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Образование рубца при нормальной регенерации поврежденных тканей у взрослых может приводить к за-
метным косметическим и функциональным дефектам органов и существенно влиять на качество жизни. 
Напротив, известно, что ткани плода до третьего триместра беременности способны к полной регенера-
ции с восстановлением исходной архитектуры и функциональной активности. Понимание клеточных 
и молекулярных механизмов регенерации ран плода создаст основу для разработки успешного лечения, 
направленного на минимизацию рубцевания. Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) играют важ-
ную роль в восстановлении тканей, поскольку секретируемые ими цитокины, хемокины, факторы роста 
и внеклеточные везикулы участвуют в регуляции миграции, ангиогенеза, синтеза и ремоделирования вне-
клеточного матрикса. Мезодермальная дифференцировка индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток человека (ИПСК) позволяет воспроизвести последовательные этапы эмбриогенеза in vitro и создать 
изогенные клеточные модели МСК, соответствующие разным стадиям развития человека. В данной рабо-
те в результате специфически направленной многостадийной мезодермальной дифференцировки ИПСК 
были получены изогенные линии клеток примитивной полоски, латеральной и параксиальной мезодер-
мы и проведен сравнительный анализ их экспрессионных профилей. Показано, что полученные клетки 
латеральной мезодермы (ЛМ) и параксиальной мезодеры (ПМ), являются предшественниками для МСК. 
МСК, полученные в результате дифференцировки клеток как ЛМ, так и ПМ, обладали сходным профи-
лем по экспрессии панмезодермальных маркеров. Сравнительный анализ функциональной активности 
МСК и их предшественников в провоспалительном микроокружении позволит получить молекулярные 
инструменты для лучшего понимания фундаментальных механизмов регенерации тканей плода и опреде-
лить терапевтические мишени для минимизации рубцевания и патологических процессов, характеризую-
щихся чрезмерной фиброплазией.
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ВВЕДЕНИЕ
У взрослых заживление ран, как правило, за-

вершается образованием рубцов, которые могут 
вызывать функциональные осложнения и психо-
логические проблемы [1, 2]. Хотя клеточные и мо-
лекулярные механизмы, лежащие в основе зажив-
ления ран и образования рубцов, хорошо описаны, 
а современные лекарства и определенные техники 
позволяют ранам заживать быстрее с меньшим обра-
зованием рубцов, по-настоящему эффективных ме-
тодов лечения рубцов до сих пор не существует [3, 4]. 
Вместе с тем известно, что ткани плода млекопита-
ющих на протяжении первого и второго триместров 
развития быстро заживают без образования рубцов 

с восстановлением первоначальной структуры тка-
ни с нормальной трехмерной архитектурой колла-
гена, типичной дифференцировкой клеток, полным 
эпителиальным покрытием и эпидермальными при-
датками [5, 6]. Сравнительные исследования меха-
низмов регенерации тканей у взрослых и плодов по-
зволили бы определить конкретную молекулярную 
или клеточную мишень в процессе рубцевания, что-
бы разработать новое лекарственное средство, кото-
рое потенциально могло бы улучшить жизнь многих 
пациентов. Но поскольку такие исследования силь-
но ограничены этическими проблемами и практи-
чески недоступностью эмбриональных тканей че-
ловека разных стадий развития, физиологические, 
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клеточные и молекулярные механизмы безрубцо-
вой регенерации плода в настоящее время остаются 
практически неизвестными.

Многообещающие технологии индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток человека (ИП-
СК) расширили наши возможности как в фунда-
ментальных исследованиях, так и в клинических 
приложениях, позволив моделировать развитие че-
ловека, генетические заболевания и получать диф-
ференцированные клетки для трансплантации па-
циентам. Отслеживание дифференцировки ИПСК 
в режиме реального времени позволяет достичь 
уровня экспериментальной доступности различных 
клеточных моделей, недостижимого in vivo. Данный 
подход представляется наиболее оптимальным для 
исследования фенотипических и функциональных 
особенностей клеток взрослого и плода с целью вы-
яснения механизмов, ответственных за безрубцовое 
заживление [7].

Регенерация ткани невозможна без участия ме-
зенхимальных стромальных клеток (МСК), так как 
восстановление паренхимы происходит на соз-
даваемом ими молекулярном каркасе из белков 
внеклеточного матрикса. МСК выполняют регу-
ляторную функцию в месте повреждения за счет 
способности динамически изменять свой фено-
тип, функциональную активность, экспрессию 
и секреторный профиль под действием внешних 
сигналов из микроокружения, способствуя успеш-
ному заживлению [8, 9]. Цитокины, хемокины, 
факторы роста и внеклеточные везикулы, секре-
тируемые МСК, участвуют в регуляции внутри-
клеточных сигнальных каскадов, стимулирующих 
ангиогенез, рекрутирование клеток в очаг воспа-
ления, ремоделирование внеклеточного матрикса 
[10, 11]. Также было показано, что МСК проявля-
ют иммуномодулирующие эффекты при взаимо-
действии с иммунными клетками [12, 13]. Вызывая 
функциональные изменения в иммунных клетках, 
МСК обладают способностью регулировать баланс 
между вырабатываемыми провоспалительными 
и противовоспалительными факторами, создавая 
цитокиновое микроокружение, необходимое для 
успешного заживления [14–16]. Фибротические 
нарушения в различных тканях связывают с хро-
нической активацией МСК провоспалительными 
медиаторами, которые вызывают их трансдиффе-
ренцировку в рубцовые миофибробласты с проли-
феративными, мигрирующими, сократительными, 
иммуномодулирующими и фагоцитарными свой-
ствами [17].

