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Набор факторов

Oct4, Sox2, cMyc, Klf4

Требуются клеточные деления

Не требуются клеточные деления?

Одинаков ли механизм?

Исходный клеточный тип
(фибробласты)

Целевой клеточный тип
(нейроны)

Фибробласты ИПС клетки



Цели

1. Получение серотонинергических нейронов 
при помощи дифференцировки ИПС клеток 
или прямой конверсией фибробластов 
мыши

2. Оценка роли клеточного деления в процессе 
прямой конверсии фибробластов в 
нейрональные клетки



Задачи
1. Выбрать систему для in vitro детекции нейрональных клеток и, в частности, 

серотонергических нейронов

2. Выявить возможные эпигенетические барьеры, препятствующие конверсии 
фиброблатов в серотонинергические нейроны.

3. Получить серотонинергические нейроны из фибробластов путем 
дифференцировки ИПС клеток

4. Выбрать набор генов-кандидатов, способный осуществить прямую конверсию 
фибробластов в серотонинергические нейроны

5. Создать банк лентивирусных конструкций, экспрессирующих выбранные для 
прямой конверсии фибробластов в серотонинергические нейроны факторы

6. Оценить эффект экзогенной экспрессии выбранных факторов в экспериментах 
по прямой конверсии фибробластов в серотонинергические нейроны.

7. Оценить эффект экзогенной экспрессии выбранных факторов при направленной 
дифференцировке ИПС клеток в серотонинергические нейроны

8. Исследовать возможность трансдифференцировки фибробластов в 
нейрональные клетки в присутствии ингибиторов клеточных делений



Выбор системы in vitro детекции 
нейрональных клеток

Системы in vitro детекции определенных типов клеток

Иммуноцитохимическое
окрашивание на 

нейрональные маркеры 
(bTub3, NF200)

Использование клеточных линий, 
несущих репортерные конструкции под 

эндогенными тканеспецифичными
промоторами

PH

Red

PH+bTub3

bTub3

ИПС клетки линии iTEN404 
дифференцированы в нейроны и 

окрашены на маркер bTub3

Организация локуса Tph2 у мышей линии TEN 
(Migliarini et al., 2013)



Выявление возможных эпигенетических барьеров, 
препятствующих конверсии фибробластов в 
серотонинергические нейроны.

ДИФФЕРЕНЦИРОВКА

Изменение статуса метилирования регуляторных регионов гена Oct4 при дифференцировке гибридных клонов HMC

Battulin et al., 2009



1. Биоинформационный поиск CpG островков в регуляторных регионах генов Tph1 и Tph2

Участок 1 Участок 2

Выявление возможных эпигенетических барьеров, 
препятствующих конверсии фибробластов в 
серотонинергические нейроны.



2. Анализ метилирования выбранных участков

Участок 2Участок 1

Обозначения: Ear - ДНК из образца ткани уха крысы, PC12 - ДНК линии клеток PC12 (после 7 дней дифференцировки)

Enz – эндонуклеаза рестрикции Taq I * - бенд образуюется в случае, если  исходная последовательность ДНК была метилирована

Ear PC12

-Enz +Enz -Enz +Enz

*

*

Ear

PС12

Выявление возможных эпигенетических барьеров, 
препятствующих конверсии фибробластов в 
серотонинергические нейроны.



Участок 2Участок 1

Обозначения: Ear - ДНК из образца ткани уха крысы, PC12 - ДНК линии клеток PC12 (после 7 дней дифференцировки)

Enz – эндонуклеаза рестрикции Taq I * - бенд образуюется в случае, если  исходная последовательность ДНК была метилирована

Ear

PС12
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* *

2. Анализ метилирования выбранных участков

Выявление возможных эпигенетических барьеров, 
препятствующих конверсии фибробластов в 
серотонинергические нейроны.



ИПС клетки

Фибробласты Серотонинергические
Нейроны

Получение серотонинергических нейронов из 
фибробластов путем дифференцировки ИПС клеток



1. Получение линий ИПС клеток из фибробластов линии TEN

Получение серотонинергических нейронов из 
фибробластов путем дифференцировки ИПС клеток

Снято ~25 колоний

Получено ~10 первичных линий

4 линии (iTEN404, 405, 403, 402)  

заморожены для дальнейших работ

iTEN404p6

PH GFP

Эмбриональные Фибробласты 
Мыши (ЭФМ) линии TEN

LV-OKSM
LV-RTta

День 1-2:
Среда ЭФМ+DOX

День 3-10:
Среда ЭСК+DOX

День 11-15:
Среда ЭСК-DOX,
Снятие колоний

ИПС клетки линии iTEN4xx

Организация локуса Tph2 у мышей линии TEN 
(Migliarini et al., 2013)

