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Пациент�специфичные индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК) представляют собой
перспективный источник для исследований патологических процессов и поиска методов их коррекции, по�
скольку они способны к направленной дифференцировке в клетки релевантного типа. Однако в настоящий
момент не существует общепринятых стратегий использования клеточных линий в исследовании заболева�
ний. Генетически�кодируемые биосенсоры в режиме реального времени дают возможность регистрировать
активность ферментов, сигналы от специфических молекул и метаболитов и выражать эти показатели коли�
чественно. Такой подход позволяет измерить вклад определенных молекул в развитие патологии. В представ�
ленной работе описан процесс разработки универсальной клеточной платформы, предназначенной для изу�
чения отдельных патологических процессов, характерных для нейродегенерации при боковом амиотрофи�
ческом склерозе. Созданы конструкции, необходимые для встраивания в геном клеток генетически кодиру�
емых биосенсоров, с помощью которых можно исследовать различные процессы: стресс эндоплазматичес�
кого ретикулума (ЭПР), окислительный стресс, апоптоз и Ca2+�зависимую гипервозбудимость. Кроме того,
получена пара трансгенных линий ИПСК: с мутацией в гене SOD1 и условно здоровая контрольная линия,
которые несут встроенный трансактиватор для доксициклин�управляемой экспрессии трансгенов и могут быть
использованы для встраивания большого количества различных биосенсорных конструкций за один шаг.
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Феномен индуцированной плюрипотентнос�
ти был открыт относительно недавно – в 2006 г.,
когда была опубликована работа, авторы кото�

рой описали получение плюрипотентных ство�
ловых клеток из фибробластов взрослой мыши
путем эктопической экспрессии четырех генов:

ПЛАТФОРМА ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ МЕХАНИЗМОВ
НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ С ПОМОЩЬЮ ГЕНЕТИЧЕСКИ

КОДИРУЕМЫХ БИОСЕНСОРОВ

© 2019    Е.И. Устьянцева1,2,3,4, С.П. Медведев1,2,3,4, А.С. Ветчинова5, 
Ю.М. Минина1, С.Н. Иллариошкин5, С.М. Закиян1,2,3,4*

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ИПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; ЭПР – эндоплазматичес�
кий ретикулум; БАС – боковой амиотрофический склероз; SOD1 – супероксиддисмутаза 1 (superoxide dismutase 1); ПЦР –
полимеразная цепная реакция; ОТ�ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией; CRISPR/Cas9 – ко�
роткие палиндромные повторы, регулярно расположенные группами/CRISPR�ассоциированный белок 9 (clustered regu�
larly interspaced short palindromic repeats/CRISPR�associated 9); PBS – фосфатно�солевой буфер (phosphate�buffered saline);
KLF4 – Круппель�подобный фактор 4 (Kruppel like factor 4); GDF3 – фактор роста и дифференцировки 3 (growth differ�
entiation factor 3); TDGF1 – фактор роста, полученный из тератокарциномы (teratocarcinoma�derived growth factor 1);
DNMT3B – ДНК�метилтрансфераза β (DNA methyltransferase 3 beta); hTERT – обратная транскриптаза теломеразы
(telomerase reverse transcriptase); PODXL – подокаликсин�подобный белок (podocalyxin like); GAPDH – глицеральдегид�3�
фосфатдегидрогеназа (glyceraldehyde�3�phosphate dehydrogenase); SSEA4 – стадиеспецифичный эмбриональный антиген 4
(stage�specific embryonic antigen 4); PAX6 – ген окулоромбина (paired box 6); MAP2 – белок, ассоциированный с микротру�
бочками (microtubule associated protein 2); FOXA2 – forkhead box A2, AFP – альфа�фетопротеин (alpha fetoprotein); GFP –
зеленый флуоресцентный белок (green fluorescent protein); RFP – красный флуоресцентный белок (red fluorescent protein).

* Адресат для корреспонденции.



Oct4, Sox2, Klf4 и c=Myc [1]. Такие клетки были
названы индуцированными плюрипотентными
стволовыми клетками (ИПСК). ИПСК челове�
ка были получены годом позже [2] и сразу прив�
лекли к себе внимание в качестве системы для
изучения физиологических и патологических
процессов ввиду способности к самообновле�
нию и широкого спектра дифференцировки.
Возможность получения ИПСК из соматичес�
ких клеток человека открыла новый путь для
изучения различных патологических состояний,
чаще всего обусловленных генетическими мута�
циями.

С момента получения первых ИПСК челове�
ка был разработан ряд моделей заболеваний на
основе пациент�специфичных ИПСК [3, 4].
Большинство из них – моногенные наслед�
ственные заболевания, хотя имеются и модели
спорадических мультифакторных заболеваний,
таких как болезнь Альцгеймера [5]. Важно отме�
тить, что в большинстве случаев полученные из
ИПСК специфические типы клеток воспроиз�
водили патологический фенотип, доказывая
лишний раз адекватность подобных модельных
систем [6–9].

