, 2010, с модификациями 

МСК 

Неправильная  
дифференцировка 

Почка с гломерулонефритом Здоровые легкие 

Клубочек 

Адипоциты 

Альвеола 

Остеосаркома 

Дифференцировка МСК в адипоциты и остеосаркомы при многократном введении. 



Parekkadan, Milwid, 2010, с модификациями 

Потенциальные проблемы использования МСК в клинике: 
иммуносупрессия и поддержка роста опухоли 

Многократное введение МСК может подавлять иммунитет. Котрансплантация МСК с 
опухолевыми клетками может стимулировать рост, метастазирование и ангиогенез 
опухоли. 

Патогены 

Интактная иммунная система 

Инъекция МСК 

Подавление иммунной системы 

Увеличение риска инфекции 

МСК стимулируют рост новых  
кровеносных сосудов 

Кровеносный сосуд 

Опухоль МСК стимулируют 
метастазирование 

МСК стимулируют 
рост опухоли 

МСК 

МСК с  
фенотипом  

фибробластов  
опухоли 

Элиминация патогенов 



Карта клинических испытаний с 
использованием МСК 

http://clinicaltrials.gov 

334 клинических испытаний с использованием МСК (данные на июнь 2013).  

Зеленым обозначены регионы с минимальным числом клинических испытаний,  
красным  – с максимальным. 



Вопросы к разделу 2, 
мезенхимальные стволовые клетки 

1. Мультипотентны ли мезенхимальные стволовые 
клетки? 

2. Какие функции выполняют МСК в организме? 
3. Есть ли механизмы изменения типа клеток 

помимо дифференцировки? 
4. Безопасно ли применение МСК в клеточной 

терапии? 
5. Почему не удается подобрать универсальные 

поверхностные маркеры, характеризующие МСК? 
6. Почему поверхностные маркеры МСК мыши и 

человека существенно различаются? 



Раздел 3. Эмбриональные 
стволовые клетки мыши 

Получение и характеристики. Особенности 
культивирования. Дифференцировка 

эмбриональных стволовых клеток in vitro. 
Проверка плюрипотентности ЭС клеток in vivo: 

тератомы и химеры.  



Основные события 

1954 1981 1998 2006 

? 
Почему эмбриональные стволовые 

(ЭС) клетки человека были получены 
лишь через 17 лет после получения ЭС 
клеток мыши? 



• Тератокарцинома - герминативная опухоль, 
состоящая из смеси дифференцированных и 
недифференцированных клеток. 

• Стивенс и Литл, 1954:  
 «Из плюрипотентных эмбриональных клеток 

формируются как быстро дифференцирующиеся 
клетки, так и, подобные им самим, 
недифференцированные». 

 
Фактически дано определение  
ЭС клеток. 

 

Всё началось с тератокарцином 



Линия мышей 129 

• Для получения клеток эмбриональных 
тератокарцином использовали линию 
мышей 129, эта линия характеризуется 
высокой частотой спонтанных 
тестикулярных тератокарцином (1-3%). 

 

http://jaxmice.jax.org/strain/002448.html 



Клетки эмбриональных тератокарцином как 
система для изучения дифференцировки 

плюрипотентных клеток in vitro 

Основные свойства тератокарцином (in vivo) 
• Происхождение – примордиальные половые клетки 

эмбриональных семенников, 
• Перевиваемость, 
• Одна клетка in vivo способна дать спектр 

дифференцированных тканей. 
 
Клетки эмбриональных тератокарцином (in vitro) 
• В отличие от эмбриона – легко изучать, 
• Клональность, необходимо получить клон, чтобы 

показать, что дифференцировка проходит in vitro, a не in 
vivo, 

• Необходимо использовать специфические условия 
культивирования. 



Условия культивирования клеток 
млекопитающих 

• Базовые условия:  
 Среда для культивирования, например Minimum Essential Media 

(минимальная необходимая среда) и др., 
 Сыворотка крови телят, цыплят и др., содержащая различные и не 

всегда известные ростовые факторы, 
 Антибиотики. 
• Поверхность (пластик без покрытия, пластик, обработанный 

желатином, коллагеном или другими матриксными белками) 
• Использование питающих клеток, фидерных клеток, или «фидера». 

Например, обработанные митомицином С фибробласты мыши, 
неспособные к делению, но синтезирующие различные ростовые 
факторы и внеклеточный матрикс. 
 
Слагаемые успеха культивирования клеток эмбриональных 

тератокарцином: 
• Использование клеток линии мышей 129, 
• Культивирование плюрипотентных клеток на фидере, облученных 

фибробластах цыплят. 



Сходство между дифференцировкой внутренней 
клеточной массы бластоцисты и кластера клеток ЭК 

Клетки ЭК в культуре 

Клетки ЭК 

Компактизация 
клеток 

Первичная э. 
Висцеральная э. 

Париетальная э. 
Evans, 2011, с модификациями  

Эмбриоидное тельце с 
первичной, висцеральной 

и париетальной 
экстраэмбриональной 

энтодермой 

Изолированная внутренняя 
клеточная масса 

бластоцисты на 
поверхности формирует 

первичную энтодерму 

Первичная э. 

На поверхности 
внутренней клеточной 

массы бластоцисты 
формируется первичная 

эктраэмбриональная  
энтодерма 

Трофэктодерма 

Бластоциста       

      

Внутренняя клеточная масса 

Первичная  
экстраэмбриональная  
энтодерма 

Париетальная 
экстраэмбриональная  
энтодерма 

Вывод: клетки 
эмбриональной 

карциномы ведут 
себя в культуре как 

нормальные клетки 
эмбриона вне 

контекста (1975). 



Плюрипотентность клеток 
эмбриональной карциномы 

• Дифференцировка в различные типы клеток in vitro и in vivo 

• Получение химерных мышей со вкладом клеток ЭК. Получение 
химерных животных будет подробнее рассмотрено далее в этом 
разделе. Кратко: плюрипотентные клетки вводятся в бластоцель 
бластоцисты реципиента. Бластоцисту подсаживают суррогатной 
матери, в случае успеха рожденное животное будет содержать как 
потомки клеток реципиента, так и потомки плюрипотентных клеток. 

 

Kruglova et al., 2008 

http://jaxmice.jax.org/strain/002448.html 

http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html 

Химерная мышь со вкладом 
плюрипотентных клеток (фотография 
приведена в качестве примера, 
животное получено введением 
гибридных стволовых клеток) 

129 C57BL 



Химерные мыши со вкладом клеток 
эмбриональной карциномы 

• Вклад в ткани, производные трех 
зародышевых листков (эктодерма, мезодерма, 
энтодерма). 

 

• Нет вклада в зародышевый путь (есть 
исключения). 

Причины:  

- анеуплоидия, 

- генетические/эпигенетические нарушения. 



1981 год 
• Разработаны методы культивирования клеток 

эмбриональной карциномы, 

• Показана дифференцировка клеток эмбриональной 
карциномы in vitro и in vivo, 

• Выделены антитела к SSEA1 (stage-specific embryonic 
antigen 1) – стадие-специфический эмбриональный 
антиген 1. Оказалось, что SSEA1 можно использовать как 
для специфического окрашивания клеток эмбриональной 
карциномы, так и для окрашивания ВКМ (внутренней 
клеточной массы бластоцисты) и зародышевых клеток, 

• Линия мышей 129 для получения плюрипотентных клеток, 

• Использование питающих клеток (фидера) для 
культивирования плюрипотентных клеток. 

 Получение эмбриональных стволовых клеток мыши 



1981 год 

Термин «эмбриональные стволовые клетки» 

Нобелевская премия по физиологии и медицине 2007:  
Марио Капеччи, Оливер Смитис и сэр Мартин Эванс 

Мартин  
Эванс 

Гэйл  
Мартин 



Эмбриональные стволовые клетки 
мыши 

• Плюрипотентность: как и клетки ВКМ ЭС клетки 
мыши обладают способностью к самообновлению и 
плюрипотентностью, то есть потенциалом к 
дифференцировке в клетки, производные трех 
зародышевых листков: эктодермы, мезодермы и 
энтодермы, а также в клетки зародышевого пути. 

• Способность неограниченно размножаться in vitro 
(самообновление). 

• Нормальный диплоидный хромосомный состав*. 

• Клоногенность, способность образовывать колонию 
из одной клетки**. 



Протокол получения ЭС клеток 

Bryja et al., 2006, с модификациями 

На рисунке представлен один из современных протоколов получения ЭС клеток. Кратко: 
бластоцисты на стадии 3,5 dpc высаживают на слой фидерных клеток, в среде для культивирования с 
20% KSR (нокаутный заменитель сыворотки), различными добавками и LIF (фактор ингибирования 
лейкемии). Через 6 дней бластоцисту дезагергируют трипсином до единичных клеток и пересаживают 
в среде с 20% эмбриональной сыворотки. На следующий день среду снова меняют на содержащую 
KSR и продолжают культивирование до появления колоний. Пассирование повторяют до получения 
достаточного количества клеток для заморозки и анализа, например нескольких миллионов.  



Колонии и кариотип линии ЭС 
клеток мыши MA01 

Мензоров, Пристяжнюк 
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Основные маркеры ЭС клеток мыши 

Поверхностные антигены: 
• SSEA1. 
Транскрипционные факторы: 
• Oct4. 
• Sox2. 
• Nanog. 
Другое: 
• Рецептор к LIF, фактору ингибирования 

лейкемии. 
• Активность теломеразы. 



Сигнальные пути самообновления ЭС 
клеток мыши 

Транскрипционные факторы Oct4, Sox2 и Nanog представляют собой 
внутреннюю регуляторную сеть. Внешние сигналы, факторы LIF и BMP4 (костный 
морфогенный белок 4), связываются с рецепторами на поверхности клетки и 
активируют сигнальные пути JAK-Stat и MAPK. В результате LIF ингибирует 
дифференцировку в мезодерму и эндодерму, BMP4 – в нейроэктодерму, и ЭС 
клетки остаются в недифференцированном состоянии. Таким образом, 
самообновление ЭС клеток регулируют внешние и внутренние факторы. 

Мензоров, 2012 



Основные транскрипционные факторы, 
регулирующие плюрипотентность 

Транскрипционный фактор Oct4: 
• Связывается с октамером 5'-ATTTGCAT-3‘, 
• Экспрессия в плюрипотентных клетках и клетках 
зародышевого пути, 
• Регуляция транскрипции – сам по себе и в комплексе с 
другими транскрипционными факторами (Oct4-Sox2). 

 
Транскрипционный фактор Nanog: 

• Tír na nÓg – Тир на Ног – в кельтской мифологии «остров 
юных», страна вечной молодости, остров вечной молодости, 
• Обеспечивает самообновление ЭС клеток, 
• Экспрессия в плюрипотентных клетках. 
 



Регуляторная генная сеть в ЭС 
клетках – ближе к реальности 

Zhou et al., 2007 



Условия культивирования ЭС клеток 
мыши 

ЭС клетки требуют достаточно сложных условий 
культивирования по сравнению, например, с 
фибробластами. 
• Базовые условия:  
 Среда для культивирования (DMEM), 
 Сыворотка крови (КРС), тестированная для 

культивирования ЭС клеток или KSR, 
 Дополнительные аминокислоты, глютамин, 
 LIF, 
 Антибиотики. 
• Поверхность (пластик, покрытый желатином) 
• Питающие клетки («фидер») 
 



Необходим ли фидер для 
культивирования ЭС клеток мыши? 

Nichols et al., 1990 

Колония ЭС клеток, полученная без использования фидерных клеток 

LIF – Leukemia inhibitory factor, фактор ингибирующий лейкемию. 
Блокирует дифференцировку ЭС клеток мыши. 

Физиологическая роль LIF – поддержание жизнеспособности 
ВКМ в диапаузе. 



Необходима ли сыворотка крови для 
культивирования ЭС клеток мыши? 

• Бессывороточная среда с добавками N2 и B27 

• LIF 

• BMP4 

 Плюрипотентные ЭС клетки (субклоны и de novo) 
Ying et al., 2003 



Тест на плюрипотентность: 
дифференцировка in vitro 

Nishikawa et al., 2007 

Эмбриоидные тельца Сокультивирование Матрикс 

Дифференцировка с 
образованием эмбриоидных 
телец 

Сокультивирование ЭС клеток 
с, например, стромальными 
клетками 

Культивирование ЭС клеток на 
специально подобранном 
матриксе,  например,  
коллагене IV. 



Методы дифференцировки in vitro 

Nishikawa et al., 2007 

Эмбриоидные тельца Сокультивирование Матрикс 

Цель Аналог 
эмбрионального 
развития 

Направленная 
дифференцировка 

Направленная 
дифференцировка 

Подбор условий 
культивирования 

Просто Просто Сложно 

Технические 
сложности 

Просто, требует 
время для «висячей 
капли» 

Ведение 
стромальных клеток 

Просто 

Морфогенез Возможен Сложно Сложно 

Цена Низкая Средняя Высокая 

Сортировка клеток Абсолютно 
необходима 

Необходима Часто не требуется 

Лимитирующие 
факторы 

Сортировка клеток Сортировка клеток 
 

Подбор условий 
культивирования 



Дифференцировка 
in vitro через 

эмбриоидные 
тельца 

Wobus, Boheler, 2005 

Формирование эмбриоидных телец: 
1. Спонтанная дифференцировка, 
2. Клетки 3-х зародышевых листков*, 
3. Имитация эмбрионального 

развития. 
 