Логично предположить, что заживление тканей 
плода без рубцов происходит с участием феталь-
ных МСК (мезодермальных предшественников), 
которые фенотипически и функционально отли-
чаются от взрослых. Хотя взрослые МСК, выде-
ленные из различных тканей, обладают сходным 

фенотипом, пролиферативным и дифференци-
ровочным потенциалом [18], они происходят из 
различных по развитию клеточных популяций 
клонально-специфических мезодермальных пред-
шественников, происходящих из нервного гребня, 
параксиальной мезодермы и мезодермы латераль-
ной пластинки [19–21]. Дифференцировка ИПСК 
в мезодермальном направлении позволяет вос-
произвести последовательные этапы эмбриогене-
за in vitro и создать изогенные клеточные модели 
МСК, соответствующие разным стадиям развития 
человека. Разработка и описание свойств клеточ-
ных моделей МСК и их предшественников, диф-
ференцированных из ИПСК, является важным 
этапом, обеспечивающим последующие сопоста-
вительные исследования их функциональной ак-
тивности в условиях провоспалительного микро-
окружения.

В настоящей работе была исследована возмож-
ность получения изогенных линий клеток прими-
тивной полоски, параксиальной мезодермы (ПМ) 
и латеральной мезодермы (ЛМ) эмбриона человека, 
а также клеток, соответствующих по своим характе-
ристикам МСК взрослого человека из ИПСК. Для 
этого были использованы протоколы многостадий-
ной последовательной специфически направлен-
ной дифференцировки ИПСК в мезодермальном 
направлении с использованием комбинации экзо-
генных специфических ингибиторов, факторов ро-
ста и биологически активных низкомолекулярных 
соединений. Полученные линии клеток были оха-
рактеризованы по экспрессии генов, специфиче-
ских для мезодермальных клеток эмбриона челове-
ка. Проведена оценка изменения экспрессии генов 
в клетках в процессе мезодермальной дифференци-
ровки  ИПСК.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Культивирование ИПСК человека. Клеточную 

линию ИПСК человека endo-iPS12 [22] культи-
вировали в СО2 – инкубаторе MCO-19M (Sanyo, 
Япония) при 37 °C в увлажненной атмосфере с 5 % 
CO2 на стандартной пластиковой посуде для куль-
тивирования клеток (Corning Costar, США), пре-
сорбированной раствором Vitronectin XF (Stemcell 
Technologies, Канада) в среде ncTarget (Nuwacell, 
Китай) с ежедневной заменой. По достижении 80 % 
конфлюентности ИПСК дезагрегировали с исполь-
зованием реактива ReLeSR (Stemcell Technologies, 
Канада) и пересевали в соотношении 1:4. Подсчет 
клеток производили в автоматическом счетчике 
клеток Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, 
США). При пересеве в среду для культивирования 
добавляли ингибитор Rho киназы (ROCK) Y-27632 
(STEMCELL Technologies, США) в концентрации 
5 мкМ на одни сутки. ИПСК характеризовали по 
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морфологии с использованием инвертированного 
микроскопа Axiovert 40 CFL (Zeiss AG, Германия), 
оборудованного цифровой монохромной камерой 
Axiocam 202 mono (Zeiss AG, Германия), а также по 
экспрессии маркеров POU5F1, NANOG, SOX2 мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР).

Дифференцировка ИПСК в ПМ. ИПСК выра-
щивали по методике, описанной выше. При до-
стижении 50 % конфлюэнтности проводили де-
привацию средой DMEM/F12 (HyClone, США), 
содержащей 100 ед./мл пенициллина, 100 ед./мл 
стрептомицина 2 мМ глютамина, 100 мкг/ мл ин-
сулина, 50 мкг/ мл трансферрина (все ПанЭко, Рос-
сия), 10 нг/мл активина А (R&D Systems, США), 
20 нг/мл фактора роста фибробластов (bFGF) (Sigma 
Aldrich, Германия), 20 нг/мл WNT-1 человека (Sigma 
Aldrich, Германия), и культивировали клетки в тече-
ние суток. Затем клетки культивировали в течение 
6 суток в этой же среде, но без bFGF с добавлени-
ем1 % концентрата липидов (Thermo Fisher Scientific, 
США), 40 мкМ тиоглицерола (Sigma Aldrich, Герма-
ния), заменяя среду каждый день. Образцы клеток 
собирали на 2 и 7 день культивирования. Получен-
ные клетки характеризовали по морфологии, тести-
ровали на экспрессию маркеров плюрипотентности 
POU5F1, SOX2, NANOG, а также оценивали уровень 
экспрессии маркеров параксиальной мезодермы 
эмбриона человека TBXT, MIXL1, WNT5A, DLL1, 
 MSGN1, MEOX1.

Дифференцировка ИПСК в ЛМ. Клетки ЛМ по-
лучали по методике дифференцировки ИПСК 
в ПМ, приведенной в предыдущем абзаце, исполь-
зуя BMP4 человека (Sigma Aldrich, Германия) вме-
сто WNT-1. Полученные клетки характеризовали по 
морфологии, тестировали на экспрессию маркеров 
плюрипотентности POU5F1, SOX2, NANOG, а также 
оценивали уровень экспрессии маркеров латераль-
ной мезодермы эмбриона человека TBXT, MIXL1, 
HAND1, HAND2, FOXF1, BMP4.