Особый интерес представляет использова�
ние ИПСК для исследования нейродегенера�
тивных заболеваний, характеризующихся неяс�
ной этиологией, сложным патогенезом и, как
следствие, отсутствием эффективных препара�
тов, предотвращающих гибель специфических
нейронов. К таким заболеваниям относится бо�
ковой амиотрофический склероз (БАС), кото�
рый морфологически характеризуется гибелью
центрального и периферического моторных
нейронов [10]. Клинически на первый план вы�
ходит прогрессирующий паралич скелетной
мускулатуры и диафрагмы, что делает дыхатель�
ную недостаточность основной причиной смер�
ти больных [11]. Однако по совокупности кли�
нических особенностей, начиная от возраста
манифестации и скорости прогрессии симпто�
мов и заканчивая наличием/отсутствием когни�
тивных нарушений, БАС является одним из са�
мых гетерогенных среди нейродегенеративных
заболеваний. На настоящий момент нет ясности
как в вопросах этиологии БАС, так и в механиз�
мах патогенеза заболевания [12–14]. До 10%
случаев БАС имеют доказанный наследственный
характер, причем список генов, мутации в кото�
рых приводят к развитию заболевания, состав�
ляет >100 наименований [15]. Продукты этих ге�
нов чаще всего связаны с обеспечением базовых
клеточных процессов, таких как метаболизм
белков, РНК, внутриклеточный транспорт, ме�
ханизмы защиты клеток от активных форм кис�
лорода [16, 17].

Исследования БАС на животных модельных
системах во многом помогли понять картину
системных нарушений, которые развиваются в
процессе дегенерации моторных нейронов, од�
нако они не позволяют исследовать патологи�
ческие изменения нервной системы в режиме
реального времени, от инициации до ранних,
а затем и поздних стадий заболевания [18, 19].
Технологии получения ИПСК от больных БАС,
совершенствование протоколов по направлен�
ной дифференцировке в моторные нейроны
позволили разработать модельную систему для
изучения патологических особенностей нейро�
нов пациентов. Но большинство работ по изуче�
нию клеточных моделей ограничивается иссле�
дованием профилей экспрессии генов с после�
дующим поиском возможных ассоциаций [9]
или изучением определенных метаболических
процессов [20, 21], что также не способствует ус�
тановлению причинно�следственных связей
между процессами, приводящими к гибели мо�
торных нейронов. 

Генетически кодируемые биологические сен�
соры представляют собой известные инструмен�
ты для изучения биологических процессов. Они
позволяют в режиме реального времени регист�
рировать сигнальные молекулы, метаболиты и
активность ферментов в живых системах различ�
ной сложности: от культивируемых клеток до
трансгенных животных [22, 23]. В качестве непо�
средственного сенсора обычно выступает белок,
способный претерпевать конформационные из�
менения в ответ на определенные стимулы [24],
приводящие к появлению репортерного сигнала:
электрохимического, люминесцентного или флуо�
ресцентного, который может быть выражен коли�
чественно. На основе флуоресцентных белков ре�
гулярно создаются генетически кодируемые био�
сенсоры, позволяющие исследовать протекание
различных клеточных реакций в живых системах
[25, 26]. Такие биосенсоры позволяют измерять
активность основных патологических процессов,
сопровождающих гибель нейронов: апоптоз,
окислительный стресс, стресс ЭПР, гипервозбу�
димость, и активно применяются для их исследо�
вания на моделях других заболеваний [27–29].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструкция плазмиды, кодирующей компоB
ненты CRISPR/Cas9. Плазмида, кодирующая
компоненты системы Cas9 и направляющую
РНК для внесения двунитевого разрыва в локу�
се AAVS1 (pX458�AAVS1), была сконструирована
на основе pSpCas9(BB)�2A�GFP («Addgene»
#48138, [30]). Для этого фрагмент, полученный
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путем отжига олигонуклеотидов sgAAVS1�F и
sgAAVS1�R (табл. 1), был встроен в вектор по
сайтам рестрикции BbsI.

Сборка плазмидBдоноров для встраивания биоB
логических сенсоров в геном. Сборку донорных
плазмид осуществляли путем последовательно�
го гидролиза плазмидных векторов эндонуклеа�
зами рестрикции и лигирования фрагментов,
полученных с помощью ПЦР�амплификации
участков плазмид, последовательности которых
находятся в открытом доступе (табл. 1).

В плазмиду pBluescript SK(+) по сайтам
Acc65I и SpeI клонировали двухцепочечный оли�
гонуклеотид, содержавший сайты AflII и MluI,
который был получен ранее при отжиге двух од�
ноцепочечных олигонуклеотидов: HM�MCS�U
и HM�MCS�L (табл. 1). В результате была созда�
на плазмида pBluescript SK(+) MCS, в которую по
сайтам SpeI и MluI встроили фрагмент HA�R�
CMV. Затем между сайтами MluI и AflII в полу�
ченную плазмиду, поместили фрагмент Cas9�HF1.
Сигнал полиаденилирования bGHpolyA изме�
нили на SV40poly(A) посредством замены соот�
ветствующего фрагмента, ограниченного сайта�
ми AgeI и AflII. На финальной стадии в получен�
ную конструкцию между сайтами Acc65I и AflII
поместили фрагмент HA�L�Puro.

Последующие плазмиды конструировали на
основе полученного вектора pSpCas9�HF1�donor
посредством замены фрагмента плазмиды между
сайтами рестрикции MluI и AgeI/AflII.

Для создания плазмиды pXBP1�TagRFP�ERSS
получили фрагмент XBP1, который клонирова�
ли в вектор pGEM�T Easy («Promega», США).
Плазмидный вектор pGEM�T Easy_XBP1 ис�
пользовали в качестве матрицы для амплифика�
ции фрагментов XBP1ΔDBD, XBP1_indel, кото�
рые затем поместили между сайтами NheI и
Acc65I в вектор pcDNA 3.1/Hygro (–). Между
сайтами Acc65I и AflII полученного вектора
встроили фрагмент tagRFP. Итоговую плазмиду
использовали в качестве матрицы для ПЦР�амп�
лификации фрагментов XBP1�tagRFP, XBP1�
tagRFP_indel, которые впоследствии были встав�
лены в вектор pSpCas9�HF1�donor по сайтам
рестрикции MluI и AgeI.

