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Репрограммирование соматических клеток в ней�
ральные — актуальная проблема регенеративной
медицины, направленная на реконструкцию нерв�
ной ткани [8]. Для восстановления сетчатки гла�
за интерес представляют клетки ретинального
пигментного эпителия (РПЭ), играющие ключевую
роль в обеспечении функции, гомеостаза и реге�
нерации сетчатки. Несмотря на то что нейроны
сетчатки и РПЭ образуются из единой нейроэпи�
телиальной закладки, только клетки РПЭ обла�
дают способностью к репрограммированию или
трансдифференцировке в нейроны, которая, од�
нако, в различных классах позвоночных прояв�
ляется в разной степени [10]. Клетки РПЭ низ�
ших позвоночных после повреждения сетчатки
репрограммируются в клетки, подобные стволовым
клеткам нейроэпителия, потомки которых диффе�
ренцируются во все нервные клетки сетчатки,
включая фоторецепторы, пигментный эпителий, и
полностью восстанавливают функцию сетчатки
[10]. Одним из ключевых регуляторов де� и транс�
дифференцировки РПЭ у низших позвоночных с
высокой способностью к регенерации является
bFGF [11,24]. У птиц и млекопитающих репро�
граммирование РПЭ происходит в ранние периоды
эмбрионального развития только под влиянием
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bFGF [17], а у взрослых особей — при инсерции
пронейрональных генов Pax6 [3], Neurogenin [29].
У человека трансдифференцировка РПЭ в ней�
рональные клетки происходит лишь на ранних
этапах эмбриогенеза. Однако у взрослых людей
внешне стабильная популяция клеток РПЭ обна�
руживает пластичность при воздействии патоло�
гических индукторов in vivo, и клетки репрограм�
мируются в фибробластоподобные, что вызывает
повреждение сетчатки и, как следствие, наруше�
ние зрения [27]. В то же время, если клетки РПЭ
взрослого человека поместить in vitro, в них про�
являются свойства своеобразных мультипотент�
ных стволовых клеток, которые в определенных
условиях дифференцируются в нейральные и ме�
зенхимные клетки [1,25]. Ранее мы показали, что
in vitro клетки РПЭ человека утрачивают пигмен�
тацию и специфические маркеры РПЭ (RPE65),
дедифференцируются, экспрессируют маркеры
стволовых (OCT4, NANOG) и нейрональных кле�
ток сетчатки (PROX1, PAX6, Musashi�1, TUBB3)
[1,21]. Молекулярно�генетические изменения в
клетках человека in vitro в общих чертах сходны
с таковыми у низших позвоночных in vivo [10],
что указывает на консервативность механизмов
репрограммирования РПЭ. Однако репрограмми�
рование клеток РПЭ взрослого человека in vitro
поддерживается непродолжительное время, что
ставит вопрос о поиске факторов для его стиму�
ляции и поддержания.
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Целью данной работы являлось изучение ме�
ханизмов репрограммирования РПЭ человека in
vitro под влиянием bFGF — ключевого фактора
при трансдифференцировке РПЭ у низших позво�
ночных, эмбрионов птиц и млекопитающих [10,18].
bFGF координирует развитие нейронов сетчатки
[17], а также поддерживает статус многих типов
стволовых и плюрипотентных клеток [16].

