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Технологии репрограммирования соматических 

клеток человека – перспективное направление в 

современной клеточной биологии с возможностью 

применения в перспективе в медицине. Репрограм-

мируя клетки, исследователи планируют получать 

пациент-специфические клетки различных типов 

тканей, которые можно было бы использовать в 

заместительной клеточно-тканевой терапии. Так, 

широкую известность получили эксперименты по 

созданию индуцированных плюрипотентных ство-

ловых клеток человека [12], по прямому репрограм-

мированию фибробластов в нейроны [14], в гепато-

циты [10], в клетки-предшественники крови [11], 

клеток печени – в инсулинпродуцирующие клетки 

[9]. Однако большинство подобных технологий ис-

пользуют стратегию вирусного введения генов ре-

программирующих транскрипционных факторов, 

что подразумевает встраивание этих генов в геном 

клеток-мишеней с последующей гиперэкспрессией. 

Использование полученных таким образом генно-

модифицированных клеток в клинической практике 

вызывает известные опасения, поскольку ненаправ-

ленное введение генов повышает риск нежелатель-

ного мутагенеза. Решить эту проблему пытались 

коллективы исследователей во всем мире. Напри-

мер, опубликованы работы по репрограммирова-

нию клеток человека при помощи полицистронных 

плазмидных векторов с временной экспрессией [5], 

модифицированных белков транскрипционных 

факторов, способных проходить через клеточную 

мембрану [6], а также векторов на основе вируса 

Сендай, чей жизненный цикл основан на РНК и 

исключает встраивание в геном [4]. Однако прак-

тически всем этим методам присущи различные не-

достатки, главным из которых является низкая эф-

фективность репрограммирования (как правило, по 

сравнению с вирусной трансфекцией ниже на 2–3 

порядка). 

Выходом на новый уровень в этой области ста-

ли работы с введением в клетки мРНК генов транс-

крипционных факторов, синтезированных in vitro 

[17, 15]. Такой подход исключает использование 

каких-либо молекул ДНК при репрограммирова-

нии. Это позволяет избежать риска генетического 
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модифицирования и, что немаловажно, дает воз-

можность полностью управлять экспрессией вводи-

мого гена, так как время жизни введенной мРНК в 

клетке обычно не превышает 24–48 ч. А главное, эта 

технология повысила эффективность репрограм-

мирования, которая стала в 100 раз выше, чем при 

использовании лентивирусной конструкции [15]. 

Этого удалось добиться благодаря применению мо-

дифицированных нуклеотидов в составе синтези-

рованной мРНК, которые позволяют обойти вну-

триклеточные системы защиты от проникновения 

чужеродной РНК (interferon response genes – IFNA, 

IFNB, IFIT1, OAS1, PKR, RIG1), что в итоге поло-

жительно сказалось на времени жизни введенной 

мРНК в клетке, а также на уменьшении цитотокси-

ческого эффекта. 

Каталитический компонент теломеразы, отве-

чающий за теломеразную активность и удлинение 

теломер в клетке, является перспективным геном для 

репрограммирования клеток человека. Ряд исследо-

вателей связывают реактивацию теломеразы и при-

обретение иммортализованного статуса с эффектив-

ностью репрограммирования соматических клеток 

человека [13, 18]. Одной из причин такой связи мо-

жет служить функция теломеразы по регулированию 

эпигенетического профиля субтеломерных областей 

генома [8]. Также известно, что индукция теломераз-

ной активности стимулирует пролиферацию клеток, 

что является дополнительным положительным фак-

тором для репрограммирования. 

В наших предыдущих работах показано, что 

предварительная активация теломеразы в фибро-

бластах кожи человека способствует увеличению 

эффективности их репрограммирования [1]. Ката-

литический компонент теломеразы также представ-

ляет интерес как потенциальный целевой ген для 

генной терапии в медицине. Так, в недавно опубли-

кованной работе получены положительные резуль-

таты по увеличению средней продолжительности 

жизни мышей при помощи вирусной терапии геном 

TERT, без увеличения риска злокачественного опу-

холеобразования [2]. 