Для создания плазмид pCyto�Grx1�roGFP2�
donor и pMito�Grx1�roGFP2�donor с помощью
ПЦР получили фрагменты Cyto�Grx1�roGFP2 и
Mito�Grx1�roGFP2 соответственно, которые за�
тем клонировали в вектор pSpCas9�HF1�donor
по сайтам рестрикции MluI и AgeI. Донорные
плазмиды pCyto�roGFP2�Orp1�donor и pMito�
roGFP2�Orp1�donor были сконструированы пу�
тем встраивания фрагментов Cyto�roGFP2�Orp1
и Mito�roGFP2�Orp1 по сайтам рестрикции
MluI и AgeI в вектор pSpCas9�HF1�donor.

Донорные плазмиды pCasper3�BG�donor и
pCasper3�GR�donor были получены с помощью
встраивания фрагментов Casper3�BG и Casper3�
GR в pSpCas9�HF1�donor по сайтам рестрикции
MluI и AflII.

Для создания плазмид pAAVS�TRE�CMV�
GCaMP6f/m/s фрагменты GCaMP6f, GCaMP6m
и GCaMP6s, полученные с помощью ПЦР, встра�
ивали в вектор pSpCas9�HF1�donor по сайтам
рестрикции MluI и AgeI.

Все плазмиды нарабатывали в штамме�про�
дуценте E. coli XL10�GOLD Kanr («Agilent»,
США). Выращивание трансформированных бак�
терий осуществляли при 30 °С. Для проведения
ПЦР во всех случаях использовали высокоточ�
ные ДНК�полимеразы Q5® High�Fidelity DNA
Polymerase («New England Biolabs», США) или
Phusion™ Hot Start II High�Fidelity DNA Polyme�
rase («Thermo Fisher Scientific», США). Для кло�
нирования фрагментов применяли эндонуклеазы
рестрикции производства «New England Biolabs»
(США), «Promega» (США) и «СибЭнзим» (Рос�
сия), а также T4 ДНК�лигазу («Thermo Fisher
Scientific», США). Правильность сборки конструк�
ций проверяли с помощью рестрикционного
анализа и секвенирования методом Сенгера.

Размораживание, культивирование и репрограмB
мирование мононуклеарных клеток периферичесB
кой крови к плюрипотентному состоянию. Моно�
нуклеарные клетки крови больного наслед�
ственной формой БАС (мутация D90A в гене
SOD1) были получены от пациента коллегами из
ФГБНУ «Научный центр неврологии» (Москва,
Россия) методом центрифугирования в градиен�
те фиколла (1,077 г/мл; «Биолот», Россия). Мо�
нонуклеары размораживали за пять дней до пе�
репрограммирования и культивировали в росто�
вой среде известного состава [31]. Клетки куль�
тивировали в CO2�инкубаторе при 37 °C, 5% CO2

и влажности 90%.
Мононуклеары были перепрограммированы

к плюрипотентному состоянию посредством
трансформации набором эписомных векторов
(pCE�hUL, pCE�hSK, pCE�hOCT3/4, pCE�
mp53DD, pCE�GFP, pCXB�EBNA�1 («Addgene»
#41855�58, #41813�14)) методом электропорации
на приборе Neon Trans�fection System («Thermo
Fisher Scientific», США), согласно опубликован�
ному ранее протоколу [32]. Первичные колонии
ИПСК механически пересаживали на слой эмб�
риональных фибро�бластов мыши (фидер) или
искусственный матрикс Matrigel («Corning»,
США) на 20–30�й день перепрограммирования.
Для культивирования на фидере использовали
ростовую среду известного состава [33], на искус�
ственном матриксе – ростовую среду Е8 («Thermo
Fisher Scientific», США).
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Название

1

sgAAVS1�F

sgAAVS1�R

HM�MCS�U

HM�MCS�L

HA�R�CMV

Cas9�HF1

SV40poly(A)

HA�L�Puro

XBP1

XBP1ΔDBD, XBP1_indel

TagRFP

XBP1�TagRFP, XBP1�
TagRFP_indel

Cyto�Grx1�roGFP2

Mito�Grx1�roGFP2

Cyto�roGFP2�Orp1 

Mito�roGFP2�Orp1

Источник и праймеры для ПЦР, 5'–3'

3

CACCGGTCACCAATCCTGTCCCTAG

AAACCTAGGGACAGGATTGGTGACC

CGGCGCGCCCTTAAGGTTAACACGCGTGGCGCGCCA

CTAGTGGCGCGCCACGCGTGTTAACCTTAAGGGCGC�
GCCGGTAC

Puro�Cas9 donor («Addgene» #58409, [38]),
ACGCGTGGCGATCTGACGGTTCACT,
ACTAGTAGAGCAGAGCCAGGAACC

VP12 («Addgene» #72247, [39]),
ACGCGTGCCACCATGGATAAAAAG,
CTTAAGCCATAGAGCCCACCGCA

pcDNA 3.1/Hygro (–),
GCAACCGGTACGAGATTTCGATTCCACCG, 
CAGCTTAAGTAAGATACATTGATGAGTTTG

Puro�Cas9 donor («Addgene» #58409, [38]),
GGTACCTGCTTTCTCTGACCAGCATT,
CTTAAGCCATAGAGCCCACCGCAT

