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ОСОБЕННОСТИ ЭКТОПИЧЕСКОЙ ЭКСПРЕССИИ
АРИЛ-ГИДРОКАРБОНОВОГО РЕЦЕПТОРА ЧЕЛОВЕКА, МЫШИ

И ДРОЗОФИЛЫ В ТКАНЯХ Drosophila melanogaster
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Арил-гидрокарбоновый (диоксиновый) рецептор Aryl hydrocarbon receptor, AHR является лиганд-
зависимым транскрипционным фактором, чьи гены-мишени играют основополагающую роль в де-
токсикации организма, регуляции процессов развития, поддержании гомеостаза, а также в возник-
новении онкологических и аутоиммунных заболеваний и метаболизме лекарственных соединений.
Высокий консерватизм AHR позвоночных позволил нам исследовать его функции in vivo, используя
особей Drosophila melanogaster, трансформированных геном AHR человека или мыши, и сравнить
эктопический эффект их экспрессии с экспрессией гена spineless, гомолога AHR дрозофилы. В ра-
боте впервые показано, что в эмбриогенезе дрозофилы, в ножных имагинальных дисках и в сомати-
ческих клетках половой системы самок AHR позвоночных проявляет свою функциональную актив-
ность в отсутствии экзогенных лигандов.

Ключевые слова: арил-гидрокарбоновый рецептор AHR, spineless, эктопическая экспрессия, лиганд,
Drosophila melanogaster
DOI: 10.31857/S0475145023060034, EDN: GEJATJ

ВВЕДЕНИЕ
Одним из ключевых факторов регуляции мета-

болического ответа клеток эукариот на действие
ксенобиотиков является арил-гидрокарбоновый
(диоксиновый) рецептор (AHR). В неактивном
состоянии AHR присутствует в цитозоле клетки в
виде белкового комплекса, в результате связыва-
ния с лигандами экзо- или эндогенной природы
он активируется, претерпевает конформацион-
ные изменения и перемещается в ядро, где связы-
вается с диоксин-чувствительными элементами в
промоторах генов-мишеней и активирует их
транскрипцию (Denison, Nagy, 2003). AHR играет
важную роль в ряде биологических процессов,
среди которых регуляция иммунного ответа, де-
токсикация ксенобиотиков, регуляция процессов
развития, поддержание гомеостаза и поляриза-
ция клеток (Lin et al., 2022). AHR также активиру-
ется при клеточном стрессе, изменяя экспрессию
соответствующих генов и вызывая остановку кле-
точного цикла (Wright et al., 2017). Кроме того,

AHR обеспечивает восприятие организмом изме-
нения циркадного ритма, модулируя экспрессию
генов антиоксидантной системы и, соответствен-
но, регулируя функции клеток, обеспечивающих
защиту от окислительного стресса (Vogel et al.,
2020). Постоянные колебания уровня AHR в
клетках не несут серьезных последствий для орга-
низма, однако увеличение его концентрации
приводит к возникновению тех или иных нару-
шений развития на стадии закладки органов и
тканей, а также негативно отражается на функци-
онировании важнейших систем эукариот: нерв-
ной, иммунной, генеративной, сердечно-сосуди-
стой и эндокринной (Vogel et al., 2020; Lin et al.,
2022). Понижение же уровня его экспрессии ча-
сто сопровождается возникновением онкологи-
ческих заболеваний и нарушением защитных
функций организма в результате токсического
воздействия ксенобиотиков (Vogel et al., 2020;
Zhang et al., 2023). Однако, на сегодняшний день
данных о регуляции функций AHR в организме
животных недостаточно. В частности, неизвест-# Авторы внесли одинаковый вклад.

УДК 575,592

ОРИГИНАЛЬНЫЕ
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ны эндогенные факторы, способные контроли-
ровать его активность.

Наиболее изучены белки AHR у позвоночных,
в частности у мыши и человека. Несмотря на вы-
сокую гомологию лиганд-связывающего PAS-до-
мена у AHR мыши и человека, его аффиность к
лигандам может быть разная (Flaveny, Perdew,
2009; Xu et al., 2021). Чаще всего эксперименты
выполняют на клеточных культурах, что ограни-
чивает понимание последствий эктопической
экспрессии AHR на процессы развития в услови-
ях in vivo. Целью настоящей работы является
сравнение влияния эктопической экспрессии
AHR мыши и человека в организме дрозофилы.
Это позволит создать модельную систему для по-
иска высококонсервативных эндогенных лиган-
дов арил-гидрокарбонового рецептора. Исполь-
зование трансгенных линий Drosophila melanogas-
ter открывает возможности для более точной
оценки последствий влияния эктопической экс-
прессии AHR на процессы развития организма в
условиях in vivo, что имеет большое преимуще-
ство перед исследованиями, проводимыми на
клеточных культурах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовались трансформирован-
ные линии дрозофил с индуцибельной экспрес-
сией генов AHR человека (hAHR), мыши (mAHR)
и дрозофилы (spineless, ss, гомолог AHR), поставлен-
ные под контроль индуцибельного дрожжевого эн-
хансерного элемента UAS, позволяющего активиро-
вать их при помощи GAL4-тканеспецифических
драйверов (Brand, Perimon, 1993). Репортерная
линия UAS-hAHR создана нами ранее (Akishina
et al., 2017), линии UAS-mAHR и UAS-ss описаны и
любезно предоставлены коллегами из Универси-
тета Сассекса (Cespedes et al., 2010).

Для активации транскрипции генов hAHR,
mAHR и ss в геноме дрозофилы использовались
следующие GAL4-драйверные линии: GMR-GAL4
(генотип: p{w+mGAL4-ninaE.GMR}12) – обеспе-
чивает тканеспецифическую экспрессию в глаз-
ных структурах; Tub-GAL4 (генотип: p{w–tubP-
GAL4}LL7/TM6,Tb) – обеспечивает индукцию
убиквитарной экспрессии; Dll-GAL4 (генотип:
P{GawB}Dllmd23/CyO) – обеспечивает индукцию в
ножных имагинальных дисках; Tj-GAL4 (генотип:
p{tj-GAL4.U}) – обеспечивает индукцию в сомати-
ческих клетках половой системы дрозофилы;
GawBDJ695-GAL4 (генотип: p{GawB}DJ695) –
обеспечивает индукцию в нервной системе имаго;
GawB389-GAL4 (генотип: w*; p{w+mW.hs =
= GawB}389) – обеспечивает индукцию в нервной
системе эмбрионов. Все драйверные линии полу-
чены из мировой коллекции (Bloomington Dro-
sophila Stock Center, США).

Для индукции экспрессии репортерных транс-
генных конструкций виргинных самок каждой из
драйверных линий скрещивали с самцами из ре-
портерных линий. Все скрещивания проводили
при температуре 25°С на стандартной питатель-
ной среде.

Для экспериментов по оценке выживаемости
дрозофил и определения стадии летальности
предварительно были получены особи: 1) UAS-ss;
UAS-GFP, 2) UAS-hAHR; UAS-GFP, 3) UAS-mAHR;
UAS-GFP с дополнительной индукцией флуорес-
центного белка GFP для визуализации особей
нужного генотипа на ранних стадиях развития. В
экспериментах с линиями Dll-Gal4, GawBDJ695-
GAL4 и GawB389-GAL4 особей второй личиноч-
ной стадии развития, переносили на кормовую
среду в пробирки и содержали в термостатах при
температуре 25 или 18°С до стадии имаго. При
температуре 18°С эффективность активации экс-
прессии трансгенов в температурно-зависимой
системе GAL4/UAS снижается (Brand, Perimon,
1993), что позволило нам добиться выживаемости
в тех случаях, когда мы наблюдали 100% гибель
при 25°С. Частоту выживших особей определяли
относительно общего количества пересаженных
личинок. В качестве контрольного эксперимента
использовали линии y1w1 и UAS-GFP. Размер вы-
борки составлял от 40 до 50 мух каждого генотипа.
Эксперименты были проведены в двух–трех по-
вторностях.

Для экспериментов по оценке фертильности
особей отбирали виргинных самок интересующе-
го нас фенотипа и скрещивали с самцами дикого
типа в пробирке. В каждую пробирку помещали
одну самку и три самца. Через несколько дней
пробирки проверяли на наличие в корме личи-
нок. Частоту стерильных особей определяли от-
носительно всего количества тестируемых самок.
В качестве контрольного эксперимента скрещи-
вали мух линии y1w1 с особями драйверной линии
Tj-GAL4. Размер выборки составлял от 40 до
50 мух каждого генотипа.

Для окрашивания яичников 3–4 дневных самок
препарировали в фосфатно-солевом буфере PBS,
фиксировали в 4% параформальдегиде и окрашива-
ли ДНК-специфичным красителем DAPI (1 мкг/мл,
Sigma-Aldrich, США).

Микроскопический анализ яичников прово-
дили в центре коллективного пользования ИБР
РАН на конфокальном микроскопе Carl Zeiss
LSM 880, глазных структур – в ЦКП ИМБ РАН с
помощью микроскопа Keyence VHX 1000e.

Доменную организацию белков AHR и долю
идентичных аминокислот в доменах определяли с
помощью базы данных UniProt (http://www.uni-
prot.org).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Индукция убиквитарной эктопической экс-

прессии (Tub-GAL4) hAHR, mAHR и ss приводила
к 100% гибели особей. Однако в случае эктопиче-
ской экспрессии ss гибель происходила уже на
эмбриональной стадии развития, тогда как особи
с убиквитарной экспрессией hAHR доживали до
второй личиночной стадии, а при экспрессии
mAHR – до стадии имаго, хотя и в единичных слу-
чаях (рис. 1а).

При индукции UAS-ss, UAS-hAHR и UAS-
mAHR в ножных имагинальных дисках с помо-
щью драйвера Dll-GAL4 наблюдали 100% гибель
на стадии куколки при температуре 25°С (рис. 1б)
и 95% при 18°С. Выжившие особи (5%) имели ре-
дуцированные дистальные и медиальные струк-
туры ног.

Экспрессия UAS-ss в нервной системе эмбрио-
на (GawBDJ695-GAL4) привела к гибели особей на
стадии куколки (рис. 1в). Причем смертность в
этом случае зависела от температуры, при кото-
рой развивались организмы: 100% при 25°С, 79%
при 18°С. Экспрессия же в нервной системе имаго
(GawB389-GAL4) не привела к каким-либо мор-
фологическим нарушениям. Экспрессия mAHR в
нервной системе эмбриона привела к нарушению
сегментации брюшка у имаго, однако данная ано-
малия в целом никак не повлияла на жизнеспо-
собность (рис. 1в). Интересно, что индукция
hAHR в нервной системе эмбрионов и имаго не
вызвала видимых нарушений, что, вероятно, го-
ворит об отсутствии каких-либо эндогенных ли-
гандов, способных активировать hAHR в нервной
системе дрозофилы.

Индукция экспрессии hAHR, mAHR и ss в глаз-
ных структурах (GMR-GAL4) повлияла на развитие
глазных структур только в случае ss (рис. 2а–2г). У
дрозофил с генотипом UAS-ss; GMR-GAL4 наблю-
дали фенотип грубых глаз, характеризующийся
нарушением рядности омматидий, их пигмента-
ции и возможно, потерей цветового зрения. Из-
вестно, что именно уровень белка Ss необходим
для определения будет ли развивающийся оммати-
дий воспринимать коротковолновый (бледный)
или длинноволновый свет (желтый) (Wernet et al.,
2006). Вероятно, дополнительная экспрессия
транскрипционного фактора Ss в наших экспери-
ментах приводит к нарушению мозаичной струк-
турной организации омматидий, необходимой
для цветового зрения мух.

Интересные результаты были получены при
индукции экспрессии исследуемых генов в яич-
никах с помощью драйвера Tj-GAL4. При индук-
ции экспрессии ss и hAHR в соматических клетках
половой системы самок было отмечено наруше-
ние оогенеза, которое вызвало 100% стерильность
особей. В яичниках подопытных мух наблюда-
лись многочисленные нарушения при формиро-

вании слоя фолликулярных клеток, деградация
яйцевых камер с образованием пикнотических ядер
трофоцитов, нарушение созревания ооцитов, а
также, отсутствие перемычек между яйцевыми
камерами (рис. 2д–2з). При этом, эктопическая
экспрессия mAHR никак не повлияла на фертиль-
ность самок.

Суммируя наши результаты, можно заклю-
чить, что самые обширные нарушения развития
органов и тканей вызывала индукция эктопиче-
ской экспрессии spineless. Это, видимо, связано с
участием Ss в процессах онтогенеза и способно-

Рис. 1. Графики выживаемости особей в условиях
развития 25°С при индукции экспрессии трансгенов:
убиквитарно, драйвер Tub-GAL4 (а); в ножных имаги-
нальных дисках, драйвер Dll-GAL4 (б); в эмбриональ-
ной нервной системе, драйвер GawBDJ695-GAL4 (в).
На оси абсцисс показаны стадии развития дрозофи-
лы: Э – эмбрион, Л1–Л3 – личинки 1–3 возраста,
К1 – ранняя куколка, К2 – поздняя куколка, И –
имаго. На оси ординат – процент выживших особей.

UAS-ss

Э Л1 Л2 Л3 К1 К2 И

0
20
40
60
80

100

(б) Индукция в ножных имагинальных дисках

(а) Индукция убиквитарно

Э Л1 Л2 Л3 К1 К2 И

%
 в

ы
ж

ив
ш

их
 о

со
бе

й
0

20
40
60
80

100

(в) Индукция в эмбриональной нервной системе

Э Л1 Л2 Л3 К1 К2 И

0
20
40
60
80

100

UAS-mAHR UAS-hAHR Контроль



380

ОНТОГЕНЕЗ  том 54  № 6  2023

БАРАНОВА и др.

стью Ss проявлять активность в отсутствие экзо-
генных лигандов, что отличает Ss от AHR позво-
ночных. Ранее было показано, что Spineless кон-
тролирует развитие дистальной части антенны,
тарсальных сегментов ног, формирование меха-
но-сенсорных органов и щетинок. Он также
участвует в развитии эмбриональной перифери-
ческой нервной системы (ПНС) и мозаичного
глаза насекомых (Кузин и др., 1991; Duncan et al.,
1998; Emmons et al., 1999; Wernet et al., 2006). В
данной работе мы показали, что эктопическая
экспрессия spineless приводит к гибели особей на

эмбриональной стадии при убиквитарной индук-
ции и на стадии куколки при индукции экспрессии
в имагинальных дисках ног и в нервной системе эм-
брионов. Эктопическая экспрессия ss также вызы-
вает нарушения развития глазных структур и яич-
ников, но не влияет на нервную систему взрослых
особей.

Как и AHR, белок Ss принадлежит к семейству
bHLH-PAS (basic Helix-Loop-Helix-Per-Arnt-Sim)
(Duncan et al., 1998; Emmons et al., 1999). Исследо-
вания, проведенные как in vitro, так и in vivo, пока-
зали, что функциональная активность Ss возмож-

Рис. 2. Фенотипическое проявление эктопической экспрессии арил-гидрокарбонового рецептора дрозофилы, мыши и
человека. (а–г) Результат индукции экспрессии AHR в глазных структурах с помощью драйверной линии GMR-GAL4,
(д–з) в соматических клетках половой системы самок, драйвер Tj-GAL4. Желтыми стрелками показаны яйцевые ка-
меры с нарушением созревания ооцита, красными стрелками – яйцевые камеры, содержащие пикнотические ядра
трофоцитов. (а, д) Контрольная линия, (б, е) экспрессия гена ss дрозофилы, (в, з) mAHR мыши, (г, ж) hAHR человека.
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на при его димеризации с Tango (Tgo), другим
bHLH-PAS белком. Возникший димер Ss::Tgo пе-
ремещается в ядро и активирует транскрипцию
генов-мишеней (Emmons et al., 1999; Kozu et al.,
2006). У позвоночных для активации AHR необ-
ходимо предварительное связывание его с лиган-
дом, потом транспортировка в ядро, где происхо-
дит димеризация с ARNT (Ah Receptor Nuclear
Translocator) (Bacsi, Hankinson, 1996; Denison et al.,
2003), являющимся ортологом белка Tango дрозо-
фил (Sonnenfeld et al., 1997). При использовании
трансформированных линий дрозофил с индуци-
бельной экспрессией гена AHR мыши, было по-
казано, что AHR мыши способен образовывать
димер с Tango и выполнять функции, сходные с Ss
в процессах развития (Cespedes et al., 2010).

Лиганд-связывающие домены Ss дрозофилы,
AHR мыши и человека имеют относительно вы-
сокую идентичность аминокислотного состава
(37–40%) (рис. 3). Тем не менее, ранее было показа-
но, что Ss конститутивно активен, а присутствие эк-
зогенных лигандов, в частности, диоксина (наибо-
лее изученного лиганда AHR), не влияет на его
функциональную активность (Cespedes et al.,
2010). Исследования, проведенные на других бес-
позвоночных модельных организмах, таких как
Caenorhabditis elegans и Mya arenaria, также пока-
зали, что гомологи AHR у беспозвоночных не иг-
рают значимой роли в детоксикации, а их актива-
ция не зависит от экзогенных лигандов (Powell-
Coffman et al., 1998; Butler et al., 2001). Данные ре-
зультаты позволили предположить, что функция
детоксикации была приобретена белком AHR в
ходе эволюции только у позвоночных животных,

а участие в контроле онтогенеза является эволю-
ционно древней функцией.

Однако, эти факты не исключают того, что у
беспозвоночных животных существует свой спектр
эндогенных лигандов, способных активировать
сигнальный путь арил-гидрокарбонового рецепто-
ра, которые, возможно, эволюционно консерва-
тивны. Наши результаты предполагают, что в ор-
ганизме дрозофил существуют тканеспецифич-
ные лиганды, способные активировать арил-
гидрокарбоновый рецептор позвоночных. Менее
выраженные фенотипические нарушения при эк-
топической экспрессии mAHR по сравнению с
hAHR можно объяснить отличающейся конфор-
мацией его лиганд-связывающего домена. Этот
домен, видимо, имеет более низкую аффиность к
эндогенным лигандам в исследуемых органах и
тканях дрозофилы. Ранее на культурах клеток бы-
ла показана разница в аффиности некоторых ли-
гандов между арил-гидрокарбоновым рецептора
человека и мыши (Flaveny, Perdew, 2009; Murray
et al., 2014).

