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KH-доменные PolyC-связывающие белки выполняют множество функций: от регуляции транскрипции
до альтернативного сплайсинга. Существуют свидетельства важной роли этих белков в эмбриогенезе и в
эмбриональных стволовых клетках (ЭСК). ЭСК являются культивируемыми аналогами клеток эпибласта
до имплантации и находятся в состоянии так называемой наивной плюрипотентности. Ранее нами было
показано, что представители этого семейства белков – hnRNP-K, Pcbp1 и Pcbp2 – способны связываться
с PolyC-сайтами регуляторных элементов гена Pou5f1, кодирующего ключевой для плюрипотентности
фактор Oct4. Кроме того, в литературе представлены данные о раннем летальном фенотипе Pcbp1–/– эм-
брионов мыши. Для исследования роли Pcbp1 в ЭСК нами были получены ЭСК с нокаутом по гену Pcbp1.
В отличие от показанного нами ранее летального фенотипа hnRNP-K-дефицитных ЭСК, Pcbp1–/– ЭСК
оказались жизнеспособны, продолжали экспрессировать фактор Oct4 и, в целом, сохраняли плюрипо-
тентные свойства. Полученные результаты говорят о том, что Pcbp1 не нужен ни для регуляции экспрес-
сии Oct4, ни для поддержания состояния наивной плюрипотентности. В последующих исследованиях бу-
дет проанализирована роль Pcbp1 в процессах перехода клеток в состояние праймированной плюрипо-
тентности, а также дальнейшего выхода из него путем дифференцировки в клетки трех зародышевых
листков.
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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) впер-
вые были успешно выделены в 1981 г двумя незави-
симыми группами ученых (Evans, Kaufman, 1981;
Martin, 1981). С тех пор ЭСК активно изучаются, на-
коплено множество новых фактов о фундаменталь-
ных принципах, которые лежат в основе их функцио-
нирования. Существует довольно много работ, посвя-
щенных их прикладному значению для регенеративной
медицины. Этот уникальный по своим свойствам тип
клеток характеризуется способностью к самообнов-
лению и к дифференцировке во все типы соматиче-
ских клеток. Огромный прорыв в теме ЭСК и в био-
логии в целом произошёл в 2006 г в связи открытием
индуцированной плюрипотентности (Takahashi, Ya-
manaka, 2006). Эта работа наглядно продемонстри-
ровала возможность с помощью определенных фак-
торов вернуть дифференцированную клетку обратно
в плюрипотентное состояние. Oct4 является ключе-
вым транскрипционным фактором ЭСК. Как повы-
шение, так и понижение его экспрессии ведет к диф-

ференцировке (Niwa et al., 2000). Кодирующий Oct4
ген Pou5f1 имеет три регуляторных участка – промо-
тор, проксимальный энхансер и дистальный энхан-
сер. В нашей лаборатории было показано, что белки,
способные связываться in vitro с PolyC-последова-
тельностью сайта 2А дистального энхансера присут-
ствуют в различных тканях мыши (Назаров и др.,
2013), и они являются представителями семейства
KH-доменных PolyC-связывающих белков –
hnRNP-K, Pcbp1 и Pcbp2. Эти белки принимают уча-
стие во множестве различных процессов, включая
транскрипцию, процессинг мРНК, сплайсинг, регу-
ляцию трансляции и т.д. (Wang et al., 1995; Michelotti
et al., 1996; Ritchie et al., 2003; Lynch et al., 2005; Mikula
et al., 2006; Choi et al., 2008; Hwang et al., 2017). Среди
биологических функций показана их роль в эмбрио-
генезе, дифференцировке; также показаны их онко-
супрессорные и онкогенные свойства, зависящие от
типа опухоли (Chia et al., 2010; Ghanem et al., 2015;
Thompson et al., 2015; Zhang et al., 2016). Ранее нами
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было показано, что белок hnRNP-K оккупирует ди-
стальный и проксимальный энхансеры Pou5f1 in vivo.
Нокаут hnRNP-K не приводил к значимым измене-
ниям в экспрессии Oct4, однако оказался критич-
ным для самообновления и жизнеспособности ЭСК
(Bakhmet et al., 2019). Поставив в настоящем иссле-
довании целью выяснить роль Pcbp1 в ЭСК, мы по-
лучили ЭСК, нокаутные по этому гену, оценили экс-
прессию Oct4 и сохранение этими клетками плюри-
потентых свойств.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток. Эмбриональные стволо-
вые клетки (ЭСК) мыши линии E14 Tg2a (Bay Ge-
nomics) культивировали на адгезивном пластике,
обработанном 0.1%-ным раствором желатина (Sig-
ma) в стандартной mES-среде, состоящей из Knock-
out DMEM (ThermoFisher) с добавлением пеницилли-
на/стрептомицина (ThermoFisher), 15% фетальной бы-
чьей сыворотки (PAA), L-глутамина (ThermoFisher),
дополнительных аминокислот (NEAA, ThermoFish-
er), 50 мкМ β-меркаптоэтанола (Sigma) и лейкемия-
ингибирующего фактора (LIF, производится в лабо-
ратории) в специализированных инкубаторах при
37°С и 5% СО2. Клетки пассировали с использовани-
ем раствора Трипсин/ЭДТА (ThermoFisher).