Цель данной работы – разра-

ботать метод индукции управляе-

мой теломеразной активности на 

основе введения синтезирован-

ной in vitro модифицированной 

мРНК гена hTERT. По нашему 

мнению, данный подход может 

быть использован для различных 

приложений в эксперименталь-

ной клеточной биологии. Кроме 

того, одной из наших целей была 

проверка возможности индуциро-

ванной теломеразной активности 

реактивировать эндогенную экс-

прессию теломеразы. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Выделение и культивирование фибробластов кожи 

человека
Фибробласты выделяли из биоптата кожи 

взрослого человека с помощью механической деза-

грегации и ферментативной обработки 0,1% колла-

геназой I типа (Worthington, США) с последующей 

отмывкой и центрифугированием. Клетки культи-

вировали в среде DMEM (Панэко, Россия), содер-

жащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки 

(ЭТС) (Hyclone, США), в стандартных культураль-

ных условиях (5% СО
2
; температура +37°С). Пере-

сев клеточных культур проводили по стандартной 

методике с использованием растворов Версена (Па-

нэко, Россия) и Трипсин-ЭДТА (Панэко, Россия). 

Культура иммортализованных фибробластов кожи 

человека 1608-hT, обладающих стабильной экс-

прессией каталитического компонента теломеразы, 

была любезно предоставлена доктором Егоровым 

Е.Е. (ИМБ РАН). 

Синтез модифицированной мРНК
Матричная последовательность ДНК генов 

(open reading frame – ORF) hTERT и EGFP со старт- 

и стоп-кодонами была клонирована в плазмиду, с 

фланкированием ORF гена последовательностя-

ми нетранслируемых участков UTR1 (5’-конец) и 

UTR2 (3’-конец). В нетранслируемом участке UTR1 

находится T7-промотер, с помощью которого осу-

ществляется реакция синтеза РНК T7-полимеразой. 

Далее ДНК-матрицу вместе с UTR1 и UTR2 ам-

плифицировали с помощью ПЦР, в ходе которой 

используются праймеры (см. таблицу). Один из 

них – с длинным (80 н.) тимидиновым участком, 

с помощью которого добавляется полиаденино-

вый «хвост» к нашей синтезированной мРНК. Для 

ПЦР-амплификации матрицы с hTERT в смесь до-

бавляли бетаин (1М). Для синтеза мРНК, помимо 

нуклеотид-трифосфатов ATP и GTP, использовали 

модифицированные нуклеотиды 5-метилцитидин 

и псевдоуридин (TriLink Biotechnologies, США). 

Синтез мРНК c CAP-аналогом (NewEnglandBiolabs, 

США) проводили при помощи коммерческого 

ДНК-ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ UTR1, UTR2, 
ПРЯМОГО И ОБРАТНОГО ПРАЙМЕРОВ

Объект Последовательность

UTR1 (87bp)
TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACGACTCA
CTATAGGGAAATA AGAGAGAAAAGAAGAGTA

AGAAGAAATATAAGAGCCACCATG

UTR2 (119bp)

TGCCTTCTGCGGGGCTTGCCTTCTGGCCAT
GCCCTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCT
TGGTCTTTGAATAAAGCCTGAGTAGGAAGTG

AGGGTCTAGAACTAGTGTCGACGC

Прямой праймер (27b) TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACG

Обратный праймер (109b) T(80)CTTCCTACTCAGGCTTTATTCAAAGACCA
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набора HiScribe T7 InVitroTranscriptionkit (cat.No. 

E2030S, NewEnglandBiolabs), согласно протоко-

лу, предложенному производителем. Полученную 

мРНК обрабатывали ДНК-азой (Ambion, США) для 

удаления ДНК-матрицы; далее проводили очистку 

мРНК на колонках с помощью коммерческого на-

бора RNeasy Mini Elute Cleanup kit (Cat.No. 74204, 

QIAGEN). Анализ синтезированной мРНК осущест-

вляли при помощи спектрофотометра BioPhotometer 

(Eppendorf, Германия) и стандартного агарозного 

гель-электрофореза.