Полученные результаты позволят расширить
поиск новых лигандов AHR и открыть новые воз-
можности для изучения его эволюционно консер-
вативных функций в процессах развития in vivo.
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Рис. 3. Доменная организация гомологичных белков AHR и их консервативность. Цифрами обозначены границы
доменов в последовательностях аминокислот. В процентах указана доля идентичных аминокислотных остатков. Ss –
spineless, гомолог AHR дрозофилы; mAHR – AHR мыши; hAHR – AHR человека.
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Ectopic Expression of Human, Mouse, and Fruit Fly Aryl Hydrocarbon Receptor
in Drosophila melanogaster Tissues
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The aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-dependent transcription factor and its target genes play a
fundamental role in detoxification, regulation of developmental processes, maintenance of homeostasis, as
well as in the occurrence of oncological and autoimmune diseases and drug metabolism. The high conserva-
tism of vertebrate AHR allowed us to study its functions in vivo using transformed Drosophila melanogaster
fruit f lies with human or mouse AHR gene and compare the ectopic effect of their expression with the expres-
sion of spineless gene, Drosophila AHR homologue. This work demonstrates for the first time that vertebrate
AHR exhibits its functional activity in Drosophila embryogenesis, in leg imaginal discs and in somatic cells of
female reproductive system in the absence of exogenous ligands.
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Ген germes – маркер половой плазмы и первичных половых клеток (ППК), описанный у шпорцевой
лягушки Xenopus laevis. Известно, что оверэкспрессия его мутантной формы негативно влияет на
формирование и миграцию ППК. Однако до сих пор не было известно, насколько широко этот ген
представлен у животных разных филогенетических групп. В данной работе был проведен биоин-
форматический анализ геномных и транскриптомных последовательностей животных, имеющих
половую плазму. Оказалось, что гомологи germes имеются только у представителей родов Xenopus и
Hymenochirus семейства Pipidae (отряд Anura). Полученные результаты подтверждены путем ОТ-ПЦР-
анализа экспрессии ортологов germes в яичниках шести представителей разных семейств Anura. Фило-
генетический анализ клонированных последовательностей гомологов germes говорит о появлении этого
гена у предков Pipidae и вторичной его утрате в роде Pseudohymenochirus. Также показано, что аминокис-
лотные последовательности функциональных доменов белка Germes в значительной степени консер-
вативны.

Ключевые слова: germes, половая плазма, ППК, BLAST, бесхвостые амфибии
DOI: 10.31857/S0475145023060058, EDN: HXNNDU

ВВЕДЕНИЕ

Предшественники половых клеток у большин-
ства животных закладываются на ранних этапах
онтогенеза в результате одного из двух принци-
пиально разных механизмов – индукционного и
детерминативного (Extavour, Akam, 2003). У хво-
статых амфибий, черепах, ящериц, змей и пла-
центарных млекопитающих, а также тихоходок,
сверчков, пчел, клопов и пауков, первичные по-
ловые клетки (ППК), возникают из соматических
клеток эмбриона в результате индукционных воз-
действий, поступающих от окружающих эмбрио-
нальных тканей (Hansen et al., 2021). Для бесхво-
стых амфибий, костистых рыб, крокодилов и
птиц, а также ос, тлей, плодовых мушек, асцидий,
морских стрелок и нематод механизм детермина-
ции ППК связан с наследованием клетками опре-
деленных цитоплазматических детерминант мате-
ринского происхождения, сконцентрированных в
специфической безмембранной структуре, называ-
емой половой плазмой (germ plasm) (Hansen et al.,
2021). Половая плазма формируется во время ооге-
неза в определенной зоне цитоплазмы ооцита, в
которой агрегируются митохондрии, эндоплаз-
матический ретикулум, электронноплотные гра-

нулы, а также специфический набор матричных и
некодирующих РНК и белков (Houston, King, 2000).

Состав и функции молекулярных компонен-
тов половой плазмы детально изучены на модель-
ных организмах, использующих детерминатив-
ный механизм спецификации ППК – амфибии
Xenopus laevis, насекомом Drosophila melanogaster,
нематоде Caenorhabditis elegans и костистой рыбе
Danio rerio (Castrillon et al., 2000; Rengaraj et al.,
2010; Julaton et al., 2011). Набор генов-маркеров
половой плазмы включает гены ddx4 (vasa), dazl,
nanos, pum, smB/smD. Он довольно консервативен
и характерен также для ППК животных с индук-
ционным механизмом их формирования, в том
числе млекопитающих (Castrillon et al., 2000;
Lesch, Rengaraj et al., 2010; Julaton et al., 2011; Page,
2012). Продукты этих генов являются РНК-свя-
зывающими факторами, которые регулируют ло-
кализацию и трансляцию других мРНК, и необ-
ходимы для формирования и спецификации
ППК (Lesch, Page, 2012).

Germes является компонентом половой плаз-
мы и впервые описан у X. laevis (Berekelya et al.,
2003). РНК germes визуализируется в ооцитах в со-
ставе половой плазмы (Berekelya et al., 2003), а бе-
лок Germes детектируется в мигрирующих ППК
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перед заселением в гонаду (Konduktorova et al.,
2022). Последовательность белка Germes содер-
жит два мотива лейциновых застежек-молний
(Leucine zippers, LZ) и кальций-связывающий EF-
hand домен (Berekelya et al., 2007). Оверэкспрес-
сия мРНК мутантной формы Germes, лишенной
LZ доменов, приводит к аномальной морфологии
ППК и негативно влияет на их количество и спо-
собность к миграции (Berekelya et al., 2007). Среди
белковых партнеров Germes – легкие цепи дине-
ина dlc8a и dlc8b (Berekelya et al., 2007), посред-
ством которых, возможно, собираются белковые
комплексы или происходит взаимодействие с ци-
тоскелетным “молекулярным мотором” динеином
(King, 2000; Rapali et al., 2011). Таким образом, Ger-
mes является важным компонентом половой плаз-
мы и обеспечивает правильное формирование и
функционирование ППК у X. laevis. Возникает
вопрос, насколько широко гомологи данного ге-
на распространены среди животных и насколько
консервативна их функциональная роль в фор-
мировании ППК? Для ответа на этот вопрос, с
помощью методов биоинформатики было иссле-
довано наличие гомологов гена germes у живот-
ных, обладающих половой плазмой. Также был
выполнен ОТ-ПЦР-анализ экспрессии ортоло-
гов germes в яичниках шести представителей раз-
ных семейств Anura.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования

Работа проводилась на самках бесхвостых ам-
фибий следующих видов: Xenopus laevis (Daudin,
1802), Hymenochirus boettgeri (Tornier, 1896), Rana
temporaria (Linnaeus, 1758), Bufo bufo (Linnaeus,
1758), Bombina bombina (Linnaeus, 1761). X. laevis
является лабораторным видом и содержится на
кафедре эмбриологии МГУ, остальные лягушки
были приобретены в зоомагазине и определены
до вида по ключу (Terent’ev, Chernov, 1965). То-
тальная РНК из правого и левого яичника каждой
амфибии выделялась независимо. R. temporaria и
B. bufo были взяты по две каждой особи, а H. boett-
geri и B. bombina – по пять. Все протоколы экспе-
риментов на животных были одобрены Комис-
сией по биоэтике Института биологии развития
им. Н.К. Кольцова РАН.

Выделение РНК и синтез кДНК

Тотальную РНК яичников выделяли с помо-
щью реагента ExstractRNA (Evrogen, Россия) в со-
ответствии с рекомендациями производителя.
Качество и количество тотальной РНК определя-
ли с помощью спектрофотометра NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, США). кДНК синтезировали
из 1–2 мкг тотальной РНК с помощью набора
M-MLV (Evrogen, Россия).

Молекулярное клонирование 
и анализ последовательностей

С использованием полученных кДНК в качестве
матрицы, проведена ПЦР с вырожденными олиго-
нуклеотидами, специфичными для наиболее кон-
сервативного участка последовательностей germes
X. laevis (GenBank ID: AY172320.1) и X. tropicalis (Gen-
Bank ID: XM_031898981.1). Последовательности вы-
рожденных праймеров: 5'-TTGGGATAGTTAT-
GACCTTC-3' и 5'-TCCTCCTCCTTAAGTATGGCT-3'.
Полученный ампликон клонировали в вектор
pGEMT (Promega, США) или pAL-TA (Evrogen,
Россия) для последующего секвенирования.

Поиск нуклеотидных последовательностей
транскриптов и белков проводили в базе данных
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Последова-
тельности сравнивали и выравнивали с помощью
программы NCBI BLAST 2 с использованием ал-
горитма discontiguous megablast (https://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Stephen et al., 1997) и
Clustal Omega 3 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalo/). Секвенированные последовательности
полученных ампликонов сравнивали с нуклео-
тидными и белковыми последовательностями
X. laevis в NCBI BLAST.

Филогенетическое дерево бесхвостых амфи-
бий было построено вручную на основе филоге-
нии семейств, представленной на онлайн-ресурсе
amphibiaweb.org (https://amphibiaweb.org/taxono-
my/AW_FamilyPhylogeny.html). Для построения
дерева использовались лишь виды, геномы кото-
рых доступны в базе NCBI и были проанализиро-
ваны на наличие germes.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки наличия гомологов гена germes у

животных, обладающих половой плазмой, мы про-
вели широкий поиск в базе данных NCBI с помо-
щью алгоритма BLAST. BLAST-поиск ортологов ге-
на germes в базе данных аннотированных нуклео-
тидных последовательностей Nucleotide, выявил
только одну предсказанную последовательность.
Это последовательность XM_031898982.1 мРНК
Xenopus tropicalis (Gray, 1864), обладающая со зна-
чительной степенью гомологии (79%). В связи с
тем, что последовательности, гомологичные ger-
mes, не были найдены ни у хвостатых амфибий,
ни у представителей других групп животных, мы
сосредоточили дальнейшие усилия на поиске го-
мологов germes у бесхвостых амфибий.

На следующем этапе мы искали последова-
тельности, гомологичные гену germes, в геномных
последовательностях представителей Anura, до-
ступных в базе данных NCBI. У другой амфибии
рода Xenopus, Xenopus borealis (Parker, 1936), была
выявлена последовательность гена (CM044435),
гомологичная последовательности germes X. laevis.
Нам удалось собрать полную кодирующую после-
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довательность транскрипта X. borealis и соответству-
ющего белка. Анализ выравнивания полученных
последовательностей показал, что идентичность
нуклеотидных последовательностей между X. laevis

и X. borealis выше, чем между X. laevis и X. tropicalis
(88 и 79% соответственно). Это объясняется тем,
что X. laevis и X. borealis филогенетически ближе
друг к другу (рис. 1а).

Рис. 1. (а) Распределение ортологов гена germes на филогенетическом дереве Anura. Виды, для которых был найден ген
germes и его гомологи, отмечены зеленым цветом. Узлы, в которых предположительно появляется и исчезает этот ген,
отмечены закрашенным и пустым кругом, соответственно. Филогенетическое дерево бесхвостых амфибий было по-
строено на основе филогении семейств, представленной на онлайн-ресурсе amphibiaweb.org (https://amphibi-
aweb.org/taxonomy/AW_FamilyPhylogeny.html). (б, в) Анализ гомологии последовательностей ортологов гена germes.
Филогенетическое дерево мРНК (б) и аминокислотных последовательностей (в).
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Помимо представителей рода Xenopus, гомолог
germes был найден только в геноме малой когтистой
лягушки Hymenochirus boettgeri, которая принадле-
жит к семейству Pipidae, как и представители рода
Xenopus. Идентичность нуклеотидной последова-
тельности germes H. boettgeri по сравнению с X. lae-
vis составляет 74%. При этом гомологи germes не
были обнаружены в геномах представителей других
родов Pipidae, Pipa и Pseudohymenochirus, а также
других семейств бесхвостых амфибий (рис. 1а).

Для верификации полученных результатов,
был проведен ПЦР-анализ экспрессии ортологов
germes в тканях яичников представителей не-
скольких семейств Anura. Используя праймеры,
разработанные для короткого консервативного
участка мРНК germes X. laevis (150 п.н.), который
полностью комплементарен последовательности
germes X. tropicalis, была выполнена ОТ-ПЦР с об-
разцами яичников шести представителей Anura.
Таким образом, были амплифицированы, клони-
рованы и секвенированы частичные последова-
тельности гомологов germes не только X. laevis и
X. tropicalis, но и H. boettgeri. Анализ полученного
фрагмента подтвердил высокую гомологию нук-
леотидных последовательностей germes X. laevis и
H. boettgeri (78%) (рис. 1б). ПЦР-анализ экспрес-
сии гомологов germes в яичнике Rana temporaria,
Bufo bufo и Bombina bombina не выявил гомологич-
ных последовательностей, что согласуется с ре-
зультатами биоинформатического анализа.

Согласно нашим результатам, germes встреча-
ется только в семействе Pipidae. К семейству Pip-
idae относятся южноамериканский род Pipa и три
африканских рода – Xenopus, Hymenochirus и
Pseudhymenochirus (Frost, 2023). Гомолог гена и
транскрипт germes были обнаружены только у ви-
дов, принадлежащих к родам Xenopus и Hymenochirus
(рис. 1а). Множественный анализ частичной или
полной последовательности белка Germes у четы-
рех видов амфибий (рис. 1в) показал, что самая
высокая гомология наблюдается между X. laevis и
X. borealis. Более низкий уровень гомологии дан-
ной последовательности наблюдается у X. tropicalis,
а гомолог germes H. boettgeri имеет наименьший уро-
вень гомологии среди четырех видов. Полученные
данные об уровне гомологии последовательности
germes полностью соответствуют представлениям о
филогении этой группы. По всей вероятности, этот
ген возник в пределах семейства Pipidae (рис. 1а), а
позднее был утрачен в одной из линий, к которой
относится род Pseudhymenochirus.

Таким образом, ген половой плазмы germes
имеется только у представителей родов Xenopus и
Hymenochirus в пределах одного семейства Pipidae
бесхвостых амфибий. При этом, как показано в
экспериментах на шпорцевой лягушке, он не
только является маркером половой плазмы, но и
необходим для поддержания правильного фор-

мирования и миграции ППК (Berekelya et al.,
2003; Konduktorova et al., 2022). Анализ аминокис-
лотных последовательностей, кодируемых выяв-
ленными гомологами germes показал, что LZ доме-
ны, ответственные за взаимодействие с другими
белками, являются консервативными структура-
ми. Это говорит в пользу того, что у представите-
лей Anura, имеющих germes, он выполняет сход-
ные функции в половой плазме и ППК.
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The Distribution of the Germ Plasm Gene germes among Anurans
V. V. Konduktorova1, *, E. G. Fofanova2, and D. A. Nikishin1, 2

1Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119992 Russia
2Koltzov Institute of Developmental Biology, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: virgo584@yandex.ru

The germes gene is a marker of germ plasm and primordial germ cells (PGC) described in the African clawed
frog Xenopus laevis. It is known that overexpression of its mutant form negatively affects the formation and
migration of PGC. However, until now it was not known how widely this gene is represented in animals of
different phylogenetic groups. In this work, we performed bioinformatic analysis of genomic and transcrip-
tome sequences of animals with germ plasm. It turned out that germes homologs are present only in repre-
sentatives of the genera Xenopus and Hymenochirus of the family Pipidae (order Anura). The obtained results
were confirmed by RT-PCR analysis of the expression of germes orthologs in the ovaries of six representatives
of different Anura families. Phylogenetic analysis of cloned sequences of germes homologs suggests the ap-
pearance of this gene in the ancestors of Pipidae and its secondary loss in the genus Pseudohymenochirus. It
is also identified that the amino acid sequences of the functional domains of the Germes protein are rather
conservative.

Keywords: germes, germ plasm, PGC, BLAST, anurans
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Плюрипотентные стволовые клетки (ПСК) являются уникальным типом клеток, способным диф-
ференцироваться во все типы клеток организма. В культуре ПСК могут существовать субпопуляции
с различным уровнем плюрипотентности, что приводит к различным результатам при их диффе-
ренцировке. Одним из ключевых факторов, определяющих состояния плюрипотентности и влияю-
щих на потенциал дифференцировки ПСК, является эпигенетическое состояние клеток, в том чис-
ле уровень деацетилирования гистонов. Активация деацетилазы гистонов (HDAC) в ПСК человека
и мыши увеличивает процентное содержание гетерохроматина. В данной работе мы использовали
протокол дифференцировки эмбриоидных телец из индуцированных плюрипотентных клеток че-
ловека (чИПСК), рассчитанный на формирование эктодермы и нейроэктодермы с последующим
их развитием в кожные органоиды. Однако после воздействовия на чИПСК ингибиторов HDAC
(бутирата натрия и вальпроевой кислоты), направление их дифференцировки менялось: формиро-
валась мезодерма, которая в дальнейшем развивалась в сокращающиеся кардиосферы.

Ключевые слова: чИПСК, направленная дифференцировка, HDAC, кожный органоид, эктодерма,
нейроэктодерма, HDACi, кардиосферы
DOI: 10.31857/S0475145023060022, EDN: HKRZYI

ВВЕДЕНИЕ
Плюрипотентные стволовые клетки (ПСК)

обладают неограниченным пролиферативным
потенциалом и способны дифференцироваться в
три зародышевых листка. По источнику проис-
хождения выделяют два типа ПСК: эмбриональ-
ные стволовые клетки (ЭСК) и индуцированные
плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК). В
ходе эмбрионального развития происходит измене-
ние эпигенетического состояния клеток. В ПСК
увеличивается процентное содержание гетеро-
хроматина за счет активности деацетилазы гисто-
нов (HDAC), которая удаляет ацетильные группы
с гистонов и стимулирует компактизацию хрома-
тина (Johnstone, 2002; Saraiva et al., 2010). Было
показано, что ингибирование HDAC способ-
ствует гиперацетилированию гистонов (Seto,
Yoshida, 2014), что приводит к переходу гетеро-
хроматина в эухроматин и способствует увеличе-
нию доступности промоторов и энхансеров.

Кроме того, известно, что в культуре ПСК могут
существовать субпопуляции, различающиеся
потенциалом к дифференцировке и профилем
экспрессии генов. В связи с этим, представляет
интерес разработка способов модуляции экс-
прессии генов с помощью воздействия на ацети-
лирование гистонов.

В рамках данного исследования мы пронаблю-
дали воздействие ингибиторов HDAC (HDACi)
на чИПСК, культивировавшиеся в соответствии
с протоколом, который ранее применялся для по-
лучения кожных органоидов (Lee et al., 2020,
2021). В результате такого воздействия изменялась
траектория дифференцировки этих клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование линии чИПСК

В работе использовалась линия чИПСК (hiPSC-
KYOU-DXR0109B [201B7] (ANCC ACS-1023)).