Получение МСК из ЛМ и ПМ, дифференциро-
ванных из ИПСК. Для получения МСК ЛМ и ПМ, 
дифференцированные из ИПСК, культивирова-
ли в стандартной безсывороточной среде Advance 
Stem Cell Basal Medium (HyClone, США), поддер-
живающей рост недифференцированных мезенхи-
мальных прогениторных клеток взрослого челове-
ка, содержащей 10 % смеси факторов роста Advance 
Stem Cell Growth Supplement, (HyClone, США), 
100 ед/мл пенициллина, 100 Ед/мл стрептомицина 
(ПанЭко, Россия) в течение 3-х недель. При дости-
жении плотности монослоя 80–90 % МСК рассе-
вали в соотношении 1:3 с использованием раство-
ра, содержащего 0.025 % трипсина и 0.01 % ЭДТА 
(HyClone, США). Полученные клетки тестирова-
ли на соответствие критериям, установленным для 
МСК [18] по экспрессии поверхностных маркеров 
CD90, CD73, CD105 и по способности дифферен-

цироваться в остеогенном, адипогенном и хондро-
генном направлении.

Обратная транскрипция и количественная ПЦР 
в реальном времени. Выделение РНК из культиви-
рованных клеток проводили с использованием 
реагента TRIzol (Thermo Fisher Scientific, США) 
по методике, описанной в приложенном к набору 
руководстве пользователя. Определение концен-
трации РНК проводили по величине оптического 
поглощения на длине волны 260 нм (А260) с уче-
том коэффициента экстинкции ε260 = 0.025 (мкг/
мл)-1 см-1 на флюориметре Qubit 4 (Thermo Fisher 
Scientific, США) согласно инструкциям произво-
дителя с использванием набора Qubit™ RNA Broad 
Range (BR) (Thermo Fisher Scientific, США). Каче-
ство РНК оценивали с помощью электрофореза 
в агарозном геле, образец РНК считали подходя-
щим для ПЦР в случае четкой визуализации двух 
полос, соответствующих 28S и 18S субъединицам 
РНК. Синтез кДНК проводили с использовани-
ем набора MMLV RT kit (Евроген, Россия), со-
гласно руководству пользователя, приложенному 
к набору, используя олиго-dT-праймеры, реверта-
зу MMLV, ингибитор рибонуклеаз дитиотреитол 
DTT, дезоксирибонуклеотиды dNTP. Для количе-
ственной ПЦР использовали реакционную смесь 
qPCRmix-HS-SYBR (Евроген, Россия), включаю-
щую интеркалирующий краситель SYBR Green I. 
ПЦР в реальном времени проводили в амплифи-
каторе LightCycler 96 (Roche Diagnostics, Швейца-
рия). В качестве праймеров использовали ориги-
нальные специфические комплементарные пары 
олигодезоксинуклеотидов к анализируемым генам, 
представленные в табл. 1.

Специфичность продуктов ПЦР подтвержда-
ли анализом кривой плавления в LightCycler® 96 
Software (Roche Diagnostics, Швейцария) и электро-
форезом в 2 % агарозном геле. Для анализа разме-
ра фрагментов нуклеиновых кислот использовали 
маркеры молекулярного веса GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder (Thermo Fisher Scientific, США). Визуализа-
цию нуклеиновых кислот проводили в гельдокумен-
тирующей системе EBOX VX5/20LM (Vilber Lourmat, 
Франция).

При анализе содержания мРНК генов данные для 
каждого образца нормировали по экспрессии гена 
домашнего хозяйства (глицеральдегид-3-фосфат де-
гидрогеназы (GAPDH). Все эксперименты дублиро-
вали для каждого образца. Относительную экспрес-
сию генов рассчитывали с использованием метода 
ΔΔCt.

Статистическая обработка результатов иссле-
дований. Достоверность различий между группами 
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента. Кри-
тический уровень значимости при проверке стати-
стических гипотез принимали равным 0.05. Расчеты 
выполняли в программе Statistica 6.0.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Морфологическая характеристика клеток 

в процессе дифференцировки ИПСК 
в мезодермальном направлении

Ранее было показано, что в линиях эмбриональ-
ных стволовых клеток (ЭСК) человека образование 
клеток примитивной полоски инициируется после 

активации передачи сигналов трансформирующе-
го фактора роста-β (TGFβ), WNT и FGF [23, 24]. 
А бифуркация первичной полоски на латеральную 
и параксиальную мезодерму может быть вызвана 
компенсирующими сигналами BMP и WNT. Было 
показано, что активация WNT и блокирование пе-
редачи сигналов BMP аннулируют латеральную ме-
зодерму и расширяют параксиальную мезодерму. 
Напротив, ингибирование WNT и экзогенный BMP 
индуцируют латеральную мезодерму [23].

В нашей работе мы использовали линию  ИПСК 
человека endo-iPS12, полученную в результате 
трансдукции эндотелиальных клеток пупочной ве-
ны человека (HUVEC) ретровирусными вектора-
ми, содержащими кДНК генов Oct3/4, Sox2, KLF4 
и cMyc [22]. Для индукции дифференцировки ИП-
СК в клетки примитивной полоски мы использо-
вали среду, содержащую bFGF в течение суток. 
Затем для индукции ПМ использовали среду, со-
держащую WNT-1, а для индукции ЛМ использо-
вали среду, содержащую BMP4, и культивировали 
клетки в течение 6 суток. Образцы собирали на 2 
и 7 и 21 день культивирования. Морфологические 
изменения клеток при дифференцировке ИПСК 
в мезодермальном направлении представлены на 
рис. 1.