кДНК, полученная методом ОТ�ПЦР с использованием
РНК из тканей головного мозга человека, 
GCGCGGTGCGTAGTCTGGAGC, 
GGTATATATGTGGTCAAAACG

pGEM�T�Easy_XBP1, CAAGCTAGCGCCACCATGGACTA�
CAAAGACGATGACGACAAGGAGAAAACTCATGGCCTTG�
TAGTTGAG,
AATGGTACCCCCTAAGTCAATACCGCCAGAATCC

pTagRFP�N («Евроген», Россия),
GTCGGTACCGTGTCTAAGGGCGAAGAGCTG,
GCGCTTAAGTTAATTAAGCTTGTGCCCCA

pCMV�XBP1�TagRFP, pCMV�XBP1�TagRFP_indel,
CTGACGCGTGCCACCATGGACTACAAAG,
CGCACCGGTTCAATTAAGTTTGTGCCCCA

pLPCX cyto Grx1�roGFP2 («Addgene» #64975 [22]), 
ACCACGCGTGCCACCATGGCTCAAGAGTTTGTGAAC,
TTTACCGGTTTACTTGTACAGCTCGTCC

pLPCX mito Grx1�roGFP2 («Addgene» #64977, [22]),
GACACGCGTGCCACCATGGCCTCCACTCGTGTCCTC,
TTTACCGGTTTACTTGTACAGCTCGTCC

pLPCX roGFP2�Orp1 («Addgene» #64991, [40]),
GACACGCGTGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG,
TTTACCGGTCTATTCCACCTCTTTCAAAAG

pLPCX mito roGFP2�Orp1 («Addgene» #64992, [40]),
GACACGCGTGCCACCATGGCCTCCACTCGTGTCC,
TTTACCGGTCTATTCCACCTCTTTCAAAAG

Таблица 1. Фрагменты, использованные для конструкции донорных плазмид

Содержимое фрагмента

2

–

–

полилинкер

полилинкер

правое плечо гомологии к ло�
кусу AAVS1 (HA�R), промотор
TRE�minCMV 

SpCas9�HF1, SV40 NLS,
эпитоп 3хFLAG, bGHpoly(A)

SV40poly(A)

левое плечо гомологии 
к локусу AAVS1 (HA�L), ген
устойчивости к пуромицину с
сайтом полиаденилирования
bGHpoly(A)

фрагмент XBP1, содержащий
стресс�чувствительный интрон

сплайсированный и несплай�
сированный варианты XBP1

TagRFP без старт�кодона

XBP1, TagRFP

Grx1�roGFP2

Grx1�roGFP2, сигнальная
последовательность (субъеди�
ница ATP�синтазы 9)

roGFP2�Orp1

roGFP2�Orp1, сигнальная
последовательность (субъеди�
ница ATP�синтазы 9)
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Спонтанная дифференцировка in vitro. Для
спонтанной дифференцировки клетки наращи�
вали до 85–90%�ной конфлюэнтности, диссо�
циировали от поверхности культуральной ем�
кости, инкубируя с коллагеназой IV типа («Sigma�
Aldrich», США) в течение 20–30 мин при 37 °С.
Затем полученные агрегаты клеток аккуратно
переносили в культуральную емкость, покры�
тую слоем 1%�ной агарозы, для предотвращения
прикрепления клеток и образования эмбриоид�
ных телец (ЭТ). Клетки культивировали в виде
эмбриоидных телец (ЭТ) в среде без основного
фактора роста фибробластов (basic fibroblast
growth factor, bFGF) в течение двух недель, пос�
ле чего распластывали на поверхности культу�
ральных планшетов, покрытых желатином, и
культивировали еще две недели.

Иммунофлуоресцентное окрашивание. Для
иммунофлуоресцентного окрашивания клетки
дважды промывали фосфатно�солевым буфером
(PBS), фиксировали в 4%�ном растворе фор�
мальдегида в течение 10 мин, затем отмывали
PBS 2 раза по 15 мин. Пермеабилизацию прово�
дили при комнатной температуре с помощью
0,5%�ного раствора Triton X�100 в течение 30 мин,
затем снова дважды отмывали PBS по 15 мин.
Далее лунки с клетками инкубировали при ком�
натной температуре в течение 30 мин с блокиру�
ющим буфером (раствор бычьего сывороточно�
го альбумина в PBS, 10 мг/мл). Инкубацию с
первичными антителами проводили при 4 °С в
течение ночи, со вторичными антителами – при
комнатной температуре 1,5–2 ч. После инкуба�
ции с первичными и вторичными антителами
препараты клеток дважды по 15 мин отмывали

от несвязавшихся антител PBS при комнатной
температуре. Для окрашивания ядер препара�
тов использовали 4',6�диамидино�2�фенилин�
дол (DAPI, «Sigma�Alrich», США) в концентра�
ции 1 мкг/мл в PBS. Анализ препаратов произ�
водили на флуоресцентном микроскопе Nikon
Eclipse Ti�E («Nikon», Япония).

Выделение РНК, синтез кДНК и ОТBПЦР.
РНК из клеток выделяли с помощью TRIzol
reagent («Thermo Fisher Scientific», США) по про�
токолу производителя. Для очистки образцов
РНК от контаминации геномной ДНК исполь�
зовали набор реагентов DNA�free («Ambion»,
США). Полученную РНК хранили при –70 °С и
использовали для синтеза кДНК методом обрат�
ной транскрипции с помощью набора Super�
Script II («Thermo Fisher Scientific», США) по
протоколу производителя. ОТ�ПЦР на выявле�
ние экспрессии маркеров плюрипотентности и
тканеспецифичных маркеров проводили, исполь�
зуя праймеры и условия реакции, описанные ра�
нее [1].

Анализ кариотипа. Анализ кариотипа полу�
ченных линий ИПСК проводили, как описано
ранее [34].