 

В целом, ЭС клетки мыши различными 
методами удалось дифференцировать 
в десятки клеточных типов. 

Эмбриональные стволовые клетки 

Эмбриоидные тельца 

Кардиомиоциты Клетки подж. железы Нейроны 

Скелетная мускулатура Глия Гепатоциты 

Гепатоциты Эпителий Гладкая мускулатура 

Эктодерма Энтодерма Мезодерма 



Дифференцировка ЭС клеток в глазной бокал  

Eiraku et al., 2012, с модификациями 

Развитие ретины in vivo 

Получение глазного бокала in vitro 

Глазной пузырек 

Хрусталликовая 
плакода 

Глазной бокал 

NE – нейроэктодерма; NR – нейральный эпителий; RPE – пигментный эпителий. 

В основном in vitro из ЭС клеток удается получить отдельные клетки, но не органы, так как формирование 
органа требует образования трехмерной структуры с правильным взаимодействием между клетками. Одно из 
немногих исключений – выше. 



Дифференцировка ЭС клеток in vivo 

• Формирование тератом при инъекции ЭС 
клеток конгенным или иммунодефицитным 
мышам. 

• Получение химерных мышей при инъекции 
ЭС клеток в бластоцисту или при агрегации 
с морулой. 

• Тетраплоидная комплементация. 



Формирование тератом 

Vasilkova et al., 2007 

Нейральный 
эпителий 

Фокус 
кератинизации 

Костная ткань Хрящ 

Реснитчатый 
эпителий 

Зачаток зуба 

* Данная тератома 
получена из гибридных 
стволовых клеток . 

Для получения тератом ЭС клетки вводят сингенным или иммунодефицитным мышам, например, 
подкожно в область загривка. Это приводит к образованию опухоли (тератомы) с тканями и даже 
органами, напоминающими нормальные производные трех зародышевых листков. Присутствие в 
тератомах молекулярных маркеров дифференцированных тканей и гистохимический анализ  
позволяют делать вывод о плюрипотентности ЭС клеток в случае присутствия производных трех 
зародышевых листков. 



Получение химерных мышей 

Мензоров, 2012  

Наиболее простой способ получения химерного животного – объединение двух морул (А). Для 
тестирования ЭС клеток используют агрегацию ЭС клеток с морулой или введение в бластоцель (Б) с 
последующей подсадкой реципиентному животному. Из-за удобства химеризм обычно оценивают по 
доле клеток донора в коже, то есть по цвету шерсти.  

Относительно недавно появился метод тетраплоидной комплементации (Nagy et al., 1990; Nagy et 
al., 1993). ЭС клетки аггрегируют с тетраплоидными морулами или же вводят в бластоцель 
тетраплоидной бластоцисты (В). Тетраплоидные клетки образуют экстраэмбриональные производные, 
а эмбрион формируется в основном из клеток донора. Прохождение ЭС клетками теста 
тетраплоидной комплементации можно считать наиболее сильным доказательством 
плюрипотентности. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Chimera_(mythology) 

Kruglova et al., 2008 



Проблемы при культивирование 
ЭС клеток in vitro 

• длительное культивирование in vitro 
приводит к накоплению эпигенетических 
изменений, в том числе нарушению 
экспрессии импринтированных генов, 

• нарушение хромосомного состава. 

 

 потеря плюрипотентности. 



Нарушение хромосомного 
состава in vitro 

Sugawara et al., 2006, с модификациями 

Цитогенетический 
анализ 540 линий ЭС 
клеток, показал, что только 
66,5% линий имели 
диплоидный кариотип, то 
есть 40 хромосом. Среди 
наиболее часто 
встречающихся аномалий 
хромосомного состава 
были трисомии по 
хромосомам 8 и 11. 

Следует отметить, что 
этот анализ был выполнен 
на доступных, то есть уже 
охарактеризованных 
линиях клеток, а значит, 
линии с грубыми 
нарушениями кариотипа в 
него не попали.  

Число (%) линий ЭС клеток мыши с различным модальным числом 
хромосом и процент клеток (%) с различным модальным числом 

Модальное  
число 

Число (%) 
линий ЭС клеток 

Число исслед. 
клеток 

Число (%) клеток с 
модальным числом 

Всего 



Причины нарушения хромосомного 
состава 

• Клеткам in vitro непринципиально число 
хромосом для выживания, 

• Ошибки при митозе: нерасхождение 
хромосом и т.д., 

• Трисомия по хромосомам, несущим 
факторы роста, дает преимущество – 
быстрое деление, число клеток клонов с 
трисомией увеличивается. 

 



Один из механизм нарушения 
хромосомного состава 

Соматические клетки: 
 

Точка контроля сборки веретена деления 
 

2N=40  2N40 
 

деление    апоптоз 
 
 

Эмбриональные стволовые клетки: 
 

Точка контроля сборки веретена деления 
 

2N=40  2N40 
 

деление     деление  
 

Mantel et al., 2011 

Было показано, что при 
делении дифференцированной 
клетке необходимо 
прохождение точки контроля 
сборки веретена деления. Если 
число хромосом диплоидное, 
деление продолжается, а если 
возникла анеуплоидия – клетка 
уходит в апоптоз.  

В то же время 
плюрипотентные клетки 
проходят контрольную точку и, 
независимо от результата, 
продолжают деление. Это 
характерно как для ЭС клеток 
мыши, так и человека. 



Анеуплоидия приводит к апоптозу 
при дифференцировке 

ЭС клетки (2N=40) 

 

 -LIF 

 

  Эмбриоидные тельца 

 

ЭС клетки (2N40) 

 

 -LIF 

 

  Апоптоз 

Mantel et al., 2011 

В соответствии с этим 
механизмом, при 
дифференцировке в 
эмбриоидные тельца при отмене 
LIF наблюдается апоптоз клеток, 
имеющих нарушения 
хромосомного состава. 



Стратегия доказательства 
плюрипотентности ЭС клеток 

• морфология колоний 

• ОТ-ПЦР на гены-маркеры плюрипотентности 

• иммуноцитохимия на присутствие маркеров 
плюрипотентности  

• хромосомный состав  

• импринтинг  

• эмбриоидные тельца  

• тератомы  

• получение химерных животных  

• тетраплоидная комплементация 



Нерешенные проблемы 

http://jaxmice.jax.org/strain/002448.html 

http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html http://jaxmice.jax.org/strain/000651.html 

129 

C57BL BALB 

В настоящее время большая часть линий ЭС клеток мыши получена из бластоцист 
мышей линии 129. Относительно просто можно получить ЭС клетки мышей линий BALB и 
C57BL. Для подавляющего числа линий мышей получить ЭС клетки не удается. Причина 
этого неизвестна. С практической точки зрения можно сделать важный вывод – 
практически все наши знания об ЭС клетках мышах получены на основе анализа свойств 
всего лишь нескольких генотипов. 



Вопросы к разделу 3, 
эмбриональные стволовые клетки мыши 

1. Почему клетки эмбриональной карциномы не дают вклад 
в зародышевый путь (формирование гамет) при получении 
химерных животных? 

2. Для чего получают и используют ЭС клетки мыши? 
3. Можно ли ставить знак равенства между клетками 

внутренней клеточной массы бластоцисты и ЭС клетками? 
4. В чем сходство между эмбриоидными тельцами и 

тератомами, полученными введением ЭС клеток 
иммунодефицитным мышам? 

5. Почему ЭС клетки с показанной in vitro и in vivo 
плюрипотентностью не всегда дают вклад в зародышевый 
путь? 

6. Можно ли говорить о степени плюрипотентности? Есть ли 
«высокая» и «низкая» плюрипотентность? 



Раздел 4. Эмбриональные 
стволовые клетки человека 

Получение и характеристики. 
Особенности культивирования. 

Дифференцировка эмбриональных 
стволовых клеток in vitro. Перспективы 

использования в медицине. 



Основные события 

1954 1981 1998 2006 1987 

Нобелевская премия по физиологии и медицине 2007:  
Марио Капеччи, Оливер Смитис, cэр Мартин Эванс 

Гомологическая рекомбинация –  
метод направленного трансгенеза 



Нормальное 
предимплантационное 

развитие эмбриона 
человека 

Морула 

Пронуклеус 

4 клетки 

8 клеток 

Ранняя 
бластоциста 

Расширение 

Вылупление 

Зрелая бластоциста 

Sepulveda et al., 2011, с модификациями 

День 



Science, 1998 

Через 17 лет после получения ЭС клеток мыши в разделе 
«краткие сообщения» журнала Science была опубликована 
первая статья по получению ЭС клеток человека. 



Схема получения ЭС клеток человека 

Wobus, Boheler, 2011, с модификациями 

ЭКО 

Морула Бластоциста 

ВКМ 

5-7 день 5-7 неделя 

Выделение ВКМ Выделение ППК 

Культивирование Культивирование 

ЭС клетки 
Эмбриональные 
герминативные 

клетки 

• Иммунохирургическое 
выделение ВКМ 
 
• Культивирование на 
инактивированных 
фибробластах мыши 
(фидерные клетки) 



Для получения ЭС клеток человека были 
использованы: 

• 14 эмбрионов на стадии дробления, 

• Культивирование до стадии бластоцисты. 

 

Было получено 5 линий ЭС клеток: 

H1, H13 и H14 – (46, XY), 

H7 и H9 – (46, XX). 

Thomson et al., 1998 

Получение ЭС клеток человека, 
Томсон 



Получение линии ЭС клеток линии H9 

Thomson et al., 1998 

100 мкм 

Распластанная ВКМ, День 10 

Колония клеток Клетки 

50 мкм 100 мкм 



Thomson et al., 1998, с модификациями 

Щелочная 
фосфатаза 
неспециф. 

для ЭС 
клеток 
маркер 

SSEA-1 
маркер 

недифф. 
клеток в 

отличие от 
ЭС клеток 

мыши 

SSEA-3 SSEA-4 

TRA-1-60 TRA-1-81 

Поверхностные маркеры линии ЭС клеток линии H9 



Тератомы из ЭС клеток человека 

Эпителий 
ЖКТ, H9 

Thomson et al., 1998, 
 с модификациями 

Нейральный 
эпителий, H14 

Кость, H14 
Хрящ, H9 

Поперечно-
полосатая 

мышца, H13 

Клубочки 
эмбриональной 

почки, H9 

400 мкм 200 мкм 

100 мкм 

100 мкм 

100 мкм 

25 мкм 



Между мышью и человеком – 
макака-резус 

http://jaxmice.jax.org/strain/002448.html 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/
2d/Macaca_mulatta_in_Guiyang.jpg 

В 1995 году группа Томсона получила ЭС клетки макак-резуса, 
используя тот же протокол, что и в дальнейшем для получениея ЭС 
клеток человека. 



Получение ЭС клеток макаки-резуса, 1995 

Thomson et al., 1995 



Проблемы получения ЭС клеток 
человека 

Почему получение ЭС клеток приматов потребовало 
столько лет? 
1. Использование для культивирования сыворотки крови 
телят: сыворотка крови стимулирует дифференцировку 
ЭС клеток человека. В настоящее время используют 
синтетические заменители сыворотки. 
2. Техника культивирования ЭС клеток человека: 
человеческие ЭС клетки практически не обладают 
клоногенностью, их размножают кусочками колоний. 
3. Для поддержания ЭС клеток человека в необходим 
bFGF, основной фактор роста фибробластов. 
4. Получение разрешения этической комиссии на работу 
с человеческими эмбрионами требует времени. 



Ограниченность исследований ЭС клеток человека 

http://jaxmice.jax.org/strain/002448.html 

http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html 
http://jaxmice.jax.org/strain/000651.html 

H1 

H9 H7 

Из-за сложности получения ЭС клеток до недавнего времени большая часть 
исследования была получена с использованием лишь трех линй ЭС клеток: H1, H7 и H9. 
Как и в случае с ЭС клетками мыши идет речь об использовании всего лишь нескольких 
генотипов. 

В последние годы получено множество линий ЭС клеток и эта проблема частично 
решена. 



Сравнение свойств ЭС клеток мыши 
и человека 

ЭС клетки мыши ЭС клетки человека 

SSEA-1 + - 

SSEA-3, SSEA-4 - + 

TRA-1-60, TRA-1-81 - + 

Щелочная фосфатаза + + 

Oct4 + + 

Sox2 + + 

Nanog + + 

Активность теломеразы + + 

Самообновление LIF, фидер*, BMP4 bFGF, фидер* 

Рост in vitro Многослойные колонии Плоские колонии 

Эмбриоидные тельца Простые и сложные Простые 

Дифференцировка 3 + зародышевый путь* 3 + трофобласт 

Формирование тератом + + 

Статус Х-хромосом XaXa XaXa/XaXi 
Wobus, Boheler, 2011, с модификациями 



Инактивация Х-хромосомы 

Meyer, 2005 

Caenorhabditis  
elegans 

Drosophila  
melanogaster Млекопитающие 

Одна из важных характеристик плюрипотентных клеток 
– статус Х-хромосомы. В ЭС клетках мыши обе Х-хромосомы 
активны, а для ЭС клеток человека возможны оба варианта:  
ХаХа и ХаХi. 

Вопрос: почему трехцветными бывают только кошки, но 
не коты? 