Исходные колонии ИПСК были плоские, имели 
ровный край. Мелкие, круглые клетки внутри ко-
лонии имели высокое ядерно-цитоплазматическое 
отношение, т.е. крупное ядро и небольшой объем 
цитоплазмы и были связаны плотными контактами 
(рис. 1а).

В процессе дифференцировки ИПСК в мезодер-
мальном направлении клетки постепенно увели-
чивались в размерах и приобретали фибробласто-
подобную морфологию. Однако клетки ПМ и ЛМ 
все же различались по морфологии и размерам, что 
было особенно заметно к 7 дню культивирования. 
Клетки ПМ были более мелкими и относитель-
но более округлыми по сравнению с клетками ЛМ 
(рис. 1b, d). Тем не менее и клетки ПМ, и клетки 
ЛМ при культивировании в стандартной безсы-
вороточной среде, поддерживающей рост недиф-
ференцированных МСК, приобретали фенотипи-
ческие характеристики МСК взрослого человека 
(рис. 1c, е).

Изменение экспрессии генов плюрипотентности 
при дифференцировке ИПСК в мезодермальном 

направлении
Изогенные культуры клеток, полученные в ре-

зультате дифференцировки ИПСК в мезодермаль-
ном направлении, исследовали на экспрессию 
 генов плюрипотентности POU5F1, SOX2, NANOG, 
генов, характерных для клеток примитивной по-
лоски – TBXT и MIXL1, генов, экспрессирующих-

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидных прай-
меров, специфичных для генов человека

Название гена Последовательность нуклеотидов 5'-3'

POU5F1
F CAAAGCAGAAACCCTCGTGC
R TGATCTGCTGCAGTGTGGG

SOX2
F TTTGTCGGAGACGGAGAAGC
R TAACTGTCCATGCGCTGGTT

NANOG
F ATCTGCTTATTCAGGACAGCCC
R AAAGGCTGGGGTAGGTAGGT

TBXT
F CCAATGGGGGTGGCTTCTT
R ATGGGTGAGGGGTGTGTAGT

MIXL1
F CGAGTCCAGGATCCAGCTTTT
R CTCCAACCCCGTTTGGTTCG

HAND1
F ATCAAGACTCTGCGCCTAGC
R AGGAAAACCTTCGTGCTGCT

HAND2
F GCCAAGGACGACCAGAATGG
R GGTTTTCTTGTCGTTGCTGCT

FOXF1
F CGGCTTCCGAAGGAAATGC
R CGGCAAGTGGCCGTTCAT

BMP4
F GGAGCTTCCACCACGAAGAA
R GGAAGCCCCTTTCCCAATCA

WNT5A
F TAGCCTGAAGACATGCTGGC
R TGACCTGTACCAACTTGCCC

MEOX1
F TTGCGGTAAACCTGGACCTC
R CTTGGAGAGGCTGTGGAGTC

DLL3
F CACCGCTATGTGTGCGAGTG
R GTTCATGGTCTCCGTCTCCC

MSGN1
F TCCCCCTCTCAGAGCCTTTC
R TGACTTTGGTGCCCTTCTGG

PDGFRB
F TGGCCCTCAAAGGCGAG
R TTCTTTGCGGGGGTATGTCC

KDR
F GTAACCCGGAGTGACCAAGG
R AACCAAGGTACTTCGCAGGG

APLNR
F ACCTACACGTACCGGGACTA
R GTGGTGCGTAACACCATGAC

GAPDH
F ATGGCAAATTCCATGGCACC
R GACTCCACGACGTACTCAGC
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ся в ПМ и ЛМ – HAND1, HAND2, FOXF1, BMP4, 
WNT5A, DLL3, MSGN1, MEOX1, а также рецеп-
торов, характерных для МСК – PDGFR, KDR 
и APLNR.

Клетки исходной культуры ИПСК экспресси-
ровали гены плюрипотентности POU5F1, SOX2, 
NANOG (рис. 2а). В процессе дифференцировки 
уровень экспрессии этих генов в клетках ЛМ и ПМ, 
значительно снижался к 7 дню культивирования от-
носительно исходной культуры ИПСК. К 21 дню 
культивирования в МСК экспрессия этих генов не 
обнаруживалась (рис. 2b, c).

Экспрессия генов примитивной полоски 
при индукции мезодермальной 

дифференцировки ИПСК
Ранее было показано, что для клеток примитив-

ной полоски эмбриона человека характерна коэкс-
прессия генов TBXT и MIXL1 [23, 24]. Исследование 
уровня экспрессии этих маркеров при мезодер-
мальной дифференцировке ИПСК показало, что на 
второй день культивирования гены TBXT и MIXL1 
экспрессировались как в клетках ЛМ, так и в ПМ, 
(рис. 3а). Однако при дальнейшем культивирова-
нии уровень экспрессии этих генов в клетках  обеих 

(à)

(b) (c)

(d) (e)

Рис. 1. Морфологические изменения клеток при дифференцировке ИПСК в мезодермальном направлении. (a) – исходная 
культура ИПСК. (b) – морфологические изменения клеток при индукции дифференцировки ИПСК в параксиальную мезо-
дерму. (c) – МСК, полученные из клеток параксиальной мезодермы. (d) – морфологические изменения клеток при индук-
ции дифференцировки ИПСК в латеральную мезодерму. (e) – МСК, полученные из клеток латеральной мезодермы. Фазо-
вый контраст. iPSC – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки. MSC – мезенхимальные стромальные клетки.