Иммуноцитохимическое окрашивание ИПС клеток 
iTEN 404 на маркеры плюрипотентности Oc4 и Nanog



2. Направленная дифференцировка ЭСК линии iTEN404 в 
серотонинергические нейроны

Получение серотонинергических нейронов из 
фибробластов путем дифференцировки ИПС клеток

ИПС клетки линии iTEN404

Серотонинергические
нейроны

Формирование эмбриоидных телец
в течении 8 дней в среде KSR-LIF

Химическая диссоциация, пересев 
на пластик покрытый PDL\LAM

36часов: среда N2B27+bFGF
10-20 дней: среда N2B27

День 2 День 6

ИПС клетки линии iTEN404 спустя  
2 (слева) или 6 (справа) дней 
после начала формирования 
эмбриоидных телец

Иммуноцитохимическое
окрашивание полученных в ходе 
дифференцировки нейронов на 
маркер нейрональных клеток 
(Tuj1) и серотонин (5HT). Видно, 
что сигнал 5HT совпадает с 
эндогенным свечением GFP



Трансдифференцировка

????? Факторы

Фибробласты Серотонинергические
Нейроны

Получение серотонинергических нейронов из 
фибробластов путем дифференцировки ИПС клеток



Выбор набора генов-кандидатов, способных 
осуществить прямую конверсию фибробластов в 

серотонинергические нейроны

Кластер генов «Tph2» из базы данных FunGenES

Гены кандидаты:

Из данных микро-чипового анализа экспрессии: 

Gata2, Gata3, Nkx2.2, Sim1, FoxA2, Pet1, Itm2b, Lmx1b

Из данных экспериментов по прямой конверссии
фибробластов в нейрональные клетки:
Ascl1, Brn2, Mytl1, NeuroD1, Ngn2 и микроРНК 9,124
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Клонирование выбранных факторов и 
наработка вирусных конструкций

Puttini et al, 2000

DOX-индуцибильная
система FUW …NNNgctagccacc – (HA)-ATG-STOP-gaattcNNN…

NheI

Restriction site

KOZAK sequence

EcoRI

Restriction siteHA-tag

HA (Cy3)

DAPI Merged

Титрование 
вирусов, 
несущих HA-tag



Оценка эффектов выбранных генов в экспериментах по 
дифференцировке ИПС клеток в серотонинергические 

нейроны

ИПС клетки линии iTEN404

Серотонинергические
нейроны

Формирование эмбриоидных телец
в течении 8 дней в среде KSR-LIF

Химическая диссоциация, пересев 
на пластик покрытый PDL\LAM

36 часов: среда N2B27+bFGF



Оценка эффектов выбранных генов в экспериментах по 
дифференцировке ИПС клеток в серотонинергические 

нейроны

ИПС клетки линии iTEN404

Серотонинергические
нейроны

Формирование эмбриоидных телец
в течении 8 дней в среде KSR-LIF

Химическая диссоциация, пересев 
на пластик покрытый PDL\LAM

36 часов: среда N2B27+bFGF

День 1 после рассадки, заражение вирусами

День 14 после рассадки, FACS анализ 
количества серотонинергических нейронов
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Оценка эффекта некоторых ТФ в экспериментах по прямой конверсии 
фибробластов в серотонинергические нейроны
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Tuj1 NF200 
День 19

Клетки, зараженные
вирусом

День 19

Контрольные клетки

Прямая конверсия фибробластов в нейрональные 
клетки
DOX-индуцибильные лентивирусы

Brn2, Ascl1, Myt1l (BAM)

+Трансактиватор (RTta)

Фибробласты Нейроны



Прямая конверсия фибробластов в нейрональные 
клетки

День 5

День 9

День 13

Tuj1 NF200 
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Прямая конверсия фибробластов в нейрональные 
клетки

Серотонинергические
Нейроны

Фибробласты

DOX-индуцибильные лентивирусы

Brn2, Ascl1, Myt1l (BAM)

+Трансактиватор (RTta)



Фибробласты ИПС клетки

Дифференцированные клетки 
(например, фибробласты) Дифференцированные 

клетки (например, 
нейроны)

Oct4, Sox, cMyc, Klf4

Специфический набор факторов

Репрограммирование

Трансдифференцировка

• Медленно
• Малоэффективно
• Необходимы клеточные деления

• Быстро
• Высокоэффективно
• Без клеточных делений???