Трансфекция мРНК в клетки человека при помощи 
липофектамина

Трансфекцию мРНК проводили в живые, расту-

щие клетки. За 1 сут до трансфекции клетки пересе-

вали в лунки 6- или 4-луночного планшета (Nunc) в 

концентрации 10 000 кл/см2. Непосредственно перед 

трансфекцией удаляли полную ростовую среду и 

промывали клетки бессывороточной средой DMEM 

(Gibco, CША). Для введения мРНК в клетки исполь-

зовали Lipofectamine RNimax Transfection Reagent, 

(Cat.No. 11668-027, Invitrogen) согласно протоколам, 

предложенным производителем. Результаты введе-

ния мРНК гена EGFP оценивали на проточном ци-

тофлюориметре Beckman Coulter Cell Lab Quanta SC. 

Клетки снимали с подложки при помощи трипсин-

ЭДТА, отмывали 2 раза в PBS и без фиксации анали-

зировали на приборе. 

Иммуноцитохимическое окрашивание
Клетки фиксировали 4% формальдегидом 

на PBS (Панэко, Россия) 30 мин при комнат-

ной температуре, дважды промывали PBS. Пе-

ред окрашиванием антителами клетки в течение 

1 ч обрабатывали блокирующим раствором (БР) 

(PBS+10%ЭТС+0,1%TritonX-100). Первые антитела 

наносили в разведении 1/50-1/100 в БР, инкубиро-

вали 2 ч при +37°С. Далее клетки отмывали 3 раза 

РBS и наносили вторые антитела в разведении 1/500 

в БР. Инкубировали 1 ч при 37°С, потом отмывали 3 

раза РBS. Затем препараты с клетками окрашивали 

раствором DAPI (1,5 мкг/мл на PBS, Sigma, США) в 

течение 15 мин при комнатной температуре и про-

мывали PBS. Просматривали и фотографировали 

препараты с помощью инвертированного флюорес-

центного микроскопа Olympus CKX41 (OLYMPUS, 

США). Для окрашивания исследуемых культур кле-

ток использовали поликлональные кроличьи анти-

тела против hTERT (Abcam, США), Anti-rabbitAlexa 

546 (Invitrogen, США). 

Измерение теломеразной активности методом 
TRAP

Анализ теломеразной активности проводили 

при помощи набора для измерения теломеразной 

активности TRAPEZE® XL Telomerase Detection Kit 

(Millipore, США) по протоколу, предложенному 

производителем. Результаты оценивали с помощью 

стандартного электрофореза в полиакриламидном 

геле и системы гель-документации BIO-RAD™XR 

(BIO-RAD, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Биоптаты кожи взрослого человека были по-

лучены от соматически здорового донора. Была 

выделена культура фибробластов кожи человека, 

получившая обозначение hFb1. После выделе-

ния клетки были протестированы на отсутствие 

микробиологической и вирусной контаминации 

(ООО «ЛИТЕХ», Россия). При выделении культу-

ры возникло множество обособленных центров ро-

ста клеток, фенотипически не отличающихся друг 

от друга. Колонии были смешаны и культивирова-

лись как одна культура клеток, без клонирования. 

Полученная культура постнатальных фибробластов 

кожи человека после 2 пересевов имела гомоген-

ный характер, клетки – с ярко выраженной фибро-

бластоподобной морфологией, хорошо прикрепля-

лись и распластывались по пластиковой подложке 

культуральных флаконов.

Молекулярный синтез плазмид, содержащих 

последовательности генов hTERT и EGFP (исполь-

зовался нами в качестве маркерного гена) с флан-

кирующими некодирующими участками UTR1 и 

UTR2, был произведен в ООО «Евроген» (Москва, 

Россия). С помощью ПЦР с «длинным» праймером 

мы амплифицировали матрицы генов с добавлением 

политимидинового участка в 80 нуклеотидов. Да-

лее нами были синтезированы зрелые мРНК генов 

hTERT и EGFP (рис. 1), содержащие Кэп-аналог на 

5’-конце, некодирующие последовательности UTR1 

Рис. 1. Электрофореграммы результатов синтеза 

мРНК генов hTERT. а – подготовка матрицы для син-

теза мРНК (1 – плазмида; 2 – линеаризованная плаз-

мида; 3 – результаты ПЦР-амплификации матрицы); 

б – РНК гель-электрофорез, дорожка справа – мРНК 

hTERT

а б
1 2 3
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и UTR2, полиадениновый участок, а также с моди-

фицированными нуклеотидами 5-метилцитидин и 

псевдоуридин вместо цитидина и уридина соответ-

ственно. В ходе каждого синтеза выход мРНК со-

ставлял 20–30 мкг. 