УДК 591.392

КРАТКИЕ 
СООБЩЕНИЯ
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Клетки культивировали в условиях нормоксии
(5% CO2 и 20% O2) в среде Essential 8 (Thermo
Fisher Scientific, США). Замену среды осуществ-
ляли каждый день. По достижении 60–80% кон-
флюентности, клетки пассировали с помощью
аккутазы (1 мг/мл) (STEMCELL Technologies, Ка-
нада). Для получения ЧИПСК человека, обрабо-
танных HDACi, стандартную среду заменяли на
среду mTeSR1 с добавлением HDACi (с VPA и бу-
тиратом натрия) (0.5× mTESR1 (Stemcell, США),
0.5× Neurobasal™ medium (Gibco, США), 0.5%
Glutamax (Gibco), 0.5% Пенициллин/стрептоми-
цин (Gibco, США) 0.5% N2 (Gibco, США), 1% B27
(Gibco, США), 0.5% NEAA (Gibco, США), 50 нМ
вальпроевая кислота (VPA) (Sigma, США), 0.1 мМ
бутират натрия (NaB) (Stem cells, США), 0.05 мМ
β-меркаптоэтанол (Sigma, США), 25 мкг/мл бычий
сывороточный альбумин (БСА) (Sigma, США). За-
мена среды осуществлялась каждый день.

Получение и дифференцировка кожных органоидов
Формирование эмбриоидных телец. Формиро-

вание эмбриоидных телец осуществлялось в соот-
ветствии с описанным ранее протоколом (Lee
et al., 2020), за исключением того, что в среду не
вносили нормоцин.

Дифференцировка органоидов. Для дифферен-
цировки эмбриоидных телец и созревания орга-
ноидов использовали ранее опубликованный
протокол (Lee et al., 2020). На стадии созревания
вместо низкоадгезивных планшетов были ис-
пользованы обычные планшеты для адгезивных
культур (Corning, США), покрытые 1% агарозой
(Sigma). Помимо этого, в среды для дифференци-
ровки и созревания не вносили нормоцин. В экс-
перименте для проведения дифференцировки
эмбриоидных телец в контрольных условиях (эм-
бриоидные тельца, полученные из чИПСК, куль-
тивируемых на E8 в условиях нормоксии) и в моди-
фицированных условиях (эмбриоидные тельца, по-
лученные из чИПСК, культивируемых на
модифицированной среде на базе mTeSR1 с добав-
лением HDACi) использовали по 10 органоидов.

Иммуноцитохимическое маркирование
Перед фиксацией культуру клеток трижды

промывали раствором PBS (ПанЭко, Россия), да-
лее клетки фиксировали 4% параформальдегидом
(Sigma) в течении 60 мин при 4°C. После фикса-
ции клетки трижды промывали раствором PBS по
3–5 мин. Далее производили пермеабилизацию с
помощью 0.2% раствора Triton X-100 (Sigma) в PBS
в течение 15 мин. Затем клетки дважды промывали
PBS в течение 10–15 мин. Для блокировки неспеци-
фической сорбции антител клетки предварительно
инкубировали 60 мин при 37°C в блокирующем рас-
творе (5% FBS (Hyclone, США); 0.3% Triton (Sigma);
0.01% Tween (Sigma)). Далее удаляли блокирующий

раствор и добавляли первичные антитела к белкам,
специфичным для чИПСК, растворенные в блоки-
рующем растворе, содержащем PBS и 2% бычьего
сывороточного альбумина (Sigma). Использовали
концентрации первичных антител, соответствую-
щие рекомендациям производителя, инкубацию в
них производили при 4°C в течение ночи. После
инкубации клетки трижды промывали раствором
PBS. Вторичные антитела использовали в разведе-
нии 1 : 1000. Далее клетки инкубировали во вторич-
ных антителах 90 мин при 37°C. Далее клетки три-
жды отмывали раствором PBS. Ядра клеток в тече-
ние 5 мин окрашивали DAPI (VitroVivo biotech,
США) в конечной концентрации 0.1 мкг/мл. Клет-
ки визуализировали на инвертированном флуорес-
центном микроскопе EVOS FL AUTO (Thermo
Fisher Scientific, США). Изображения обрабатыва-
ли в программе ImageJ (https://imagej.net/). Список
первичных антител: OCT4 (Abcam ab181557, 1 : 250);
KLF17 (Santa Cruz sc-398132, 1 : 200, США). Cписок
вторичных антител: Alexa Flour 568 goat anti mouse
IgG (H+L) (Invitrogen A-21201, 1 : 1000, США); Alexa
Flour 488 goat anti rabbit IgG (H+L) (Invitrogen A-
21441, 1 : 1000).

Получение криосрезов и иммуногистохимическое 
маркирование кожных органоидов

Для иммуноокрашивания органоиды трижды
отмывали от среды раствором PBS (ПанЭко, Рос-
сия), далее фиксировали 4% параформальдеги-
дом (Sigma) в течение 30 мин при комнатной тем-
пературе. После фиксации органоиды трижды
промывали PBS (ПанЭКо, Россия) по 5 мин, и за-
тем проводили через 15 и 30% растворы сахарозы
(Helicon, Россия). Далее органоиды погружали в
коммерческую среду для замораживания тканей
Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Япо-
ния) и замораживали в жидком азоте. Криосрезы
органоидов толщиной 10 мкм изготавливали на
криостате Leica SM1900. Первичные антитела на-
носили на срезы в блокирующем растворе (0.5%
FBS; 0.2% Tween 20; 0.2% Triton X-100) в разведе-
ниях, соответствующих рекомендациям произво-
дителя. Инкубация с первичными антителами
проходила при 4°C в течение 24 ч. После инкуба-
ции срезы трижды промывали раствором PBS.
Затем на срезы наносили раствор фаллоидина
(Alexa Fluor 488, A12379, Thermo Fisher, США) для
визуализации F-актина, а также раствор вторич-
ных антител в разведении 1 : 500 и инкубировали
при 4°C в течение 60 мин в темноте. Далее срезы
трижды отмывали от вторичных антител и фалло-
идина раствором PBS. Для визуализации ядер
клеток проводили окрашивание ДНК-связываю-
щимся красителем DAPI в концентрации 1 мкг/мл
в течение 10 мин. Срезы заключали в среду Aque-
ous Mounting Medium (Abcam, Великобритания)
и визуализировали на инвертированном флуо-
ресцентном микроскопе Olympus IX73 с камерой
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Olympus DP74. Изображения обрабатывали в
программе ImageJ (https://imagej.net/). Список
первичных антител: N-кадгерин (Abcam ab18203,
1 : 1000); Eomes (Abcam ab183991, 1 : 2000), Vimen-
tin (Abcam ab24525, 1 : 5000), Cytokeratin 14 (Abcam
ab181595, 1 : 500); AE 13 (К40) (Invitrogen MA1-5765,
1 : 300); Desmin (R&D Systems AF3844, 1 : 650). Спи-
сок вторичных антител: Alexa Fluor 546 Donkey-
anti-rabbit (Invitrogen A10040 (1 : 500)); Alexa Fluor
594 Goat-anti-chicken (Invitrogen А11042, 1 : 500);
Alexa Fluor 660 goat-anti-mouse (Invitrogen A21055,
1 : 500), Alexa Fluor 546 donkey-anti-goat (Invitro-
gen A11056, 1 : 500).

Выделение тотальной РНК и синтез кДНК

Выделение РНК из клеточных культур осу-
ществляли с помощью реагента ExtractRNA (Ев-
роген, Россия) согласно инструкции производи-
теля. Реагент добавляли в суспензию клеток в
объеме 1 мл из расчета 1 × 106–107 клеток и остав-
ляли при комнатной температуре 10–15 мин. Да-
лее смесь центрифугировали 10 мин при 12000 g, а
супернатант переливали в новую пробирку. В
пробирку с супернатантом добавляли 0.2 мл хло-
роформа и встряхивали ее в течение 15 с. Далее
образец инкубировали 3–5 мин при комнатной
температуре, периодически встряхивая. Образец
центрифугировали при 12000 g в течение 15 мин
при 4°C. Далее из пробирки отбирали водную фа-
зу, добавляли в нее 0.5 мл 100% изопропанола
(Sigma) и инкубировали смесь при комнатной
температуре в течение 10 мин. Затем образец цен-
трифугировали при 12000 g в течение 10 мин при
комнатной температуре. Из пробирки отбирали
супернатант, оставив осадок РНК на дне, и по
стенке добавляли 2 мл 75% этанола. Далее обра-
зец центрифугировали на 15000 g в течение 5 мин
при комнатной температуре, удаляли этанол, высу-
шивали осадок на воздухе в пробирке с открытой
крышкой в течение 5–7 мин. Осадок растворяли в
20 мкл воды, свободной от РНКаз, прогревая об-
разцы 3–5 мин при 55–60°C Концентрацию вы-
деленной РНК определяли на приборе NanoDrop
8000 (Thermo Fisher Scientific, США).

Для реакции обратной транскрипции брали
1 мкг РНК. Реакцию проводили с использовани-
ем MMLV RT kit (Евроген, Россия), согласно про-
токолу производителя. Для осуществления реак-
ции готовили две смеси. Первая смесь в объеме
9 мкл содержала 1 мкг РНК-матрицы, 20 мкМ
праймеров, 1 мкл игибитора РНКаз и деионизи-
рованную, свободную от нуклеаз воду (Евроген).
Смесь перемешивали пипетированием и прогре-
вали 2 мин при 70°C для денатурации вторичных
структур РНК и переносили образцы в лед. Со-
став второй смеси в объеме 11 мкл включал: де-
ионизированную воду, свободную от нуклеаз;
4 мкл 5× буфера для синтеза первой цепи, 2 мкл
смеси dNTP (10 мМ каждого), 2 мкл DTT (20 мМ),

1 мкл MMLV ревертазы. Обе смеси смешивали и
инкубировали 60 мин при 42°C. Для остановки
реакции итоговую смесь прогревали при 70°C в
течение 10 мин. Образцы хранили при –20°C, за-
ранее разделив на аликвоты. Перед применением
аликвоту прогревали 2 мин при 65°C для дезагре-
гации молекул кДНК. После обратной тран-
скрипции для проведения реакции ПЦР-РВ
кДНК разводили в 10 раз.

Подбор праймеров
Праймеры были подобраны в онлайн ресурсе

Primer-BLAST, интегрированном в базу данных
NCBI (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast/). Дополнительную проверку прайме-
ров проводили в программах Primer Select и Oligo
Analyzer. Температуру отжига праймеров определя-
ли с помощью программы Oligo или опытным пу-
тем. Последовательности праймеров представлены
в табл. 1.

ПЦР, ПЦР-РВ
Качественную и количественную оценки экс-

прессии исследуемых генов проводили с помощью
ПЦР и ПЦР-РВ. ПЦР проводили на матрице, ранее
синтезированной кДНК с помощью набора Screen-
mix (Евроген, Россия) для амплификации в соответ-
ствии c инструкцией производителя на амплифика-
торе T1000 Touch Thermal cycler (Bio-Rad, США).

Для ПЦР в реальном времени в качестве матри-
цы использовали кДНК (синтезирована из 1 мкг то-
тальной РНК) и готовую смесь для ПЦР qPCR
mix-HS SYBR + LowROX (Евроген, Россия). От-
носительный уровень экспрессии генов интересов
определяли с помощью калибровочной кривой и
нормализовали на экспрессию гена домашнего хо-
зяйства GAPDH. Исследование проводилось в
трех технических и трех независимых экспери-
ментальных повторах. Реакции проводились на
приборе LightCycler 96 System (Roche, Швейцария).
Для сравнения экспрессии генов в различных усло-
виях использовался сравнительный CT-метод для
относительного количественного анализа. По по-
лученным значениям CT рассчитывался ΔΔCT
для оценки различий в экспрессии генов.

Проверка статистической значимости разли-
чий в уровнях экспрессии исследуемых генов осу-
ществлялась при помощи однофакторного дис-
персионного анализа, проведенного в приложе-
нии MS Excel (Microsoft).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Характеристика чИПСК в контрольных 

и модифицированных условиях
Эффект воздействия HDACi на вектор трех-

мерной дифференцировки чИПСК ранее не был
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описан. Мы изучали этот эффект на модели
дифференцировки эмбриоидных телец в кож-
ные органоиды (Lee et al., 2020). Для этого перед
формированием эмбриоидных телец мы культи-
вировали чИПСК в 2 разных условиях: кон-
трольных, в среде Е8, где чИПСК поддержива-
ются в так называемом праймированном состоя-
нии и компетентны к дифференцировке (Teslaa
et al., 2016), а также в экспериментальных, в сре-
де с bFGF, бутиратом натрия и вальпроевой кис-
лотой, где клетки поддерживаются в модифици-
рованном, менее праймированном состоянии
(см. Материалы и методы). В результате сравни-
тельного анализа этих состояний не было обнару-
жено отличий в морфологии чИПСК, обработан-
ных HDACi, относительно контрольных чИПСК
(рис. 1а, 1б). Однако в присутствии HDACi уро-
вень экспрессии генов KLF2, KLF4, SOX2,
NANOG увеличивался (рис. 1в). Мы также зафик-
сировали значительное повышение уровня экс-
прессии DAZL в контроле относительно экспери-
ментальной группы. Кроме того, в среде с HDACi,
наблюдали повышение экспрессии генов-маркеров
более раннего (наивного) состояния плюрипотент-
ности (KLF2, KLF4, SOX2, NANOG), что свидетель-

ствуют о сохранении плюрипотентного статуса
чИПСК в среде с HDACi одновременно с их сдви-
гом в раннее состояние плюрипотентности.

Сравнительный анализ 
дифференцировки эмбриоидных телец и органоидов 

в контрольной и экспериментальной группах

Эмбриоидные тельца (ЭТ) были сформированы
из контрольных чИПСК и чИПСК, обработанных
HDACi. Метод формирования был взят из статьи,
описывающей формирование кожного органоида из
чИПСК (Lee et al., 2020). Сформированные ЭТ на
начальной стадии содержали по 3000 клеток. В кон-
трольных условиях у ЭТ дифференцировались по-
кровная эктодерма и нейроэктодерма. Впоследствии
покровная эктодерма формировала цисту, выстлан-
ную эпидермисом, а нейроэктодерма формировала
соединительную ткань, что было подтверждено им-
муногистохимическим маркированием К14 и ви-
ментина на 30й день дифференцировки эмбриоид-
ных телец (рис. 2а). На 110й день дифференцировки
в органоидах сформировались волосяные фоллику-
лы, что подтверждается экспрессией AE13, маркера
стержня волоса (рис. 2а). Эти результаты согласуют-

Таблица 1. Праймеры, использованные при проведении ПЦР-РВ
Название праймера Последовательность (5'–3')

DAZL-forward ATGTTGTACCTCCGGCTTATTCA
DAZL-reverse CCATTTCCAGAGGGTGGAGTA
GAPDH-forward CACCCACTCCTCCACCTTGAC
GAPDH-reverse TCCACCACCCTGTTGCTGTAG
KLF2-forward CAAGAGTTCGCATCTGAAGGC
KLF2-reverse AGAAGGCACGATCGCACAG
KLF4-forward ACCAGGCACTACCGTAAACACA
KLF4-reverse GGTCCGACCTGGAAAATGCT
KLF17-forward TAGACCCCACCCAGTCTTCAT
KLF17-reverse CGCTGAGTTCTCGTTATCCTGGG
NANOG-forward CAATGGTGTGACGCAGGGAT
NANOG-reverse TGCACCAGGTCTGAGTGTTC
OCT4/Pou5f1-forward ACCCACACTGCAGCAGATCA
OCT4/Pou5f1-reverse CACACTCGGACCACATCCTTCT
PRDM14-forward AAGCAACTGGATGCGCTATGT
PRDM14-reverse GGGATGGGCTTAATGGTGTAGAA
REX1-forward GCCTTATGTGATGGCTATGTGT
REX1-reverse ACCCCTTATGACGCATTCTATGT
SOX2-forward TGCGAGCGCTGCACAT
SOX2-reverse GCAGCGTGTACTTATCCTTCTTCA
STAT3-forward CGGAGAAACAGGATGGCCC
STAT3-reverse GCGGCTATACTGCTGGTCAA
STELLA/DPPA3-forward AGAGAAGGGTCCGCACTTTG
STELLA DPPA3-reverse TTCCCGATTTTCGCATTCTC
TFE3-forward AGCCATCACTGTCAGCAACT
TFE3-reverse TGTCTTTCTTCTGCCGTTCCT
YAP-forward TCCCAGATGAACGTCACAGC
YAP-reverse GAAGAGGACTGAAGCCGAG
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ся с литературными данными, описывающими фор-
мирование кожных органоидов в ходе дифференци-
ровки ЭТ (Lee et al., 2020). В то же время, в органои-
дах, полученных из чИПСК, обработанных HDACi,
не были выявлены К14 и виментин. Однако, в отли-
чие от контроля, в этих органоидах были идентифи-
цированы ранние маркеры мезодермальной диффе-
ренцировки – EOMES и N-кадгерин. На 110й день
маркеры волосяных фолликулов в органоидах выяв-
лены не были. Однако результаты выявления актина
и десмина демонстрируют, что цитоплазматические
паттерны этих белков различаются в контроле и в

эксперименте, при использовании модифициро-
ванного протокола. Актин-десмин положительные
клетки в экспериментальной группе формируют
структуры, напоминающие сеть (рис. 2а).

Также с 80-го дня дифференцировки в органо-
идах экспериментальной группы были зафикси-
рованы ритмичные сокращения с периодом 1 се-
кунда (рис. 2б). Этот признак характерен для кар-
диоваскулярных органоидов.

Все описанные выше паттерны экспрессии, а
также наличие сокращений наблюдались у органои-

Рис. 1. Морфология колоний чИПСК и экспрессия генов-маркеров плюрипотентности в чИПСК. (а) Морфология
колоний контрольных чИПСК. Фазово-контрастная микроскопия, пятые сутки культивирования. Масштабный от-
резок 400 мкм. (б) Морфология колоний чИПСК в среде с добавлением HDACi. Фазово-контрастная микроскопия,
пятые сутки культивирования. Масштабный отрезок 400 мкм. (в) Экспрессия генов-маркеров плюрипотентности в
чИПСК. Сравнение профилей экспрессии маркерных генов в чИПСК после воздействия HDACi и в контроле. Дан-
ные представлены в виде средних значений с разбросом в виде ошибки среднего. По оси ординат – относительный
уровень экспрессии генов, нормированных на экспрессию гена домашнего хозяйства, GAPDH, и на экспрессию генов
в контрольной группе (логарифмическая шкала, log10-(значение)). * – Статистическая достоверность результатов од-
нофакторного дисперсионного анализа на уровне р < 0.05.