Изучение роли клеточного деления в процессе прямой 
конверсия фибробластов в нейрональные клетки



Изучение роли клеточного деления в процессе прямой 
конверсия фибробластов в нейрональные клетки

Заражение 
BAM+RTta DOX+Ингибиторы*

Иммуноцитохимический анализ маркеров 
нейрональных клеток (Tuj1, NF200)

24 часа 9-11 дней

DAPI Tuj1 NF200* - В качестве ингибиторов клеточного
деления использовались мимозин и
афидиколин. На рисунке показан
иммуноцитохимический анализ
маркеров нейрональных клеток (Tuj1,
NF200) спустя 10 дней после инфекции
при культивировании в присутствии
афидиколина



Заражение 
BAM+RTta DOX+Ингибиторы

24 часа 14 часов

DOX+BrdU+Ингибиторы DOX+BrdU

3-5 дней 5-7 дней

DAPI BrdU Tuj1 NF200

Иммуноцитохимический анализ маркеров нейрональных клеток (Tuj1, NF200) и маркер клеточного
деления (BrdU) спустя 10 дней после инфекции при культивировании в присутствии афидиколина
(5 дней)
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Процент BrdU-негативных
нейрональных клеток полученных
в эксперименте по прямой
конверсии фибробластов

Изучение роли клеточного деления в процессе прямой 
конверсия фибробластов в нейрональные клетки



Прямая конверсия фибробластов в нейрональные 
клетки

Серотонинергические
Нейроны

Фибробласты

DOX-индуцибильные лентивирусы

Brn2, Ascl1, Myt1l (BAM)

+Трансактиватор (RTta)



Прямая конверсия фибробластов в 
серотонинергические нейроны

Серотонинергические
Нейроны

Специфический набор факторов

Фибробласты

Имя набора Факторы

BAM Ascl1, Brn2, Myt1l

3F Ascl1, Gata2, FoxA2

6F Ascl1, Brn2, Myt1l, Pet1, Gata2, mLmx1b

7F Ascl1, Brn2, Myt1l, Gata3, Gata2, mLmx1b, Nkx2.2

9F_E1 Ascl1, Brn2, Myt1l, NeuroD1, Sim1, Nkx2.2, Gata3, FoxA2, Ngn2

12F Ascl1, Brn2, Myt1l, Gata3, Gata2, mLmx1b, Nkx2.2, NeuroD1, Sim1, Pet1, Ngn2, FoxA2

15F Ascl1, Brn2, Myt1l, Gata3, Gata2, mLmx1b, Nkx2.2, NeuroD1, Sim1, Pet1, Ngn2, FoxA2,

mir9/9*-124, Itm2b



Прямая конверсия фибробластов в 
серотонинергические нейроны

Специфический набор факторов

Фибробласты

Имя набора Факторы

15F_EPIGEN 15F + VPA + 5AZA

15F_GF 15F + SHH + NOGGIN + CHIR99021

15F_GF2 15F + SHH + FGF2

Серотонинергические
Нейроны



Прямая конверсия фибробластов в 
серотонинергические нейроны

Специфический набор факторов

Фибробласты

Серотонинергические
Нейроны



Прямая конверсия фибробластов в 
серотонинергические нейроны

Специфический набор факторов

Фибробласты

Фибробласты спустя 8 дней после инфекции 
вирусом несущим ген Sox2

Культура клеток inTEN, спустя 30
дней после инфекции вирусом 

несущим ген Sox2

Tuj1

DAPI

Иммуноцитохимический анализ маркеров 
нейрональных клеток в 

дифференцированных дериватах клеток
линии inTEN

Серотонинергические
Нейроны



Прямая конверсия фибробластов в 
серотонинергические нейроны

Специфический набор факторов

Фибробласты

НСК

ИПС 
клетки

Серотонинергические
Нейроны



Прямая конверсия фибробластов в 
серотонинергические нейроны

Специфический набор факторов

Фибробласты

НСК

ИПС 
клетки

Предшест
венники

PH GFP PH+GFP

Серотониновые нейроны, полученные из
фибробластов линии TEN путем оверэкспрессии
четырех факторов (Oct4, Sox2, cMyc, Klf4) в
нейрональной среде с ретиноивой кислотой без LIF

Серотонинергические
Нейроны



Выводы
1. С помощью экзогенной экспрессии 4-х транскрипционных факторов: Oct4, Sox2, cMyc и Klf4, получено

10 линий ИПС клеток iTEN из эмбриональных фибробластов мыши TEN, несущих репортёрную

конструкцию GFP под эндогенным промотором гена Tph2. Показана экспрессия маркеров плюрипотентности

Oct4 и Nanog в клоне iTEN404 и его способность к формированию эмбриоидных телец (ЭТ). Используя

протокол дифференцировки посредством ЭТ, из клеток линии iTEN404 были получены bTubulinIII-

позитивные нейроны. среди которых идентифицированы GFP-позитивные клетки продуцирующие

серотонин.