Электропорация ИПСК. Для ИПСК, расту�
щих на слое фидера, первоначально осущест�
вляли перевод клеточной культуры на искус�
ственный матрикс. За 24 ч до трансфекции клет�
ки пересаживали на новый матрикс в соотноше�
нии 1 : 3...1 : 4. В день трансфекции клетки сни�
мали диссоциирующим реагентом TrypLE («Ther�
mo Fisher Scientific», США), ресуспендировали
до одноклеточного состояния в PBS, центрифу�
гировали в течение 5 мин при 200 g. Из расчета
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1

Casper3�BG 

Casper3�GR

GCaMP6f

GCaMP6m 

GCaMP6s

3

pCasper3�BG («Евроген», Россия), 
CCAACGCGTGCCACCATGAGCGAGCTGAT,
CGCCTTAAGATACATTGATGAGTTTGGAC

pCasper3�GR («Евроген», Россия),
CCAACGCGTGCCACCATGGTGAGCGAGCT,
CGCCTTAAGATACATTGATGAGTTTGGAC

pAAV.Syn.GCaMP6f.WPRE.SV40 («Addgene» #100837, [29]),
GATACGCGTGCCACCATGGGTTCTCATCATC,
GATACCGGTTCACTTCGCTGTCATCATTTGTAC

pAAV.Syn.GCaMP6m.WPRE.SV40 («Addgene» #100841,[29]),
GATACGCGTGCCACCATGGGTTCTCATCATC,
GATACCGGTTCACTTCGCTGTCATCATTTGTAC

pAAV.Syn.GCaMP6s.WPRE.SV40 («Addgene» #100843, [29]),
GATACGCGTGCCACCATGGGTTCTCATCATC,
GATACCGGTTCACTTCGCTGTCATCATTTGTAC

Окончание табл. 1

2

BFP, tagGFP2, сайт гидролиза
каспазой 3

tagGFP2, RFP, сайт гидролиза
каспазой 3

кальмодулин_fast, GFP,
кальмодулин�связывающий
пептид

кальмодулин_medium, GFP,
кальмодулин�связывающий
пептид

кальмодулин_slow, GFP,
кальмодулин�связывающий
пептид
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конечной концентрации 0,5 × 107 клеток/мл их
ресуспендировали в буфере R (Neon Transfection
System 100ul Kit, «Thermo Fisher Scientific», США),
добавляли 2 мкг pX458�AAVS1 и 3 мкг AAVS�
Neo�M2rtTA («Addgene» #60843, [35]). Электро�
порацию проводили в 100 мкл при следующих
параметрах электрического импульса: 1100 V,
30 мс, 1 импульс. После электропорации клетки
переносили в подготовленные культуральные
планшеты с подогретой ростовой средой, содер�
жавшей 10 нг/мл ингибитора Rho�ассоциирован�
ной протеинкиназы (Y�27632, «Sigma�Aldrich»,
США). Среду меняли через 4 ч после электропо�
рации на свежую с добавлением Y�27632.

Отбор субклонов ИПСК на селективной среде.
Для поиска желаемых вставок проводили куль�
тивирование ИПСК на селективной среде, со�
державшей антибиотик – сульфат неомицина
(«Thermo Fisher Scientific», США). Концентра�
цию антибиотика подбирали для каждой линии
клеток методом титрования. Селекцию прово�
дили в течение 5 дней. Через 24–48 ч после от�
мены антибиотика проводили механическое вы�
деление устойчивых колоний ИПСК с их после�
дующим переносом в отдельные лунки культу�
ральных планшетов для культивирования и ана�
лиза.

Анализ субклонов и отбор субклонов, содержаB
щих целевую вставку. Выделение геномной ДНК
из клеток осуществляли с помощью реагента
Quick Extract DNA Extraction Solution («Epicentre»,
США) по протоколу производителя, и выделен�
ную ДНК хранили при –20 °С. ПЦР проводили
с реагентом БиоМастер HS�Taq ПЦР�Color (2×)
(«Биолабмикс», Россия). Для выявления клонов

клеток, в которых произошла CRISPR�опосре�
дованная вставка трансгена в целевой сайт, бы�
ли использованы праймеры, представленные в
табл. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Создание донорных плазмид, кодирующих поB
следовательности биосенсоров. В результате ра�
боты был создан ряд плазмидных донорных век�
торов, предназначенных для встраивания после�
довательностей биосенсоров в локус AAVS1:
pXBP1�TagRFP�ERSS, pCyto�Grx1�roGFP2�do�
nor, pMito�Grx1�roGFP2�donor, pCyto�roGFP2�
Orp1�donor, pMito�roGFP2�Orp1�donor, pCasper3�
BG�donor, pCasper3�GR�donor, pAAVS�TRE�
CMV�GCaMP6f/m/s. Каждый биосенсор содер�
жит плечи гомологии к локусу AAVS1, необходи�
мые для встраивания конструкции посредством
гомологичной рекомбинации (табл. 3).

Перепрограммирование пациентBспецифичных
мононуклеарных клеток крови и характеристика
ИПСК. В течение первых четырех недель после
электропорации мононуклеарных клеток пери�
ферической крови было получено 13 первичных
колоний ИПСК: две – в условиях xeno�free (в от�
сутствие биологических компонентов животно�
го происхождения, в среде с химически опреде�
ленным составом), 11 – на слое фидера. Клетки
полученных линий ИПСК отличались характер�
ной для плюрипотентных клеток высокой ско�
ростью пролиферации, большим ядерно�цито�
плазматическим соотношением и морфологией
колоний, схожей с морфологией эмбриональ�
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Праймер

AAVS1_WT�F

AAVS1_WT�R

HA_L�OUT

Neo_in�R

HA_L�F1

M13�R

Комментарий

длина продукта – 555 п.н. 