Пассирование ЭС клеток мыши и человека 

Bryja et al., 2006, с модификациями 

Энзиматически; 
Мануально 

 

Мануально; 
Энзиматически 

Стеклянный капилляр 



Заморозка ЭС клеток мыши и человека 

• ЭС клетки мыши: 

10% DMSO + 90% сыворотки 

 

(CH3)2SO 

 

 

• ЭС клетки человека: 

Витрификация 

(переход жидкости при 
понижении температуры в 
стеклообразное состояние) 

http://www.reprocell.com 



Основные факторы, регулирующие 
плюрипотентность ЭС клеток человека 
Транскрипционный фактор OCT4: 

• Связывается с октамером 5'-ATTTGCAT-3‘, 

• Экспрессия в плюрипотентных клетках и клетках зародышевого пути, 

• Регуляция транскрипции – сам по себе и в комплексе с другими 
транскрипционными факторами (OCT4-SOX2). 

 

Транскрипционный фактор NANOG: 

• Tír na nÓg – Тир на Ног – в кельтской мифологии «остров юных», страна 
вечной молодости, остров вечной молодости, 

• Обеспечивает самообновление ЭС клеток, 

• Экспрессия в плюрипотентных клетках. 

 

 bFGF – basic fibroblast growth factor – фактор роста фибробластов 2: 

• Необходим для поддержания ЭС клеток человека в недифференцированном 
состоянии. 

 

 



Варианты культивирования ЭС 
клеток человека 

• Фидер – инактивированные мышиные или 
человеческие фибробласты, 

 KSR – knockout serum replacement – 
нокаутный заменитель сыворотки. 

 

• Матригель – смесь белков, секретируемых 
клетками саркомы мыши, 

 mTeSR®1 – среда для бесфидерного 
культивирования ЭС клеток человека. 

• и другие. 

 

 



Тест на плюрипотентность: 
дифференцировка in vitro 

Nishikawa et al., 2007 

Эмбриоидные тельца Сокультивирование Матрикс 

Дифференцировка с 
образованием эмбриоидных 
телец 

Сокультивирование ЭС клеток 
с, например, стромальными 
клетками 

Культивирование ЭС клеток на 
специально подобранном 
матриксе,  например,  
коллагене IV. 



Примеры дифференцировки ЭС 
клеток in vitro 

Wobus, Boheler, 2011 

Кардиомиоциты, 
нейральные клетки, 
«клетки поджелудочной 
железы», 
различные типы клеток 
крови, 
гепатоциты, 
... 
 
Следует отметить 
легкость 
дифференцировки в 
производные 
ТРОФОБЛАСТА в отличие 
от ЭС клеток мыши. 



Экспресс-анализ потенциала к дифференцировке 

Bock et al., 2011, с модификациями 

ЭС клетки/ИПСК 

Эмбриоидные тельца, спонтанная  
дифференцировка 

Анализ экспрессии 
500 генов 

Различия в экспрессии по  
сравнению с контролем 

Анализ экспрессии 
маркеров дифференцировки 

Предсказание потенциала  
плюрипотентных  клеток 



Предрасположенность к дифференцировке 

Применение ЭС клеток и ИПСК (см. раздел 5) в клеточной терапии требует детальной 
характеристики безопасности (потенциальная онкогенность) и потенциала к 
дифференцировке. Не все линии ЭС клеток одинаково эффективно дифференцируются в 
производные всех трех зародышевых листков. Анализ экспрессии генов-маркеров 
диффереренцированных тканей в эмбриоидных тельцах, полученных путем спонтанной 
дифференцировки, позволяет быстро и эффективно оценить перспективы конкретной 
линии ЭС клеток для использования в выбранном направлении дифференцировки. 

Bock et al., 2011 



Происхождение различных типов 
плюрипотентных клеток 

Hanna et al., 2010 

ESC – эмбриональные стволовые клетки, 
EpiSC – эпибластные стволовые клетки, 
EGC – эмбриональные герминативные клетки, 
maGSC – сперматогониальные стволовые клетки, 
iPSC – ИПСК, индуцированные стволовые клетки. 

Предимплантационный 
эмбрион 

Постимплантационный 
эмбрион 

Постнатальные/ 
взрослые 



ЭС клетки vs. эпибластные стволовые клетки 
Характеристика “Naïve” стволовые клетки “Primed” стволовые клетки 

Клеточный тип ЭС клетки, ЭГ клетки, СГСК Эпибластные стволовые клетки 

Эмбриоидные тельца Да Да 

Тератомы Да Да 

Химеры Да Нет 

Клоногенность Высокая  Низкая 

Время удвоения 10-14 ч 14-16 ч 

Морфология колоний Куполообразная Уплощенная 

SSEA1, ЩФ + + 

Oct4, Sox2 + + 

Nanog, Klf2, Klf4, Rex1, 
Stella 

Высокая++ Низкая/нет +/- 

XX статус XaXa XaXi 

Hanna et al., 2010, с модификациями 

Было предложено называть «истинные» ЭС клетки «naïve», а эпибластные – «primed», 
то есть «более продвинутые». Сравнение свойств ЭС клеток мыши и человека показывает, 
что ЭС клетки мыши относятся к  «naïve», а ЭС клетки человека к эпибластным, «primed». 



Naïve и primed плюрипотентные состояния 

Hanna et al., 2010 

Naïve Primed 

Позитивные 
регуляторы 
состояния 

LIF/Stat3 
BMP4 
WNT 
IGF 

TGF- 
Activin  
FGF2 
ERK1/2 
WNT 
IGF 

Негативные 
регуляторы 
состояния 

TGF- 
Activin  
FGF2 
ERK1/2 

BMP4 

Можно видеть, что ключевые 
транскрипционные факторы 
реципрокно регулируют поддержание 
«naïve» и «primed» состояний. 

Показано, что ингибированием 
сигнальных путей/сверхэкспрессией 
транскрипционных факторов можно 
переключать состояния. 



Как получить naïve ЭС клетки? 

• Использовать для получения LIF и «2i»: 
ингибиторы протеин киназ ERK1/2 и GSK3, 
стимулирующие сигнальный путь WNT. 

• Так получены ЭС клетки из различных 
линий мышей, не только 129, и ЭС клетки 
крысы. 

• ЭС клетки человека также можно на 
несколько пассажей перевести в «naïve» 
состояния, добавляя 2i и форсколин. 



Проблемы при долговременном 
культивирование in vitro 

Allegrucci, Young, 2006, с модификациями 

Культивирование 
эмбриона 

Получение ЭС клеток 

Состав среды 

Тип фидера 

Плотность фидера 

Ростовые факторы 

Безфидерная культура 

Метод пассирования 

Метод заморозки 

Фенотип 

Дифференцировка 

Экспрессия генов 

Стабильность генотипа 

Эпигенетическая стаб. 

Онкогенный потенциал 



Импринтинг в этологии 

Конрад Лоренц и гусята 



Импринтинг 
• Около 1% генов млекопитающих имеют 

монородительскую экспрессию, например 
экспрессируется только «материнский» 
аллель, но не «отцовский».  

• Один из механизмов: метилирование 
цитозинов в CpG островках промоторов. 



Нарушение импринтинга in vitro 
Долговременное культивирование ЭС клеток приводит к накоплению 

эпигенетических нарушений, в том числе нарушению импринтинга.  

Потенциально это может привести к снижению потенциала к 
дифференцировке. 

  Родительская Время    Стабильность 
  экспрессия активации   
  импринтинга гена в ЭС клетках 
Регулируется метилированием, наследуемым от отца 
H19   Материнская  Пери-имплантац. (ч)   Вариабельный 
IGF2   Отцовская  Пре-имплантац. (ч)    Нестабильный 
MEG3   Материнская Пре-имплантац. (м)    Вариабельный 
Регулируется метилированием, наследуемым от матери 
SNRPN   Отцовская  Пре-имплантац. (ч)     Стабильный 
IPW  Отцовская  Пре-имплантац. (ч)     Стабильный 
SLC22A18   Материнская Н/А    Нестабильный 
MAGEL2   Отцовская  Н/А   Стабильный 
KCNQ1OT1  Отцовская  Пре-имплантац. (м)   Стабильный 
KCNQ1   Материнская Пост-имплантац. (ч)   Стабильный 
PEG3   Отцовская  Пери-имплантац. (м)  Стабильный 
MEST   Отцовская  Пре-имплантац. (ч)     Нестабильный 
NESP55   Материнская Н/А   Вариабельный 
PEG10   Отцовская  Н/А   Стабильный
  Rugg-Gunn et al., 2007, с модификациями 



Причины нарушения хромосомного 
состава 

• Клеткам in vitro непринципиально число 
хромосом для выживания, 

• Ошибки при митозе: нерасхождение хромосом и 
другие нарушения, 

• Трисомия по хромосомам, несущим факторы 
роста, дает преимущество – быстрое деление, 
число клеток клонов с трисомией увеличивается, 

• Трисомия в в плюрипотентных клетках не 
вызывает апоптоз. 

 

Так, в одной из работ было показано, что в 40 
линий ЭС клеток человека среди 1163 клеток было 
выявлено 12,9% с нарушениями кариотипа 
(Taapken et al., 2011). 

 



Настабильность генома ЭС клеток 
человека на молекулярном уровне 

• Изменение числа хромосом – грубое 
генетическое нарушение, которое можно 
легко обнаружить рутинными методами 
цитогенетического анализа. 

• Полногеномное секвенирование или 
анализ числа копий равномерно 
распределенных по геному 
последовательностей позволяет выявить 
небольшие по размеру мутации. 



Анализ копийности фрагментов генома 

 Дизайн эксперимента 
• Полногеномное генотипирование SNP (1,140,419 SNPs) (SNP - single-

nucleotide polymorphism, однонуклеотидный полиморфизм), 
• 69 линий ЭС клеток человека (130 образцов), 
• 11 линий соматических стволовых клеток (11 образцов), 
• 41 линии первичных клеток (41 образец), 
• 20 типов тканей (67 образцов). 
 
 Дупликации в ЭС клетках человека 
• Характерны дупликации хромосом 12, 17, 20, 
• 152 региона со значимым различием числа дупликаций между 

стволовыми и соматическими клетками, 
• из них 18 высоко представлены в плюрипотентных клетках, 
• из них 2 рядом или включают гены NANOG (9/69 ЭС клеток) и 

DNMT3B (de novo метилтрансфераза 3B, участвует в метилировании 
CpG островков) (7/69 ЭС клеток). 

 
Laurent et al., 2011 



Некоторые результаты анализа 
• Показаны дупликации псевдогенов генов NANOG и 

OCT4. Роль псевдогенов в регуляции? 
• Показано возникновение трисомий при 

долговременном культивировании (пассажи 33-88). 
• Показаны хромосомные нарушения при 

дифференцировке. 
 
 Функции генов: 
• Из 7 дуплицированных фрагментов 6 кодируют по 

крайней мере 1 ген или промотор, 
• Сверхэкспрессия 5 из них ассоциирована с 

опухолевым ростом или пролиферацией, 
• 12 делеций содержали по крайней мере один ген, 
• 5 из этих генов считаются онкосуппрессорами. 
 
 

Laurent et al., 2011 



Выводы из анализа копийкости SNP 

• ЭС клетки человека имеют многочисленные 
хромосомные нарушения, рутинное 
кариотипирование не работает, 

• ЭС клетки человека накапливают 
потенциально онкогенные хромосомные 
нарушения, 

• Необходим мониторинг генома 
плюрипотентных клеток человека. 



Стратегия доказательства 
плюрипотентности анализа ЭС клеток 

• морфология колоний 

• ОТ-ПЦР на гены-маркеры плюрипотентности 

• иммуноцитохимия на присутствие маркеров 
плюрипотентности  

• хромосомный состав  

• импринтинг  

• эмбриоидные тельца  

• тератомы  

• получение химерных животных  

• тетраплоидная комплементация 



Применение ЭС клеток человека в 
клинике 

• Безопасность. Способность к 
формированию тератом in vivo – 
необходима предварительная 
дифференцировка. 

• Очистка. Смесь клеточных типов при 
дифференцировке. FACS. 

• Размер трансплантата? 

• Правильная преклиническая модель. 

• Иммунологическое отторжение. ИПСК. 



Карта клинических испытаний с 
использованием ЭС клеток 

http://clinicaltrials.gov 

26 клинических испытаний с использованием ЭС клеток (данные на июнь 2013).  

Зеленым обозначены регионы с минимальным числом клинических испытаний,  
красным  – с максимальным. 



Вопросы к разделу 4, 
эмбриональные стволовые клетки человека 

1. В чем заключаются сходство и различия между ЭС 
клетками человека и мыши? 

2. Что такое «naïve» и «primed» плюрипотентные 
состояния? 

3. Безопасны ли ЭС клетки человека для применения в 
клинике? 

4. Этично ли проводить опыты с использованием 
эмбрионов человека? До какой стадии развития? 

5. Сколько необходимо линий ЭС клеток для применения 
в клеточной терапии? Одна, десятки, сотни? 

6. Безопасно ли использование компонентов животного 
происхождения в культивировании ЭС клеток человека 
для дальнейшего применения в медицине? 



Раздел 5. Индуцированные 
плюрипотентные стволовые 

 клетки (ИПСК) 



for the discovery that mature cells can be 

reprogrammed to become pluripotent 

Нобелевская премия по физиологии и медицине 2012 года 

Джон Гёрдон 

Синъя Яманака 



До создания технологии получения ИПСК получать плюрипотентные 
стволовые клетки можно было лишь из бластоцист (ЭС клетки) либо 
клонированных бластоцист (ntЭС клетки).  
 