CRISPR/Cas9-опосредованный нокаут гена Pcbp1.
Для выполнения этих работ была использована
плазмида pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9
(Addgene). Гид-РНК (guide RNA) для нокаута подби-
рали с использованием сервиса Zhang Lab MIT
(http://crispr.mit.edu/; CRISPR-PCBP1-4_F 5'-CAC-
CGCCGCCGCTCGCCATGGACGC-3'; CRISPR-
PCBP1-4_R 5'-AAACGCGTCCATGGCGAGCGGC-
GGC-3'). В качестве контрольных гид-РНК были
выбраны последовательности, не имеющие компле-
ментарных участков в геноме мыши (CRISPR-Scr_F
5'-CACCGCACTACCAGAGCTAACTCA-3'; CRISPR-
Scr_R 5'-AAACTGAGTTAGCTCTGGTAGTGC-3').
Отобранные олигонуклеотиды синтезировали в
компании Евроген и лигировали в плазмиду по сай-
там BbsI. Для генного нокаута, опосредованного си-
стемой CRISPR/Cas9, был выбран принцип сдвига
рамки считывания гена по обоим аллелям (Ran et al.,
2013). Для этого гид-РНК подбирали таким образом,
чтобы PAM-сайт был в самом начале кодирующей
части гена. Таким образом, после двунитевого раз-
рыва, который образуется в результате работы нук-
леазы Cas9, и последующей репарации этого места
путем гомологичной рекомбинации, как правило,
образуются короткие инсерции или делеции. Если
число нуклеотидов инсерции или делеции в белок-
кодирующей части гена не кратно трем, то возникает
сдвиг рамки считывания гена. Такой сдвиг ведет к
остановке трансляции РНК практически в самом
начале и, как следствие, к отсутствию целевого бел-
ка в клетке.

Трансфекция и отбор клонов. Доставку плазмиды,
несущей Cas9 с гид-РНК, осуществляли методом
временной трансфекции с липофектамином (Lipo-
fectamine Stem, Invitrogen). За день до трансфекции
клетки высевали в концентрации 20000/см2 и куль-
тивировали ночь в стандартной среде. На следую-
щий день клетки промывали раствором PBS и пере-
водили на среду OptiMEM (ThermoFisher) с добавле-
нием пенициллина/стрептомицина и LIF. Через 2 ч
добавляли трансфекционную смесь, содержащую
OptiMEM, плазмиду и Lipofectamine Stem (Invitro-
gen) из расчёта 0.25 мкг плазмиды и 1 мкл Lipofect-
amine на 1 см2. Через 5 ч среду с трансфекционной
смесью заменяли на стандартную среду. Успешность
трансфекции оценивали на следующий день по на-
личию маркера EGFP. Сортировку клеток после
предварительной очистки от клеточных агрегатов с
помощью клеточного фильтра (SPL Life Science),
проводили на приборе S3e Cell Sorter (Bio-Rad), ис-
пользуя фильтр EGFP. Далее клетки рассевали в
низкой плотности для получения отдельных клонов.
Отбор клонов проводили через 10–14 сут после сор-
тировки и анализировали (1) секвенированием ло-
куса Pcpb1 по Сэнгеру в компании Евроген (Москва)
и (2) проверкой на наличие белка Pcbp1 с помощью
иммунноблоттинга.