(à) (b) (c)

Рис. 2. Экспрессия маркеров плюрипотентности при дифференцировке ИПСК в мезодермальном направлении. (a) – Экс-
прессия генов POU5F1, SOX2, NANOG в исходной культуре ИПСК. Электрофореграмма продуктов ПЦР. Изменение экс-
прессии маркеров плюрипотентности в ИПСК в процессе дифференцировки в параксиальную мезодерму (b) и латеральную 
мезодерму (c). Представлены средние величины и их ошибки 3-х независимых экспериментов. PM – параксиальная мезо-
дерма. LM – латеральная мезодерма.
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 культур быстро снижался. Этот факт указывает на 
то, что при дифференцировке ИПСК в мезодер-
мальном направлении клетки в стадии примитивной 
полоски находятся кратковременно (рис. 3b, c).

Изменение экспрессионного профиля клеток ЛМ 
при дифференцировке из ИПСК

Клетки ЛМ получали из ИПСК через стадию 
примитивной полоски под воздействием комби-
наций активина А, bFGF и BMP4. Образцы кле-

ток собирали на 2-й и 7-й день культивирования. 
В полученных клетках оценивали уровень экспрес-
сии генов HAND1, HAND2, FOXF1, BMP4, WNT5A, 
DLL3, MSGN1, PDGFR, KDR и APLNR. Мы показа-
ли, что уровень экспрессии генов HAND1, HAND2, 
и BMP4, характерных для клеток латеральной пла-
стинки в эмбрионе человека, существенно возрастал 
в клетках ЛМ к 7-му дню культивирования по срав-
нению с исходной культурой ИПСК и клетками ПМ 
(рис. 4). Значимых различий в уровнях экспрессии 
остальных генов между ИПСК, клетками ЛМ и ПМ 

(à) (b) (c)

Рис. 3. Экспрессия генов примитивной полоски в клетках латеральной и параксиальной иезодермы, дифференцированных 
их ИПСК. (а) – коэкспрессия генов TBXT и MIXL1 в клетках ЛМ и ПМ на 2 день культивирования. Электрофореграмма 
продуктов ПЦР. (b) и (c) – динамика изменения экспрессии генов TBXT и MIXL1 в процессе дифференцировки ИПСК 
в ПМ и ЛМ. Представлены средние величины и их ошибки 3 независимых экспериментов. PM – параксиальная мезодерма. 
LM – латеральная мезодерма.

(à)

(b) (c)

(d)

Рис. 4. Экспрессия генов HAND1, HAND2, BMP4 в клетках ЛМ, дифференцированных их ИПСК. (а) – уровень экспрессии 
генов в ИПСК, клетках ЛМ и ПМ на 7-й день культивирования. Электрофореграмма продуктов ПЦР. Изменение экспрес-
сии генов HAND1 (b), HAND2 (c), BMP4(d) в процессе дифференцировки ИПСК в ЛМ. Представлены средние величины и их 
ошибки 3 независимых экспериментов. Звездочка показывает достоверность различий при p < 0.05. iPSC – индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки. PM – параксиальная мезодерма. LM – латеральная мезодерма.
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в процессе дифференцировки выявлено не было 
(данные не представлены).

Изменение экспрессионного профиля клеток ПМ 
в процессе дифференцировки из ИПСК

Клетки ПМ получали из ИПСК через стадию 
примитивной полоски под воздействием комбина-
ций активина А, bFGF и морфогена WNT-1. Образ-
цы клеток собирали на 2-й и 7-й дни культивирова-
ния. Полученные клетки, так же как и клетки ЛМ, 
тестировали на экспрессию генов HAND1, HAND2, 
FOXF1, BMP4, WNT5A, DLL3, MSGN1, PDGFR, KDR 
и APLNR. Мы показали, что уровень экспрессии ге-
нов HAND1, HAND2 и BMP4 снижался в клетках ПМ 
к 7-му дню культивирования по сравнению с клет-
ками ЛМ (рис. 5a, b, c). В полученных клетках ПМ 
экспрессировались гены WNT5A, DLL3, MSGN1В, 
характерные для клеток ПМ в эмбрионе человека. 
Однако значимых различий в уровнях экспрессии 
этих генов между клетками ЛМ и ПМ выявлено не 
было (данные не представлены). Было также обна-
ружено снижение уровня экспресии гена WNT5A 
в ЛМ и ПМ по сравнению с исходной линией  ИПСК 
(рис. 5d).

Параксиальная мезодерма у эмбрионов сег-
ментирована на сомитомеры. Показано, что ран-
ние предшественники сомитов при диффен-
ренцировке в культуре плюрипотентных клеток 
человека экспрессируют ген MEOX1 [23, 25, 26]. 
В наших экспериментальных условиях мы не выя-
вили экспрессии этого гена в клетках ПМ. Однако 
при одностадийной неспецифической мезодермаль-
ной дифференцировке ИПСК в условиях культиви-
рования в стандартной среде, поддерживающей рост 
МСК взрослого человека на 7 день культивирования 
в, клетках обнаруживалась экспрессия гена MEOX1 
(рис. 5e). Этот факт указывает на то, что протоко-
лы многостадийной мезодермальной дифференци-
ровки ИПСК, используемые в данной работе, не 
позволяют получить клетки пресомитной мезодер-
мы. Однако полученные результаты подтвержда-
ют принципиальную возможность получения таких 
клеток из ИПСК in vitro.