Методика исследования
Культивирование клеток. Использовали линию
клеток ARPE�19 пигментного эпителия сетчатки
взрослого человека [7], предоставленную О.Ю.Пле�
тюшкиной (НИИ физико�химической биологии им.
А.Н.Белозерского МГУ им. М.В.Ломоносова). Для
стабилизации культуры клетки после разморажи�
вания субкультивировали в течение 3 пассажей в
ростовой среде DMEM/F�12 (“Sigma�Aldrich”), допол�
ненной 10% ЭТС (“Gibco”), L�глутамином (2 мM;
“Sigma�Aldrich”), 100 Ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл
стрептомицина (“Pan Biotech”), при 37оС и 5% СО2.
Пассирование клеток проводили смесью раство�
ров 0.25% трипсина и 0.48 мМ версена (“Gibco”,
“Invitrogen”) в соотношении 1:3. Для оценки дейст�
вия bFGF фактор добавляли в количестве 20 нг/мл
в ростовую среду того же состава, но с разным
содержанием ЭТС (0 или 1%). Клетки ARPE�19 в
концентрации 0.5�0.7104/см2 высаживали в куль�
туральные флаконы для адгезивных культур “Т�
25 Greiner CELLSTAR” (“Greiner Bio�One GmbH”) с
добавлением 1% ЭТС или во флаконы для сус�
пензионных культур “Т�25 Greiner CELLSTAR” без
ЭТС. Контролем служили клетки, культивирован�
ные без bFGF. Клетки исследовали с помощью
инвертированного микроскопа “Olympus CKX31”
через 24, 48, 72 и 120 ч. В течение 120 ч культи�
вирования среду не меняли. Фотографии получа�
ли с помощью микроскопа “Olympus” c цифровой
камерой DP70.

Морфометрический анализ сферических
клеточных агрегатов. Размеры клеточных агре�
гатов оценивали по изображениям в программе
“ImageJ1.48” (Wayne Rasband, National Institute of
Mental Health, Bethesda, Maryland, USA), которая
рассчитывала площадь (Area) проекции единичных
клеток и агрегатов на подложке (далее — площадь
объекта), периметр объекта (Perimeter), большую
(M) и малую (m) оси эллипса, описанного вокруг
объекта, количество объектов. Для контрольной и
опытной групп использовали по 3�5 фотографий
независимых полей с масштабным увеличением
100; было подсчитано не менее 250 объектов (кле�
ток и клеточных агрегатов). Для оценки статисти�
ческой значимости различий между группами ис�
пользовали t критерий Стьюдента. Различия счи�
тали значимыми при p<0.01.

Оценка пролиферативной активности кле�
ток (МТТ�тест). Клетки ARPE�19 рассевали в 96�
луночные планшеты (“Greiner Bio�One GmbH”) в
концентрациях 0.3, 0.6, 1.2, 2.4 и 4.8104/см2. Ин�
кубирование проводили в течение 24 ч в среде
DMEM/F�12 с 1% ЭТС без (контроль) и с добавле�
нием 20 нг/мл bFGF при 37оС и 5% СО2. За 3 ч
до окончания инкубационного периода в каждую
лунку добавляли матричный раствор МТТ (5 мг/мл;
“Sigma�Aldrich”) в соотношении 1:10 к объему росто�
вой среды. По окончании инкубации супернатант
удаляли, добавляли 100 мкл ДМСО (“Applichem”)
и ресуспензировали осадок. Анализ оптической
плотности проводили на планшетном анализато�
ре “StatFax 2100” (“Awareness Technology Inc.”) при
545 нм и корректирующем фильтре 630 нм. Для вы�
числения средних значений оптической плотности
(при числе повторов n=8) и стандартных отклоне�
ний использовали программу “Microsoft Excel 2007”.
Для оценки статистической значимости различий
между группами применяли t критерий Стьюден�
та. Влияние bFGF на пролиферативную актив�
ность клеток считали установленным при разли�
чиях на уровне значимости p<0.01. Пролифера�
цию клеток (%) вычисляли по формуле: пролифе�
рация клеток=([OD] bFGF/[OD] контроль)100%,
где OD — среднее значение оптической плотно�
сти образца при 545 нм.

Иммуноцитохимическое исследование кле�
ток. Клетки пигментного эпителия ARPE�19 в кон�
центрации 0.5�0.8104/см2 высаживали на круглые
стекла 24�луночных планшетов (“CellStar”) в сре�
де DMEM/F�12 с 1% ЭТС с добавлением 20 нг/мл
bFGF или без (контроль) и культивировали в те�
чение 24, 48 и 120 ч. Затем клетки отмывали от
культуральной среды ФСБ и фиксировали 4%
раствором параформальдегида (“Sigma�Aldrich”) в
ФСБ в течение 5 мин. Препараты хранили в сме�
си глицерина и этиленгликоля при �20оC до про�
ведения иммуноцитохимического окрашивания.