Анализ ДНК нокаутных клонов. Для проверки на-
личия инсерций или делеций в начале гена Pcbp1, из
клонов ЭСК выделяли тотальную ДНК, затем секве-
нировали этот участок гена. Для выделения ДНК к
осадку 100–200 тыс клеток добавляли 50 мкл буфера
для выделения ДНК (Ear buffer) с протеиназой К
(ThermoFisher) (45 мкл Ear Buffer – 100мМ Tris-HCl
(pH 8.5), 5мМ ЭДТА, 200мМ NaCl, 0.2% SDS, 5 мкл
протеиназы К). Полученную смесь инкубировали 2 ч
при 55°С, затем протеиназу инактивировали нагре-
ванием при 95°С в течение 5 мин. К полученному
раствору добавляли 325 мкл TE/RNAse буфера:
10 мМ Tris-HCl (pH 8.0), 1мМ ЭДТА, 20 мкг/мл
RNAse A (ThermoFisher). Полученные ДНК-пробы
использовали для стандартного ПЦР с праймерами,
фланкирующими старт белок-кодирующей части гена
Pcbp1 (Pcbp1-4 check4_F ACTTGACCACGTAACGAG-
CC; Pcbp1-4 check_R CCCCTCCGAGATGTTGATCC).
Для проверки различных аллелей секвенированием
ПЦР-продукт предварительно клонировали с помо-
щью Quick-TA набора (Евроген) в pAL2-T вектор.
Далее полученные продукты секвенировали в ком-
пании Евроген с помощью M13-праймеров.

Иммунноблоттинг. В работе анализировали про-
бы, приготовленные посредством инкубации (из
расчета 50 тыс клеток на 10 мкл 1× буфера) в течение
5 мин при 100°С в буфере Лэммли (2% SDS, 10% гли-
церина, 60 мМ Tris-HCl pH 6.8). Пробы затем разде-
ляли в денатурирующих (SDS) условиях с помощью
электрофореза в ПААГ. Перенос на нитроцеллюлоз-
ную мембрану (Ammersham) осуществляли методом
полусухого блоттинга с параметрами 25V, 1 mA/1см2,
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120 мин. Мембрану блокировали в растворе 3%-ного
обезжиренного молока в PBST 30 мин. Далее мем-
брану инкубировали с первичными антителами к
Oct4 (SantaCruz; sc5279; 1 : 500), Pcbp1 (Abcam;
ab74793; 1 : 1000), GAPDH (Cell signaling; 2118s; 1 : 2000)
в течение ночи при 4°С, промывали 2 раза по 5 мин
раствором молока на PBST, инкубировали 2 ч при
комнатной температуре с вторичными антителами,
промывали 2 раза по 5 мин раствором молока на
PBST, 1 раз PBST, 1 раз PBS. Сигнал регистрировали
на приборе Chemidoc Touch (BIO-RAD) с использо-
ванием реагентов для люминесцентной детекции
HRP-меток (ThermoFisher).

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток. Клетки
фиксировали на пластике раствором 4%-ного
параформальдегида на PBS (Sigma) при комнатной
температуре в течение 10 мин. Далее клетки промывали
PBS и пермеабилизировали 15 мин 0.1%-ным раство-
ром Triton X-100 (AppliChem). Блокировку проводили
3%-ным раствором бычьего сывороточного альбумина
(Life Science) 1 ч при комнатной температуре. Клетки
затем инкубировали с первичными антителами к Oct4
(Santa-Cruz; sc5279; 1 : 500), Sox2 (NCB, Казахстан;
1 : 2000), Nanog (Bethyl; a300-397) в течение ночи при
4°С, промывали 6 раз PBS c 0.1% Tween20 (PBST), до-
бавляли вторичные флуоресцентные антитела (Alexa
Fluor 488, Cy3, Alexa Fluor 647; Jackson Laboratories) и
инкубировали ещё 2–3 ч при комнатной температуре.
Клетки промывали 3 раза раствором PBST, добавляли
PBS и визуализировали на флуоресцентном микроско-
пе EVOS FL AUTO (Thermo Fisher Scientific).