Дифференцировка клеток ЛМ и ПМ в МСК
Далее клетки ЛМ и ПМ были дифферен-

цированы в МСК посредством культивирова-
ния в стандартной среде для поддержания роста 

(à) (b)

(c) (d)
(e)

1 2 3

Рис. 5. Относительная экспрессия генов в клетках ПМ и ЛМ, дифференцированных из ИПСК. Уровень экспрессии генов 
HAND1 (а), HAND2 (b), BMP4 (c) и WNT5A (d) на 7-й день дифференцировки относительно исходной культуры ИПСК. Пред-
ставлены средние величины и их ошибки 3 независимых экспериментов. Звездочка показывает достоверность различий при 
p < 0.05. (e) – экспрессия гена пресомитной мезодермы MEOX1 в клетках при специфической многостадийной и неспецифи-
ческой одностадийной дифференцировке ИПСК в мезодермальном направлении на 7-й день культивирования. iPSC – ин-
дуцированные плюрипотентные стволовые клетки. PM – параксиальная мезодерма. LM – латеральная мезодерма. 1 – клетки 
ЛМ, 2 – клетки ПМ, 3 – клетки, полученные в результате спонтанной мезодермальной дифференцировки ИПСК в стандарт-
ной среде для культивирования МСК.
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 недифференцированных МСК взрослого челове-
ка. Через три недели культивирования как из ЛМ, 
так и из ПМ были получены клетки фибробласто-
подобной морфологии, способные к адгезии к пла-
стиковой поверхности. Исследование экспрессии 
панмезодермальных маркеров в МСК, дифференци-
рованных из ЛМ и ПМ, не выявило различий между 
этими клетками. Полученные клетки обладали сход-
ными уровнями экспрессии всех исследованных 
маркеров: HAND1, HAND2, FOXF1, BMP4, WNT5A, 
DLL3, MSGN1, MEOX1, PDGFR, KDR и APLNR. Кро-
ме того, полученные из ЛМ и ПМ клетки по экспрес-
сии поверхностных маркеров CD105, CD90 и CD73, 
отсутствию экспрессии маркеров гемопоэтических 
клеток CD45, CD34 и HLA-DR, а также способно-
сти дифференцироваться в адипогенном, хондро-
генном и остеогенном направлении соответствовали 
МСК взрослого человека (данные не представлены).

Таким образом, из одного источника ИПСК бы-
ли созданы и охарактеризованы изогенные модели 
МСК и их предшественников: клеток ЛМ и ПМ. 
Обнаружено, что полученные в результате диффе-
ренцировки ИПСК клетки ПМ и ЛМ обладают су-
щественными отличиями в эпигенетическом статусе 
по сравнению с исходными ИПСК и МСК взросло-
го организма. Показано, что полученные клетки ПМ 
и ЛМ обладают экспрессионным профилем, харак-
терным для этих клеток в эмбрионе человека. Полу-
ченные изогенные линии клеток МСК, ПМ и ЛМ 
позволят изучать молекулярные механизмы регене-
рации тканей на различных стадиях развития орга-
низма.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Безрубцовое заживление ран с полным восста-

новлением первоначальной структуры ткани у пло-
да млекопитающих первого и второго триместров 
развития было экспериментально продемонстриро-
вано на овцах [27], кроликах [28], крысах [29] и мы-
шах [30]. Кроме того, экспериментальная модель 
ран кожи плода человека была описана Лоренцем 
в 1992 г. [31]. Было показано, что замечательной 
особенностью ран у плодов в эти периоды развития 
является полное отсутствие миофибробластов, что 
контрастирует с их появлением в более поздние фе-
тальные и постнатальные периоды [32, 33]. Было об-
наружено, что в фетальных фибробластоподобных 
клетках (МСК) уровни α-SMA значительно сниже-
ны по сравнению со взрослыми [34]. У фетальных 
фибробластов менее выражена сократительная ре-
акция на жесткий внеклеточный матрикс и TGF-β1 
по сравнению с их кожными аналогами у взрослых 
[35, 36]. После ранения фетальные фибробласты 
мигрируют в раны и пролиферируют там гораздо 
быстрее, чем у взрослых [37]. Однако антифибро-
тическая активность фетальных фибробластов изу-

чена недостаточно и имеющиеся к настоящему вре-
мени данные, полученные на животных моделях, не 
позволяют выявить конкретные молекулярные ме-
ханизмы, ответственные за безрубцовое заживление 
фетальных ран.

Возможность получения изогенных клеточных 
моделей, соответствующих различным стадиям раз-
вития человека, открывает новые пути для исследо-
вания фенотипических и функциональных особен-
ностей мезодермальных клеток взрослого и плода 
в провоспалительном микроокружении для выясне-
ния механизмов, ответственных за безрубцовое за-
живление.

В настоящее время разработано множество страте-
гий спонтанной и направленной дифференцировки 
ИПСК человека в специализированные клетки трех 
зародышевых листков [38, 39, 40]. При мезодермаль-
ной дифференцировке ИПСК была продемонстри-
рована возможность получения как гемопоэтических 
клеток, так и различных типов популяций стромаль-
ных мезенхимальных клеток, включая МСК, карди-
омиоциты, теноциты, хондроциты [41–46].