Однако оба способа имеют недостатки: 
 
ЭС клетки 
• Невозможно получить из клеток взрослого организма, 
• В случае применения в медицине иммунологическая несовместимость с 

организмом реципиента, 
• Этические проблемы, связанные с необходимостью разрушения эмбриона. 

 
ntЭС клетки 
• Технически сложная процедура переноса ядра, 
• Крайне низкая эффективность, 
• Полнота репрограммирования? 
• Этические проблемы связанные с необходимостью разрушения эмбриона. 
 



Чем соматические клетки взрослого 
организма отличаются от 

эмбриональных стволовых клеток? 

Соматические клетки  
 
• Выполняют определенные функции 

в организме (эпителий – барьерная 
функция, мышечные клетки – 
движение, костные – опорная 
функция и т.д.), 

• Имеют резко ограниченный спектр 
возможной дифференцировки. 

 

Эмбриональные стволовые клетки  
 
• Способны дифференцироваться в 

любой тип клеток взрослого 
организма, 

• Способны неограниченно долго 
расти в культуре, 

• Способны сохранять 
недифференцированное состояние. 



Чем соматические клетки взрослого 
организма отличаются от 

эмбриональных стволовых клеток? 

 На самом деле, единственное ключевое отличие 
заключается в дифференциальной активности генов. То есть все 
свойства клеток задаются набором активных в данный момент 
генов. 

Соматические клетки (фибробласты) 
 
• Коллаген 
• Thy1 
• Fsp1 
• и т.д. 
 

Эмбриональные стволовые клетки  
 
• Oct4 
• Nanog 
• Sox2 
• Ras1 
• и т.д. 



Первая страница статьи Синъи 
Яманаки, в которой была показана 
принципиальная возможность 
индукции плюрипотентности в 
соматических клетках при помощи 
экзогенной экспрессии 
транскрипционных факторов. 
 
Эта работа была отмечена 
Нобелевской премией в 2012 году. 



Если цель получить стволовые клетки 
из соматических, какие факторы 

нужно добавить? 

• Транскрипционные факторы, специфичные для эмбриональных стволовых 
клеток, 

• Гены, экспрессия которых повышается при формировании опухолей (так 
как предполагалось, что процесс опухолевого перерождения может иметь 
общие черты с процессом репрограммирования), 

• Гены, для которых была показана роль в поддержании плюрипотентности 
эмбриональных стволовых клеток. 

 

Гены-кандидаты в исследовании Яманаки: 
Ecat1, Dppa5, Fbxo15 , Nanog , ERas , Dnmt3l , Ecat8 , Gdf3 , Sox15 , Dppa4 , Dppa2 , Fthl17 , 
Sall4 , Oct4 , Sox2 , Rex1 , Utf1 , Tcl1 , Dppa3 , Klf4 , β-catenin , c-Myc , Stat3 , Grb2. 



Важная деталь! Для введения трансгенов в работе Яманаки использовали 
ретровирусные векторы. Ретровирусные векторы обеспечивают стабильную 
экспрессию трансгена в клетках на протяжении длительного времени, необходимого 
для репрограммирования. 
 
 

 
• ретровирусные векторы созданы на основе Moloney murine leukemia virus (Mo-

MLV). Этот вирус заражает и мышиные и человеческие клетки. 
 

• для создания вектора вирусные гены, gag, pol and env, заменяют генно-
инженерной конструкцией, которую экспрессируют в специальной клеточной 
линии – упаковщике. 
 

• в вирионы упаковывается только интересующая конструкция, т.к. она содержит 
сигнал упаковки. 

  
• для того, чтобы предотвратить появление потенциально опасного искусственного 

вируса, из вектора удаляют все возможные участки гомологии с природными 
ретровирусами. 
 



трансген 

трансген 

транскрипция векторной РНК 

вирусные белки 

упаковка векторной РНК в вирионы 

клетки 
упаковщики 
HEK 293 
(клеточная линия с 
высокой 
эффективностью 
трансфекции) 

 
получение 
препарата ретровирусов 

инфекция ретровирусами 
целевых клеток 

обратная транскрипция 

трансген 

интеграция провирусной 
ДНК в геном 

Целевой белок 

целевые клетки 

рекомбинантные 
ретровирусы 

Схема получения 
рекомбинантных 
ретровирусов для 

введения трансгенов 
в культуры клеток 

С модификациями из http://mol-
biol4masters.masters.grkraj.org/html/Genetic_RNA8C-
Retroviruses-Mechanism_of_Replication.htm 



фибробласты ИПСК 

Стратегия отбора генов-кандидатов 

коктейль из 24 ретровирусов, каждый 
из которых кодирует кДНК одного 
гена-кандидата 

фибробласты несут трансгенную 
кассету (β-галактозидаза + ген 
устойчивости к антибиотику G418)  
под контролем промотора гена Fbx15. 
Fbx15 неактивен в фибробластах, но 
активен в ЭС клетках, в случае 
успешного репрограммирования 
трансгенная кассета активируется и 
клетки приобретают устойчивость к 
G418. 

инфекция ретровирусными векторами и селекция 
репрограммированных клеток по устойчивости к G418 



ЭС клетки 
ИПСК, полученные введением 
24 факторов фибробласты 

Обработка фибробластов коктейлем из 24 ретровирусов 
приводит к появлению колоний клеток с морфологией подобной 
морфологии ЭС клеткам. Эти колонии также устойчивы к G418. 

Takahashi, Yamanaka, 2006 



24 гена-кандидата, все ли они важны? 

Для того, чтобы из 24 факторов выявить необходимые для репрограммирования, 
заражали фибробласты 24 комбинациями типа [24-1].  

комбинации из 23 факторов [24-1] 
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 число колоний на 16 день 

число колоний на 10 день 

Takahashi, Yamanaka, 2006 с модификациями 



• Без Oct4 или Klf4: колоний нет, 

• Без Sox2: колонии формируются, но 
фенотип отличается, 

• Без c-Myc: очень низкая эффективность. 

24 гена-кандидата, все ли они важны? 

Таким образом, были обнаружены 4 
транскрипционных фактора, экспрессия 
которых необходима и достаточна для 
индукции плюрипотентности в 
фибробластах мыши. чи

сл
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и
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Takahashi, Yamanaka, 2006 с модификациями 



Плюрипотентность ИПСК 

ИПСК полученные в работе Яманаки (так называемые ИПСК первого поколения) 
успешно прошли часть тестов на плюрипотентность.  Например, тератомный тест. 

хрящ хрящ нервная ткань 

эпителий адипоциты мышечная ткань 

Takahashi, Yamanaka, 2006 с модификациями 



Плюрипотентность ИПСК 

Takahashi, Yamanaka, 2006 

При введении ИПСК первого поколения в реципиентную бластоцисту 
формировались химерные эмбрионы. Однако вклад введенных ИПСК не 
прослеживался позже 13,5 дня развития и не удалось получить ни одного взрослого 
химерного животного. Вывод: ИПСК первого поколения имели ограниченный 
потенциал развития (то есть их потенциал не был равен потенциалу ЭС клеток). 

На фотографии эмбрионы 13,5 дня развития. Зеленые клетки – потомки ИПСК, 
введённых в эмбрион на стадии бластоцисты. 



Спустя 11 месяцев вышла статья в 
Nature, подтвердившая результаты 
работы Яманаки. 
Второе поколение ИПСК. 



Второе поколение ИПСК 

• основное отличие – Nanog- или Oct4-
активируемый ген устойчивости для 
селекции репрограммированных клеток, 

• те же 4 гена (Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc), 

• гораздо больше похожи на ЭС клетки, чем 
первое поколение. 



ИПСК способны давать химер 

Wernig et al., 2007 

Взрослая химерная мышь, 
полученная введением ИПСК в 
бластоцисту. Светлые участки 
шкуры развились из введенных 
клеток, темные – из клеток 
реципиентной бластоцисты.  

Новорожденные мышата. 
Поскольку ИПСК были 
маркированы GFP, участки шкуры 
развившиеся из введенных 
клеток, флуоресцируют зеленым 
при облучении ультрафиолетом. 

УФ 



Мышата полученные из ИПСК 

Okita et al., 2007 

У химерных животных ИПСК способны дифференцироваться в половые клетки и 
таким образом проходить в следующее поколение. Помет одного из химерных 
животных, светлые мышата, получились при оплодотворении гамет, развившихся из 
ИПСК.  



У 10% «ИПСК-мышей» (светлые 
мышата на предыдущем слайде) 
возникали опухоли вследствие 
активации онкогена c-Myc. 

Okita et al., 2007 

ИПСК могут быть небезопасны 



• Та же технология, что и для ИПСК мыши, 

• Удалось получить ИПСК из фибробластов 
взрослого донора (36 лет), 

• В целом, процесс получения ИПСК 
человека дольше, колонии формируются 
только на 25 день (у мыши на 12 день). 

ИПСК человека 



Плюрипотентность ИПСК человека 
По понятным причинам, самый строгий тест на плюрипотентность – тест на 

химеризм, невозможно провести для ИПСК человека. Поэтому плюрипотентность 
проверяют in vitro при дифференцировке в культуре клеток или in vivo при 
формировании тератом. 

Takahashi et al., 2007 

Иммуноцитохимическое выявление 
различных типов клеток, возникающих 
при дифференцировке ИПСК человека 
in vitro. 
  
F – печеночные клетки (алфа-
фетопротеин+), 
G – мезенхимные клетки (виментин+), 
H – гладкомышечные клетки (α-SMA+), 
I – мышечные клетки (десмин+), 
J – нейроны (βIII-тубулин+), 
K – глиальные клетки (GFAP+). 



Yu et al., 2007 

Плюрипотентность ИПСК человека: тератомный тест 

Нервная ткань (производное эктодермы) 

Хрящ (производное мезодермы) 

Кишечный эпителий (производное энтодермы) 



Как сравнить перспективность разных подходов 
репрограммирования? 

 
 

Количество опубликованных статей (на март 2013 года) 



Таким образом, получение ИПСК очень перспективный 
подход для репрограммирования генома, однако 
имеет ряд серьезных недостатков: 
• применение ретровирусов при репрограммировании 

приводит к вставке чужеродного генетического 
материала в случайные сайты генома (инсерционный 
мутагенез), 

• в репрограммирующем коктейле присутствуют 
онкогены (c-Myc и Klf4), их эктопическая экспрессия 
может приводить к опухолевому перерождению 
клеток, 

• крайне низкая эффективность репрограммирования. 
Полностью репрограммируются лишь 0,001-1% 
клеток. 



белки РНК 

эписомы 

транспозоны 

аденовирусы 

лентивирусы 

ретровирусы 

вырезаемые 
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Сравнение разных способов получения ИПСК  

 Mostoslavsky 2011, с модификациями 
 



Получение ИПСК – процесс 
медленный и неэффективный   

Репрограммирование в системе гибридных клеток (раздел 8) занимает 
примерно 1-2 суток. 
 
Репрограммирование при клонировании (раздел 7) – часы. 
 
 
Репрограммирование при получении ИПСК мыши – минимум 7-10 дней. 
 



Papp, Plath 2011, с модификациями 

ИПСК 

апоптоз/старение 

противодействие 
апоптозу/старению 

пролиферация и уменьшение 
размеров клеток 

подавление активности генов 
соматических клеток мезенхимально-эпителиальный 

переход (подавление активности Snail, 
повышение активности E-cadherin) 

Появление маркеров 
ЭС клеток (SSE1,  щелочная 
фосфатаза) 

Стирание эпигенетической памяти транскрипционный профиль  
подобный ЭС клеткам, 
независимость от экзогенной 
экспрессии  
репрограммирующих 
факторов 



Первые этапы репрограммирования 

В первые 1-2 дня: 
- укорачивается клеточный цикл (фибробласты делятся раз в 22 часа, 
ЭС клетки раз в 11-12 часов), 
- размеры клеток уменьшаются. 
 

Лишь немногие клетки приобретают эти свойства, часто клетки уходят в 
апоптоз.  
 
Блокировка апоптотического пути увеличивает выход 
репрограммированных клеток. 



 Первые этапы репрограммирования 

Через 4-8 дней: 
- некоторые из быстро делящихся маленьких клеток формируют 
плотные колонии.  Этот этап называется мезенхимально-
эпителиальный переход, 
- подавляется активность генов, характерных для фибробластов (Thy1, 
Snail), 
- появляеся E-cadherin. 
 
Активация бета-катенин - E-cadherin сигнального пути увеличивает 
выход репрограммированных клеток.  



 Поздние этапы репрограммирования 

В небольшой доле клеток добравшихся до этого этапа: 
- появляются поверхностные антигены, свойственные ЭС клеткам 
(SSEA1), 
- появляется активность щелочной фосфатазы, еще одного маркера ЭС 
клеток. 
 
Все описанные этапы репрограммирования происходят под действием 
репрограммирующих факторов. Прекращение эктопической 
экспрессии факторов на этой стадии приводит к возврату в исходное 
состояние. 



 Поздние этапы репрограммирования 

В небольшой доле клеток добравшихся до этого этапа: 
- закрепляются свойства, характерные для ЭС клеток, 
- плюрипотентное состояние поддерживается вне зависимости от 
экзогенной экспрессии репрограммирующих факторов. 
 
Финиш! 