*
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дов, сформированных из чИПСК, обработанных
HDACi, в 100% случаев (N = 10). У всех изученных
органоидов период сокращений составлял около се-
кунды. На основании полученных результатов мож-
но предположить, что в ходе потенциального пере-
хода ПСК в новое эпигенетическое состояние изме-
нился и вектор их дифференцировки. На основании
полученных данных можно предположить форми-
рование мезодермы в составе органоидов и, в ре-
зультате ее дальнейшего развития, кардиомиоцитов.
Похожих результатов, то есть получения кардио-
миоцитов через стадию мезодермальных клеток в
ходе двумерной дифференцировки чИПСК добива-
лись при использовании таких факторов дифферен-
цировки как CHIR99021 (активатор WNT-сигнал-
линга) и IWP2 (ингибитор WNT-сигналлинга)
(Balafkan et al., 2020). Схожие результаты были полу-
чены при использовании BMP4 и CHIR99021, но
уже при дифференцировке эмбриоидных телец из
чИПСК. Также кардиоваскулярные органоиды по-
лучали в условиях трехмерной дифференцировки
эмбриоидных телец из ПСК мыши под действием
неспецифического фактора дифференцировки –
фетальной бычьей сыворотки в гидрогеле с задан-
ном модулем эластичности (Shkumatov et al., 2014).
Однако данных о получении кардиоваскулярных
органоидов по описанному выше протоколу на дан-
ный момент нет. Известно, что активация WNT-сиг-
нального пути играет ключевую роль при закладке
кардиальной мезодермы в эмбриогенезе (Zhao et al.,
2019). Активатор этого пути используется в работах,
описывающих получение кардиомиоцитов в ходе
дифференцировки чИПСК. Вероятно, в используе-
мом в нашей работе протоколе дифференцировки,
активация WNT-пути происходит в результате пред-
варительного воздействия HDACi на чИПСК. Дан-
ная гипотеза требует проведения дополнительных
исследований, которые мы планируем в ходе даль-
нейшей работы по данной теме.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исходный протокол дифференцировки, ис-
пользованный в данной работе, предполагал фор-
мирование из чИПСК эмбриоидных телец, состоя-
щих из нейроэктодермы и покровной эктодермы, с
последующим формированием кожных органои-
дов. Мы предполагаем, что под воздействием

HDACi у чИПСК экспериментальной группы
был активирован сигнальный путь WNT. Именно
это могло привести к наблюдавшемуся в экспери-
менте изменению направления индуцированной
дифференцировки эмбриоидных телец, полу-
ченных из чИПСК. На основании полученных
иммуногистохимических данных по трехмерной
дифференцировке эмбриоидных телец можно пред-
положить, что чИПСК под воздействием HDACi
дифференцировались в мезодермальном направ-
лении с последующим формированием каридио-
сфер. Помимо этого, под действием HDACi у
чИПСК повысились уровни экспрессии марке-
ров плюрипотентности, которые экспрессируются
во внутренней массе клеток бластоцисты человека.
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во-контрастная микроскопия, выделение РНК, про-
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Рис. 2. Результаты иммуногистохимического анализа дифференцировки эмбриоидных телец и детекция сокращения
органоидов. (а) Сравнительный иммуногистохимический анализ дифференцировки эмбриоидных телец в кожные ор-
ганоиды в контроле и в эксперименте. Сверху: эмбриоидные тельца на стадиях 30 и 110 дней дифференцировки, све-
товая микроскопия, фазовый контраст. Масштабный отрезок 200 мкм. Снизу: выявление маркеров мезодермальной
дифференцировки (Eomes и N-cadgerin), маркеров базальных кератиноцитов (К14) и маркера фибробластов (вимен-
тин) на стадии 30 дней дифференцировки; мышечных маркеров (актин и десмин) и маркера стержня волоса волося-
ного фолликула (AE13) на стадии 110 дней дифференцировки. ЭП – эпителий; ВФ – волосяной фолликул; СА – сеть
актина. Масштабные отрезки равны 200 мкм на всех изображениях, кроме правого изображения в группе с маркиро-
ванием виментина и К14 (400 мкм) и увеличенных фрагментов изображений (100 мкм). (б) Детекция сокращения ор-
ганоида, полученного из эмбриоидного тельца, обработанного HDACi. Фазово-контрастная микроскопия, 80 сутки
дифференцировки. Масштабный отрезок 200 мкм.
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анализ данных. Е.А. Воротеляк, А.В. Васильев: редак-
тирование рукописи.
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Preliminary Exposure to Histone Deacetylase Inhibitors Changes
the Direction of Human IPSCs Differentiation with the Formation

of Cardiospheres Instead of Skin Organoids
V. K. Abdyev1, *, A. A. Riabinin1, **, E. D. Erofeeva2, M. D. Pankratova1, 2,

E. A. Vorotelak1, and A. V. Vasiliev1, 2

1Koltsov Institute of Developmental Biology of Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
2Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: mailtovepa@gmail.com
**e-mail: andrey951233@mail.ru

Pluripotent stem cells (PSCs) are a unique cell type that can differentiate into all cell types in the body. In PSC
culture, subpopulations with different levels of pluripotency may exist, which leads to different results during their
differentiation. One of the key factors that determine the state of pluripotency and influence the differentiation po-
tential of PSCs is the epigenetic state of cells, including the level of histone deacetylation. Activation of histone
deacetylase (HDAC) in human and mouse PSCs increases the percentage of heterochromatin. In this work, we
used a protocol for the differentiation of embryoid bodies from induced human pluripotent hIPSC cells, designed
for the formation of ectoderm and neuroectoderm with their subsequent development into skin organoids. How-
ever, after hIPSCs were exposed to HDAC inhibitors (sodium butyrate and valproic acid), the direction of their dif-
ferentiation changed: mesoderm was formed, which subsequently developed into contracting cardiospheres.
Keywords: hIPSCs, directed differentiation, HDAC, skin organoid, ectoderm, neuroectoderm, HDACi, car-
diospheres
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Паспорт линии плюрипотентных стволовых клеток
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Дифференцировка индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), полученных от
пациентов и условно здоровых доноров, позволяет изучать генетические аномалии in vitro. Ранее мы
описали клинический случай привычного невынашивания беременности у пациентки с асиммет-
ричной инактивацией Х-хромосомы в периферических лимфоцитах, буккальном эпителии и эндо-
метрии. C помощью aCGH мы выявили микроделецию в Xq24 размером 239 т.п.н., затрагивающую
восемь генов, включая UBE2A. Мы получили линию ИПСК iTAF15Xsk4 из фибробластов кожи па-
циентки с помощью не интегрирующихся эписомных векторов. Линия ИПСК имела нормальный
кариотип, экспрессировала маркеры плюрипотентности и при дифференцировке в эмбриоидные
тельца экспрессировала маркеры всех трех зародышевых листков. Полученную линию можно ис-
пользовать для изучения синдрома дефицита гена UBE2A.

Ключевые слова: ИПСК, микроделеция Xq24, синдром дефицита UBE2A, привычное невынашива-
ние беременности, асиммметричная инактивация Х-хромосомы

DOI: 10.31857/S0475145023060071, EDN: AGBGZM

ВВЕДЕНИЕ
Ранее нами была описана пациентка с при-

вычным невынашиванием беременности и экс-
тремально асимметричной инактивацией Х-хро-
мосомы в периферических лимфоцитах, буккаль-
ном эпителии и эндометрии (Tolmacheva et al.,
2020). C помощью aCGH мы выявили микроделе-
цию в Xq24 размером 239 т.п.н., затрагивающую
восемь генов, включая UBE2A.

Генные мутации и делеции гена UBE2A могут
вызывать редкое генетическое заболевание –
синдром Насименто у мужчин, влияющий как на
умственное развитие, так и на фенотипические
признаки (Nascimento et al., 2006, Thunstrom et al.,
2015). Женщины-носительницы делеций, вклю-
чающих ген UBE2A, обычно здоровы, но имеют
экстремально смещенную инактивацию Х-хро-

мосомы. У пациентов-носителей делеции, поми-
мо серьезной степени умственной отсталости, на-
блюдаются пороки сердца и мочеполовой систе-
мы (Thunstrom et al., 2015). Влияние делеции Xq24
на эмбриолетальность было описано нами впер-
вые (Tolmacheva et al., 2020).

Клетки с делециями, включающими ген
UBE2A, могут быть использованы как для изуче-
ния его эффектов при синдроме Насименто, так
и, потенциально, механизма инактивации X-хро-
мосомы. В настоящей работе описано получение
и характеристика линии ИПСК iTAF15Xsk4, по-
лученной с помощью репрограммирования фиб-
робластов кожи пациентки с микроделецией в
Xq24, затрагивающей восемь генов: SLC25A43,
SLC25A5-AS1, SLC25A5, STEEP1, UBE2A, NKRF,
SEPTIN6 и MIR766.

УДК 576.5+577.2

КОЛЛЕКЦИЯ ЛИНИЙ
ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение ИПСК и условия культивирования

Фибробласты были получены от пациентки с
микроделецией в Xq24, затрагивающей ген
UBE2A (Tolmacheva et al., 2020). Фибробласты
TAF15 выделяли и культивировали как описано
ранее (Nikitina et al., 2018a, 2018b). Для репрограм-
мирования фибробластов использовали электро-
порацию набором эписомных векторов (по 500 нг
каждого), кодирующих OCT4, KLF4, L-MYC,
SOX2, LIN28, mp53DD и EGFP (Okita et al., 2013)
с помощью Neon Transfection System с параметра-
ми 1650 В, 10 мс, три импульса (Thermo Fisher Sci-
entific). В течение недели клетки культивировали
в среде для фибробластов, затем пересаживали на
инактивированные митомицином C эмбриональ-
ные фибробласты мышей линии CD-1 (фидер) в
среду на основе нокаутного заменителя сыво-
ротки и FGF2 человека (Chechetkina et al., 2022).
Колонии ИПСК пересаживали механически с до-
бавлением в день пересадки ингибитора Rho-ассо-
циированной протеин киназы Y-27632 (Abcam).
Культивирование клеток проводили при 37°C в
атмосфере 5% CO2.

Выделение ДНК и РНК

Геномную ДНК из клеток выделяли с помо-
щью фенол-хлороформной экстракции. Выделе-
ние РНК проводили набором Aurum Total RNA
mini kit #732-6820 (Bio-Rad) по протоколу произ-
водителя.

ПЦР, ОТ-ПЦР и ПЦР-РВ

Детекцию контаминации микоплазмой (Choppa
et al., 1998) и присутствия эписом (https://assets.ther-
mofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/epi5_episo-
mal_ipsc_reprogramming_man.pdf) в клетках прово-
дили с помощью ПЦР. ПЦР проводили на приборе
T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) с набором BioMas-
ter HS-Taq (2×) (Biolabmix). Для подтверждения
плюрипотентности использовали ОТ-ПЦР
(Huangfu et al., 2008). Для синтеза кДНК из
0.5 мкг РНК использовали ревертазу M−MuLV
(Biolabmix). Для подтверждения делеции исполь-
зовали ПЦР-РВ на гены UBE2A и SEPTIN6, лока-
лизованные в области делеции, а также на кон-
трольный ген HEXB (Tolmacheva et al., 2020). После-
довательности праймеров для выявления
микоплазмы, эписом, подтверждения делеции,
анализа экспрессии генов-маркеров плюрипотент-
ности и дифференцировки в производные трех за-
родышевых листков приведены в табл. 1.

Кариотипирование
Кариотип клеток анализировали на пассаже 10,

используя DAPI-бэндинг (Prokhorovich et al.,
2007).

Спонтанная дифференцировка in vitro
Спонтанную дифференцировку ИПСК прово-

дили с помощью спонтанной дифференцировки
в эмбриоидные тельца (Bock et al., 2011).

Иммунофлуоресцентное окрашивание
Протокол иммунофлуоресцентного окраши-

вания был описан ранее (Shnaider et al., 2019).
Список антител приведен в табл. 1. Ядра окраши-
вали с помощью Hoechst 33258. Препараты ана-
лизировали на микроскопе LSM 780 NLO (Zeiss) с
использованием программного обеспечения
ZEN (Zeiss).

STR-анализ
Генотипирование образцов ДНК проводили в

ООО “Гордиз” (https://gordiz.ru/) (Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение и характеристика клеточной линии

Линия ИПСК iTAF15Xsk4 получена репро-
граммированием фибробластов пациентки с при-
вычным невынашиванием беременности с деле-
цией в Xq24 размером 239 т.п.н., включающей ген
UBE2A. Паспорт клеточной линии приведен в
табл. 2. Для репрограммирования использовали
эписомные векторы, которые элиминируются
при культивировании клеток (Okita et al., 2013).
Линия ИПСК iTAF15Xsk4 имела морфологию эм-
бриональных стволовых клеток человека (рис. 1а)
и нормальный кариотип 46,XX (рис. 1б). ПЦР-
анализ не выявил присутствия ДНК микоплазмы
(рис. 1д). На пассаже 10 клетки экспрессировали
транскрипционные факторы OCT4 и NANOG
(рис. 1в, 1г, 1ж). При дифференцировке в эм-
бриоидные тельца клетки экспрессировали мар-
керы всех трех зародышевых листков (рис. 1з).
STR-анализ показал идентичность iTAF15Xsk4 и
исходных фибробластов TAF15 (данные доступ-
ны по запросу). Делеция в Xq24 в ИПСК была
подтверждена с помощью ПЦР-РВ (рис. 1и, 1к).
Полная характеристика линии приведена в
табл. 3.

ОБСУЖДЕНИЕ
ИПСК линии iTAF15Xsk4 имеют морфологию

эмбриональных стволовых клеток человека и
плюрипотентны. Мы использовали неинтегриру-
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Таблица 1. Антитела и праймеры

Антитела

Антитело Разведение Производитель, кат. № RRID

Маркеры
плюрипотентности

Rabbit anti-OCT4 1 : 500 Cell Signalling, 2750 RRID: AB_823583
Rabbit anti-NANOG 1 : 500 Cell Signaling, 4903 RRID: AB_10559205

Вторичные антитела Goat anti-Rabbit IgG
(H + L) Alexa Fluor 546

1 : 200 Thermo Fisher
Scientific, A-11010

RRID: AB_2534077

Праймеры

Ген/локус Размер 
продукта Прямой/обратный праймер (5′–3′)

Детекция 
эписомных векторов

oriP 544 п.н. TTCCACGAGGGTAGTGAACC/
TCGGGGGTGTTAGAGACAAC

Детекция
эписомных векторов

EBNA-1 666 п.н. ATCGTCAAAGCTGCACACAG/
CCCAGGAGTCCCAGTAGTCA

Детекция
микоплазмы

Myco1 280 п.н. GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT/
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC

Детекция
микоплазмы

Myco2 206 п.н. GGACTATTGTCTAAACAATTTCCC/
GGTTATTCGATTTCTAAATCGCCT

Детекция
микоплазмы

Myco3 170 п.н. ATACATGCATGTCGAGCGAG/
CATCTTTTAGTGGCGCCTTAC

Детекция
микоплазмы

Myco4 407 п.н. CATGCAAGTCGGACGAAGCA/ 
AGCATTTCCTCTTCTTACAA

Подтверждение
делеции, контрольный 
ген (ПЦР-РВ)

HEXB 136 п.н. CCGGGCACAATAGTTGAAGT/
TCCTCCAATCTTGTCCATAGC

Подтверждение 
делеции (ПЦР-РВ)

UBE2A 92 п.н. CAAAGCTGGCGTGATTGTTG/
GGAGTAGGGAGGTGACAAACA

Подтверждение 
делеции (ПЦР-РВ)

SEPTIN6 112 п.н. GACACCCTGTTCAACACCAAA/
GCTTTAGCCTCACGTTGCTC

Ген домашнего
хозяйства

GAPDH 153 п.н. GTGGACCTGACCTGCCGTCT/
GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT

Маркер
плюрипотентности

NANOG 110 п.н. AAAGAATCTTCACCTATGCC/
GAAGGAAGAGGAGAGACAGT

Маркер
плюрипотентности

OCT4 128 п.н. CTGGGTTGATCCTCGGACCT/
CACAGAACTCATACGGCGGG

Маркер эктодермы SOX1 133 п.н. CACAACTCGGAGATCAGCAA /
GGTACTTGTAATCCGGGTGC

Маркер эктодермы MAP2 212 п.н. CAGGTGGCGGACGTGTGAAAATTGAGAGTG/ 
CACGCTGGATCTGCCTGGGGACTGTG

Маркер мезодермы FLK1 131 п.н. TGATCGGAAATGACACTGGA/
CACGACTCCATGTTGGTCAC

Маркер мезодермы MSX1 307 п.н. CGAGAGGACCCCGTGGATGCAGAG/
GGCGGCCATCTTCAGCTTCTCCAG

Маркер энтодермы FOXA2 122 п.н. GGAGCGGTGAAGATGGAA/
TACGTGTTCATGCCGTTCAT

Маркер энтодермы AFP 136 п.н. AAATGCGTTTCTCGTTGCTT/
GCCACAGGCCAATAGTTTGT
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Таблица 2. Паспорт линии ИПСК iTAF15Xsk4
Уникальный идентификатор iTAF15Xsk4
Альтернативное название линии iTAF15Xsk4
Учреждение Федеральное государственное бюджетное научное учрежде-

ние Федеральный исследовательский центр “Институт 
цитологии и генетики Сибирского отделения Российской 
академии наук”, Новосибирск, Россия; Научно-исследова-
тельский институт медицинской генетики Томского нацио-
нального исследовательского медицинского центра РАН, 
Томск, Россия

Одобрение этического комитета Исследование одобрено этической комиссией Научно-
исследовательского института медицинской генетики 
Томского национального исследовательского медицинского 
центра РАН (протокол № 10 от 15.02.2021)

Тип клеток ИПСК
Вид организма Человек
Дополнительная информация
о происхождении клеточной линии

Возраст: 29
Пол: F
Этническая принадлежность: европеоидная раса

Исходный тип клеток Фибробласты кожи
Дата забора биоматериала Ноябрь 2019 г.
Способ репрограммирования Неинтегрирующиеся эписомные векторы
Репрограммирующие факторы OCT4, KLF4, L-MYC, SOX2, LIN28 и p53 shRNA
Клональность Клональные
Генетическая модификация Нет
Вид генетической модификации Нет
Подтверждение элиминации/замолкания
репрограммирующих генетических конструкций

ПЦР, детектируются

Заболевание Привычное невынашивание беременности
Ген/локус arr[hg19] Xq24(118555586_118794279)×1mat

по данным хромосомного микроматричного анализа лим-
фоцитов периферической крови пациентки с использова-
нием ДНК-микроматриц SurePrint G3 Human CGH+SNP 
4×180K Microarray Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 
USA) (микроделеция в Xq24, затрагивает восемь генов: 
SLC25A43, SLC25A5-AS1, SLC25A5, STEEP1, UBE2A, NKRF, 
SEPTIN6 и MIR766)

Морфология Эмбриональные стволовые клетки человека
(праймированные)

Плюрипотентность Подтверждена в тесте на формирование эмбриоидных телец
Кариотип 46,XX
Проверка контаминации Бактерии, грибы и микоплазма не обнаружены
Область применения Изучение синдрома дефицита гена UBE2A
Способ культивирования Монослойный на пластике, покрытом фидером
Среда культивирования DMEM/F12, 20% KSR, NEAA, GlutaMAX, PenStrep,

2-mercaptoethanol, bFGF
Температура, °C 37
Концентрация CO2, % 5
Концентрация O2, % 20
Способ пересева Механический
Кратность пересева 1 : 2–1 : 6
Криоконсервация 90% KSR, 10% DMSO
Условия хранения Жидкий азот
Учетная запись в реестре http://www.biores.cytogen.ru/brc_cells/collections/ICG_

SB_RAS_CELL/entities/221
Дата паспортизации/депонирования 26/08/2022
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Рис. 1. Характеристика линии ИПСК iTAF15Xsk4. (а) Морфология колонии; (б) метафазная пластинка на пассаже 10;
(в) иммуноцитохимическое окрашивание на NANOG; (г) иммуноцитохимическое окрашивание на OCT4; (д) ПЦР
анализ на контаминацию микоплазмой; (е) ПЦР анализ присутствия эписом; (ж) ОТ-ПЦР анализ на маркеры плю-
рипотентности; (з) ОТ-ПЦР анализ на маркеры дифференцировки в экто- (SOX1 и MAP2), мезо- (FLK1 и MSX1) и эн-
тодерму (FOXA2 и AFP); (и) подтверждение делеции UBE2A (ПЦР-РВ), указано среднее +/– стандартное отклонение;
(к) подтверждение делеции SEPTIN6 (ПЦР-РВ), указано среднее +/– стандартное отклонение. L100 – ДНК-маркер
100 bp + 1.5 kb (SibEnzyme).
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ющиеся эписомные векторы для доставки репро-
граммирующих факторов. По литературным дан-
ным за одно деление клеток 2–8% эписом элими-
нируются (Drozd et al., 2015), на пассаже 10 мы
показали присутствие эписом (рис. 1е). Исполь-
зованный метод анализа, ПЦР тотальной ДНК,
не позволят оценить копийность эписом и про-
цент их содержащих клеток. Для правильной
дифференцировки ИПСК экзогенные тран-
скрипционные факторы не должны экспрессиро-
ваться, поэтому для полного элиминирования
эписом необходимо культивировать ИПСК еще
несколько недель.