Дифференцировку клеток ARPE�19 оценива�
ли иммунофлюоресцентным методом, используя
первичные антитела к коннексину�43 (Сх43, C6219,
lot: 102K4859 1:200; кроличьи поликлональные;
“Sigma�Aldrich”) и III�тубулину (ab7751 lot: 754961
1:200; мышиные моноклональные; “Abcam”), раз�
веденные в 0.1% растворе БСА (“Sigma”). Опыт�
ные и контрольные клетки ARPE�19 обрабатывали
параллельно для последующего проведения срав�
нительного анализа. Обработка включала блоки�
ровку неспецифического связывания 10% козьей
сывороткой, инкубацию с первичными антителами
при 4оС в течение ночи, связывание первичных
антител с соответствующими вторичными антите�
лами, меченными флюорохромами Alexa Fluor 488
или 594 (1:300; “Molecular Probes”), в течение 40 мин
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при комнатной температуре, заключение в среду
c ядерным красителем DAPI (“Vectashield”; “Vector
Laboratories”). Оценку результатов иммуноцито�
химических реакций и фотографирование прово�
дили с помощью микроскопа “Olympus CKX31” с
цифровой камерой DP70 или микроскопа “Opton”
c цифровой камерой “Olympus SP�350”.

Количественная ПЦР в реальном време�
ни (кПЦР). Выделение тотальной РНК из культу�
ры клеток проводили с помощью “TRI Reagent”
(“Sigma�Aldrich”) в соответствии с инструкцией про�
изводителя. Для этого “TRI Reagent” добавляли во
флаконы с клетками через 24, 48, 72 и 120 ч по�
сле высевания клеток ARPE�19 в среду с 1% ЭТС,
содержавшую или не содержавшую (контроль)
bFGF. Синтез кДНК проводили с помощью набо�
ра “RevertAid H Minus Kit” (“Fermentas”) в объеме
20 мкл, используя 1 мкг тотальной РНК, обрабо�
танной ДНКазой.

Методом кПЦР оценивали изменения уровня
экспрессии мРНК следующих генов транскрипци�
онных факторов, сигнальных белков и маркеров
дифференцировки: MITF, OTX2, PAX6, TUBB3,
NANOG, OCT4, SOX2 (праймеры и зонды “ДНК�

Синтез”), KLF4 (праймеры предоставлены Э.Б.Да�
шинимаевым, Институт биологии развития им.
Н.К.Кольцова РАН). В качестве эндогенного конт�
роля использовали GAPDH (праймеры и зонд “ДНК�
Синтез”). Смесь реагентов для кПЦР (25 мкл) вклю�
чала 2 мМ MgCl2, 200 мкМ dNTPs, 1 Ед Maxima
HS Taq�полимеразы (“Fermentas”), 5 мкл разве�
денной кДНК (эквивалентной 4 нг исходной то�
тальной РНК), 250 нM праймеров и 250 нM зонда
(табл. 1). кПЦР проводили на приборе “ABI Prism
7500 PCR system” (“Applied Biosystems”). Програм�
ма для ПЦР включала: 1 цикл денатурации при
95оC — 3 мин, 40 циклов денатурации при 95оC —
15 с и совмещенный этап отжига�синтеза при
60оC —1 мин. Пороговый цикл определяли, приме�
няя программное обеспечение “500 Software 2.0.1”
(“Applied Biosystems”). Экспрессию каждой мРНК
определяли постановкой двух ПЦР в двух повто�
рах. Обработка данных кПЦР включала усредне�
ние значений Ct для повторных точек в экспери�
менте, расчет значений относительной экспрес�
сии исследуемых генов методом Ct для каждо�
го образца с использованием значения Ct по гену
GAPDH в качестве нормирующего. Результаты