Bock et al., 2011 с модификациями 

среднее по всем линиям ЭС кл. 
среднее по всем линиям ИПСК 
отдельная линия ИПСК 

ИПСК специфические отклонения от ЭС клеточного контроля 

С
п

ец
и

ф
и

че
ск

и
е 

д
л

я 
о

тд
ел

ьн
ы

х 
л

и
н

и
й

 о
тк

л
о

н
ен

и
я 

о
т 

Э
С

 к
о

н
тр

о
л

я 
Насколько ИПСК похожи на ЭС клетки? 



Вопросы к разделу 5, 
индуцированные плюрипотентные  

стволовые клетки 
1. Что такое индуцированные плюрипотентные 

стволовые клетки? 

2. Какие перспективы применения ИПСК в медицине 
вы можете предложить? 

3. Какие свойства ИПСК ограничивают их 
пригодность для применения в медицине? 

4. Какие существуют способы доставки 
репрограммирующих факторов в клетки? 

5. Предложите схему лечения пациента страдающего 
от генетического заболевания, например 
гемофилии, с использованием ИПСК. 



Раздел 6. Трансгенез 

Получение трансгенных мышей, knock-out 
мыши, knock-in мыши, Cre-LoxP 

рекомбинация. Применение трансгенеза 
для лечения заболеваний человека. 



Трансгенез – процесс введения чужеродной ДНК (трансгена) в 
геном организма. 
 
В результате трансгенеза трансгенный организм приобретает 
новые свойства, которые может передать своему потомству. 
 



Из чего состоит трансген? 
минимальная комплектация 

Ген (часто cDNA)  

ATG STOP 

Промотор Сигнал полиаденилирования Poly(A) 

Основная часть трансгенной конструкции – кодирующая белок 
последовательность. Поскольку генетический код универсален, то будучи 
перенесенной в новый организм последовательность будет кодировать тот же 
пептид, что и в исходном организме.  

Промотор – последовательность обеспечивающая транскрипцию 
трансгенной конструкции. Может быть конститутивным (то есть активным во 
всех клетках), либо тканеспецифичным, например, промоторы молочных 
белков обеспечивают транскрипцию только в клетках молочной железы во 
время лактации. 

Сигнал полиаденилирования является терминатором транскрипции, а также 
обеспечивает полиаденилирование зрелой мРНК, тем самым влияя на 
стабильность транскрипта. 



Из чего состоит трансген? 
стандартная комплектация 

 

ген 

ATG STOP 

«Энхансер»/ 
регуляторные  
элементы 
 

промотор 

Poly(A) 

инсуляторы 

Часто трансгены встраиваются в случайное место в геноме, поэтому для того, чтобы 
оградить трансген от влияния cis-регуляторных последовательностей генома в месте 
интеграции, трансгенную конструкцию фланкируют инсуляторами.  

Помимо промотора в состав трансгена для обеспечения тканеспецифичной 
экспрессии может быть включена вся регуляторная область гена. 

Поскольку частота использования отдельных кодонов может сильно отличаться у 
разных организмов, для обеспечения максимальной продукции белка кодонную 
структуру гена оптимизируют (то есть заменяют все кодоны на наиболее часто 
используемые для кодирования данной аминокислоты у трансгенного организма). 



Пронуклеарная микроинъекция 
Наиболее распространенный 
метод. 
Эффективность 1-5% 

Лентивирусная инфекция 
Эффективность до 90%, 
но часто много интеграций, 
причем в активные гены. В 
следующем поколении трансген 
часто инактивируется. 
Используется редко. 

Сперматозоид в качестве 
вектора доставки 
Сперматозоиды выдерживают в 
растворе ДНК (часть молекул 
налипает на поверхность) и 
используют для in vitro 
оплодотворения 
Эффективность около 1-5%. 

Способы получения трансгенного животного 
зигота 

пронуклеусы 
блестящая оболочка 

линейная ДНК 
(трансген) 

зигота/ооцит 

лентивирусы 

ооцит 

«нагруженный» ДНК 
сперматозоид 



Пронуклеарная микроинъекция приводит к встройке тандемного повтора из 
трансгенов в непредсказуемый локус генома 

 

женский 
пронуклеус 

мужской 
пронуклеус 

раствор 
ДНК 

случайно возникший 
одноцепочечный разрыв 

в хромосомной ДНК 

трансплантация  
эмбриона 

псевдобеременной 
самке 

инъецированная 
ДНК 

интеграция 

раствор ДНК представляет 
собой множество отдельных 
линейных копий трансгена 

Трансгенное животное. В случае если интеграция 
трансгена произошла на стадии зиготы все клетки 
организма будут нести трансген 



Клонирование 
В качестве доноров ядер используется культура трансгенных клеток 

Эффективность трансгенеза – 100%*!  
(все родившиеся животные будут трансгенными) 
 
 
* - эффективность процесса клонирования не более 1%, у родившихся животных высока вероятность аномалий 
развития. 

энуклерованный ооцит м 

м трансгенная клетка 



Использование ЭС клеток в трансгенезе 

ЭС клетки 
GFP neoR 

Селекция на 
устойчивость к 
антибиотику 
 

Плюрипотентность ЭС клеток 
позволяет использовать их для 
получения трансгенных животных. В 
этом случае трансгенную конструкцию 
вводят в культуру клеток с помощью 
нуклеофекции или электропорации. 
Эффективность трансгенеза клеток 
может достигать 50% и выше. Кроме 
того, введение в трансгенную 
конструкцию гена устойчивости к 
антибиотику (например, неомицину), 
позволяет избавится от всех клеток, не 
получивших трансген. Для получения 
трансгенного животного генетически 
модифицированные ЭС клетки вводят 
в реципиентную бластоцисту. 



суррогатная мать 

химера                норма 

химера                норма 

Гетерозигота по трансгену           норма        норма 

Использование ЭС клеток 
в трансгенезе 

После трансплантации суррогатной 
матери бластоцисты могут развиться в 
химерное животное, у которого часть тканей 
происходит из введенных ЭС клеток. В 
случае колонизации введенными клетками 
зародышевого пути часть производимых 
химерой гамет будет нести трансген. 
Поэтому в потомстве такой химеры будут 
появляться животные, гетерозигоные по 
трансгену. 



Генный нокаут (knockout) 

это метод молекулярной 
генетики, позволяющий 
удалить полностью или 
сделать 
неработоспособными 
определенные гены. 



Генный нокаут (knockout) 
принципиальная схема 

ЭС клетки 

гомологичная 
рекомбинация 

селекция на 
устойчивость к 
антибиотику 
 

ген интереса 

Для того, чтобы ввести трансген в 
специфический сайт генома, необходимо 
фланкировать конструкцию участками 
гомологии к интересующему сайту 
генома. В таком случае, появляется 
вероятность встраивания трансгена по 
механизму гомологичной рекомбинации.  



Генный нокаут (knockout) 

суррогатная мать 

химера                норма 

химера                норма 

Гетерозигота по нокауту         норма          норма 

После получения линии 
нокаутных ЭС клеток 
принципиальная схема получения 
нокаутного животного не отличается 
от схемы получения трансгенного 
животного с помощью ЭС клеток. 



Без использования специфических ферментов (транспозаз, 
интеграз и т.п.) встраивание чужеродной ДНК в геном 
возможно только при репарации разрывов геномной ДНК. 
Такие разрывы постоянно возникают в геноме в результате 
действия случайных факторов или действия ферментов (таких 
как топоизомеразы или ферменты репарации). Существует два 
основных пути репарации двуцепочечных разрывов ДНК у 
эукариот – негомологичное соединение концов и 
гомологичная рекомбинация. Именно они ответственны за 
встраивание чужеродного генетического материала при 
трансгенезе. Встраивание в специфический сайт генома, 
направляемое участками гомологии в трансгене, возможно 
только при участии процесса гомологичной рекомбинации. 

Механизмы интеграции трансгена 



Два основных пути репарации двухцепочечных разрывов ДНК у 
эукариот  

Негомологичное соединение 
концов Гомологичная рекомбинация 



Два основных пути репарации двухцепочечных разрывов ДНК у 
эукариот  

Негомологичное соединение 
концов 

Гомологичная рекомбинация vs 
То, каким образом будет репарироваться двухцепочечный разрыв, 

определяется конкуренцией белков двух систем за связывание с разрывом. 
Белков системы «негомологичного соединения концов» в клетке больше, 

поэтому они чаще выигрывают эту битву. В итоге на одно событие гомологичной 
рекомбинации приходится 1000 - 10000  событий «негомологичного соединения 
концов». Кроме того важно, что для встраивания трансгена по механизму 
гомологичной рекомбинации необходимо, чтобы случайный разрыв возник 
неподалеку (в пределах участков гомологии трансгена) от интересующего нас 
места. Понятно, что такое стечение обстоятельств встречается очень редко. 
Поэтому получение нокаутных животных проводят через трансгенез ЭС клеток. 
Культура клеток позволяет произвести селекцию даже таких редких событий, 
потому что можно культивировать многие миллионы клеток. 



целевой ген 

targeting 
vector 

neoR 

neoR 

гомологичная  
рекомбинация 

“knockout” 

TK 

Генный нокаут (knockout) 

ген тимидинкиназы вируса герпеса  

участки 
гомологии 

трансгенная 
конструкция 

геном 

геном 

Поскольку присутствие в трансгенной 
конструкции участков гомологии не 
гарантирует встраивание в 
специфический сайт генома, то системы 
положительной селекции, по 
устойчивости к антибиотику, не 
достаточно, так как вся конструкция 
может встроится в случайное место в 
геноме. Поэтому конструкцию часто 
дополняют системой отрицательной 
селекции.  

Присутствие в клетке тимидинкиназы 
вируса герпеса убивает ее в присутствие в 
среде ганцикловира. При встраивании по 
механизму гомологичной рекомбинации 
всё, что находится в конструкции  
снаружи от участков гомологии, не 
встраивается в геном. Поэтому нокаутные 
клетки выживают на среде с 
антибиотиком и ганцикловиром. 

TK 



Случайная инсерция 
трансгена 

+  селекция на 
устойчивость к 

антибиотику 

нокаутные ЭС клетки  

neor TK 

ЭС клетки 

target 

-  селекция на 
устойчивость к 
ганцикловиру 

Нерекомбинантные 
клетки 

нокаутные клетки 

Схема получения нокаутных ЭС клеток 



Gene targeting 
применение 

Нокаутирование генов – не 
единственное применение 
направленной модификации генома 
(gene targeting). Проект по замене 
константных участков антител мыши на 
гомологичные участки человека 
позволяет получить лекарства на основе 
антител мыши, которые не отторгаются 
иммунной системой человека. К 
настоящему времени на основе 
гуманизированных антител создано 
несколько препаратов: 

Herceptin (лечение рака груди), 
Actemra (лечение ревматоидного 

артрита), 
Tysabri (лечение рассеянного 

склероза). 
  

мышиные антитела 

гуманизированные мышиные 
антитела, коричневые участки – 
аминокислотные 
последовательности человека 



Протяженность участков гомологии 

1,7 т.п.н. или меньше – ни одного события 
гомологичной рекомбинации. 

  
По мере увеличения участка гомологии с 1,9 до 6 

т.п.н. вероятность гомологичной рекомбинации растет. 
 
Увеличение участка гомологии свыше 6 т.п.н. никак не 

сказывается на вероятности гомологичной 
рекомбинации. 

Данные получены по конкретному 
геномному локусу Hprt, 
Hasty et al., 1991 



Стратегии активного трансгенеза 
В жизненном цикле многих вирусов есть стадия встраивания провирусной 

ДНК в геном клетки хозяина. Системы активного трансгенеза используют 
молекулярные механизмы вирусов для интеграции трансгена. 

Электронная микрофотография фага P1 
 



Схема loxP сайта 

ATAACTTCGTATA TATACGAAGTTAT GCATACAT 

34 bp: 8-bp последовательность  фланкирована 

 13-bp инвертированными повторами 

CRE/loxP система интеграции фага P1 
состоит из специфических нуклеотидных последовательностей loxP сайтов и 
фермента узнающего их cre-рекомбиназы. 



Вырезание участка ДНК Инверсия участка ДНК 

В зависимости от ориентации loxP сайтов cre-рекомбиназа производит 
либо вырезание участка фланкированного loxP сайтами, либо его 
инверсию. Обе реакции являются обратимыми, но в случае вырезания 
участка ДНК равновесие сдвинуто в сторону образования кольцевого 
продукта. 



Brainbow мыши 

Каждый нейрон трансгенных brainbow мышей имеет специфический набор 
флуоресцентных белков, появляется возможность отследить отростки конкретной 
клетки. Livet et al., 2007 



промотор 
временная 

экспрессия cre 

конструкция 
трансгена 

последствия 

Схема действия трансгена brainbow 

Livet et al., 2007 



Поскольку трансгенных животных получали пронуклеарной микроинъекцией, как 
это часто бывает, трансгенный локус состоит из тандема, в данном случае из 3 копий 
трансгена. В зависимости от комбинации флуоресцентных белков, которые остались в 
каждой из копий после cre-рекомбинации, клетка приобретает специфический цвет. 

цвет в  
результате 

цвет в каждой 
копии 

комбинации 
флуоресцентных 

белков 

Livet et al., 2007 



Использование brainbow 
 мышей для трехмерной реконструкции отдельных клеток в 

мозге 

Livet et al., 2007 



Картина Джексона Поллока, авангардный экспрессионизм 



Методы геномной инженерии 

Как упоминалось выше, встраивание трансгена в геном происходит в 
процессе репарации разрывов геномной ДНК. В норме в клетках такие 
разрывы возникают нечасто, поэтому вероятность интеграции введенной 
ДНК лимитируется вероятностью возникновения разрыва. А что если вносить 
разрывы искусственно? 