Полученную линию ИСПК в дальнейшем мож-
но будет использовать для изучения эффекта деле-
ции гена UBE2A. Также, потенциально, ИПСК
можно использовать для изучения инактивации
X-хромосомы. Для этого будет необходимо переве-
сти клетки на стадию наивной плюрипотентности,
хотя в некоторых работах показана неслучайная
инактивация Х-хромосом при дифференцировке
“наивных” ИПСК. Также, нужно будет прове-
рить клетки на наличие эрозии инактивации

Х-хромосом. Из-за того, что эрозия сохраняется в
дифференцированных клетках, линии с эродиро-
ванной инактивацией Х-хромосомы непригодны
для изучения механизмов Х-инактивации (Zhou
et al., 2023).

БЛАГОДАРНОСТИ

Получение и культивирование ИПСК проводили
на базе ЦКП “Коллекция плюрипотентных культур
клеток человека и млекопитающих общебиологиче-
ского и биомедицинского направления” ИЦиГ СО
РАН (https://ckp.icgen.ru/cells/; http://www.biores.cyto-
gen.ru/brc_cells/collections/ICG_SB_RAS_CELL). Ви-
зуализацию результатов иммунофлуоресцентного
окрашивания проводили в ЦКП микроскопического
анализа биологических объектов ИЦиГ СО РАН
(https://ckp.icgen.ru/ckpmabo/), поддержанного бюд-
жетным проектом ИЦиГ СО РАН FWNR-2022-0019.
Получение биоптата кожи и культивирование первич-
ных фибробластов проводилось на базе Центра кол-
лективного пользования “Медицинская геномика”
Томского НИМЦ.

Таблица 3. Характеристика линии ИПСК человека iTAF15Xsk4

Параметр Метод Результат Данные

Морфология Микрофотография
в фазовом контрасте

Типичная морфология 
праймированных плюрипотентных 
стволовых клеток человека

Рис. 1а

Фенотип Качественный анализ
Иммунофлуоресцентное 
окрашивание

Выявляются маркеры 
плюрипотентности NANOG и OCT4

Рис. 1в, 1г

Генотип Кариотипирование 46,XX Рис. 1б

Идентификация STR-анализ 19 из 19 полиморфных локусов 
совпадают с фибробластами

Доступны
по запросу 
у авторов

Контаминация Микоплазма Отсутствует –

Потенциал 
дифференцировки

Формирование 
эмбриоидных телец, 
ОТ-ПЦР

Выявлены маркеры трех зародышевых 
листков: SOX1 и MAP2 (эктодерма), 
FLK1 и MSX1 (мезодерма), FOXA2 и AFP 
(энтодерма)

Рис. 1ж

Инфекции донора ВИЧ, гепатит B, гепатит С Нет данных Нет данных

Дополнительная 
информация о генотипе

Группа крови Нет данных Нет данных

HLA-типирование Нет данных Нет данных
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Generation of Induced Pluripotent Stem Cell Line iTAF15Xsk4 from Fibroblasts
of a Patient with Microdeletion at Xq24

I. E. Pristyazhnyuk1, N. I. Meshcheryakov1, 2, T. V. Nikitina3, A. A. Kashevarova3, D. A. Fedotov3,
E. N. Tolmacheva3, L. I. Minaycheva3, L. P. Nazarenko3, I. N. Lebedev3, and A. G. Menzorov1, 2, *

1Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, 630090 Russia
2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

3Research Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center RAS, Tomsk, 634050 Russia
*e-mail: menzorov@bionet.nsc.ru

Differentiation of induced pluripotent stem (iPS) cells from patients and healthy donors allows in vitro study
of genetic disorders. We have previously reported a clinical case of recurrent pregnancy loss in a patient with
skewed X-chromosome inactivation in peripheral blood lymphocytes, endometrium, and buccal epithelium.
We have found a 239 kb microdeletion at Xq24 that affected eight genes including UBE2A. In this work, we
produced iPS cell line iTAF15Xsk4 from the patient’s skin fibroblasts using non-integrating episomal vectors.
iPS cell line had a normal karyotype, expressed pluripotency markers, and upon differentiation in embryoid
bodies expressed markers of all three germ layers. This cell line could be used for the UBE2A deficiency syn-
drome study.

Keywords: iPS cells, Xq24 microdeletion, UBE2A deficiency syndrome, recurrent pregnancy loss, skewed
X-chromosome inactivation
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Паспорт линии плюрипотентных стволовых клеток
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ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК RCPCMi009-A-1

С НОКАУТОМ ГЕНА UBE2A С ПОМОЩЬЮ ТЕХНОЛОГИИ 
РЕДАКТИРОВАНИЯ ГЕНОМА CRISPR/Cas9
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Делеции и мутации в гене UBE2A вызывают Х-сцепленный синдром умственной отсталости типа
Насименто, впервые описанный в 2006 г. (Nascimento et al., 2006). На настоящий момент известно
около двух десятков миссенс- и нонсенс-мутаций в гене UBE2A, ассоциированных с синдромом умствен-
ной отсталости по типу Насименто (Cordeddu et al., 2020). Для изучения роли гена UBE2A в развитии цен-
тральной нервной системы мы создали линию индуцированных плюрипотентных стволовых клеток
(ИПСК) человека с нокаутом гена UBE2A (RCPCMi009-A-1) с использованием технологии редактирова-
ния генома CRISPR/Cas9. Нокаут гена UBE2A был подтвержден Вестерн-блоттингом. Плюрипотент-
ность линии ИПСК RCPCMi009-A-1 была подтверждена типичной морфологией плюрипотентных
стволовых клеток, нормальным кариотипом (46,XY), экспрессией маркеров плюрипотентности и
способностью дифференцироваться в производные трех зародышевых листков.

Ключевые слова: Х-сцепленная умственная отсталость по типу Насименто, индуцированные плюри-
потентные стволовые клетки, ген UBE2A, нокаут

DOI: 10.31857/S0475145023060046, EDN: HKXTMY

ВВЕДЕНИЕ
В 2006 г. Насименто с соавторами сообщили,

что делеции, затрагивающие ген убиквитин-свя-
зывающий белок Е2 А (UBE2A, ubiquitin conjugat-
ing enzyme E2 A), приводят к новому синдрому
умственной отсталости, сцепленному с Х-хромо-
сомой (Nascimiento et al., 2006). Ген UBE2A коди-
рует убиквитин-связывающий белок E2, который
участвует в убиквитинировании белков и играет
роль в нескольких критических клеточных про-

цессах, включая репарацию пострепликацион-
ных повреждений ДНК, регуляцию транскрип-
ции и митофагию (Dover et al., 2003; Hibber et al.,
2011, Wojcik et al., 2018). Однако роль белка
UBE2A в нейрогенезе еще не изучена, и неясно,
как мутации в гене UBE2A, ведущие к дисфункци-
ональности белка UBE2A, связаны с врожденной
умственной отсталостью. Линия индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК)
с нокаутом гена UBE2A RCPCMi009-A-1 может

УДК 576.5+577.2

КОЛЛЕКЦИЯ ЛИНИЙ
ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
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быть использована в дифференцировке в ней-
ральные клетки или мозговые органоиды при
изучении и моделировании синдрома Насименто
in vitro. Таким образом, линия RCPCMi009-A-1
может помочь идентифицировать UBE2A-зави-
симые клеточные процессы, нарушение которых
приводит к патологии развития центральной
нервной системы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Условия культивирования ИПСК

ИПСК RCPCMi009-A (https://hpscreg.eu/cell-
line/RCPCMi009-A) культивировали в среде
mTeSR™1 (Stemсell Technologies) на предвари-
тельно покрытых Матригелем (Corning) чашках
Петри при 37°C в CO2-инкубаторе (5% CO2, влаж-
ность 80%). Пассирование клеток проводили с
использованием 0.05% раствора трипсин-ЭДТА
(Gibco).

Создание линий ИПСК с нокаутом
Направляющая РНК (нРНК), нацеленная на

второй экзон гена UBE2A, была подобрана при
помощи онлайн-инструмента CRISPOR (Concor-
det, Haeussler, 2018). Для трансфекции ИПСК
использовали плазмиду PX458 (Addgene #48138),
кодирующую нРНК, нуклеазу Cas9 и зеленый
флуоресцентный белок GFP. ИПСК трансфици-
ровали реагентом TransIT®-LT1 (MirusBio) в со-
ответствии с протоколом производителя. На вто-
рой день после трансфекции GFP-положитель-
ные клетки сортировали и высевали при низкой
плотности в среду mTeSR™1 с добавлением 10 мМ
ингибитора ROCK Y27632 (Miltenyi Biotec) и реа-
гента CloneR (Stemcell Technologies) при помощи
прибора BD FACSMelody (BD). Через десять дней
колонии отбирали вручную и высевали в индиви-
дуальные лунки 48-луночного планшета (Corn-
ing), предварительно обработанного Матригелем.
При следующем пересеве из части клеток каждо-
го клона выделяли ДНК с последующей ПЦР и
секвенированием по Сэнгеру.

Проточная цитометрия
Для получения одноклеточной суспензии

ИПСК использовали раствор трипсин-ЭДТА
(0.05%). Собранные клетки инкубировали с пер-
вичными антителами в течение 15 мин при ком-
натной температуре при окраске поверхностных
маркеров SSEA-4 и SOX2 или фиксировали в 4%
PFA в течение 15 мин на льду при окраске ядерно-
го маркера OCT4. Для окрашивания OCT4 клетки
обрабатывали 80% холодным этанолом для пер-
меабилизации на льду в течение 30 мин, затем об-

разцы инкубировали с конъюгированными анти-
телами (табл. 1) в фосфатно-солевом буфере с до-
бавлением 2% Fetal Bovine Serum (FBS) (Thermo
Fisher Scientific) при 4°C в течение 60 мин. Для
окрашивания на поверхностные маркеры SSEA-4
и SOX2 образцы инкубировали с вторичными ан-
тителами (табл. 1) при 4°C в течение 30 мин в тем-
ноте. После промывки клетки анализировали на
проточном цитометре NovoCyte.

Секвенирование по Сэнгеру и анализ
нецелевых эффектов редактирования

Геномную ДНК выделяли с помощью набора
М-сорб (Синтол). Для прогнозирования потен-
циальных нецелевых эффектов редактирования
генома CRISPR/Cas9 использовали онлайн-ин-
струмент Off-Spotter (Pliatsika, Rigoutsos, 2015).
Затем проводили секвенирование по Сэнгеру ам-
пликонов, полученных в результате ПЦР с прай-
мерами, охватывающими целевую область в гене
UBE2A и потенциальные нецелевые участки
(табл. 1).

Спонтанная дифференцировка in vitro

Эмбриоидные тельца формировали с исполь-
зованием планшетов Aggrewell400 (Stemcell Tech-
nologies). Затем их переносили на чашки со сверх-
низкой адгезией (Corning) и культивировали в среде
DMEM/F12 (ПанЭко), содержащей 15% KnockOut
Serum Replacement (KO SR) (Invitrogen), 5% FBS
(Thermo Fisher Scientific), 0.1 мМ β-меркаптоэта-
нола (Sigma-Aldrich), 1% NEAA (ПанЭко) и 1%
пенициллина-стрептомицина (Thermo Fisher Scien-
tific). В течение двадцати дней постепенно снижали
процент содержания KO SR до нуля и увеличивали
процент FBS до 10%. Через двадцать дней эмбрио-
идные тельца высевали на покрытые матригелем
48-луночные планшеты в среде DMEM/F12, содер-
жащей 10% FBS, 1% пенициллина-стрептомици-
на, и культивировали в течение следующих
10 дней. Среду меняли каждые 3 дня. Затем эм-
бриоидные тельца фиксировали в 4% PFA и окра-
шивали на специфические маркеры трех зароды-
шевых листков (табл. 1).

Иммунофлуоресцентное окрашивание

Клетки фиксировали в 4% PFA (Sigma-Aldrich),
разведенном на фосфатном буфере (ПанЭко), в те-
чение 10 мин при комнатной температуре. Затем
их пермеабилизовали в 0.1% Тритоне Х-100 (Sig-
ma-Aldrich) в течение 10 мин и инкубировали с
блокирующим раствором (PBS, 0.1% Tween20,
2.5% FBS, 2.5% Goat Serum) в течение 30 мин при
комнатной температуре. Клетки инкубировали с



ОНТОГЕНЕЗ  том 54  № 6  2023

СОЗДАНИЕ ЛИНИИ ИНДУЦИРОВАННЫХ ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ СТВОЛОВЫХ... 407

Таблица 1. Антитела и олигонуклеотиды, использованные в исследовании

Антитела, использованные в исследовании

Антитело Разведение Производитель,
кат. № RRID

Маркеры
плюрипотентности

Rabbit IgG anti-OCT4 1 : 100 Abcam, ab18976 RRID:AB_444714

Mouse Alexa Fluor 488 
anti-Oct4 (Oct3)

5 мкл : 1 млн
клеток

Sony Biotechnology, 
3868525

RRID:AB_2940931

Rabbit IgG anti-SOX2 1 : 2000 Abcam, ab97959 RRID:AB_2341193

Mouse IgG3 anti-SSEA-4 1 : 50 DSHB, MC-813-70 RRID:AB_528477

Mouse IgM anti-TRA-1-81 1 : 100 Cell Signaling 
Technology, 4745

RRID:AB_2119060

Маркеры
дифференцированных 
производных

Mouse IgG2b, kappa anti-
Tubulin β 3 (TUBB3)/Clone: 
AMC0115

1 : 1000 ABclonal, A18132 RRID:AB_2861923

Rabbit IgG anti-human 
HNF3β/FOXA2

1 : 150 ABclonal, A19053 RRID:AB_2862546

Rabbit IgG anti-human
Vimentin/Clone: SP20

1 : 100 Thermo Fisher, 
RM-9120-S0

RRID:AB_722371

Mouse IgG1 anti-human cyto-
keratin PAN (CK PAN)

1 : 100 PrimeBioMed,
10-310046

RRID:AB_2940932

Целевой белок 
UBE2A

Rabbit IgG anti-UBE2A 1 : 100 Thermo Fisher 
Scientific, PA5-112140

RRID:AB_2866876

Референсный
белок

Rabbit anti-human TATA bind-
ing protein TBP

1 : 100 Abcam, ab63766 RRID:AB_1281140

Вторичные
антитела

Goat anti-Mouse IgG 
(H + L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, Alexa 
Fluor 555

1 : 800 Thermo Fisher 
Scientific, A21422

RRID:AB_2535844

Goat anti-Rabbit IgG
(H + L) Cross-Adsorbed 
Secondary Antibody, Alexa 
Fluor 488

1 : 800 Thermo Fisher
Scientific, A11008

RRID:AB_143165

Goat anti-Mouse IgG
(H + L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary 
Antibody, Alexa Fluor 647

1 : 800 Thermo Fisher 
Scientific, A21236

RRID:AB_2535805

Rabbit anti-Mouse IgG (whole 
molecule) Peroxidase antibody

1 : 80000 Sigma-Aldrich,
A9044

RRID:AB_258431

Goat anti-rabbit IgG
(whole molecule) Peroxidase 
antibody

1 : 1000 Sigma-Aldrich,
A9169

RRID:AB_258434
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первичными антителами в течение ночи при 4°С
и с вторичными антителами в течение 30 мин при
комнатной температуре. Для визуализации ядер
клетки окрашивали DAPI (Sigma-Aldrich). Изоб-
ражения были получены с помощью флуорес-
центного микроскопа Nikon Eclipse Ni-E и циф-
ровой камеры DS-Qi2 (Nikon), обработаны с по-
мощью программного обеспечения BR NIS-
Elements (Nikon).

Вестерн-блоттинг

Для получения белковых лизатов растворяли
сухой осадок клеток в буфере RIPA (Servicebio),
тщательно перемешивали и инкубировали 1 ч при
4°С. Затем добавляли равный объем двукратного
буфера Лемли (Biorad), перемешивали и инкуби-

ровали 10 мин в сухом термостате при 92°С. Под
тягой готовили и заливали 10% разделяющий гель
и 5% концентрирующий гель. Электрофорез про-
водили при 200 В.

После окончания электрофореза проводили
перенос белков с геля на PVDF мембрану в при-
боре Trans-Blot Turbo (Biorad) в течение 30 мин
при 25 В. Затем мембрану отмывали в 5% Biorad
Blocker в PBS и инкубировали с первичными ан-
тителами ночь при 4°С.

На следующий день отмывали мембрану PBST,
1 ч инкубировали с вторичными антителами, затем
отмывали раствором PBST. Визуализировали на
гель-документирующей системе Chemi-Doc
(Biorad) с помощью реактивов ECL Femto-Sensi-
tivity (Invitrogen).