амплификация аллеля дикого типа, без целевой вставки

отжиг вне плеча гомологии, необходим для определения правиль�
ности позиции вставки

+ HA_L�OUT, длина продукта – 1042 п.н., определение позиции
вставки
+ HA_L�F1, длина продукта – 461 п.н., определение наличия
вставки

отжиг внутри плеча гомологии

+Neo_in�R, длина продукта – 1063 п.н., определение наличия
дополнительных нецелевых вставок плазмиды в геном

Таблица 2. Праймеры для идентификации встраивания

Последовательность (5'–3')

CTCTGGCTCCATCGTAAGCAA

CCCAAAGTACCCCGTCTCCC

CCGGACCACTTTGAGCTCTAC

GCCCAGTCATAGCCGAATAG

CTGTGGATTCGGGTCACCTC

CAGGAAACAGCTATGAC
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ных стволовых клеток, экспрессировали эндо�
генную щелочную фосфатазу и основные мар�
керы плюрипотентных клеток (рис. 1, а). При
спонтанной дифференцировке полученных кле�
ток образуются производные трех зародышевых
листков (рис. 1, б). Таким образом, было показа�
но, что ИПСК являются плюрипотентными по
статусу экспрессии основных маркеров плюри�
потентности, а также способны давать произ�
водные трех зародышевых листков при спонтан�
ной дифференцировке in vitro. Анализ кариоти�
па полученных линий на 10�м пассаже показал
отсутствие хромосомных перестроек (рис. 1, в).
Клетки сохраняют особенности генотипа доно�
ра, содержат однонуклеотидную замену в чет�
вертом экзоне гена SOD1, которая приводит к
замене Asp на Ala в 90�й позиции (рис. 1, г).

Внесение последовательности трансактиватоB
ра для доксициклинBуправляемой экспрессии в лоB
кус AAVS1 при помощи CRISPR/Cas9. В локус
AAVS1 пациент�специфичных ИПСК (линия
1M_iALS) и условно здоровых контрольных
ИПСК (линия iMA_1L) при помощи CRISPR/
Cas9 была встроена последовательность транс�
активатора для доксициклин�управляемой экс�
прессии. В результате трансфекции каждой ли�
нии ИПСК с последующей селекцией было по�
лучено 23–32 субклонов, которые были проана�
лизированы на наличие встроенного трансакти�
ватора и корректность его положения в сайте
AAVS1. Все полученные субклоны содержали
вставку в целевом сайте. Однако для того, чтобы
полученные линии были пригодны для встраи�
вания последовательностей биосенсоров, про�
тоспейсер для CRISPR/Cas9 в локусе AAVS1 на
гомологичной хромосоме должен быть неизме�
ненным. Секвенирование участка локуса AAVS1,
содержавшего протоспейсер, показало, что
шесть субклонов линии 1M_iALS и семь субкло�

нов линии iMA_1L имеют интактный протоспей�
сер в сайте AAVS1 на гомологичной хромосоме.

Поиск дополнительных нецелевых вставок доB
норной плазмиды в геном. Поскольку плазмиды
имеют склонность к случайной интеграции в ге�
ном, необходимо было удостовериться, что по�
лученные субклоны не имеют дополнительных
вставок донорной плазмиды, которые потенци�
ально могут оказывать влияние на проявление
фенотипических признаков патологии в паци�
ент�специфичных ИПСК/контрольных ИПСК.
Была подобрана пара праймеров для ПЦР�
амплификации неинтегрирующегося участка
донорной плазмиды. В результате анализа бы�
ло обнаружено, что субклоны sc 4, sc 11, sc 3.2,
sc 6.2 линии iMA_1L и sc 7, sc 12, sc 16, sc 27 ли�
нии 1M_iALS имеют дополнительные вставки
в геном, а субклоны sc 17, sc 19.2, sc 24.2 линии
iMA_1L и sc 2, sc 17 линии 1M_iALS – нет
(рис. 2, а и б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее на различных модельных системах бы�
ло показано, что стресс ЭПР, окислительный
стресс, апоптоз и гипервозбудимость нейронов
играют основную роль в патофизиологии БАС.
Тем не менее выявить вклад каждого из компо�
нентов в инициацию и развитие заболевания не
представлялось возможным вследствие отсутствия
подходящих методов для исследования. В дан�
ной работе были получены конструкции, кото�
рые кодируют биосенсоры, предназначенные
для детекции патологических процессов в жи�
вых клетках (табл. 3). Представленный способ
создания плазмидных векторов универсален, и на
его основе можно создавать биосенсоры других
клеточных процессов (рис. 3, а). Последова�
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Название

pXBP1�TagRFP�ERSS

pCyto�Grx1�roGFP2�donor, 
pMito�Grx1�roGFP2�donor

pCyto�roGFP2�Orp1�donor, 
pMito�roGFP2�Orp1�donor

pCasper3�BG�donor, 
pCasper3�GR�donor

pAAVS�TRE�CMV�
GCaMP6f/m/s

Область исследований

нейродегенеративные заболевания [28], болезнь
Крона [27]

онкологические заболевания, диабет [36]

хронические воспалительные заболевания [37]

роль апоптоза в дегенеративных заболеваниях

исследование возбудимости специфических
типов клеток, в т.ч. нейронов [29]