Существуют ферменты, которые могут вносить двухцепочечные разрывы 
в последовательность ДНК. Наиболее известный пример такого рода 
ферментов – бактериальные эндонуклеазы рестрикции (рестриктазы). 
Однако у большинства рестриктаз сайт узнавания составляет 4 - 6 
нуклеотидов. Например, знаменитая EcoRI узнает последовательность 
GAATTC, такая последовательность встречается в геноме человека примерно 
700 000 раз, в среднем 1 раз на 4000 нуклеотидов. Понятно, что если в 
человеческой клетке будет экспрессироваться EcoRI, она буквально 
нашинкует геном, что неминуемо приведет к гибели клетки. 

Вывод: для трансгенеза необходимы эндонуклеазы с высокой 
специфичностью, в идеале с уникальным сайтом узнавания в геноме. 



Методы геномной инженерии 
цинковопальцевые нуклеазы (zinc-finger nucleases, ZFN) 

Многие транскрипционные факторы эукариот связываются с ДНК с помощью 
доменов с цинковыми пальцами. Домены названы так из-за иона цинка, который 
участвует в поддержании структуры домена. 

Цинковопальцевые нуклеазы – искусственно созданные белки, в которых ДНК-
связывающий домен, состоящий из нескольких доменов типа цинковых пальцев, 
соединен с каталитической субъединицей эндонуклеазы FokI. Каждый домен типа 
цинковых пальцев узнает триплет нуклеотидов, таким образом последовательность из 
6 доменов будет узнавать 18 нуклеотидов. Поскольку для действия FokI необходимы 
две субъединицы, то две цинковопальцевые нуклеазы узнают суммарно 36 
нуклеотидов вокруг места внесения разрыва. Очень высокая специфичность! 

домен с мотивом 
цинковые пальцы sigmaaldrich.com 



Пути использования искусственных нуклеаз в 
трансгенезе 

двуцепочечный разрыв 

+донорная последовательность?     нет    да       да 

нокаут гена исправление 
мутаций 

внесение новых 
генов 

негомологичное 
соединение концов 

гомологичная рекомбинация 

искусственная 
нуклеаза 

донорная 
последовательность 

Репарация по механизму негомологичного соединения концов сопровождается мутациями и 
небольшими делециями в месте разрыва, которые могут приводить к сдвигу рамки считывания и нокауту 
гена. 

В случае если одновременно с нуклеазами в клетку ввести генетическую конструкцию, содержащую 
участки гомологии к районам фланкирующим место разрыва, произойдет встройка последовательности 
между участками гомологии. Таким образом можно проводить генетическую терапию (исправлять мутации) 
или вносить новые гены в заранее определенное место генома. 



Mashimo et al. , 2010 с модификациями 

Использование цинковопальцевых нуклеаз для получения нокаутных крыс   

микроинъекция 
мРНК кодирующие 
нуклеазы 

пронуклеус 

суррогатная мать 

ген Il2rg 

Применение цинковопальцевых нуклеаз 
позволило получить крыс, нокаутных по гену Il2rg. 
Для этого была создана пара цинковопальцевых 
нуклеаз, узнающих последовательности во втором 
экзоне гена Il2rg (a). После инъекции мРНК нуклеаз в 
зиготу крысы (b) происходит их трансляция, в клетке 
появляются цинковопальцевые нуклеазы, которые 
вносят двуцепочечный разрыв во второй экзон гена 
Il2rg. Репарация разрыва по механизму 
негомологичного соединения концов приводит к 
возникновению небольших делеций в этом районе 
(с). 

нокаутные 
животные 



Использование искусственных нуклеаз для получения 
нокаутных животных 

Применение искусственных нуклеаз резко упрощает и 
ускоряет процесс получения нокаутных животных. Так, для 
мыши получение нокаутного животного по традиционной 
схеме с использованием ЭС клеток занимает примерно 1 год. А 
в случае микроинъекции нуклеаз в зиготу – около 1 месяца! 



Недостатки цинковопальцевых нуклеаз  

Не на все последовательности генома можно создать цинковопальцевую 
нуклеазу из-за ограниченного набора доменов типа цинковые пальцы. 

 
Некоторые цинковопальцевые нуклеазы обладают неспецифической 

активность и вносят разрывы в незапланированных сайтах генома. 
 
Создание цинковопальцевых нуклеаз довольно долгий, трудоемкий и 

дорогой процесс. 



Transcription activator-like effector nucleases (TALENs) 

Методы геномной инженерии 

TALEN – искусственные нуклеазы, в качестве ДНК-связывающего домена которых 
используются TAL белки бактерий Xanthomonas. Замечательная особенность TAL 
белков состоит в том, что они состоят из набора 33-34 аминокислотных повторов, 
отличающихся лишь аминокислотами находящимися в 12 и 13 положении. Каждый 
такой повтор связывается с одним нуклеотидом. Таким образом, комбинируя такие 
повторы в искусственной нуклеазе можно создать белок, узнающий любую 
специфическую последовательность в геноме. 

Также как и цинковопальцевые нуклеазы TALEN можно применять для генного 
нокаута и гомологичной рекомбинации, однако, в  отличие от цинковопальцевых 
нуклеаз, создание TALEN гораздо проще и дешевле.  



Qiu et al., 2013 

С помощью микроинъекции 
мРНК, кодирующих TALEN, в зиготу 
мышей, удалось получить 
нокаутное животное у которого 
нокаутированы сразу обе копии 
гена рецептора лептина. Известно, 
что рецептор лептина регулирует 
потребление пищи, вес тела и 
гомеостаз глюкозы в организме и 
играет роль в патогенезе 
сахарного диабета.  

Таким образом была создана 
новая модель для тестирования 
лекарств для лечения сахарного 
диабета. 

норма  

нокаут по гену 
рецептора лептина 

 

Использование TALEN для получения нокаутных  
 



CRISPR/Cas9 

Методы геномной инженерии 

гРНК 

Cas9 

Последним пополнением в арсенале методов геномной инженерии стала система 
CRISPR/Cas9. В природе CRISPR/Cas9 – один из элементов противовирусного 
иммунитета бактерий, занимающийся разрезанием вирусной ДНК. Система состоит 
из двух элементов: эндонуклеазы Cas9 и короткой некодирующей РНК, содержащей 
участок комплементарный вирусной ДНК. В геномной инженерии участок РНК, 
комплементарный вирусной ДНК, заменяется на участок генома в который 
необходимо внести разрыв. 
 
  

doudna.berkeley.edu 

В отличие от цинковопальцевых 
нуклеаз и TALEN, создание 
специфической нуклеазы 
CRISPR/Cas9 гораздо проще и 
занимает буквально один день. 

Кроме того, CRISPR/Cas9 
эффективнее вносит разрыв в 
геномную ДНК. 
 
 



Вопросы к разделу 6, 
трансгенез 

1. Какие элементы необходимы в трансгенной конструкции для 
обеспечения экспрессии чужеродного белка? 

2. Какова будет доля трансгенных потомков в скрещивании 
трансгенного организма, полученного пронуклеарной 
микроинъекцией, с нетрансгенным, если интеграция 
трансгена произошла на стадии 1, 2 или 4 клеток? 

3. В чем отличие положительной селекции от отрицательной 
селекции? 

4. Почему для создания трансгенных животных используют ЭС 
клетки? 

5. Как вы думаете, каким образом методы геномной инженерии 
(цинковопальцевые нуклеазы, TALEN, CRISPR/Cas9) можно 
применять в лечении пациентов, больных ВИЧ? 



Раздел 7. Клонирование 

Перенос ядра соматической клетки  
в энуклеированную яйцеклетку 



Жизненный цикл млекопитающих 

Цикл клеток 
зародышевого пути 

Только клетки 
зародышевого пути 
могут передать 
генетическую 
информацию в 
следующее поколение. 
Соматические клетки, то 
есть все клетки кроме 
половых, в естественных 
условиях не имеют 
такой возможности. 



яйцеклетка 

сперматозоид 

ранние стадии развития 

взрослые 
животные 

индивидуальное развитие 

репрограммирование 

эмбриональные 
стволовые клетки 



for the discovery that mature cells can be reprogrammed to become pluripotent 

за открытие возможности превращения 
клеток взрослого организма  в 
эмбриональные 
 

Нобелевская премия по физиологии и медицине 2012 года 

Синъя Яманака 

Джон Гёрдон 



«Идея Джона стать ученым просто 
смехотворна; если он не может усвоить 
простых биологических фактов он не 
сможет стать специалистом; это будет 
бесполезная трата времени и для него  и 
для его руководителей» 

 
из школьной характеристики, 15 лет 

 



Технология переноса ядра соматической клетки (somatic-cell nuclear 
transfer) – один из способов репрограммирования, позволяющий создать 
эмбрион из генетического материала соматической клетки. Поскольку такой 
эмбрион генетически идентичен (за исключением митохондриального 
генома) организму донору соматической клетки, то технологию переноса 
ядер также стали называть клонированием. 

 
Первые успешные опыты по клонированию позвоночных были 

проведены на амфибиях Кингом и Бриггсом в 1950-х. Им удалось получить 
клонированных головастиков из ядер ранних эмбрионов (стадия бластулы). 
Джон Гёрдон значительно усовершенствовал технологию клонирования, ему 
удалось клонировать головастиков шпорцевой лягушки (Xenopus laevis) из 
дифференцированных клеток головастика. 

 
Но широкую известность технология клонирования получила после 

сообщения о клонировании первого млекопитающего – овечки Долли. 



Схема эксперимента по получению клонированной овцы 
 
донор ооцита 
(породы Scottish Blackface) 

 
донор ядра 
(породы Finnish Dorset) 

 
клетки молочной железы 

 
энуклеация 

бластоциста 

суррогатная мать 
Долли 

стимуляция дробления 



Основной инструмент исследователя, занимающегося 
клонированием – микроманипулятор 



Овечка Долли при рождении 

Долли 



Овечка Долли, наши дни 



Клонирование очень неэффективно 

Долли была единственным родившимся клоном из 

277 реконструированных эмбрионов 



Выживаемость эмбрионов при in vitro манипуляциях 
от одноклеточной стадии до стадии бластоцисты 
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одноклеточная стадия стадия бластоцисты 

IVF – in vitro оплодотворение, NT – клонирование. Yang et al., 2007, с модификациями 



Выживаемость эмбрионов при in vitro манипуляциях 
От стадии бластоцисты до рождения 
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IVF – in vitro оплодотворение, NT – клонирование 

стадия бластоцисты рождение 

Yang et al., 2007, с модификациями 



Эффективность клонирования сильно зависит от типа клеток-доноров 
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Ogura et al., 2013, с модификациями 



Зачастую у клонированных животных наблюдаются аномалии, такие как 
увеличенная плацента. 
 
A – клонированное животное, B – норма. 
 



Нарушения развития клонированных животных 

Кроме того, у клонов часто наблюдается снижение иммунитета и нарушения 

развития легких. 

кишечная грыжа и аномалии черепа 
 



Динамика метилирования ДНК в раннем эмбриональном 
развитии мыши 

В процессе индивидуального развития глобальный (общегеномный) уровень 
метилирования ДНК претерпевает значительные изменения. После оплодотворения 
родительские геномы деметилируются, а со стадии морулы начинается волна de novo 
метилирования. Причем в ВКМ уровень метилирования выше, чем в клетках 
трофэктодермы. У клонированных эмбрионов наблюдается аномально высокий 
уровень метилирования ДНК в трофэктодерме. 

Yang et al., 2007, с модификациями 
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Еще одна из возможных причин нарушения развития клонированных животных – 
нарушение инактивации Х-хромосом у клонированных самок 

Yang et al., 2007, с модификациями 

нормальное развитие клонирование 

клетка-донор 

ВКМ, случайная 
Х-инактивация 
(в разных клетках 
инактивируется либо отцовская 
Х, либо материнская Х) 

трофэтодерма 
импринтированная 
Х-инактивация 
(инактивируется отцовская Х) 

трофэтодерма 
смещенная Х-инактивация 
(инактивируется преимущественно 
хромосома, котрая была неактивной в 
клетке-доноре, Хi 

импринтированная 
Х-инактивация 
 



У клонированных животных часто наблюдается нарушение 

экспрессии импринтированных генов. 

 

Поскольку большая доля импринтированных генов 

экспрессируется в плаценте, отвечая за регуляцию потока 

питательных веществ от матери к эмбриону, возможно, что 

плацентомегалия у клонов связана именно с нарушением экспрессии 

импринтированных генов. 

Экспрессия импринтированных генов у 

клонированных животных 
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Терапевтическое клонирование – клонирование с целью 

получения линии ЭС клеток (ntЭС клетки). 

ВКМ 

трофэктодерма 

ЭС клетки 

перенос ядра 



Эффективность получения линий ntЭС 

клеток у коров и мышей 

Yang et al., 2007, с модификациями 

стадия бластоцисты ЭС клетки 
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Возможные применения терапевтического 
клонирования в медицине 

Лечение сердечно-сосудистых заболеваний, 

Лечение сахарного диабета, 

Лечение нейродегенеративных заболеваний, 

Лечение ожогов. 

Наиболее привлекательное свойство ntЭС клеток – 
полная иммунологическая совместимость с организмом 
пациента. 