На 1-м этапе работы мы отработали методы вве-

дения мРНК в фибробласты hFb1 с использованием 

гена зеленого флюоресцентного белка EGFP. мРНК 

вводили в клетки с помощью липофектамина, ре-

зультаты оценивали по свечению зеленого белка 

внутри клеток при помощи флюоресцентной микро-

скопии (рис. 2), количественную оценку проводили 

с применением проточной цитофлюориметрии. Мы 

наблюдали дозозависимый характер трансляции 

введенной мРНК – при введении 50; 200 и 400 нг/мл 

мРНК EGFP через 1 сут доля клеток с зеленым 

сигналом составляла соответственно 25; 50 и 85% 

(см. рис. 2). 

Чтобы оценить время жизни введенной мРНК, 

мы после введения одинаковой дозы мРНК EGFP 

(500 нг/мл), измеряли усредненный уровень флюо-

ресцентного сигнала в клетках в течение 52 ч. С уче-

том полученных данных построен график увеличения 

сигнала от времени (рис. 3), который носил характер 

кривой, выходящей на плато. Учитывая, что EGFP 

является стабильным ксеногенным белком, медлен-

но распадающимся в клетках человека, мы можем 

считать, что момент выхода кривой на плато совпада-

ет с моментом распада последних введенных молекул 

мРНК, когда прекращается синтез белка. Таким об-

разом, время жизни введенной мРНК составило 24 ч 

после введения. 

Далее мы ввели мРНК hTERT в клетки культур 

hFb1 в концентрации 500 нг/мл. Через 1 сут после 

введения клетки зафиксировали и при помощи ме-

тодов иммуноцитохимии попытались определить, 

Рис. 2. Анализ экспрессии гена EGFP после введения мРНК гена hTERT. а – культура фибробластов кожи чело-

века hFb1, фазовый контраст, размер шкалы – 200 мкм; б – свечение зеленого флюоресцентного белка EGFP в 

клетках hFb1 после трансфекции мРНК EGFP, размер шкалы – 200 мкм; в – окраска антителами против EGFP 

клеток hFb1 после трансфекции мРНК EGFP (красный – EGFP, синий – окраска ядер DAPI), размер шкалы – 200 

мкм; г – увеличение доли клеток экспрессирующих EGFP в зависимости от концентрации вводимой мРНК EGFP

а б в

г

Контроль 50 нг/мл 100 нг/мл 400 нг/мл

Рис. 3. Накопление флюоресцентного сигнала EGFP в 

клетках hFb1 в зависимости от времени после транс-

фекции мРНК EGFP. По оси абсцисс – время, ч, по оси 

ординат – усредненный флюоресцентный сигнал от 

одной клетки, усл. ед.
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проходит ли трансляция вводимой мРНК. После 

окраски антителами наблюдалось специфическое 

окрашивание в небольшой доле клеток (1–5%) в 

каждом случае (рис. 4). Локализация сигнала вну-

три ядер клеток может свидетельствовать о том, что 

фолдинг белка hTERT прошел правильно, и про-

дукт трансляции выполняет свои функции. С це-

лью подтверждения специфической функциональ-

ной активности продукта введенной мРНК hTERT 

мы попытались измерить теломеразную активность 

внутри клеток при помощи метода TRAP, через 1 

сут после введения. Нам удалось проследить по-

явление теломеразной активности в исследуемых 

клетках по сравнению с отрицательным (интактная 

культура) и положительным контролем 1608-hT 

(рис. 5).

Одним из интересных аспектов данного исследо-

вания был вопрос: возможна ли реактивация эндо-

генной экспрессии теломеразы при кратковремен-

ной экзогенной экспрессии? Подобные системы с 

положительной обратной связью экспрессии, когда 

транскрипционный фактор напрямую или опосредо-

ванно активирует экспрессию своего гена, существу-

ют в природе и описаны в литературе [3, 7]. 

Для проверки предположения 

о реактивации эндогенной тело-

меразы мы поставили следующий 

эксперимент. Клетки культуры 

hFb1 трансфицировали мРНК 

hTERT 3 сут подряд, после чего 

культивировали в течение 7 сут, 

чтобы исключить вероятность на-

личия введенной мРНК и ее про-

дуктов трансляции. На 8-е сутки 

клетки снимали и анализировали 

методом TRAP на наличие тело-

меразной активности. Ни одного 

случая наличия теломеразной ак-

тивности в исследуемых культурах 

нами не отмечено (рис. 6).