Олигонуклеотиды

Ген/локус Размер
продукта, п.н. Прямой/обратный праймер (5'–3')

Референсный ген 
(ОТ-ПЦР)

GAPDH 118 GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA/
GTTGAGGTCAATGAAGGGGTC

Маркеры плюрипотент-
ности (колич. ОТ-ПЦР)

OCT4 887 CCTTCGCAAGCCCTCATTTC/
AACCACACTCGGACCACATC

SOX2 278 AACCAGCGCATGGACAGTTA/
GACTTGACCACCGAACCCAT

SALL4 303 TGGCGGAGAGGGCAAATAAC/
ATGCTGAAGAACTCCGCACA

Детекция микоплазмы Ген рибосомной 16S РНК 
(праймеры GPO1/MGSO)

705–708 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA/
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC

нРНК UBE2A-нРНК CAACATAATGGTGTGGAACG

Случайная интеграция 
плазмиды в геном

PX458 плазмида 1123 CTGGGCACATACCACGATCTG/
CGGACACCAGCTTGGACTTCAG

Анализ целевой 
мутации/секвенирование

Экзон 2 гена UBE2A 
chrX:118,708,862-118,708,945

520 CCCTCGACTTCGGAGA/
AACATTTTCCCCTACCCGCT

Потенциальные
нецелевые эффекты 
редактирования

SNX11 114 TGGAAAGTCCCACTCTCCCA/
CATGATCTCCTCCCACAGCC

KDM6B 354 CGTGGACTACTTGACGGGTT/
CTGGTACTGATAGGCTGCGG

KCNE1 316 ACAGTTGAGCCAAACTCCAA/
CCCCTAACAAGAGCCAACAGT

RP11-7
exon_RP11-7F17.5/RP11-
7F17.3

528 CGGTACATTGCTCAGACTCCA/
TAGTACAGACACAGCGCCAG

SMYD3 477 TGCTCAGCAAGTCCTGCTTATTT/
GTGGTTCTCATGGGGTCGTT

Таблица 1. Окончание
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Кариотипирование и STR анализ

Подготовку препаратов метафазных хромосом
проводили как описано ранее (Bogomazova et al.,
2011). Дифференциальное G-окрашивание хро-
мосом проводили по стандартному протоколу
(Czepulkowski et al., 1992). Было проанализировано
не менее 20 метафаз с минимальным разрешением
400 полос. Метафазы анализировали с использова-
нием полуавтоматической системы Metafer и про-
граммного обеспечения IKAROS (MetaSystems).
STR-анализ (англ. – short tandem repeat) выпол-
нен с помощью набора STR-маркеров COrDIS
Plus (Гордиз).

Выделение РНК и проведение ОТ-ПЦР

РНК выделяли с использованием набора
RNAeasy Mini (Qiagen). Обратную транскрипцию
проводили со случайными праймерами (Евроген)
и набором M-MLV (Евроген) в соответствии с ин-
струкциями производителя. ОТ-ПЦР проводили
с использованием специфических праймеров
(табл. 1).

Выявление микоплазмы

Отсутствие микоплазмы было подтверждено
при помощи ПЦР с использованием праймеров
GPO1 и MGSO на ген рибосомной 16S РНК (Van
Kuppeveld et al., 1992) (табл. 1).

ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА 
КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ

Паспорт клеточной линии ИПСК RCPCMi009-
A-1 представлен в табл. 2, полная характеристика
этой линии приведена на рис. 1 и в табл. 3.

В настоящем исследовании мы создали клон
ИПСК с нокаутом гена UBE2A RCPCMi009-A-1
из линии ИПСК RCPCMi009-A, полученной ра-
нее от здорового донора мужчины (Holmqvist
et al., 2016). Направляющая РНК, нацеленная на
второй экзон гена UBE2A, была выбрана с помо-
щью онлайн-инструмента CRISPOR (http://cris-
por.tefor.net/). нРНК клонировали в плазмиду
PX458, содержащую гены, кодирующие эндо-
нуклеазу Cas9 и флуоресцентный репортер GFP.
Полученную плазмиду трансфицировали в
ИПСК RCPCMi009-A посредством липофекции.
GFP-положительные клетки сортировали и вы-
севали при низкой плотности (3000 клеток/см2)
на второй день после трансфекции. Всего было
отобрано 48 клонов ИПСК. Среди этих клонов с
помощью секвенирования по Сэнгеру было выяв-
лено шесть клонов ИПСК с мутациями сдвига рам-
ки считывания в целевой области. RCPCMi009-A-1

представляет собой клон ИПСК с гемизиготной
вставкой нуклеотида аденозина в месте разреза
Cas9-эндонуклеазой (рис. 1а, 1в). Для этого клона
было продемонстрировано отсутствие нецелевых
мутаций в пяти локусах, предсказанных с помо-
щью онлайн-инструмента Off-Spotter (рис. 2).

Генетические манипуляции, приведшие к нока-
уту гена UBE2A, не повлияли на плюрипотентное
состояние отредактированных ИПСК. Клеточная
линия с нокаутом гена UBE2A RCPCMi009-A-1 об-
ладает типичной морфологией плюрипотентных
стволовых клеток человека (рис. 1б). Методом
ПЦР, сопряженной с обратной транскрипцией,
была подтверждена экспрессия мРНК OCT4,
SOX2 и SALL4 в RCPCMi009-A-1 (рис. 1г). Клетки
линии RCPCMi009-A-1 экспрессируют типич-
ные маркеры плюрипотентности, включая тран-
скрипционные факторы OCT4 и SOX2, а также
поверхностные антигены SSEA-4 и TRA-1-81
(рис. 1д). При спонтанной дифференцировке
in vitro были обнаружены клетки всех трех заро-
дышевых листков, включая эктодерму (панцито-
кератин, βIII-тубуллин), мезодерму (виментин) и
энтодерму (HNF3beta) (рис. 1е). Проточная цито-
метрия также подтвердила высокую экспрессию
маркеров плюрипотентности OCT4, SSEA-4 и
TRA-1-81 (рис. 1ж). С помощью Вестерн-блот-
тинга было подтверждено отсутствие белка
UBE2A в ИПСК RCPCMi009-A-1 по сравнению с
исходными ИПСК RCPCMi009-A (рис. 1з). Кле-
точная линия RCPCMi009-A-1 демонстрирует
хромосомную стабильность и нормальный кари-
отип 46,XY на 40-м пассаже (рис. 1и). Методом
ПЦР показано, что линия RCPCMi009-A-1 сво-
бодна от микоплазмы (рис. 1к). В геноме линии
RCPCMi009-A-1 не выявлено следов интеграции
плазмиды PX458 и, в частности, гена, кодирую-
щего эндонуклеазу Cas9 (рис. 1л). Пересев исход-
ной линии ИПСК RCPCMi009-A и отредакти-
рованной линии ИПСК RCPCMi009-A-1 с од-
ной периодичностью свидетельствует о том, что
пролиферация и жизнеспособность ИПСК
RCPCMi009-A-1 не была нарушена. Профиль
STR линии ИПСК RCPCMi009-A-1 полностью
соответствовал профилю родительского клона
ИПСК RCPCMi009-A (данные доступны по за-
просу у авторов).
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Таблица 2. Паспорт клеточной линии ИПСК человека RCPCMi009-A-1
Уникальный идентификатор RCPCMi009-A-1
Альтернативное название линии IPSRG4S-206
Учреждение Федеральный научно-клинический центр физико-химической 

медицины имени академика Ю.М. Лопухина, Москва, Россия
Одобрение этического комитета Исследование одобрено этической комиссией Федерального 

научно-клинического центра физико-химической медицины 
имени академика Ю.М. Лопухина, протокол № 1 от 1/06/2021

Тип клеток ИПСК
Вид организма Человек
Дополнительная информация о происхождении
клеточной линии

Возраст: 64
Пол: М
Этническая принадлежность: европеоидная раса

Исходный тип клеток Фибробласты кожи
Дата забора биоматериала 2011 год
Способ репрограммирования Неинтегрирующие векторы, вирус Sendai
Репрограммирующие факторы OCT4, KLF4, C-MYC, SOX2
Клональность Клональные
Генетическая модификация Нокаут гена UBE2A
Вид генетической модификации Инсерция одного нуклеотида (аденозина), приводящая 

к образованию преждевременного стоп-кодона
Подтверждение элиминации/
замолкания репрограммирующих трансгенов

ПЦР, не детектируются

Заболевание Х-сцепленная умственная отсталость по типу Насименто 
(MIM#300860, https://omim.org/entry/300860)

Ген/локус UBE2A
Морфология Монослойные колонии, подобные плюрипотентным стволовым 

клеткам человека
Плюрипотентность Подтверждена в тестах на формирование эмбриоидных телец

и окрашивание специфических маркеров
Кариотип 46,XY
Проверка контаминации Микоплазма не обнаружена
Область применения In vitro модель Х-сцепленной умственной отсталости по типу 

Насименто
Способ культивирования На подложке из Матригеля
Среда культивирования mTeSR™1 (Stemcell Technologies), 1% пенициллин-стрептомицин
Температура, °C 37
Концентрация CO2, % 5
Концентрация O2, % 20
Способ пересева Энзиматический, трипсин-ЭДТА (Gibco)
Кратность пересева 1 : 8–1 : 10
Криоконсервация 90% FBS, 10% DMSO, 10 мМ ингибитора ROCK Y27632

(Miltenyi Biotec)
Условия хранения Жидкий азот
Учетная запись в реестре https://hpscreg.eu/cell-line/RCPCMi009-A-1
Дата паспортизации 09/06/2023

Рис. 1. Характеристика линии ИПСК человека RCPCMi009-A-1. (а) Гемизиготная однонуклеотидная инсерция во 2-ом
экзоне гена UBE2A, приводящая к образованию преждевременных стоп-кодонов в линии ИПСК RCPCMi009-A-1;
(б) ЭСК-подобная морфология клеток линии ИПСК RCPCMi009-A-1, растущих на пластике, обработанном белками
внеклеточного матрикса; (в) электрофореграмма участка экзона 2 гена UBE2A, подтверждающая присутствие одно-
нуклеотидной инсерции в гемизиготном состоянии; (г) ОТ-ПЦР маркеров плюрипотентности (OCT4, SOX2 и SALL4)
линии ИПСК RCPCMi009-A-1 и исходной линии; (д) иммунофлуоресцентное окрашивание на маркеры плюрипо-
тентности: ядерные (OCT4, SOX2) и поверхностные (SSEA-4, TRA-1-81); (е) иммунофлуоресцентное окрашивание на
маркеры трех зародышевых листков: эктодермы (CK PAN, βIII-тубуллин), мезодермы (виментин) и энтодермы
(HNF3beta); (ж) проточная цитометрия линии ИПСК RCPCMi009-A-1 на маркеры плюрипотентности: ядерные
(OCT4) и поверхностные (SSEA-4, TRA-1-81); (з) Вестерн-блот анализ с антителами к белку UBE2A в линии ИПСК
RCPCMi009-A-1 и исходной линии ИПСК; (и) кариотип (46,XY) линии ИПСК RCPCMi009-A-1; (к) ПЦР анализ на
отсутствие микоплазмы у линии ИПСК RCPCMi009-A-1 и исходной линии ИПСК; (л) ПЦР анализ на отсутствие до-
полнительной случайной интеграции плазмиды PX458 в геном линии ИПСК RCPCMi009-A-1 и исходной линии
ИПСК. Все масштабные линейки – 100 мкм. WT – дикий тип; KO – нокаут; –K – отрицательный контроль, +К – по-
ложительный контроль; gRNA – направляющая РНК; Ex – экзон.
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Таблица 3. Характеристика линии ИПСК человека RCPCMi009-A-1

Параметры Метод Результат Данные

Морфология Микрофотография 
в фазовом контрасте

Характерная для плюрипотентных 
клеток человека

Рис. 1б

Фенотип Иммунофлуоресцентное 
окрашивание

Положительное окрашивание
на маркеры плюрипотентности: 
OCT4, SOX2, SSEA-4, TRA-1-81

Рис. 1д

ОТ-ПЦР Детекция фрагмента на геле 
после ОТ-ПЦР на маркеры 
плюрипотентности:
OCT4, SOX2, SALL4

Рис. 1г

Генотип Кариотипирование 46,XY
Разрешение 400 бэндов

Рис. 1и

Идентификация STR анализ 20 из 20 полиморфных локусов 
совпадают с RCPCMi009-A

Данные доступны
по запросу у авторов

Анализ внесенной 
генетической
модификации

ПЦР с последующим
секвенированием
по Сэнгеру

Подтверждено присутствие
генетического варианта
в гемизиготном состоянии

Рис. 1в

Анализ нецелевой
активности

ПЦР с последующим
секвенированием
по Сэнгеру

Отсутствие нецелевой активности 
системы CRISPR/Cas9 в 5
предсказанных сайтах

Рис. 2

Проверка отсутствия
случайной интеграции 
плазмиды

ПЦР Отсутствие случайной интеграции 
плазмиды PX458 в геном

Рис. 1л

Контаминация Микоплазма Отсутствует Рис. 1к

Потенциал 
дифференцировки

Формирование
эмбриоидных телец,
иммунофлуоресцентное
окрашивание

Положительное окрашивание 
на маркеры трех зародышевых 
листков: Vimentin (мезодерма); 
TUBB3 и CK PAN (эктодерма); 
HNF3b (энтодерма)

Рис. 1е

Инфекции донора ВИЧ, гепатит В, гепатит С Нет данных Нет данных

Дополнительная 
информация о генотипе

Группа крови Нет данных Нет данных

HLA-типирование Нет данных Нет данных
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Derivation of Induced Pluripotent Stem Cells Line (RCPCMi009-A-1)
with Knockout of the UBE2A Gene by CRISPR/Cas9 Genome Editing

E. A. Khomyakova1, *, A. V. Fedorenko1, 5, A. V. Surdina1, E. A. Volovikov1, 2, L. D. Belikova1, 2,
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The deletions and mutations in the UBE2A gene cause X-linked mental retardation syndrome of Nascimento
type first described in 2006 (Nascimento et al., 2006). To study the role of the UBE2A gene in neurodevelop-
ment, we generated a human iPSC line with knockout of the UBE2A gene (RCPCMi009-A-1) using genome
editing CRISPR/Cas9 technology. The knockout of the UBE2A gene was confirmed by Western blotting. The
pluripotent state of the RCPCMi009-A-1 iPSCs line was confirmed by typical stem cell morphology, normal
male karyotype maintenance, expression of pluripotency markers and the ability to differentiate into three
germ layers.

Keywords: Nascimento type X-linked mental retardation, induced pluripotent stem cells, UBE2A gene, gene
knockout
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Редактирование геномов плюрипотентных стволовых клеток человека с применением программи-
руемых нуклеаз позволяет создавать модели наследственных патологий с помощью направленного
трансгенеза, нокаута генов и замены отдельных нуклеотидов в последовательностях ДНК. С использо-
ванием CRISPR/SpCas9-опосредованной гомологичной рекомбинации в локусе AAVS1 были получены
клоны индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) человека ICGi022-A (Malakhova
et al., 2020), которые несут трансгены двух вариантов нуклеазы AsCas12a (также известной как AsCpf1),
распознающих разные консенсусы PAM (ICGi022-A-6 (AsCas12a, PAM 5'-TTTV-3') и ICGi022-A-7
(AsCas12a, PAM 5'-TYCV-3')), и трансген обратного доксициклин-зависимого трансактиватора
M2rtTA. С помощью Вестерн-блот анализа было показано, что добавление в культуральную среду
доксициклина вызывает активацию экспрессии белков AsCas12a(TTTV) и AsCas12a(TYCV). Полу-
ченные трансгенные клоны ИПСК были подвергнуты молекулярно-генетическому и цитогенети-
ческому анализу. С помощью количественной ПЦР и иммуноцитохимического анализа было пока-
зано, что в них наблюдается высокий уровень экспрессии мРНК генов-маркеров плюрипотентных
клеток – OCT4, NANOG и SOX2, а также специфичная экспрессия белков-маркеров – OCT4, SOX2,
SSEA-4 и TRA-1-60. Кроме того, с помощью метода спонтанной дифференцировки ИПСК в эм-
бриоидных тельцах, было установлено, что трансгенные клоны могут давать производные всех трех
примитивных зародышевых листков: эктодермы, мезодермы и энтодермы. Цитогенетический ана-
лиз показал, что трансгенные клоны ИПСК имеют нормальный кариотип 46,XX.

Ключевые слова: индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК), трансгенез, система
CRISPR/Cas9, нуклеаза AsCas12a (AsCpf1), изогенные клеточные линии
DOI: 10.31857/S047514502306006X, EDN: GESSIW

ВВЕДЕНИЕ

Детальное исследование молекулярно-генети-
ческих механизмов патогенеза наследственных
заболеваний является одной из актуальных задач
современной биомедицины. В последние десяти-

летия в арсенале исследователей появились но-
вые подходы, которые позволяют получать более
совершенные модели для исследований in vitro.
Например, технология получения пациент-спе-
цифичных индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток и инструменты направленного

УДК 576.5+577.2

КОЛЛЕКЦИЯ ЛИНИЙ
ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
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редактирования геномов, в частности, система
CRISPR-Cas (Медведев и др., 2021). Программи-
руемая нуклеаза AsCas12a (также известная как
AsCpf1) обладает рядом специфических свойств,
которые отличают ее от наиболее часто применяе-
мого для направленного редактирования геномов
фермента SpCas9. К этим свойствам относятся гид-
ролиз ДНК-мишени в удалении от последова-
тельности PAM (protospacer adjacent motif, мотив,
прилегающий к протоспейсеру), более короткая
направляющая РНК (около 40 н) и формирова-
ние липких концов при гидролизе ДНК-мишени
(Zetsche et al., 2015). Кроме того, было показано,
что AsCas12a обладает более низким по сравне-
нию с SpCas9 уровнем нецелевой активности в
клетках человека (Kim et al., 2016; Kleinstiver et al.,
2016). Наличие T-богатого консенсуса PAM
(5'-TTTV-3') существенно сокращает выбор ми-
шеней для природного варианта AsCas12a. Одна-
ко, эта проблема была решена путем создания
генно-инженерных вариантов данного фермента,
которые эффективно распознают вырожденные
консенсусы PAM – 5'-TYCV-3' и 5'-TATV-3' (Gao
et al., 2017). Более широкие возможности в выборе
протоспейсеров для новых вариантов фермента и
природные свойства AsCas12a делают данную
программируемую нуклеазу перспективным ин-
струментом для создания моделей наследствен-
ных болезней человека на основе индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Конструирование донорной плазмиды 

pAAVS1-AsCpf1(TTTV)-2NLS
В плазмиду pAAVS1-donor, созданную в лабо-

ратории на основе pBluescript SK(+) (Устьянцева
и др., 2019), содержащую плечи гомологии локуса
AAVS1, доксициклин-управляемый промотор и
ген устойчивости к пуромицину, несущий cигнал
полиаденилирования bGHpoly(A), был клонирован
фрагмент ДНК, кодирующий AsCas12a (AsCpf1),
узнающую PAM 5' TTTV 3' из плазмиды pY010
(pcDNA3.1-hAsCpf1) (Addgene plasmid # 69982;
http://n2t.net/addgene:69982; RRID: Addgene_69982)
(Zetsche et al., 2015). В последовательность нукле-
азы AsCpf1 (TTTV) дополнительно к сигналу
ядерной локализации nucleoplasmin NLS на
C-конце, был добавлен SV40 NLS на N-конец, а
также внесены сайт полиаденилирования
SV40poly(A) и тройной гемагглютининовый
эпитоп 3XHA (рис. 1а).