Тератомный тест. Клетки ресуспензировали в PBS
и вводили подкожно бестимусным мышам линии
BALB/c Nude в количестве 2 × 106 клеток в 100 мкл
PBS (1×) на мышь. Через 21 сут после подкожной
инъекции клеток мышей умерщвляли с соблюдени-
ем принципов Европейской конвенции о защите по-
звоночных животных, используемых для экспери-
ментов или в иных научных целях. Выделенные те-
ратомы фиксировали в жидкости Буэна и после
проводки и заливки в парафин изготавливали се-
рийные срезы толщиной 7 мкм, которые окрашива-
ли гематоксилин-эозином и азаном по Гейденгайну.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В отличие от предыдущих экспериментов, где

ЭСК с нокаутом по гену hnRNP-K были нежизнеспо-
собны и погибали (Bakhmet et al., 2019), в настоящей
работе мы успешно получили пролиферирующие
клоны с нокаутом по близкородственному члену
KH-семейства – гену Pcbp1. Анализ ДНК несколь-
ких отобранных клонов, полученных в ходе
CRISPR/Cas9-опосредованного нокаута, показал
наличие коротких (1–23 п. о.) инсерций и делеций в
начале белок-кодирующей части гена Pcbp1 (рис. 1).
У клона “KO1” в первом аллеле обнаружилась деле-
ция в 9 п. о., во втором – инсерция из 13 нуклеоти-
дов. Аллели клона “KO3” содержали делеции 9 и 11

нуклеотидов. В случае с клоном “KO22”, выявили
делеции 1 нуклеотида в первом аллеле и несколько
делеций по 23, 3 и 2 нуклеотидa. Как описано в разде-
ле “Материал и методика”, такие нарушения в начале
белок-кодирующей части гена ведут к сдвигу рамки
считывания, и, как следствие, к возникновению
стоп-кодонов в самом начале кодирующей части
мРНК. Далее методом иммунноблоттинга мы под-
твердили отсутствие белка Pcbp1 в отобранных кло-
нах (рис. 2). Несмотря на то, что ранее нами было
показано сродство Pcbp1 к PolyC-сайту 2А дисталь-
ного энхансера гена Pou5f1 (Oct4), отсутствие Pcbp1
не отразилось на экспрессии Oct4. Такой результат
может говорить либо об отсутствии связи Pcbp1 с эн-
хансером Pou5f1 in vivo, либо о наличии резервных
механизмов, благодаря которым транскрипция
Pou5f1 остается на прежнем уровне в отсутствии
Pcbp1. В ходе культивирования полученных клонов
при визуальных наблюдениях отмечалось наличие
нехарактерных для контроля спонтанных диффе-
ренцировок (рис. 3). Так как наличие недифферен-
цированного статуса ЭСК напрямую зависит от
определенного уровня экспрессии Oct4 (Niwa et al.,
2000), вероятно, отсутствие Pcbp1 может приводить
к дестабилизации экспрессии этого ключевого для
ЭСК фактора в некоторых клетках.

Далее полученные Pcbp1–/– клоны были охаракте-
ризованы с помощью нескольких методов, включая
иммуноцитохимическую окраску на основные фак-
торы плюрипотентности, а также тератомный тест.
Иммуноцитохимический анализ показал наличие в
нокаутных клетках всех трех основных факторов
плюрипотентности – Oct4, Sox2 и Nanog (рис. 4).

C целью проверки наличия плюрипотентных
свойств у исследуемых клонов c помощью тератом-
ного теста, Pcbp1–/– и контрольные ЭСК дикого типа
инъецировали подкожно иммунодефицитным мы-
шам линии Nude. Через 3 нед после инъекции обра-
зовавшиеся тератомы выделяли и анализировали с
помощью стандартных гистологических методов с
окраской препаратов гематоксилином и эозином, а
также азаном по Гейденгайну. Данный анализ под-
твердил наличие плюрипотентных свойств у клонов
ЭСК, нокаутных по Pcbp1, – полученные тератомы
содержали производные всех трёх зародышевых
листков (энтодерму, мезодерму, эктодерму). Произ-
водные эктодермы были представлены нейроэпите-
лиальными “розетками”; мезодермы – скоплениями
в мезенхиме групп хондробластов и хондроцитов
(ранние стадии хондрогенеза); энтодермы – диффе-
ренцирующимся энтеродермальным эпителием
(рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящем исследовании нами было показано,
что ЭСК с нокаутом по гену Pcpb1 жизнеспособны, что
отличает их от ЭСК, нокаутных по гену hnRNP-K.
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Важно отметить, что Pcpb1–/– ЭСК сохраняют экс-
прессию Oct4, а также других факторов плюрипо-
тентности, дифференцируются в составе тератом в
клеточные типы всех трех зародышевых листков,
иными словами, сохраняют все самые важные при-
знаки плюрипотентных клеток. Этот факт оказался
неожиданным в свете опубликованных данных о
раннем летальном фенотипе эмбрионов мышей с
нокаутом по гену Pcbp1 (Ghanem et al., 2015). В этом
исследовании Ганема с соавторами было показано,
что нокаутные эмбрионы присутствуют на 3.5 сут
развития (стадия бластоцисты), но погибают к
8.5 сут. Известно, что плюрипотентные клетки в эм-
бриогенезе мыши существуют с 3.5 по 7.5 день, а
культивируемые ЭСК по паттернам экспрессии ге-
нов соответствуют плюрипотентным клеткам бла-
стоцисты на 4.5 сут развития мыши (Boroviak et al.,
2014). Клетки эпибласта на данной стадии развития
и ЭСК принято считать наивными плюрипотентны-
ми клетками, тогда как клетки эпибласта в период
имплантации или после нее (5.5–6.5 сут развития) и
соответствующие им культивируемые аналоги (эпи-
бластные стволовые клетки) относят к праймиро-
ванным плюрипотентным стволовым клеткам (Mor-
gani et al., 2017). Возможно, критические нарушения
в эмбриогенезе мышей с нокаутом по Pcbp1 происхо-