2. На основе данных микрочипового анализа экспрессии генов при дифференцировке ЭСК и

литературных данных, мы выбрали 15 генов-кандидатов, потенциально способных осуществить прямую

конверсию фибробластов мыши в серотонинергические нейроны. Последовательности отобранных 13

транскрипционных факторов и 2 микроРНК были клонированы в плазмидные вектора, на основе которых

были созданы псевдолентивирусные конструкции. Анализ пространственной организации доменов ДНК

показал, что 9 из 15 локализуются в доменах с отрицательным значениями собственного вектора E1, как и

ген Tph2.



Выводы
3. Экзогенная экспрессия транскрипционных факторов FoxA2, Gata2, Gata3, Nkx2.2 и Pet1 в ходе

дифференцировки клеток линии iTEN404 вызывает более чем двукратному увеличению выхода

серотонинергических нейронов.

4. В экспериментах по экзогенной экспрессия 15 отобранных генов в эмбриональных фибробластах мыши

не наблюдалась формирование серотонинергических нейронов.

5. Экзогенная экспрессия транскрипционного фактора Sox2 в фибробластах TEN, несущих репортерный

ген GFP под контролем промотора Tph2, вызывает образование нейросферно-подобных структур - сходных по

морфологии с нейрональными клетками-предшественниками. Полученные нейросферные структуры

образовывали при дифференцировке in vitro bTubulinIII-позитивные клетки, но не GFP-позитивные

серотонинергические нейроны. Более того, экзогенная экспрессия 15-ти отобранных ранее генов при

дифференцировке нейроссферных структур не сопровождалась появлением серотонинергических нейронов.



Выводы
6. 18-ти-дневная экзогенная экспрессия Oct4, Sox2, cMyc и Klf4 в эмбриональных фибробластах TEN, при

культивировании их в нейрональной среде с добавлением ретиноевой кислоты, индуцирует конверсию

фибробластов в серотонинергические нейроны.

7. Прямая конверсии фибробластов мыши в нейрональные клетки может проходить в присутствии

ингибиторов клеточных делений. При этом более чем в 75% случаев образование bTubulinIII- NF200-

позитивных нейрональных клеток из фибробластов не сопровождается клеточным делением. Таким

образом, клеточное деление не является необходимым для прямой конверсии фибробластов в нейрональные

клетки
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Изучение роли клеточного деления в процессе прямой 
конверсия фибробластов в нейрональные клетки

Культивирование в среде с BrdU, 11дней

Заражение 
BAM+RTta

+DOX+BrdU,
Без ингибиторов

Иммуноцитохимический анализ маркеров 
нейрональных клеток (Tuj1, NF200)

24 часа 11 дней



Выбор системы in vitro детекции 
нейрональных клеток

Системы in vitro детекции определенных типов клеток

Иммуноцитохимическое
окрашивание на 

нейрональные маркеры 
(bTub3, NF200)

Использование клеточных линий, 
несущих репортерные конструкции под 

эндогенными тканеспецифичными
промоторами

PH

PH+bTub3

bTub3

ИПС клетки линии iTEN404 
дифференцированы в нейроны и 

окрашены на маркер bTub3

Создание новых клеточных линий, 
несущих репортерные конструкции под 

эндогенными тканеспецифичными
промоторами

Технология 
TALEN

Migliarini et al., 2013

Э1 Пр И12-Э2-..-Э11

CMV-Puro5-Плечо 3-Плечо

Эндогенный аллель

Tph2

pHR_CVM-Puro



Выбор системы in vitro детекции 
нейрональных клеток

Системы in vitro детекции определенных типов клеток

Иммуноцитохимическое
окрашивание на 

нейрональные маркеры 
(bTub3, NF200)

Экзогенное введение 
репортерных конструкций 
под тканеспецифическими

промоторами

Использование клеточных линий, 
несущих репортерные конструкции под 

эндогенными тканеспецифичными
промоторами

PH

Red

Клетки линии PC12 
трансфецированные

конструкций bTub3Pr-
Tomato

PH+bTub3

bTub3

ИПС клетки линии iTEN404 
дифференцированы в нейроны и 

окрашены на маркер bTub3

Организация локуса Tph2 у мышей линии TEN 
(Migliarini et al., 2013)