Терапевтическое клонирование – идеально подходит для 
лечения наследственных митохондриальных заболеваний. 

              



Почему терапевтическое клонирование до сих 
пор не применяется в медицине? 

1. Впервые получить линию ntЭС клеток человека 
удалось совсем недавно, в мае 2013 года. 

2. Источник ооцитов, где их брать? 

3. Этические проблемы. С какого момента эмбрион 
является человеком? 



Часть проблем терапевтического клонирования можно решить, используя ооциты 
животных. 

На рисунке реконструированные эмбрионы, полученные инъекцией ядра клетки 
человека в ооцит кролика. Впоследствии из них были получены линии ntЭС клеток 
«человека». 

Chen et al., 2003 



На сегодняшний день клонировано 14 (или чуть более) 
видов млекопитающих 



Shin et al., 2002 

Генетически идентичные организмы не являются полными копиями, так как 

случайные факторы и среда также вносят значительный вклад в фенотип особи. 

 

Слева – кошка-донор ядра, справа – ее клон в возрасте 1 год. 



Для клонирования не обязательно использовать живые клетки, достаточно 
того, чтобы в клетках сохранился неповрежденный геном. Это было доказано 
успешным клонированием мыши 16 лет (!) пролежавшей в морозильнике. 

Wakayama et al., 2008 



Ядра клеток мозга, 
выделенные из трупа мыши 
16 лет хранившегося в 
лабораторном 
морозильнике (-20°С) 

Живое клонированное 
животное, развившееся 
после пересадки такого ядра 
в энуклеированный ооцит 

Wakayama et al., 2008 





Рекомендуемые ресурсы 

Обучающая игра по теме клонирование – «Click and clone» 

 

http://learn.genetics.utah.edu/content/tech/cloning/clickandclone/ 

 

 

http://learn.genetics.utah.edu/content/tech/cloning/clickandclone/


Вопросы к разделу 7, 
клонирование 

1. Почему первые опыты по клонированию позвоночных 
проводили на амфибиях, а не на млекопитающих? 

2. Назовите основные причины аномалий развития 
клонированных животных? 

3. Почему клоны кошек черепахового окраса 
фенотипически отличаются друг от друга и от животного-
донора? 

4. Верно ли утверждение: «Чем больше потенциал 
развития  (тоти-, плюри-, мультипотентные и т.д.) клеток-
доноров, тем выше эффективность клонирования»?  

5. Как вы считаете, получится ли когда-нибудь клонировать 
мамонта? 



Раздел 8. Гибридные 
стволовые клетки 

Модель для изучения 
репрограммирования генома 



Один из фундаментальных вопросов 
биологии развития 

 Можно ли репрограммировать геном дифференцированной 
клетки в плюрипотентное состояние? 

 

 Важные даты 

• 1962 – «клонирование» лягушки 

 (Gurdon, 1962); 

• 1965 – гибридные клетки  

 (Harris, 1965); 

• 1981 – ЭС клетки мыши  

 (Evans, Kaufman, 1981; Martin, 1981); 

• 2006 – ИПСК 

 (Takahashi, Yamanaka, 2006). 

 
19XX 1962 1965              1981                                 2006 



Репрограммирование генома: 
«клонирование» 

Yamanaka, Blau, 2010, с модификациями  

Ооцит 

Соматическая клетка 

Трансплантация 

Деление клетки 

Репликация ДНК 

Бластоциста 
ЭС клетки 

Перенос ядра соматической клетки в энуклеированную яйцеклетку 
(«клонирование») (см. Раздел 7). Факторы, присутствующие в ооците, 
способны в небольшом проценте случаев репрограммировать геном 
дифференцированной клетки в плюрипотентное состояние. После того, как 
развитие проходит до стадии бластоцисты, можно получить ЭС клетки. 



Репрограммирование генома: ИПСК 

Yamanaka, Blau, 2010, с модификациями  

Трансдукция соматических клеток несколькими ключевыми 
транскрипционными факторами репрограммирует небольшой 
процент клеток в плюрипотентное состояние. Индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) по свойствам 
аналогичны ЭС клеткам (см. Раздел 5). 

Деление клетки 

Репликация ДНК 

ИПСК 



Репрограммирование генома: 
гибридные клетки 

Yamanaka, Blau, 2010, с модификациями  

Соматическая клетка 

ЭС клетка 

Слияние Гетерокарион 

Внутривидовые  
гибриды,  

эуплоидные* 

Межвидовые 
гибриды,  

анеуплоидные* 

и 

Слияние клеток приводит к образованию гибридной клетки. 
Например, при слиянии фибробласта и ЭС клетки может 
образоваться гетерокарион, клетка с двумя отдельными 
ядрами, или гибридная клетка, в которой после клеточного 
деления произойдет объединение геномов в одно ядро. 



Методы слияния in vitro и in vivo 

• Для слияния клеток in vitro используют 
полиэтиленгликоль (ПЭГ), 

• Электрослияние, 
• Инактивированный вирус Сендай. 
• Также слияние клеток может происходить 

спонтанно как in vitro, так и in vivo. Среди 
примеров можно назвать следующие типы 
клеток: 

 - опухолевые клетки, 
 - МСК, 
 - гепатоциты, 
 - гладкая мускулатура. 
 



Дифференцировка или слияние клеток? 

Terada et al., 2002, с модификациями 

Долгое время считалось, что клетки костного мозга при трансплантации 
могут дифференцироваться в такие неожиданные типы клеток, как 
миоциты, гепатоциты, нейроны и др. Поставленный эксперимент позволил 
предложить альтернативное объяснение трансдифференцировки. 

Клетки костного мозга мыши с конститутивной экспрессией GFP и 
устойчивостью к пуромицину сокультивировали с ЭС клетками с LIF и IL-3. 
Через 2 недели были получены GFP+ ЭС клетки, что могло cвидетельствовать 
о трансдифференцировке. Однако, анализ показал, что клоны полученных 
«ЭС» клеток были тетра- и пентаплоидными и содержали маркеры как 
клеток костного мозга, так и ЭС клеток, то есть произошло спонтанное 
слияние in vitro, но не трансдифференцировка. 

GFP мышь 
ЭС клетки 

Клетки 
костного мозга 

Сокультивирование GFP+ «ЭС» клетки 

LIF (день 0...) 
IL-3 (дни 0-7) 

Пуромицин (дни 7-14) 



Ying et al., 2002, с модификациями 

Дифференцировка или слияние клеток? 
В другом эксперименте была сделана 

попытка объяснить потенциал 
дифференцировки нейральных стволовых 
клеток эмбриона в такие нетипичные 
типы клеток как гемопоэтические и 
мышечные.  

Нейросферы, полученные из 
эмбрионов 14,5 dpc мышей (устойчивость 
к пуромицину и экспресия GFP в 
плюрипотентных клетках) 
сокультивировали с ЭС клетками, 
устойчивыми к антибиотику G418.  

Полученные клоны имели 
морфологию и характеристики ЭС клеток 
и маркеры обоих родительских генотипов 
мышей. Таким образом, изменение 
фенотипа также было вызвано 
спонтанным слиянием in vitro. 

Мозг 
ЭС клетки 

Выделение производных клеток 
мозга на пуромицине или G418 

Тест на  
присутствие 

генома  
ЭС клеток 

Устойчивость к  
гигромицину 

Устойчивость к  
ганцикловиру 



Слияние клеток 
 За десятилетия экспериментов по слиянию клеток 

были проведены эксперименту по получению: 

• Внутри- и межвидовых гибридных клеток, 

• Гибридных клеток от слияния различных типов 
клеток с различным статусом генома – 
соматических, перевивных, опухолевых и др., 

• Гибридных клеток от слияния клеток с различным 
соотношением плоидности, 

• Гибридных клеток от слияния клеток на разных 
стадиях клеточного цикла. 

 Среди объектов были клетки растений, грибов, 
мышей, лягушек, обезьян, человека, китайского 
хомячка, курицы, норки, крысы, утконоса, рыб и т.д. 





Закономерности репрограммирования: 
фенотип гибридных клеток 

 В целом было показано преобладание 
фенотипа: 

• перевиваемого/опухолевого партнера, 

• быстроделящихся клеток, 

• партнера с большей плоидностью. 

 

 Важный вывод из работ – возможность 
репрограммирования генома соматической 
клетки. 



Элиминация («сегрегация») 
хромосом 

• Во многих случаях исследователи наблюдали потерю 
хромосом одного из партнеров по слиянию, причем 
хромосомы партнера, фенотип которого имели гибридные 
клетки, оставались. 

 Как можно применить явление элиминации хромосом в 
гибридных клетках? 

http://dna-protein.blogspot.ru 



Картирование геномов 

Aristoroaei et al., 2007  

Современные методы полногеномного секвенирования позволяют провести 
достаточно полно определить нуклеотидную последовательность генома. В то же 
время, для определения хромосомной локализации полученных 
последовалельностей ДНК необходимо иметь привязку к известным маркерам на 
хромосомах. Это можно сделать с помощью панели клонов гибридных клеток, 

в которых произошла элиминация разных хромосом одного из 
партнеров по слиянию. 

Так, например, была проведена локализация 85 микросателлитов 
норки на 14 хромосомах и X-хромосоме с помощью панели 
гибридных клеток Норка-Китайский хомячек.  

Панель состояла из 14-ти клонов, в каждом из которых произошла 
элиминация большинства хромосом норки. Присутствие хромосом 
норки было определено цитогенетически.  ПЦР на специфический 
микросателлит давал положительный результат только в клонах, в 
которых присутствовала хромосома, на который локализован этот 
маркер. Таким образом, сравнивая присутствие молекулярного 
маркера и хромосомы можно сделать вывод о локализации 
микросателлитов на конкретной хромосоме. 

Полученные данные позволят в 
дальнейшем локализовать 
последовательности, полученные при 
полногеномном секвенировании 
норки на конкретные хромосомы. 



Новый виток работ 

 В 90-е годы начались новые серии работ по 
репрограммированию генома соматической 
клетки:  

• 1996 – гибридные клетки от слияния ЭС клеток 
и спленоцитов  

 (Матвеева и др., 1996); 

• 1998 – «клонирование» мыши 

 (Wakayama et al., 1998). 

19XX  1962                     1981                         1996 1998    2006 



Гибридные клетки от слияния ЭС и 
соматических клеток 

Mus musculus,  

домовая мышь Эмбриональные 

стволовые клетки 

 

Гибридные 

клоны 
Бластоциста 

ВКМ 

Mus caroli, 

азиатская мышь 

Спленоциты 

В 1996 году для слияния клеток впервые были использованы 
эмбриональные стволовые клетки. 



Хромосомный состав межвидовых 
гибридных клеток 

Мензоров 

Все полученные клоны 
гибридных клеток имели 
фенотип ЭС клеток. В 
большинстве клонов 
наблюдали элиминацию 
хромосом соматического 
партнера по слиянию, 
спленоцита, хромосомы 
плюрипотентного партнера 
оставались. 

В таблице: N – номер 
хромосомы, маркер – 
название микросателлитного 
маркера, плюсами 
обозначено присутствие 
гомологичных хромосом 
соматического партнера по 
слиянию. 



Формирование тератом из 
гибридных клеток 

Vasilkova et al., 2007 

Кость,  
клон HMC58 

Эпителий, 
клон HMC15-4 

Хрящ,  
клон HESF4-1 

Зуб,  
клон HMC58 

Тератомы, полученные из различных клонов гибридных клеток, содержали 
клетки, производные всех трех зародышевых листков, что показывает 
плюрипотентность полученных гибридных клеток. 



Вклад в химерных мышей клеток 
субклона HMC29-3 

Vasilkova et al., 2007 

Интересные результаты были получены при анализе одного из субклонов, HMC29-3. 
Субклон имел околодиплоидный хромосомный состав, причем произошла элиминация 
как хромосом соматического партнера, так и гомологов плюрипотентного, например 
хромосома 5 представлена двумя гомологами разного происхождения.  

Как и другие клоны гибридных клеток этот субклон показал плюрипотентность в тесте 
на формирование химерного животного. 



Полногеномный анализ 
репрограммирования 

Ambrosi et al., 2007, с модификациями 

Сравнение транскриптомов гибридных 
клеток и родительских, фибробластов и ЭС, 
показал, что репрограммирование неполное. 
Экспрессия части генов, ожидаемо, находится на 
уровне ЭС клеток. Однако есть и другие 
варианты. 
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Основные выводы 

• Гибридные клетки от слияния ЭС и 
соматических клеток имеют фенотип 
стволовых клеток и плюрипотентны – 
доминирование ЭС фенотипа. 

• Наблюдается потеря хромосом 
соматическиго партнера по клеточной 
гибридизации. 



Доминирования плюрипотентного 
фенотина нет 

Гридина, дисс. 

Так как ранее гибридные 
клетки получали только ЭС 
фенотипа, был сделан вывод 
о доминировании ЭС 
фенотипа при слиянии. 

Анализ гетерокарионов 
через несколько суток после 
слияния показал, что 
доминирования ЭС фенотипа 
не происходит. Слияние 
клеток приводит к 
образованию 
гетерокарионов двух 
фенотипов, не только ЭС-
подобного, но и 
фибробластного. 