Таблица 1. Праймеры, использованные для кПЦР

MITF (NM_198159) F�5'�CACCAGCCATAAACGTCAGTGT�3' 87

R�5'�CGAGGTGGGTCTGCACCTT�3'

Зонд�FAM�CCACCACCCTTCCCTCTGCCAC�BHQ1

PAX6 (NM_001604) F�5'�CAATTCCACAACCCACCACAC�3' 88

R�5'�CTGTAGGTGTTTGTGAGGGCTGT�3'

Зонд�5'�FAM�TCCTCCTTCACATCTGGCTCCATGT�BHQ1

TUBB3 (NM_006086) F�5'�GGGCCAAGTTCTGGGAAGTC�3' 71

R�5'�CGAGTCGCCCACGTAGTTG�3'

Зонд�5'�FAM�ATGAGCATGGCATCGACCCCAGC�BHQ1�3'

GAPDH (NM_002046) GAPDH_oligos 220

OCT4 (NM_002701) F�5'�GAACCGAGTGAGAGGCAACC�3' 163

R�5'�ATAGTCGCTGCTTGATCGCTT�3'

Зонд�5'�FAM�CAGTGCCCGAAACCCACACTGC�BHQ1�3'

SOX2 (NM_003106.3) F� 5'�TGCGAGCGCTGCACAT�3' 93

R�5'�GCAGCGTGTACTTATCCTTCTTCA�3'

Зонд�5'�FAM�CCGGCGGAAAACCAAGACGCT�BHQ1�3'

NANOG (NM_024865) F�5'�GAAATACCTCAGCCTCCAGCA�3' 111

R�5'�TGCCACCTCTTAGATTTCATTCTC�3'

Зонд�5'�FAM�CTCTCCAACATCCTGAACCTCAGCTACA�BHQ1�3'

OTX2 (NM_001270525,
NM_021728) F�5'�ATGGACTTGCTGCACCCCT�3' 109

R�5'�CAAACAGTGCTTCCAGCACATC�3'

Probe�5'�VIC�GGGCTACCCGGCCACCCC�BHQ1�3'

KLF4 (NM_001314052.1) F�5'�ACCAGGCACTACCGTAAACACA 79

R�5'�GGTCCGACCTGGAAAATGCT

Ген (Ref_Seq)
Размер ампликона,

п.н.Последовательность праймеров или каталожный номер

Шафеи Е.В., Куринов А.М., Кузнецова А.В., Александрова М.А.



© Издательство РАМН, 2017• www.iramn.ru 131

представлены как среднее значение±стандартное
отклонение. Для оценки статистической значимо�
сти различий использовали t критерий Стьюден�
та. Различия считали достоверными при p<0.01.

Результаты исследования
Характеристика морфологии клеток ARPE�19
в разных условиях культивирования. В присут�
ствии сыворотки клетки ARPE�19, как и клетки
из первичного материала [19], формировали ад�
гезивную культуру, гетерогенную по морфологии.
Концентрация ЭТС (1 или 10%) не оказывала зна�
чимого влияния на рост и дифференцировку кле�
ток: они имели схожие темпы роста и идентичную
морфологию. В центре плотно упакованных коло�
ний располагались клетки полигональной формы,
а по периферии — вытянутые веретеновидные
(рис. 1, а). Кроме них встречались фибробластопо�
добные клетки и единичные клетки с вытянутыми
отростками. При концентрации клеток 0.7104/см2

их плотность достигала 80�90% культуральной по�
верхности через 5�6 сут культивирования. В ме�
стах плотного монослоя в среде с ЭТС на поверх�
ности распластанных клеток образовывались сфе�
рические клеточные агрегаты (рис. 1, б). Форми�
рование подобных агрегатов наблюдали ранее на
поверхности монослоя первичных клеток РПЭ че�
ловека [1,14].