Таблица 3. Генетически�кодируемые биосенсоры и сфера их применения

Мишень

XBP1 – индикатор стресса ЭПР

roGFP2�Grx1 – сенсор окислительного
потенциала глутатиона 

roGFP2�Orp1 – сенсор окислительной
активности H2O2

каспаза 3 – эффекторный белок
апоптоза

Ca2+�зависимая гипервозбудимость
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Рис. 1. Характеристика полученных пациент�специфичных линий ИПСК. а – Слева – ОТ�ПЦР�анализ транскрипции ге�
нов – маркеров плюрипотентности в пяти линиях ИПСК: 1 – положительный контроль (кДНК эмбриональных стволо�
вых клеток линии HUES9); 2 – отрицательный контроль (кДНК мононуклеарных клеток крови); 3–7 – линии ИПСК:
1M_iALS, 2g_iALS, 1g_iALS, 2M_iALS, 3M_iALS соответственно. Показано наличие экспрессии генов транскрипцион�
ных факторов: SOX2, hMYC, KLF4, OCT 3/4, NANOG, и различных регуляторных белков: GDF3, LEFTB, TDGF1, DNMT3B,
hTERT, NODAL, PODXL. GAPDH (RT+) – положительный контроль реакции обратной транскрипции, GAPDH (RT–) –
контроль на наличие контаминации геномной ДНК; справа – морфология колоний ИПСК, экспрессия эндогенной ще�
лочной фосфатазы, иммунофлуоресцентное окрашивание колоний ИПСК антителами к белкам транскрипционных фак�
торов SOX2, OCT3/4, NANOG и поверхностным антигенам SSEA4 и TRA�1�60 (линия 1М_iALS). Ядра окрашены DAPI.
Увеличение ×10, масштабная линейка – 250 мкм; б – спонтанная дифференцировка in vitro. ОТ�ПЦР�анализ транскрип�
ции генов – маркеров производных эктодермы (PAX6, MAP2), мезодермы (FOXA2, BRACHYURY), энтодермы (AFP, SOX17):
1 – кДНК мононуклеарных клеток крови; 2, 3 – кДНК линий ИПСК 1M_iALS и 3M_iALS; 4, 5 – кДНК эмбриоидных телец,
полученных из 1M_iALS и 3M_iALS соответственно. Иммунофлуоресцентное окрашивание, демонстрирующее экспрессию
производных трех зародышевых листков: энтодермы (α�фетопротеин, AFP), мезодермы (фибронектин, FN), эктодермы
(нейрофиламент 200, NF200). Ядра окрашены DAPI. Масштабная линейка – 100 мкм; в – кариотип линии 2M_iALS;
г – электрофореграмма участка экзона 4 гена SOD1, подтверждающая наличие однонуклеотидной замены в ИПСК
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тельность плазмидного донора построена таким
образом, что протоспейсер для CRISPR/Cas9,
который используется для создания двухцепо�
чечного разрыва в целевом сайте, отсутствует в
структуре встраивающейся части плазмиды, что
предотвращает как гидролиз самой донорной
последовательности, так и последующий гидро�
лиз вставки в геноме.

Данные биосенсоры можно использовать и
для изучения патологических процессов, проте�
кающих в моторных нейронах, полученных от
больных нейродегенеративными заболевания�
ми, такими как БАС. Тем не менее для проведе�
ния подобных исследований необходима уни�
версальная клеточная платформа, из которой
возможно генерировать систему для исследова�
ния патологии в один шаг (рис. 3, б, в). В пред�
ставленной работе описано получение такой сис�
темы, состоящей из пары линий ИПСК: паци�
ент�специфичной линии, полученной от донора,
больного БАС, и условно�здоровой контроль�
ной линии, уже содержащих вставку трансакти�
ватора для доксициклин�управляемой экспрес�
сии трансгенов (рис. 3, г). Для создания паци�
ент�специфичной линии ИПСК были исполь�
зованы мононуклеарные клетки периферичес�
кой крови пациента с наследственной формой
БАС, которые имеют мутацию D90A в гене
SOD1. ИПСК демонстрируют характерную мор�
фологию, свойственную стволовым клеткам,
экспрессируют основные маркеры плюрипотент�
ности и способны давать производные трех за�
родышевых листков при спонтанной дифферен�
цировке. Хромосомный набор линий ИПСК
стабилен, преобладают клетки с диплоидным

числом хромосом. Перестроек или аберрантных
хромосом не обнаружено. Выявленная анеуплои�
дия некоторых клеток связана, скорее всего, с
приготовлением препаратов.

Полученные пациент�специфичные ИПСК,
наравне с контрольными ИПСК линии iMA_1L,
были использованы для создания трансгенных
линий, несущих вставку трансактиватора для
доксициклин�управляемой экспрессии, а также
ген устойчивости к неомицину. Интеграция дан�
ной конструкции была произведена с помощью
CRISPR/Cas9�индуцируемого разрыва в локусе
AAVS1, который относится к локусам «Safe har�
bour» в геноме, и, следовательно, вставки в дан�
ный участок не влияют на функционирование
клетки [36]. В результате были получены субкло�
ны пациент�специфичных ИПСК линии 1M_iALS
и контрольных ИПСК линии iMA_1L, толерант�
ные к содержанию неомицина в ростовой среде.
Среди отобранных субклонов только малая часть
содержала интактный протоспейсер CRISPR/Cas9
на гомологичной хромосоме, что необходимо
для последующего внесения конструкций, ко�
дирующих биосенсоры.