Фенотип гибридных клеток 

Гетерокарионы  
ЭС фенотипа 

Гетерокарионы  
фибробластного 

фенотипа 

Колонии гибридных клеток ЭС и 
фибробластного фенотипа (Ф) 

Ф 
ЭС 

Матвеева Gridina, Serov,  2010 

Эффективность получения гетерокарионов при слиянии с 
использованием полиэтиленгликоля ~1%, эффективность получения 
гибридных клеток ЭС фенотипа ~0,001%. 



Один из механизмов быстрого 
репрограммирования 

Bhutani et al., 2010, с модификациями  

В гибридных клетках проходит активное деметилирование. AID осуществляет 
деаминирование цитозина, затем, после репарации ДНК, происходит снятие 
метилирования. Роль AID в организме – увеличение разнообразия антител в В-
лимфоцитах, редактирование РНК, антивирусный ответ. 

Репрограммирование в гибридных клетках – быстрый процесс. Уже через 
48 часов после слияния в некоторых клетках начинается экспрессия Oct4 
(Tada et al., 2001). 

ЭС клетки мыши 

Фибробласты человека 

Гетерокарион 

Нет деления 
Нет репликации 

Активное  
деметилирование 

Нет 
деметилирования 

Гены  
плюрипотентности 



Вопросы к разделу 8, 
гибридные стволовые клетки 

1. Плюрипотентны ли гибридные стволовые 
клетки? 

2. Каковы перспективы использования 
гибридных стволовых клеток в медицине? 

3. Почему в гибридных стволовых клетках 
наблюдают элиминацию хромосом? 

4. Как отличить после слияния гибридные 
стволовые клетки от родительских?  

5. Назовите примеры слияния клеток в 
нормальном развитии и при патологиях у 
млекопитающих? 



Раздел 9. 
Трансдифференцировка 

Перспективы использования в 
медицине 



Сколько факторов необходимо для 
репрограммирования? 

Yamanaka, Blau, 2010, с модификациями  

«Клонирование» 

ИПСК 

Гибридные 
клетки 

N факторов 

N факторов 

4 фактора 

Эксперименты по переносу 
ядра дифференцированной 
клетки в энуклеированный 
ооцит и получению гибридных 
клеток показали возможность 
репрограммирования генома 
соматической клетки. 

Нерешенными оставались 
вопросы, какие факторы 
обеспечивают 
репрограммирование и сколько 
таких факторов? 

Получение ИПСК показало, 
что для репрограммирования 
генома достаточно всего 
четырех, или даже одного 
транскрипционного фактора. 



Эктодерма 
Энтодерма 

Мезодерма 

желудок 

легкие 

почки 

селезенка 

сердце 

мышцы 

эпидермис 

Зародышевый путь 

бластоциста 

кровь 

нервная система 

Можно ли изменить статус генома без 
прохождения плюрипотентной стадии? 

Эктодерма 
Энтодерма 

Мезодерма 

желудок 

легкие 

почки 

селезенка 

сердце 

мышцы 

эпидермис 

Зародышевый путь 

бластоциста 

кровь 

нервная система 

Итак, потенциально можно из клетки любого клеточного типа сделать 
ИПСК и затем дифференцировать в любой тип клеток. 

А можно ли за один шаг получить клетки одного типа из другого? 



Изменение клеточной судьбы. 
Терминология 

Vierbuchen, Wernig, 2011, с модификациями  

Дедифференцировка 

Трансдетерминация 

Трансдифференцировка 

Прямая  
дифференцировка 



Трансдифференцировка. Примеры 
 До недавнего времени в литературе встречались единичные примеры 

трансдифференцировки и трансдетерминации: 

• Перевиваемые фибробласты мыши + 5-азацитидин  мио-, хондро- и 
адипогенная дифференцировка (Taylor, Jones, 1979);  
+ MyoD (Davis et al., 1987); 

• Фибробласты сердца и кожи мыши + Gata4, Mef2c и Tbx5  
«кардиомиоциты» (Ieda et al., 2010); 

• Фибробласты кожи человека + Oct4 + условия культивирования  
«мультипотентные клетки крови» (Szabo et al., 2010). 

• … 

  

 Что изменилось с 60-х годов? 

• Полный сиквенс геномов, 

• Полный профиль экстрессии генов в различных тканях на различных 
стадиях развития, 

• Эффективные технологии модификации генома, 

• Методический подход – получение ИПСК (Takahashi, Yamanaka, 2006). 



Трансдифференцировка 
фибробластов мыши в нейроны 

Ключевая статья по трансдиффернцировке, начавшая бум в этой области, 
была опубликована в журнале Nature в 2010 году. 

Авторы успешно применили методический подход получения ИПСК – 
сверхэкспрессию транскрипционных факторов-кандидатов, для 
трансдифференцировки эмбриональных фибробластов мыши в нейроны. 



Схема трансдифференцировки 
фибробластов мыши в нейроны 

Vierbuchen et al., 2010, с модификациями  

Tau – белок, связывающийся с микротрубочками. Экспрессируется в 
нейронах и глиальных клетках. 

В этой экспериментальной системе TauEGFP маркирует 
постмитотические нейроны. 

Tubb3 – -тубулин класса III, маркер нейронов. 

Убрать  
нейральные  
ткани 

Выделить и  
размножить  
фибробласты 

Среда для  
нейральных  
клеток 

12 дней 

Транскрипционные  
факторы-кандидаты Анализ на GFP+  

клетки и Tubb3 



Трансдифференцировка эмбриональных 
фибробластов мыши 19 транскрипционными 

факторами 

Vierbuchen et al., 2010  

Эмбриональные фибробласты мыши: нет 
экспрессии нейронального маркера Tubb3 и 
TauEGFP (контроль). Tuj1 –антитела на Tubb3.  

Индуцированные нейроны, 19 факторов, 32 дня 
после трансдукции (введения ДНК, кодирующей 
транскрипционные факторы, лентивирусными 
векторами). Tuj1 –антитела на Tubb3.  



Поиск минимального набора 
транскрипионных факторов 

Vierbuchen et al., 2010, с модификациями 

Процент клеток с нейральной морфологией при 
индукции дифференцировки с помощью Ascl1 + 
второго фактора. 

Ascl1 – роль в нейральной дифференцировке в 
нормальном развитии. 

%
 T

u
b

b
3

+ 
н

ей
р

о
н

ал
ьн

ы
х 

кл
ет

о
к 



Минимально необходимый эффективный набор 
факторов: Ascl1, Brn2 и Mytl1 

* 
Таким образом, 

сверхэкспрессия всего 
трех транскрипционных 
факторов позволяет 
получить нейроны из 
фибробластов без 
прохождения стадии 
плюрипотентности. 

Эффективность 
трансдифференцировки 
около 5%. 

Vierbuchen et al., 2010, с модификациями 
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Примеры получения нейронов мыши 
путем трансдифференцировки 

Тип клеток Транскрипционные факторы Ссылка 

ЭФМ (эмбриональные 
фибробласты мыши)  
нейроны 

Ascl1, Brn2, Myt1l  Vierbuchen et al., 2010 

ЭФМ  моторные 
нейроны 

7 факторов Son et al., 2011 

ЭФМ  нейральные 
стволовые клетки 

Klf4, Sox2, Oct4, c-Myc Kim et al., 2011 

Гепатоциты  нейроны Ascl1, Brn2, Myt1l  Marro et al., 2011 

Фибробласты хвоста  
дофаминергические 
нейроны 

Ascl1, Pitx3 и другие Kim et al., 2011 

ЭФМ  нейральные 
стволовые клетки 

Brn4, Sox2, Klf4, c-Myc, Tcf3 Han et al., 2012 

ЭФМ  нейральные 
стволовые клетки 

Klf4, Sox2, c-Myc; Oct4 (5 дней) Thier et al., 2012 



Тип клеток Транскрипционные факторы Ссылка 

Фибробласты  нейроны Экстракт нейральных стволовых 
клеток 

Lee et al., 2011 

Фибробласты кожи  
нейроны 

MiR-124, BRN2, MYT1L Ambasudhan et al., 
2011 

ЭС, ИПСК  нейроны 
Фибробласты  нейроны 

Ascl1, Brn2, Myt1l  
Ascl1, Brn2, Myt1l, NeuroD1 

Pang et al., 2011 

Фибробласты  нейроны Ascl1, Brn2, Zic1; Myt1l  Qiang et al., 2011 

Эмбриональные 
фибробласты  моторные 
нейроны 

8 factors Son et al., 2011 

Неонатальные фибробласты 
 нейроны 

miR-9/9, miR-124, NEUROD2, ASCL1, 
MYT1L 

Yoo et al., 2011 

Фибробласты  
дофаминергические нейроны 

Ascl1, Brn2, Myt1l , Lmx1a, FoxA2 Pfisterer et al., 2011 

Фибробласты  
дофаминергические нейроны 

Mash1, Nurr1, Lmx1a Caiazzo et al., 2011 

Фибробласты  нейроны Ascl1, Ngn2; SB + CHIR (молекулы, 
ингибирующие киназы ALK5 и GSK-3b) 

Ladevig et al., 2012 

Примеры получения нейронов человека 
путем трансдифференцировки 



Оптимальный подход: получение 
нейральных стволовых клеток 

Lujan, Wernig, 2013, с модификациями 

Транскрипционные 
факторы 

Векторы Время Эффективност
ь (метод) 

Мульти-
потентность 

Oct4,  Sox2,  Kl4,  c-Myc  Эндогенная 
индукция/ 
лентивирусы 

11 дней 0,69% 
(колонии) 

Нейроны, глия 

Oct4,  Sox2,  Kl4,  c-Myc  Трансдукция 
белка Oct4, 
ретровирусы 

18 дней 0,005-0,008% 
(колонии) 

Трипотентны 

Ascl1,  Ngn2,  Hes1,  Id1, 
Pax6,  Brn2,  Sox2,  Klf4, 
c-Myc 

Ретровирусы 3 дня  0,001-0,002% 
(колонии) 

Трипотентны 

FoxG1,  Sox2  Лентивирусы 16 дней 5% (FACS) Нейроны, глия 

Brn2,  FoxG1,  Sox2  Лентивирусы 21 день 11,5% (FACS) Трипотентны 

Brn4,  Sox2,  Klf4,  c-Myc  Ретровирусы 4-5 недель 0,002-0,006% 
(колонии) 

Трипотентны 



Получение индуцированных 
нейральных стволовых клеток 

Lujan, Wernig, 2013, с модификациями 

Sox2 (Ring et al., 2012) 

Фибробласт 

Нейроны  

Олигодендроциты 

Астроциты 

Само- 
обновление 

Направленная 
дифференцировка 

Нестабильное  
плюрипотентное  

состояние 

ИПСК 

НСК 

Трансдифференцировка 
позволяет получить нейроны из 
фибробластов, однако количество 
нейронов ограничено и взрослые 
нейроны нельзя использовать для 
терапии. 

Получение нейральных 
стволовых клеток (НСК) позволяет 
обойти эти ограничения. 

НСК способны к 
самообновлению и к 
дифференцировке в нейральные 
клетки. 



На пути к клеточной терапии: 
индукция нейронов in vivo 

DOX-индуцибельные  
Ascl1, Brn2, Myt1l  

Астроциты  
человека 

Введение в мозг крысы 

DOX 

iN 

Torper et al., 2013  

Введение 
DOX-

индуцибельных  
Ascl1, Brn2, Myt1l  
лентивирусов в 

мозг мыши 

iN – 
индуцированные 

нейроны 



Эпигенетические модели развития и 
репрограммирования 

Vierbuchen, Wernig, 2011, с модификациями  

А – стирание 
эпигенетических 
изменений 
 
Б – активно-
поддерживаемое 
эпигенетическое 
состояние 

Тотипотентность 

Плюрипотентность 

Мультипотентность 

Унипотентность 

Модель А Модель Б 



Различия между трансдифференцировкой и 
репрограммированием в ИПСК 

ИПСК Трансдифференцировка 

Клеточное деление Необходимо Необязательно* 

Динамика 
репрограммирования 

Медленная Быстрая 

Эффективность 
репрограммирования 

Низкая Высокая 

Онкогенный потенциал Высокий Низкий 

Получение 
терминальной 
дифференцировки 

2 шага (… - ИПСК - …) 1 шаг 

Число клеток на выходе Достаточно Ограничено 

Получение пациент-
специфических клеток 

Трудозатратно Доступно 

Vierbuchen, Wernig, 2011, с модификациями  



Нерешенные вопросы 
трансдифференцировки 

• Как транскрипционные факторы находят 
места посадки в клетках с другим 
паттерном модификации хроматина? 

• Полнота репрограммирования? 

• Механизм репрограммирования без 
клеточного деления? 

• Все ли типы клеток можно 
трансдифференцировать? 

Vierbuchen, Wernig, 2011, с модификациями  



Вопросы к разделу 9, 
трансдифференцировка 

1. Считается, что клетки, полученные с помощью 
трансдифференцировки, имеют меньший онкогенный потенциал, 
чем полученные дифференцировкой из ИПСК и ЭС клеток. Почему? 

2. В чем преимущество фибробластов перед другими типами клеток 
для получения нейронов? 

3. В какие типы клеток могут дифференцироваться нейральные 
стволовые клетки? 

4. Безопасны ли нейральные клетки, полученные с помощью 
трансдифференцировки, для применения в медицине?  

5. Как можно оценить полноту репрограммирования клеток при 
трансдифференцировке? 

6. Перед вами поставлена задача получить инсулин-продуцирующие 
клетки из фибробластов трансдифференцировкой. Предложите 
критерии отбора генов-кандидатов. 