Конструирование донорной плазмиды
pAAVS1-AsCpf1(TYCV)

В плазмиду pAAVS1-donor был клонирован
фрагмент ДНК, кодирующий программируемую
нуклеазу AsCas12a (AsCpf1) (узнающую PAM

5'TYCV3', имеющую сигналы ядерной локализа-
ции nucleoplasmin NLS на C-конце и SV40 NLS на
N-конце) из плазмиды pAsCpf1(TYCV)(BB)
(pY211) (Addgene plasmid # 89352; http://n2t.net/
addgene:89352; RRID: Addgene_89352) (Gao et al.,
2017). В последовательность нуклеазы AsCpf1 (TTTV)
был внесен сайт полиаденилирования SV40po-
ly(A) и эпитоп 3XHA (рис. 1а).

Внесение трансгеных последовательностей ДНК, 
кодирующих программируемые нуклеазы 

AsCpf1(TYCV), AsCpf1(TTTV) и трансген обратного 
доксициклин-зависимого трансактиватора M2rtTA 

в локус AAVS1 генома ИПСК здорового донора

Клетки линии ICGi022-A культивировали на
слое эмбриональных фибробластов мыши (ЭФМ) в
середе KnockOut DMEM (“Thermo Fisher Scientif-
ic”, США) с добавлением 15% KnockOut Serum
Replacement (“Thermo Fisher Scientific”, США),
0.1 мМ NEAA (“Thermo Fisher Scientific”, США),
2 мМ Glutamax (“Thermo Fisher Scientific”, США),
100 мкг/мл Penicillin/Streptomycin (“Thermo Fish-
er Scientific”, США), и 10 нг/мл bFGF (“Sci-
Store”, Россия). ЭФМ культивировали в среде
DMEM/F-12 (“Thermo Fisher Scientific”, США) с
добавлением 10% FBS (“Thermo Fisher Scientific”,
США), 2 мМ Glutamax и 100 мкг/мл Penicil-
lin/Streptomycin. ИПСК пересаживали в соотно-
шении 1 : 10 раз в 3–5 дней с помощью TrypLE
(“Gibco”, США) в культуральную среду, содержа-
щую 2 мкМ Thiazovivin (ингибитор киназы RHO,
“Sigma”). За 24 ч до трансфекции клетки переса-
живали 1 : 3. В день трансфекции клетки обраба-
тывали раствором TrypLE, ресуспендировали до
одноклеточного состояния в буфере PBS (“Био-
лот”, Россия), пропускали через клеточное сито с
диаметром пор 70 мкм (“Miltenyi Biotech”, США),
центрифугировали при 200 g в течение 5 мин.
Трансфекцию проводили на приборе Neon Trans-
fection System (“Thermo Fisher Scientific”, США)
согласно инструкции производителя, используя
программу 1100 В, 30 мс, 1 импульс. На одну реак-
цию трансфекции объемом 100 мкл брали 4–5 ×
× 105 клеток и 1.5 мкг каждой из плазмид: pX458-
AAVS1, AAVS1-Neo-M2rtTA и pAAVS1-AsCpf1(TTTV) -
2NLS (или pAAVS1-AsCpf1(TYCV)). Плазмида
pX458-AAVS1, кодирующая нуклеазу Cas9 и направ-
ляющую РНК в локус AAVS1, была сконструирова-
на на основе pSpCas9(BB)-2A-GFP (Addgene plas-
mid # 48138; http://n2t.net/addgene: 48138; RRID:
Addgene_48138) (Ran et al., 2013). Донорная плаз-
мида AAVS1-Neo-M2rtTA, кодирующая обратный
трансактиватор для доксициклин-управляемой
экспрессии и ген устойчивости к неомицину, бы-
ла получена из депозитария Addgene (Addgene
plasmid # 60843; http://n2t.net/addgene:60843; RRID:
Addgene_60843) (DeKelver et al., 2010) (рис. 1б). По-
сле электропорации клетки переносили на слой
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Рис. 1. (a) Схема донорных конструкций pAAVS1-AsCpf1, кодирующих нуклеазу AsCas12(Cpf1), распознающую
PAM:5'TTTV3' (pAAVS1-AsCpf1(TTTV)-2NLS) и PAM:5'TYCV3' (pAAVS1-AsCpf1(TYCV)). AsCpf1 – последователь-
ность, кодирующая нуклеазу; PuroR – ген устойчивости к пуромицину; SV40 NLS и nucleoplasmin NLS – сигналы
ядерной локализации; HA-L – левое плечо гомологии к локусу AAVS1; HA-R – правое плечо гомологии к локусу
AAVS1; tight TRE promoter – тетрациклин(доксициклин)-чувствительный промотор; 3×HA тройной гемагглютинино-
вый эпитоп; SA – сигнал сплайсинга; T2A – последовательность 2A-пептида; bGH poly(A) signal – сигнал полиадени-
лирования; SV40 poly(A) signal – сигнал полиаденилирования. (б) Схема донорной конструкции, кодирующей транс-
ген обратного доксициклин-зависимого трансактиватора M2rtTA (rTetR) под управлением CAG промотора, ген устой-
чивости к неомицину (NeoR/KanR), плечи гомологии к локусу AAVS1. (в) Схема трансгенеза в локусе AAVS1.
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митотически инактивированных фибробластов в
среду для культивирования ИПСК без антибио-
тика в присутствии 2 мкМ Thiazovivin (“Sigma-Al-
drich”, США).

Перед проведением эксперимента по внесе-
нию трансгенных конструкций, кодирующих ге-
ны устойчивости к пуромицину и неомицину в
ИПСК ICGi022-A, были подобраны концентра-
ции антибиотиков G418 (неомицин, “Sigma-Al-
drich”, США) 50 мкг/мл и пуромицин (“Sigma-Al-
drich”, США) 200 нг/мл, при которых все клетки
погибали постепенно в течение 4х суток. Через

48 ч после трансфекции проводили селекцию
G418 (50 мкг/мл) 72 ч в культуральной среде без
пенициллина-стрептомицина. Через 24 ч после от-
мены G418 проводили селекцию клеток на устойчи-
вость к пуромицину (200 нг/мл, 3–4 дня). Устойчи-
вые к антибиотикам колонии ИПСК механическим
способом переносили на лунки 48-ячеечного план-
шета. После достижения культурой плотности
более 80% клетки пересевали в соотношении
1 : 8–10 на лунки 24-ячеечного планшета, из
оставшейся части клеток выделяли ДНК и прово-
дили ПЦР-скрининг. Для активации экспрессии
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нуклеазы AsCas12a в среду добавляли доксицик-
лин 2 мкг/мл (“Sigma-Aldrich”, США).

Выявление рекомбинантных клонов 
при помощи ПЦР

Геномную ДНК из клеток выделяли при помо-
щи реагента Quick Extract DNA Extraction Solution
(“Lucigen”, США) по протоколу производителя и
хранили при –20°С. Амплификацию ДНК прово-
дили с использованием БиоМастер HS-Taq ПЦР-
Color (2×) (“Биолабмикс”, Россия) по протоколу
производителя. Для выявления рекомбинантных
клонов клеток, в которых произошла CRISPR-
опосредованная встройка трансгена в целевой
сайт локуса AAVS1, были использованы прайме-
ры, указанные в табл. 1.

Вестерн-блот анализ

Клетки лизировали в буфере RIPA (20 мМ
Tris-HCl (pH 7.5) (“AppliChem”, Германия),
150 мМ NaCl (“AppliChem”, Германия), 1 мМ ЭДТА
(“AppliChem”, Германия), 1% Igepal (“AppliChem”,
Германия), 1% дезоксихолат натрия (“AppliChem”,
Германия), 10% додецилсульфат натрия (“Appli-
Chem”, Германия)) в течение 30 мин при 4°С с
постоянной ротацией, затем центрифугировали
20 мин на 12000 g при 4°С и отбирали супернатант
в охлажденные центрифужные пробирки (“Axy-
gen”, США). Для анализа использовали 40 мкг об-
разца. Электрофорез проводили в 10% полиакрил-
амидном геле в камере для вертикального элек-
трофореза Mini-Protean Tetra (“Bio-Rad”, США) в
течение 30 мин при напряжении 100 В, затем 1 ч
при 180 В. Белки переносили на мембрану PVDF
(“Bio-Rad”, США) в камере для переноса Criteri-
on Blotter (“Bio-Rad”, США) в буфере, содержа-
щем 25 мМ Tris-base (“AppliСhem”, Германия),
190 мМ глицин (“AppliChem”, Германия), 10%
метанол (“Союзхимпром”, Россия), в течение 2 ч
при силе тока 200 мА. После переноса мембрану
инкубировали с первичными антителами (табл. 1)
в блокирующем буфере, содержащем 5% сухое
молоко и 0.1% Tween 20 при 4°С ночь, затем со
вторичными антителами (табл. 1), меченными
HRP (пероксидазой хрена) 60 мин при комнатной
температуре. Для проявления пероксидазной ак-
тивности использовали набор Clarity Max Western
ECL Substrate (“Bio-Rad”, США).

Выявление микоплазмы и эписом

Детекцию контаминации микоплазмами и на-
личия эписом в линиях ИПСК проводили с по-
мощью ПЦР. Программы: 95°C – 3 мин; 35 цик-
лов: 95°C – 15 с, 67°C – 15 с, 72°C – 20 с; 72°C –
5 мин (микоплазмы) и 95°C – 5 мин; 35 циклов:

95°C – 15 с, 62°C – 15 с, 72°C – 15 с; 72°C – 5 мин
(эписомы). Праймеры указаны в табл. 1.

Анализ нецелевой активности 
системы CRISPR/Cas9

Участки ДНК, фланкирующие предсказанные
сайты нецелевой активности системы CRISPR/
Cas9, амплифицировали с помощью ПЦР на при-
боре GeneExplorer GE-48DG (“Bioer”, КНР) с ре-
агентом Q5® High-Fidelity 2X Master Mix (“New
England Biolabs”, США). Программа: 98°С – 30 c;
35 циклов: 98°С – 10 с, 60°С – 30 с, 72°С – 15 с;
72°С – 2 мин. Использованные праймеры приве-
дены в табл. 1. Реакции секвенирования по Сэн-
геру выполняли с использованием Big Dye Ter-
minator V. 3.1 Cycle Sequencing Kit (“Applied Bio-
systems”, США) и анализировали в ЦКП
“Геномика” СО РАН на генетическом анализато-
ре ABI 3130XL.

Анализ кариотипа

Кариотипирование проводили, как описано
ранее (Grigor’eva et al., 2020).

Спонтанная дифференцировка ИПСК in vitro

После достижения культурой плотности более
90% ИПСК обрабатывали 0.15% раствором кол-
лагеназы IV типа (“Gibco”, США) в течение 20–
30 мин при 37°C. Клеточную суспензию промы-
вали средой для культивирования фибробластов,
агрегаты клеток переносили на неадгезивный
слой 1% агарозы (“VWR”, США) в KnockOut
DMEM с добавлением 10% FBS, 100× NEAA,
100× Glutamax, 100× Penicillin/Streptomycin и
культивировали 10 дней. Сформированные эм-
бриоидные тельца переносили на 48-луночные
культуральные планшеты (“Nunc”, США), по-
крытые матриксом Matrigel GFR Basement Mem-
brane Matrix (“Corning”, США), и культивирова-
ли в течение еще 14–20 дней.

Иммунофлуоресцентное окрашивание

Клетки фиксировали в 4% формальдегиде
(“Sigma-Aldrich”, США) в течение 10 мин, после
отмывки в PBS пермеабилизовали в 0.5% Triton-
X100 (“VWR”, США) в течение 30 мин и блоки-
ровли 1% BSA в PBS (“VWR”, США) в течение
30 мин при комнатной температуре. Первичные
антитела инкубировали 16 ч при 4°C, а вторичные
антитела инкубировали 1.5–2 ч при комнатной
температуре. Антитела разводили в 1% BSA в PBS.
Для окрашивания ядер использовали DAPI (“Sig-
ma-Aldrich”, США). Изображения получены на
микроскопе Nikon Eclipse Ti-E с помощью про-
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Таблица 1. Антитела, праймеры и олигонуклеотиды, использованные в исследовании

Антитела

Антитело Разведение
Производитель, 

кат. №
RRID

Макеры

плюрипотентности

Mouse IgG2b anti-OCT3/4 1 : 50 Santa Cruz 

Biotechnology,

sc-5279

RRID:AB_628051

Rabbit IgG anti-NANOG 1 : 200 ReproCELL, 

RCAB003P

RRID:AB_2714012

Mouse IgG3 anti-SSEA4 1 : 200 Abcam, ab16287 RRID:AB_778073

Mouse IgM anti-TRA-1-60 1 : 200 Abcam, ab16288 RRID:AB_778563

Маркеры 

дифференцированных 

производных

Rabbit IgG anti-NF200 1 : 1000 Sigma N4142 RRID:AB_477272

Mouse IgG2a anti-αSMA 1 : 100 Dako, M0851 RRID:AB_2223500

Mouse IgG1 anti-CK18 1 : 100 Abcam, ab668 RRID:AB_305647

Western блот анализ Mouse IgG3 anti-HA 1 : 5000 Merck Millipore,

05-904

RRID:AB_417380

Rabbit IgG anti-β-actin 1 : 3000 Abcam ab8227 RRID:AB_2305186

Вторичные антитела Goat anti-Mouse IgG

(H + L), HRP

1 : 5000 Jackson 

Immunoresearch

115-035-003

RRID:AB_10015289

Goat anti Rabbit IgG 

(H + L), HRP

1 : 5000 Jackson

Immunoresearch

115-035-144

RRID:AB_2307391

Goat anti-Mouse IgG

(H + L) Secondary Antibody, 

Alexa Fluor 568

1 : 400 Thermo Fisher

Scientific, A11031

RRID:AB_144696

Goat anti-Mouse IgG3 

Cross-Adsorbed Secondary 

Antibody, Alexa Fluor 488

1 : 400 Thermo Fisher

Scientific, A21151

RRID:AB_2535784

Goat anti-Mouse IgM 

Heavy Chain Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa 

Fluor 568

1 : 400 Thermo Fisher 

Scientific, A21043

RRID:AB_2535712

Goat anti-Rabbit IgG 

(H + L) Highly Cross-

Adsorbed Secondary

Antibody, Alexa Fluor 488

1 : 400 Thermo Fisher

Scientific, A11008

RRID:AB_143165

Goat anti-Mouse IgG 

(H + L) Highly Cross-

Adsorbed Secondary

Antibody, Alexa Fluor 488

1 : 400 Thermo Fisher 

Scientific, A11078

RRID:AB_2534122

Goat Anti-Chicken IgY 

H&L, Alexa Fluor 488

1 : 400 Abcam, ab150173 RRID:AB_2827653



420

ОНТОГЕНЕЗ  том 54  № 6  2023

ПАВЛОВА и др.

Праймеры и олигонуклеотиды

Ген/локус Размер продукта Прямой/обратный праймер (5′–3′)

Детекция эписомных 

векторов

ORIP 544 пн TTCCACGAGGGTAGTGAACC/

TCGGGGGTGTTAGAGACAAC

Макеры

плюрипотентности 

(колич. ОТ-ПЦР)

OCT4 94 пн CTTCTGCTTCAGGAGCTTGG/

GAAGGAGAAGCTGGAGCAAA

NANOG 116 пн TTTGTGGGCCTGAAGAAAACT/

AGGGCTGTCCTGAATAAGCAG

SOX2 100 пн GCTTAGCCTCGTCGATGAAC/

AACCCCAAGATGCACAACTC

Референсный ген 

(колич. ОТ-ПЦР)

ACTB 93 пн GCACAGAGCCTCGCCTT/

GTTGTCGACGACGAGCG

Детекция

контаминации

микоплазмой

Ген рибосомальной 16S 

РНК

280 пн GGGAGCAAACAGGATTAGATAC-

CCT/TGCACCATCTGTCACTCTGT-

TAACCTC

Детекция аллеля AAVS1 

PPP1R12C дикого типа, 

без целевой встройки

AAVS_WT 555 пн CTCTGGCTCCATCGTAAGCAA/

CCCAAAGTACCCCGTCTCCC

Детекция встройки 

M2rtTA в локус AAVS1
HA_L-OUT/Neo_in-R 1024 пн CCGGACCACTTTGAGCTCTAC/

GCCCAGTCATAGCCGAATAG

Детекция встройки 

AsCas12a в локус AAVS1
HA_L-OUT/Puro_in-R 1022 пн CCGGACCACTTTGAGCTCTAC/

AGGCGCACCGTGGGCTTGTAC

Детекция наличия 

дополнительных 

нецелевых встроек 

плазмиды pAAVS1-

Neo-M2rtTA в геном

M13R/Neo_in-R 1063 пн CAGGAAACAGCTATGAC/

GCCCAGTCATAGCCGAATAG

Детекция наличия 

дополнительных 

нецелевых встроек 

плазмид pAAVS1-Puro-

AsCas12a в геноме

M13F/Puro_in-R 1007 пн GTAAAACGACGGCCAGT/

AGGCGCACCGTGGGCTTGTAC

Последовательность 

для спейсера 

в направляющей РНК

Chr19: 5115762-55115782

AAVS1 локус, PPP1R12C, 

экзон 1

20 н GTCACCAATCCTGTCCCTAG

Предсказанные сайты 

нецелевой активности 

системы CRISPR/Cas9 

для спейсера направля-

ющей РНК Chr19: 

5115762-55115782

AAVS1 локус, PPP1R12C

Off-target1

Chr5: 3120086-3120066

20 н CTAGGGACAGCAGTGGTGGC

Off-target2

Chr3: 52413085-52413105

20 н CTTACCAGTGCTGTCCCTAG

Off-target3

Chr15: 71357395-71357415

20 н GCCACCACTCCTGTCCCTGG

Off-target4

Chr3:175397524-175397504

20 н CTCAGCCTTCCTGTCCCTAG

Таблица 1. Продолжение
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Праймеры и олигонуклеотиды

Ген/локус Размер продукта Прямой/обратный праймер (5′–3′)

Анализ предсказанных 

сайтов нецелевой 

активности

Off-target1

Chr5: 3120086-3120066

334 пн ATCTCCACACGGAAAGAGATCTC/

GCGCTCCCTTTACCAATTAACAG

Off-target2

Chr3: 52413085-52413105

400 пн AAGAAGGAATGCCAGAGATTGAG/

TGGCACTTTACATGTATTGGCTC

Off-target3

Chr15: 71357395-71357415

308 пн AGCCTACTGTAGGACATCTGCAC/

AGCCTCCCCAGTGCCTCAAATAC

Off-target4

Chr3:175397524-175397504

342 пн ACAGGTATAACAGAGGGATTTGC/

AGCTATGTGTGCATTTGACCCAG

Таблица 1. Окончание

граммного обеспечения NIS Elements AR

(“Nikon”, Япония).