дят во время или после имплантации эмбриона. Так-
же нарушения могут быть связаны с самой имплан-
тацией в случае, если белок Pcbp1 каким-то образом
участвует в этом процессе. Если же проблемы связа-
ны именно с ЭСК, то, вероятно, Pcbp1 играет опре-
деленную роль в переходе плюрипотентных клеток
из наивного в праймированное состояние (Morgani
et al., 2017). Кроме того, тератомный тест не выявил
каких-либо нарушений в потенциале дифференци-
ровки Pcbp1–/– ЭСК в производные энто-, мезо- и
эктодермы. Этот факт с учетом данных о раннем ле-
тальном фенотипе эмбрионов с нокаутом по Pcbp1,
указывает на роль белка Pcbp1 не в запуске опреде-
ленной дифференцировки, но на определенные на-
рушения в динамике эмбриогенеза. Наши дальней-
шие исследования будут посвящены детальному
изучению описанных предположений.
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Рис. 1. Данные секвенирования ДНК клонов, отобранных в ходе CRISPR/Cas9-опосредованного нокаута гена Pcbp1. Отме-
чены инсерции и делеции, выявленные в ходе секвенирования. WT – ДНК дикого типа.
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Рис. 2. Анализ экспрессии белков Pcbp1, Oct4 и GAPDH из контрольных (Scr 1–3) и нокаутных по Pcbp1 клонов ЭСК (клоны
KO1, 3, 22) с помощью иммуноблотинга.
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Рис. 3. Микрофотографии контрольных (Scr1) и нокаутных (KO3) клеток. Фазовый контраст. Черными стрелками отмечены
характерные колонии ЭСК. Белыми стрелками отмечены спонтанно дифференцировавшиеся клетки.
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Рис. 4. Иммуноцитохимическая окраска Pcbp1–/– ЭСК на основные маркеры плюрипотентных клеток – Oct4, Sox2 и Nanog.
Представлены результаты одновременного выявления Oct4 и Nanog, выявление маркера Sox2 проводили отдельно, ввиду от-
сутствия возможности использования четвертого оптического канала.
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При проведении исследования были соблюдены все
применимые международные и национальные принципы
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KH-domain PolyC-binding proteins perform many functions ranging from transcription regulation to alternative
splicing. There are several evidences of their important role in embryogenesis and in embryonic stem cells (ESCs).
ESCs are cultures counterparts of epiblast cells before implantation, and both cell types are in naïve state of plurip-
otency. We have previously shown that members of this family – hnRNP-K, Pcbp1 and Pcbp2 proteins – are able
to bind to the PolyC-sites within the regulatory elements of the Pou5f1 gene, which encodes the key pluripotency
gatekeeper Oct4. In addition, early lethal phenotype of Pcbp1–/– mouse embryos is described in literature. In this
study, we set to assess role of Pcbp1 in ESCs. To this end, we obtained null-Pcbp1 ESCs. Contrary to previously ob-
served by us lethal phenotype hnRNP-K in ESCs, Pcbp1–/– ESCs were viable, continued to express Oct4 and re-
tained overall pluripotent properties. The obtained data reveal no critical role of Pcbp1 in self-renewal of naïve plu-
ripotent stem cells. Further studies should address whether this is the case in or during the transition to the primed
state of pluripotency, as well as during the exit from this state due course of differentiation into the three germ layers.

Keywords: Pcbp1, Oct4, hnRNP-K, embryonic stem cells, pluripotency
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