При пассировании и переводе клеток ARPE�
19 на бессывороточную среду через 72 ч после
добавления bFGF отмечено образование сфери�

ческих агрегатов из 2�4 клеток, которые прикреп�
лялись к неадгезивному пластику (рис. 1, в�е).
Через 120 ч после добавления bFGF отмечено
2�кратное увеличение процентного содержания аг�
регатов в клеточной популяции по сравнению с
контролем, а также увеличение среднего размера
агрегатов и изменение их распределения по раз�
меру в пользу фракции >500 мкм2 (табл. 2).

Образование подобных агрегатов описано ра�
нее для клеток РПЭ взрослого человека [1,14,19]
и плодов человека 9�11.5 нед развития [20]. В от�
личие от клеток РПЭ, полученных из первичного
материала, клетки линии ARPE�19 образовывали
только агрегаты и не формировали второй субпо�
пуляции из распластанных клеток, как это описа�
но в работе [14], что может быть связано с исполь�
зованием флаконов с различной адгезивностью.
Образование сферических агрегатов может сви�
детельствовать о присутствии клеток со свойства�
ми плюри� и/или мультипотентности [2,25].

При добавлении bFGF в среду с 1% ЭТС че�
рез 24 ч отмечалось изменение морфологии кле�
ток и структуры колоний (рис. 2): клетки станови�
лись менее вытянутыми, наблюдалось формиро�
вание рыхлых колоний. Такую морфологию клет�
ки сохраняли вплоть до 72 ч культивирования.
Через 120 ч в их морфологии происходили сущест�
венные изменения. Часть клеток сохраняла поли�
гональную форму, в то время как около 20% кле�
ток приобретали вытянутую форму и формирова�
ли длинные аксоноподобные отростки (рис. 2, е).

Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1. Морфология клеток ARPE719 в среде, содержавшей 1% ЭТС (а, б), в среде без ЭТС (в, г), в среде без ЭТС
и bFGF (д, е) через 72 ч и 120 ч после начала культивирования. Фазовый контраст, 200.

а – колония из распластанных клеток; б — образование сферических клеточных агрегатов на поверхности моно7
слоя; в7е — сферические клеточных агрегаты, прикрепленные к пластику.
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Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2. Морфологическая характеристика клеток ARPE719 через 24 ч (а, г), 48 ч (б, д) и 120 ч (в, е) после инку7
бации с bFGF. Фазовый контраст, 200.

а�в — клетки удлиненной формы, плотно упакованные в колониях; г — клетки полигональной формы; д — появление
единичных клеток с отростками, разобщение клеток в колониях; е — около 20% клеток имеют отростчатую морфо7
логию.

Таблица 2. Морфометрический анализ сферических клеточных агрегатов (M±)

Показатель

Количество агрегатов, % 20.5±9.4 22.5±1.1 18.2±3.3 35.8±9.5*

Распределение агрегатов по размеру, %

100�300 мкм2 52.2 46.3 23.5 12.3

300�500 мкм2 43.5 52.7 47.1 46.6

>500 мкм2 4.3 0 29.4 41.1

Средний размер агрегатов, мкм2 302.2 258.8 451.7 585.5

Примечание. *p<0.01 по сравнению с контролем.

+bFGFконтроль+bFGFконтроль

120 ч72 ч

Время культивирования

Подобные изменения в морфологии клеток ARPE�
19 наблюдали в работе [5] при использовании ак�
тиватора нейрональной дифференцировки фенре�
тинида (производное ретиноевой кислоты).

Увеличение пролиферации клеток под
действием bFGF (МТТ�тест). Оптимальная мини�
мальная концентрация клеток ARPE�19, при ко�
торой отмечено достоверное увеличение их про�
лиферативной активности под влиянием bFGF,