Недавние исследования показали, что при диф-
ференцировке ИПСК в мезодермальном направ-
лении МСК могут быть получены через несколько 
промежуточных стадий, включая стадии прими-
тивной полоски [24, 47], нервного гребня [41, 48], 
нейромезодермальных предшественников [49], 
мезодермы боковой пластинки [47, 50], паракси-
альной мезодермы и сомитов [26]. Было установ-
лено, что сигнальные молекулы WNT, FGF, BMP 
и ACTIVIN/NODAL играют важную роль в индук-
ции и навигации альтернативных мезодермальных 
путей при дифференцировке ИПСК в МСК [23, 25, 
51, 52]. В этой работе мы предприняли попытку по-
лучения изогенных линий МСК и их предшествен-
ников из параксиальной и латеральной мезодермы 
при последовательной дифференцировке одной 
линии  ИПСК.

В последнее время идентифицированы как ин-
дуктивные, так и репрессивные сигнальные моле-
кулы, определяющие этапы, имитирующие после-
довательность событий, происходящих во время 
эмбрионального развития, преодолевая которые, 
ИПСК способны вырабатывать разнообразное ме-
зодермальное потомство. Было обнаружено, что об-
разование примитивной полоски в линиях ИПСК 
инициируется после активации сигнальных путей 
TGFβ, WNT и FGF. В нескольких работах было по-
казано, что полученные из ИПСК клетки прими-
тивной полоски характеризуются коэкспрессией 
транскипционных факторов BRACHYURY, кодиру-
емого геном TBXT, и MIXL1 [23, 24]. В нашей работе 
мы обнаружили, что в результате воздействия bFGF 
и активина А в культуре ИПСК снижается уровень 
экспрессии маркеров плюрипотентности POU5F1, 
SOX2, NANOG и происходит коммитирование кле-
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ток в мезодермальном направлении. В результате 
в культуре возникала популяция клеток, коэкспрес-
сирующих TBXT и MIXL1 и, следовательно, фено-
типически относящихся к примитивной полоске. 
Однако такие клетки существовали в культуре крат-
ко срочно, быстро переходя в следующую фазу диф-
ференцировки.

Раздвоение первичной полоски на ЛМ и ПМ 
в плюрипотентных клетках человека может быть 
вызвано компенсирующей активацией сигналь-
ных путей BMP и WNT. Ранее было показано, что 
активация WNT с одновременным блокированием 
сигналов BMP в плюрипотентных клетках челове-
ка блокирует образование ЛМ и усиливает развитие 
ПМ. Напротив, ингибирование WNT и добавление 
экзогенного BMP индуцируют развитие ЛМ. Было 
показано, что клетки ЛМ характеризуются экспрес-
сией HAND1 и FOXF1. Клетки ПМ определяются по 
экспрессии DLL3 и MSGN1 [23, 26, 50, 53]. В нашей 
работе воздействие BMP4 на клетки примитивной 
полоски вызывало усиление в них экспрессии генов 
HAND1, HAND2 и BMP4. Ген FOXF1 также экспрес-
сировался в этих клетках. Однако уровень экспрес-
сии FOXF1 клетках не претерпевал значимых изме-
нений в процессе дифференцировки в ЛМ. Таким 
образом, в результате использования протокола диф-
ференцировки через стадию примитивной полоски, 
были получены клетки, фенотипически соответ-
ствующие клеткам ЛМ эмбриона человека. С другой 
стороны, в наших экспериментальных условиях при 
воздействии на клетки примитивной полоски мор-
фогена WNT-1 в них происходило снижение уровня 
экспрессии генов HAND1, HAND2 и BMP4 по срав-
нению с клетками ЛМ. Эти клетки также экспресси-
ровали гены DLL3 и MSGN1. Следовательно, клетки, 
полученные из ИСПК через стадию примитивной 
полоски с использованием WNT-1, фенотипически 
можно отнести к клеткам ПМ эмбриона человека.

ПМ у эмбрионов сегментирована на сомитоме-
ры. Ингибирование сигнальных путей FGF/ERK 
и WNT направляет дифференцировку клеток ПМ, 
происходящих из плюрипотентных клеток чело-
века, в сторону ранних предшественников соми-
тов, экспрессирующих MEOX1 и FOXC2 [23, 25, 26]. 
В наших экспериментах клетки ПМ, полученные 
при дифференцировке ИПСК, не экспрессирова-
ли ген MEOX1. Следовательно, используемый нами 
протокол специ фической дифференцировки ИПСК 
в ПМ, к сожалению, не позволяет получить клетки 
пресомитной мезодермы.

Полученные нами с использованием линейно- 
специфических протоколов дифференцировки 
ИПСК клетки ЛМ, так же как и клетки ПМ, бы-
ли способны в дальнейшем давать начало клет-
кам, соответствующим МСК взрослого человека по 
паттернами экспрессии генов, по экспрессии по-
верхностных маркеров CD105, CD90 и CD73, отсут-

ствию экспрессии маркеров гемопоэтических кле-
ток CD45, CD34 и HLA-DR, а также способности 
дифференцироваться в адипогенном, хондрогенном 
и остеогенном направлении. Таким образом, мы 
установили, что полученные нами клетки ПМ и ЛМ, 
дифференцированные из ИПСК, являются предше-
ственниками МСК.