Для поиска субклонов, у которых отсутству�
ют дополнительные интеграции плазмиды в ге�
ном, был использован метод ПЦР. Известно,
что лишь часть донорной плазмиды должна ин�
тегрироваться в геном, если имеют место только
целевые события. Следовательно, спустя опре�
деленное время после трансфекции будет не�
возможно детектировать те фрагменты плазми�
ды, которые не должны встраиваться в геном.
При трансфекции было использовано 6 мкг
(963,3 фмоль) pTA_donor на 106 клеток. При усло�

Рис. 2. ПЦР�анализ субклонов на наличие дополнительной случайной интеграции плазмиды в геном. a – Анализ субкло�
нов линии 1M_iALS: 1 – ДНК�маркер (Sky�High, «Биолабмикс», Россия); 2 – вода; 3 – отрицательный контроль (геном�
ная ДНК исходной линии, не содержащая вставки); 4 – положительный контроль (плазмидная ДНК, использованная в
качестве донора для гомологичной рекомбинации); 5–10 – субклоны линии 1M_iALS, содержащие целевую вставку в ло�
кусе AAVS1: № 2, 7, 12, 16, 17 и 27 соответственно; б – анализ субклонов линии iMA_1L: 1 – положительный контроль
(плазмидная ДНК, использованная в качестве донора для гомологичной рекомбинации); 2 – ДНК�маркер (Sky�High,
«Биолабмикс», Россия); 3 – отрицательный контроль (геномная ДНК исходной линии, не содержащая вставки); 4–10 –
субклоны линии 1M_iALS, содержащие целевую вставку в локусе AAVS1: № 4, 11, 17, 3.2, 6.2, 19.2 и 24.2 соответственно.
Стрелками отмечен целевой продукт длиной 1063 п.н.
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Рис. 3. Создание универсальной клеточной платформы для исследования нейродегенерации. Обозначения: WT – дикий
тип, ТА – трансактиватор для доксициклин�управляемой экспрессии трансгенов; а – схема строения полученных донор�
ных плазмид. Показана общая для всех доноров основа, содержащая плечи гомологии к локусу AAVS1 (HA�R, HA�L), про�
мотор TRE (Tetracyclin responsive element) и ген устойчивости к пуромицину, и вариативная часть, содержащая функцио�
нальные элементы биосенсора. XBP1ΔDBD – участок гена XBP1, SRE – stress responsive element, SP – signal peptide, сиг�
нальный пептид (для плазмид pMito�Grx1�roGFP2�donor, pMito�roGFP2�Orp1�donor) – субъединица АTP�синтазы 9,
Link – сайт гидролиза каспазой 3, CM – кальмодулин; б – ПЦР�анализ субклонов 1M_iALS на предмет наличия вставки,
корректности ее положения в локусе AAVS1: 1 – ДНК�маркер (панели «WT AAVS1�аллель» и «Вставка TA» – Step 100,
«Биолабмикс», Россия; панель «Позиция вставки TA» – Sky�High, «Биолабмикс», Россия); 2 – вода; 3 – отрицательный
контроль – исходная линия ИПСК без вставки; 4–17 – субклоны 1M_iALS. Под электрофореграммой приведены резуль�
таты секвенирования локуса AAVS1 гомологичной хромосомы. Рамкой отмечена область протоспейсера CRISPR/Cas9.
Показано, что некоторые субклоны имеют мутации – результат внесенного двунитевого разрыва, исправленного с поте�
рей нуклеотидов; в – стратегия использования полученной клеточной платформы для исследования БАС. ОКСМ – фак�
торы перепрограммирования OCT3/4, KLF4, SOX2, MYC; г – структура локуса AAVS1 полученных трансгенных линий
ИПСК. Показана вставка последовательности трансактиватора для доксициклин�управляемой экспрессии трансгенов и
разрушенный протоспейсер в одном аллеле и интактный протоспейсер в другом аллеле. Стрелки черного цвета – прай�
меры для ПЦР�амплификации продукта дикого типа AAVS1; стрелки красного цвета – праймеры для ПЦР�амплифика�
ции фрагмента вставки для подтверждения ее наличия; стрелки синего цвета – праймеры для ПЦР�амплификации фраг�
мента вставки и локуса AAVS1 для подтверждения корректности позиции встраивания; НеоР – ген устойчивости к неоми�
цину, rtTA�advanced – вариант трансактиватора для доксициклин�управляемой экспрессии

вии, что все копии плазмиды попадают внутрь
клетки при электропорации, и учитывая размер
плазмиды 10 080 п.н., получается, что на одну
клетку приходилось (963,3 × 10–15 моль × 6,022 ×
× 1023)/(1 × 106) = 5,8 × 105 копий (https://nebio�
calculator.neb.com/#!/dsdnaamt). Но, поскольку
в условиях эксперимента невозможно опреде�
лить реальную долю плазмид, которые проник�
ли внутрь клетки, в представленных далее рас�

четах авторы принимают, что все плазмиды бы�
ли доставлены внутрь клетки. Если принять, что
при каждом делении количество плазмиды в
клетке уменьшается в 2 раза, то полная ее эли�
минация произойдет не позднее, чем через log2

5,8 × 105 = 19,146...20,000 делений клетки, или
через ~2 недели культивирования [37]. В резуль�
тате анализа были обнаружены два субклона ли�
нии 1M_iALS и три субклона линии iMA_1L,
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Patient�specific induced pluripotent stem cells (IPSCs) represent a promising source for studying pathological
processes and search for methods of their correction, since they are capable to differentiate into desirable cell type.
However, to date, conventional strategies for using IPSCs in disease research are not yet established. Genetically
encoded biosensors enable us to register messengers, metabolites and enzyme activity in real time and present these
signals quantitatively, thus providing possibility to assess the impact of certain molecules on development of a pathology.
In this article we present the development of universal cell�based platform for studying pathological processes involved
in amyotrophic lateral sclerosis. A number of plasmid constructs for insertion into cell genome of genetically encoded
biosensors allowing investigation of endoplasmic reticulum stress, oxidative stress, apoptosis and Ca2+�dependent
hyperexcitability has been created. Moreover, two transgenic IPSC lines (with SOD1 gene mutation and healthy control)
have been obtained, which carry an insert of a transactivator for doxycycline�controlled gene expression and can be
used for a single�step insertion of various biosensors.
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