составила 0.6104/см2. Пролиферация клеток уве�
личивалась приблизительно на 20% по сравнению
с контролем (рис. 3). При высокой исходной кон�
центрации (4.8104/см2) рост клеток замедлялся,
что, вероятно, связано с контактным торможением.
Полученные результаты не противоречат ранее
полученным данным о том, что экзогенный bFGF
стимулирует пролиферацию клеток линии D407
человека и первичной культуры РПЭ свиньи [26].
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bFGF существенной разницы в экспрессии Cx43
и III�тубулина по сравнению с контролем не вы�
явлено: во всех клетках наблюдалась слабая ин�
тенсивность сигнала на III�тубулин, а на их по�
верхности в местах контакта с соседними клет�
ками — Cx43+�окрашивание (рис. 4, а, г). Через
48 ч после добавления bFGF наблюдалось сниже�
ние интенсивности окрашивания на Сх43 и появ�
ление ламеллярного окрашивания на III�тубулин
(рис. 4, д), через 120 ч выявлялось усиление им�
мунофлюоресцентного сигнала на III�тубулин, в
том числе в клетках с длинными аксоноподобны�
ми отростками, а Сх43+�окрашивание определя�
лось на поверхности лишь небольшого числа кле�
ток (рис. 4, е).

Полученные данные свидетельствуют о пони�
жении эпителиальной и начале нейрональной диф�
ференцировки клетками ARPE�19, которые в нор�
ме представляют собой эпителиоподобные клетки
и экспрессируют Cx43 (рис. 4, б, в). Cx43 играет
важную роль в дифференцировке РПЭ [12]. Вы�
ключение Cx43 в клетках человека, трансфици�
рованных конструкцией, несущей крысиный Cx43,
ингибировало дифференцировку, тогда как гипер�
экспрессия Cx43 индуцировала дифференциров�
ку клеток РПЭ в условиях дедифференцировки.

Анализ экспрессии генов плюрипотентно�
сти и дифференцировки методом кПЦР. Про�
филь экспрессии мРНК в контроле (табл. 3) ха�
рактеризовался отсутствием SOX2 и чрезвычайно
низким уровнем экспрессии маркеров плюрипо�
тентности OCT4 и NANOG, за исключением KLF4.

Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4.Рис. 4. Иммуноцитохимическая характеристика клеток ARPE719 через 24 ч (а, г), 48 ч (б, д) и 120 ч (в, е) после
инкубации с bFGF. Иммунофлюоресцентный метод. Двойное окрашивание на Cx43 (красное свечение) и III7тубу7
лин (зеленое свечение), ядра окрашены DAPI (синее свечение).

Рис. 3.Рис. 3.Рис. 3.Рис. 3.Рис. 3. Влияние bFGF на пролиферативную активность
клеток ARPE719 (данные МТТ7теста).

*p<0.01 по сравнению с контролем (100%).

Иммуноцитохимический анализ маркеров
дифференцировки. Сх43 (ключевой белок ще�
левых контактов) и III�тубулин (маркер ранней
фазы дифференцировки нейронов сетчатки: кол�
бочек, горизонтальных, амакриновых и ганглиоз�
ных клеток) экспрессировались и в контрольной,
и в опытной группе клеток. Однако интенсивность
окрашивания и распределение числа клеток, не�
сущих эти маркеры, менялось со временем куль�
тивирования. Так, через 24 ч после добавления
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В то же время отмечался высокий уровень экс�
прессии как маркеров РПЭ дифференцировки
(MITF, PAX6), так и маркера нейрональной диф�
ференцировки TUBB3. Таким образом, можно по�
лагать, что изначально дедифференцированные
клетки ARPE�19 обладают способностью к диффе�
ренцировке в нейроноподобные клетки и в РПЭ.

Анализ результатов кПЦР показал, что через
24 ч после добавления bFGF в клетках сущест�
венно увеличивался уровень экспрессии мРНК
KLF4, в то время как экспрессия всех остальных
исследованных генов изменялась незначительно
(рис. 5).