В работах других исследователей также было 
показано, что МСК, полученные из ИПСК, де-
монстрируют типичный профиль поверхностных 
маркеров и потенциал дифференцировки, однако 
приобретают некоторые эпигенетические, феноти-
пические и функциональные особенности, отлич-
ные от МСК, выделенных из тканей взрослого че-
ловека. В нескольких исследованиях было показано, 
что МСК, полученные из ИПСК, обладают усилен-
ной пролиферативной активностью и более высоким 
уровнем экспрессии CD10 и CD24, чем у взрослых 
МСК [49, 50, 54, 55]. Более того, МСК, полученные 
из ИПСК через ЛМ и ПМ, продемонстрировали бо-
лее высокий остеогенный и хондрогенный, но мень-
ший адипогенный потенциал in vitro по сравнению 
со взрослыми МСК [26, 47, 50]. В нашей работе нам 
не удалось провести сравнения между изогенными 
МСК, дифференцированными из ИПСК через ЛМ 
и ПМ, и МСК взрослого человека, т.к. исходными 
клетками для получения ИПСК были клетки эндо-
телия HUVEC.

В нашей работе нам также не удалось выявить раз-
личия между МСК, полученными из ПМ и ЛМ, по 
экспрессии мезодермальных маркеров, которые мы 
использовали в этой работе. Однако в других работах 
было показано, что МСК, происходящие из ИПСК, 
приобретают сигнатуру генов, связанную с омоло-
жением, в частности экспрессию INHBE, DNMT3B, 
POU5F1P1, CDKN1C и GCNT2, которые также экс-
прессируются в ИПСК, но не в родительских взрос-
лых МСК [56, 57]. Детальное сравнение транскрипто-
мов между МСК, происходящими из ИПСК, и МСК 
взрослых показало, что факторы транскрипции раз-
вития HOXD1, NKX2–5, LHX2 и FGF12, а также мар-
керы LIFR, PTGFRN, PVR специфически активиро-
вались в МСК, происходящих из ИПСК [58].

В нескольких исследованиях сообщалось, что по-
мимо линейно-специфической дифференцировки 
МСК могут быть получены непосредственно из ИП-
СК без какого-либо сигнального контроля промежу-
точных стадий с использованием сред, содержащих 
сыворотку [59–61]. В этой работе мы также опро-
бовали протокол одностадийной неспецифической 
дифференцировки ИПСК в МСК с использовани-
ем стандартной среды для культивирования МСК. 
На 7-й день культивирования в культуре появлялись 
популяции клеток, экспрессирующих панмезодер-
мальные маркеры, в том числе MEOX1. Получен-
ные результаты указывают на то, что при такой не-
специфической дифференцировке в культуре  могут 
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одновременно образовываться популяции клеток, 
фенотипически относящихся к разным по развитию 
клонально-специфическим мезодермальным пред-
шественникам.

Фенотипические свойства и функциональное 
состояние МСК в значительной степени зависят 
от сигналов, поступающих из внешнего микро-
окружения, и определяют успешность заживления 
раны, а также степень рубцевания. Ранее нами бы-
ло показано, что у взрослого человека воздействие 
IFN-γ и рецепторное взаимодействие молекул 
HLA-DR и костимуляторных молекул CD80/CD86 
на МСК с их контррецепторами CTLA4/CD28 на 
Т-лимфоцитах, индуцируя синтез IDO в МСК, об-
разуют регуляторную петлю с положительной об-
ратной связью, способствующую снижению акти-
вации и пролиферации активированных иммунных 
клеток и затуханию воспалительной реакции в хро-
нических ранах [14, 62–64]. Однако функциональ-
ная активность МСК в ранах взрослого человека, 
хотя и стимулирует заживление, не препятствует 
образованию рубца [64].

Мы полагаем, что создание линий изогенных ме-
зодермальных клеток различных стадий развития че-
ловека, дифференцированных из ИПСК, и сравни-
тельный анализ их функциональной активности при 
рецептор-зависимой активации провоспалительных 
сигнальных путей позволит выявить ключевые мо-
лекулы и терапевтические мишени, минимизирую-
щие образование рубцов. Понимание механизмов 
заживления ран предоставит возможности для раз-
работки новых терапевтических средств, основан-
ных на точном ингибировании или стимуляции эле-
ментов пути заживления ран.
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Scar formation during normal regeneration of damaged tissue can lead to noticeable cosmetic and functional defects 
of organs and significantly affect the quality of life. However, it is known that fetal tissues before the third trimester 
of pregnancy are capable of complete regeneration with the restoration of the original architecture and functional 
activity. Understanding the cellular and molecular mechanisms of fetal wound regeneration will provide the basis 
for the development of successful treatments aimed to minimize scarring. Mesenchymal stromal cells (MSCs) play 
an important role in tissue repair, since the cytokines, chemokines, growth factors and extracellular vesicles they 
secrete are involved in the regulation of migration, angiogenesis, synthesis and remodeling of the extracellular ma-
trix. Mesodermal differentiation of human induced pluripotent stem cells (iPSCs) makes possible to reproduce the 
successive stages of embryogenesis in vitro and to create isogenic cell models of MSCs corresponding to different 
stages of human development. In this work, we performed the directed multistage mesodermal differentiation of iP-
SCs into isogenic cell lines of the primitive streak, lateral and paraxial mesoderm and a comparative analysis of their 
expression profiles was carried out. It was shown that the resulting cells of the lateral mesoderm (LM) and paraxial 
mesoderm (PM) are precursors for MSCs. MSCs obtained as a result of differentiation of both LM and PM cells 
had a similar profile for the expression of pan-mesodermal markers. Comparative analysis of the functional activity 
of MSCs and their precursors in a pro-inflammatory microenvironment will provide molecular tools for a better un-
derstanding of the fundamental mechanisms of fetal tissue regeneration and identify therapeutic targets to minimize 
scarring and pathological processes characterized by excessive fibroplasia. 
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