Таким образом, нами получе-

ны данные о том, что синтезиро-

Рис. 4. Иммуноцитохимический анализ культуры hFb-1 после трансфек-

ции мРНК hTERT. Cпецифический сигнал отмечен стрелками

Рис. 5. Электрофореграмма продуктов реакции TRAP 

с различными экстрактами клеток: 1 – экстракт 

клеток hFb-1; 2 – термоинактивированный экстракт 

клеток hFb-1 (негативный экстракт); 3 – экстракт 

клеток hFb-1 через 1 сут после трансфекции мРНК 

hTERT; 4 – термоинактивированный экстракт hFb-1 

с мРНК hTERT (отрицательный контроль); 5 – экс-

тракт клеток 1608-hT (положительный контроль); 

6 – термоинактивированный экстракт 1608-hT 

(отрицательный контроль)

Рис. 6. Электрофореграмма продуктов реакции TRAP с 

экстрактами клеток hFB-1 до и после введения мРНК 

гена hTERT. 1 – экстракт клеток hFb-1; 2 – тер-

моинактивированный экстракт клеток hFb-1 (отрица-

тельный контроль); 3 – экстракт клеток hFb-1 через 

1 сут после трансфекции мРНК hTERT; 4 – термоинак-

тивированный экстракт hFb-1 с мРНК hTERT (отрица-

тельный контроль); 5 – экстракт клеток hFb-1 через 7 

дней после трансфекций мРНК hTERT; 6 – термоинак-

тивированный экстракт клеток hFb-1 через 7 дней после 

трансфекций мРНК hTERT (отрицательный контроль)

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
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ванная in vitro модифицированная мРНК гена hTERT 

способна вызывать теломеразную активность в клет-

ках культуры фибробластов кожи человека. Усред-

ненная эффективность трансфекции и трансляции 

hTERT по результатам нескольких независимых экс-

периментов, составила не более 5%, что существен-

но ниже эффективности трансфекции-трансляции 

EGFP, которая в аналогичных условиях составляла 

80–90%. К возможным причинам такого эффекта 

следует отнести большую массу мРНК hTERT по 

сравнению с мРНК EGFP (длина 3,5 т.п.н. и 1 т.п.н. 

соответственно), а также более сложную 3-мерную 

структуру из-за наличия богатых-G-C участков в 

составе мРНК hTERT, что усложняет ее синтез и 

трансляцию. Тем не менее даже относительно не-

большой доли клеток, экспрессирующих теломера-

зу, было достаточно, чтобы отследить теломеразную 

активность культуры методом TRAP. Предполагаем, 

что в клетках с индуцированной теломеразой укоро-

ченные теломерные участки хромосом приходят в 

первоначальное состояние, изменяя при этом свою 

3-мерную структуру [16, 19], а также эпигенетиче-

ский профиль субтеломерных областей, что в конеч-

ном итоге должно «омолаживать» клетки, позволяя 

им существенно увеличить свой пролиферативный 

потенциал. 

Данная методика в перспективе может быть ис-

пользована в клинической практике, поскольку па-

циентами для клеточно-замещающих технологий 

часто становятся люди пожилого возраста, ауто-

логичные клетки которых обладают пониженным 

пролиферативным потенциалом и, соответственно, 

низкой способностью к масштабному наращиванию. 

Индуцируя кратковременную теломеразную актив-

ность введением модифицированной мРНКhTERT, 

не используя методы генетического модифициро-

вания, можно было бы получать культуры «омоло-

женных» хорошо пролиферирующих клеток, об-

ладающих полной иммунной совместимостью с 

пациентом. 

ВЫВОДЫ
1. Введение модифицированной мРНК гена 

hTERT, синтезированной in vitro, индуцирует теломе-

разную активность в фибробластах кожи человека.

2. Индуцирование теломеразной активности при 

помощи мРНК hTERT носит кратковременный ха-

рактер, что может свидетельствовать об отсутствии 

«авторегуляторной петли» (положительной обратной 

связи экспрессии) у гена каталитического компонен-

та теломеразы. 
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