Увеличение экспрессии KLF4 через 48 ч по�
сле добавления bFGF сопровождалось значимым
снижением экспрессии PAX6, MITF и OTX2 —
специфических маркеров дифференцировки РПЭ.
Наивысший уровень экспрессии мРНК KLF4 на�
блюдался через 72 ч после добавления bFGF, за�
тем он резко снижался к 120 ч (рис. 5), что сопро�
вождалось возвратом экспрессии PAX6, MITF и
OTX2 к базовому уровню и 3�кратным ростом экс�
прессии мРНК TUBB3. Полученные данные свиде�
тельствуют о начале процесса дифференцировки
клеток по двум направлениям: РПЭ и нейрональ�
ном. Экспрессия мРНК генов плюрипотентности
OCT4 и NANOG находилась на контрольном уров�
не и значимо не изменялась. мРНК SOX2 в клет�
ках не детектировалась, что, по�видимому, связа�
но с взаимоисключающим высоким уровнем экс�
прессии TUBB3 [28]. Результаты кПЦР в целом
согласуются с данными морфологического и им�
муноцитохимического анализа, показавшими, что
линия ARPE�19 гетерогенна по составу клеток.
Под влиянием bFGF часть клеток сохраняет эпи�
телиальные свойства, они окрашиваются антите�
лами на Cx43 и не изменяют характера диффе�
ренцировки в течение всего времени эксперимен�
та. В другой части клеток не выявляется маркер
РПЭ Cx43, а экспрессируется III�тубулин, клетки

Таблица 3. Профиль экспрессии мРНК в контрольной
культуре ARPE�19 (M±)

Ген

SOX2 –

OCT4 7.0±1.3

NANOG 17.9±5.9

KLF4 412.8±42.9

OTX2 34.5±1.4

MITF 3051.0±567.5

PAX6 10 811.8±1600.1

TUBB3 2350.2±202.1

Примечание. “–” — отсутствие экспрессии.

Экспрессия мРНК
относительно GAPDH, 106

приобретают длинные аксоноподобные отростки и
трансдифференцируется по нейрональному пути.

Благодаря линейным свойствам и способно�
сти образовывать эпителиальный слой, подобный
нативному РПЭ, клетки ARPE�19 широко исполь�
зуются как альтернатива интактному РПЭ чело�
века [15]. Линия ARPE�19 получена в результате
длительной ферментативной обработки первич�
ной культуры РПЭ человека, в ходе которой были
отобраны клетки, обладающие выраженной адге�
зией к культуральному пластику и высокой про�
лиферативной активностью, формирующие при
длительном культивировании монослой в виде “бу�
лыжной мостовой” [7]. Доминирование эпители�
альных свойств ставит вопрос о возможности ис�
пользования этой линии клеток для изучения ме�
ханизмов их трансдифференцировки в нейроны,
что можно наблюдать при использовании первич�
ных клеток РПЭ человека [13]. Однако экспери�
менты [6] показали, что фенретинид индуцировал
дифференцировку ARPE�19 в нейроноподобные
клетки, усиливая экспрессию нейронального мар�
кера III�тубулина и подавляя экспрессию маркера
прогениторных клеток Рax6. Результаты работы

Рис. 5.Рис. 5.Рис. 5.Рис. 5.Рис. 5. Влияние bFGF на экспрес7
сию мРНК маркеров дифференци7
ровки и плюрипотентности клеток
ARPE719. Изменение экспрессии
относительно контрольной культу7
ры (принята за 1) клеток ARPE719.
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привели исследователей к мысли о том, что ли�
ния ARPE�19 содержит малодифференцированные
клетки [6]. Последующие исследования подтвер�
дили, что в стандартных условиях культивирова�
ния ARPE�19 экспрессируют транскрипционные
факторы PAX6, SOX2, CRX и NRL и утрачивают
маркеры РПЭ, что указывает на дедифференци�
рованное состояние клеток. Добавление в среду
фенретинида индуцирует значительное повыше�
ние экспрессии маркеров фоторецепторных клеток,
что указывает на возможность клеток ARPE�19
дифференцироваться по нейрональному пути [5].