Количественная ОТ-ПЦР

РНК выделяли с помощью TRIzol Reagent

(“ThermoFisher Scientific”, США) согласно про-

токолу производителя. Обратную транскрипцию

1–2 мкг РНК проводили с использованием реверта-

зы M-MuLV (“Биолабмикс”, Россия). Количе-

ственную ОТ-ПЦР выполняли на приборе LightCy-

cler 480 System II (“Roche Diagnostics”, Швейцария)

с набором BioMaster HS-qPCR SYBR Blue 2×

(“Биолабмикс”, Россия). Программа: 95°C –

5 мин; 40 циклов: 95°С – 10 с, 60°С – 1 мин.

Анализ результатов ПЦР в режиме реального

времени проводили в программе qbase+, version 3.4,

использующей обобщенный метод ΔΔCT с уче-

том эффективности реакции, определенной на

основании построения калибровочной кривой по

пяти точкам (разведения матрицы с шагом в

5 раз) (Hellemans et al., 2007). Для определения от-

носительной экспрессии генов плюрипотентно-

сти в клетках использовали референсный ген

ACTB. Данные, полученные для линий ИПСК,

нормировали на показатели отностительной экс-

прессии генов плюрипотентности в линии эм-

бриональных стволовых клеток HuES9.

STR анализ

Аутентификацию линий ИПСК осуществляла

компания OOO “Геноаналитика” (https://www.ge-

noanalytica.ru) с помощью наборов AmpFlSTR

Identifiler Direct PCR Amplification Kit (Applied

Biosystems) и Investigator HDplex (QIAGEN) и

прибора 3130 Genetic Analyzer (HITACHI, Applied

Biosystems).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Получение и характеристика 
клеточных линий

Паспорт и характеристики линий ИПСК чело-
века ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7 представлены в
табл. 2 и табл. 3.

В результате гомологичной рекомбинации с
помощью программируемой нуклеазы SpCas9
(pX458-AAVS1) и донорных плазмидных кон-
струкций pAAVS1-AsCpf1(TTTV)-2NLS (или
pAAVS1-AsCpf1(TYCV)) и AAVS1-Neo-M2rtTA в
геном клеток ИПСК ICGi022-A в один аллель локу-
са AAVS1 были внесены последовательности, коди-
рующие программируемые нуклеазы AsCas12a
(TTTV) (или AsCas12a(TYCV)), а в другой аллель –
трансген обратного доксициклин-зависимого
трансактиватора M2rtTA. Карты донорных плаз-
мид и схема трансгенеза представлена на рис. 1.

После нуклеофекции ИПСК и последующей
селекции с помощью антибиотиков неомицин
(G418) и пуромицин был проведен ПЦР-скри-
нинг устойчивых колоний ИПСК с помощью
праймеров (табл. 1), выявляющих последователь-
ности ДНК трансгенов нуклеаз Puro-AsCas12a и
трансактиватора Neo-M2rtTA в AAVS1 локусе, а
также нецелевые встройки донорных плазмид
(данные не показаны).

Таким образом, в эксперименте по внесению
программируемой нуклеазы AsCas12a, узнающей
PAM 5'TTTV3' в геном ИПСК ICGi022-A (K7-4f)
были отобраны клоны K7-4f-N1.3, K7-4f-N1.26
(ICGi022-A-6) и K7-4f-N1.72, а для нуклеазы
AsCas12a узнающей PAM 5' TYCV 3' – клоны K7-
4f-Y1.5, K7-4f-Y1.14 и K7-4f-Y1.17 (ICGi022-A-7).
На рис. 2б приведены результаты ПЦР анализа, до-
казывающие наличие трансгенов Puro-AsCas12a и
Neo-M2rtTA и в целевом локусе AAVS1 в клонах
K7-4f-N1.26 (ICGi022-A-6) и K7-4f-Y1.17
(ICGi022-A-7).

Для подтверждения доксициклин-зависимой
работы трансгенов в ИПСК отобранных клонов в
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Таблица 2. Паспорт линий ИПСК человека ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7

Уникальный идентификатор ICGi022-A-6

ICGi022-A-7

Альтернативное название линии K7-AsCas12aN1-26

K7-AsCas12aY1-17

Учреждение Федеральное государственное бюджетное научное учреждение 

“Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и 

генетики Сибирского отделения Российской академии наук”, 

Новосибирск, Россия

Тип клеток ИПСК

Вид организма Человек

Дополнительная информация 

о происхождении клеточной линии

Возраст: 42

Пол: Ж

Этническая принадлежность: европеоидная раса

Исходный тип клеток Мононуклеарные клетки периферической крови

Способ репрограммирования Неинтегрирующиеся эписомные плазмидные векторы

Репрограммирующие факторы OCT4, KLF4, L-MYC, SOX2, LIN28 и p53 shRNA

Клональность Клональные

Подтверждение элиминации/замолкания

репрограммирующих трансгенов

ПЦР, не детектируются

Генетическая модификация Да

Вид генетической модификации ICGi022-A-6: Neo-M2rtTA/Puro-AsCas12a (TTTV)

ICGi022-A-7: Neo-M2rtTA/Puro-AsCas12a (TYCV)

Заболевание

Ген/локус Chr19q13.42 AAVS1 локус, PPP1R12C
Метод внесения модификации/используемая

сайт-специфическая нуклеаза

Гомологичная рекомбинация, система CRISPR/SpCas9

Способ доставки сайт-специфической нуклеазы Электропорация плазмидной ДНК pX458-AAVS1 в ИПСК

Внесенный в клетки генетический материал ICGi022-A-6: Neo-M2rtTA/Puro-AsCas12a (TTTV)

ICGi022-A-7: Neo-M2rtTA/Puro-AsCas12a (TYCV)

Метод анализа внесенной модификации ПЦР, Вестерн-блот

Способ оценки нецелевой активности Секвенирование по Сэнгеру ПЦР-продуктов, содержащих пред-

сказанные сайты нецелевой активности системы CRISPR/Cas9

Морфология Монослойные колонии, подобные плюрипотентным клеткам 

человека

Плюрипотентность Подтверждена в тестах на формирование эмбриоидных телец

Кариотип 46,XX

Проверка контаминации Бактерии, грибы и микоплазма не обнаружены

Область применения Платформа для создания моделей наследственных заболеваний 

на основе индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 

человека и системы CRISPR/Сas12a

Способ культивирования На слое митотически инактивированных фибробластов

Среда культивирования KnockOut DMEM (ThermoFisher Scientific)

Температура, °C 37

Концентрация CO2, % 5

Концентрация O2, % 20

Способ пересева TrypLE™ Express Enzyme (ThermoFisher Scientific)

Кратность пересева 1 : 10

Криоконсервация 90% FBS, 10% DMSO

Условия хранения Жидкий азот

Учетная запись в реестре https://hpscreg.eu/cell-line/ICGi022-A-6

https://hpscreg.eu/cell-line/ICGi022-A-7

Дата паспортизации/депонирования 06/07/2023
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среду для культивирования добавляли доксицик-
лин в концентрации 2 мкг/мл и через 24 ч соби-
рали клетки для проведения Вестерн-блота. В
качестве контроля брали образцы из ИПСК ис-
ходной линии ICGi022-A (K7-4f), а также из не-
обработанных доксициклином трансгенных ли-
ний ИПСК. Для выявления экспрессии белка
AsCas12a использовали антитела к искусственно-

му эпитопу HA, который находится на C-концах

белков.

В результате было обнаружено, что в двух из

трех клонов с трансгеном AsCas12a(TTTV) и во

всех трех клонах с трансгеном AsCas12a(TYCV),

культивируемых в присутствии доксициклина

при проведении Вестерн-блот анализа с антите-

Таблица 3. Характеристика линий ИПСК человека ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7

Параметры Метод Результат Данные

Морфология Микрофотография 

в фазовом контрасте

Характерная для плюрипотентных 

клеток человека морфология

Рис. 2а

Фенотип Качественный анализ

Иммунофлуоресцентное 
окрашивание

Положительное окрашивание на 

маркеры плюрипотентности: 

OCT4, SOX2, TRA-1-60, SSEA4

Рис. 2г

Количественный анализ

ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени

Экспрессия маркеров плюрипо-

тентности: OCT4, NANOG, SOX2 

на уровне рефересной ЭСК линии 

HuES9

Рис. 2в

Генотип Кариотипирование 46,XХ

Разрешение 450–500

Рис. 3б

Идентификация STR анализ 26 из 26 полиморфных локусов 

совпадают с исходной линией 

ICGi022-A

Данные доступны 

по запросу

у авторов

Анализ внесенной 

генетической 

модификации

ПЦР, Вестерн-блот с 

антителами на HA-эпитоп

Наличие продуктов ПЦР, 

соответствующих ожидаемой 

длине 1022 п.н. (AsCas12a) и 

1024 п.н. (M2rtTA); наличие белко-

вых бендов ожидаемой молекуляр-

ной массы (157.8 кДа) в образцах 

полученных при добавлении в куль-

туральную среду доксициклина

Рис. 2б, 2д

Анализ нецелевой 

активности

ПЦР с последующим 

секвенированием 

по Сэнгеру

Отсутствие нецелевой активности 

системы CRISPR/Cas9 в 4 пред-

сказанных сайтах

Рис. 4

Контаминация Микоплазма Отсутствует Рис. 2е

Потенциал 

дифференцировки

Формирование эмбриоид-

ных телец, иммунофлуо-

ресцентное окрашивание

Положительное окрашивание на 

маркеры трех зародышевых лист-

ков: NF200 (эктодерма); ɑSMA и 

(мезодерма); CK18 (энтодерма)

Рис. 3а

Инфекции донора ВИЧ, гепатит В, гепатит С Нет данных Нет данных

Дополнительная

информация о генотипе

Группа крови Нет данных Нет данных

HLA-типирование Нет данных Нет данных
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лами к НА-эпитопу выявляются белки ожидаемо-

го молекулярного веса 157.8 кДа (рис. 2д). В кон-

трольных образцах трансгенных ИПСК, культи-

вированных без добавления доксициклина, и

исходной ИПСК данные белки не выявляются.

Таким образом, было показано, что система экс-

прессии программируемых нуклеаз в трансген-

ных клонах ИПСК человека является доксицик-

лин-зависимой. По данным ПЦР-скрининга и

Вестен-блот анализа для дальнейшей работы и

регистрации в базе данных Human Pluripotent

Stem Cell Registry (https://hpscreg.eu/) были вы-

Рис. 2. Характеристика линий ИПСК человека ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7, несущих в локусе AAVS1 доксициклин-

управляемые трансгены двух вариантов нуклеазы AsCas12a, распознающих консенсусы PAM 5'-TTTV-3' и 5'-TYCV-3'.
(а) Морфология клеток линий ИПСК ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7, растущих на слое митотически инактивированных
эмбриональных фибробластов мыши. (б) ПЦР-анализ наличия трансгенов Neo-M2rtTA (Neo) и Puro-AsCas12a (Pur) в
геномах линий ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7, ДНК маркер Sky-High (“Биолабмикс”, Россия). (в) Уровень экспрессии
генов-маркеров плюрипотентности (OCT4, NANOG, SOX2) в ИПСК линий ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7 относитель-
но уровня экспрессии генов линии ЭС клеток HuES9. (г). Иммунофлуоресцентная окраска клеток линий ИПСК
ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7 на маркеры плюрипотентности OCT4 (красный), SOX2 (зеленый), SSEA-4 (зеленый),
TRA-1-60 (красный). (д) Вестерн-блот анализ экспрессии белков AsCpf1, (несущих 3×HA тройной гемагглютинино-
вый эпитоп) в отсутствии и присутствии доксициклина (Dox–/Dox+) с помощью антител, выявляющих гемагглюти-
ниновый эпитоп (HA-tag), (внутренний позитивный контроль с антителами на бета-актин (b-act)): линии ИПСК с
внесенной нуклеазой AsCpf1(TTTV) – K7-4f-N1.3, ICGi022-A-6 (K7-4f-N1.26), K7-4f-N1.72; линии ИПСК с внесен-
ной нуклеазой AsCpf1(TYCV) – K7-4f-Y1.5, K7-4f-Y1.14, ICGi022-A-7 (K7-4f-Y1.17). ИПСК ICGi022-A – исходная ли-
ния, не несущая трансгены AsCpf1. (е) ПЦР-тест на контаминацию линий ИПСК ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7 мико-

плазмой.
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браны клоны K7-4f-N1.26 и K7-4f-Y1.17, которые

были зарегистрированы под номерами ICGi022-

A-6 и ICGi022-A-7 соответственно.

Во время экспериментов по трансгенезу

ИПСК подвергались воздействию на геномы,

клонированию и множественному пассирова-

нию. В связи с этим необходимо было подтвер-

дить, что трансгенные клоны ИПСК сохранили

плюрипотентный статус. Было показано, что по-

лученные трансгенные клоны демонстрируют ха-

рактерную для плюрипотентных стволовых кле-

ток человека морфологию (рис. 2а). С помощью

обратной транскрипции с последующей количе-

ственной ПЦР в реальном времени была проана-

лизирована экспрессия основных генов системы

поддержания самообновления плюрипотентных

клеток – NANOG, OCT4 и SOX2. Было показано,

что во всех клонах трансгенных ИПСК наблюда-

ется высокий уровень транскрипции данных ге-
нов, сравнимых с уровнем экспрессии в эмбрио-
нальных стволовых клетках человека (линия
HUES9, Cowan et al., 2004) (рис. 2в).

Кроме того, был проведен иммуноцитохими-
ческий анализ экспрессии белков-маркеров са-
мообновления – транскрипционных факторов
OCT4 и SOX2, а также поверхностных антигенов
SSEA-4 и TRA-1-60 (рис. 2г). Данный анализ по-
казал наличие специфического и равномерного
окрашивания клеток.

Кроме того, необходимо было доказать, что
полученные ИПСК могут образовывать диффе-
ренцированные производные трех примитивных
зародышевых листков, которые используют при
моделировании и исследовании заболеваний на
специфических типах клеток. Спонтанная диф-
ференцировка трансгенных клонов ИПСК была

Рис. 3. Характеристика линий ИПСК человека ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7. (а) Иммунофлуоресцентная окраска на
маркеры трех зародышевых листков эктодермы (NF200), мезодермы (α-актин гладких мышц (αSMA), энтодермы (ци-
токератин 18 (CK18)). (б) Анализ кариотипа линий ICGi022-A-6 и ICGi022-A-7.
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проведена в эмбриоидных тельцах с последую-

щим иммуноцитохимическим анализом клеток

(рис. 3а). Было показано, что при спонтанной

дифференцировке трансгенных клонов образу-

ются производные ИПСК, экспрессирующие

маркеры эктодермы (NF200), мезодермы (αSMA)

и энтодермы (CK18).

Полученные линии ИПСК кариотипически ста-

бильны, G-бэндинг линий ICGi022-A-6 и ICGi022-

A-7 показал, что клетки сохраняют нормальный

кариотип – 46,XX (рис. 3б).

С помощью секвенирования по Сэнгеру в ге-

номах полученных линий ИПСК ICGi022-A-6 и

Рис. 4. Анализ нецелевой активности системы CRISPR/Cas9 в геномах линий ИПСК человека ICGi022-A-6 и
ICGi022-A-7.
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ICGi022-A-7 было продемонстрировано отсут-
ствие событий редактирования генома в 4 наибо-
лее вероятных нецелевых сайтах программируе-
мой нуклеазы SpCas9, предсказанных с помощью
ресурса Benchling (https://www.benchling.com/)
(рис. 4).

Таким образом, в данной работе были впервые
получены ИПСК человека, несущие доксицик-
лин-управляемые трансгены программируемых
нуклеаз AsCas12a(TTTV) и AsCas12a(TYCV). По-
лученные трансгенные клоны ИПСК могут быть
использованы как клеточная платформа для мо-
делирования наследственных заболеваний чело-
века на основе релевантных дифференцирован-
ных производных.
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Transgenic Lines of Human Induced Pluripotent Stem Cells ICGi022-A-6
and ICGi022-A-7 with Doxycycline-Inducible Variants

of Programmable Nuclease AsCas12a
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Genome editing in human pluripotent stem cells using programmable nucleases makes it possible to create
models of hereditary pathologies using directed transgenesis, gene knockout, and replacement of individual
nucleotides in DNA sequences. Using CRISPR/SpCas9-mediated homologous recombination at the AAVS1
locus, clones of human induced pluripotent stem cells (iPSCs) ICGi022-A (Malakhova et al., 2020) were ob-
tained, which carry transgenes of two variants of the nuclease AsCas12a (also known as AsCpf1), recognizing
different PAM consensuses, and the reverse doxycycline transgene-dependent transactivator – M2rtTA. For
each AsCas12a variant, the lines ICGi022-A-6 (AsCas12a, PAM 5'-TTTV-3') and ICGi022-A-7 (AsCas12a,
PAM 5'-TYCV-3') were obtained. Using Western blot analysis, it was shown that the addition of doxycycline
to the culture medium causes activation of the expression of AsCas12a(TTTV) and AsCas12a(TYCV) pro-
teins. The resulting transgenic iPSC clones were subjected to molecular and cytogenetic analysis. Using
quantitative PCR and immunocytochemical analysis, it was shown that they have a high level of mRNA ex-
pression of gene markers of pluripotent cells, namely OCT4, NANOG and SOX2, as well as specific expression
of protein marker OCT4, SOX2, SSEA-4 and TRA-1-60. In addition, using iPSCs spontaneous differentia-
tion into embryoid bodies, it was found that transgenic clones can give derivatives of all three primitive germ
layers: ectoderm, mesoderm and endoderm. Cytogenetic analysis showed that transgenic iPSC clones have a
normal karyotype, 46,XX.

Keywords: induced pluripotent stem cells (iPSCs), transgenesis, CRISPR/Cas9 system, AsCas12a (AsCpf1)
nuclease, isogenic cell lines