Помимо ретиноевой кислоты мощным акти�
ватором нейрональной дифференцировки являет�
ся bFGF. Ранее установлено, что у амфибий РПЭ
трансдифференцируется в нейроны и глию, и имен�
но bFGF вовлечен как главный фактор в индукцию
регенерации сетчатки [24]. Если bFGF добавлять
в культуру глазного пузырька куриного эмбрио�
на, то уже сформированный РПЭ дедифференци�
руется и претерпевает нейрональную дифферен�
цировку, что приводит к образованию второго
слоя сетчатки. Нейтрализация bFGF антителами,
напротив, блокирует развитие нейронов сетчатки,
не влияя на дифференцировку РПЭ [23]. У млеко�
питающих (крыс) РПЭ трансдифференцируется в
нейральную сетчатку на ранних стадиях эмбрио�
генеза (12�14 сут), и, поскольку его конверсия в
нейроны не сопряжена с пролиферацией клеток,
было предположено, что bFGF способен напря�
мую изменять транскрипцию в клетках�предшест�
венниках РПЭ [30]. В работе [26] и в проведенном
нами исследовании показано, что в культуре РПЭ
человека bFGF стимулирует пролиферацию.

Тот факт, что bFGF имеет решающее значе�
ние для развития ЦНС из стволовых нейроэпите�
лиальных клеток, объясняет необходимость его
участия во взрослом нейрогенезе, где он регули�
рует стволовые клетки в нейрогенных нишах моз�
га. Установлено, что bFGF — необходимый фак�
тор для поддержания статуса многих типов ство�
ловых и плюрипотентных клеток [16]. Открытие
стволовых мультипотентных клеток и описание их
молекулярного профиля в РПЭ человека in vitro
[1,20,25] выявило сходство механизмов трансдиф�
ференцировки РПЭ с процессами репрограмми�
рования клеток [10]. Ранее методами ПЦР и им�
муноцитохимии нами показано, что в первичных
клетках РПЭ взрослого человека в ходе дедиф�
ференцировки присутствуют клетки, экспресси�
рующие OCT4 и NANOG [1,20]. Другие исследо�
ватели обнаружили при трансдифференцировке
РПЭ взрослого человека высокий уровень экс�
прессии мРНК c�MYC и KLF4, низкий уровень
SOX2 и отсутствие экспрессии OCT4, NANOG и
LIN28 [25]. Дифференцировку по нейрональному

пути проводили в среде с добавлением bFGF и
ретиноевой кислоты одновременно [25], в то вре�
мя как проведенные нами исследования показы�
вают, что в клетках ARPE�19 для активации ней�
рональной дифференцировки достаточно влияния
bFGF. Поскольку KLF4 — один из четырех факто�
ров, участвующих в репрограммировании сомати�
ческих клеток в индуцированные плюрипотент�
ные, можно полагать, что усиление экспрессии
KLF4 под влиянием bFGF приводит к временно�
му, еще большему снижению уровня дифферен�
цировки клеток ARPE�19 до плюри/мультипотент�
ного статуса, о чем также свидетельствует подав�
ление экспрессии РПЭ специфичного фактора
MITF [22]. Снижение уровня дифференцировки
приводит клетки к пролиферации и активации про�
граммы нейрональной дифференцировки [4]. Так�
же известно, что при развитии сетчатки KLF4 иг�
рает двойную роль: устанавливает статус стволо�
вых клеток в ретинальных прогениторах и подав�
ляет развитие и рост аксонов в нейронах [9]. Это
согласуется с полученными нами данными о том,
что уровень экспрессии KLF4 значимо возрастает
в период дедифференцированного состояния кле�
ток, а затем резко снижается при появлении в
культуре высокого уровня экспрессии мРНК TUBB3
и нейроноподобных клеток с отростками, окра�
шенными на III�тубулин.

Таким образом, проведенное нами исследо�
вание показало, что bFGF имеет двойственное
влияние на ARPE�19: сначала снижает диффе�
ренцировку клеток, а затем направляет их по ней�
рональному пути развития. Это позволяет предпо�
ложить, что механизм активации трансдифферен�
цировки в нервные клетки может существовать,
по крайней мере частично, в клетках РПЭ чело�
века, и клетки постоянной линии ARPE�19 подхо�
дят для изучения этих процессов.
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